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enzymes impliquées et réactions biomimétiques
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HAL Id: tel-01529447

https://hal.archives-ouvertes.fr/tel-01529447

Submitted on 30 May 2017

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
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RESUME 

Une tec~·,nique sirnple ,je ,jétection et ,je suivi cinétique ,je 
1 'hydro~-~~ 1 at ion en poslt ion 5 des aroyl-2 thi ophènes par 1 es mi crosomes 
rn3pat i q ues ,je rats et dl1ornrnes a été mi se au point. Elle a perrni s ,je montrer la 
tJénét-a l i té ,je cette voie ,j·ox'd'jat ion rné tabo li que des dé t-i vés du U1i op~1ène 
cornpor1.ant un substituant COAr en position 2. L'oxq,jation ,je 4 composés ,je ce 
type_. dont 2 médicaments, l'acide tiénilique (AT) et le suprofen (SU) par des 
rni crosomes ~1èpatiques 1je rats ,jifféremment traités a été étudiée. Plus 
particulièrement dans l e cas de l'hijdrtJi<ljlation en 5 de l'AT, la participation 
majoritaire des tYJonoo:>iytJénases à Cl~ t oc~H-omes P-450 a été ,jérnontrée. Puis la 
nature des cytochromes P-450 i mp 1 i qués a été étudiée : en comparant ,ji .. ,..erses 
inductions, en utilisant des anticorps spécifiques et en reconstituant l'activité 
è partir ,je cytoc~1rornes P-450 purifiés. Cette activité est rnajoritairernent 
,jépen,jante ,ju P-45Ct PB 2a (P-450 UTA) dans les rnicrosornes ,je foie de r-ats 
témoins, d'au moins 2 cytochromes P-450 dans les microsomes de foie induits 
par le phénobarbital. Cette activité est très fortement au!Jmentèe ,jans les 
microsornes ,je rats in,juits par le clofibrate et ,jépen,j ,June forme qui n';:~ pu 
être caractérisée. L'utilisation ,je SldStèrnes rno,jèles ,jes P-450 utilisant les 
métalloporphyrines de t·ln a permis de reproduire les hydro:><ylations de l'AT et 
du SU. 
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L'acide tiénilique {AT) Wi fl urex)R est un composé diurétique et 
uricosu rique mis sur le marché en 1976 par les laboratoires Anphar-Rolland et 
proposé dans le traitement de l'hypertension. 

Cl Cl 

~C n OCH-zCOOH Acide tiénilique ( AT ) (Oiflurex)R 
8 Il~ 

0 

Ce dérivé thiophénique bien que n'ayant démontré aucune toxicité sur les 
1jifférents modèles animaux utilisés classiquement pour l'établissement des 
dossiers d'Autorisation de Mise sur le Marché a conduit chez l 'homme à certains 
effets secondaires d'hépatotoxicité. 

Certains patients traités, (en11iron 1 cas sur 1 0000) ont développé des 
hépatites d'origines immuno-allergiques. Ces hépatites ont entroîné le retroit 
de l'AT du marché américain par la "Food and Drug Administration". En France, en 
raison de l'intérêt thérapeutique que présente l'acide tiénilique -il s·agH d'un 
des meilleurs uricosuriques- sa commercialisation a été maintenue mais placée 
en 1980 sous une étroHe surveillance du système de pharmacovigilance. 
L'information pratiquée sur les précautions d'emploi indispensables a permis 
d'éliminer presque totalement les accidents graves consécutifs à la prise 
d'acide tiénilique. 

Les différentes étapes qui conduisent à l'apporHion d'hépatites de type 
auto-immunes avec certains composés sont très mal connues. De plus il n'existe 
pas de modèles animaux prédictifs. Un programme de recherche important pour 
comprendre les mécanismes de cette toxicité est en cours. 

A J'origine, se trouve la mise en évidence par le Professeur Homberg 
(Hôpital St. Antoine), dans le sérum de patients traités à l'AT et ayant fait un 
accident hépatique, d'anticorps dirigés contre une structure de l'hépatocyte, le 
réticulum endoplasmique ( 1). En 1985, en collaboration avec l'équipe du 
Professeur Leroux (CHU Necker), i l a été montré au laboratoire que ces 
anticorps étaient dirigés contre une enzyme hépatique, un cytochrome P-450 
(2). 
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1-A PRESENT AT 1 ON GENERAlE DES CVTOCHROMES P-450 

De nombreuses substances de notre environnement (exogènes), en 
particulier l a plupart des médicaments, sont trop hydrophobes pour être 
facilement éliminés par l'organisme. Pratiquement tous les êtres Yivants 
disposent de systèmes enzymatiques de détoxication capables de tremsformer 
ces exogènes en métabolites plus hydrophiles, donc plus faciles à éliminer. Le 
processus global d'élimination peut être schématisé ainsi : 

phase 1 phase Il 
RH ROH ROR' élimination 

hydroxylation conjugaison 

Lors de la phase 1, des monooxygénases fonctionnalisent le composé à 
éliminer (généralement en l'hydroxylant). Dans la quasi-totalité des cas, la 
réaction est catalysée par des cytochromes P-450. Lors de la phase Il, des 
enzymes dites de conjugaison rendent Je métabolite encore plus hydrosoluble en 
Je couplant à des rôdicaux hydrophiles (3). 

De l'action de ces deux systèmes dépendent la métabolisation, la vitesse 
d'élimination et donc le durée de J'effet thérapeutique d'un médicament. 

1 -A-1 Hi stori gue 

Entre 1940 et 1950, Mueller et Miller étudient la déméthyletion 
oxydative du diméthyl-azobenzène en présence d'homogénats de foie (4,5). En 
utilisant la même préparation Brodie et coll. (6) examinent quelques années 
plus tard le métEJbolisme oxydatif de différents médicaments. Ce n'est qu'en 
1958 que Klingenberg (7) et Garfinkel (8) notent Je présence d'un pigment fixent 
Je monoxyde de carbone dans les microsomes de foies de mammifères. Ces 
microsomes réduits et traités par le co absorbent aux environs de 450 nm, 
contrEJirement aux complexes formés entre le CO et d'autres hémoprotéines qui 
présentent une bande de Soret à 420 nm. En 1964, Omura et Sato (9) démontrent 
que ce pigment hépatique est effectivement une hémoprotéine qui est dénommée 
cytochrome P-450. 
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1-A-2 Défi nit ion 

Les cytochromes P-450 sont les constituants majeurs des systèmes 
multienzymatiques, les monooxygénases qui, en activant l'oxygène moléculaire 
sont capables d'incorporer un seul des deux atomes d'o:<ygène au niveôu d'un 
substrat. 

Le bilan de l'oxydation d'un substrat RH catalysée par une 
monooxygénase est 1 e sui 11ant : 

RH + 02 + 2 e- + 2H+ 

NAD PH 

cyt P-450 

Les cytochromes P-450 sont présents au sein d'espèces variées, ô 
différents stades de l'éYolution : chez les microorganismes (bactéries et 
leYures), les plantes, les animaux (poissons, oiseaux, mammifères ... .). Au sein de 
l'organisme des mammifères, les cytochromes P-450 remplissent de 
nombreuses fonctions endogènes et exogènes qui sont résumées dans la figure 1. 
Nous nous limiterons à l'étude des cytochromes P-450 impliqués dans le 
métabo 1 i sme oxydat if des xénobi otique s. 

Pour fonctionner, ces monooxygénases nécessitent la présence de quatre 
éléments : 

- un cytochrome P-450 
- un donneur d'électrons, généralement Je nicotinamide adénine 

dinucléot ide phosphate réduit (NADPH) 
- une flavoprotéine, la NADPH-cytochrome P-450 réductase, qui assure 

Je transfert au cytochrome P-450 des électrons provenant du NADPH. Elle 
contient une mole de flavine adénine dinucléotide (FAD) et une mole de flavine 
mononucléotide (FMN) par mole d'apoprotéine. La participation des cytochromes 
P- 450 ô une réaction enzymatique est fréquemment évaluée en utilisant des 
anticorps dirigés contre cette flavoprotéine qui par reconnaissance antigène 
anticorps, inhibent totalement ou en partie le fonctionnement de l'enzyme 

-des lipides. 
L'ensemble est présenté figure 2. 
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Synthèse du 
thromboxane et 

de la prostacycline 

CYTOCHROMES P-450 

/ 

Biosynthèse 
d'hormones 

(stéroïdes, corticoïde::: .. 
vitamine D) 

Oxydation des xénobi oU ques Métabolisme des acides gras 
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FIGURE 1. Fonctions des Cldtochromes P-450 de mamrnifères (d 'après ( 1 0)). 
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cytoplasme 

FIGURE 2. Trans~'ort ,j'électrons du NADPH au Cldtocllrome P-450 (d'après (11))_ 

CHz 
Il 

CH H 

CH=CH2 

H H 

H3C CH3 
1 

CH 2 H CHz 
1 1 CH2 CHz 
1 1 
COzH COzH 

FIGURE 3. ':; t.r-uctur e ,je la pr·ot oporphyrine li-( ,je fer (,j'eprès (12)). 
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1-A-3 Structure 

Il existe une très grande analogie structurale dans cette famille 
d'enzymes. 

- L'hème des cytochromes P-450 est constitué d'une protoporphyri ne 1 X 

de fer (fig.3) où le fer est coordiné: 
. aux quatre azotes pyrroliques de la protoporphyrine 
. à un cinquième ligand, cystéinate, assurant la liaison avec 

1 'apoprotéine. 
Un si xi ème 1 i gand coordi ne 1 e fer. 
Dans le cas du cytochrome microbien extrait de Pset;o'omon8s Ptltid8, le 

cytochrome P-450 cam, la nature de ce ligand a pu être déterminée par 
cristallographie aux rôyons X (RX) ( 13). Il s'ôgit d'une molécule d'eau (ou ROH). A 
ce jour, le cytochrome P-450 cam est le seul qui ait pu être étudié à l'état 
cristallisé aux RX, seul et en présence de son substrat, le camphre. Toutefois 
l'ensemble des techniques spectroscopiques montrent que le fer est coordiné de 
la même f ôçon dans la p 1 upart des autres cas. 

- La partie protéique est constituée d'une chaîne polypeptidique unique 
de poids moléculaire compris entre 40 000 et 60 000 selon les cytochromes P-
450. Dans le cas du cytochrome P-450 cam, deux régions se distinguent. 

. Une première, relativement rigide, est constituée essentiellement 
d'hélices oc. E1le lie en particulier l'hème à travers le ligand cystéinate (cys 
357). Les techniques prédictives de structure et d'alignement de séquences 
laissent prévoir une structure analogue avec d'autres cytochromes P-450 . 

. La deuxième région, beaucoup plus souple, comprend en particulier 
des feuillets ~- Cette région assurerait la spécificité de chaque cytochrome P-
450 (fig.4). 

1-A-4 .Çycl e cotolyt 1 gue 

La figure 5 présente une vue d'ensemble du cycle catalytique du 
cytochrome P-450 ( 12). 



67-79 
108- 121 

D 123-143 
E 149 - 156 
F 176- 185 
G 192-205 
H 218-225 
1 234-267 
J 268-276 
K 282- 292 
L 359 - 378 

p 1 56- 62 
P2 226- 233 
P3 297- 301 

315-320 
P4 305- 312 
ps 390- ~uo 

FIGURE 4. Représentation du P-450 cam d'après l'étude aux RX. Les r1élices sont 
indi quées par des barres et 1 es feuillets !3 par des n ècr1es (d'aprè~: ( 14) ). 

E 

s- A 
I cv 

\~H 
~~ 

ROH 

RH 

~r 
Fe:nr 

cD 
~e-

B 

c 

D 
FIGURE 5 Ct~cle ca talytique rju cytochrome P-450 (d'après ( 12)). 
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Oems l'enzyme au repos, l'hème est un complexe hexacoordiné du fer au 
degré 11' oxydation +Ill et à l'état de spin (S= 1/2) : c'est 1 e camp 1 exe A. 

lors de la première étape du cycle catalytique, le substrat se fixe sur 
un si t e hydrophobe de 1 a protéine. Il s'ensuit un changement conf orrnat ion ne 1 
important de l'apoprotéine qui se répercute sur le complexe du fer qui passe ô 
l'état complexé pentacoordiné § spin fort (5=512). A ce niveau, les variations 
spectra1es induites par le substrat RH permettent d'étudier par 
spectrophotométrie différentielle le type d'interaction du substrat avec le site 
actif du cytochrome P-450. Le potentiel redox du complexe ~~ supérieur 
d'environ 100 mV à celui du complexe .é_, permet l'arrivée du premier électron 
provenant du NADPH via la NADPH-cytochrome P-450 réductase. ~ est alors 
réduit au cours de cette deuxième étape du cycle catalytique en un complexe 
pentacoordiné du fer (Il) ou complexe h· 

La troisième étape est la fixation réversible de l'oxygène sur le site de 
coordination vacant du fer (Il) formant ainsi un complexe oxygéné du fer Q ou P-
450 Feil (Oz). 

L'arrivée d'un deuxième électron du NADPH conduit alors ô l'entité active 
du cycle catalytique : un complexe oxo du fer à oxygène actif très instable _E. 11 
semble actuellement admis que ce soit ce complexe à haut degré d'oxydation du 
fer qui transfère son atome d'oxygène sur le substrat. Le deuxième atome 
d'oxygène est éliminé sous forme d'H20. 

D'autre part, plusieurs travaux ont montré que les diverses oxydations 
catalysées par le cytochrome P-450 pouvaient être réalisées en remplaçant in 
Yitro 1 e système NADPH/02 par des agents oxydants "donneurs d'atome 
d'oxygène~ (AO) comme par exemple des hydroperoxydes, ROOH, des pen~cides, 
RCOOOH, des anions oxygénés (Clo2-, 104-) et des iodosoarènes AriO (15). 

11 existerait donc deux cycles catalytiques au cours duquel se forme la 
même enu té active P-450 FeY = 0: 

- l'un ~court" utilisant in Yitro un "donneur d'atome d'oxygène" en 
absence de NADPH/02 

- l'autre long, qui intervient in vivo (et également in vitro). 
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1-A-5 Réactions catalysées 

En raison de sa forte réactivité, le complexe 8 oxygène actif est l'un des 
oxydants les plus efficaces connus en chimie ou en biochimie. Il est ainsi 
capable d'hydroxyler toute une gamme de composés, y compris les plus inertes 
comme les alcanes, dans les conditions biologiques. Le complexe cyt P-450 Feil, 
très enrichi en électrons par le ligand thiolate lui confère par ailleuïs une 
activité réductrice particulièrement vis-à-vis des dérivés halogénés. 

Le tableau 1 met bien en évidence la grande variété des substrats que la 
famille des isoenzymes à cytochrome P-450 est capable de transformer ( 16). 

1-A-6 localisation 

Les cytochromes P-450 sont localisés, 8 dHférentes concentrations, 
dans une grande variété d'organes : Je foie, les poumons, l'intestin, les reins, Je 
cerveau, le placenta, la peau notamment. Ils s'y trouvent répartis à différents 
niveaux de la cellule: le réticulum endoplasmique lisse et rugueux, le noyau, la 
membrane cellulaire, les mitochondries. 

Les cytochromes P-450 responsables de la détoxication des 
xénobiotiques sont principalement situés dans le réticulum endoplasmique des 
hépatocytes, mais également dan.s le réticulum endoplasmique des reins, des 
poumons .... 

La couche phospholipidique de la membrane du réticulum endoplasmique 
contribue à l'organisation spatiale du complexe enzymatique à cytochrome P-
450. Un modèle de l'organisation des cytochromes P-450 de vertébrés a été 
proposé récemment par Nelson et Strobel. Le site de fixation du substrat fait 
face à la membrane. L'hème est parallèle à la surface membranaire et deux 
seqments N-terminaux traversent la membrane et assurent la fixation de la 
protéine à la couche phospholipidique ( 17). 

Provenant du réticulum endoplasmique après homogénéisation et 
centrifugation de la cellule, de petites particules ont été obtenues pour la 
première fois par Claude en 1938 et nommées microsomes en raison de leurs 
petites tei 11 es (200 nm en moyenne) ( 18). Les mi crosomes sont considérés 
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Tableau 1. Réactions catalysées par 1es cytochromes P-450 
hépat 1 que s. 

Type de réac ti ons Exemple de substrat Produit 
~:éact ions d'o:.:ydat ions 
-HydroXI:JiaUon al iphet i que CI:JC l ohexane Cyclot1exanol 

Testostérone Hydroxy-testostérone 
- Hydroxylation acide gras Acide laurique A ci de hydro~-<y 1 auri que 

Prostagl an di nes Hydroxy-12, hydroxy-1 1 
prostag 1 an di nes 

- Oxygénation aromatique Benzène Phénol 
Benzo[ô]pyrène Hy1jroxy-3 benzo[a] 

pyrène 
Aniline Amino-4 phénol 

- Epoxydation d'alcènes Aflatoxine B1 Epoxyde en 2-3 
- N-désalky1ation et Benzphétamine N-desrnethyl-

désaminat ion o;-<ydat ive benzphétamine 
Amphétamine Phényl acétone 

- 0-désal kyi a ti on Nitro-4 ani so 1 e Nitro-4 phénol + formol 
Ethoxy-7 coumarine Hydroxy-,7 coumarine 

- N-oxydat ion Amphétamine N-hydroxy 
amphétemine 

- Désulfuration Parathion Parao>wn 
- Dé ha 1 ogénat ion Chloroforme Phosgène 
-Dénitrification Ni tro-2 propane Acétone+ nitrite 

Réactions de réductions 
-Nitro réduction Nitrobenzène Aniline 
- Azo réduction Amenmthe Naptüylômine 
- Réduction des N-oxydes lmipramine N-oxyde lmipramine 
-Réduction des époxydes Epoxy-4,5 benzop~:Jrène Benzo(e]pyrène 
d'arènes 

- Déhalogénation réductive CCl4 Chloroforme 
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comme des équi valents bi ochimiques du ré ti culum endopl asmi que ( 19). Les 
cytochromes P-450, comme 1 a p 1 upart des enzymes hépatiques i rnp 1 i quées dans 
le métabolisme des médicaments, sont présents dans les microsomes 
hépatiques. Ils représentent 5 % du contenu protéique total des microsomes 
hépatiques de rats non traités et atteignent 15% chez le rat traité avec du 
phénobarbital. Les composants du système des rnonooxygénases ô cytochrome P-
450 ont été purifiés jusqu'à homogénéité. Des systèmes reconstitués 
fonctionnels, et en particulier des liposomes ou vésicules membranaires 
artificielles ayant une excellente activité enzymatique ont ainsi pu être 
obtenus (20). 

Les préparations microsomales demeurent néanmoins un système 
relativement facile à mettre en oeuvre pour étudier in vitro le métabolisme 
des xénobiotiques et certaines de ses variations. 

1-B INDUCTION DES CYTOCHROMES P-450 

La plupart des xénobiotiques doivent être métabolisés avant l'excrétion. 
Le taux de biotransformation, son étendue et la nature des produits formés 
peuvent varier considérablement non seulement d'une espèce ô l'autre, mai s 
également parmi les individus d'une même espèce (21 ). 

Quantitativement et qualitativement, les variations dans la 
biotransformation des médicaments sont en partie déterminées. Le patrimoine 
génétique définit l'étendue des enzymes du métabolisme qu'un individu est 
capable d'exprimer. Mais celles effectivement présentes chez un animal ô 
n'importe quel moment, dépendent d'un grand nombre de facteurs (22). 

Certains facteurs qui affectent la biotransformation des xénobiotiques 
sont intrinsèques à l'organisme. Citons par exemple l'âge, le sexe ou la maladie. 
Nous nous intéresserons ici aux facteurs exogènes (23). Par un phénomène 
commun à l'homme et 8 la bactérie, l'organisme s'adapte aux changements de 
son environnement en augmentant sé 1 ect i vement 1 e contenu ce ll ul ai re en une ou 
plusieurs protéines bien déterminées. Ce processus est connu sous l e nom 
d'induction et le f ait que le cytochrome P-450 des cellules de mammifère 
pui sse être i nduit par l'exposition è un xénobiotique a été découvert il y a plus 
de vingt ans par Conney (24) et Remrner (25). 
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1-B-1 Inducteurs et isoenzymes des cytochromes P-450 
chez 1"anima1 

L'administration 8 un animal de laboratoire de certaines substances 
inductrices provoque une augmentation spectaculaire de la biotransformation 
hépatique avec : 

- une accélération du métabolisme in vitro 
- une réponse différente aux taxi ques 
-une modification ultrastructurale du foie 

-une augmentation de la concentration hépatique et une modification des 
propriétés spectrales et catalytiques des cytochromes P-450. 

En fonction des caractéristiques structurales et des modifications 
apportées au système des cytochromes P-450, cinq grandes classes 
d'inducteurs des cytochromes P-450 ont été déterminées à ce jour (26): 

- la classe du phénobarbital. Elle comprend la plupart des barbituriques 
anticonvulsivants, la phénytoïne et la diéldrine. L'inducteur le plus utilisé de 
cette classe est le phénobarbital lui-même (PB). 

- la classe des hydrocarbures polycycliques. Cette classe comprend des 
hydrocarbures aromatiques pol ycyc llques (benzo[a]pyrène, benzo{a]anthracène) 
et des hydrocarbures aromatiques halogénés (dioxine (TCDD), tétrachloro-
3,3',4,4' diphényle) et la ~-naphtoflavone (~ NF). L'inducteur type utillsé est le 
méthy1-3 cho1onthrène (3MC). 

- la classe des dérivés de type stéroïde qui comprend des 
glucocorticoïdes comme la déxaméthasone. Le dérivé le plus utilisé de cette 
classe est la cyono-16a. prégnéno1 one (PCN). 

- le clofibrate et certains dérivés de structure apparentée. 

- 1"éthono1. 

Les structures chimiques de ces principaux composés sont présentées 
fi gu re 6. 
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Les profondes modilïcations quantitatives, mais également qualitatives, 
produites par ces inducteurs ont conduit ô postuler l'existence de plusieurs 
formes ou i soenzymes du cytochrome P-450, différentes par 1 eur apoprotéi ne et 
donc leur sélectivité. Un inducteur donné augmente la concentration hépatique 
d'une ou plusieurs isoenzymes, la concentration des autres étant soit inchangée, 
soit même parfois diminuée. C'est le cas par exemple de la forme UT-A dont la 
concentration est diminuée après traitement des rats par la cyano-16CI. 
prégnénolone. L'influence des inducteurs classiques sur la répartition des 
di verses i soenzymes des cytochromes P-450 hépatiques de rats est présentée 
figure 7. 

Sur la base de leurs séquences génétiques, environ une centaine de 
cytochromes P-450 différents ont été caractérisés chez les procaryotes et les 
eucaryotes. Récemment, une nomenclature internationale basée sur la séquence 
de l'ADNe et, ou de la protéine, a été proposée (29). Selon ces critères, 11 
cytochromes P-450 hépatiques de rats sont répertoriés à ce jour et figurent 
dans le tableau 2 (colonne 1 ). Ces cytochromes P-450 sont encore actuellement 
plus connus sous le nom utilisé par les laboratoires où ils ont été purifiés. C'est 
pourquoi nous proposerons en regard de la nomenclature recommandée, les ci.nq 
principales nomenclatures utilisées : celles décrites par Wolf, Levin, 
Guengerich, Waxman et Schenkman. Enfin, de nouvelles formes de cytochromes 
P- 450 sont purifiées régulièrement. Dans certains cas, la caractéri sation 
génétique de certains cytochromes P-450 n'est pas suffisamment avancée pour 
étBblir la nomenclature recommandée. L'identification de ces formes est alors 
réalisée provisoirement en comparant les propriétés des préparations des 
cytochromes P-450 des différents laboratoires notamment : 

- la longueur d'onde du maximum d'absorption (Àmax) du complexe 
cytochrome P-450-CO 

-les activités catalytiques déterminées par reconstitution de l'activité 
des cytochromes P-450 en présence de lipides, de réductase, de NADPH et de 
substrats 

- les propriétés immunochimiques 
- la séquence N-terminale 
- la mobilité sur gel SOS relative à des cytochromes P-450 

parfaitement caractérisés 
- 1 a réponse aux inducteurs. 
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,& 
Phénobarbital ( PB ) Méthyl-3 cholanthrène ( 3MC ) 

Clofibrate ( CLO ) {J-naphtoflavone ( {3 NF) 

H 

Ccc~CI 
Cl ~Cl 

Cyano-16 Ci prégnénolone ( PCN ) Dioxine ( TCDD ) 

FIGURE 6. Quelques inducteurs classiques des cytochromes P-450 chez l'animal 
,je laboratoire. 
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nmo1es d'apoprotéines du cytochrome P-450/mg 
de protéines hépatiques 

témoin PB {3NF PCN 

~ {3NF/ISFG 

• . UT-F 

[[Ill PB/PCNE 

~ PB-0 

~ PB-C 

1: ·:.:-:-:j {3NFB 

lrii!J PB-8 

lZZJ UT-A 

Traitement des rats 

FIGURE 7 . Quantifica tion irnmunologique des diverses formes de cytochromes 
P-450 hépôtiques chez le rat Sprague-Dawley traité par différents inducteurs 

(d'après ( 16)). 



Tableau 2 . Cytochromes P-450 hépatiques de rots : terminologie employée por différents loborotoires 
pour des formes correspondantes (d"oprès 10,27 ..,26,29)_ 

Nomenclature Wolf Levin Guengerich Woxmon Schenkmon 
recommandée 

- - - - - RU·l2 
Il Al UT 1 ô UT-F PEi-3 F-:Lt·12t1 

- - g - - RU··13 
- - i UT-1 2d fRLt'-14 

Il C 11 PB 2a h UT- A PB-2c RU'ls 
- - - - - RU·1sa 
- - - - - fF.'Lr--lsa 

Il C6 PB 1 b k PB-C PB-1 PB RU··14 
Il C7 - f - - -

- - - UT-H - -
- PB 1 a - - - -
- PB 2b - - - -
- PB 2c - - - -

Il Ei 1 PB 3a b PB-B PB-4 -
Il 62 PB 3b e PB-D PB-5 -
1 A2 r···1c 1 a d 1 ~3FG ISFG -
1 Al r·-1c 1 b c BNFB BNFB -

1\l A 1 F'-.::152 - - - -
Il E 1 - j - - -
Ill Al - p F'CNE PB-2a -
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Nous proposons dans le tableau 2 une liste de 20 cytochromes P-450 
hépatiques de rats qui ont été à ce jour caractérisés. 

Dans un grand nombre de cas, la détermination des activités 
catalytiques de formes purifiées met bien en évidence une double absence de 
spécit"icité : aucune des formes purifiées nè catalyse une seule des activités 
étudiées et aucune activité n'est catalysée par une seule forme de cytochrome 
P-450. La plupart des cytochromes P-450 possède une large spécificité de 
substrat, c'est à dire qu'ils sont capables de métaboliser une grande variété de 
composés. Mais il existe un petit nombre de cytochromes P-450 plus 
spécifiques, capables de prendre en charge sélectivement les substrats 
physiologiques indispensables à la vie de l'organisme. 

Bien que les cytochromes P-450 soient collectivement capables de 
métaboliser des m111iers de substrats différents, dans chaque organisme 
particulier, le nombre des différentes espèces de cytochromes P-450 varie 
d'une . douzaine à une centaine (30). L'existence de multiples formes de 
cytochromes P-450 combinée à une plus ou moins large spécificité de substn~t, 
contribuent à la capacité des organismes phylogénétiquement avancés è 
métaboliser les substances endogènes comme les molécules hydrophobes de leur 
environnement. 

1-B-2 Induction des cytochromes P-450 resP-onsobles du 
métobolisme des xénobiotigues chez l'homme 

La plupart des connaissances sur les mécanismes d'induction 
proviennent des expériences sur l'animal de laboratoire. Chez l'homme, le 
phénomène d'induction existe mais son étude se heurte à la nécessité 
d'employer des méthodes peu invasives. 

ln Yivo l'induction enzymatique a été reliée à la mesure de la demi - vie 
plasmatique de médicaments ad mi ni strés avant ou pendant une exposition à un 
inducteur potentiel (31). 

Plus récemment, une méthode non invasive a été mise au point. le test 
du C02 pulmonaire. Le médicament marqué (à l'isotope radioactif 14c ou 8 
l'isotope stable 13C) est administré et le taux de 14co2 expiré est mesuré par 
spectrométrie de scintillation ou par spectrométrie de masse dans le cas du 
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13co2. Il a ainsi été montré que l'exposition à différents exogènes (fumée de 
cigaret1es, biphényles polychlorés et polybromés, glut.hétimide .... ) augmente le 
métabol isme de l'aminopyrine et de la caféine (32). 

L'induction enzymatique a enfin été étudiée indirectement par la mesure 
dans l' llrine de marqueurs de J'activité des enzymes du rnétabolisme des 
médicaments. Par exemple le taux d'excrétion uriMire d'hydroxy-6~ cort i sol, 
métabol ite normal des stéroïdes dans les conditions physiologiques, a été 
retenu comme refl ètant. J'activité des monooxygéneses hépatique s. Le 
traitement de volontaires avec de J'antipyrine, du phénobarbital ou de la 
rifampi cine augmente l'excrétion de l'hydroxy-6~ cortisol (26). 

Une démonstration directe de l'induction enzymatique chez l'homme 
requiert J'utilisation d'échantillons ti ssulaires prélevés avant et après 
induction (33). Pour des raisons éthiques ceci n'est que rarement effectué 
surtout chez J'individu sain. La culture de cellules constitue un outil 
particulièrement intéressant pour une étude tant des mécanismes que des 
facteurs de 'v'ariations interindividuelles tout en permettant d'éliminer les 
influences dues ô J'environnement qui interfèrent avec les études h7 Yivo. 

le tableau 3 résume les principaux composés qui i nduisent le 
métabolisme des médicaments chez J'homme in YiYo et/ou en culture cellulaire. 
Parmi les médicaments, les anticonvul sivants sont représentés de façon 
majoritaire. Parmi les agents non thérapeutiques, l'importance des dérivés du 
type méthyl-3 cholanthrène reflète l'effort de recherche concernant les 
produits toxiques et cancérigènes sur des ce11ules humaines. 

L'ensemble des études décrites précédemment ont permis de mettre en 
évidence la variabilité de la biotransformation des médicaments chez l'homme. 
L'existence d'un polymorphisme génétique dans le métabolisme de certains 
médicaments, c'est à dire de différences contrôlées génétiquement dans 
J'activité d'un ou plusieurs cytochromes P-450, y contribue de façon 
significative (34). Ce phénomène qui a des conséquences importantes en 
pharmacologie clinique est à J'origine de la purification de certains 
cytochromes P-450. Les formes dont la caractéri sation est la plus avancée sont 
les suivantes (35,36). 

- P-450 OB (débri soquine) 
Environ 5 % de la population d'origine Caucasienne est incapable de 

métabo 1 i ser 1 a débri soqui ne, composé a nt i hypertenseur sympa tho 1 y ti que, 
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Tableou 3 . Pr1nc1poux composés inducteurs du métobolisme des 
méd1 coments chez J'homme (d'après 26). 

Agents 1 nducteurs 
Théropeut 1 ques Non théropeut i ques 

* Phénobarbitôl Fumée de cigarettes 
Pentobarbitel et autres barbituriques 

~ Phénytoïne 
Il' Carbamazépine . Vi ande carbonisée 
* Phényl butazone Ethanol 
* Rifampicine Hydrocarbures a rom etiques 

· polycycliques 
Ami nopyri ne (benzo(a]pyrène, 
Antipyri ne méthyl-3 cholanthrè'ne) 
Spi rono 1 oct one 
Glutéthimide Hydrocarbures aromatiques 

ha 1 ogénés (bi phény 1 es po 1 y ch 1 orés 
Hydrate de chloral et polybromés, dioxine) 
Méthaqual one 
Gri séofulvi ne 
t1éprobamate 

* Inducteurs les plus pui ssants chez l'homme. 



cornrne environ 15 autre::; mérji carnents. ~3ur sa cacraci té à cet a lt:Jser 
!'hydro:~ylation en posit10n 4 de la débnsoquine, une forme de cytochrome P-450 
a pu être isolée et entièrement caractérisée, le P-450 DB. Cette fon·ne est 
équivalente ô la füt-rne P-450 Bufl qui transfonne le bufuralol, un ~-bloquant, en 
tii:J:jroxt:J-1' bufuralol (ou cartlinol ) (37). 

- P-450 MP-1 ou P-450 B (rnè.phén!Jtoïne) 
l e CI:Jtoct1rome P-450 r·1P-1 a été caractéri :;é è partir ,je rni crosomes rje 

t 01 es ht.Jmai ns en raison rje son rô 1 e ,jans le po lt:Jmorpt1i srne génétique ,je 
l'hydrm~ylation en position 4 de la [~3] méphè.nytoine. Ce polymorphisme .. observé 
chez 2 à 5% rje la population d'origine Caucasienne et plus de 20% rjes .Japonai:3, 
est inrjépen,jant du polymorpt·,;srne è la ,jébrisoquine. Le P-450 r·--1P est 
apparernrnent irjentique au CI:Jtoct1rome P-450 ô isolé par Ptl Beaune. Les 
microsomes de foies foetau:x; ne contiennent pas de P-450 ~lP comme l'ont 
montrés 1 es éturjes i mrnunoct1i mi ques réa 1 i sées sur 12 éct1ant ill ons en ut i 1 i sant 
des anti-P-450 ô. Sii-~ de ces échantillons testés ont une activité [S]-
méphéntjtoïne-4 r11:Jrjrm<ylase inférieure ou ér~a le à l 0 ;;g rje l'activité moqenne 
des foies adultes. 

L'anal!:JSe rje la séquence N-terminale rje la forme nP montre une 
r1omolo9ie rje séquence sur les 20 pr-emiers •:~ci des aminés ,je 75% avec la forme 
UT -A rje foie ,je rat. de 70 % avec la fonne UT -1 rje foie rje rat, et supérieure à 
55 % avec la forme PBc de foie de rat. Des anti-sérums dirigés contre 10 
cytochromes P-450 de foie de rat purifiés par Guengerich, seul l'anti-P-450 
UT-1 réagit avec le P-450 ~-·1P en utilisant les tect1niques de transfert. L'anti-P-
450 UT -1 reconnaît la forme f'·1P dans les microsomes hépatiques f1urnains et est 
capable d'inhiber la quasi-totalité de l'activité catalytique. Toutefois, les anti-
P-450 MP ne réagissent pas, par irnmuno-transfert avec le cytocf1rorne purifié 
rje rat P-450 UT -1. Le cytoc:t"trome P-450 POJE rje foie ,je rat qui catalyse le plus 
effi cacernent l'ht:Jrjrmq;~l at ion en 4 de 1 a [S]-rnéphényto ine ne réar~it pas rje façon 
croisée ô'·/ec le P-450 t·1P. Le cytochrome P-450 UT-1 de rat n·a d'ailleurs aucune 
activité rnépt1ént~toi ne f1ydro:x:yl a se. Chez 1 e rat, 1 e P-450 PCNE est spécifique rju 
rn•3le et le P-450 UT -1 spécifique ,je la femelle. Aucune différ-ence dans 
l'aCtiVité rnépf1énytoïne hi:JrjrrJ:><I:JlôSe n'a été rjétectée lors des éturjes Ct1irniqU8S 
réalisées chez l'homme et chez la femme. Ceci illustre bi en la comple:>::ité des 
re 1 at ions i rn muno 1 ogi ques e;.;i stant entre 1 es CI:Jtoctiromes P-450 d'une espèce è 
l'autre ,jans l'état actuel rje no:; connaissances. De plus. cet e>iemple ::;ouligne 



23 

que l'existence de parentés immunologiques et d'homologies de séquences entre 
2 cytochromes P-450 n'implique pas toujours le partage d'une même activité 
catalytique. 

- P-450 MP-2 (méphénytoïne) 
Lors de l'étude sur l'hydroxylat.ion de la méphénytoïne, une forme 

dénommée t1P-2 a été observée chez un petit nombre d'individus alors que chez 
1 e p 1 us grand nombre, 1 es formes MP-1 et MP-2 étaient présentes. Cette forme 
est en cours de caractérisation. Uniquement distinctes par leurs masses 
moléculaires, P-450 MP-1 et P-450 MP-2 présentent les mêmes 
caractéristiques immunochimiques, possèdent les mêmes activités catalytiques 
et la même séquence N-terminale. 

- P-450 NF - P-450 5 (nifédipine) 
Une partie de la population d'origine caucasienne ( 1/6) présente un taux 

de métabolisation de la nifédipine anormal. La distribution de cette 
caractéristique au s.ein de la population laissant suggérer l'existence d'une 
cause génétique, l'oxydation de cet antagoniste calcique utilisé comme 
antiangineux a été étudiée. Ainsi la forme P-450 NF a pu être isolée. L'ADNe a 
été cloné et séquencé. 

D'autres formes ont été purifiées qui apparemment ne sont pas liées à 
un polymorphisme génétique. 

- P-450 9 
P-450 9 est une protéine relatiYement acide, isolée par P. Beaune à 

partir de foie humain. Aucune activité catalytique distincte n'a été mise en 
évidence pour cette forme qui semble relativement abondante dans le foie 
humain. 

- P-450 6uf Il (bufuralol) 
Le P-450 Buf Il a un poids moléculaire identique à celui de Buf 1 et les 

mêmes caractéristiques immunochimiques. La forme P-450 Buf 1 (P-450 DB) 
hydroxyle de façon préférentielle l'isomère(+) du bufuralol. La forme P-450 Buf 
Il se distingue par son absence de spécificité. 
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- P-450 HFLa 
Le P-450 HF La représente une fraction importante du total des 

cytochromes P-450 hépatiques présent chez le foetus et une fracHon mineure 
chez l'adulte. Cette forme de cytochrome P-450 métabolise divers substrats et 
présente la plus forte activité pour l'hydroxylation en 16<X. du sulfate de 
déhydroépiandrostérone (3ô). 

- P-450 ALC P-450 HLJ (alcool) 
Récemment, à partir de foie humain, une forme de cytochrorne P-450 

proche du cytochrome P-450 de rat inductible par l'ôlcool a été caractérisée par 
2 équipes différentes (39,40). Cette forme présente une forte activité pour la 
déméthylation de la N-nitrosodirnéthylamine. 

Paradoxalement le cytochrome P-450, principal agent de détoxication 
des xénobiotiques, peut se trouver impliqué dans des phénomènes de toxicité. 

1-C PHENOMENES TOXIQUES SECONDAIRES DUS A L.ACTION DES 
C'r'TOCHROMES P-450 

1-C-1 HéDototoxicité 
Les cytochromes P-450 sont capables d'engendrer, à partir de composés 

relativement stables, des intermédiaires réactifs au cours des diverses 
réactions qu'ils catalysent (41 ). Ceci est à l'origine notamment de phénomènes 
hépatotoxiques l iés au métabolisme des médicaments. Deux types de toxicité 
peuvent résulter de la formation de ces intermédiaires : 

- une toxicité directe du métabolite qui peut se former de façon 
transitoire. Ce métabolite instable ou métabolite réactif à caractère 
électrophile est normalement pris en charge par des enzymes de piégeage 
(figure ô). Mai s dans certains cas, il peut contracter des liai sons covalentes 
irréversibles avec des constituants cellulaires: protéine, acide nucléique. 
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FIGURE 8. Principales voies de formation et d'évolution d'intermédiaires 
réactifs formés par les cytochromes P-450. 
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Un tel mécanisme peut être invoqué: 
. pour un toxique vrai : l e CCl4 
. pour un médicament administré ô une dose telle que le système de 

détoxication est saturé : le paracétamol. Le métabolite réactif formé est 
détoxiqué par le glutathion. En cas de surdosage ou de déplétion en glutathion, la 
toxicité apparaît. Dans ce cas, l'hépatotoxicité est susceptible d'apparaître 
chez tous les individus. Des réactions médicamenteuses de ce type peuvent en 
principe être reproduite expérimentalement chez l'animal et l'observation d'une 
relation effet-dose est en principe possible. 

-une toxicité d'ordre immuno-allerg.i_gue liée à la réaction individuelle 
du malade ou idiosyncrasie. Les mécanismes détaillés de ce type de toxicité, 
non dépendante de la dose et non reproductible expérimentalement, ne sont pas 
connus. Il est généralement admis que le médicament ou un de ses métabolites, 
en se couplant à une protéine, la rend antigénique et déclenche la réponse 
immune (42). Certains facteurs sont caractéristiques de l'accident hépatique 
immune-allergique : 

* fréquence faible 
*période de sensibilisation 
*association de fièvre, éruption cutanée et éosinophilie. 
*réapparition du trouble à la réadministration 

Dans certains cas, des anticorps circulants, dirigés contre des organites 
cellulaires ont été mis en évidence : anticorps anti-mitochondries (anti-M), 
anticorps anti-muscle lisse (anti-SM), anticorps dirigés contre une protéine 
inconnue du système microsomal du foie et du rein (anti-LKM) (43,44,45). Les 
médicaments les plus souvent associés à des réactions sérologiques sont la 
clométacine, J'(X_-méthyl dopa, le fénofibrate, la papavérine, l'iproniazide, la 
dihydral~zine, l'amineptine, l'hal othane et l'acide tiénilique (46,47). 

1-C-2 Cas de l'acide tlénlligue 

1-C-2-1 l"létabolisme in viv(l 
Le métabolisme ill vivo de l'A.T. chez l'homme, le rat et le chien a été 

étudié ôU laboratoire, en co llaboration avec le centre de recherche Anphar-
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Roll and (45). Le sct1éma mé tabolique est présenté fi gure 9. ~3elon l es espèces, 
1' AT est ret rouvé dans l'uri ne : 

- inchangé 
-réduit sur la fonction cétone pour donner le produit l 
- hydroxylé en position 5 sur le noyau thiophène (50HAT) 
- oxydé au niveau de la fonction cétone pour donner le diacide 

correspondant (Acide carboxy-4-dichloro-2,3 phenoxyacétique) (ACPA). 
Jusqu'ô 50 % de la dose administrée est excrétée chez l'homme et ct1ez 

· le rat sous la forme du dérivé hydroxylé en QOSition 5. Ce dérivé n'est pas formé 
chez le chien où le produit réduit sur la fonction cétone est majoritaire. Chez 
l'homme, 20 % de l'AT est retrouvé inchangé et ô ~ chez le rat. Le diacide est 
formé de façon minoritaire et représente moins de 1 % de la dose admini strée 
chez l'homme. 

D'autre part, les laboratoires Anphar-Rolland ont montré, qu'in vivo, une 
proportion faibl e de l'acide tiénilique ou de ses métabolites est liée de façon 
covalente aux protéines hépatiques de rat. Au contraire l'i somère en 3 de l'acide 
tiénilique, le CRE 4316, qui était présent comme impureté au début de la 
commercialisation de l'AT, donne dans les mêmes conditions un taux de fi xation 
covalente 1 o fois plus élevé que l'AT. 

1-C-2-2 Métabolisme in vitro 
Au laboratoire, l'étude du métabolisme de l'acide tiénilique marqué au 

14c a permis de montrer la formation du dérivé hydroxylé en 5 de l'acide 
tiénilique par les microsomes hépatiques de rat et d'homme. 

- L'acide hydroxy-5 tiénilique formé est quantifié par chromatographie 
en phase inverse. L'élution est réalisée par un gradient d'acétate d'ammonium pH 
4,6 à 50 % de CH3CN dans l'eau et est couplée à une détection uv à 31 o nm. La 
radioactivité des fractions collectées est quantifiée par comptage en 
scintillation liquide. La quantité de 50HAT formée est déterminée en 
additionnant la radioactivité présente sous les pics UV. Dans ces conditions, il 
se forme après une incubation de 20 min. de l'AT en présence de microsomes 
hépatiques de rats traités par le phénobarbital : 5,9 ± 1,5 nmoles SOHAT /nmole 
P-450/ 20 min. soit 10 ± 3 nmoles SOHAT /mg protéine/ 20 min. En présence de 
microsomes hépatiques de foie humain (H 97), l'activité est de 3,4 nmoles 
50HAT /mg protéi ne/20 min. 
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FIGURE 9. Voies métaboliques de l'AT chez l'homme (H), le rat (R), le chien (C). 
Les voies minoritaires sont données entre parenthèses (d'après (48)). 
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- La métabolisation de l'AT par les microsomes hépatiques de n-:1t et 
d'homme est responsable de la fi xation covalente d'un métabolite différent ,ju 
SOHAT (mais qui pourrait dériver d'un précurseur commun) sur les protéines 
~1épatiques (49). Le taux de fixation covalente est de 3,5 nmoles/mg 
protéine/20 min. en présence de microsomes hépatiques de rats traités par le 
phénobarbital et de 1 ,ô nmoles/mg protéine/20 min en présence de mi crosomes 
humains. 

- Des études parallèles de l'oxydation métabolique in vitro de l'isomère 
en 3 de l'acide tiénilique (Z) ont montré que ce composé conduit à un taux 
beaucoup plus fort de fixation covalente aux protéines hépatiques de rat et 
d'homme. 

1-C-2-3 Les étaQes du mécanisme de toxicité ii l'AT 
Plusieurs aspects de l'hépatotoxicité de l'AT sont évocateurs d'un 

phénomène de nature immuno-allergique (50): 
-la faible incidence des accidents dans la population traitée (1 cas sur 

10 000 environ) 
- la nécessité d'une période de traitement de un à plusieurs mois (en 

moyenne 5,5 mois) 
- la survenue des hépatites intervenant à la réadministration de l'AT 

après que le traitement ait été Brrêté en raison d'effets secondaires toxiques 
- la diminution de la durée d'apparition de l'hépatite, et de la dose de 

médicament nécessaire, lors d'une réintroduction 
- 1 es signes systémiques de 1 a phase prodromique 
- l'absence de la reproductibilité expérimentale chez l'animal 
-la non-relation par rapport à la dose. 
De plus, venant renforcer la thèse immuno-allergique des . anticorps 

LKM2 (a~ti-Liver-Kidney microsomes de type 2) (1) ont été mis en évidence dans 
le sérum de patients traités à l'AT et ayant fait un accident hépatique. 

- Mi se en évi denee des a nt i -LKM2 
La détection de ces anticorps de type 2 dirigés contre le réticulum 

endoplasmique de foie et de rein a été réalisée par immunofluorescence sur 
certains organes d'animaux non traités par l'~c i de tiénilique. En particulier, il a 
été observé : 
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* une locali sation centrolotli_Jlaire de la fluorescence sur foie de solu-i s 
mâle_ Ceci permet de distinguer les anti-LKt"11 présents dans la plupart des cas 
d'hépetHe ct1ronique active et des cirrhoses cryptogéniques 

*une fixation sur les portions P1 et P2 du tube proximal de rein de rat 
mêle_ 

Les recherches d'anti-LKM2 pratiquées sur les sérums de malades 
suspects d'hépatite à l'AT et sur les sérums de malades traités ne faisant pas 
d'hépatite 1 ai ssent supposer que 1 es a nt i -LKI"12 sont spécifiques de l'hépatite 
induite par l'AT. 

-Détermination de l'antigène de foie humain des anti-LKM2 
Les analyses par imrnuno-transfert des microsomes de foies hurnains et 

de certains cytochromes P-450 purifiés de foies (P-450 5, P-450 ô et P-450 9) 
en utilisant des sérums humains contenant des anti-LKI"12 ont permis de montrer 
que ces anticorps reconnai ssaient une seule protéine des microsomes de foies 
humains_ Cette protéine est par électrophorèse et sur un plan immunologique 
identique au cytochrome P-450 ô (2)_ En effet, les sérums contenent des anti -
LK1"12 conduisent à des reconnaissances en immuno-transfert identiques à celles 
obtenues avec les anti-cytochromes P-450 ô mais très différentes de celles 
obtenues avec l'anti-cytochrome P-450 5_ De plus les sérums contenant des 
anti-LKM2 ou des anti P-450 8 ne reconnaissent aucun composant 1jes 
microsomes de foie humain provenant de foetus (51)_ 

Les résultats obtenus comparent près de 40 sérums_ Parmi les 20 
sérums de patients atteints d'hépatites et contenant des ant i -LKM2, 12 sérums 
reconnaissent presque exclusiYement le cytochrome P-450 8 dans les 
microsomes de foie humain_ Les 20 sérums témoins étudiés et ne contenant pas 
d'anti - LKM2 ne reconnaissent pas Je cytochrome P-450 8. 

Par conséquent, ces résultats montrent que les anti-LKM2 sont dirigés 
~Qécifiguement contre une Qrotéine de foie humain: Je cytochrome P-450 ô. 

- Nature du cytochrome P-450 de foie humain resQonsable de 
JJ!ydroxylation de l'AT et de son activation métaboligue 

L'llydroxylation en 5 de l'AT par les microsomes de foie humain est 
inhibée de ôO à 100 % à la fois par les anticorps anti-cytochromes P-450 8 et 
par les sérums contenant des anti-LKM2. Les 20 sérums témoins utilisés qui ne 
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contiennent pas d'anti-LKM2 ne donnent pas dïnt·Jibition significative de 
l'hydro>c:ylation de l'AT. 

De plus, l'activation métabolique in vitro de l'AT et de son isomère 
catalysée par les microsomes hépatiques de foie humain est inhibée par les 
anti-cytochromes P-4508 et par les sérums contenant des anti-LKM2. Pour 20 
sérums contenant des enti-LKM2 testés, il existe une bonne corrélation (r=0,96) 
entre la dose inhibant 50 % de la fi xation covalente de l'AT et la dose inhibant 
l'hydroxylation de l'AT (168). 

Ces résultats mettent en évidence Qour la Qremière fois l'existence chez 
l'homme d'anticorQs circulants dirigés contre un cytrochrome P-450,_lf 
_çytochrome P-450 ô. 

Ce cytochrome P-450 est responsable du métabolisme oxydatif de l'AT 
et de sa fixation covalente sur les protéines hépatiques. 

Ces résultats nous conduisent à proposer Je mécanisme suivant pour le 
production d'anti-LKM2 après l'administration d'AT : 

1) hydroxylation en 5 de l'AT par le cytochrome P-450 8 
2) formation de métabolite réactif pendant ce métabolisme et fixation· 

covalente aux protéines hépatiques et particulièrement au cytochrome P-450 8 
3) réponse immunologique et production d'anticorps dirigés contre Je 

cytochrome P-450 8 alkylé par un métabolite de l'AT. 

Beaucoup reste à fa1re pour comprendre l es étapes du mécanisme de la 
toxicité de l'AT ; en particulier pour expliquer la fréquence de survenue des 
hépatites. Toutefois les résultats obtenus dans le cas de l'AT notamment 
conduisent. à proposer le mécanisme suivant pour les hépatites de type immuno-
allergique étudiées (figure 1 0) : 

1) activation du médicament lors de son métabolisme oxydatif par un 
cytochrome P-450 

2) formation d'un métabolite réactif qui elkyle une macromolécule 
microsomale et en particulier le cytochrome P-450 qui catalyse cette 
oxydation. 

3) reconnaissance par 1 e système immunitaire du cytochrome P-450 
modifié, éventuellement après son passage à l'extérieur de la membnme de 
l'hépatocyte 
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acide hydroxy-5 tiénilique 
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à la réadministration hépatotoxique 

F 1 GURE 1 o. Mécanisme postulé de l'hépatotoxi ci té d'cri gi ne auto-immune de 
l'AT. 
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4) production d'anticorps (AC) circulant susceptible de reconnaître non 
seulement l'haptène dérivant du métabolite réactif mai s aussi le cytoc11rome P-
450 porteur 

5) activation de l'hépatocyte portant le cytochrome P-450 alkylé 
antigénique après fixation de l'anti-LKM 

6) destruction des hépatocytes par les lymphocytes. 

C'est à la première étape de ce mécanisme, et particulièrement à la 
formation du dérivé hydroxylé, que nous nous sommes intéressés dans le cadre 
de cet te thèse. 

Plus largement, nous avons été amenés à considérer les données 
disponibles sur Je métabolisme oxydatit" du noyau thiophène. 

1-0 METABOLISME DE DERIVES THIOPHENIQUES 

Le rôle des dérivés du thiophène dans la conception et la synthèse de 
molécules d'importance pharmacologique a considérablement augmenté depuis 
1960. Les dérivés du thiophène sont présents dans la quasi totalité des classes 
thérapeutiques (52). Nous porterons notre analyse sur certains dérivés, agents 
thérapeutiques ou non, dont le métabolisme a été étudié et chez lesquels une 
des positions en Ct du soufre est libre. 

1-0-1 Le thi OQhène 

Le métabolisme du thiophène a été étudié par H.G. Bray. Chez le rat, 30 % 
de la dose administrée est expirée inchangée par les poumons et 40% de la dose 
est retrouvée dans les urines principalement sous la forme de l'acide 
mercapturique _2. Le dérivé·§. résultant d'une élimination d'eau est présent de 
fôçon minoritaire (53) (figure 11). 

La formation du composé _2, llydroxylé en 3, peut s'expliquer par l a voie 
c 1 as si que d'oxyda ti on des dérivés arornat i ques ca tel y sée par le cytochrorne P-

t-
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450 qui passe par la formation d'un époxyde d'arène et ouverture par la cy~;téine 
selon la figure Il. 

Le thiopMne administré chez le rat à la dose de 250 mg/kg est 
d'ailleurs responsable de nécroses au niveau hépatique. Le prétraitement des 
rats par le phénobarbital augmente considérablement cette toxicité (54)_ Enfin 
le thiophène (thiophéol)R est un médicament proposé en France dans le 
traitement des inflammations des voies respiratoires et considéré jusqu'ici 
comme dénué de tout effet indésirable. Cependant, il a été décrit récemment un 
cas d'hépatHe consécutive à la prise de ce médicament sous forme de 
suppositoire (lOO mg/j) pendant 10 jours. La recherche d'anticorps anti-tissus 
s·est avérée négative. Après guérison, les symptômes ont récidivé à la 
réadministration du produit (55). 

1-D-2 le SUP-rofen 

Le suprofen est un antiinflammatoire non stéroïdien apparenté au 
kétoprofen et par ailleurs isomère de l'acide tiaprofénique (Surgam)R (figure 
12a). 

Produit des laboratoires Janssen, le suprofen (Suprol)R est doué de 
propriétés analgésiques et antilnflammatoires remarquables qui pourraient être 
llées à l'inhibition de la biosynthèse des prostaglandines_ (56,57). Ce dérivé 

· possède des propriétés uricosuriques qui sont par ailleurs une caractéristique 
essentielle de l'acide tiénilique. Relativement bien toléré chez la plupart des 
patients lors des études cliniques, ce médicament déjà lancé dans certains pays 
européens a reçu l'approbation de la FDA en Décembre 1985 . 

. Métabo 1 i sme 
Le métabolisme du suprofen (SU) a été étudié par Mari et coll. ill vivo 

chez l'homme, chez le rat et le chien (58,59,60)_ 
Le schéma métabolique proposé est présenté figure 12b. 
Selon les espèces, on trouve dans les urines : 
- des produits de conjugaison de la fonction acide avec l'acide 

glucuronique ou la taurine ll, l.f. 
- 1 e produit hydroxyl é en position 5 sur 1 e noyau thi ophène (50HSU) 
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- le produit de réduction de la fonction cétone en alcool .2 qui peut 
former un produit de conjugaison par sa fonction acide lQ 

- le dérivé diacide carboxylique résultant de la coupure oxydante de la 
liaison Cz (thiophène)-CO: l'acide (carboxy-4 phényl)-2 propionique, ACPP. 

La chaine propionique du suprofen est conjuguée avec un amino acide 
chez le chien et glucuro conjuguée chez l'homme et le rat. t'lis à part cette 
caractéristique commune aux dérivés aryl acétiques substitués par un méthyle 
sur le carbone en e<. de l'acide, le métabolisme in vivo du suprofen est très 
proche de celui de l'acide tiênilique. Les variations entre les espèces sont 
similaires. Le dérivé hydroxylé en 5 est formé majoritairement chez l'homme et 
chez le rat mais il est pratiquement inexistant chez le chien. 

En t'lars 19ô7, 1 e laboratoire Johnson et Johnson annonce la suspension 
de la vente de ce médicament aux USA. Cette décision fait suite à l'apparition 
d'effets secondaires graves (principalement des douleurs latérales associées à 
une néphrite transitoire) connus sous le nom de UFlank Pain Syndrome" (61 ,62). 
Le produit est suspendu dt.:ms les pôys de la Communauté Européenne. 

Cette toxicité semble entrer dans le cadre général des atteintes rénales 
aigües provoquées par un grand nombre de dérivés analgésiques et 
antiinflamrnatoires non stéroïdiens. Elle est sans doute aggravée par la 
précipitation d'acide urique au niveau rénal (63). 

1-0-3 ThioP-hènes substitués 

le métabolisme des dérivés thiophéniques suivants a été étudié in vivo. 
-le bromure de tiquizium est un agent anticholinergique (figure 13). 

Chez le rat et le chien, ce dérivé est hydroxylé en position 5 sur le noyau 
thiophène puis subit une 0-glucuronidation (64). 

- le lcétotiphène est un dérivé au;.: propriétés antiinflammatoires 
(figure 13) . Au cours de son métabolisme, ce dérivé est hydroxylé sur le noyau 
thiophène en rx, du soufre (65). 
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F 1 GURE 13. Oxydation métabo 1 i que de di vers t.hi ophènes. Les positions o;<lddées 
~;ur 1 e noyau tt·li ophène sont indiquées par des f1 èches. 
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- le tenoxicam est un antiinflammatoire non stéroïdien (figure 13). 
Chez le rat une des voies métaboliques principales est l'oxydation du noyau 
thiophène suivie d'une 0-glucuronidation. La position de l'oxydation n'a pas été 
déterminée (66). 

- le morantel (Rumatel)R est une tétrahydropyrimidine utilisée pour 
traiter les infections gastrointestinales dues aux nématodes chez la vache 
(figure 13). Chez cet enimal, ce dérivé est métabolisé par hydroxylat ion sur le 
noyau thiophène en position 5 (67). 

- le métabolisme du métapyrllène (figure 13), antihistaminique 
largement utilisé il y a p 1 us de 30 ans mais abandonné en rai son de ses 
propriétés hépCJtocarcinogènes chez le rat, a été étudié récemment. 

Chez le rat ce dérivé est métabolisé sur le noyau pyridine. La formation 
de dérivé hydroxylé sur le noyau thiophène pourtant recherchée n'a pas été 
détectée (68). 

- Benzothi ophènes 
_ Dans la série des benzo[b}thiophènes, le mobam est utilisé 

comme insecticide (figure 13). 
L'administration de ce dérivé marqué au 14C à la chèvre, a permis 

d'identifier deux produits majoritaires (90 % de la radioactivité administrée) : 
l e premier formé par hydrolyse de la fonction carbamate, l e second formé par 
oxydation du soufre (69) . 

. Par contre le métabolisme du (diméthylamino-2 éthyl)-3 
benzo[b]thiophène (figure 13) a été étudié in vivo et in vitro chez le rat. 

La formation de sulfoxyde n·a pas été mise en évidence. Le produit 
est majoritairement hydroxyré en position 6 (70) . 

. Enfin le dibenzothiophène (figure 13) est oxydé par les enzymes 
microsomales de rat en sulfoxyde et en sulfone (71 ). 
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1-E MOTIVATIONS ET OBJECTIFS DU TRAVAIL 

- Le tour d'horizon que nous venons de faire dans ce premier chapitre sur 
1 e métabo 1 i sme des composés thi ophéni ques montre que très peu d'études ont 
été réalisées sur l'oxydation métabolique des noyaux thiophènes. ln vivo, selon 
les subst itLmnts portés par ce noyau, on observe 1 a formation de composé 
dérivant : 

,je l'oxydation du soufre 
de l'hydroxylation du tlliophène en position 5 

!'"lais l'oxydation J/7 vitro d'aucun composé n'est connue. 

-Rien n'est connu sur les enzymes impliquées dans ce métsbolisrne chez 
le rat. modèle animal le plus couramment utilisé en toxicologie et dans les 
études de métabolisme. Chez l'homme, les connaissances sont strictement 
limitées au cas de l'acide tiénilique. 

- Les mécanismes d'oxydation soit enzymatique, soit chimique sont 
également ignorés. La connaiss.ance de ces mécanismes serait très importante 
pour comprendre la formation de métabolites réactifs et à terme pour 
interprêter les toxicités observées, particulièrement dans le cas de l'acide 
ti énil i que. 

Le second chapitre de ce travan concerne l'hydroxylat ion 1/J vitro des 
acyl-2 thiophènes. En présence de microsomes hépatiques de foies de rats 
traités par le phénobarbital, sont étudiées: 

- l'hydroxylation de l'acide tiénilique 
- l'hydroxylation des acyl-2 thiophènes. 

Le troisième chapitre concerne l'hydroxyl at ion métabo 1 i que in vitro de 
l'acide tiénilique en position 5. A ce niveau sont étudiés: 

- l'effet du traitement des rats par le clofibrate sur la réBction 
catalysée par les microsomes hépatiques 
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- les enz\.jrrres impliquées dens cette réaction en uti lisant des 
enzymes purifiées et des anticorps spécifiques. 

Il existe actuellement des systèmes modèles métalloporphyriniques 
simples des rnonooxygénases ô cytochrome P-450 qui miment partiellement 
leurs f onet ions d'oxydation. Jusqu'à présent l'oxyda ti on des noyôux 
hétérocycliques et donc thiophéniques par ces systèmes modèles n·a jamais été 
mi se en évi denee. 

Le quatrième chapitre concerne l'oxydation de composés thi ophéniques 
catalysée par les métall oporphyri nes en présence de pentafl uoroi odosobenzène. 

A ce niveau nous étudions : 

- l'efficacité de ces systèmes pour mimer l'oxydation métabolique 
de l'acide tiénilique et du suprofen 

- l'oxydation de molécules thiophéniques diverses. 
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L'acide tiénilique e::;t métabolisé i!J vitro chez l'homme en acide 
hydroxy-5 tiénilique (50HAT). 

L'AT et, plus largement, la série des acyl-2 thiophènes suivent-ils la 
même voie métabolique Ji7 vitro en présence des enzymes microsomales de rat? 

Pour étudier cette réaction, et en définir les principaux paramètres, 
nous avons mis au point une nouvelle t echnique de suivi cinétique de la 
format i on de l'acide hydroxy-5 tiénilique. Par la suite nous proposerons sa 
généralisation è l'ensemble des dérivés hydroxylés en position 5 des aroyl-2 
thi ophènes. 

11-A HYDROXVLATION DE l'ACIDE TIENILIQUE 

Au début de ce travail, l'hydroxylation in 11itro de l'acide tiénilique par 
les enzymes hépatiques de rat et d'homme avait été mise en évidence au 
laboratoire en uti 1 i sant une technique emp 1 oyant la Chromatographie Li qui de 
Haute Performance (CLHP). Les microsomes hépatiques de rats étaient alors 
incubés en présence d'acide tiénilique marqué au 14C en présence de NADPH. 
Après précipitation des protéines et centrifugation, le surnageant était 
concentré. Ce surnageant était conservé è 4°C au maximum 72 heures puis le 
SOHAT séparé par CLHP en phase inverse ( 1 heure) et quantifié par comptage en 
scintillation liquide. 

Cette méthode longue, délicate è mettre en oeuvre, donnait une mesure è 
point final et ne permettait pas un suivi cinétique de la réaction. En outre, 
l'étude de sa généralité nécessitait la synthèse de divers aroyl-2 thiophènes 
marqués. Aussi avons-nous mis au point une méthode simple de suivi par 
spectroscopie UV-visible de cette réaction en utilisant les propriétés 
physi cochi mi ques et spectroscopi ques parti cu 1 i ères que conf ère l'ôd jonction 
d'un groupement OH en position 5 sur la molécule d'acide tiénilique. 
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11-A-1 Etude physicochimique de l'acide hydroxy-5 
tlénillque 

11-A-1-o Tautomérie et pKa des hydroxy-2 thiophènes 
Contrairement aux dérivés phénoliques, les hydroxy-2 thiophènes sont 

plus instables et plus difficiles d'accès. De plus, la répartition entre les trois 
formes tautomères est plus équiltbrée que dans le cas des phénols pour 
lesquels, en général, la forme aromatique prédomine (72). 

,tt~ 
H, ~ 

4 3 

el:~ a fi il .. il .. 
A S ~0 A 5 S 2 OH 

1 Hs 

2.1 2...2. u 

Dans le cas d'hydroxy-2 thiophènes substitués en position 5, la nature du 
substituant peut influencer l'équillbre. Celui-ci peut être étudié par RHN lH. En 
effet, les trois formes possèdent un spectre caractéristique. La forme 2.1 se 
caractérise par deux doublets correspondant d un proton chacun (H3+H4). Un 
doublet (H3,H3·) et un triplet (H4) caractérisent la forme 22 et enfin, deux 
doublets (H3,Hs) et un doublet de doublet (H4) caractérisent la forme 23. Il est 
alors possible de quantifier la proportion des trois formes tautomères 
présentes en solution. Les résultats obtenus sont présentés tableau 4 (73). 

Ainsi, les substituants hyperconjuguants (CH3, CH2Ph) ou conjuguants 
(Ph) favorisent la formation de la cétone non conjuguée. Par contre, un 
substituant très électroattracteur (C02Et, CHO, COOH .. ..) favorise la forme 
hydroxy (74, 75). Le chlore, bien qu'électroattracteur, est par contre un mauvais 
groupement conjugant d'où la prédominance de la forme cétone conjuguée. 

De plus, il semble que selon la structure les pK soient différents. Ainsi, 
le pKa de l'hydroxy-2 méthyl-5 thiophène est de 8, 73 (76), c'est à dire du même 
ordre de grondeur que ceux trouvés pour les alkyl - phénols (77). Par contre, le 
dinitro-3,5 hydroxy-2 thiophène et le dinitro-2,4 phénol ont respectivement des 
valeurs de pKa égales à 1,52 (78) et 4,10 (79). Enfin dans les cas d'hydroxy-3 
thiophènes substitués en 2 par une fonction carbonyle, on trouve des valeurs de 
pKa inférieures de plusieurs unités 
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T ab J eau 4_ T automèri e des hydroxy-2 t_hi ophènes dans CCl4 (d'epr ès 73). 

Substituant Proportion des formes tautomères (1) 
R 

~- •/:J= RDa R OH 
- 0 

s R S s 

H 24 0 0 100 

CH3 25 0 20 ôO 

CH2Ph 26 0 30 70 

Ph ·")7 
.=....!.. 0 100 0 

C02Et 2ô ô5 15 0 

Cl 29 0 2 98 

Tableau 5_ Valeurs des pKa de divers hydroxy-3 thiophènes et phénols (d'après 
80)_ 

Substituant R 

GR (l C""" R c/ 
s Il Il 

0 0 

H 30 5,42 8,37 

Me 31 6,78 10,06 

NH2 32 6.93 ô,24 
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à celles 1jes ot·1énols corre~:oontjants (130) (tattleau 5) Or si pour nn~tjro ><l~-2 

méth~l-5 thiophène. la forme cétonique est maJoritaire dans CCl4, pour le 
1ji nitro-3,5 t·~ ~~jnJi,:ld-2 H1i opt·1ène (72) et 1 es hytjro:=<ld-3 tt·li ophènes (sub:;t itués en 
2) (74), la forme énolique a été proposée corr1rne forme majoritair-e. Il semble 
,jonc que. en plus 1je l'effet 1jirect 1jes substituants .. la momtïcation 1je 
l'équi 1 i bre tautomère en fave ur de 1 a forme éno 1 i que s'accompagne d'une baisse 
su pp 1 émenU:ii re 1ju pK a. 

11-A-1-b Formes tautomères de l'acide hydro:<y-5 tiéniligue 
EtUJje Qflr Rf'1N 1 H. 

11-A-1-b-1 Equi 1 i bre thermotjl~narni que. 
Ces remarques pré 1 i minai res vont nous permettre de comprendre 1 e 

comporternent tautoméri que de l'a ci 1je hytjro:<IJ-5 ti éni 1 i que. Sa structure 
conduit au;~ équilibres indiqués figur-e 14a en milieu acide et en rnilieu basique 
au:x: formes rnésornères intjiquées figure 14b. 

Le tableau 6 donne les valeurs des déplacements chimiques et des 
constantes 1je coup 1 age 1je que 1 ques composés ô structure t11i opt1éni que. Pour 1 e 
composé 33, 1 e cr1l oro-2 hlddro;<y-5 thi ophène, dew< formes tautomères 
cétoniques ont pu être itjentifiées. La première. correspor11jant à (C), se 
caractérise par un ensemble de .3 doublets de doublets [H2 (6,7 1ppm; .J=2,90 et 
1 ,ôO Hz); H3 (6,4ôppm; .J=2,90 et 5,95 Hz); H4 (7,77ppm; .J= 1 ,ôO et 5,95 Hz)]. Le 
composé 34, correspon1jant à B est constitué 1j'un doublet ô 2,03 ppm (H4, H4·) et 
tj'un triplet à 6.02 pprn (1Hz). 

A l'inverse, la forme tautomère énolique correspondant à A (figure 14a) 
a pu être bloquée par la formation des 1jérivés méthldl-éther (produits 35, 36) 
qui se caractérisent uniquement par 2 doublets ·.·ers 6 pprn (H4) et 7 pprn (Hû 
De même. la forme cétonique complètement conjuguée (produit .37), 
correspondant à D de la figure 14a, conduit aussi ô 2 doublets vers 6 (H4) et 7 
ppm (H3). 

Dans 1 e ca::: 1je 50HAT. que 11 es que soient 1 e:; con1jit ions 1je so 1 va nt ou 1je 
pH, 1 e spectre (fi qur-e 15) montre 1 a présence 1je 1jeu:": 1joub 1 ets, en ce qui 
concerne les prot ons thiophéniques, ver s 6 et 7 ppm (tabl eau 6). 

La pr-emi ère conclu:::ion est 1jonc que le:; seu l es st ructure:; majoritair-es 
po::;:;itde:; :;ont la (A) et la (D). 
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a) 

Cl Cl Hh Cl Cl 

HO~rO-,, '! ~ R .... =::!'!::~ A./'0-R 
S Il - (B) 

0 (A) 0 

_LI Cl _L Cl 

~~ h 7 ~ R . ~ JYrO-R 
~ s oll - (Cl 
OH (D) 

b ) 

Cl Cl -~15--~0-R \ '! ~ .. .. R 

s Il - s Il -
0 0 

1 ! 
~15-R ... .. J:>/5-R 5 Il -o- 0 

FIGURE 14. Equilibre tautomère de l'acide hydroxy-5 tiénilique :(a) en mil i eu 
acide ; (b) formes mésomères de l'anion de l'acide hydroxy-5 tiénilique en 
m1lieu basique. 
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Tableau 6_ Dép1acements chimiques et constantes de coup1age de divers 
hydroxy-2 thi ophènes, dans dHf érentes condlt ions (RHN 1 H)_ 

Composé Solvônt S H3 JH3-H4 S H4 ref. 
ppm Hz ppm 

• 3 ( 1 ) Acétone 6,48 5,95 7176 81 
ll~ 

Cl 

~~Cl Acétone 6,02 2,90 2,03 81 

ll~IJ-OI.COOMe 
M.O IJ - \ 

0 CH, CDCl3 7,34 4,2 6,25 59 

Cl Cl 

~fÛ-"' '1 "l OO't cao"" 
s Il -

CDCl3 7,16 4,5 6,28 48 0 

Cl C l 

uJ:),To-o~coo .. CDCl3 7, 15 6,0 6.17 4ô 
CCH, 

UJ:),~ 
H CDCl3 7,60 5,9 6,25 82 

50HAT DMSO 7,22 5,2 6.15 48 

CD3CN 7, 18 5 .. 1 6,09 

50HSU CD3CN 7,42 5,0 6.16 

DzO pH 1,8 7, 19 4,8 5 .. 86 

DzO pH 4.0 7)57 4,8 5,90 

DzO pH 11 ,8 7,59 4,ô 5,89 

( 1) ~ H2 = 6, 71 ppm ; ·-'H2H3 = 2;90 Hz ; JH2H4 = 1 ,20 Hz. 
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1 1 l ' l l 1 1 1 1 ' 1 1 

PPM 7 6 5 

FIGURE 15. Spectre en RMN 1H du 50HAT dans CD3CN/CDzClz.référence TMS. 
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L'étude de lô constônte de couplôge devrait permettre a priori de 
distinguer ces 2 formes. En effet, pour la forme A on peut s'attendre· à une 
constante de couplage de l'ordre de 4,5 Hz (produits~ 36). Par contre pour la 
forme D la valeur serait d'environ 6 Hz (produits 37, 38). L'effet de la charge 
(forme protonée ou non) a été étudiée sur le 50HSU dans l'eôu. Quelle que soit lô 
valeur du PH ( 1,8 ; 4,0 ; 11 ,8) la constante de couplage reste inchangée. Il 
semble donc que la charge n'influence pas la valeur de JH3-H4. 

Dans 1 e cas du 50HAT, 1 e spectre enregistré dans différents so 1 vents 
donne toujours une V ô 1 eur de JH3- H4 aux envi rans de 5 Hz. Une exp 1 i côt ion 
possible est la coexistence de 2 formes (A) et (D) qui sont en échange rapide, 
par rapport au temps RMN (une accumulation, soit de l'ordre de la seconde). 

11-A-1-b-2 Echônge du proton H4 du 50HAT 
En milieu basique (pH=9) le proton H4 du 50HAT ne s·échange 

pratiquement pas (z 0 % sur une semai ne à 20°C). A pH neutre, i 1 est à moitié 
échangé en 1 semaine. Par contre à pH a ci de (pH= 1) l'échange est tot a 1 et ra pi de 
(quelques minutes). 

H H 

H
3

~~ ~~ 
HO~-~ R 

s Il -

D:zO 
... 

0 

D 
H~ Cl Cl 

~->--- n S ~R 
0 

on~~ ~1 
HO~-~ R 

s Il -
0 
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11-A-1-c Etu,je IIV ;ju SC:HAT- ,jéterrninat.i on ,ju DKà ,je 1e 
r'onct.10n OH en 5 

Le::: :::pectres U\l:je l'AT et :ju SQHAT 3ont in:jiqué~: fiwwe 16. Le :::pectre 
du 50HAT :jéperpj for-ternent ,j u pH. Ain:::i è pH-=1 .. le rna;.-;irnurn ;j ',3b:;orption ·::e 
:::i tue à 35(1 nrn, e lor-~: qu'à pH-=7 ou cd-!= 11 il e:::t à 3;::4 nrn. evec une 

auqrnentati on ;ju coefficient :j'e:": ti net ion rno lai re (G) :je 15300 .3 2:::(H)(L 

Ce :jèplacernent · ... ·ers les !~nl r11je:; lon:~ueur:; d'oMe et. cette au,~rnentation 

iJ8 J'i~ 3ont :ju::: ;j 1a ~:onJuQai:::on supp1érnentair-e ;je 1::J ch::Jr,~e nègat.i \18 por-t_è8 p::Jr 

1 · l!:":'~'~ène en rn i 1 i eu t~e~:i lJUe Ce rnêrne ~:hénornène eve it été ot;::;er-'l é ;jen::; 1 e ce::; 
de l'h~dro>::y-2 méth~l-5 thiophène 81. a·.,;;:Jit perm1s li'l :jét.ermJn;:~f.Jon du pk::a 
;:Jpp::went :je ce cornpo:::è t 76) . 

.. 
Â.max=225 nm À.mu=268 nm 

Dans un prBmler temps nous avons '·lérifié que_. :jans l e r::as de l'::Jcide 
ti èni 1 i que .. 1 a t itrat ion :je 1 a fonction a ci :je c;:Jrbo:·<yl i que ne mo:ji fi •:l i t que tre::: 
peu 1 ;:J o.,.• a leur :ju coeHi ci ent :j'e~<t i net ion rno 1 a1 re (;:: = 14000 è PH= 1, pH= 7 et 

PH= 11). De olu.s. cornrne nous le verrons plus loin (11-B-1-c) , le::; sut;stituents ;ju 

no:dau t;enzénique n'influencent pas la •.,oaleur :je r:; ;je:; ;jè.r-i•.,.oés 11'd'Jroxy-5 .:Jro,dl-

2 thiophènes étwjiés. Ainsi dans le cas du 50HAT la variation de p; ob:;en.•ée e:::t 

::lttribuée è la titration de la fonction ~1y:jro:-;1d en 5. 
Des solutions ternponnées à ,jiffét-ent::: pH entre 1 et 9 ont été oréperée:::. 

Le SOHAT est di s:;out à concent.rati on identique dans ces différentes so 1 ut ions. 
Un spectre U\i entre 500 et 220 nm est alors enregi:;tré pour ct·,;:;que :::olution. 
Cet en:::erntde ;Je courbe:; :;e cen-actérise par un point i :;ot1est.ique è 361 nrn. 
Ensuite la DO rnesurée à 390 nrn est portée en fonction ;ju pH sur la fiqure i 7. 
Cette courbe permet de déterminer la '·/a leur ;ju pf<;:J (;:Jpparent) 1ju 51)HAT qu1 e:;t 
::fetv-:'iron 2,5. Cette ··mleur est tout ;:J fait cornpanlble ô celle txou'/èe pour-
l'::JcetlJl -5 nitro-3 h!~;jro:;y -2 thiopliè.ne (7ô) qui est ;je 2 .3. 
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FIGURE 16. Spect re UV-visible ,je l'acide tièni l ique ô pH 7.4 ( 1) et ,je l'acide 
ht.jdr o~-<l.j - 5 tiénilique à pH 1 (2) et ô pH 11 (3). 

pH 1 :tampon HCl /KCl, pH 7,4: tampon tris/HCl, et pH 11 :tampon carbonate/bicarbonate de :;;odi urn. 
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DO à 390nm 

0,6 

0,3 

L...------~------~-,--~~----~------_.------~--~~~~--·~-1 
2 3 5 6 9 

FIGURE 17. Détermination du pl(a de la fonction OH en position 5 sur le no~au 
tt1i opl"lène de l"aci de t1ydroxy-s ti énil i que. 

50HAT 20 ~final. Expérience réalisée en double, à deux concentrations différentes en 50HAT, selon 
le protocole décrit en V- B- 3-A 

pH 
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Cette mesure de pK nous permet d'affirmer qu'à pH physiologique le 
SOHAT absorbe vers 384 nm et est sous forme tdsanionique. Ceci contrit,ue 
d'ailleurs à renforcer sa solubilité. Le coefficient d'extinction molaire (E) de 
cette forme mesurée ô pH 7,4 (tarnpon tris HCl) par ,jes techniques classiques 
est de 28 000 à 384 nm. Ainsi le pK de la fonction OH en position 5 du SOHAT 
d'une part, la valeur élevée de son E à grande longueur d'onde (384 nrn) d'autre 
part, ont motivé la mise au point d'une technique spectrophotométrique UV 
simple de détection de ce dérivé en continu dans les conditions de 
fonctionnement des milieu;-< biologiques. 

11-A-2 Suivi cinét1gue de la formation du 50HAT Qar 
les microsomes hé(!atigues de rats traités (!ar le 
P-hénobarbital 

L'acide SOHAT formé est détecté par spectrophotométrie UV d'une 
so 1 ut ion contenant 1 es mi crosomes hépatiques, 1 e NADPH et l'a ci de ti éni 1 i que en 
présence de l'oxygène de l'air. 

11-A-2-a DescriQtion de la méthode 
On dispose d'une solution de tampon phosphate pH 7,4 contenant: 
- les microsomes obtenus après plusieurs ultracentrifugations 

d'homogénats de foie de rats de race Sprague Dawley. Cette fraction contient 
majoritairement l es systèmes monooxygénasiques à cytochrome P-450 du . 
réticulum endoplasmique lisse des hépatocytes. 

- une solution de NADP (nicotinamide dinucléotide), G6P (glucose-6 
phosphate) et G6PDH (glucose-6 phosphate deshydrogénase) permettant la 
formation du NADPH et son maintien à un niveau stationnaire selon la réaction: 

glucose-6 phosphate 

glucose-6 phosphate 
deshydrogénase 

NADP+ NADPH 

phospho-6 gluconate 
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Cette solution est répartie dans 2 cuves à bords noirs d'un 
spectropl1otomètr-e et préincubée ô 37°C pendant 2 minutes. Le spectre est tracé 
après addition de l'acide tiénilique dans le cuve échantillon et agitation . 

. L'enregistrement du spectre UV-visible entre 500 et 370 nm en 
fonction du temps est présenté figure 18. Après 3 minutes de stabili ~ation de la 
solution due ô l'agitation, un maximum d'absorption apparaît à 384 nm dont le 
croissance est linéaire en fonction du temps pendant environ 10 min. Cette 
bende d'absorption correspond à la formation du 50HAT . 

. Le suivi direct de le cinétique de formation du SOHAT est réalisé dans 
les mêmes conditions en suivant l'augmentation de la DO au sein de le solution 
microsomale à 390 nm. L'enregistrement obtenu est reproduit figure 19. La 
mesure de la vitesse dans la partie linéaire de la courbe permet d'accéder à Vo, 
vitesse initiale de la réaction. Connaissant le coefficient d'extinction molaire 
(E) du 50HAT à 390 nm et la quantité de protéines microsomoles, la vitesse est 
exprimée en nmoles de 50HAT formées par mg de protéines et par minute . 

. Le formation du 50HAT est linéaire en fonction du temps et atteint un 
plateau. Le produit formé est stable. L'origine du plateau est due à la 
consommation de l'oxygène di sponi b 1 e dans la cuve. Une oxygénet ion du tampon 
après le plateau permet de redémarrer le réaction ; l'utilisation de tampon 
saturé en oxygène prolonge sa durée. 

. A 390 nm, la variation d'absorption due au NADPH, dont la 
concentration est stationnaire grace à la présence d'un système générateur 
permettant sa régénération rapide, est négligeable. 

11-A-2-b Validation de la méthode Qar ra(;!Qort à la technigue 
CLHP 

Le technique CLHP précédemment mise au point au laboratoire (46) 
comporte une incubation des microsomes, en présence d'AT, et du système 
générant le NADPH, puis une centrifugation après précipitation des protéines. 
L'AT et le SOHAT sont séparés par CLHP et détectés par spectroscopie UV. 
L'utilisation d'AT radioactif permet de recueillir une fraction de 50HAT 
marquée qui est quantifiée par comptage en scintillation liquide. 

Afin de comparer les résultats obtenus par les 2 techniques, une 
incubation réalisée avec un rnélange d'AT froid et radioactif et des rnicrosomes 



DO 56 
0 , 2 

0 ,1 

87 

384 400 500 Ànm 

FIGURE 1 B. Suivi en spectroscopie UV-visible de l'hydroxyletion de l'AT par les 
microsomes t1épatfques de r-ats. Apparition du spectre du 50HAT en fonction du temps. 
La préparation de la solution rnic:rosomale e;::t réali;::ée c:omme 1jéc:rite en V-D- 2-a (rnicrosornes de 
rats PB 2,4 nrnoles P-450/rng protéine ; P-450 :1 nmole P- 450/ml d'incubation, AT 1 o- 4M, G6P 
10 mtv1, G6PDH 2 u/rnl, NADP 1 rnt1, tsrnpon phosphate 0, 1 1"1 pH 7,4) . Le 50HAT iormé e~·t détec:té 
par suivi spectro~·copique entre 500 nrn et 370 nrn. 

t 1 = 4 min. un spectre est t< nregistré toutes les 2 rni n. 
t2. = 6 min, t3 = 8 min, .. 
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FIGURE 19. Hydroxylation en 5 de l'AT (J0-4t1) par les microsomes hépatiques 
de rat (PB) : étude de la DO ô 390 nm en fonction du temps . 

.. 
La préparation de li! solution roicrosomille et la détection du 50 HAT sont réalisées comme décrit en V- D- 2. 
(conditions figure 18). 
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t-tépôtiques ,je rat:; traité::: par- le PEi a été étu,jiée par le tecJmi que UV puis par 
la technique CLHP. Par la technique U\i, selon le protocole décrit en \i-D-2. la 
quantité de SOHAT fon·nè.e e:::t ,je 1,1 nrnoles SOHAT/rng protéine/rnin. Après 
avoir suivi la forrn;::ition ,ju SOHAT pendent 10 min. la réaction e:;t stoppée par 
a,j,ji ti on ,je mè.tt1ano J. La quanti té ,je 50 HAT f orrnée ana l'd:::ée par 1 a tecl1n i que 
CLHP (protocole \t'-D-9) est de 0,9ô nmoles SOHAT/mg protéine/min. Le:; 
reMernents en SOHAT obtenus sur 2 el<périences ont été concordants(± 5 :i6). 

L'utilisatlOn ,je la technique CLHP en présence ,je substrat 
radioactif est relati\,.ement lourde à mettre en oeuvre. La technique U'v' décrite 
possè,je trois avanta,~es : tout ,Jabord elle permet un sui·.,.·; cinétique précis ,je 
la forrnation ,ju 50HAT. De plus sa réalisation e:;t repide et sirnple. Enfin et 
surtout elle ne nécessite pas ,je pn:njuit ra,jioactif. Le seuil ,je ,jétection ,jans 
une solution turbide comme la solution microsomale se situe à 0 .. 03 nmoles 
SOHAT/mg de protéine/rnin_ Toutefois, pour de très faibles tau~,: ,j'activité 
enzymatique, la technique CLHP con:;titue une métho,je ,je détection plus 
sensibl e_ 

11-A-3 Paramètres de Ja réaction d·hydroxylation en 5 de 
J"AT 

11-A-3-a Conditions de cinétigue michaelienne et mesure de 
la f<m avec les microsomes héQati,;Jues 1je rats 
traités Qar 1 e Qhénobarbita l 

L11y,jrox'dlation ,je l'AT a été étudiée avec les rnicrosomes hépatiques ,je 
rats traités par le phénobarbiUll. 

- Les con,jit ions e>;péri mental es pour l es que 11 es l'activité hydro:<y l ante 
e:::t proportionnelle à la quentité 1je protéines hépatiques utilisée ont été 
déterminées (figure 20). Ul vitesse de formation ,ju 50HAT varie linéairement 
_jusqu 'à ,jes concentrations ,je 2 mg de protéine par mL Au-,jelà, la densité 
optique ,je la suspension rnic:r-o:;ornale est tr-op forte et la loi de Beer-Larnt,ert 
n'est plus r-espectée. Les ban-es ,j'erreurs e:x:pr-irnent la ,jé•.; iation stan,jard 
comme dans la suite du document (sauf notifi ca tion). 
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FIGURE 20. Vitesse de formation du 50HAT en fonction de lô concentrEJtion de 
protéines microsomales de foies de rats (PB). 
Les conditions ex péri mentsles sont celles décrites en V- D- 2. Chaque point est la moyenne de 2 
déterminations réali sées sur les microsomes d'un lot de 5 ani maux ( 2, 4 nmoles P- 450/mg protéine) . 
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-Le '·/it.esse ,je la réaction est fonction de ] i:J concentra tion ,j'AT den:; 1•1 
CU'·/e et atteint un plateau (0,134nrno1e./rn,~ protéine/min) 'v'm è une concentn:~tion 
en :;ubstrat ,je ô.1 o-5t'1 (fiqure 21 ). 

- Le tracé de t /V, inverse de la \·'itesse d'h!:Jdro:=<ylation de l'AT en 
fonction ,je 1 /c, in'·/erse ,je la concentration en AT, est présenté rï,~ure 22. Le 
tracé obtenu est une ,jroite. La relation ,je f"lichaelis-~·Jenten s'i:Jpplique ,jonc et 
se 1 on 1 a représentation ,je Li ne\•teaver-6urk, on a : 

Km 
= - + -

\/ \lm 

La valeur ,je 1/km est obtenue en e:x: trapolant la droite ot,tenue ju::;qu'ô 
l'a:.;e des abscisses. 

Km exprirne l'affinité apparente ,je l'enz,drne pour le substrat. Toutefois 
le système rnicrosomal des rnonooxy,Jénases ô Cldtochrorne P-450 susceptible de 
catalyser la réaction est, nous ra·.mns vu, un système rnult i enZ!Jmatique. La Km 
obtenue (figure 22), 12,4 J0-6t·J, est dans ce cas une "pseudo Km" car elle 
e:o<prirne l'affinité apparente globale ,j 'un certain nombre ,j 'isoenzwne:; 
susceptible de catalyser J'hy,jroxylation ,je l 'AT. La \/m est de 1,00 nrnole de 
50HAT par rn!~ ,je protéine et par min. 

11 - A-3-b Influence ,je différents Qaramètre:; sur 
l1l!Jdro;-<y1ation en 5 ,je l'AT catal!JSée !:'ar le:; 
microsornes t1éQatigues de r-ats trai tés Qar le 
Qt1énobarbi tal 

Pour préciser le système enzwnatique irnpiiqué dans la réaction 
,j 'hy·dro:=<ylation de l'AT, l 'infl uence de différ-ents paramètr-es a été étudiée. Le::; 
résultats sont résumés dans le tableau 7. 

11-A-3- b- t Nécessité ,ju NADPH, cas tju NADH 
La rêi:lction 'HiiJdrO>(IJlation ,je l 'AT cat.aliJ::;ée pi:w l e::; rr1i cro:::orne::; 

hépatiques de rats t raités par le phénobarbi tal a étè ètudièe en absence de 
NADF'H avec ou san:; NADH. Le:; r-ésultat :; obtenu:; (tatileau 7) rnontrent que le 
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FIGURE 21. Vitesse d'hydroxylation de l'AT par les rnicrosomes hépatiques de 
f oi es de rô ts traités au phénobôrtrital en fonction de lô concentrôtion en AT. 
les conditions ex péri mentales sont celles décrites en V- 0-2. Chaque point est la moyenne de 4 
déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 animaux ( 1 nmole P-450/ml; 2,45 nmoles P-
450/mg protéine) .Les barres d'erreur exp ri ment comme dans la suite du document la déviation standard . 

. . . 



62 

3,0 

2,0 

1,0 Km = 12,4 fJ.M 
Vm 0,42 nmole SOHAT 1 nmole P-450 1 min 
Vm = 1 ,00 nmole SOHAT 1 mg protéine 1 min 

0,0~----~----~------~----~----~----~----~~--~ 
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FIGURE 22. Représentation_ de Lineweôver-Burk de l'hydroxylation ,je l'AT par 
1 es mi crosomes hépatiques de rats (PB). 
Les conditions ex péri mentales sont celles décrites en V- D- 2. Les conditions d'induction sont ,jécrites 
en V-C- 1. Chaque point est la rno,Jenne de 4 déterminations réalisées sur les microsornes d'un lot de 5 
~nima11x. ( 1 nmole P-450/ml; 2,4 nmoles P-450/mg protéine). 
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Tableau 7. Influence de différents paramètres sur rhydroxylatlon en 5 de 

rAT catalysée par les mtcrosomes hépatiques de rats traftés par 
le phénobarbftal. 

Témoin (1) 

Cofacteur 

-Sans NADPH 
- Sans NAD PH + NADH 0, 7 mM 
+ NADH 0, 7 rnt·'1 

Inhibiteur (2) 
co 

SKF 525A 2. 1 o- 6t'l 
1 o-St·J 
JO- 4t-J 

Métyrapone Jo-sM 
J0- 4M 

cx.-Naphtoflavone JO-SM 

Traitement thermique 
45°C 3 min 
1 oooc 5 min 

Inducteur (3) 
~ucun (non traité) 
3MC 
PCN 
CLO 

Activité AT hydroxylase 
1,0 · nmole/mg protéine/min 

nmole 50HAT /mg protéine/ min 

< 0,03 
< 0,03 
1,4 

% Inhibition (4) 
74% 

45% 
68% 
78% 
60% 
75% 
68% 

%Activité (4) 
96% 
< 3% 

%Activité (4) 
108% 
65% 
60% 
355% 

L'activité AT hydroxylase est mesurée selon la méthode UV décrite en V- D- 2 (G6P 1 Omt·1, G6PDH 2u/ml, HADP 1 mi"1 , 
AT 1 o- 4M, P- 450 1 nmole/rnl , tampon phosph8te 0,1 M pH 7 ,4) . 
( 1) L'activité témoin a été mesurée sur microsomes hépatiques de rats mâles de r~Jce Sprflgue- Dawley traités par le 
phénobarbital(protocole décrit en V-C- 1 ).( 2)Les inhibiteurs ont été utilisés selon le protocole décrit en V-E-1 -a,b. 
( 3) Les traitements çtar les inducteurs ont èté réalisés selon Je protocole décrit en V- D- 2. nmoles P- 450/mg 
protéine : 2,4 ( PB) , 0,8 ( non traité) , 1 ,5 ( 3t1C), 1 ,5 ( PCN), 1 ,6(C LO ). 
( 4) Activité exp ri mée par np po rt ;3U témoin ( 1). 
Chaque valeur eet la moyenne de 4 déterminations réalisées 3Ur les microsomes de 1 ~ 2 1ots de 5 ani maux. 
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NADPH est bien ir11jispensable au f onctionnernent ,je la r-éacti on. L'ad;j i ti on ,j e 
NADH 0,7 rnt-1 en présence de NADPH entraine une potentialisation de 4C' % de la 
réaction ( 1,4 nmoles 50HAT/m'~ protéine/min). 

11-A-3-b-2 Nécessité ,je l'inté,~rité ,jes pr-otéines 
Un chauffage préalab·le 5 min. à 1 OO"C des microsomes inhibe presque 

totalement l'hydro:<tJlation de l'AT. Par conséquent, ;j'une part le NADPH. qui 
assure le transport des électrons aw; cytoct1rorne~::; P-450 et le fonctionnernent 
de la flavine monoo:>-;tjgénase, · et d'autre part l 'i nté,~rité ,jes protéines 
microsomales sont indispensables pour observer l'hydroxylation microsomale de 
l'AT. Cette ftctivité enzymatique est ,jonc NADPH dépen,jante. 

11-A-3-b-3 Rôle ,je la NADPH-cytoctrrorne P-450 réductase 
Les anticorps a nt i -cytochrome P-450 réductase utilisés ont été obtenus 

par E. Rouer (CHU Nec~~ er) apr-ès injection de cytoct1rorne P-450 réductase 
provenant ,je rats non traités à des lapins et isolement de la fr-action 
i rnnlunoglobul ine (ô3). Les anticorps (AC) ont été préincubés à différentes 
concentrations en présence de la ·solution microsomale contenant le système 
formant le NADPH et l'AT ajouté sel on le protocole V-E-2-b. Les activités AT 
hydro>(yla~::;e rnesurées sont rapportées figure 23. A 5 m'~ d'anticorps anti -
cytochrorne P-450 réductase. l'i ntlibition de l'acti vité AT lly,jro;<tdlase est 
proche de ôO %. 

A priori, il e::dste deux systèmes enzymatiques susceptibles de 
catalyser l'activité AT hydro~-<ylase: 

- celui des fla vi nes monooxygénases 
-celui des cytochromes P-450 
Les deu;.( possibilités sont étudiées dans le paragraplle suivant. 

11-A-3-b-4 Rôle du chauffage à 45°C et 1jes inhitdteurs des 
cytochromes P-450 

Les rnicrosornes ont été c11auffés é 45"C pen,jant 3 min ... ,je façon à 
inhiber- l'action ,jes flavine rnonoo;<ygénases .. avant d'êt re utili ~; é~; pour mesurer-
l'acti vité AT t11J,jror.:ylase. Cette activité n·est pas signitï cat ivernent mo,jifiée 
par ce traitement. 

Différente::; rno l écules :;uscept i b 1 e ~; ,j 'i nt·,; t1er- 1 e f onet i onnement ,jes 
C td t ochrome~:; P- 450 ont été i ncubée~; en pré ~;ence de la ~;ol u tion rnic:r-osorna le 
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%activité résiduelle* 
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50 

mg lgG/mg protéine microsomale. 
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FI GURE 23. Action de l'anti-cy tocl1rome P-450 réductase sur l'hydroxylati on de 
l'AT 10-4M catalysée par les rnicrosomes Mpat iques de rats traités par le 
phénobarbital. 
* exp ri me 1 'activité mesurée en présence de 1 'anti -cytochrome P- 450 réductase par rapport à 
1 'activité dosée en présence d'une quantité correspondante d'lgG non spécifique. 
Les microsomes hépatiques proviennent de rats traités par le phénobarbital (p rotocole V-C-1) 
2,1 nmoles P- 450/mg protéine. Les anticorps sont ajoutés selon le protocole décrit en V- E- 2- b puis 
l'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UV (V- D- 2) 1,3 nmole P- 450/ml. Chaque point 
représente une mesure simple. 100 % d'activité: 0,95 nmole SOHAT /mg protéine/min. 
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contenant le syst ème générant le NADPH 1 min. avant l'addition ,je l'AT 
(protocole décrit en V-E-1-a et b). Le SKF 525 A, la métyrepone, l'e<.-
naphtoflavone utilisés à différentes concentrations inllibent significativernent 
la rée ct ion (de l'ordre de 70 % pour des concentret ions respectivement 10- SM, 
Jo-4M et JO-Sr·l). De plus, l'hydroxylation ,je l'AT réalisée dans un tarnpon saturé 
par un mélange C0/02 : ô0/20 est inhibée à 74 %. 

Par conséquent des inhibiteurs des cytochromes P-450 agissant par 2 
rnécani sm es ont été utilisés : 

-le SKF 525A et l'e<.-naphtoflavone qui sont connus pour se fixer au site 
actif de la protéine grâce à des interactions hydrophobes non spécifiques. Dans 
ce cas l'AT et l'inhibiteur entrent en compétition 

- le CO et la métyrapone qui se lient à l'atome de fer par l'intermédiaire 
d'un azote pyridinique pour former un complexe. La fixation de l'oxygène 
moléculaire entre alors en compétition avec cette liaison. Le CO, en milieu 
réducteur, se fixe sur l'hème et bloque le cytochrome P-450 sous forme cyt. P-
450 Fei l - CO. 

Les résultats obtenus avec ces inhibiteurs et l'effet du chauffage à 45°C 
de . la solution microsomale permettent de conclure que l'activité AT 
11ydroxylase est dépendante des monooxygénases à cytochromes P-450. 

11-A-3-b-5 Activité AT hydroxylase en fonction de la 
concentration en NAD PH 

L'activité AT hydroxylase a été mesurée en présence de différentes . 
concentrations en NADPH. 

Le tracé de 1/v (lnverse de la vitesse d'hydroxylation de l'AT) en· 
f onet ion de 1/[NADPHI (inverse de 1 a concentration en NADPH) est présenté 
figure 24. La droite obtenue permet d'accéder au Km de la réaction qui est de 
10-4M. Les conditions utilisées dans les mesures précédentes (NADPH 1 mM) 
sont donc saturantes en NAD PH. A titre comparatif, 1 a Km en NADPH de 
l'hydroxyl at ion mi crosomal e de l'a ci de lauri que est également de 10-4M (ô4). 
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1/v (nmol es 50HAT /nmo le P-450/min)-1 
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1 , 7 ...... 
-3 -1 
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----~~----------1-----------------~----------~~--~-1 
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FIGURE 24. Détermination de le Km par rapport eu NADPH de le réaction 
d'hydroxyletion de l'acide tiénilique 10- 4t-1 pljr les microsomes hépatiques de 
rats (PB).(2,0 nmole P-450/mg protéine ; 1 nmole P-450/ml). 
Les conditions de mesure de l'activité AT hydroxylase sont décrites en V- D- 2. Chaque point est la 
moyenne de 4 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 ani maux. 
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11-A-3-b-6 Effet du traitetYtent ,jes rats par des inducteurs 
des cytochromes P-450 

Les activités dépendantes des cytochrornes P-450 sont susceptibles 
d'être modifiées par le traitement des rats par différents inducteurs. Des rats 
ont été traités par différents inducteurs connus des cytochrorne P-450 
hépatiques responsables du métabolisme des xénobiotiques chez le rat Les 
résultats résumés dans le tableau 7 montrent que: 

- le traitement des animaux par Je méthyl-3 cholanthrène et la cyano-
16 01. prégnénolone diminue légèrement la vitesse de l'hydroxylation de l'AT 

- les microsomes de rats non traités ont une activité proche de ceux 
traités par le phénobarbital 

-J'utilisation du clofibrate, connu pour induire l'hydroxylati on hépatique 
en 12 de J'acide Jaurique, multiplie par 4 J'hydroxylation de J'acide tiénilique. 
Une étude plus détaillée de l'induction par le clofibn:~te fera l'objet dll second 
chapitre. 

11-A-4 .!:!ydroxylat1on [!Hr les microsomes hé[!atlgues . 
humoins 

La réaction d'hydroxylation de l'AT a été réalisée en présence de 
microsomes hépatiques humains. Un tracé expérimental obtenu est présenté 
figure· 25. La réaction est linéaire pendant 5 min et atteint un plateau beaucoup 
moins rapidement que dans Je cas des microsomes hépatiques de rats. La 
vitesse de la réaction étant plus faible, l'oxygène est consommé moins 
rapidement. Le tableau 7bis résume les activités mesurées sur les microsomes 
provenant de 5 donneurs différents. Les va 1 eurs se situent entre 0,2 et 0,4 
nmoles de 50HAT formées/mg de protéine/min. Elles sont inférieures à 
l'activité mesurée avec les microsomes de rat et là encore comparables aux 
résultats mesurés par la technique CLHP. 

Cette étude préliminaire de l"hydroxylation de l'AT par l es microsomes 
humains vise à démontrer que cette technique n'est pas limitée à J'étude de 
l'hydroxylation microsornale chez Je rat. Elle peut être étendue à tous les 
systèmes animaux ou végétau:< susceptibles de catalyser la réaction. 
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Tableau 7bis. Hydroxylation de l'acide Uénilique 1 o-4M par les microsomes 
hépatiques humains. 

Foie H 97 F 504 F 510 H 86 H 96 

nmole P-450/ 0,66 0,24 0,29 0,2 0.74 

mg protéine 

nmole SOHAT 1 0,23 0,24 0,38 0,20 0,37 

mg protéine/min 

Les m1crosomes hépatiques foie 504 et foie 51 0 proviennent de la banque de foies d'Antoinette Le moi ne et nous ont été 
fournis par Liliane Kiffel (CHU Necker). Les microsomes hépatiques H97, H86, H96 nous ont été fournis par Philippe 
Beaune (CHU Necker). 

Les fo1es ont été prélevés après mort accidentelle et congelés. 
La mesure de l'activité AT hydroxylase a été réalisée dans les conditions décri tes en 
V- D-2. (0,1 ii 0,6 nmole P-450/ml). -



DO • 3110 nm 

0,04 

0,02 

2 3 4 5 6 7 8 t min 

F 1 GURE 25. Hydro:<yl at ion en 5 de l'a ci de ti éni 1 i que 1 o- 41"1 par- les mi crosomes t"lépa ti que::: hurnôi n:; He6 : 

enregistrement ,je l'o:~bsor-ption à 390 nm en fonction •ju temps. 
L 'hydroxylation de l 'AT a été mesurée par la méthode UV dans les conditions décrites en V- D- 2 
(AT 2 10-4M , P-450 : 0,1 6 nmoles P-450 1 ml) . 
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Pour conclure cette première partie nous dégagerons plusieurs points 
essentiels. 

Une nouvelle technique de suivi cinétique de le formation de l'acide 
hydroxy-5 tiénilique a été mise eu point. Elle s'avère particulièrement 
performante pour mesurer in vitro le formation de ce dérivé eu sein d'une 
solution rnicrosomele de foie de ret comme de foie humain. Par cette tectmique .. 
nous avons montré que le réac ti on d'hydroxylat ion de l'AT par 1 es mi crosornes de 
rets est catalysée par une ou plusieurs isoenzymes du cytochrome P-450. 

En seconde partie de ce chapitre nous étudierons les possibilités plus 
larges qu'offre cette technique, notamment pour la mise en évidence éventuelle 
de l'llydroxylation métabolique d'autres dérivés du thiophène. 

11-B HYDROXYLATION DES AROYL-2 THIOPHENES PAR LES 
MICROSOMES HEPATIQUES DE RATS 

11-B-1 Prour1étés uhys1coch1m1gues comuarées des 
hydroxy-5 aroy1-2 th1 ouhènes 

Afin de détecter 1 a f ormet ion éven tue Ile de produits hydroxyl és en 5, 
dans la famille des aroyl-2 thiophènes, une étude physicochimique (RMN, UV, 
pKa) a été faite avec·les quelques composés suivants: 

- l'hydroxy-5 suprof en (50HSU) 
- 1 'hydroxy-5 parach 1 orobenzoy 1-2 thi ophène (50HCBT) 
- l'hydroxy-5 (di ch 1 oro-2' ,3' methoxy-4)-benzoyl-2 thi ophène 

(50HMBT) 

Le 50HSU nous a été fourni par le Professeur V. Mo ri, Di r ecteur du 
Labon~toire de Radiochimie de l'Uni ver sité Ptlamaceutique de GIFU, Japon. 

Pour les 2 autres composés les authentiques ont dû être synthétisés. 
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11-B-1-a PrinciQales méthodes de synthèse des hydroxytl1ioQhènes 

Historiquement, le première synthèse d'un hydroxythiophène est celle 
publiée par Peel en 1885 (85). L'hydroxy-2 méthyl-5 thiophène était préparé par 
cyc lisation de l'acide oxo-4 pentanoïque (acide lévulinique) en présence de 
phosphore tri ou penta sulfure. 

Mais ce n'est qu·en 1950 que Hurd et Kreuz (86) ont décrit le première 
synthèse effi ce ce de l'hydroxythi ophène è partir du megnési en du bromo-2 
thiophène. 

~ 
'-s/'-- MgBr 

~ 
'-s/'--OH 

iPrMgBr 

Cette méthode a été améliorée en passant par un intermédiai re 
terbutoxy (87) qui est ensuite coupé en milieu acide (acide paratoluène 
sulfonique) par chauffage. 

~ 
'-s/'--Br ~OC(CH3h 

1 APTS f 1ss•c 

~OH 

De plus, cette dernière méthode permet au niveau du terbutoxy éther 
d'introduire des substituants variés par l'intermédiaire d'un dérivé lithié 
comme le montre le schéma suivant (82). 
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! Buli 

111 
RAS~ OC(CH3 b 

R= alkyl 

111 
As~ OC(CH3h 

HOOC 

\1) MgBr 

\2 ) A1CCXX)!9J 

La déselkyletion par le méthode précédente conduit alors au dérivé 
hydroxylé correspondent. C'est d'ailleurs cette dernière technique qui a été 
utilisée par G. Moinet et N. Bayer (Laboratoire Anphar-Rolland) (48) pour 
préparer l'authentique du SOHAT. 

Cl Cl Cl Cl 

h OC~COOIB.J + 
OH~ 

~ ___. ~ h OC~COOIB.J 
tBuO S Li tBuO S 0-=F 

n H OCHzCOŒl 
HaÂs/'~ 

0 

lFA 
~ 

HO 

~Mrez 
Cl Cl 

~ h OC~COOIB.J 
tBuO S (\J 

0 

De même, pour le synthèse du SOHSU, le groupement protecteur est 
encore tBu, mais le magnésien est préparé sur le noyau benzénique (88). 

111 0N 
A_/'-.~N· 1 

tBuO s Il ~ 
0 

+ -o- /~ 
MgBr y-c~~ 

c~ 
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-

~ ~Q-l-COOH 
tBt.O S ~~ Il CHJ 

0 

~ ~CH-COOH 
HO S ~~ Il CH3 

0 

APTS 

1) HCL -2 l cre. 

.. 
12o•c 

Une deuxième voie, plus douce que la désalkylation à haute température 
et en milieu acide, passe là encore par les dérivés lithiés en position 2 qui sont 
successivement traités par B(OBu)3 puis HzOz (72). 

Bu li 

D'autres stratégies â partir de l'hydroxy-2 thiophène ont été proposées: 
- par exemple l'alkyl ation de sels de thallium de l'hydroxy-2 thiophène 

(89,90). 

Ü=o s 
+ 

- ou encore l'alkylation de l'hydroxy-2 thiophène par des méthodes de 
transfert de phase avec des agents alkylants tels que Mel, MezS04 
(9 1 ,92,93,94). 
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~- - )CA~ ... .,.Mo Me s 0 Me S 0 

R 

RI ~~0 _)j:: ~ - + + 
Me s Me S CR 

+ produits d'alkylation 

-ou enfin une acylation aromatique de l'acétyl-2 thiophène en présence 
d'un acide de Lewis (BF3 étherate) (95). 

~0 c~coa 

!Il.. 1)~ ~ - n 
~s~ ococ~ 2 )CKJCOa "'-cAs~ oc oc~ 

Il 
0 

Enfin, une dernière approche passe par l'hydrolyse de dérivés halogénés 
en position 2 du thiophène. Quand elle est effectuée en milieu acide, elle 
conduit essentiellement à des di mères, l'hydroxy-2 thi ophène se formant de 
façon intermédiaire (96). 

/Il.. 
~5/'c1 - c1~0 '······· -~0 
L'hydrolyse en milieu basique donne de meilleurs résultats. Elle est 

utilisable si le noyau thiophénique est substitué par des groupements 
électroattracteurs tels que N02, COR, COOR (97). 

nNOz 
~s~Br Eta-l 

nNOz 
~-)\ s Q.l 
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H:JC l("""'s/'-cl 
0 

1) HCOONa 

2)HC00Na 
CH3 0H 

3) HCI 
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rlN~ 

)(_)\ 
H:JC -C S OH 

Il 
0 

Nous avons utilisé cette dernière technique qui semblait 
particulièrement prometteuse dans notre cas (présence d'un groupement COAr 
en position 2 du thi ophène). 

Enfin elle nous permet d'élaborer un schéma de synthèse rapide (2 
étapes) et dont le mode opératoire est bien connu en ce qui concerne la première 
étape (98,99, 1 00). 

R R 0-coa + 
n 
"-~cl 

Frie_d_el-et_c_ra~h ~ J:)_ 
~0 S Cl 

Hydrolyse alcaline 

11-B-1-b Synthèse du SOHCBT et du SOHMBT 
- ~nthèse du SOHCBT 

0 

Le première étape est une réaction classique de Friedel et Craft et 
donne un bon rendement en produit cristallisé (TF: 104°- litt. : 105°)( 100) . 

. Cio-COCI 

~ 

+ 

AIC13 -THF 
3 heures 
0°C 

n~CI 
Cl S ~ 

Rdt=47% 

0 ll 
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La deuxième étape est plus délicate. En effet, si l'hydrolyse est faite 
dens l'éthanol à 95% avec de la potasse en excès, le produit majoritaire dérive 
de la substitution du chlore avec le groupe OEt. Le produit correspondent a été 
purifié sur plaque et caractérisé par RMN et spectrométrie de masse. 

111.D~ ~-/'--- Cl 
Cl s Il -

~;?\_Cl 
EO S ~ 

Rdt=30% 
EŒ 95% 

0 0 il 
reflux 

En présence d'un mélange d'eau et d'éthanol 50/50 il y a formation de 
50HCBT qui est détecté par sa bande d'absorption à 385 nm. Le produit de départ 
est alors éliminé par extraction à l'éther (60 % recyclable), puis le produit 
hydroxylé extrait à l'éther après acidification. Le brut est alors purifié par 
CLHP o l'aide d'une colonne en phase inverse et avec un gradient d'acétonitrile 
dans un tampon d'acétate d'ammonium. Le 50HCBT est alors caractérisé par son 
spectre RMN (cf. tab 1 eau 8) et son spectre de masse. Le spectre de masse a été 
réallsé par Valérie Andronik (UA 400). 

n ;?\_Cl 
Cl s IT~ 

0 

EŒ 50% 
1-izO 50 % 

I<Œ 
reflux 

- ~ynthèse du 50HMBT 

Rdt=5% ~;?\_Cl 
HO S ~ 

0 
50 H C 8 T 

Après préparation du chlorure de l'acide méthoxy-4 dichloro-2,3 . 
benzoïque par action de SOClz sur l'acide carboxylique correspondant (Rdt 90 %), 
celui-ci est utilisé sans autre purification pour la condensation, type Friedel et 
Craft, a11ec le chloro-2 thiophène, pour conduire au chloro-5 (dichloro-2,3 
méthoxy-4)-benzoyl -2 thiophène aYec un rendement de 60 %. Ce dernier 
composé a été caractérisé par RMN et spectrométrie de masse {Tf = 162°). 



Cl Cl 

HOOC---<)- OMo 
!1 

Cl Cl 
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benzene 
12 heures 

Cl Cl 

aoc ---<::)- oMo 
ti 

Cl Cl 

Rdt = 50% 

~ 
c1~s/ + 

aoc ---<::)- oMo 
::' ~c Cl~~ 0 '" 

Rdt =60% 

3 heures 0 ~ 

Il est ensuite hydrolysé dans EtOH/HzO : 50/50 par KOH. 54 % de produit 
de départ sont récupérés, et le 50HMBT est purifié par CLHP avec un rendement 
de 6 % et caractérisé par RMN (tableau 8) et spectrométrie de masse du dérivé 
méthylé au diazométhane. 

Cl Cl 

Cl~ h OMe 
s (\J 

0 

KOH 

EtOHIH20 
reflux 
50/50 

Cl Cl 

HO~ h OMe Rdt =6% 
s (\J 

0 
50HM B T 

11-B- t-c Principales caractéristigues Rhysicochimigues des 
différents aroyl -2 thiophènes et de leurs dérivés 
.!lydroxylés en 5 

- ~Qectre UV-visible 
Les valeurs de la longueur d'onde du maximum d'absorptlon (Àmax) et du 

coefficient d'exUnction molaire (E) 6 cette longueur d'onde sont rassemblées 
dans le tableau 8 pour les différents produits dans un tampon phosphate à pH 
7,4. 
Il y a une grande similitude des spectres UV- visibles des différents composés. 
En effet pour tous les dériYés hydroxylés en 5 on a : 382 < Àmax (nm) < 385 et 

27000 < E (M-1 cm-1) < 30000 . Ceci semble indiquer que le 
substituant du noyau phényle n'influence que faiblement la conjugaison entre 
les 2 noyaux aromatiques. 





Tab 1 euu 8 . Propr1 étés physicoch1 m1ques des oroyl-2 thi ophènes et de 1 eurs dérivés hydroxyl és. 

·· AT 

SCIHAT 

~;1_1 

sc~H~;u 

CEH 

u·v·(l) pl< de 

) .. m,~>~( nm)/f moJ-1 cm- 1 1 J't)lddroxy en 

5 (±0. 1) 

272 11000 

306 14000 

266 3600 

3e4 2aooo 

276 1 1960 

300 14260 

276 6700 

'"l·=.. C' .jl_l ._l 

267 

27000 

7750 

297 ti250 

2,5 

2,9 

Rf'1N ( 2) :1jép l acernent s ct1i rni que:=: (8 .. pprn) Rr···Htcons t ;:,rîtes: ,je coup 1 a1~e (.J ,Hz) 

H1 H2 H3 H4 Hs 

6,92 1 7,36 7,40 ...., 1 'Z 1 ...., O"'? 
.·.. ·-·· •• Jl_l •• 

6,95 7 .. 26 7,1 ô 6 .. 09 

7>42 .7 77 
1 ,t' 1 7,6ô 7 1 f, 1 7 p 1 

1 ·' - 1 } -' 

7 ,39 1 7 ,60 7,42 6,16 

7 .. 47 7.78 7,61 7 1 f, 1 7 ;=-:) 
1 ·' •. 1 J _J ·-

H1 - H2 IH3- H4 IH3-Hs 

ô )7 

i3 .. 5 

·=· c 1_1) ._1 

i3.~5 

.:;, 1::' 
I_J ·' ._1 

7C 
._:. 1 ._J 

5,1 

'Z C ·-·· .. ._) 

5,0 

3 .. 5 

1,0 

1 () '-

1 , (1 

H4- H5 

5>3 

5,0 

5.0 



1 260 6000 
50HCBT 2,3 7,45 7,61 7,36 6,17 -

3ô5 28800 

274 8800 
~1BT - 6,98 7,39 7,43 7,14 7,80 

309 15400 

264 6300 
50Ht'1BT 2,5 7,05 7,32 7,1 ô 6,09 -

382 29900 

( 1) Tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 
( 2) Les spectres RMN ont été enregistrés dans CD3CN, 295K, 250MHz, référenceiTMS. Les & sont donnés 
~ ±0,02 ppm et J en Herz ~ ±: 0,3 Hz. 

H4 H3 

H,~~A 
O H2 Ht 

8,5 5,0 - -

9,0 3,6 1,5 6 ,0 

ô,3 5,0 - -
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- t"1esures des 1:;1f< de la fonction OH des SOHAT, SOHSU, SOHCEiT et 
50HMBT 

Le pK de ces différents dérivés a été mesuré de 1 a même façon que dans 
1 e cas du 50HAT.. par étude ,je::; spectres UV-vi si b 1 e de so 1 uti ons aqueuse::; 
tamponnées à différents pH. Les valeurs sont rassemblées dans le tableau ô. 
Dans tous les cas, le pK se situe aux environs ,je 2,5. 

- _2Qectres Rt-"IN 
Les spectres des différents produits hydroxylés et non hydroxylés ont 

été enregistrés dans CD3CN. 
Les va 1 eurs des dép lacement:; chimiques et des constantes de coup 1 age 

sont r-assernblées dans le tableau ô. Là encore, ces valeurs pour- les protons 
t.hiophéniques des différents hydro~<y-5 thiophènes sont très proches sinon 
identiques. En particulier, le doublet correspondant au proton en position 4 sur 
1e noyau thiophène apparaît bl i ndé et bien dégagé des autr-es vers 6 ppm. Ce 
doublet nous sera utile pour caractériser le dérivé hydrOXIdlé en 5 du suprofen 
dans le chapitre IV. 

Les pr-opriétés physicoct1imiques (E et pK) des trois hydroxy-5 aroyl-2 

thiophénes étudiés, très similai res à celles du 50HAT, nous autori sent ô 
utiliser la technique de détection précédemment décrite pour suivre 
l'hydroxylation des aroyl-2 thiophènes correspondants. 

11-B-2 .tlydroxylation du suurofen et d·autres aroyl-2 
thi ouhènes P-ar 1 es mi crosomes hé P-at igues de rats 

11-B-2-a Détermination des Km et Vm ôQQarentes de l'hydroxylaton 
en 5 de ces comQosés Qar les microsomes héQatigues de 
rats traités Qôt" le Qhénobarbital 

- L 'hydroxy1 et ion métabo 1 i que in vilr,? en position 5 sur 1 e noyau 
t.hiophène des 3 composés suivants a été étudiée : 

. le su 

. le CBT 

. le ~'1EiT (structure en VIII) 
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Le suivi UV-visible des solutions rnicrosornales ,je foies de rats F'B 
contenant le NADPH montre que tous l es composés étudiés sont hydro;<ylés en 5 
sur 1 e noyau thi ophène. 

- Nou~; avons étwji é 1 a vitesse de f onYiôt ion des ,jéri vés tlydrox1~1 és en 
f onet ion de 1 a concentration de substrat pour chacun des 3 composés. Les 
conditions expérimentales sont celles décrites en V-D-2 (G6P 1 Ornt"'1, G6PDH 
2u/ml, NADP 1ml1 dans un tampon phosphate 0,111 pH 7,4, P-450 : lmg 
protéine/ml). Le tracé de 1/'v' inverse de la vitesse initiale en fonction ,je 1/c 
inverse de la concentration en substrat est présenté figure 26. Les points 
s'alignent sur une droite sauf pour le cas du CBT pour les fortes concentrations. 
La relation de Line~tveaver-Burk permet ,j'accéder au:< Km et Vm §QQarente:;. En 
effet comme nous l'avons vu précédemment 1 e système mi cros orna 1 ,jes 
cytochromes P-450 contient de nombreuses isoenzymes. 

- Les Km et V m obtenues sur 1 es mi crosomes de différents 1 ots 
d'animaux sont résumées dans le tableau 9. La comparaison des 'v'm montre que 
les vitesses d'hydroxylation de ces différents composés sont du même ordre de 
grandeur (environ 2 nmoles de 50H/mg protéine/min). Les Km sont plus 
\lariables de 9J.lf"1 pour le CBT jusqu'à 33.!lf"1 pour le suprofen. 

11-B-2-b Effet de l'induction sur l'hydroxylation en 5 des aroyl-2 
thioQhènes étudiés 

Des rats mâles de race Sprague-Dawley ont été traités par : 
- le phénobarbital 
-le méthyl-3 cholanthrène 
- 1 a cyano- 16C<- prégnéno 1 one 
- le clofibrate 

selon le protocole décrit en V-C-1. 

Les résultats de l'hydroxylation enzymatique obtenue avec les 
rnicrosomes de rats induits et de r-ats non traités (témoins) sont présentes sous 
forme d'histograrnrne (figure 27). 

11 apparaît d'emblée que les dérivés étudiés .. malgré la ressemblance de 
leur~; structures ct1irniques, ont des réponse ~; très ,jifférentes. 
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Km = 36 JJ.M 
Vm = 1,10 nmole SOHAT 1 nmole P-450 1 min 
Vm . = 2,64 nmoles SOHAT 1 mg protéine 1 min 

:::> 2 en ::r: 
0 
lO 

0 
E ..s 
> ......... 

' 

1 

o+---~--~--~--~~--~--~--~---.--~--~--~ 

0 20 40 60 80 

1/[SU] (mM} 

FIGURE 26. Représentation de la cinétique d'hydro:,<ylation catalysée pôr· 
microsomes hépatiques de n:~ts traités par le ptiénobarbital, du SU (figure 26a), 
du CEiT (figure 26b), du t'lBT (iigure 26c). 
- La formation du SOHSU, 50HCBT, SOHMBT a été mesurée p1.1r la méthode UV décrite en 
V- D- 2 ;:;ur des microsornes hépatiques de rats traités p::sr le phénobarbital (protocole en 
V-C-1) (2,4 nmoles P- 450/mg protéine, 1 mg protéine/ml ). 
- Chaque point est la rno~enne de 4 déterrni Mtioœ réalisées sur les rnicrosomes d'un lot de 4 ani maux. 

\ 
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Vm = 3,70 nmoles 50HAT 1 mg protéine 1 min 
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Tableau g_ Km et Vm apparentes de J"oxydation en position 5 des oroy1-2 
thiophènes par les microsomes hépatiques de rats traités par le 
phénobarbi ta 1. 

Km (J.lM) Vm 
(nmole SOH/nmole P- 450/mi n) (nmole SOH/rng protéine/min) 

AT 14±2 0,45±0,1 1,0 ± 0,2 

su 33 ± 5 1,1 ± 0,2 2,2 ± 0,4 

CBT 9±2 1,5 ± 0,2 3,1 ±0,3 

i'1BT 22 ± 3 1,4 ± 0,2 2,9 ± 0,8 

Les déterminations sont réalisées dans des co nditions analogues à celles des courbes figure 26 et figure 22, sur les 
microsomes de 2 à 41ots de 5 ani maux. 
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FIGURE 27. Hydroxyl etion microsomel e de l'AT, du SU, du CBT, du MBT, 
exprimée en nmoles de hydroxy- 5.mg protéine- 1.min-1 en fonction du 
traitement des ret s par différents inducteurs. 
Des rats de race Sprague- Da'w'ley ont été traités par le phénobarbital (PB) 1 le clofi brate (CLO ) ~le 
méthyl- 3 d1olanthrène ( 3t1C) et la c:w1no- 16 cc prégrrénolone ( PCN) ~elon le protocole V -C- 1. 
nrnoles P-450/mg protéi ne: (PB) 21 2 ±01 2; (C LO) 1,6 ±0, 1 ; (311C) 1,7 ± 0,2; (PCN) 1,7 ±0, 1 
; (témoin) 1,0 ± 0,2. La formation des dérivés hydroxylés a été mesurée par la méthode UV décrite en 
V-D-2 sur les microsomes hépatiques de rats induits et de rat~; témoins ( non traités). 
Conditions : (G6P :10 mM,G6PDH: 2 u/rnl , I·JADP : 1 rnt··l, tampon phosph::~te : 0,1 ~·1 pH 7,4, 
AT 1 o-4r1, su 2 1 o- 4M, 1"18T 2 1 o- 4M, CBT 2 1 o- 4M, 1 à 2 nmole.s P- 450/rnl) . 
Chaque valeur est la mot.~enrre d'un r1ombre variable de déte:rmi rrfltions réalisées sur les mi c:ro~omes 
d'un nombre également vàriable de lots d'8rrimaux. Un lot est constitué de 5 rats. 

Valeur 
AT {CLO) 

AT (PB , TEI·l) 
Autre~; 

I·Jombre de détenni nt~tions 
25 
10 

6 à 1 (1 

Nombre de lots 
5 
5 

2à4 
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- Après traitement des animau:=< par le clofibrate, la '·/Hesse 
ilh iJrjro:=<ylation rje l"AT est multipliée par 3 .. 9 par rapport aw< témoins pour 
dtteinrjr·e 3,6 nmoles 50HAT/rng protéine/rnin. L'inrjuction par le 3t···Jc et par la 
PCN provoque une rji rninution de la vitesse rj'h'd'jro:":'dlation par rapport au;,: 
témoins (0,6 nmole 50HAT/mg protéine/min). Les activités AT hydrOl?:Jli:lSes 
mesurées sur les rats térnoins et les rats PB sont rju même onjre ( 1 nmole 
50HAT /rng protéine/min). 

- Dans le cas du suprofen, la vitesse d'hydro;;ylation est multipliée par 
4 après i nrjuct ion rjes rats par 1 e PB et par 3 pour 1 'i nrjuct ion par 1 e c 1 ofi brôte. 
Le traitement rjes n:its par le 3t·'1C et la PCN ne morjifie pa::; l'activité :::uprofen 
t·''d'jro:><ylase. La vitesse de rnétabolisation par les rnicrosomes térnoins est ,jeu:x: 
fois plus faible pour le suprofen que pour l'AT. Pour le CBT et le t"1BT, on observe 
par contre peu d'effet de l'irnjuction. 

Par conséquent, l'AT est t1ydroi·(ylé par les enzymes microsomales ,je 
rats térnoins. On n'observe pas d'augrnentation notable ,je cette activité après 
traitement des rats par des inducteurs c 1 as si ques des cytochromes P- 450 sauf 
dans le cas rju clofibrate. Dans ce cas l'activité AT tlydro:<ylase est multipliée 
environ rJun fi:lCteur 4 par r·apport aux témoins. Il existe donc une ou plusieurs 
formes rje cytochrome inrjuites par le clofibrate, très actives pour prenrjr·e en 
charge cette hydroxylation. De la même façon, pour le suprofen, l'hydroxylation 
a 1 i eu avec 1 es i soenzymes de rats témoins. Mais dans ce cas l'augmenta ti on 
d'activité est observée principalement après traitement rjes rats per le 
phénoberbi te 1. 

Pour le CBT et le t"1BT, on observe une activité importante en présence 
de microsomes de rats témoins. Le phénobarbital et le clofibrate induisent 
légèrement 1 es activités CBT et t-1BT 11yrjnJ;<yl ases. 

Il apparaît que des substitutions portées par le no'JôU phényle 
provoquent des différences importantes de comportement vis-a-vi s de 
l'h1Jdro;<:1Jl at ion mi crosomal e du noyau thi optlène. Le no1dau phéniJl e et ses 
substituants jouent ,jonc un rôle clef rjans la reconnai :; :;ance rjes fiCidl-2 
u·,iopt1ènes par les ,ji vers cytochrornes P-450 hépatiques. La ct1aîne aci,je parait 
indispensable pour obsen .. er un effet partiel d'induction par le clof ibrate. 
Toutefoi s la nature de cette ct1aîne, cornme la présence rj'autres substituant :; 
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sur le phényle, pourrait jouer un rôle important dans la reconnaissance du site 
ôCt if. 

11-6- 3 Etude gualHative de l'hydroxylation d'autres 
dérivés thio!;!hénfgues !;!ar les mfcrosomes hé!;!atigues 
de rats (PH). 

11-6-3-a Cas des aroyl-2 thioQhènes 
La méthode de détection UV mi se au point a permis l'étude des 

paramètres fondamentaux de l'hydroxylation de l'AT par les cytochrornes P-450 
hépatiques de ret. La validité de cette technique a été étendue à la détection 
des dérivés hydroxylés du suprofen, du CBT et du MBT après emalyse des 
propriétés spectroscopi ques des authentiques synthétisés chimiquement. Pour 
poursuivre le démonstration de la généralité du phénomène d'hydroxyletion de la 
structure eroyl-2 thiophène, une série de dérivés de cette famille a été soumise 
au test UV. Ces molécules nous ont été fournies par le Professeur Andrieu du 
Laboratoire de Chimie Organique de l'Université de Caen. Les résultats 
que 1 itati f s, puisque n: des eroyl-2 hydroxy-5 thi ophènes ne sont pas connus, 
figurent dans le tableau 1 O. Toutefois la vitesse est exprimée et est calculée en 
prenant comme valeur de E390nm = 28000 M-lcm-1 . Ceci se justifie par la 

faible variation de l'E observée sur les dérivés hydroxylés étudiés 
précédemment. 

Tous les dérivés testés sont hydroxylés avec des vitesses du même 
ordre de grandeur (entre 0,2 et 1,7 nmoles/nmole P-450/min). Les différences 
observées peuvent être dues soit à des différences d'E des différents dérivés 
hydroxylés (ce qui est peu probable), soit à des différences de reconnaissance 
du si t e act if par 1 es composés. 

11 - 6-3-b Cas d'autres dérivés thioQhénigues 
Pour tester la 9énéralité de la méthode de détection des dérivés 

hydroxylés du th iophène au sein d'une solution microsomale, diverses molécules 



Tableau UO_ Hydroxylation de divers aroyl-2 thiophènes substitués 
(2_1 o-4M) catalysés par les microsomes hépatiques de rats 
traités par le phénobarbitaL 

Produits Vitesse d'hydroxyl a ti on 
(nmoles/nmole P-450/min)* 

~fÜ 46 1,39 
Il -
0 

~rO-F 47 1 .. 10 
Il -
0 

~rC;-a 
Il - CBT 1,5 
0 

~M-o Il -
0 0 

48 0 ·')7 ,-..) 

~rra-~ 49 0,87 
0 

~0] Il - 50 1,70 OOCH, 

~0] 2.1 1,39 
Il -
0~ 

~rrD 52 1,61 
Il -
0 F 

~rrO 53 1 .. 26 
Il -
0 Cl 

~rrD Il -
54 0,63 

0 Br 

~rrD 55 0,74 
Il -
0 NO, 

Cl Cl 

0--/C)-OH 56 0,90 
s Il -

0 

~rrOOCH, MBT 1,4 
0 Cl Cl 

* Le~ vite~~e~ o)rtt été calc ulée~ en edrnettant pour le~ dérivé~ hydroxyl é$ un f 390 nm = 28000. - Le~ ;:,ctivité~ ont 
été mesurées par la méthode UV décrite en V- D- 2 (G6P 10mM, G6PDH 2u/rol. NADP 1 rnt-1 dan$ un tampon p~1œph8te 
0,1 ~1 pH 7,4,: 1 rng protéine/ml., 2,4 nmole$ P- 450/mg protéine, sutostrat 2 1 o- 4t·'l.- Chaque valeur e~'t la rno,Jenne 
de 2 à 4 déterminatioœ réeli sées sur les microsomes d'un lot de 5 anirmsux. 
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ont été étu,ji ées. Cell es -ci po%èdent toutes un not~ô u thi oprtène impl i qué ,jens 
un sys t ème hautement conJugué par une substitution en pos1t10n 2 : 

- le thiofantileR (thenylidone) commerciali sé par les laboratoir-es Ane 
comme cho 1 éré ti que 

- le nocodazoleR inhiblteur de la synthèse des microtubules 
(laboratoire Janssen) 

- le morenteiR autihelminthique des laboratoires Pfizer 
- 1 a dit hi énone. 

Le spectre UV-visitde (pour À > 370 nm), en fonction du ternp~: , de ctlac:tm 
de ces composés mis en présence de rnicrosornes hépatiques de rats traités pôr 
le phénot,arbital et de NADPH (V-D-2) a été enregistré. Les maxima ot,servés 
ont été comparés à ceux des produits de départ. Les résultats obtenus sont 
résumés dans 1 e tatti eau 11 . 

Dans le cas ,je la dithiénone on observe l'apparition de 2 maxime, à 404 
et à 425 nm, pouvant être attribués à la formation du dériYé hydroxylé sur un et 
peut être 2 noyaux thi ophènes. Dans 1 e cas du nocodazo 1 e, i 1 se forme un 
épaulement ô 385 nm. Dans les 2 cas. la situation est proche des cas de l'AT et 
,ju SU en rai son de la structure commune aroyl - 2 thiophène. On observe une 
différence entre la longueur d'onde d'absorption du produit de départ et celle du 
produit formé de 80 nm. 

Pour le thiophantile, une bande d'absorption apparalt également à 470 
nm ,je façon très ra pi de. Mais dans ce cas, 1 e substrat est p 1 us conjugué se 1 on 1 e 
schéma suivant : 

Pour le morantelR, aucun changement de la DO n'est observé. Soit i l 
ne se forme pas de dérivé hydroxylé, soit celui-ci n·est pas dètecté (absorpti on 
inférieure ô 370 nrn et/ouf trop faible). 



Tab 1 eau 11 . Etude quai itati ve de l"hydroxylati on de d1 vers dérivés thi ophéni ques par 1 es microsomes 
hépatiques de rats traités par le phénoborbitaL 

Dérivé T 11 i op~~ e rü i 1 e 57 Nocodazole 5ô 

H 

Struct.ure 0-
c ~N't(NH-n-OCH, 

s 11~1 ° 
0 

\rn:'!x ,ju produit 390 316 

1"1axi ma observé 470 385 

t1orante 1 59 

CH3 

~GH~GH~~'t 
S N~ 

280 

Di thi énone 60 

~J) 
s Il s 

0 

318 470 

404 425 
(nm) (2) DO 100 A 

DO 

À ... À nm 

)10 400 500 380 400 500 

( 1) Spectre réalisé en solution dans un tampon pt,osphate pH 7 . .4. (2) Les maxima ont été observés entre 650 et 370 nm •oo 

par détection IJV de 1;; solution microsomale préparée selon le protocole décrit en V-[!- 2 (s,Jbstr&t 1 o- 4~·1, 1 m•J de protéi r1e p:;,r ml ; 2,0 nroole::: P-
450/rruJ protéine). 

000 
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En conclusion, cette étude nous a permis d'établir les points suivants: 
- Les microsomes hépatiques hydroxylent de façon très générale les 

dérivés de structure aroyl-2 thiophène en position 5 sur le noyau thiophène. 

~ 
H~~/'--C""Ar 

s Il 
0 

- Cette réaction semble généralisable à des dérivés possédant la 
structure suivante: 

0 
r-l, ..<'- Il 
""-/ Yc""-s 

- Une méthode de détection UV-visible a été mise au point qui permet de 
suivre la formation de ces aroyl-2 hydroxy-5 thiophènes au sein de la solution 
microsomale. Ce test précis et facile à mettre en oeuvre rend possible une 
étude fine de l'hydroxylation des aroyl-2 thiophènes. 

En ce qui concerne l'AT, la formation du 50HAT est catalysée par les 
cytochromes P-450 dans les microsomes hépatiques de rats. Cette activité est 
induite spécifiquement (facteur 4) par le clofibrate ; ce qui n·est pas le cas 
pour les autres aroyl-2 thiophènes étudiés. L'hydroxylation en 5 du suprofen est 
induite principalement par le phénobarbital. 

Les activités CBT hydroxylase et MBT hydroxylase sont peu inductibles . 
par les inducteurs classiques des cytochromes P-450. Les substituants portés 
par le noyau phényle sont donc susceptibles d'induire des modifications 
importantes dans la reconnaissance des substrats par les différents 
cytochromes P-450. 
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Ill-A INTRODUCTION 

Le cl ofi trrate et ses a nt~ l ogues structuraux sont des dér-ivés 
hypo li poprotei né mi ents et r,ypochol estérolémi ants, dont certei ns sont très 
largement utilisés en , u·,érapeutique dans la correction des anornalies du 
rnétabolisrne lipidique et la prévention présumée du risque athéro1~ène ( 10 1). 

L'administration au ret de ces dérivés s'EJccompagne généralement d'une 
hépatomégalie, d'une pral iférat ion et d'un changement de composition 
enzymatique des peroxysomes, de modifications mitochondrie 1 es et d'une 
prolifération du réticulum endoplasmique lisse associée à une induction 1jes 
cytochromes P-450 ( 1 02). Enfin, les agents hypol i pi dé mi ants éga lerne nt 
inducteurs de la proliféretion des peroxysomes sont impliqués dans la forrnôtion 
de tumeurs hépatocellulaires ( 1 03). A ces différents titres, ces dérivés sont 
ac tue 11 ernent largement étudiés. 

111-A-1 Caractérisation du ou des cytochromes P-450 induits 
P-ar le clofibrate 

En 1965, Hess et coll. rapportent pour la première fois l'effet du 
clofibrate sur la prolifération du réticulum endoplesmique lisse des 
hépatocytes de rats ( 1 04). Parallèlement, Lu et Caon, en 1968, par des 
expériences réel i sées en présence de mi crosomes de foi es de rets, met te nt en 
évidence l'implication directe des cytochromes P-450 dans l'hydroxylation en 
position 12 et 11 de l'a ci de lauri que ( 1 05). 

En 1982, Gibson établit définitivement la participation d'un cytochrome 
P-450 induit par le clofi brate à l'hydroxyletion en 12 de l'acide lauri que ( 1 06). 
Pour ce faire, à partir de microsomes hépatiques de rets traités par le 
clofibrate, il purifie un cytochrome P-450 dont le complexe FeiiCO possède un 
maximum d'absorption à 452 nm. Cette hémoprotéine, qui catalyse l'ox,~dation de 
l'acide taurique en positions 12 et 11 avec un rapport 4:1, ne métabolise pas la 
benzpMtamine. Cette nouvelle isoenzyme dénommée cytochrome P-452 est 
isolée et comparée aux formes rna_ieures induites par le phénobarbital et lô ~­
naphtoflavone. Ses propriétés spectrales sont établies et le poids moléculaire 
du monornère évalué ô 5 1500 d (107). Son rôle 1jans l'hydroxylation en 12 de 
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l 'aci de laurique catalysée par les microsomes de rats traités au cl ofibrate est 
confi rmé par l'utilisation dïgG anti-cytochrome P-452 ( 1 Oô). 

HOOC 

~ 

1 
A ce stade il apparaît clairement que l'hydroxylation en 11 de l'AL fait 

appel à des isoenzymes du cytochrome P-450 peu spécifiques et induites par le 
phénobarbital (augmentation de l'activité après induction au phénobarbital de 
l'ordre d'un facteur 2 à 3). L'hydroxylation en 12 est fortement induite par les 
inducteurs type clofibrate (facteur 28) ( 1 09). Elle est catalysée par le 
cytocflrome P-452 i soenzyme constitutive qui représente 5 % du taux basal de 
cytoctlrome P-450 chez le rat non traité ( 1 08) et 45 % de le population totale 
des cytochromes P-450 des rats traités par du clofibrate ( 1 02). 

En 1987, Gonzalez et son équipe isolent, à partir de foies de rats traités 
par le clofibrete, le cytochrome P-452. Des anticorps dirigés contre cette 
isoenzyme sont utilisés pour cloner un ADNe à partir d'une benque d'ADNe 
provenant de foies de rats traités eu clofibrate. L'ADNe est séquencé et après 
insertion dans un plasmide de leYure, Gonzalez et son équipe obtiennent 
l'expression de la protéine, le cytochrome P-450 LAw, qui catalyse 
l'hydroxyl et i Ôn en position 12 de l'AL { 11 0 ).Considéré comme identique eu 
cytochrome P-450 isolé par Gibson, et de poids moléculaire 52000, son 
mécanisme de régulation est étudié. Le taux de transcription de son gène est 
augmenté une heure après l'administration de clofibrete et se traduit par une 
élévation de l'ARNm et de l'ectiYité du cytochrome P-450. Ce cytochrome P-45o' 
possède moins de 35 % d'aminoacides communs avec les cytochromes P-450 
c,d,e et PCN. Il appartient donc à une nouvelle famille de gènes du cytochrome P-
450 qui pourrait d'après l'analyse effectuée par transfert selon Southern 
comporter 2 ou 3 isoenzymes { 11 0). 

En effet, en utilisant des anticorps dirigés contre le cytochrome P-450 
LAw, un autre cytochrome P-450 de poids moléculaire légèrement supérieur à 
52000 a été détecté dans les foies de rats. Cette enzyme est induite par le 
clofibnste et suit une cinétique d'induction extrêmement proche de celle du 
cytochrome P-450 LAw. Montellano et son équipe ont montré que seuls 50 % du 
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cytoct·mrome P-452 purifié est accessi til e à 1 'i nl1i bit ion sui citje par J'a ci de 
undécène-1 0 oïque. Ce travai 1 confirme l'existence d'au moins deux cytochromes 
P-452 ( 1 11 a). 

Par ailleurs, à l'hôpital Necker, l'équipe du Professeur Leroux a purifié et 
caractérisé une isoenzyme du cytochrome P-450 isolée de foies de rats traités 
par le clofibrate. Sur la base des caractéristiques immunochimiques, ce 
cytochrome P-450 apparaît comme différent de ce 1 ui i so 1 é précédemment par 
Gibson et Gonza1ez (111b). Enfin récemment, une technique fondée sur la 
détection HPLC couplée à une analyse radiochirnique en continu a permis de 
mettre en évi dence dans les incubations de microsomes de rats la formation 
d'acide hydroxy-1 0 1 auri que associé aux dérivés hydroxyl és en 11 et 12 dans 1 es 
proportions (7 %, 65 %, 28 %). La purification de la forme de cytocl1rome P-450 
qui hydroxyle l'acide lauri que en 10 est en cours. Les études prélirnineires 
suggèrent que la même isoenzyme pourrait catalyser l'hydroxylation en position 
1 o et t 1 ( t 12). 

111-A-2 Les inducteurs tyJ;!e clofibrate 

Un effet inducteur de l'hydroxylation en 12 de l'acide laurique a pu être 
observé avec différents dérivés, pour la plupart agents de prolifération 1jes 
peroxysomes. Ceux-ci peuvent être classés en 4 catégories. 

t- les analogues structuraux du clofibrate. Ce sont des agents 
hypoltpidémiants qui provoquent une induction spécifique de l'hydroxylation en 
12 de l'acide lauri que. 

2- 1 es herbicides dérivés de l'a ci de phénoxyacét i que qui sont éga 1 ement . 
proches par leurs structures chimiques du clofibrate. Ils entraînent une 
augmentation signifi cative (3 à 8 fois) de 1'11ydroxylation en 12 et sont sans 
effet sur l'hydroxylation en 11. 

3- les dérivés hypolipidémiants non reliés structurellement au 
clofibrate. 

4- une catégorie de dérivés divers comprenant: 
. le DEHP, diéthyll1exylpl1talate, un agent plastifient 1jont l'effet 

inducteur sur l'hydroxy1ati on en 12 de l'a ci de 1 auri que est contreversé 
. le trirnéthy1 - 2,2,4 pentane (Ttv1P) ou i sooctane. 
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Les struct ures chimiques de ces déri vés ainsi que l es références 
concernant leur effet sur l'hydroxylation de l'aci de laurique sont résumées 
tableau 12. 

111 - A-3 Les modalités de l'induction 

L'induction par le clofibrate de la transcription de gènes codants pour la 
synt11èse du cytochrome P-450 LAw comme pour l'activation de la transcription 
des enzymes peroxysomales, a conduit à postuler l'existence d'un mécanisme 
commun. Deux types d'hypothèses ont été avancés sur 1 a nature de l'agent 
inducteur: 

- selon la première hypothèse, les agents hypolipidémiants et/ou leurs 
métabolites seraient des substrats des systèmes enzymatiques et 
entraîneraient leurs inductions ( 120). 

- selon la seconde hypothèse, le traitement conduirait à un afflux 
d'acides gras au niveau du f oie. Les acides gras présents serviraient de substrat 
à un cytoct1rome P- 450 et à la j3- oxydation peroxysomale et les induiraient 
( 12 1 ). 

En ce qui concerne le mécanisme, l'induction pourrait résulter de 
l'interaction des hypolipidémiants et/ou de leurs métabolites avec des 
récepteurs du cytoplasme des hépatocytes selon un mécanisme comparable à 
celui de l'induction par le méthyl-3 cholanthrène (26). Une protéine liant la 
nafénopine a été détectée dans le cytosol des cellules hépatiques ( 122) et 
récemment partiellement purif i ée ( 123). Toutefois ces résultats n'ont pas pu . 
être confirmés par les travaux menés par l'équipe de Gibson ( 124). 

L'hydroxylation microsomal e hépatique de l'AT est multipliée par 4 par 
le traitement des rats avec le clofibrate. L'acide tiénilique constituerait le 
premier substrat exogène connu dont l'hydroxylation serait fortement i nduite 
par le clofibrate. Dans ce chapitre, seront présentées les études réalisées pour 
confirmer les résultats préliminaires du chapitre précédent et préci ser les 
enzymes qui cat alysent la réact i on. 





9ô 

Tableau 12. Les inducteurs type clofibrate. 

1- Les analogues structuraux du cloflbrate. 

No rn 

* clofibrate 

bezafibrate 

cloburazit 

* fénofibrate 

rnéthyl c 1 of énapate 

naf énopi ne 

Structure 

0\ 

Cl-o-~ CO-NH-CH, -CH,-o-~ ~H 
- - 1 

0\ 

0<, 0<, 

a-o-~ c-o-~ ~~H 
- Il - 1 1 

0 0<, 0<, 

,jans le texte 

108 

!Oô 

114, 106 

109, 115 

114, 109 

113 

2- Les herbicides dérivés de l'acide chloroQhénoxyacétigue 
R1 =Cl ~~, 

R2=Cl,H,CH3 ~~,-o-0-CH,-COOH 116 
R3=Cl,H ~~, 



gg 

3- Les h!JQOlir!idémiants non reliés au cloflbrate 

acide Ubrique 

~ lto/Y 14643 

probucol 

4- Les autres dérivés 

diéth~lhexylphtalate 

* triméthyl-2,2,4 pentane 

1 

0<, 

h·-~-Q~ 
)-..! COOH 

0<, 

C,H, 
1 ex c:ooo<,CH;CH,J, CH, 

c:ooo<,ICH:CH,J, CH, 

C,H, 

r r 
H, C.C-CHt .CH .CH, 

1 
0<, 

*Dérivés utilisés au laboratoire. 

109 

!Oô, 113 

113 

117, 11ô, 113 

119 
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111-B EFFET DES 1 NDUCTEURS T't'PE CLOF 1 BRA TE SUR 
L"H't'DROX't'LATION DE L"AT PAR LES MICROSOMES DE FOIES DE 
RATS 

111-B-1 Paramètres cinétigues (Km,_ym) comuarés de 
lJ!ydroxy1atfon de 1"AT nar des mfcrosomes de foies de 
rats témoins et traités uar 1e cloflbrate 

Des rôts de race Sprague-Dawley adultes ont été traités pôr le 
clofibrate (500 mg/kg/jour administré par voie intrapéritonéale dans l'huile de 
maïs pendant 4 jours). Deux lots de rats témoins ont été constitués. Le pr-emier 
est composé d'animatJX non traités. Le second est composé d'animaux traités à 
l'huile de maïs dans les conditions décrites précédemment. En effet, comme on 
s'i ntéresse à des formes de cytochrome P-450 susceptibles d'être impliquées 
dans le métabolisme des lipides, il était essentiel de réaliser cette expérience 
témoin souvent négligée. 

L'hydroxylation de l'AT par des microsomes de rats traités à l'huile, au 
clofibrate et non traités a été étudiée par la technique précédemment décrite. 
Le traitement selon Lineweaver-Burk des résultats obtenus, 1/V=f( 1/!AT)) est 
indiqué f igure 28 a,b,c. Les Km obtenues sur les microsomes de différents lots 
d'ani maux sont rassemb 1 ées dans 1 e tab 1 eau 13 et comparées à ce 11 es trouvées 
précédemment dans le cas de l'induction par le phénobarbital. 

Premier élément apporté par la comparaison des constantes de 
Michaelis, l'affinité apparente de l'acide tiénilique déterminée dans des 
microsomes hépatiques de rats traités par le clotïbrate est de 8 }tM, soit 
supérieure à celle observée chez les animaux témoins ou chez cew< traités par 
1 e phénobarbital (respectivement 15 J.!M et 1 4 J!M). 

Deuxième él ément, l'huile de maïs n'entraîne pas de rnodification de la 
Vrn et semble par contre interférer avec la détermination de la Km qui est de 
ôO J.tM. 

Par conséquent, le traitement par le clofit,rate augmente à la fois 
l'activité et l'affinité des enzymes du cytochrome P-450 catalysant 
l'hydroxylation de l 'AT. 
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(nrnole~; 50HAT/nrnole P-450/rnin)-1 

20 40 

Km= 6 p.M 
Vm = 2,50 nmoles 50HAT 1 nmole P-450 1 min 
Vm = 3,95 nmoles 50HAT 1 mg protéine 1 min 

60 

F 1 GURE 28a. CLO. 

FIGURE 28. Représention de la cinétique 1H11d1jro:x:ylation de l'acide tiénilique 
catalysée par les microsomes hépatiques (a) de rats traités par le clofibrate 
(fig.28a), (b) de rets non traités (fig.2ôb). (c) de rats traités par l'huile 1je maïs . 
(fig.2ôc). 

Ch>lque point e~t la f(li)IJenne de 4 déterrni nation~ réali~ée~ ~ur les micrœomes fun lot de 5 ani meu:x:. 
l'activité AT h~droxyla~·e est rne~urée par 1;:, méthode UV décrite au 'v'-D-2. 
(a) - Les rat~ de race Sprague- Dawley ont été traités par le clotï brate ( i.p.) en ~olution dans l'tiuile 
de maïs 8 la dose 500 rng/kg/j pendant 4 j (protocole décrit en V -c- 1) . 1 ,6 nmoles P- 450/rng 
protéine, 0,6 r1mole~ P-450/ml. 
( b) Les rats n'ont été soumis à aucun traitement : 1 ,2 nrnoles P- 450/rriiJ protéine ; 1 ,3 nmoles P-
450/rnl. 
•:c) Les rats ont été traités à l'huile de maïs (2,5 ml/kg) i .p. pendant 5 jours, 0,8 nmole P-450/rng 
protéine; 1,2 nrnoles P- 450/ml. 



' ' 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

' ,'1 

3 

2 

(nmoles SOHAT /nrnole P-450/rnin)- 1 

10 

Km= 20 !lM 
Vm = 0,80 nmole 50HAT 1 nmole P-450 1 min 
Vm = 0,95 nmole 50HAT 1 mg protéine 1 min 

20 

F 1 GURE 28b. (non tU:Jitè) 

(nmoles SOHAT /nmole P-450/min)-1 

HUILE 
Km= 83 !lM 
Vm = 0,90 nmole 50HAT 1 nmole P-450 1 min 
Vm = 0,75 nmole 50HAT 1 mg protéine 1 min 

2 3 4 

F I GURE 28c. (t"Juile) 
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Tableau 13. Données cinétiques apparentes de l"hydroxylation de l"AT 
par les microsomes hépatiques de rats témoins et traités 
par PEJ. CLO ou à rhuile de maïs_ 

PB CLO Témoin Huile 

Km (JlM) 14± 2 13±3 15 ± 6 ôO ± 11 

Vm (nrnole 50HAT 
/nmole P-450/rnin) 0,45 ± 0,1 2,24 ± 0,30 0,67 ± 0_,11 0,92 ± 0_.20 

Vm (nrnole 50HAT 
/mg protéine/rnin) 1,0 ± 0,2 3,42 ± 0,60 0,90 ± 0,11 o .. eo ± o,2s 

Les valeurs sont la moyenne des déterminations réalisées dans des conditions analogues à celles des courbes 
iigure 28 et fig ure 22 sur les microsomes de 2 à 4lots de 5 ani maux. 
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111-B-2 Effet du mode d'administration du clofibrate sur 
l'effet inducteur de 1'hydroxylation de l'AT 

Après administration, le clofibrete est rapidement hydrol1dsé par les 
estérases tissulaires et/ou plasmatiques en acide clofibrique qui est 16 forme 
pharmacologiquement act i ve du clofibrate (125). 90% de la dose administrée 
est éliminée dans l'urine en 24 heures sous forme d'acide clofibrique 1 ibre ou 
conjugué avec l 'acide glucuronique ( 126). Le clofibrate est classiqtJement 
administré selon 4 procédés: 

. mélangé à J'alirl!entation 0,4% (poids) pendant 10 à 14 jours 
(107,10ô,127) 

. par tubage gastrique à 100 mg/kg/j ( 115) ou à 250 mg/kg/j 
( 12ô) 

. par voie sous-cutanée 650 mg/kg/j durant 4 jours dans l'huile 
( 129) 

. par voie i ntrapéritonéa 1 e à 200 mg/kg/ j pendant 7 jours ( 11 3), 
400 mg/kg/j pendant 4 jours ( 111) et 500 mg/kg/j 1 et 2 jours ( 11 0). 

L'effet de deux paramètres : la durée d'administration du clofibrate par 
voie i .p. et l'admi ni strat ion par tubage gast ri que a été étudié. 

Le clofibrate a été administré par voie intrapéritonéale pendant 1, 4 et ô 
jours à la dose de 500 mg/kg/jour. L'hydroxylation microsomale de J'AT a été 
mesurée. Les résultats présentés dans le tableau 14 montrent que, après 24 
heures de traitement, 70 % de J'effet maximal observé après 4 jours de 
traitement est obtenu. Après ô jours de traitement, l'activité AT hydroxylase 
est diminuée. Dans Je cas de J'hydroxylation en 12 de l'acide Jaurique, l'effet . 
maximal a été obtenu après 1 jour de traitement ( 11 0) par voie i.p. et 4 jours de 
traitement dans Je cas de l'administration dans J'alimentation. 

L'induction par gavage par une solution de clofibrate dans l'lluile de maïs 
pendant 4 jours provoque une induction de J'activité AT hydroxylase d'un facteur 
5,5 par r apport aw< rats gavés à !"huile. Une expérience réa 1 i sée avec 1 a 
méthylcellulose comme vecteur n'a pas permis d'observer une augmentation 
simi laire. 
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Tableau 14. Effet de la durée du traitement et du mode d'administration 
du clofibrate sur 1'hydroxy1ation en 5 de l'AT (to-4H) 
catalysée par les microsomes hépatiques de rat. 

taux P-450 
( 1 ) 

non tr11i té 1 

CLOFIBRATE 
i.p. dans 24h 1,60 
l'huile 4j 1,57 
de mais 8j 1,43 

dans l'huile 1,73 
per de maïs 
os dans méthyl 1,88 

cellulose 

1- exprimé en nmole P-450 par mg de protéine. 
2- nmoles/mg protéine-1 .min-1 

50HAT %activité par 
(2) rapport au témoin 

(3) 
0,91 -

2,56 ± 0,15 266% 
3,80 ± 0,20 370% 
2,63 ± 0,10 224% 

2,90 ± 0,15 556% 

1,70±0,10 160% 

3- exp ri me le pourcentage de l'activité rapportée à celle obtenue en traitant les ani maux de façon identique 
(voie, durée d'administration) uniquement par le véhicule (témoin) 

' 

Du clofi brate est administré à des rats de race Sprague- Davie y : ( i) par voie i .p. à la dose de 500 mq/kg/j en 
solution dans l'huile de maïs pendant 24h, 4j ou 8j sous un vol ume de 0,5 ml; (ii) per OS à la dose de 250 
mg/kg/j en solution dans l'huile de maïs ou en suspension dans la méthylcell ulose pendant 4j. 
Pour les rats témoins le véhicule est administré dans les mêmes conditions ( i) par voie i.p. ou (ii) per OS. 
L'activité AT hydroxylase est mesurée par UV dans les conditions décrites en V- D- 2. 0,6 à 1 nmole P- 450/m( 
Chaque valeur est la moyenne de 4 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 ani maux. 
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111-B-3 Effet des inducteurs tyP-e cloflbrate sur 
lJ!ydroxylation de l"AT 

Pour établir si l'augmentation de l'activité AT hydroxylese est 
spécifiquement liée à l'action du clofibrate, ou plus généralement observée avec 
les inducteurs de J'activité acide laurique hydroxylase, J'effet de 3 de ces 
dérivés a été étudié. Les formules sont présentées tableau 12. 

- le fénofibrate qui est Je principe actif du JipanthyJR, médicarnent 
hypolipidémiant largement utilisé en thérapeutique, car moins controversé que 
Je clofibrate ( 130,131 ). 

Actif sous forme d'acide fénofibrique, le métabolite urinaire majeur 
chez Je rat est J'acide fénofibrique "réduit" libre produit par réduction du groupe 
carbonyle de J'acide fénofibrique ( 132). L'administration d'acide fénofibrique ou 
de fénofibrate entraîne une augmentation de J'hydroxylation en 12 de J'acide 
1 auri que d'un facteur 8 ( 1 09). Le dérivé a été ad mi ni stré ô 1 a dose de 
500mg/kg/j en suspension dans l'huile de maïs par voie intrapéri.tonéale 
pendant 4 jours. 

- Je WV 14643 est un hypolipidémiant pui ssant non relié structura lement 
au clof ibrate. Il multiplie par 8 J'hydroxylation de J'acide laurique (113). Ce 
dérivé a été ad mi ni stré en suspension aqueuse avec que 1 ques gout tes de t ween 
80 à la dose de 200 mg/kg/j pendant 7jours. 

- le triméthyl-2,2,4 pentane (TMP) est un solvant fortement 
néphrotoxique. Récemment il a été montré que son administration entraîne une 
augmentation du cytochrome P-450 catalysant J'hydroxylation en 12 de J'acide 
laurique (facteur 7,5) mais également de J'hydroxylation en 11 (facteur 3) chez · 
le rat mêle ( 11 9). Les rats ont été traités à la dose de 12 mmoles/kg en 
solution dans J'huile de maïs (5 ml/kg) par gavage pendant 10 jours consécutifs. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 15. 
Tout d'abord, au niveau du taux des cytochromes P-450 hépatiques, il 

apparaît que le fénofibrate et Je WV 14643 induisent une augmentation 
comparable ô celle du clofibrate. Le TMP induit une forte augmentation .,jes 
cytochromes P-450 hépatiques ( 102,1 07) chez les r·ats Spn:Jgue-Da'tlle'~ 

utilisés, qui n'avait pas été observée dans l'étude de Lock et Elcombe réali sée 
sur des rats ,je souche Alderley-Park. Enfin, point marquant de cette étude, l es 
troi s dérivés sont 1j es inducteurs efficaces 1je J'ac ti vitê AT hydro;<yl a se. 



107 

Tableau 15. Hydroxylation en 5 de l"AT catalysée par les microsomes 
hépatiques de rats traités par différents inducteurs ·type 
cl ofl brate·. 

Trai t erne nt des rats Taux P-450 
nmoles P-450.mg 

protéine-1 

témoin (1) 1,0 ± 0,05 

Clofibrate (2) 1,5 ± 0,1 

Fénofibrate (3) 1,4 

\1/V 14643 ( 4) 1,3 

Tt'1P (5) ') 7 .... , ' 

Des lots de 5 rats mâles adultes de race Sprague- Davle'J ont été 
( 1) soumis à aucun traitement et 
traités: 
( 2) par le clofi brate 

50HAT 
nmoles.mg protéine-t 

.mi n-1 

0,95 ± 0,06 

3,80 ± 0,21 

4,60 ± 0 .. 27 

3 .. 25 ± 0,13 

5,41 ±0,27 

(3) par le fénotibrate à la dose de 500 mq/kg pendant 4j (i.p.) 
( 4) par le V·lV 14643 (tableau 12) 200 rnq/kg/j 7j en sol!Jtion aqueuse (po) 
( 5) par le 2-2-4 TnP (tableau 12) 12 mmoles/kg/j 1 Oj dans l'huile de maïs {po). 
L 'ilctivité AT hiJdroX'Jlase est mesurée par UV dans les conditions décrites en V- D- 2 (tampon phosphilte 0 .. 1 t1 pH 
7,4 ; G6P 1 Omt·l; G6PDH 2u/ml ; NADP 1 mf"l ; 1 mg protéine/ml ; AT 1 o- 4t·1 initial). 
Les valeurs sont la mo,Jenne de 4 à 6 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 ani maux. 
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Par rapport aux animaux non traités, l'activité AT hydro;.;ylase est 
multipliée par 4,ô avec le fénofibrate, par 3,4 avec le Vv'V 14643 et par 5,6 avec 
le TMP. 

Ce résultat est obtenu avec des inducteurs qui dans le cas du W'v' 14643 
et du TMP ont des structures chimiques très éloignées de celle du clofibrate. 

L'action des dérivés type clofibrate n'entraîne aucune augmentation de 
certaines acti vités classiques des cytochrornes P-450 comme la déalkylation de 
l'aminopyrine et de l'éthoxyrésorufine, l'hydroxylation en 4 du noyau biphényle 
ou l'hydroxylt~tion en 16C(, de l a testostérone ( 1 09). L'augmentation de l'ôctivité 
AT hydroxylase par le traitement avec les dérivés type clofibrate semble donc 
un phénomène spécifique. C'est 8 ce jour la plus forte induction de l'o:<:ydation 
d'un composé exogène observée avec ce type d'inducteur. 

Les enzymes supportant l'activité AT hydroxylase et l'activité acide 
laurique 12 hydroxylase sont induites par le même type de molécule. De façon 
logique, nous avons cherché 8 savoir si les mêmes isoenzymes catalysaient les 
2 réactions. 

111-B-4 Les actiYHés acide tiéniligue et acide laurigue 
hydroxylases dé(!endent-e11es d'une même 
monooxygénase ? 

Pour apporter des é 1 éments de réponse à cette question, deux types 
d'expériences ont été menées : 

- une tentative de corrélation entre les activités acide tiénilique et 
acide laurique hydroxylase 

-une étude d'inhibition croisée de l'hydroxylation de l'acide !~urique par 
l'acide tiénilique et de l'hydroxylation de l'acide tiénilique par l'acide laurique. 
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111-B-4-a Tentative ,je corrélation entre la for-rna t.ion du SOHAT et 
ce 11 e des dérivés hy,jroxyl és de l'a ci de 1 auri ggg__Qar des 
microsornes héQatigues de rats différemment induits 

Sur des microsornes hépatiques de rats traités par différents 
inducteurs, l'activité AT t-lyrjn)XIdl a se d'une part et l'activité 11 et 12 
hydrox~lase de l'acide taurique d'autre part ont été mesurées parallèlement. 

L'étude de l'hydroxylation de l'AL a été réali sée au laMratoire par Jean-
Luc Boucher. Un mélange d'acide taurique marqué au 14C et d'acide laurique froid 
est incubé en présence de système engendrant le NADPH et de microsornes 
hépatiques de rats. La détection des acides hydroxy- 11 et -12 lauriques est 
réalisée selon la méthode décrite par Fan et coll. ( 133). Après arrêt de la 
réacti tJn par précipitation des protéines au méthanol, les métabolites sont 
extraits, séparés par CLHP et quantifiés par cornptaqe de la radioactivité ,jes 
fractions obtenues en scintillation liquide. 

La figure 29a correspond à un essai de corrélation de l'hydroxylation de 
l'AT et de l'hydroxylation en 11 de l'acide laurique par des rnicrosornes 
hépatiques de rats traités par différents inducteurs. Chaque type d'inducteur 
utilisé est représenté par un sigle différent. Premier élément, la corrélation est 
dans l'ensemble extrêmement faible. Les points représentant les activités des 
microsomes de rats témoins ou de r-at s induits par le clofibrate ou lô cyano-16r~ 
prégnénolone (POl) se trouvent très dispersés. Seuls les points correspondant à 
des mi crosomes de rats induits au phénobarbital (PB) s'al ignent 
rai sonn ab l ement. 

La figure 29b présente un essai de corrélation de l'hydroxylation de l'AT 
et de l'hydroxylation en 12 de l'acide laurique par des microsomes de rats · 
traités par les différents inducteurs. On observe un resserrement général des 
points. Les points correspondant à des microsomes de r-ats induits au clofibrate 
ou à des composés du même type s'alignent à peu près avec ceux correspondant à 
des microsomes de rats induits au PCN. Mais la plupart des points correspondant 
aux microsomes de rats témoins ou traités par le PB sont hors de cette 
corrélation faible. 

Par conséquent, cette étude ne permet pas d'obser-ver de corrélati on 
nette entre l'hydroxylation de l'AT et l'hydroxylation en 12 de l'ac ide lôurique. 



2 

110 

(nrnoles SOHAT/nrno le P-450/rnin) 

* * 
2 

• 

3 4 

• 
• • 

* j 

5 

• 
6 7 8 

Ar:: t i •.,o it. é ,j · tl'd ,j r-o :-: 'd 1 a ti on ,je l'AL en 1 1 
( n nKd e '3 1 1 CIH A L./nrn o 1 e ·:: P -45,}/ rni rd 

FIGURE 29a. Tentative de corrélation entre la formation ,ju SOHAT et 
l'hydroxylation en 11 ,je l'AL cat alysée par l e::: rnicr-osomes hépatiques rje rats 
différemment induits. 

- Les microsomes hép~tiques proviennent de rats non traités ~, de rats traité$ par des dérivés type 
~~l ofibrate (•) , de rats traités par le phénobarbital (Â ) et la PCN (• ), selon le protocole décrit en V-
C- 1. 
- L ·activité AT hydroxylase a été mesurée dans les con,1itions décrites en V- D- 2. 
- L ·activité Al hydroxylase a été mesurée dans les conditions décrites en V- D- 4. 
- Chaque point est la moyenne ,je 2 à 4 11éterrni nations del ·activité AT htJdt-OXIJlase et AL hlJdroxylase 
sur l'ensemble des microsornes d'un lot de 5 animaux. 
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FIGURE 29b. Tentative ,je corrélation entre la formation du SOHAT et 
l'hydroxylat i on en 12 de l'AL catalysée par l es microsomes hépatiques de rats 
différemment induits. 
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11 1-B-4-b Inhibition de l'activi t é aci,je tié nilit;~ue t·ty,jror;y l ase J;tôr 
l'acide laurigue 

L'activité AT hydroxylase à différentes concentrations en acitje 
tiénilique a été mesurée en présence de concentrations variables d'acide 
laurique. La représentation ,je Dixon, figure 30, rnontre que l'acide laurique 
inhibe l'hydroxylation en 5 de l'acide tiénilique par les microsomes de rats 
traités au clofibrate de façon compétitive. Le Ki est de 5 J.lM. Par conséquent, 
l'acide laurique présente une bonne affinité pour les cytochrome~: P-450 
ca te 1 y sant l'hydroxyl et ion de l'a ci de ti éni 1 i que. 

111-B-4-c Inhibition de l'acide lauri gue t1ydroxylase Qar l'acide 
tiéniligue 

Le ti:Jbleau 16 présente les résultats obtenus concernant l'inhibition par 
l'acide tiénilique de l'hydroxylation de l'acide laurique par les microsomes 
hépatiques de rats non traités et traités par le clofibrate et le phénobarbital. 

L'acide tiénilique doit être utilisé à des concentrations 50 fois 
supérieures à ce 11 es de l'a ci de 1 auri que pour inhiber d'environ 50 % 1 a f ormet ion 
de ses dérivés hydro;-<yl és en position 11 et 12. De p 1 us, l'a ci de 1 auri que est un 
composant des membranes. Il existe donc une concentration d'acide lauri que 
endogène dans les incubations microsornales qui est négligée. 

Enfin, en fonction du type d'inducteur utilisé, aucune différence 
significative de l'effet de l'acide tiénilique n'est observée. 

En résumé, il apparaît c 1 ai re ment que l'a ci de 1 auri que inhibe de façon 
compétitive l'hydroxyl at ion de l'acide ti énil ique mais que l'hydroxyl at ion de 
l'acide laurique en 11 ou en 12 n'est que faiblement inhibée par J'AT. De plus · 
J'absence de corrélation claire entre les 2 activités (figure 29a et b) semble 
montrer que plusieurs isoenzymes sont impliquées dans l'hydroxylation de 
l'acide Jaurique et de J'acide tiénilique dont seules certaines pourraient être 
communes aux deux substrats. Afin de progresser dans la caractérisation de ces 
isoenzymes, il a été nécessaire de recourir à des tect1niques différentes. 
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FIGURE 30. Représentation de Di xon de l'inhibition par l'acide laurique de 
l 'hydroxylation en 5 de l'aci de ti énilique catalysée par des microsornes 
hépatiques de rats traités par le clofibrate. 
- Les microsomes hépatiques proviennent de rats traités par le clofi brate ( 500 mg/~g/j, 
4 j , dans l 'huile de maïs) selon le protocole décrit en V -C- 1. 
- L'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UV décrite en Y- D- 2 ( 0.1 nmole P- 450 par 
essai de 300 ""' ; 1, 7 nmoles P- 450/rng protéine) L'AL est ajouté en même temps que l'AT da ns les 
conditions décrites en V- E- 1 -c. 
- Chaque poi nt est la moyenne de 2 déterrni nations réal isées sur les mi crosomes d'un lot de 5 t~ni maux. 



Tableau 16_ Effet de rAT sur ra ct iv Hé a ci de lauri que hydroxylase des mi crosomes hépaU l1ues cie rats 
traités par différents inducteurs_ 

Troi te ment des rots 
Aucun ( 1) Pt-IÉHiObôrbi tô 1 (2 ) Clofit,n'lte (3) 

% ôCt Ï\·'Ï té 110H./ % ;:Jet i vité 11 OH./ :;g act l '·/lte 11 OH/ 
AL t-,ydro::<yl;:Jse 120H AL r,y,jro)<!dl a se 120H AL t-,ydro::<: yl a se 120H 

AT =CI 100 0,3 100 o .. e 100 0,2 

AT =5 . 1 0-4~1 53 0,4 57 0 .. 6 57 0,2 

AT=J0-3f'1 44 0,4 23 () .. 6 < .-
·~· t• 0 , 17 

~1Ci•ie laurique 10- Sr--·1. 
- De::. lot~: de 5 rat:3 m:~les adultes Spra9ue- Da··.·tle'J ont été traités ( 2) par le PB ( 0 , 1% d:Jrr:3 l 'e::'lu de boi:::~:on pendMot 5j ) ou { 3 ) par le CLO ( 500 
m•J /k·~/j 4j i .p . •i:H,s l'huile •ie maï:3) selon le protocole décrit en V-C- 1. 

!:>. 

- L.'acti··iité AL h 'Jdr•W IJla~:e est me:surée pa r CLHP couplée au cornpta9e en scintillati on liquide dam: les cor;dition::: déc r-ite::: en V-D- 4 (AL 1 o- Sr·1 initiale , 
.. 2 nmole P- 450/ml) . 
1) activité oje t·a~:e ( 11 + 12) = 4,9 ± 0,2 nmol es 11 + 12 AL/nmole P- 450/mi n .: 0,9 nmole P- 450 / m9 protéine . 
2 ) ::'lctivité oje to::Jse ( 11 + 12) = 4 .. 0 ± 0 , 2 nmoles 11 + 12 AL/nmole P- 450/mi n ; 2,1 nmole::: P- 450/m•J protéine . 
3 ) ::Jcti··lité •ie to::J:3e ( 11 + 12) = 15 .. 2 ±3 nmole~: 11 + 12 AL/nmole F'-450/min .: 1 . .5 nmol e~: F'-450/rn9 protéine . 
h::ique \1:j]eur- e:::t 1::'1 mo,Jenne de 2 8 4 déter mi n::.t.ion::: ré:~lisées :::ur le::: r.-dcr-osome::: d'un lot •ie 5 •':!ni mau:·<. 
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111-C CARACTERISATION DES ENZYMES IMPLIQUEES DANS 
.l"ACTIVITE ACIDE TIENILIQUE HVDROXVLASE EN UTILISANT DES 
!ENZYMES PURIFIEES ET DES ANTICORPS SPECIFIQUES 

. Les cytochrornes P-450 sont associés eu sein ,je la rnernbrane 
microsomale à la NADPH-cytochrome P-450 réductase et aux phospholipides. 
Histor1quement, en 1969, amura parvient à inhiber avec des anticorps dirigés 
contre la cytochrome P-450 réductase l'hydroxylation de l'aniline catalysée par 
les mi crosomes hépatiques ( 134). La même année, en utilisant le désoxyc l1ol a te 
comme détergent en présence de dithiothréitol et de glycérol, Lu et coll . 
reconstituent l e métabolisme de différents substrats à partir de NADPH-
cytochrome P-450 réductase et de cytochrome P- 450 microsomal de foies 
partiellement purifiés ( 135). 

Ces approches sont encore 1 argement utilisées pour caractériser 1 es 
activités enzymatiques dépendantes des monooxygénases. Les principes en sont 
1 es suivants : 

- la NADPH-cytochrome P-450 réductase est le donneur d'électron 
physiologique du cytochrome P-450. La démonstration de sa participation à une 
réaction par inhibition antigène-anticorps contribue à prouver la participation 
du cytochrome P-450 dans certaines réactions enzymatiques. 11 faut noter que 
c~tte conclusion ne peut être tirée dans certains cas de réduction métabolique 
où la NADPH-cytochrome P-450 réductase elle-même catalyse la réduction de 
p 1 usi eurs exogènes. 

-L'utilisation d'AC produits contre une forme purifiée de cytochrome P-
450 permet de déterminer l'implication de cette isoenzyme dans une réaction 
microsomale et de réaliser une mesure quantitative. Par exemple, les AC dirigés . 
contre le cytochrome P-450 c (!evin) inhibent le métabolisme du benzo{a]pyrène 
de façon partielle dans les microsomes hépatiques de rats non traités ou traités 
par le PB. ~lais en présence de microsomes ru~patiques de rats t raités par le 
3MC, la réaction est inhibée presque totalement. Ces résultats permettent de 
conclure que le cytochrome P-450 c joue un rôle mineur dans le métabolisme du 
benzo{a]pyrène chez le rat non traité ou traité par le PB mais est 
majoritairement impli qué chez le rat traité par le 3t·1C. 

- L'utili sat ion d'isoenzymes purifiées permet de reconst ituer, en 
présence de phosphol i.pi des et de NADPH- cytochrorne P-450 réductase, 1 e 
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système enzymatique et ,je déterminer la spécificité ,je cette isoenzyrne ô 
l'égard d'un substrat. 

L'étude d'une activité microsomale dépendante des cytochromes P-450 
peut donc s'effectuer selon 3 approches différentes mais cornplémentaires 
ayant chacune des avantages et des i nconvéni en{s : 

l) L'étude sur microsomes entiers. Cette étude réalisée au chapitre Il 
permet de déterminer dans les grandes lignes d'une part si le substrat est pris 
en charge par les cytochromes P-450 de rats non traités et d'autre part l'effet 
des inducteurs classiques du cytochrome P-450 sur l'activité étudiée. Cette 
approche, la moins complexe techniquement, est souvent limitée par la faible 
spécificité des i soenzymes (cf. 1-B-1). En effet, une activité enzymatique peut 
être catalysée par plusieurs isoenzymes. Les modifications quantitatives des 
différentes i soenzymes liées à l'induction peuvent ô 1 ors entraîner des erreurs 
d'interprétation. Par exemple, dans le cas de la déméthylation de la 
benzphétamine, la mesure de l'activité catalytique est la même chez les rats 
non traités et chez ceux traités par le phénobarbitol. Une interprétation logique 
est la non-implication de formes induites au phénobarbital dans la N-
déméthylation de la benzphétamine. Pourtant cette activité est catalysée ô la 
fois par le cytochrome P-450 b (levin) forme majeure induite par le 
phénobarbital et par le cytochrome P-450 h (levin) forme qui représente environ 
50% des cytochromes P-450 de rats non traités (figure 7). 

Dans les microsomes de rats témoins, la déméthylation de la 
benzphétamine est presque totalement prise en charge par le cytochrome P-450 
h. Après traitement des rats par 1 e phénobarbita 1, cet te forme régresse · 
fortement mais le cytochrome P-450 b augmente considérablement. Ceci met 
bien en évidence les limites d'une étude uniquement réalisée sur microsomes 
entiers. 

Par conséquent, si 1 e phénomène d'indu ct ion permet d'obtenir des 
indications importantes sur le métabolisme d'un substrat, la multiplicité des 
cytochrornes P-450 présents dans les microsomes d'animaux traités ou non 
limite la portée de ces investigations. 
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2) L'utilisation d'AC s~u§cifir;Jues sur microt;omes entiers 
Les techniques i rnmunochimi ques constituent un out i 1 particulière ment 

perf armant pour éva 1 uer 1 a parti ci pat ion d'une forme de cytochrome P-450 ô une 
activi 1.é métabolique. En effet, dans certains cas, les paramètres tel s que 
l'acti ~ti té catalytique, le poids moléculaire, les propriétés spectrales ou la 
séquence N-terrninale ne sont pas suffisamment spécifiques pour différencier 
toutes les isoenzymes du cytochrorne P-450. Les anticorps, en raison de leur 
haute spécificité, sont en principe capables de faire la distinction même si ces 
protéi nes possèdent une très forte homologie dans la séquence de leurs acides 
aminés ( 136). Toutefois il existe des phénomènes de reconnaissance croisée ; 
certains anticorps préparés ô partir d'une forme particulière de cytochrorne P-
450 reconnaissent d'autres formes proches imrnunologiquement ( 137). La 
difficulté réside dans l'obtention d'AC hautement spécifiques et dans 
l'évaluation de cette spécificité par des méthodes appropriées d'une part, et 
dans l'obtention d'AC actifs en catalyse d'autre part. 

3) L'utilisation d'isoenzymes Qurifiées de cytochrornes P-450 
L'utilisation de formes purifiées constitue une technique de choix pour 

préciser 1 es i soenzymes prenant en charge un substrat. Toutefois, cette 
technique est subordonnée d'une part à la purification et à la caractérisation de 
différents cytochromes P-450 doués d'activité. Au cours de la purification. 
certaines formes de cytochromes P-450 peuvent perdre de leur activité ou de 
leur spécificité. o·autre part, la mise au point des conditions de fonctionnement 
du système reconstitué peut s'avérer délicate. 

Enfin, dans le cas de J'uttlisation d'AC spécifiques ou de formes 
purifiées, il faut souligner une évidence : ces deux méthodes ne permettent de 
caractériser que les i soenzymes de cytochrome P-450 qui sont connues et 
purifiées. Or nous l'avons vu dans l'introduction, toutes les formes de 
cytochromes P-450 ne sont pas actuellement purifiées. 

Nous présenterons les résultats obtenus par les techniques précédentes 
afin de caractériser les enzymes impliquées dans l'hydroxylation de l'AT. En 
conclus~on de ce chapitre, nous di scuterons les principaux résultats obtenus sur 
les rn icrosornes entiers, sur les cytochrornes P- 450 purifiés et enfin avec les 
anticorps spécifiques et nous proposerons une explication des faits 
expérimentaw< en partant de cette conclusion. 
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Les études réalisées au chapitre Il ont permis de mettre en h··idence 
l'implication 1jes cytochromes P-450 dans l'hydroxylation de l'acide tiénilique 
catalysée par les rnicrosornes hépatiques de rats traités par le phénot1arbital. 
Toutefois, certain~; xénobiotiques contenant un atome de soufre ou un atome 
d'azote peuvent être pris en charge simultanément par le système microsomal 
des flavines monooxygénases et par les cytochromes P-450. c·est le cas potu- le 
N-oxydat ion de 1 a N,N-1jiméthylani 1 i ne ( 13ô) et pour l'oxydet ion du 
thi obenzarni 1je ( 139). Nous déterminerons donc si la fla vi ne monooxygénese 
participe à la réaction d'hydro~-<ylation de l'AT catalysée par les microsomes 
hépatiques 1je rats traités par le clofibrate. Rappelons que la nature de 
l'intermédiaire conduisant aux atteintes hépatiques n'est pas connue et qu'il 
n'est pas indifférent de savoir s'il peut être produit par une enZI:;Jrne 
microsomale autre que le cytochrome P-450. Pour cela, nous étudierons: 

- d'une part l'influence de l'anti-cytochrome P-450 réductase sur 
l'hydroxylation de l'AT car la flavine n'a pas besoin de réductase pour 
f onet i onner 

- d'autre part 1 'hypothèse de 1 a con tri but ion de 1 a f1 a vi ne monooxygénase 
à cet te réaction. 

Ces travaux ont été menés en collaboration avec Evelyne Rouer INSERI1 
U75 CHU Necker. 

111-C-1 Effet de ranti-cytochrome P-450 réductase sur 
lJlydroxylation en S de l"AT catalysée J!Or les 
microsomes héJ!atigues de rats traités au clofibrate 

- La NADPH-cytochrome P-450 réductase a été purifiée par E.Rouer à 
partir de foies de rats non traités et injectée à des lapines de race New Zeal and 
pour produire des anticorps. L'effet inhibiteur de ces anticorps a été testé parE. 
Rouer et co 11. (ô3) 

. sur l'activité NADPH-cytoc~1rorne P-450 réductase de foi es de 
souris. L'inhibition ma:<imum (ô5 >-g) est observée à 5mg lgG/mg de protéine 
microsomale 
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. sur 1 e rnétabo 1 i sme ,je 1 'i mi pn:lrn i ne ,jépen,jan t ,ju Clj toc:t"lt-orne P-
450. La formation de la desméthylimipramine, de l'hydroxy-10 imiprarnine et ,je 
l'hy,jro:>;y-2 imipramine est intlibée de 90 à 100%. 

-La fi,~ure 31 représente l'activité AT h'j'jroxylase r-ésiduelle obtenue en 
présence de l'a nt i -cytochrome P-450 réductase. Avec 3 mg d'l gG/mg de 
protéine .. près de 90% de l'hydroxylation en 5 ,je l'aciJje tiénilique catalysée par 
les microsomes ,je foies ,je rats traités au clofibrate :;ont inhibées. 

- Le taw< d'inhibition est supérieur à celui observé dans les mêmes 
co Mitions avec 1 es mi crosomes ,je rats traités pat- 1 e phénobarbita 1 ( 11-A-3-t,-
3). Il ,jémontre que 1 a réaction est très rna j oritai rernent ,jépen,jante ,je:; 
rnonoo>-;'dgénases. L'ac ti vi té ré si due Ile peut être at tri buée è une i nacti vat ion 
incomplète de la cytochrome P-450 réductase. 

111-C-2 Rôle éventuel d"une monooxygénase à flavine dans 
l.J!ydroxylation microsomale en 5 de l"AT 

Comme 1 es cytochromes P-450, 1 es monoOi<ygénases à f1 a vi ne sont 
présentes rna j oritai rernent dans 1 e ré ti cul urn endop las mi que des hépatocytes. 
Purifiées et caractérisées à l'origine à partir de foie de porc par Ziegler ( 140), 
elles l'ont été ensuite chez la souris ( 141) et le rat ( 142). Chez la lapine deu:>< 
formes ont pu être isolées. La flavine monoo;<ygénase existant dans le poumon 
est immunologiquement et catalytiquement distincte de celle présente dans le 
foie et induite d'un facteur 5 à la fin de la gestation ( 143, 144). 

Le seul substrat endogène connu des f1 a vi nes monooxygénases est 1 a 
cystéami ne qui est oxydée en cystami ne (di sulfure). C'est pourquoi 1 eur 
implication dans la régulation du rapport thiol/disulfure intracellulaire a été 
proposée ( 140). Toutefois, leur rôle physiologique e:o<act n'a pas encore été 
élucidé. 

Le!; flavines mclnooxygénases !;ont ,jouées d'une spécificité de !;ubstr-ats. 
Les amines tertiaires et secon,jaires, les hy,jrazines, les hydrox'dlamines N-
disubstituées .. les thiocarbamides, les thioamides, les sulfones et les thiols 
sont suscepti b 1 es ,j'être métabo 1 i sés. Les ,jeu:>i réac ti ons 1 es pl us utilisées pour 
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%activité AT hydroxylase résiduelle. 
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-1 . 2 3 4 5 mg lgG antH::,jtochrome 
P-450 réductase/rnq de 
protéine microsornale*. 

FIGURE 31. Effet de ranti-cytoct1rome P-450 réductase sur n,ydroxylation en 
5 de l'acide tiénilique 10-4f·1 cate!ly~;ée par des rnicrosornes hépatiques de rats 
traitéspar le clofibrate. 
- ~exprime l'acti'y;té mesurée en présence de l 'anti -cytochrome P- 450 réductase par rapport à 
l'actMté dosée en présence d'une quantité correspondante d'lgG non spécifiques. 
Les mjcrosomes hépatiques proviennent de rats traités par le clofi brate (selon le protocole décrit en 
V -C-1) . Les AC sont ajoutés selon le protocole décrit en V- E- 2- b puis l'activité AT hydroxylase est 
mesurée par la méthode UV (V- D- 2). 0,5 nmole P-450/ml ; 1,6 nmoles P-450 mg/protéine. 
Chaque point représente une mesure simple. 
- 1 00% d'activité = 2,1 nmoles 50 HAT / nmole P- 450/mi n. 
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• .::anjctériser l'activité flavine monoo;-<ytjénase sont la N-o:x:'d'jation ,je l a 
di méthyl ani Ji ne et J a S-o~<ydati on du thi obenzami de ( 145) 

La possibilité que la formation ,ju 50HAT passe, même de façon 
minoritair-e .. par une étape intermédiair-e d'OXIddation ,ju soufre catalysée par les 
fla vi nes rnonooxygénases a été ét_u,ji ée par ,jeu:x: approcile~; . 

Il 1-C -2-a Action de l'an ti-fla vi ne monoo:<ygénase sur 
l.Jlydroxylation en 5 de l'acitje tiénilit;JUe catalysée Qar 
les microsomes héQatigues de rats 

La flavine monoo:·~ ygénase a été purifiée è partir de foies ,je rats non 
traités. Les anticorps ont été obtenus chez la lapine. Leur èctivité a été testée 
par double immunodiffusion ,j'Outcherlony, en imrnuno-transfert et par irnmuno-
inhib.ition de la sulfm~ydation de l a thiobenzamide parE. Rouer et coll. ( 146). 

l'activité AT t1ydro::<ylase catalysée par les microsomes hépatiques de 
rats non traités et traités par Je phénobarbital a été mesurée en présence ,je ces 
anticorps an ti-fla vi ne monooxygénase à des concentrations ,je 0,5 à 5 tntj 
d'lgG/mg de protéines. L'activité ré si duell e exp ri mée en pourcentage de 
l'activité obtenue en présence de quantités comparab 1 es d'immunoglobulines non 
spécifiques de lapines témoins est présentée figure 32. A 5 mg ,j'I,~G, aucune 
inhibition de l'activité AT hydroxylase n'est observée, chez les animau;-< traités 
par le clofibrate ou par le phénobarbital. 

111 - C-2-b Reconstitution ,ju système enzymat igue de 1 a 
fi a vi ne monom<ygénase 

Les monooxygénases à f1 a vi ne sont des S!dStèmes enz1dmat i ques 
relativement instables in vitra ( 145). Ce système a été reconstitué à partir de 
fi a vi ne monooxygénase purifiée dans l es conditions décrites précé,jernrnent et 
de système engendrant le NADPH dans un tampon tris 100 mt·1 f"1gClz 1 Omt·1 pH ô. 
L'activité catalytique ,je ce système a été testée sur la S-oxy,jation ,ju 
tlli ob enz ami de ( 1 o-4f1) par 1 a tecllni que spectropllotornétr-i que de Casllrnan et 
Hanzl i ck ( 147) . Dans ces conditions, J a vitesse 1je cette réaction est ,je 0,79 
nmole de thi obenzamide formé /0,12 nmole de flavine/min. 

En présence ~j·aci,je tiénilique, aucune augmentation ,je la ,jensité opti que 
n'a été ,jèt.ectée entre 600 et 370 nm. 
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FIGURE 32. Action de l'enti-flevine rnonooxygénase sur l 'hydroxylation en 5 de 
l'AT 1Q-4M catalysée par les microsomes hépatiques de rets traités par le 
clofibrate (-)et par le phénobarbital(---). 

• exprime l'activité AT hydroxylase mesurée en présence de l'anti-llavine rnonooxygénase par rapport 
à l'activité dosée en présence d'une quantité correspondante d'lgG non spécifiques. 
Les microsomes hépatiques proviennent de rats traités selon le protocole décrit en V-C-1 par le 
clofi brate et le phénobarbital. (PB : 2,1 nrnoles P- 450/mg protéine, 1 ,3 nmoles P- 450/rnl ; CLO : 
1 ,5 nmoles P- 450/rng protéine, 0,5 nmoles P- 450/ml). 
Les AC sont ajoutés selon le protocole décrit en V-E-2-b puis l'activité AT hydroxylase est mesurée 
par la méthode UV (V-D- 2) . 
Chaque point correspond à une mesure si mple. 
100% d'activité= 0,45 nmole 50HAT /nmole P-450/rnin (rats PB) 
100% d'activité= 2,15 nrnoles 50HAT/nmole P-450/rnin (rats CLO) 



Les études d'immuno-inhibition réalisées en présence d'anticorps anti-
flavine monooxygénase ,j·une part, l'absence d'activité AT r1ydroxylase du 
systèm~ il a vi ne monoo;..;ygéna:;e reconstitué d'autre part, permettent de 
conclur-e à la non-participation de ce systèrne dans n,y,jro;~l~lation ,je l'AT 
catalysée par les microsomes hépatiques de rats. Compte-tenu de l'efl'et de 
l'anti-cytochrome P-450 réductase, il apparaît que cette activité est 
totalement dépendante des cytochrornes P-450 dans les microsomes hépatiques 
de rats. 

111 -C-3 Utilisation de cytochromes P-450 QUrH1és de 
foies de rats P.OUr catalyser 1'hydroxy1ation en 5 de 
l'AT 

Ce travai 1 a été réalisé en collaboration avec Ro 1 and '•llo Jf , Di recteur du 
1 aboratoi re de Pharmaco 1 agie ~lo 1 éculai re et de Métabo 1 i sme des Xénobi otiques 
d'Edimbourg (GB) qui nous a fourni les cytochromes P-450 purifiés et les 
anticorps obtenus contre ces isoenzyrnes chez le lapin (137). 

111-C-3-a Purification des isoenzymes du cytochrome P-450 
héQatigue de foies de rats 

Les isoenzymes du cytochrorne P-450 ont été purifi ées par R. '•,1/olf à 
partir de foi es de rats Wi star ( 137). 

111-C-3-b Caractérisation des isoenzymes du cytochrome 
P-450 héQatigue de rats 

L'activité d~ 10 cytochromes P-450 a été testée. Ceux-ci sont désignés 
selon la nomenclature adoptée parR. 11'/olf qui tend à classer les cytochromes P-
450 par sous-famille génomique. La cotTespondance avec les autres 
nomenclatures figure dans le tableau 2 de l'intr-oduction. Les caractéristiques 
principales de ces Cljtochromes P-450 puttliées par Wolf et coll. (10, 137, 143) 
sont résumées dans le tableau 17. 



Tableau 17. Cytochromes P-450 purifiés de foies de rots provemmt du loborotoire de R. Wolf 
uti li sés dans les reconstitutions (,j 'après 27 .. 137 .. 159). 

NOITI ::; ou::::-F arni Ile lnducteura Facteur-: :;équence N- t.er-rni na 1 e Horno 1 og i e 
n·=·!~ènes d'i nduct i onto ,..' F'Ei-2o c 

1 5 10 15 20 
F'B 1 a 5 ~1DL'v'n LL\.ILTLT-LILL:3 1- se:~ 

F' Ei 1 t1 Il C6 PB 2-4 r··1 D L \i t1 L L \.1 L T L T - L 1 L L S 1 - C•=• •:r;t 
._ 11_1 ,··t· 

PB 2a Il C 1 1 ;:JIJCUrt - MDPVL V L V LTLSSLLLL S L W 1 (10 ::t 

PEi 3 ;:J Il B 1 ô PB,ACLR ;:::30 ~'\EP:31LLLL ALL\i i3FLLLL'v' 4(1 :;:s 

PB 3t' Il Ei2 PB, ACLR ;:::20 f'1EP :31LLLL ALL I./(3FLLLL'v' 40 :;:s 

f'l C 1 a 1 A2 2 1 SF ,BNF ,ACLR ;:::20 ( t·1) A F ::;; C! '..-' 1 ::;; L A P. E L L L AT A 1 P 2() :r:: 

ne Jt, 1 A 1 BNF ,t1C,ACLR ;:::30 <J1)P ~; 'v' '..-' Ci F F' A F T ::;; A T E L L L A \l 25 :1: 

UT 1 Il Al BNF .. PB ~~ 2 MLDTGLLL V VIL AS L SV MLL 20 :~ 

p 452 l\l A 1 CLO ~ ts f' l ::; \i ::;; A L :; :; T Arg F T G :3 1 :3 G F L C! 11) :t. 
-

a PB : phé not,ar tdtal ; PCN CIJ::Jri'J-16.:.: pré,Jnénolone ; BNF 1:: - naphtothvone ; AC L~: arochlor· 1254 .: r·1c méth1Jl- 3 c: ho l :'in thr·~ ne; CLO cl·:oïi b ra~e ; 
l::;f i:3ü:3:'lfrole. 
b P- 45 0/mg protéine. 
c Homolo:"Jie ~: ur· l e:~ 20 premiers acides aminés . 
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Quatre formes, PB 1 a, PB 1 b, PB 2a et PB 2b font partie de la même 
sous-f e~mille et sont clairement distinctes des formes PB 3a et PB 3b, formes 
majeures induites par le phénobarbital. 

-PB la et PB lb diffèrent par leur poids moléculaire (52700 et 52900), 
leur spectre d'absorption et la nature des fragments obtenus après protéolyse à 
la papa ine. Toutefois, leur séquence N-terminale est identique à celle de la 
forme PB 1 i solée par Waxman et Walsh (149). 

- PB 2a e un poids moléculaire de 52900. Sa séquence N-terminale est 
identique à celle décrite par Hanniu et coll. comme la forme 11 (150), par 
Waxma11 comme la forme 2c ( 151 ), par Cheng et Schenkman comme la forme 
RLMs ( 1 52), par Kametaki et coll. comme le cytochrome P-450 m ( 153) et par 
Guengerich et coll. comme la forme UT -A ( 154). 

La forme PB 2a représente environ 50 % des isoenzymes du cytochrome 
P-450 présentes dans 1 e foie de rat adulte ( 154). L ·expression de cet te enzyme 
est dépendante du sexe et de l'âge. A la puberté, le taux de ce cytochrome P-450 
augmente considérablement chez Je ret mâle pour être environ 20 fois plus 
é 1 evé chez 1 e mâ 1 e que chez 1 a f erne 11 e ( 155). Morgan et co 11. ont montré que 1 e 
niveau du cytochrome P-450 PB 2a est régulé dans le foie par les hormones 
stéroïdes et par le GH, hormone de croissance ( 156). Le gène codant pour ce 
cytochrome P-450 e été isolé récemment ( 157). 

La forme PB 2e hydroxyle spécifiquement le testostérone en position 2Ct. 
et pert ici pe 8 l'hydroxyl et ion de di verses positions (6~, 16()(., c 17 ). Elle catalyse 
également l'hydroxylation de divers stéroïdes en position 2()(. et 16Ct. 
(progestérone, estradiol). Secondairement elle participe è l'hydroxylation de 
différents xénobi otiques : 1 a méphényto ïne nous l'avons vu, 1 a benzphétami ne et · 
l'hexobôrbita 1 ( 15B, 159, 160 ). 

Le traitement des rats mâles par les inducteurs classiques du 
cytochrome P-450 (PB, ~NF, PCN, ISF) diminue considérablement le forme PB 2e 
et l'ecti vi té 16()(. testostérone hydroxylese associée ( 155). Ces inducteurs ne 
modifient pas le taux de P-450 PB 2a de la femelle. Le clofibrate n'induit pas 
l'activité 16Ct. hydroxylese du ret mêle ( 1 07). 

-Le forme PB 2c est proche, sens êtr-e identique, de le forme induite par 
1 a PCN décri te par Gonzal ez ( 161). 
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- Les formes PB 3a et PB 3b sont les 1jeu:...: formes majeures induites par-
le traitement des rats par le pt1énobarbital et identiques re~;pect.ivement aux 
formes PB-B et PB-D de Guengerich et coll. ( 154). 

-Les formes r·1c la et MC lb sont inductibles 20 à 30 fois par le 3f·1C et 
corr-espondent aux formes ISFG et j3NFB de Guengerict"1 ( 154). 

-La forme UT 1, identique à la forme UT-F de Guengerich est une forme 
constitutive c·est à dire présente dans le foie de rat non traité. 

- La forme P-452 est comparable au cytochrome P-450 LAw de Gonzalez 
et au cytochrome P-452 de Gibson. 

Pour vérifier la pureté des différents cytochromes P- 450 utilisés .. une 
électrophorèse discontinue sur gel SOS polyacrylamide a été réalisée au 
laboratoire par Catherine Pons. Cette teclmique développée à l'origine par 
Laemmli ( 162) est particulièrement adaptée pour séparer, identifier- et estimer 
l'homogénéité des différents cytochromes P-450 purifiés. La photographie du 
gel est présentée figure 33. Les formes PB 1 a, PB 2a, PB 3a, MC 1 a, MC 1 b et P-
452 sont pures et résolues en une seule bande. La forme PB 1 b est contaminée 
par une trace de le forme PB 1 a. La forme PB 3b est contaminée également par 
une trace de la forme PB 3a. La forme PB 2c est mal résolue. Une autre bande est 
vi si b 1 e en dessous de 1 a bande caract éri stique de 1 a forme UT -1. 

111-C-3-~ Mise au Qoint de la technigue de reconstitution 

111-C-3-c-1 Influence des lipides 
Durant la purification, l'environnement li pi di que des cytochrornes P-450 

qui était ce 1 ui des mi crosomes est changé en un . environnement constitué de · 
molécules de détergents. Les détergents sont éliminés 8 la fin de la purification 
par différents traitements (purification sur colonne d'hydroxyapati te, 
traitement sur gel de phosphate de calcium . ..) mais il est virtuellement 
impossible de les él iminer totalement. Afin d'obtenir une activité catalytique, 
1 a reconstitution d'un environnement 1 i pi di que est i ndi spensab 1 e dans 1 a quasi 
total ité des cas. Strobel et coll. ont montré que pour le transfert des él ectrons 
de la NADPH-cytochrome P- 450 réductase au cytochrome P-450, les 
phosphol ipides étaient essenti el s ( 163). La dilaurylphosphatidylcholine (chaine 
à 12 cerbones) fut identifi ée plus t ard cornme le meilleur phospl1olipi de ( 159). 
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F 1 GURE 33. Etude des cytochrornes P-450 de f oie de rats purifiés par 
électrophorèse. 
Electrophorèse sur gel SDS/pol,Jacrylarnide 9 %. Dépôt à 0,25 .,.q de chaque protéine purifiée. 
Coloration du gel au bleu de coomassie. 



128 

L'influence de la concentration en dilaurylphosphatidylcholine a été 
étudiée sur l'liydro::<ylation en 5 de l'AT catalysée par la forme PB 2a. 

La courbe obtenue est présentée fh~ure 34. La vitesse 1je la réaction est 
maximale pour 0.05 mg lipi1jes/O, 1 nrnole 1je P-450 et redescen1j à un plateau, 
au-delà de 0_.1 mg lipides. 

1 11-C-3-c-2 Influence de la cytochrorne P-450 ré1juctase 

L'effet de 3 types de ré1juctases purifiées à partir de n:~ts Jjiffér-ernrnent 
traités a été étwjié à 2 concentrations. Les résultats réunis dans le tableau 16 
montrent que l'activité 1je 1 a réductase 1 est ma xi rna le à 0,5 u/0, 1 nrno 1 e 1je 
cytochrome P-450. Les 2 autres réductases util isées ne permettent pas 
d'augmenter significativement la vitesse d'hydroxyl ation ainsi obtenue. 

111-C- 3-d .t!ydroxylation 1je l'AT 
l'activité de ces différentes isoenzymes sur l'hydroxylation en 5 de 

l'acide tiénilique est résumée dans le t ableau 19. Premier résultat marquant : le 
cytochrome P-452 ne catalyse pas l'hy1jro;'(yl at ion de l'a ci de ti éni 1 i que. De 
même, la forme UT-1 , les forrnes r···H:: la e_t MC lb et les 2 formes majeures 
induites par le phénobarbital PB 3a et PB 3:b ne catalysent pas la réaction. 

Seules les formes de la même sous-famille PB 1 et PB 2 présentent une 
activité. Parmi elles, la forme PB 2a catalyse 1je façon très efficace la réôction 
( 1,76 nmole/nmole P-450/ min). Les formes PB 1 a, PB 1 b et PB 2c hydro;"<ylent 
l'AT également mais nettement moins efficacement (0, 13 ; 0,25 ; 0,36 . 
nmoles/nmole P-450/min). Par conséquent, parmi les cytocl1romes P-450 
étudiés la forme majeure qui catalyse J'hydroxylation 1je l'ôcide tiénilique est la 
forme PB 2a. Les paramètres cinétiques (Km,Vm) ont été déterminés (figure 35). 
La Km obtenue est de 1 01-tM et la Vm de 1,26 nmoles/nmole 1je P-450/rnin. 
L'affinité observée en système reconstitué est du même ordre que celle 
observée ôvec 1 es mi crosomes 1je rats (Fi gu re 35). La V m est i ntermédi ôi re entre 
celle obtenue pour les rnicroscirnes 1je rets traités avec 1ju clof i brate et celle 1je 
microsomes de rats non traités. 
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Activité AT hl~dr·oxyl a se 
(nmoles 50HAT/nmole P-450/min) 

* 

0.5 

5 .ll) 15 20 25 30 

1 o- 2mg de dilaurylphosphatidylcholine/0, 1 nmole P-450 

FIGURE 34. Influence de la concentration en lipides (dilaurylphosphatidyl-
choli ne) sur l'hydroxylation en 5 de l'acide tiénilique 1Q-4M catalysée par l e 
cyt ochrorne P-450 2a purifié. 
La reconstitution a été réalisée dans les conditions décrites en V- F- 2 . ( 0,1 nmole P- 450, 6 ~J 
réd uctase ('1;1:u) dans 600 ~final). L'activité AT h~droxylase est mesurée par la métt1ode UV :3elon le 
protocole V-D-2 . 
Chaque point est la moyenne de deux déterminations. 
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Tableau 18. Influence de la cytochrome P-450 réductase sur 
l"hydroxylation en 5 de l"acide t1én111que ( 1 o-4M) 
catalysée par la forme purifiée PB 2a. 

Réductase P7 Red 1 V0 1 D PB Red R2 

1 o-3 Uni té ré,juctase/ 500 1000 500 1000 
0,1 nmole P-450 

%de l'activité 100 98,6 60 61 

PB Red Rt 

1000 

112 

- La reconstitution est effectuée dans les conditions décrites en If- F- 2 ( 0, 1 nrnole P- 450 .. 0 ,OS mg 1je 
dilaunJiphosphatidylcholine dans un tampon tris HCl 50 mt-1 pH 7,4 sous un volume de 300~ par ctJve .. AT 
1 o-4M) . 
-L'activité AT htJdroxylase est mesurée par la méthode Ulf décrite en lf- D-2. 
- Ces chiffres sont la moyenne de 2 mesures. 
- 1 00 % = 1 ,4 nmole SOHAT / nmole P- 450/ mi n. 
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Yv (nmoles 50HÀT / nmole P- 450/min)- 1 

f 

1 0 20 

FIGURE 35. Calcul des l<rn et Vrn pour nydrm=:ylation en 5 de rAT catalysée par 
1 e cytochrorne P-450 PB 2a purifié. 
la reconstitution a été réalisée avec 0,1 nrnole P- 4SO, 6 ..,..1 de cytochrome P- 4SO réductase ( 1,1 Su) 
et 0 ,OS mg de li pi des par essai de 300 ..,..1 selon le protocole décrit en V- F- 2. 
l'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UV dans les conditions décrites en 
V-D-2. Chaque point est la moyenne de 2 déterminations. Les barres représentent l'écart entre les 
deux valeurs extrêmes. 
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Tableau 19. ActiYlté des cytochromes P-450 purifiés de foie de rat 
sur l'hydroxylation de l'AT (10-4M) et sur l'hydroxylation 
en 11 et 12 de racide laurique (10-4M). 

A ci de ti énil i que A ci de 1 auri que hydroxy 1 a se 
hydroxyl ase Conversion 1 1 -+- 12 

P-450 · nrnol es/nmole P-450/min % 11 % 12 nmoles/nrnole P-450/min. 

PB la 0, 13 ± 0,01 30,2 69,8 1 

PB l b 0,25 ± 0,03 39,2 60,8 1 

PB 2a 1,76±0,5( 1) 60 40 7 

PB 2c 0,36 ± 0,03 34,5 65,5 2 

PB 3a < 0,01 36,0 64,0 1 

PB 3b < 0.01 38.7 61,3 0,9 

MC la < 0,01 46,2 53,8 1,5 

t·1C 1 b < 0,01 25.4 74,6 1,3 

UT 1 < 0.01 44, 1 55,9 0 .8 

P-452 < 0,01 6.8 93 .. 2 35 

- La reconstitution est effectuée en présence de 0,05 . mg de dilaurylphosphatidylcholine, 6 ~ de réductase 
(1 ;1 u) et 0, 1 nrnole de P- 450 dans un vol ume final de 300 ~J de tampon tris HCl 50mt1 pH 7 ,4. L ï ncubation a 
lieu à 3-r>C en présence d'une concentration initiale de 1 o- 4M en AT et en AL (conditions décrites en V- F- 2). 
- Ces chiffres sont la moyenne de 4 déterminations sauf dans le r.as ( 1) qui est la moyenne de 6 déterminations. 
Les erreurs représentent l'écart type. 
- L'activité AT hydroxylase est mesurée selon la méthode décrite en V- D- 2. 
- L ·activité AL t1ydroxylase est mesurée selon la méthode décrite en V- D- 4. 
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1 11-C-3-e J::!ydroxylation de l'acide lauri gue 
L'hydroxylation de l'acide laurique par les mêmes cytochromes P-450 a 

été mesurée au labor-atoire par Jean-Luc Boucher. Les résultats présentés dan~; 
Je tableau 19 mettent en évidence chez tous les cytochrornes P-450 une activité 
basale pour cette réaction (aux environs de 1 nmole d'acide hydroxy-11 et 
hydroxy-12 laurique formée/nmole P-450/min). Comme prévu, Je cytochrome P-
452 ciltalyse avec une forte activité et très sélectivement (93 %) 
l'hydroxylation en 12 de J'acide Jaurique. Enfin, il apparaît clairement que la 
forme PB 2a est également capable de prendre en charge l'hydroxylation de 
l'acide Jaurique. L'activité est environ 5 fois plus faible que dans le cas du 
cytochrome P-452 mais est 5 fois supérieure à celle obtenue avec les autres 
cytochr-omes P-450. L'oxydation de l'acide laurique en position 11 et 12 par l a 
forme PB 2a n'a jamais été décrite auparavant dans la littérature. La formation 
de 50HAT catalysée pôr lô forme PB 2a a été étudiée en présence d'acide 
laurique, ajouté de façon compétitive à l'acide tiénilique (tableau 20). A 
concentration 1Q-4r1 en AT et 1Q-5M en AL, la réaction d'hydroxylation de l'AT 
est inhibée à 50%. La forme PB 2a semble donc hydroxyler les deux substrats. 

A ce stade, une conclusion partielle peut être tirée: 
- la forme PB 2a hydroxyle, et de façon majoritaire, l'AT 
- Cette isoenzyme semble capable également de contribuer à 

l'hydroxylation en 12 .de l'acide laurique. 
- Enfin, le cytochrome P-452 catalyse spécifiquement J'hydroxylation 

en 12 de l'acide laurique et ne participe en rien 8 l'hydroxylation de l'acide 
tiénilique. 
Ces données ne permettent pas de conclure définitivement quant ô 
l'hydroxylation de l'AT dans les microsomes hépatiques de rats. Nous avons donc . 
étudié les activités observées sur les microsomes différemment induits en 
présence d'anticorps spécifiques de différents cytochromes P-450. 
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Tableau 20. lnhibftion par racide lauriQue de l'hydroxylation en 5 de 
l'acide tiéniliQue catalysée par le cytochrome P-450 purifié 
PB 2a de foies de rats. 

AT=10-4M AT=10-4M AT=10-4M 
AL=O AL=t0-5M AL=t0-5M 

Activité AT 100% ôO% 50% 
hydroxyl ô se 

-la reconstitution est réalisée dans les conditions de la figure 35. 
-l'activité basale ( 100 %) est de 1.3 nmole de 50HAT/nmole P-450/min. 
- l'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UV décrite en V- D- 2 et en V- E- 1 -C. C.es pourc:entaqes 
~nt la moyenne de 2 déterminatioœ. 
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111-C-4 Effet d'AC anti-cytochrome P-450 suécHigues sur 
ractivité AT hydroxylase microsomale de rats 

-Définition ,jes AC 
Les AC ont été obtenus par R. 1N'olf après injection à des lapins des 

cytochromes P-450 purifiés. Les AC dirigés contre les formes PB 1 a, PB 1 b, 
PB 2c, PB 3a sont sous forme de sérum. Les AC anti-PB 2a sont sous forme 
dïgG. Leur spécificité a été testée au laboratoire par Catherine Pons, par 
immuno-transfert sur les microsomes de foies de rats non traités et traités par 
le PB ou le clofibrate. La technique d'immuno-transfert comporte une séparation 
des protéines microsomales par électropt1orèse sur gel de SDS-polyacrylamide, 
puis un transfert de ces protéines sur une feuille de nitrocellulose. Les 
emticorps (lgG) sont ajoutés. La reconnaissance protéine-emticorps est révélée 
par addition d'un anti-lgG couplé ô une peroxydase qui catalyse une réaction 
colorée utilisant l'amino benzidine. Les immune-transferts des protéines 
hépatiques microsomales de rats traités par le clofibrate ou le phénobarbital et 
de rats non traités (témoins) sont présentés figure 36. Ils doivent être 
examinés en temmt compte des reconnaissances croisées existant entre 1 es 
cytochromes P-450 et les anticorps explicités d'après les travaux de R. Wolf 
(tableau 21)( 137). Ainsi, les emti-PB 2a semblent reconnaître, en dehors de la 
forme PB 2a, une au.tre forme, et ceci particulièrement dans les microsomes de 
rats témoins. Les a nt i -PB 3a ont une bonne spéci fi ci té et ne reconnei ssent 
aucune bande chez les animaux témoins. Les anti-PB 2c ont également une bonne 
spécificité. Les anti-PB la et anti-PB lb sont moins spécifiques et donnent une 
bende relativement diffuse. 

De plus, un AC bien que spécifique d'une forme de P-450 peut se révéler 
plus ou moins actif pour inhiber l'activité catalytique. Cela peut être le cas, 
notamment si la reconnaissance antigène anticorps n'implique pas le site 
catalytique de l'enzyme. Ainsi nous avons pu constater que les anticorps anti-PB 
2a bien que reconnaissant parfaitement la forme purifiée PB 2e en immuno-
empreinte étaient faiblement inhibiteurs de la réaction d'hydro)<ylation de l'AT 
catalysée en système reconstitué par la forme PB 2a. 
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Microsomes de rat 

UlA Clo PB lem Clo PB lem Clo PB Tem 
Clo PB lem Clo PB lem 

-·· 
1 • 

-a - PB2c a - PB2a a - PB3a - -a-PB1a a-PB1b 

FIGURE 36. lmrnuno- transferts de microsomes t1épatiques de rats traités au 
c 1 ofi brate ou au phénobarbita 1 et non trei tés avec rêvé 1 at ion par 1 es AC a nt i -Pô 
(Pô 2c, Pô _2e, Pô 3a .. PB 1 a et Pô 1 b). 
Le~; i nduc:tion::; ont été ré;:,li sée:~ ::a~ lon le protocole déc rit en '•i-C- 1. ElectropMrèse =~ur •Jel 
S D::; / (nj liJôC: tïJ 1 ô mi de 9 ·~. Dépéit de 4 fllJ de c: r1t~Q ue f r~cti on mi c roso rîFl le h~ p;:,ti Que. T r~ r1sfe rt ~; ur 
nitrocellulose et imrnur1oré··/él8tion par différents AC 8nti-cytoc:hromes P- 450 utilisés à la dilution 
1,... 1 ooo<·. 
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Tableau 2 1. Réactivlté des anticorps anti-cytochromes P-450 de foie de 
rats avec les cytochromes P-450 purifiés de fo1e de rats. 

~ PB 1 a PB lb Pb 28 Pb 2c 
e 

PB 18 ++++ +++ ++ -
PB lb +++ ++++ + -

PB 2a ++ ++ ++++ ++ 

PB 2c (+) ( +) +++ ++++ 

PB 3a (+) (+) + + 

D'après (137) +réactivité très faible ;++++ très forte réactivité; 
- aucune réactivité détectable. 

PB 3a 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

++++ 
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- Act.ion des AC sur l'act.ivit.è AT hu,jro>=:!Jlase 
. En reison ,je la faibl e ac tivité inrlit,it.r-ice ,je::: anticorps ;:mti -PB :2a ,jont 

nou::: ,ji:::po:::ions, la réac ti on 'Hild 'jn) >~'dlation ,je l'AT a été ét. u,jiée en pré:::ence 
,j'irnrrn.JtK''dlotH.J iine purifiée Ju~:qu ' à la concentration ,je 20 tr11;1 ,je ~~ nJté ine par 
nmo i e de P-450. Des concentra ti ons identiques en ! gG ont. dé j ô été ut i 11 sees 
,jans la litterature notamrnent p;:a- Gibson (l Oô) pour intliber- ll!id'jro:·:!dla ti on en 
12 ,je l'AL par le::: anticorp::: ,jirit~és contre le C'dtocJ, rorne P-452. La courbe 
présentée figure 37 montre que à 20 mg ,je pro téines/ nrnole ,je P-450. 60 ;~ ;je 
l'h ~ dro:=-::~latJ on ,je l'AT ca ta l ~see par les microsornes ,je r'oi e ,je rM.s tra ité::: par 
le clofit,rate est int·iitJèe. Le:; lgG préinliTIUnes utilisée::: é l;:l rnérne concentxi:lt ion .. 
ne rn cujifient pa:; :::it;~nif i ca tivernen t lô réaction . 

. Les AC dirigés contre les 2 formes induites de far;:on r!l inorit. aire par le 
pt'lènottarbital, anti - PB 1 a et ;:mti-PB 1 b, et contre les forrnes Pô 2c et PB 3a ont 
été testés sur l'tll:l'ji-o:~':llation ,je l'AT catalljSée par le:; micro:;omes ,je foie:; ,je 
rats non traités et traités par le PB et le clofit,rate. Les résultats c, r-é:::entés 
t.ab leau 22 montrent que : 

- ,jans les trois t. Ijpes 1je rnicro:3orne::: , le::: anticorps ,jiri gé::: contre 
les Cljtochromes PB 1 a. PB 2c. PB 3a n'i ni1i be nt PflS lln;~ ,jnJ~~~l at ion ,je l'AT 

-les anticorps ,jir-igés contre la fon·ne PB lb ont une f!Ction 
différente selon le type de microsomes utilisés. Ils ne modifient pas l;) réact ion 
catalysee par les microsornes 1je rats traites par le clofibrate. nais il s int·Ii bent 
1 a réac ti on ,jans 1 e cas 1jes mi crosomes ,je rats non traités ( 40 %) et, p 1 u::: 
for-tement. ,jans le cas ,jes rnicrosornes ,je rats in,jui t.s par le PB (70 %). Dans ces 
dew·~ derniers cas, les courbes d'inhibition sont présentées fi gures .3ô. 
Il re:3Sot-t clairement ,je ces étwjes que l'tly1jro~< ylation 1je l'AT est cata lld::;èe par 
au rnoin:; 2 c~toct1rorne :; F' - 450. 

- la forrne PB 1 t' intervient ,jans 1 a forrnat io n ,ju 50HAT 
particulièrement. dans les microsornes traités par le PB 

- la forme Pô 2a e:::t principalernent re:::ponsab le de cette rè;:Jction 
dan:; les rnic:r-o:::orne·; 1je ra t::: non traité:::. El le participe égalernent ;3 la réaction 
,jans les rnicro~:o rnes ;je rats traités par le clo rïbrat.e 



%Ac tivité AT 
hydroxylase 

100 

50 

139 

anti PB 2a 

mg lgG/nmole P-450 

10 20 

FIGURE 37. Effet des onticorps ant.i-PB 2o et des lgG préimmunes sur 
l'hydroxylati on en 5 de l'AT 1 o-4M catalysée par les microsomes de rats traités 
par le clofibrate. 
L '.:sctivité AT hydroxylase a été mesurée en présence des anticorps et de:3 lgG préi mmune:3 (V- E- 2-C) 
selon la méthode UV décrite en v- D- 2. Les microsomes proviennent de rab traités par le clofi brate 
(V -C- 2) . ( 1 ,6 nmole P- 450/mg proti éne ; 0,1 6 nmole P- 450/ml) . 1 00 % = 2,05 nmoles 
50 HAT /nmole P- 450/mi n. Chaque point est la rnO'Jenne de 2 déterminations. 
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Tableau 22. Effet des anticorps anti-cytochromes P-450 purifiés de foies de 
rats sur l'hydroxylation de l'AT catalysée par les microsomes hépatiques de 
rats traités par PB et CLO (exprimée en pourcentage de l'activité obtenue en 
rabsence d" AC). 

1 n,juct ion sérum anti- ônti- an ti- an ti-
CONT PB 1 ô PB ltl PB 2c PB 3a 
( 1) 

AT sans 90 76 60 ti6 éi4 

PB 9ô ô3 27 ô7 ;::. .. -, 
UL 

hydro:x:y 1 a se CLO 107 11 1 92 100 9.3 

( 1) Comme sérum contrôle, le sérum préimmun de lapin a été utilisé. 
-Le traitement ,jes rM:~ a été réalisé dans les condition::. décrites en 'tf-C-1 (PB 0,1 % 5j p.o. dans l'eau.: CLO 
500 mq/kg/j 4j dans 1 'huile de maïs i.p.). t···1icrosomes PB : 2, 1 nmoles P- 450/rng Protéine ; rnic:nnomes CLO: 
1,6 nmoles P-450/rn!J pr·otéine ; rnicrosome:3 témoins: 0,9 nmoles P-450/mg Protéine. 
- L'inhibition par les AC est réalisée dans les conditions décrites en 'y'- E- 2-C ( préi ncub8tion des P- 450 et ,jes 
sér ums 20 mn à sc·c, 20 ~J sérurn/0,2 nrnole P- 450) 
- L'activité AT hiJdroX'Jlase est mesurée par la rnétho,je UV (cf. V- D- 2) ( 0,1 nrnole P- 450/essai ( 300 ~J) ,jan::. 
le cas des microsomes CLO) ; ( 0,2 nmole P- 450/essai ( 300 0) dans le cas des rnicrosomes PB O'J COI-IT) ; AT 
1 o- 4r··J. 

- Chaque valeur est la moyenne de 2 à 4 déterminations. 
- 1 00 % = 0, 95 (non traité), 0,6 ( PB), 2,3 (CLO) nmoles 50 HAT /nrnoles P- 450/mi n. 
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v.l sérurn/0.2 nrnole P-450 
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fig.3ôa 
témoin 

f~PBlb 
ttl sérurn/0,2 nrnole P- 450 
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FIGURE 38. Action des sérums contenant des anticorps ant.i - PB 1 b sur 
l'ac ti vi té AT hydroxyl a se (AT 1 o- 4f1) des mi cros ornes hépatiques ,je rats non 
traités (figure 3ôa) et traités par le phénobarbital (fiÇJure 38b). 
L'aetivité AT hydroxyl ase a été mesurée en présence des sérums anti-PB 1 bou de sérums témoins (V-
E- 2-C) selon la méthode UV décrite en V- D- 2. Les rnicrosomes proviennent de rats traités par le CLO 
ou le PB selon V-C- 2 (cf. tablel.lu 22) .1 00 % = 0,95 (fig.38a) 0,6 ( fig. 38b) nmoles SOHAT/nmole 
P- 450/mi n. ChaQue poi nt est la moyenne de 2 déterminations et dans le cas des anti- PB 1 b sur 
microsomes PB de 3 déterminations. 
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111-C-5 Effet d'AC anti-LKMz sur J'activité AT hydroxylase 
m1crosoma1e de rat et d'homme 

La connaissance des Ctdtoctlrornes P-450 ct1ez le rat trouve sa pleine 
justification quand celle-ci peut être reliée à celle des cytochromes P-450 
hurnains. En effet, malgré des différences dans la régulation, le séquençage des 
aminoacides et l'utilisation de sonde d'ADN ont montré que certaines formes ,je 
cytochrornes P-450 sont très similaires d'une espèce à l'autre. 

Des microsomes hépatiques provenant de foies humains ont été analysés 
par transfert selqn ~vestern parR. vlolf en utilisant des AC dirigés notamment 
contre les membres des sous-familles de cytochromes P-450, P-450 1 et P-450 
IIC. Ainsi des AC ,jirigés contre les cytochromes hépatiques de rat de la sous-
famille P-450 1 (nomenclôture recommandée) reconnaissent une protéine dans 
tous les foies humains avec des variations inter-individuelles d'un facteur 1 o. 
Ces va ri at ions sont corrélées au métabo 1 isme de l'éthoxy-7 résorufine. Les 
anticorps dirigés contre les cytochromes hépatiques de rat de la sous-famille 
IIC reconnaissent dans les microsomes hépatiques humains 3 protéines de poids 
moléculaires respectifs 53,7; 51,2 et 50,0 KD. Lê! Vflrifltion du niveêlu 
d'expression de la protéine de 51,2 KD est corrélée à l'tlydroxylation en 4 de la 
[S]méphénytoine. De plus les sérums contenant des AC dirigés contre les 
cytochromes P-450 de 1 a sous-f ami 11 e Il C inhibe nt 1 a production de ce 
métabolite ( 164). 

Les an ti -LKM2 sont des anticorps trouvés dans 1 e sérum de patients 
traités à l'AT et faisant une hépatite auto-immune. Il fi été montré au 
laboratoire que ces anticorps sont dirigés contre un cytochrome P-450 humain, 
le cytochrome P-450-ô et inhibent l'hydroxylation de l'AT catalysée par les 
microsomes humains (2). Patrick Dansett.e de l'UA 400 a montré que ces 
emticorps inhibaient également l'hydroxylation de la méphénytoïne catalysée par 
les microsomes humains ( 165). Le cytochrome P-450 qui catalyse 
l'hydroxylation de la méphénytoïne, le P-450 t·1EPH, a été purifié et caractéri sé 
par Gut et coll (166) puis sous 2 formes similaires MP-1 et MP-2 par Shirnada 
et coll. ( 167). L'antigène de l'anti - Lf( t-12, la forme t·1P (rlP-1 et r1P-2) comme le 
P-450 ô pourrait faire partie de la même sous-famille ou être identique. 
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Précé,jernrnent, nous avons pu étatdir qu'une forrne PB 1, la forme PB 1 t'. 
participe de façon importante à nrydroxylation de l'AT dans les microsomes de 
rats traités par 1 e phénobarbita 1. 

Or différentes études réal i sées par R. 1rlcdf tendent à prouver que la 
sous-famille PB 1 serait reliée à la forrne qui rnétattolise la méphénytoine errez 
l'homme ( 164). En étudiant l'effet des anti-Ln12 sur l'hydrm<ylation de l'AT par 
les microsomes t1umains et les microsornes de rat, notre but est d'apporter des 
éléments pour associer au moins partiellement l a famille PB 1 au métaboli~:rne 

de l'AT. 

11 t-C -5-a 1 nhi bit ion de l'ac ti vite AT 11ydroxy1 ô se des mi crosornes 
héQatigues rrurnains Qar les anti-LKMz 

L't"rydroxylation de l'AT catalysée par les microsornes de foies llumains 
H97 e été étudiée en présence de sérum KUT contenant des ent.i- LKt'lz et de 
sérum humain témoin. 

La courbe présentée fi gu re 39 montre que 1 e sérum contenant 1 es an ti-
LKMz è 60 _~.tl/nmole de P-450 inhibe complètement la réaction. Ce résultat est 
similaire à ceux obtenus avec les différents sérums contenant des anti-LKM2 
testés au laboratoire (2). 

111-C-5-b Effet des sérums llumains contenant des anti-LKt'1z_ 
sur l'hydroxylation en 5 de l'AT catalysée Qar les 
mi crosomes héQat igues de rats 

Les anti-LKMz présents dans Je sérum de 3 patients ont été testés sur 
l'hydroxylation de l'AT catalysée d'une part par les microsomes de foies de rats 
non traités ou traités par Je phénobarbital et le clofibrate et, d'autre part, par · 
la forme purifiée de cytochrome PB 2a. 

Les résultats présentés dans Je tableau 23 apportent 2 informations . 
Tout d'abord, aucune inhibition significative n'est observé.e quel que soit Je 
sérum ut i lisé dans le cas de l'hydroxylation catal ysée par les microsomes CLO, 
témoin ou par la forme PB 2a, ceci bien que la forme PB 2a soit reconnue en 
irnmuno-transfert par les anti-LKMz ( 168). Par contre, J'inhibition de 
l'hydroxylat ion de l'AT catal ysée par les rnicrosornes de rats traités par le 
phénobarbital est importante .. de l'ordre de 70 à 90 % se lon les sérums t estés 
(figure 40). 
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FIGURE 39_ Action du sérum humain KUT (contenent des enti-LKM2) sur 
l't~ctivité acide tiénilique hydroxylese (AT 10-4t1) des microsomes humains 
(H97). 
L'activité AT hydroxylase a été mesurée en présence de sérums humains témoins ou KLIT (contenant des 
anti LK112) (V- E- 2-C) selon la méthode UV décrite en V- D- 2 ( 0,2 nrnole P- 450/ml ; 0,66 nmole 
P- 450/mg protéine) . 
1 00 % = 0,3 nmole SOHAT /nmole P- 450/mi n. Chaque point repr~ente une détermi ne.tion . 

.., Activite AT 

hydroxylaae 

100 

50 • 

30 

sérum témoin 

• 

60 P,laérumtnmoieP-450 ._· 

FIGURE 40. Action du sérum humain KUT (contenant des anti-LKMzJ sur 
l'activité acide tiénilique hydroxylese (AT 1 o-4M) des microsomes hépatiques 
de rats traités par le phénobarbital. . 
L'activité AT hydroxylase a été mesurée en présence de sérums humains témoins ou KUT 
(V- E- 2-C) selon la méthode UV décrite en V- D- 2 sur des microsomes hépatiques de rats traités par le 
phénobarbital selon V -c- 1 ( 2,0 nmoles P- 450/mg protéine ; 0,5 nmole P- 450/ml) .1 00 % = 0,6 
nmole 50 HAT /nmole P- 450/mi n. Chaque point représente une détermination. 



145 

Tab 1 eau 2 3 . Effet des sérums humai r:s contenant des an ti -LKM2 sur 
l"hydro:.:ylaUon en 5 de l'AT catalysée par les microsomes 
hépatiQues de rats (non traHés, traités par le 
phénobarbital et le c1oflbrate) et par 1a forme purH1ée de 
cytochrome P-450 de foie de rat PB 2a (60 ~li :::énHYLlnrno1e F'-
45f)). 

rni c rnic rn1c F'-450 purifié 
térnoin F'ô CLD Pô 2ô ( 1 ) 

sèrurn ténwi n ' 1 19 , .... c:-:4._1 1 10 i31 

Jo;- 1 1)9 33 i:l() 1% 

T•:l'd 107 26 103 52 .. 6 

Kut Ô() 13 1 ()() 6;:; 

- !e tr:'litement des rat::; e:3t celui décrit en '•/ -C-1 . 
- le::: :::érurn::: té moi œ ou contenM1t le:3 M1ti - Ln12 :::ont i ncutu~::: 20 min :3 s·=-c :r.,.·ec le::: mic ro:::ornes ~~ ui ::: l':'lctivité 
AT hlJdroxylase e:>t mesurée par la méthode U\•' décrite en 1/- D- 2 ( 0.5 à 1 nmole P- 450/ml). Dans le ca::: ( 1) la 
recon:~titution e:~t ré>:~li:~ée selon 1>:~ mét hode décrite en V- F- 2 (conditions table>:~u 19) . 
-Chaque valeur est la moyenne d'au moins 2 me:::ure::; . 
- L ':Kti vi té ba::::j le ( 1 0 0 '% , :3:3 n::: :::é nJ rn conte na nt 1 e~: a nti- L n12) e:::t ,je : 

0, 95 nmoles 50 HAT /mg protéi ne/rni f1 dar1s le ca::: de rab non traités ( 0, 9 nmole P- 450/mg protéine) 
1 ,2 nrnoles 50 HAT /m9 protéine/ min d>:~ns le cas de rat> PB ( 2,2 nrnole::: P- 450/ fi!IJ protéine) 
.3 .. 2 nmole::: 5DHAT/m!J protéine/min dan::: le C3:3 de rats CLO ( 1,5 nmol e::: F'-450/mg protéine) 
:, 1 nmole~: 50HAT/nrnole P- 450/min ,jans le c;B ,ju P- 450 Pô 2a. 
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Par conséquent, les anti-LKM2 inl1ibent la réaction catalysée par les 
microsomes induits au PB. Ils sont pratiquement sans effet sur la réaction 
catalysée par les rnicrosomes clofibrate comme par la forme PB 2a. 
Cette étude va dans 1 e sens d'une ana 1 ogi e entre 1 e Ctdtocl1rome P-450 qui 
catalyse l'hydroxylation de l'AT chez l'homme et le cytochrome PB lt1 qui 
catalyse l'hydror~ylat ion chez 1 e rat traité par 1 e phénobarbita 1. 

Toutefois le fait que, d'une espèce à l'autre, certains cytochromes 
puissent être reliés immunoloÇJiquernent n'implique pas qu'ils aient la même 
spécificité de substrat. Nous en citerons 2 e;<ernples. Le premier concerne le 
cytochrorne 11umain HLx caractérisé par Wrigt1ton. La forme HLx est reliée à la 
fonne lt'11 du lapin qui catalyse l'hydroxylation de la progestérone. Or les 
microsomes hurnains, ou la forme HLx reconstituée, ne catalysent pas cette 
activité ( 169). Second exemple, comme nous l'avons vu en 1-B-2, c'est la forme 
POlE qui chez le rat hydroxyle majoritairement la méphénytoine et non la forme 
donnée comme homologue du P-450 f"1EPH chez le rat, P-450 UTI. Toutefois la 
forme PB 2a est également susceptible de catalyser cette hydroxylation (170). 
Chez l'homme, la méphénytoïne et l'AT sont métabolisés par des enzymes 
proches voire identiques (P-450 MEPH, P-450 ô). Ct1ez le rat, la forme PB 2a qui 
n'est pas imrnunologiquement la plus proche de ces formes humaines est 
toutefois cap ab 1 e de prendre en charge ces 2 substrats. Nous avons, par 
l'intermédiaire des anti-LKMz, confirmé l'existence de relations 
immunologiques entre le P-450 ô humain et la forme majoritairement 
responsable du métabolisme de l'AT chez le rat PB, la forme PB 1 b. 

D'après les résultats obtenus sur les microsomes entiers : 
1/ L'activité AT hydroxylase est très fortement induite après traitement 

des rats par le clofibrate et d'une manière générale par les inducteurs "type 
clofibrate". Ces derniers, de structure différente du clofibrate, sont connus pour 
induire l'acide 1 auri que-12 hydro:<ylase et pour déci encher une prolifération des 
peroxysomes. Ceci se traduit par une Vm multipliée par jusqu'à 5 et une Km 
t~pparente légèrernent diminuée (ô }d1 au lieu de 15 }tl''1). 

Par contre, l'induction par le PB, le 3MC, la PCN ... n'ont que très peu 
,feffet sur-l'AT tlydro>;ylase. 
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2( L'AT hydro:<ylase, Qremière activité vis-à-vis d'un comQosé e;.:ogène à 
être aussi fortement induite par les inducteurs type clofibrate ne semble pas 
netternent corrélée avec l'activité acide Jaurique 11ydro:<ylase qui est J'activi té 
classique la plus fortement induite par les composés type clotïbrate. 

Il n'e:<iste pas de relation linéaire entre l'acide lauri que 11 hydroxylase 
et l'AT hydroxylase dans les microsomes de rats traités par des inducteurs 
classiques (sauf dans le cas des microsomes induits au ~~11énobartlital). 

Il n'existe pas de t·eJation linéaire entre 1'11ydroxylation en 12 de l'AL et 
l'hydroxylation de l'AT (sauf peut être dans Je cas des microsomes induits au 
c 1 ofi brate). 

Il existe un effet inhibiteur de J'AL sur J'activité AT 11ydroxyJa~:e mais un 
faible effet inhibiteur de l'AT sur l'AL 11ydroxylase. 

D'aQrès les résultats obtenus sur les cytochromes P-450 QUrifiés : 
1! Le cytoct"Jrome P-452 ne catalyse pas l'hydroxylation de l'AT. L'acide 

laurique 12 hydroxylase et l'AT hydroxylase sont des activités dissociées. 

2) Seuls sont actifs les cytochromes P-450 de la famille PB 1 et PB 2. 
C'est surtout 1 a forme PB 2a, forme constitutive qui représente presque 50 % du 
total des cytochromes P-450 des rats témoins, qui hydroxyle majoritairement 
l'AT. Ce cytoct1rome P-450 PB 2a est également impliqué dans l'hydroxylation de 
l'acide laurique. Ceci explique les effets partiels d'inhibition de J'activité AT 
hydroxylase par l'acide laurique. 

o·aQrès J'utilisation des anticorQs anti-cytochromes P-450: 
1/ Seuls les anti-PB lb sont actifs pour inhiber l'activité AT 

hydroxylase et surtout cl1ez les microsomes de rats induits au PB. 
- La forme PB lb catalyse donc de façon imQortante l'activité AT 

hydroxyl a se des mi crosornes induits au PB. 
- La forme PB 1 b est un peu (z 30 %) irnpliquée dans l'activité AT 

hydroxylase des rnicrosornes témoins. 
- La forme PB l b n'est Qas imQJ.iguée significativement dans l'activité 

AT 11ydt·o;-::yl a se des mi crosorne::; CLO. 
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21 Les anti-PB 2a inliibent l' hydrox,~lation en 5 1je l 'AT catal,~sée par l es 
microsomes indui t s au CLO (mais faiblement). 

En conclusion : 
L'activité AT hydro:-:ylese dépend: 

. de la forme PB 2a qui joue un rô le majeur dans les rnicrosomes témoins 

. de la forme PB 1 t1 qui joue un rôle majeur dans les rnicrosomes PB 

. des formes PB la et PB 2c mais avec des activités beaucoup p 1 us 
faibles 

. d'un autre cytochrome P-450 non connu pour l'instant, induit Qar le CLO 
et qui n'est pas le cytochrome P-452. Ce cytochrome P-450 jouerait un rôle 
majeur dans l'activité AT hydroxylase des mic:rosomes CLO. 

~l!_J;!artant de cet te conclusion on exp! i que d'une Qart l'effet des 
inducteurs. Les microsomes de rats témoins présentent une activité AT 
hydroxylase importante. En eHet, la forme PB 2a représente 50 % du total des 
cytochromes P-450 . 

. Chez les rats traités par le PB, la forme PB 1 b augmente mais la forme 
PB 2a est fortement réprimée. L'activité AT hydroxylase est donc globalement 
peu mo di fiée . 

. Chez les rats traités par Je PCN ou la f;NF, la forme PB 1 b est diminuée 
et la forme PB 2a fortement réprimée. L'acti vité AT hydroxylase baisse donc . 

. Chez les rats traités par le clofibrate, il se produit une augmentation 
très forte d'un cytochrome P- 450 impliqué dans le métabolisme de l'AT et 
différent du cytochrome P-452. L'activité AT hydroxylase est donc fortement 
augmentée. 

D'autre part, cette conclusion permet d'expliquer les résultats obtenus 
lors de la corrél ation des act i vités AT et AL hydroxylases. 

Ces deux activités sont dépendantes de l a forme PB 2a. Ceci explique la 
corrélation grossière obtenue. Mais après induction au CLO, ces deux acti vités 
dépendent d'enzymes différentes (cytochrornes P-452 et X, une forme qui n·a pas 
pu être identifiée avec le matériel 1jont nous disposons). Il est possible qu'après 
induction au phénobarbita 1, 1 es deux activités dépen1jent éga 1 ement d'enzymes 
différentes. 
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IV-A- INTRODUCTION 

IV-A-1 oxydation des noyaux aromattgues Qar le cytochrome 
P-450 

Les noyaux aromatiques sont métabolisés par le système des 
monooxygènases à cytochrome P-450 en époxydes d'arènes ( 171 ). 

0 Cyt P-450 0> 
Ces molécules, très électrophiles, sont susceptibles de réagir avec les 

nucléophiles cellulaires (protéines, acides nucléiques ( 172)). Toutefois, deux 
systèmes sont capables de détoxifier ces époxydes : 

- Je système enzymatique des époxydes hydrolases, par formation d'un 
diol 

- le glutathion qui réagit par sa fonction thiol pour former un adduit. 
- enfin, l'époxyde formé peut se transformer en phénol par 

réarrangement interne. 

"""~ ()o GSH 

réarrang~ 
spontanné 

C(" 
OH 

CC" 
SG 

Ce dernier réarrangement peut se faire par migration 1-2 de l'hydrogène 
de la position à hydroxyler et est connu sous le nom de NIH shift (173). 
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Cytochrome 

P-4 50 

T 

Dans le cas du noyau thiophène, comme nous l'avons YU sans 
l'introduction générale, plusieurs voies métaboliques ont été mi ses en évioence 

- le thiophène lui-même est vraisemblablement hydroxylé vi a un 
époxyde 2-3 (l-D-1) 

- les thiophènes substitués en position 2 par des groupements aroyles 
sont hydroxylés en position 5 {1-D-3) 

- le dibenzothiophène et le benzo(b]thiophène sont oxydés en sulfoxyde 
et en sulfone (1-0-3) 

11 semblait particulièrement intéressant d'essayer d'étudier Je 
mécanisme de l'oxydation des thiophènes en général et dans le cas de l'acide 
ti énil i que, 1 a nature des métabo 1 ites réa ct ifs formé par des processus 
d'oxydation. Pour cela nous avons utilisé des modèles chimiques biomimétiques 
des cytochromes P-450. 

IV-A-2 Modélisot1on des monooxygénoses à cytochromes 
P-450 en ut Hi sont des méto11o(!oq~hyr1nes 

Les métalloporphyrines ont été utilisées comme catolyseurs pour 
modéliser le site actif du cytochrome P-450. 

Toutes dérivent du macrocyc 1 e tétrapyrrol i que présenté fi gu re 41. Elles 
peuvent être substituées en position pyrrol i que, comme 1 es porphyrines 
naturelles, ou· en position méso {5, 10, 15,20), pour ce qui est des modèles les 
plus usuels. 

La perte de 2 protons conduit à la forme dianionique. Celle-ci peut alors 
coordiner un i on métallique. 
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StnJcture Nom R 

méso- t. étra-phénld 1 porphyrine (TPP) o-
méso-tétra-pentafluorophényl porphyrine (TFPP) 

F F F-o-
F F 

mè~;o-tétra-paratOI!dl porpt1yrine (TTP) c~-o-

méso-t.étra-(dichloro-2,6 phényl) porphyrine (TDCPP) cf-
Cl 

méso-tétrarnésityl porphyrine (TI"lP) -Q-
FIGURE 4 t. Principeles porphyrines utilisés dans les systèmes modèles du 
cytochrome P-450. 
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IV-A-2-a _2ystème modèle: métalloQorQhyrine 
P(t!)/réducteur/02 

Dans ce type 1je mo dé 1 i sa ti on sont uti 1 i sés : 
- un catalyseur porphyri ni que méta 11 i que pour rernp 1 ac er 1'11èrne 
-un réducteur ou donneur d'électrons pour modéliser le NADPH 
- enfin, un oxwdant (02 ou l'air) 

P-450 (Felll) 1 NADPH 1 0? 
P(M) 1 réducteur 1 Oz ou air 
avec M = Felll ou Mnl ll 

Cette première modélisation est l a plus biomimétique, en effet elle 
modélise le cycle long du cytochrome P-450 (1-A-4). t-lai s la principale 
difficulté est la coexistence dans le même milieu réactionnel de l'entité active 
très oxydante "fer-oxo" et de réducteur en large excès. Néanmoins, avec le 
manganèse comme métal, quelques systèmes ont été mis au point. Mais l es taux 
de conversion restent f ai b 1 es. 

Différents réducteurs ont été utilisés, NaBH4 ( 17 4) et nBu4BH4 ( 175), 
permettant l'oxydation du cyclohexane en cyclohexanol et cyclohexanone. 
L'utilisation de H2/Pt en présence d'i mi dazo 1 e conduit par contre à 1 a 
cyc lohexanone et à l'époxydation du cyclohexène (176, 177, 17ô). Le zinc peut 
être aussi utilisé en tant qu'agent réducteur avec l'acide acétique commedonneut 
de proton en présence de Mn(TPP)(Cl) + N-métt1yl imidazole (179, 179 bis). Enfin 
l'ascorbate en milieu biphasique a permis l'oxydation d'alcanes en alcools et 
cétones, et d'al cènes en époxydes ( 179 ter). 

IV-A-2-b ~ystèmes modélisant le cycl e court : métall oQOrJ:!t1yrine 
P(t!)/ donneur d'atome d'oxygène (AOl 

Devant les difficultés à mettre au point des systèmes reprodui sant le 
cycle long du P-450, une seconde approche qui mime Je cycle cour t a été 
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proposée. Elle utilise directement un donneur d'atome d'oxygène AD (CIO-, I04- , 
PhiO, ROOH . ..). 

Ponmyri nes de fer 

P-450 (Felll) 1 AO 
P(M) 1 AO 

IV-A-2-b-1 AO = PhiO 

Le pre mi er donneur d'oxugène et 1 e p 1 us couramment ut i 1 i sé est l'i oooso 
benzène (PhiO) ( 180). En présence de porphyrine de fer ( 181 ), le système ainsi 
constitué reste le plus étudié en ce qui concerne la modélisation des oxydations 
des alcemes et des oléfines (sél ectivité, spécificité). 

Ainsi, l es alcanes sont oxydés en alcools ( 182, 183) avec une formation 
de cétones très minoritaire : 

0 PHJO 

Fe (TPP)(CI) 8% 

Fe (TDCPP)(CI) 73% 

OH 

6 
Ce système est également capable de catalyser des suif oxydations ( 184) 

et des 0 et N-désalkylations oxydantes d'éthers et d'amides ( 185,186, 187). Par 
contre il est peu efficace pour oxyder les aromatiques ( 188). Dans le cas des 
alcènes ( 181, 182) l'époxyde est le produit majoritaire et se forme 
stéréospécifiquement ( 189). On observe aussi la formation minoritaire d'alcools 
allyliques ( 1 90) et, dans le cas des oléfines terminales, d'aldéhydes ( 191). D'un 
point de Yue mécanistique, ces réactions font intervenir un intermédiaire actif 
électrophile, car : 

- les liaisons CH tertiaires sont oxydées plus rapidement que les 
liaisons secondaires et l es primaires sont relativement inertes 

- plus une double liaison est riche en électrons, plus elle est réactive, 
( 1 89). 

De plus i l se forme un complexe métal -oxo intermédiaire comme 
l'indique: 

- une réactivité plus importante des alcènes 1 ,2-di subst Hués ci s par 
rapport au trans 
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-une influence du substituant de la porhyrine sur le régiosélectivité de 
l'oxydation des ôlcanes ( 1 ô2, 192) et des alcènes ( 191-193) 

- enfin, le complexe a été isolé à -eooc dans le cas d'une oxydation par 
la ferrimesotétramésityl porphyrine en présence de PhiO. Ce complexe est alors 
capable d'oxyder des alcènes ( 194). 

PorQhyri nes de manganèse 
Dans le cas de porphyrines de manganèse, de très bons résultats sont 

obtenus dôns l'hydroxylation des ôlcônes ( 195, 196) ou l'époxydation des 
oléfines ( 179-197). 

Mn(TPP)(X) 

PHIO 

11% 
X=CI,Br,N3 

26% 5% 

Comme pour les porphyrines de fer, la réactiYité radicalaire du 
complexe manganèse-oxo intermédiaire a été mis en évidence ( 195, 196). Un 
mécanisme a été proposé pour l'hydroxylation des alcanes ( 19ô) en présence 
d'oxygène (figure 42). 

IV-A-2-b-2 AD= NaOCl 
L'hypochlorite de sodium est utilisé dans un système triphasique en 

présence de trioctyl méthylammonium comme agent de transfert et de Mn(TPP) 
(Cl) par Tôbushi et coll. ( 199). Ce système est alors côpable d'oxyder l'ôlcool 
benzylique en benzaldéhyde et l'adamantane en dériYé hydroxylés ou chlorés. Un 
système analogue a été utilisé par Meunier et coll. (200) pour époxyder le 
styrène et le cyclohexène. Ce système ô été ômélioré par la suite en ôjoutant de 
1 a pyri di ne qui accé 1ère 1 a Yitesse et ôugmente 1 e rendement et 1 ô 
stéréospécifi cité de le rée ct ion (20 l). 
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XOIPh 

~ x, 
~ 0 -=- r---t'.r...... • 

lrv ~ 
Mn 0 2 

korPh J · 
l 

Phi 

R1R2 CHOP.. 

~ou III 

FIGURE 42. Mécanisme d'oxydation des alcanes par les systèmes Mn111 . 
(P)(X)/Ph 1 =0.( 179) 
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IV-A-2-b-3 AO = ROOH 
Les porphyrines de fer ou de manganèse catalysent l'oxydation des 

alcanes par l'hydropéroxyde de cumyle. Les produits obtenus sont l'alcool et le 
cétone correspondante (202). 

0 
Fe(TPP)(CI) 

cu Mn(TPP)(CI) 

Ph C(CH3 !200 H 
40% 20% 

Le méceni sme de le rée ct ion d'oxyde ti on est différent de ce 1 ui obtenu 
avec le système utilisent l'iodosobenzène. Il pesse par le formation d'un redicel 
elkoxy RO, formé par coupure homolytique de l 'hydropéroxyde ( 192). 

Cl 
1 

Cl 
1 R'H 

Cl Cl 
1 1 

M + ROH - M + RO --
1 

M + ROH + R' - M + R'OH 
1 

OH OH 

Si on ejoute de l'imidezole eu système, il devient alors possible 
d'époxyder des el cènes tels que le styrène, le cyclohexène ou le stilbène (203). 

0 

0 Mn(TPP)(CI) 6 + 
CumOOHI o-OH+ O=O 

lmH 
27% 3% 2% 

Il semb 1 e que l'i mi dezo 1 e, en f evori sent une coupure hétéro 1 yt i que du 
péroxyde, conduise à le formation du complexe MnV=O qui lui est capable 
d'époxyder l es oléfines. 

IV- A-2-b-4 AO = HOOH 
En général, les porphyrines sont dégradées par HzOz. Mais au laboratoire, 

la meso-tétra-dichloro-2,6 phényl porphyrine de manganèse (Mn(TDCPP)(Cl)),qui 
résiste ôUX conditions de réactions, e été utilisée en présence d'imidazole, 
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indispensable pour obtenir de bons rendements (204), pour oxyder des alcanes et 
des alcènes : 

0 
Mn(TDCPP)(CI) 

~Oz 

lmHICH3 CN 6 + o-OH•O=O 
91% 1% 1% 

Par ce type de système, les sulfures sont oxydés en sulfoxydes (205). 

Fe(TPP)Cl 0 
1 

Ph-S-CH2X Ph S CH2X + Ph SS Ph 
lmH 

H2D2/CH3CN 

IV-A-3 Oxydation du noyau oromatigue Q8r les 
méta 11 OQOrQhyri nes 

Comme nous l'avons vu dans cette revue rapide des principaux systèmes 
modè 1 es, i 1 existe peu d'exemp 1 es de rée ct ions concernent des noyaux 
aromatiques. En effet, les rendements sont moyens comparés o ceux obtenus 
pour l'hydroxylation des alcanes ou l'époxydation des oléfines. L'anisole est 
oxydé en parahydroxyanisole avec un rendement de 11 % ( 188). 

~ Fe(TPP)(CI) ...._, 0~ Hty, J 0~ 
v PhiO 

11% 

De p 1 us 1 e noyau phéno 1 est facilement suroxydé dans ce mi 1 i eu. 
Mais depuis peu, d'autres systèmes commencent o être mis au point. 

Shi mi dzu et co 11. (206) ut i 1 ise H2D2 avec une porphyrine de fer pour oxyder la 
phénylalanine. 

OH OH 

9/N~ 
~Oz 9/N~ 0~/NH, + 

Fe(TMPyP) 

CH2·CH CH2·CH CH2·CH 

" COOH ". COOH '\. COOH 
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Tabushi et coll . (207) en utilisent un système modèle du cycle long du 
cytochrome P-450 oxydent le benzène en phénol. 

0 Mn(TPP)CI 

N-MelmH 
EŒ 

Au laboratoire, les études réali sées par Pascal Gouvine ont montré que 
la Mn(TDCPP)(Cl) était capable d'oxyder divers noyaux aromatiques en présence 
d'imidazole, en utili sant comme agent oxydant H2D2 ou PhiO (208). 

L'anisole est principalement hydroxylé en position para. Le naphtalène 
est majoritairement transformé en cx.-naphtol. Le phénanthrène est époxydé sur 
la liaison 9-1 o. 

OMe OMe 

6 Mn(TDCPP)(CI) 
+ 

lmH 

OMe 

&OH 

+ 
h 

H.!0.! ou PhiO 
CH2 CI2 /CH3 CN 

OH 
37 à 45% 1% < 1% 

OH 

co 00 h h 
+ roOH 

-...;::: 
1 

h 

30% 1% 

50 à 100% 
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Enfin, 1 e système t·1n(TPP)(Cl)/t·1e lrnH/ AcOH+Zn/02 réali se 1 es mêmes 
réactions. Il laisse le catalyseur intact, et les rendements sont con::;tants tout 
au long de l'expérience sans suroxydation du noyau erornatique (Pescal Gouvine 
208). 

Rien n'est connu actuelle.ment sur l'oxydation d'hétérocycles 
aromatiques et donc thiophéniques pôr les systèmes modèles du cytochrome P-
450. Nous avons choisi d'étudier l'oxydation de certeins de ces dérivés en 
utili sant comme porphyrine la Mn(TDCPP)(Cl), particulièrement résistante à 
l'oxydation, en présence de A ri O. 

IV-B OXYDATION DE L'ACIDE TIENILIOUE CATALYSEE PAR LES 
METALLOPORPHYRINES 

Le catalyseur choisi, la méso-tétra-dichloro-2,6 phényl porphyrine de 
manganèse Mn(TDCPP)(Cl), e été synthétisé eu leboretoire. Le réection est 
rée li sée dans un mélange d'acétonitrile et de di chlorornéthane 2/1 pour 
so Jubil i ser respectivement 1 e substrat ei nsi que ses produits d'oxydation et 1 a 
porphyrine. L'oxydent utilisé est le pentafluoroiodosobenzène, C6Fsl0. Il ne 
possède pes d'hydrogène, ce qui est particulièrement intéressant pour suivre la 
réaction par RMN du proton. De p 1 us i 1 s'est avéré p 1 us so 1 ub 1 e et p 1 us réa ct if 
que 1'i odosobenzène. Enfin 1 es proportions choisi es sont 1 es sui vantes : 

Mn(TDCPP)(Cl)/ AT /C6Fsl0: 0,05/1/1-10 
En générel, pour ce type de réaction, Je substrat est utili sé en excès et 

les rendements sont calculés par rapport à J'oxydant. Dans notre cas, afin 
d'obtenir des quantités appréci ab 1 es de produits oxydés, nous avons travaillé en 
présence d'un excès d'oxydant, sans toutefois dépasser 10 équivalents par 
rapport au substrat (soit 200 par repport à la porphyrine). Au delà, la porphyrine 
subit tme dégnldation oxydante. Les rendements seront donc exprimés par 
rapport au substrat de départ. 
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1 Y-B-1 Etude J!ar CLHP de 1"oxydat ion de AT j:!ar CQ.E~lQ_ 
catalysée J!ar les métallOJ!OrJ!hyr1nes 

IV-B-1-a Conditions exQérimentales 
A une solution 1je porphyrine (r··1n(TDCPP)(C1)) dans l'acét.onitrile à 

température am bi ante est ajou té en une fois l'a ci de ti éni l i que éven tue 11 ement · 
marqué. Le tout est agité jusqu'à dissolution complète. Puis 1 équivalent de 
C6Fsl0 est ajouté en une fois, et laissé 5 minutes sous agitation. Un écr1antillon 
est alors prélevé afin d'être analysé par CLHP. Un nouvel équi valent de C6Fsl0 
est ajouté à la solution principale pour l'étude à 2 équivalents et au-del à. Dans 
l'échantillon prélevé, l'excès de C6Fsl0 est détruit par addition de cristaux ,je 
Na2S20s. Le brut réact i onnel a été soit étudié directement par CLHP dans le cas 
où nous sommes partis d'acide tiénilique marqué au 14C, soit extrait par une 
solution tampon NaHC03 (pH=ô). Dans ce dernier cas, on retrouve les produits 
hydroxylés et l'AT dans la phase aqueuse, qui est analysée par CLHP couplée à 
une détection UV-visible à 370 et 270 nm (figure 43). 

1 Y-B-1-b Détection 
Une première expérience faite avec du substrat non radioactif a permis 

d'identifier par CLHP, en particulier grace à des coinjections avec les 
authentiques dont nous disposions, les pics du chromatogramme correspondant à 
AT, 50HAT et au composé ACPA résultant de la coupure de la liaison CO-
thiophène (figure 43 A,B)). 

L'utilisation de substrat radioactif marqué sur le carbone de la fonction 
cétone a confirmé ce résultat (figure 43 C). 

IY- B-1-c Quantification 
Pour éviter toute perte de molécules marquées à l'extraction, le brut 

réactionnel a été injecté et les différentes fractions au sortir de la colonne de 
CLHP comptées en sei nt il 1 at ion 1 i qui de. Nous avons pu observer qu·un temps de 
réaction ,je 1 0 min n'amé 1 i ore pas le rendement en 50HAT par rapport à 5 min. 
Le rendement en 50HAT forrné et en AT inct1an9é, en fonction ,je quantités 
variables d'oxydant, est représenté figure 43bis. Le rendement en 50HAT atteint 
un plateau de 15 % pour 5 équivalents d'o;<IJdant. La quantité d'AT non 
transformé 
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FIGURE 43. Oxydation de l'AT par le système modèle t"ln(TDCPP)(Cl) 
/C6Fsl0. (A) Analyse par CLHP d'un mélange d'authentique 1je AT, SOHAT et 
de ACPA. (B) Analyse par CLHP de. l'ACPA et du 50HAT formé ô partir d'AT 
froid et après extraction (Na2S20s/NaHC03) et (C) Comptage en 
scintillation liquide des fractions collectées en présence d'AT 14C .. 

AT 



163 
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FIGURE 43bis. H~droxylation de l'AT (14C) par le système modèle 
Mn(TDCPP)(Cl)/C6Fsl0. Evolution de la réacti on en fonction du nombre 
d'équivalent de C6FsiO ajouté par rapport au substrat t'1n(TDCPP)(Cl)/AT = 
0,05/1 ; AT 10 mM ; température ambiante ; temps de réaction 5 min. Solvant : 
CH3CN/CH2Cl2 = 2/1. 
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ne fait que diminuer. Enfin le composé ACPA .. dont l a quantité croît avec la 
quanti té d'oxydant, est détecté avec le front du solvant. 

1 V-B-2 Etude Qar RMN 1!:! 

Plusieurs éléments se sont trouvés réuni s pour faciliter une étude Rt1N 
de la réaction. Tout d'abord, le rendement en 50HAT ( 15 %), rend envisageable 
une détection par cette technique. De plus, le déplacement chimique du proton 
en 4 di,J noyau thiophène de ce dérivé est d'environ 6 ppm. Il se situe en dehors 
du massif des autres protons aromatiques et permet une détection fa ci 1 e du 
50HAT. Enfin, seul l'AT et ses produits d'oxydation ou de dégradation présentent 
des signaux. En effet, la porphyrine uti l isée en quantité catalytique (5 %) se 
situe en dessous du seui 1 de détection. 

IV-B-2-a Conditions exQérimentales et détection 
Les proportions utilisées sont identiques à celles de l'étude par CLHP : 

f1n(TDCPP)(Cl)/ AT /C6Fsl0 : 0,05/ 1/1-5. La concentration en substrat est de 
40 mî'1 dans CD3CN/CDzCl z. Le premier équivalent de C6Fsl0 est aj outé et un 
premier spectre enregistré après 5 minutes. La réaction n'évolue pas d'ailleurs 
après ce premier enregistrement et ceci pendant 24 heures. 60 minutes plus 
tard 2 ôutres équivalents, puis 2 autres encore après 60 minutes et ainsi de 
suite. 

La fi gu re 44 b présente 1 e spectre Rt-1N 1 H du mé 1 ange ré ô ct ion ne 1, après 
addition de 5 équi valents de C6Fsl0 par rapport au substrat. Il apparaît que: 

-l'AT n'est pas totalement transformé. On observe en effet les signaux 
de la partie thi ophéni que de ce composé à 7, 13 ; 7,40 et 7,87 pp rn et ceux de 1 a 
partie benzénique â 6,92 et 7,36 ppm. 

- Un doublet est présent à 6,10 ppm (J=5, 1 Hz). Par double irradiation, 
nous avons montré qu'il est couplé à un second doublet d'intensité égale présent 
à 7,24 pprn. Les deux doublets sont caractér-istiques ,je la partie thiopt·,éni que du 
50 HAT, comme 1 e montre 1 e spectre de l'authentique (fi gu re 44 c). Les protons 
arornatiques ne sont pas identifiables car i l s sont superposés à cew< de l'AT et 
à cem·; d'autres produits secondaires. 
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FIGURE 44. Etude par Rt·1N 'H de l'oxy.dation de l'AT par le système 1"1n(TDCPP)(Cl/CtJslf 
a-AT (CD3CN) 
b- rnélange réactionnel : f1n(TDCPP)(Cl)/ AT /C6Fs10 =0,05/ 1/5 ; AT 

40 mt-1 dans CD3CN/CDzClz, T. amb. 10 rnin. 
c- 50HAT aut.l1ent i que (CD3CN/CD2Clz) 
d- Acide (carboxy-4' dichloro-2',3') phénoxy acétique (ACPA) (CD3CN/CD2Cl 
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- Deux doublets è 6,87 et 7J3 ppm (J=8,8 Hz) ont pu être attribués par 
comparaison è un authentique, eu diacide ACPA (figure 44 d). 

Cl Cl 

Q n O~COOH 
s (\J 

Mn(TDCPP)(CI) 
Cl Cl 

HO #1 n O~COOH 
~~~ 

0 
C6 F5 10 Séq 

CO, CN 1 CD:! C~ 0 15% 

+ inchangé 30 o/o + .... 

Toutefois, un certain nombre de signaux n'ont pu être attribués, en 
particulier le singulet présent à 6,05 ppm. 

IV-B-2-b Etude de l'interaction AT,_QorQhyrine,~ydont 
La RMN 1 H a été utilisée pour étudier les principales interactions 

pou11ent exister entre les différentes espèces en solution : interaction AT-
C6Fs10 et interaction AT -C6Fs l0-porphyrine. 

IV-B-2-b-1 Interaction AT -C6Fsl0 
L'oxydent, C6Fsl0 ( 1 puis 2 équivalents), est ajouté à une solution d'AT. 

Les valeurs des déplacements chimiques des protons de l'AT sont rassemblées 
dans le tableau 24. 

Un blindage progressif des différents signaux du substrat est observé. 
Ce blindage est d'autant plus importent que les protons sont proches de le 
fonction acide. Il est très faible et même nul au niveau des protons 
thiophéniques. A 2 équi11alents, le blindage s'accroît et les raies sont élargies. 
Aucun pic supplémentaire n'est observé. 
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Tableau 24. Valeurs des déplacements chimiques de l'AT obtenues par 
RMN 1H en présence d'oxydant (C6Fsl0) et de porphyrine 
(Mn(TOCPP)(Cl)) dans C03CN/CD2Cl2. 

Conditions Déplacements chimiques(c) 
Substrat (a) C6FsiO(b) Catalyseur H5 H4 H3 HT H~ .J CHz 

AT 0 0 7.ô6 7.12 7.39 7.35 6.97 4.77 

AT 1 0 7.86 7.12 7.36 7.28 6.82 4.53 
( -0.03)d (- 0.07) ( - 0.015) ( - 0.24) 

AT 2 0 7.86 7.12 7.35 7.26 6.66 4.47 
( -0.04) (- 0.09) (-0.31) ( - 0.30) 

AT 1 0.05 7.86 7.12 7.39 7.35 6.97 4.77 
(0) ( 0) (0) ( 0) 

(a) AT: 40 mM 
(b) C6FsiO porphyrine en équivalent par rapport à AT. 
(c) déplacement chimique à 295 K avec pour référence le pic de l 'acétonitrile à 1.87 ppm/ T1"1S . 
(d) variation du déplacement chi mique par rapport à AT 3eul en solution. 
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Il semble donc que le pentofluoroiodosobenzène interagisse avec Jo 
fonction acide de l'AT. De la même façon, l'interaction de l'iodosobenzène avec 
l'acide trifluoro acétique pour former le dérivé suivant est connue (209). 

o-
~ 

~- O · C · CF3 

OH 

Dans le ces de l'acide tiénilique, il s'établit probablement l'équilibre 
sui vent : 

Cl Cl Cl Cl OH F F 

~rrO- OCH,COOH • c,F<O :;;;jii~~· ~~ OCH,COOII ~F 
0 Il - >-=-< 

0 F F 

Cet équilibre est rapide, relativement eu temps RMN, puisqu'il y e un 
seul signal et que la verietion du déplacement chimique se feit de façon 
progressive lors de l'addition de C6Fs10. Le blindage peut soi t être dû 8 l'effet 
inductif du groupement C6Fs10 8 tre'f'ers les liaisons, soit être dû 8 un effet 
d'anisotropie engendré par le noyau aromatique C6Fs. Ce dernier effet peut être 
amplifié par un phénomène d'empilement des noyaux aromatiques (stacking). 

>==< OH 
F~l( 

F F ~ 
Cl Cl c=o 

~ h cfb~ 
s (\J 

0 

La même expérience e été réalisée en mettant en présence l'AT avec du 
C6Hs10 afin d'observer le comportement des protons de l'iodosobenzène. Les 
protons de C6Hsl0 sont fortement perturbés. Mais quend dens les mêmes 
conditions, le CBT, dérivé sans fonction acide, est mis en présence de C6FsiO 
aucune variation de déplacement chimique des protons du CBT n·est observée. 
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Par contre, il est intéressant de noter que l'ad1jition 1je C6Fsl0 ( 1 
équi'·ialent) à une solution de 50HAT produit un élargissement considérable des 
protons thi ophéni ques H3 et H4. Les protons aromatiques sont eux beaucoup 
rnoins élargis. Aucune variation de 1jéplacernent chimique n'est observée. Il 
semb 1 e 1jonc que C6Hsl 0 ~:e fi xe sur 1 a f onet ion OH du thi ophène qui est en fait , 
comme nous l'avons vu au chapitre 1, la plus acide. La distance entre les 2 
noyaux aromatiques étant plus courte, l'empilement n'est plus possible et les 
effets d'anisotropie ne sont plus visibles (données non présentées). 

IV-B-2-b-2 Interaction AT-C6Fs10-f"'ln(TDCPP)(Cl) 
Quand, au mélange AT -C6Fsl0, la porphyrine est additionnée en quantité 

ca ta 1 yt i que (Porphyrine/ AT /Cé si 0 : 0,05/1 11), 1 e spectre Rr·-1N de l'a ci de 
ti éni 1 i que retrouve des dép 1 acements chimiques initiaux, comme en absence 
d'm<ydant (tableau 24). 

IV-C OXYDATION DU SUPROFEN CATAl VSEE PAR lES PORPHYRINE DE 
MANGANESE 

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que la technique Rt-1N s'était 
averee tout à fait performante pour identifier deux produits d'oxydation de 
l'acide tiénilique. Cette étude a été étendue au suprofen. 

Les conditions ex péri ment a 1 es sont en tout point identiques aux 
précédentes soit : Mn(TCPPP)(Cl)/substrat1C6Fsl0: 0,05/1/1-5, substrat 40 mt-1 
dans CD3CN/CD2Cl2, addition de un équivalent de C6Fs10, enregistrement du 
premier spectre après 5 minutes, puis addition de 2 équivalents après 60 min. 
puis ceci une seconde fois, le tout à température ambiante. 

La figure 45b présente le spectre Rf"1N du mélange réactionnel. L'allure 
du spectre est moins nette que dans le cas de l'AT. Toutefois, on observe : 

- le produit de 1jépart non transforrné ( 17 %) (figure 45a) 
-l'apparition d'un doublet à 6, 10 ppm. Par double irradiation, nous avons 

montré que ce 1joublet est couplé avec un doutdet è 7 .. 24 ppm. Cet ensemble de 
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FIGURE 45. Etude par Rr1N 1H de l'oxydation du SU par le système Mn(TDCPP)(CliCE.FsiO. 
(a) SU (CD3CN) 
(b) rné 1 ônge réaction ne 1 : r1n(TDCPP)(Cl )/SU/C6F si 0 =0 ,05/1/5 ; 
SU 40 mM dans CD3CN/CDzClz, T. arnb. 10 min. 
(c) 50HSU authentique (CD3CN). 
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deux doub 1 ets est caractéristique de la par t ie thi ophéni que du 50HSU dont 1 e 
spect re est présenté figure 45c. Les protons du noyau benzénique sont eux 
difficilement repérables dEJns le mEJssif correspondent entre 7,4 et 7,6 ppm 
(rendement : 14 %). De plus l'ajout d'une quantité supplémentaire de 50HSU 
authentique dans le milieu réactionnel permet de montrer l'augmentation de 
l'intensité des signaux correspondants. 

- enfin, la formation de nombreux pics non identifiés en particulier vers 
ô ppm et un singulet à 6,05 ppm comme dans le cas de l'acide tiénilique. Ceüx-ci 
pourraient inclure l'acide carboxy-4' phényl-2 propionique (ACPP) correspondant 
à la coupure au niveau de le liaison CO-thiophène. 

1/1~~ Mn(TDCPP)(CI) 
"--~ Q-1-COOH 

S 11 - ~Ha C8 Fs 10 5 éq 
0 

HO~ ~CHCOOH 
s rr\.=1 1 

0 CI-l:! 

+ inchangé + .... 

14% 17% 

En conclusion des études réalisées dans cette première partie de ce 
chapitre, nous soulignerons les points suivants. 

Le système modèle C6FsiO/Mn(TDCPP)(C1) réalise l'hydroxylation en 5 de 
l'acide tiéniligue. La réaction est terminée en 5 minutes. Le rendement optimal 
est obtenu avec 5 équivalents de C6Fsl0. Les détections par CLHP et par RMN ont 
mis en évi denee la f ormet ion de SOHA T evec un rendement de 15 % et de 
composé ACPA avec un rendement de 30 %. Ces composés ont été isolés et · 
identifiés aux authentiques. Enfin 30 % de l'acide tiénilique est retrouvé 
inchangé dans ces candit ions. 

Le su1;1rofen est oxydé dans les mêmes conditi·ons en 50HSU avec un 
rendement de 14 %. 17 % du suprofen est retrouyé inchangé. 

Dans les deux ces il y a formation d'autres produits non identifiés dont 
un caractérisé par un singulet à 6,05 ppm. 
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IV-0 OXVDAT ION D'AUTRES COMPOSES THIOPHENIQUES PAR LES 
SV STEM ES Mn(TDCPP)(Cl)/ A riO 

IV-D-1 Cas du benzo[]!]thioQhène (BT). 

Dans un premier temps nous avons utilisé les conditions expérimentales 
définies au paragraphe précédent 

Mn(TDCPP)(Cl)/Benzo[b]thiophène/C6Fsl0: 0,05/1/1-5 

dans CDCl3 pour obtenir une solution 40 mM en substrat, et addition progressive 
de C6Fs10 : d'abord 1 équivalent, puis 2 équivalents supplémentaires è 60 min., 
puis 2 équivalents supplémentaires è 120 min. 

-Le spectre RMN après addition d'un seul équivalent est présenté figure 
46b. On y distingue 3 produits majoritaires. Tout d'abord il reste du produit de 
départ (33 %) (figure 46a). Les deux autres composés majoritaires ont dû être 
purifiés sur plaque de silice. Le premier, dont le spectre RMN est présenté 
figure 46c, a été identifié grâce o son spectre de masse et son spectre RMN 
comme étant du benzo[b]thiophène sulfoxyde (BTSO; 47 %). Ce composé bien que 
cité dans le littérature (210) n'avait pas été isolé et n'avait donc pas de 
données caractéri stiques publiées. Le second a aussi été identifié par son 
spectre RMN (figure 46d) et son spectre de messe. Le spectre RMN est conforme 
à celui publié par P.Geneste et coll . (211) : il s'agit de la benzolblthiophène 
sulfone (BTS02 ; 22 %). 

~ V-s/ 
Mn(TDCPP)(CI) 

Cs FsiO 1 éq 

CD3 CN 1 COz Cl2 

~ 
V-/ 

\\ 
47% 0 

+ ~ 
V-~o Il 

0 
22 % 

. Lors de l'addition de 2 équivalents de C6Fsl0 supplémentaires, les 
proportions obtenues changent : BT (0 %), BTSO (0 %) et BTS02 (ô7 %) (tableau 
25), mais surtout il apparaît un produit supplémentaire qui se caractérise par 
RMN par 2 doublets à faible constante de couplage (2,5 Hz) situés à 4,65 et 
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FIGURE 46. Etude par RMN 1H de l'oxydation du BT !Jôr le syst ème 
Mn(TDCPP)(C l )/C6F si O. 

(a) BT (CDCl3) 
(b) Mél ange réactionnel î1n(TDCPP)(Cl )/BT /C6Fs l0=0,05/ 111 ; 
BT 40 mM dans CDCl3, T. amb. 10 min 

(c) BTSO authenti que (CDCl3) 
(d) Eir302 authenti que (CDCl3). 
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Tableau 25. Oxydation du benzothiophène (BT) par les systèmes modèles 
métalloporphyrine/C6fsl0. BT : 40 mM, T amb. ; 10 min. 

CDCl3 r-1n(T DCPP )(C 1) 31 4-, ,. _.,, 
..:::..:: 0 

0 1) i:l7 1 3 

ô6 1 .) ') 

3 0 ""lC 
.· ·-' .-.c 

L ._: 

5 -44 c:-c 
1._1 -

CD3CN/CD2Cl2 Fe(TDCF'F')(Cl) ao () 20 0 

15 •:>C '-' ·-' f) 
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4, 97 pp rn. Bi en que ce produit n'ait pu être iso 1 é, on peut néanrnoi ns proposer 
comme structure hypothétique l'épo;<y-2,3-benzo[b]thiophène sulfone. En effet 
ce spectre e~;t_ compatible avec une structure type épü)<yde (212). De plus ce 
produit dérive d'une suroxydation du BTSOz. Cependant il n'a pas été possible de 
conclure . 

. Nous avons ensuite étudié l'effet de différents paramètres sur les 
produits de 1 a réaction ( tab 1 eau 25) . 

. Tout d'abord l'utilisation d'un solvant polaire favorise grandement la 
formation des produits les plus oxydés. Ainsi, dès 1 équivalent d'oxy1jant, il se 
forme directement de la suif one ( 13 %) avec quelques traces de sulfoi<:yde ( 1 %). 
A 3 équivalents, le sulfoxyde est totalement suroxydé en sulfone (74 %). Il 
commence à apparaître un produit de suroxydation de la sulfone, 
vraisernblablernent !"'époxyde". Enfin, avec 5 équivalents de C6Fs l0, ce 1jernier 
devient majoritaire (55 %) . 

. Comme nous l'avons vu en présence d'un solvant moins polaire (COCJ3), 
le sulfoxyde est majoritaire à 1 équivalent d'oxydant (47 %) ; mais 
curieusement le taux de conversion du produit de départ est supérieur. A 3 
équivalents, le sulfoxyde disparaît et la sulfone devient majoritaire (ô7 %) dans 
une plus grande proportion que dans CD3CN/CDzCl z . 

. Enfin, l'utilisation d'une porphyrine de fer Fe(TDCPP)(Cl) conduit à la 
formation de sulfone uniquement avec un rendement de ôS %. Aucune trace de 
sulfoxyde ni d'époxyde n'est détectée. 

Par conséquent, le système f"1n(TDCPP)(CJ )/C6Fsl0 s'est avéré efficace 
pour ca ta 1 yser l'oxydation du benzo[b]thi ophène. Comme dans 1 e cas de 
l'oxydation par l'acide métachloroperbenzoïque, la sulfone a été caractérisée 
(211). Par contre le sulfoxyde a pu être isolé et caractérisé. Enfin, un produit de 
suroxydation de la sulfone se forme, qui n'a pas été observé lors de l'oxydati on 
par 1 e peraci de. 

1 V- D- 2 Cas du di Qhényl -2~5 thi OQhène (DPT). 

L'oxydation par l es systèmes t-1n(TDCPP)(Cl )/C6Fs l0 (IV- C ) conduit à la 
f ormation 1je 2 nouveaux produits uniquement (fiqure 47, tabl eau 26). t'lai s 
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F 1 GURE 47. Etude per RMN 1 H de l'oxyda ti on du DPT par 1 e système 
Mn(TDCPF')(Cl )/Cbf si O. 

(e) DPT (CD3CN). 
(b) Mélange réactionnel Mn(TDCPP)(Cl)/DPT / C6Fsl0 =0,05/1 /3 ; 
DPT 40 mM dôns CD3CN/CDzCl 2, T. amb. 10 min. 

(c) DPTSO euthent i que (CD3CN) 
(d) DPTSOz ôUthentique (CD3CN). 
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Tableau 26. Oxydation du dtphényl-2,5 thtophène (DPT) par le système 
Mn(TDCPP)(Cl)/C6Fsl0. DPT : 40 mM ; T amb. ; 10 min. 

Conditions 
Solvant Catalyseur 

(005 é.q) 

CD3CN/CD2Cl2 t"ln(TDCPF')(Cl) 

Ce.F si o 
(éq.) 

3 

c: 
._1 

7 

eq. : É!QUlVôlent par rapport. ôU ôT. 

% des prodtn t. presents en fin de rea ct 1 on 
DPT DPTSO DPTS02 

=-c: IJ._I 

70 

47 

C" ·-' 

15 

2ô 

47 

80 

0 

c: ·-' 

ô 
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même à 7 équivalents de C6Fsl0, l'un des 2 reste largement minoritaire (ô %). 
Aussi, pour caractériser ces 2 composés, il a été préféré d'isoler les 2 
authentiques par une voie de synthèse différente : l'oxydation du diphényl-2,5 
thiophène par l'acide métechloroperbenzoique (mCPBA) (213). 

mCPBA 
15% 

50% 

La purification s·est faite sur plaque de silice éluée à CH2Cl2. La sulfone 
est d'ailleurs moins polaire que le sulfoxyde. La sulfone jeune ainsi obtenue e 
été ceractéri sée par son spectre de messe et son spectre RMN. Ce dernier est 
identique à celui décrit par Von Tillborg (213). 

Par contre, le sulfoxyde incolore n'avait pas été isolé et a été aussi 
caractérisé par son spectre RMN et son spectre de messe. 

Le préparation de ces authentiques a permis d'identifier les 2 produits 
de l'oxydation par le système modèle comme étant le sulfoxyde pour le produit 
majoritaire (80% eYec 7 éq. de C6Fs10) et le sulfone pour le produit minoritaire 
(8% avec 7 éq. de C6Fsl0) (tableau 26). 

Mn(TDCPP)(CI) 
80% 

8% 

+ inchangé 5% 

On remarque que l'oxydation biomimétique catalysée par Mn(TDCPP)(Cl) 
s'eyère plus douce que l'oxydation par le mCPBA et conduit eu sulfoxyde. 
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L'o~.;ydation du noyau thiophène par les systèmes modèles à 
rnétalloporphyrine ,ju cytochmrne P-450 n·a··iôit Jamais été étudié auparavant. 
Nous avons étudié l'oxydation de ,jivers thiophènes en utilisant une porph!drine 
de rnanganèse substituée, nn(TDCPP)(Cl) en présence ,je C6F si O. 

- L'oxydation de l 'acide tiériiligue conduit à la f ormati on de 50HAT 
( 15 %) et d' ACPA, composé résultant de l'oxydation de 1 a 1 i ai son cétone-
thi ophène (30 %). Les produits majeurs de ro:-<ydat i on par 1 e système tTJo,jè 1 e 
sont aussi ceu:x: observés 1 ors ,je l'oxy,jat ion rnétabo 1 i gue !tl v/Vt7 et _.~;.? ~-'/t,r,? ( 1-
C-2). 

- Le suprofen coMuit également ;j la formation de 50HSU (t-endernent 
14 %)_. pro,juit d'oxydati on métabolique ù? i--·'/vt? (1-D-2) et ,~;.7 vitn.1 cornrne nous 
l'avons montré en 11-B-2. 

Le soufre du benzo[b]thiophène et du diphényl-2,5 thiophène est o:o.;ydé 
par 1 e système î1n(TDCPP)(Cl )/C6F si 0 en suif oxyde et en suif one. Aucune donnée 
n·est disponible sur l'oxydation métabolique du diphényl-2,5 tt1iophène. r·1ais le 
métabolisme de 2 benzo[b]thiophènes substitués a été étwjié. Le mobam (.1.!2, 
figure 13) est oxydé sur le soufre en sulfoxyde. Dans le cas du déri vé 1.2. aucun 
pr01:Juit d'm<ydation du soufre n·a été détecté. Par conséquent, Je système 
porphyrine de manganèse/C6Fsl0 s'avère dans les cas où J'oxydation métabolique 
est connue un système effectivement bi orni rnét i que. 

- Les métalloporphyrines en reproduisant les oxydations biologiques du 
cytochrome P-450 s·avèrent un outil efficace pour en comprendre les 
mécanismes. Les qualités principales de ce système étant la souplesse des 
conditions d'utilisation (solvant, température), la sélectivité plus ou moins 
grande de différentes porphyrines et l'effi ca ci té des di vers agents oxydants qui . 
permettent de favoriser la formation de certaines entités. Les études réalisées 
,jans ce but dansîe cadre de ce travail restent très préliminaires. 

Néanmoins, la gamme, restreinte, des thiophènes étudiés permet de 
mettre en évidence une différence de réactivité importante entre ceu;-<-ci. Le 
benzo[b]thiophène est oxydé sur le soufre en sulfm<yde et en sulfone qui sont 
relativement :;tables. La formation de dérivé hlddro:<ylé en 2 n'a p;:~s été rnise en 
évi,jence. Dans le cas ,ju ,jiphényl-2,5 thiophène, le soufre est é9alernent o:x:'d'jé 
en sulfoxyde et en sulfone qui sont stabilisés par les groupements phényles. 

Ces ,jeu :x: exernp 1 es ,jémontrent l'o:<ydabi 1 ité du soufre du no:dau 
t hiopt1ène. Aussi. ,jans le cas de l'AT et ,ju ~;u il peut être émis n''dPOthèse de la 
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forma t ion d'un sulfoxyde intermédiaire. Ce dérivé, ins table en re ison de l'effet 
de résonance et de l'électronégativité engendré par le groupement aroyl pourrait 
se réarranger pour former un dérivé hydroxylé (figure 48). 

~~R' 
s li 

0 

Porphyrine [ n R' ~ ""\ R' ] 

""-~~ -... -... c"'-~~ C6 F5 1 o s
11 

Il s + 11 
0 0 -b 0~ 

CsFsiO 

FIGURE 48. Mécani sme postulé de l'oxydation de divers thiophènes par · le 
système modèle à rnétalloporphyrine. 
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CONCLUS 1 ON GENERALE 

11 n'exi :;te dans la littérature qu'un très petit nombre ,je données :;ur le 
métabo lisme OXI:Jdati f (en particulier liï vitro) des ,jéri vés thi ophéni que:;. 

Dans un prernier temps, nous avons mis au point une tect1nique s~nwle et 
générale pour l'étude de l'oxydation rnétabo 1 i que ,je:; aroyl-2 thi opt1ène:;. Cette 
technique est basée sur 1 es propriétés particulières 1jes t·n:~,jro;..:y-5 aroyl-2 
thiophènes .. qui sont des métabolites potentiels des aroyl-2 thiophènes, 
d'exister sous forme anionique à pH physiologique (du fait 1je leurs pKa très bas, 
de l'ordre de 2,5) ; cette forme anionique ayant une absorption U.V.-visible 
caractéristique et intense (e = 28000) vers 390 nm. 

Appliquée à l'étwje de l'oxydation de l'acide tiénilique par des 
microsomes ,je foie:; ,je rat et ,j'homme, cette technique s'est révélée supérieure 
à celle qui avait été utilisée Jusqu'alors et qui était basée sur la ,jétection ,je 
l 'acide hydroxy-5 tiénilique par chromatographie liquide haute performance 
(CLHP) après oxy,jation de l'acide tiénilique radioactif. En effet, 

- e Ile est ra pi ,je à mettre en oeuvre ( 1/ 4 d'heure). La détection par CLHP 
requierrait un temps d'analyse relativement lon'~ en raison de la séparation de 
l'acide tiénilique de ses métabolites 

- el l e permet un suivi cinétique de la réaction. La technique par CLHP 
fou mi ssai t une ana li:JSe point par point 

- e 11 e ne requiert pas l'utili sation de substrat ra di oacti f. 
L'utilisati on de cette technique nous a permi s de déterminer les 

constantes cinétiques apparentes de l'hydroxylat i on en 5 de l'aci,je t iénili que 
par les microsomes ,je foies ,je rats prétraités par le phénobarbi tal ('v'm ,je 
l'ordre de 0,4 nmole de produit formé par nmole ,je Cljtochrome P- 450 et p.ar 
rninute, Km de l'ordre de 14 }tf·1). Elle a aussi permis de montrer que cette 
Ol<IJdat ion ,j épend ,ju NADPH et ,je l'02 et est catalysée par des monooxygénases à 
cytochrornes P-450. 

Nous avons démontré qu·un autre mé,ji cament. 1 e su prof en et que 2 autres 
composés de type aroy l -2 thi ophène .. le parachlorobenzoyl-2 thi ophène (CBT) et 
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le (,jict·floro-2'.3' meU1o:><y-4')-benzo,dl-2 thiopl1ène (1-·lBT). sont aus!;;i h'd'jro:,.,;ylés 
en position 5 par les microsomes de foies de rats. Pour ce faire, nous â'·lOns 
préparé de façon non ambigüe des échantillons authentiques ,je dér-ivés 
hy,jrox~dlés en 5 ,je ces composés, et montré qu'ils avaient tous ,jes propriétés 
ph y si co-chimiques (pKa, absorbance ci 390 nrn) très ana 1 ogues ci ce 11 es de 1 ·a ci de 
h!:Jdroxy-5 ti énil i que. Les constantes ci né tiques déterminées pour 
111ydrO>(ylation de ces 3 composés par les microsomes ,je foies de rats traités 
au phénobarbital sont proches de celles obtenues ,jans le cas de l'acide 
tiénilique (Vm entre 0,5 et 1,5 nmole par nmole de Cldtoct1rome P-450 et par 
min, Km entr-e 9 et 30 JJ.t'1). 

Enfin, nous avons rnontré qu'une dizaine de composés de type aroyl-2 
tl1iophène avec différents substituants sur le noyau aroyl étaient t1ydroxylés pfn-
les microsomes de foies de rats en position 5 du noyau thiophène, ce qui met 
bien en évidence la généralité de cette voie métabolique. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes efforcés de prec1ser la 
nature ,jes Cldtochromes P-450 hépatiques impliqués dans 1't1ydrox1dlation en 5 ,je 
1 'a ci de ti éni 1 i que ou de composés apparentés. 

Le traitement des rats par des iMucteurs classiques des cytochromes P-
450 tels que le PB, le 3t'1C ou le PCN modifie peu l'activité d'hydroxylation de 
l'acide tiénilique, du t'lBT ou ,ju CBT. Par contre , l'induction au PB augmente 
significativement l'hydroxylation en 5 du suprofen. Toutefois, le résultat le plus 
spectaculaire a été obtenu après un traitement des rats par le clofibrate qui 
conduit, ,jans le cas de l'acide tiénilique, à une multipication de l'activité 
hydroxylante par un facteur 4. 

Une augmentation comparab 1 e de l'hydroxy 1 at ion en 5 de l'a ci de . 
tiénilique a été aussi observée après traitement des rats par d'autres 
hypolipidémiants comme le fénofibrate ou le WV 14643 ainsi que par ,j'autres 
composés comme le triméthyl-2,2,4 pentane connus pour déclencher une 
prolifération des peroxisomes et une induction de l'hydro>;ylat i on en 12 de 
l'a ci de 1 auri que par 1 es mi crosomes hépatique s. Il est à noter que l'hydrm<yl a ti on 
en 5 de l'a ci de ti éni 1 i que est 1 a pre mi ère activité portant sur un n1édi cament (ou 
composé exogène) aussi for-tement et spécifiquement augmentée par 1 es 
inducteurs type clofibrate. 

Les enzymes responsab 1 es de l'llydroxyl at ion en 12 de l'a ci ,je 1 auri que et 
,je 1'11ydro>;yl a ti on en 5 de l'a ci de ti éni 1 i que étant indui tes par 1 e rnêrne t1dpe de 
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rno l écul e::;. ,ji ii éren tes a~~oroc[-,e ::; ont. et é. ut. i 1 i sée::; pour :; ;:J vo ir ::; i le::; r-nêrne ::; 
1soenzyrnes ciJl.;:J]Id:3•'l ient. !es deu:=: réactions et pour caractériser les enz ,:~ rne::: 

i rnp 1 i quèe::; clan::; 1 l:!:JCln:,;=:IJl a ti on en 5 de l'a ci ,je ti èn i 1 i que. Pour ce 1 a .. nou:.:; iJ '·ions 
utilisé deu;-; t.I:Jpe::; 1Je ::;l:JSI.èrnes: 

- 1 es rn i cro::;orne::; héDfJti m1es en ti er:; en m-è.::;ence ,je 1ji ver-::; an ti cot-cJ::; 
,jirigés contre différents cytochromes P-450 de foies de rats.: 

- 1j i '·/ers CI:Jtoc:r-,r-orne::; P-45 0 de foi es 1je rats puri fi 8:3 ut i 1 i ::;è::; en 
pn?. :::enc:e ,je cqtoci-,rorne P- 450 r-è.,jucta:::e:; et en présence de pt-,o:;pholipitje::; potw 
r-e cons ti tuer 1 es activités erw:~rna t. i que s. 
De ces études il ressort que : 

- le CI:Jtonworne P-452 qui est l'i:::oenZidrne rn;:!_ietn-e re:; pon::;;::tde ,je 
llii:Jdro;.;I:Jlation en i 2 1je l'ac i1je laurique et qui e::;t ::;pécifiquernent irpjuit P•:ir le 
.::lofibrate . ne cata1,:J ::;e pas n,yljro:.;ylation en 5 1je 1'aci1je tiénilioue. Ceci 
e:-:: plique ôU m01ns en parti e l'absence de corrélation nette observée entre les 2 
ectivitès dans 1jes rnicro:;ornes ;je r ets 1j ifférernrnent in,juit:; 

- 1jes CI:Jtochrornes P-450 purifiés 1jont nous ,ji :::posions, le CI:Jtochrorne 
P-450 PB 2a (ou P-450 UT A). isoerwdrne rna Jeure ,ju fo ie ,je r-a ts non tr-a ités. 
presente la plus forte activité pour l'hydro;-;ylation en 5 de l'acide t.iénilique 

- 1't11ddrm=:yl a ti on en 5 1je l'a ci de ti èni 1 i que :::ernb 1 e surtout ,jèpen,jante du 
Cldtoct1rorne P-450 PB 2a (UTA) dan::: le:; rnicTo:::ornes 1je foie::: ,je r-a t::: non 
treités . 1ju CI:Jtoc tlrorne P-45() PB lb ,jan:; les rnicrosornes 1je foies de rat:; 
t.rait.és au phénobarbital, et d'un autre cyt.ochrome P-450 (différent du 
cr:Jtochrorne P-452) ,j,:Jns le:; rnicrosomes 1je fois de n:~ts in1juit:; au clofibrate. La 
natur-e de cette isoenzyrne r-este è déterrniner. Ceci e:;t 1j'autant plus intére:;:;ant 
qu'il s·a,~it ,je l'isoenz,:Jrne présentant la plus forte affinité et la plus ~~F-ande 

ijCti vit.é '·li s-à- '·li s de 1 ·a ci de ti éni li que 

Dans un 1jer-rliet- temps, nous avon::: e:;:;ai:Jé ,je reproduir-e les réaction:; 
,j'tlldJjro:•:'dl a ti on en 5 1jes an:li:J l - 2 thi op hène:; en ut i 1 i sant 1jes S I:J:::t èrne~; chi rn i ques 
biomimét.Jques. La modél1sation de cette réact ion enzymatique devrait être 
!June !~ran1je •'li ,je po1.w le ,jétenrlination 1ju mécanisme ,je ce:; réaction::: 
.i u::;qu'a 1 ors inconnu. 

Ft-, l't ·,·ll"c·>< r)t 1 "' ,-'jnr,r-·P. I"- ,-l'tj-~n--r-IA ·-' '(•'x'lll]::.·r)"' ~-·. •c; IIJ- u_-.J"I - -- ~ --. ,,-- .;• ,,.) -- -• . ._. ·~ ._ 1 ·-· • _ . , -· ·" '-' '· _ ' _. u _.,, :i _."' " ._. 1:· r ._ .. p r t; ::; t: ,11_: ;:. u '-• r t; 
met.•:Jiloporphynne de m>Jnganèse. nous iJ'·lOn::: pu reprodui re l'rlljdro:=< yli'lt i on en 5 
;:Je l'aci,je tiènilique et ;j !.J -::uprofen ao,1ec 1je::: rer11j ernent. :; ;je l'cn:J r-e 1j e 15 :'& A 
côté 1je ce::: pn:nJuit::: JJlil:l'jn:;;.::yl at ion en 5, il q a ic.tTr"ii:Jtion 1je qu;:Jntités 
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lrnc,ortante::: ;je or-o;jui L:: oro •.;enant ;June coJ_w ure o:":Jj;jante ;je la lia ison 
thi oph è.ne-C=O il est ô not. er que ces produHs de coupure ont ;:Ju::::3i été dé tect8:3 
lon:: ;ju rnè.tatll:di:;rne c!e l'aciije tiènilique et ,ju suprofen /(1 Yi/.r[ï et //t :vf::.-·a. Les 
t __ ;;_ ·-·ji] + -~ f .-. ,- f-- + ,- f' ' j ,~ -~ " w -. 1 .-. ,-. .-.' 1 ,-. f à t"r"J ü ,-. i-11. --; f'r' i ,.,., ,S f 1. ~ JI CV· ,-. ,- , ''!+ r , -q 1 r- ] ' 1. ,., ,-. f "j- ,., t +,-à, •. e..:. -1 l. •..J .. . :· ,j ;.JJ.l:! 1•. ·=· ,_, y ._.1_. 1 t;:.;. ·=·:::~·=· ._._. 1 ·-··=· 1.. :_ tlllt!O:: ·- q _,._ .. :. ·=· ·-·1 1_ ,......_ . . 1 1• ·=· '· ' ii ,_ l.t ._..: • 

pr-é 1 i rn i na i r·es. Tou tef ois , 1 e fait ,j· ot' tenir ;jes Ctroclu it ::: i ;jenti iJUe::: ô '·i ec 1 e::: 
~!! ~ +OrY! Cl •:- h' i nml· mP.·· . 1. ,1' 0 '" c+ 1 0~ ·=-· IC~ p-no~ Pn 7 t ; m~t i qiJP~ pd t n~-=- O f"l '~ n! •r:-. n o:=;n t ·-· ~ ·-· '· ·-· 1 1 1 ·-· ·-· - l - · . ' - · t ·.; .i ·-· ·-· ·- · t ·-· ·-· ·- · ~ ·-· j _ -· 1 1 · -· ·-· -· 1.:...:;:! ! 1 ...1 - ' ' • -· ·-' - · ·-' •• • ' ·- · ·- ' ' - · · - · ,_ -~ . -~::t ' -··~ 1 ! . 

potw l'uti 1 i ::;a ti on (îe ces Sld:::tèrne:; bi on1i mèt i que::: ,jar-,:; J' ;:J'·/eni r. Ceu:::-ci 
;je '..·Tfli ent permettre 1 ;:J ;jéterrni nation ,ju rnéu:ini srne détai 11 é ;je 1 'o:<id;j;::t ion 
rnétabolique ;je::; nOidau :": thiophènes et ;je 1'ori1~ine ,jes rnétat,olite::: réac ti f::: ;je 
l'acide t.iéni lique et des effets secondaires obsen,.és ô'···ec ce m§;jicament.. 
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V-A APPAREILS DE MESURES ET D"ANALYSE 

-Les spectres électroniques ont été réalisés grâce à: 
. un spectropt1otornètre UV-vi si b 1 e At·'11 NCO D'•r/2 
. un spectrophot.omètre UV-visible UVIKON ô20 muni d'une sphère de 

,jiffusi on. 
La température du cornpartirnent contenant les cuves est régulée avec un 

cryothermostat Haacke. 

- La CLHP a été effectuée sur un appareil Touzart et t'1atignon 360 équipé 
,je pompes A 11 0 et ,j 'un prograrnrnateur A ltex 330. 

-Les spectres de Rt'1N ont été réal isés sur un appareil Bruker wr·1 250 
opérant à 250 tiHz équipé d'Lm calculateur Aspect 2000. Les produits sont 
dissous dans des. solvants deutérés CEA. Les déplacements chimiques sont 
donnés en ppm par rapport au Tt'lS. Les constantes de couplage sont en Herz. Les 
abréviations sui vantes sont utilisées pour décri re 1 e spectre : 

s singulet; d doublet; t triplet; q quadruplet; m multiplet. 

- Les spectres de masse ont été obtenus grâce à un apparei 1 Nerrna'~ 
R 10-10 en impact électronique avec une énergie d'accélération des particules de 
70 eV (lE) ou en ionisation chimique utilisant NH3 comme vecteur (ICNH3). 

- Les plaques analytiques et préparatives sont à base de si licagel 60 
Merk F 254 de 0,25 ou 1 mm d'épaisseur. 

V-B AUTHENTIQUES DES HYDROXY-5 AROYL-2 THIOPHENES : SOHAT, 
SOHSU,SOHCBT, SOHMBT 

-le 50HAT nous a été fourni par les laboratoire~: Anphar Rolland (46) 
- le SOHSU nous a été aimablement envoyé par V. r·Jori , Laboratoire de 

Radiochimie, Université Pharmaceutique de Gifu, ,..Japon (ôô). 



187 

V-B-1 ~ynthèse de l'hydroxy-5 J:!arachlorobenzoyl-2 
thioJ:!hène (50HCBT} 

* Pré~;,arat ion du ch 1 oro-5 gara ch 1 orot,enzoyl-2 thioQt)ène 
Dans un tll:dlon ont été mélangés 50 rnmoles (6g) de chloro-2 tJ)iophène. 50 
mmoles (9g) du chlorure de l'acide parachlorobenzoïque et 70 ml de CH2Cl2 le 
tout sous un courant d'argon. 54 mmoles (7g) de cr!lorure d'aluminium (AlCl3) 
pulvérisé au mortier sont ajoutées par petite quantité. Le rnél ange réactionnel 
est laissé 3 heures sous aqitation à O''C. L'AlCl3 en excès est htddroltJSé par 
addition de 70 ml d'eau. Le mélange est filtré sur laine de verre, puis extrait 
avec 2)<70 rnl de CH2Cl2. La phase organique est lavée deu:< fois è l'eau, sécMe 
sur t·lgS04, filtrée et évaporée pour donner ô,20g de produit brut. Une 
purification par ct1rornatographi e sur co 1 on ne ,je si 1 i ce con,juit à 6g ,je produit 
cristallisé (rendement 47 %). Après 2 recristallisations dans l'éthanol le 
produit obtenu présente un point de fusion TF= 104"C (TF litt. = 105°C 
réf.( 1 00)). 
Rt'1N (CDCl3) : 7,76 (d, ô,5Hz,1H); 7,46 (d, 8,5Hz,1H); 7,38 (d_, 4,2Hz .. 1H); 6,98 
(d, 4,2Hz, 1 H). 

* tlydroxy-5 Qarach 1 orobenzoyl-2 thi oQt)ène 
Dans un ballon sont mélangées 0,2 mmoles (50 mg) ,ju pro,juit ,je la synthèse 
précédente avec 15 ml d'éthanol. Le tout est porté à 60°C. Puis sont 
additi onnées 35 mmoles de KOH (2g) dans 15 ml d'eau (60°C). Après 16 heures à 
60°C, le mélange est filtré. 30 mg (60 %) du produit de départ est ainsi 
récupéré. La phase aqueuse est lavée à l'éther, puis après acidification extraite 
à l'éther. Cette phase éthérée est séchée sur MgS04 et évaporée. 
Le brut est purifié par CLHP avec une colonne Cl1romascience SA type ssc 
(125x4,6 mm) garnie de nucléosil C1s SJl (ref. C0646 1835) en pl1ase inverse. 
L'élution est réalisée au moyen d'un gradient acétonitr11e-tampon d'acétate 
d'ammonium (0, 1 t-1, pH 4,6) (0 à 60% en 15 min, 1 ml par min). Les produits sont 
détectés par UV à 310 nm. La fraction correspondant au produit attendu est 
extraite après acidification (pH 1) à l'étrter. La phase étt1érée est :::écrtée et 
évaporée pour ,jonner ,jes cristaux Jaunes clairs (ren•jement 5 %). TF = 187"C. 
Rt·1N (CD3CN) : 7,61 (d, 8,5Hz,2H) ; 7,45 (d, 8,5Hz,2H) ; 7,36 (d, 5,0Hz, 1 H) ; 6,1 7 
(tj, 5,0Hz, 1 H,éc:l't an ,~eab l e par D20, W ). 
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t-"lasse: ( réalisée par V. Ar11jronick) (I.E.): 240 (7 %) ; 23Ei (20 %) ; 224 (5 :;g) .: 222 
(15 %) ; 187 (3 %) ; 141 (30 %) .: 139 (1 00 %) ; 127 (10 %) .: 113 (13 %) ; 111 (40 
%) ; 75 (BO %). 
Analyse (réalisée par V. Andronick): C11 H70zSCl ; C .. H, Cl ; trouvé : 55,23; 3, 12; 
14.6; calculé: 55,35; 2,96; 14,Ei5. 

V-B-2 s_ynthèse de l"hydroxy-5 (d1chloro-T,3' méthoxy-4')_ 
benzoyl-2 thio[!hène (SOHMBT)_ 

*Ch 1 orure de l'a ci de ch 1 oro-5 carboxy-2 thi oghène 
Dans un IJallon sont mélangés 12,3 mmoles d'acide chloro-5 carbo:x:y-5 t11iopMne 
et 10 ml de benzène à 0°C. 16 rnrnoles ( 1,5 rnl) de SOClz sont ajoutées goutte à 
goutte. Puis le mélange est agité une nuit à température ernbiante. SOClz et le 
benzène sont évaporés, ce qui conduit à 2, 1 g de produit brut qui sera ut i 1 i sé 
sans autre purification. 

* Ch 1 oro-5 (di ch 1 oro-2' ,3' méthoxy-4')-benzoyl-2 thi oghène 
Les conditions expérimentales sont identiques à celles utilisées pour la 
synthèse du chloro-5 parachlorobenzoyl-2 thiophène. Le rendement est de 60 % 
en produit cristallisé TF= 162°C. 
RMN (CDCI3) : 7,32 (d,8,5Hz, 1 H) ; 7,28 (d,4,2Hz, 1 H) ; 6,94 (d,4,2Hz, 1 H) ; 6,90 
(d,ô,5Hz, 1H); 3,97 (s,3H). Spectre RI"1N en accord avec la structure. 

* H.ydroxy-5 (dichloro-2',3' méthoxy-4')-benzoyl-2 thioQhène 
Les conditions expérimentales sont identiques à celles utilisées pour la 
synthèse de l'hydroxy-5 parachlorobenzoyl-2 thiophène. Le rendement est de 6 % . 
( + 54 % de produit de départ inchangé). 
RMN (CD3CN) : 7,32 (d,8,3Hz, 1 H) ; 7,18 (d,5,0Hz, 1 H) ; 7,05 (d,8,3Hz, 1 H) ; 6,09 
(d,5,0Hz, lH) ; 3,95 (s,3H). 
!"lasse du produit après méthylation au diazométhane (IC,NH3) 320 (60 %), 318 
( 1 00 %) , 316 (M+, 25 %) , 2ô6 (2ô %) , 254 ( 15 %). 
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Y-B-3 Pro~riétés acidobas1gues et UV-visibles des 50HAT,_ 
SOHSU, SOHCBT, SOHMBT 

V-B-3-a Déterrnination du QK de la fonction OH en 5 sur le 
noyau thio~tr,ène 

Des solutions ont été préparées pour accéder à des tampons de 
différents pH : 

- tampons HCl/KCl :pH 1 à pH 2,2 
- tampons glycine/HCl : pH 2,2 à pH 2,ô 
- tampons acide citrique/phosphate de sodium: pH 2,6 à pH 7 
- tampons tri s/HCl : pH 7,2 à pH 9 
- tarnpons carbonate/bicarbonate de so,jium: pH 7,2 à pH 9 (214). 
Les dérivés hy,jrm<:r~lés sont mis en solution. ô ,jes concentration::; 

identiques ( 1 o- 51"1) dans ces tampons de pH 1 à pH 9 toutes 1 es 0,4 r.mi tés de pH. 
Le spectre uv visibl e est enregistré entre 500 et 250 nm. La titration de la 
fonction OH en position 5 sur le noyau thiophène est réôlisée par mesure de 
l'intensité ,je la bande d'absorption vers 3ô5 nm en fonction ,ju pH. Le pK e~;t 

déterminé en portant en abscisses 1 e pH et en ordonnées 1 a DO à 390 nm. 
L'absci sse du point d'inflexion de la courbe otttenue donne l e pK de la fonction OH 
acide (voir exemple de l a figure 17). 

Détermination den: des différents composés à 390 nm. 

- 50HAT et 50HSU : le coefficient d'extinction rnolôire (t) a été 

déterminé par pesée puis mesure de la DO d'une so lution diluée à une 
concentration de 1 o-sM dans un tampon HCl /tri s 0,05 M pH 7,4. 

- 50HCBT et 50Ht1BT : une solLüion dans DzO d'authentique hydroxylé en 5 
est ajoutée à un tampon phosphate 0,1 1"1 pH 7,4. Une quantité connue d'étalon 
(dio;<anne) est ajoutée à la solution dans le but d'obtenir dans le spectre RI"1N un 
signal d'intensité comparattle à cew.: de l'authentique. Un spectre Rf·1N est alors 
enregistr-é avec un temps de relaxation suffisamment long entre chaque scan (5 
8econ,jes). Enfin une comparaison quantitative ,je:; int_ é,~rations du :::iQnaJ de 
l'étalon et de ceu:-; de l'authentique permet de déterminer sa concentration. Un 
a 1 i quot de 1 a ~;o 1 uti on est pré 1 evé et dilué j usqu·a une concentra ti on de l'ordre ,je 
1 o- Stt La rne::;ure de 1 a DO penn et d'accéder à 1 T . 
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V-C OBTENTION DES MICROSOMES DE FOIES DE RATS INDUITS 

V-C:-1 Traitement des animaux J;!ar les inducteurs du 
_çytochrome P-450 

Des rats môles adultes 1je souche Sprague-Davvle'd pesant 1je 200 à 250 g 
et provenant de chez lffa-Credo sont placés en animalerie en cages plastiques 
par qroupe de 5 avec une 1 it i ère de sei ure de bois. Ils disposent 1 i t1rernent d'eau 
du robinet et d'alimentation standard fournie par la Société UAR (Gille-f"loisson 
sur Orge). 

Les traitements suivants ont été réalisés: 
- 1 e phénobarbital (PB) a été ad mi ni stré en so 1 ut ion dam; l'eau 1je 

boisson à une concentration de 0,1% pendant 5 jours après une 1ère injection de 
ôO mw' kg en so 1 uti on dans Na Cl o. 9 % par voie i.p. 

- 1 e cyano-16 cr. prégnénolone (PCN) en suspension 1jans l'tm ile de 
maïs (5 mg/ml) a été administré par une voie i.p. à lô dose de 25 mg/~~g et pEJr 
jour pendant 5 jours. 

-fe clofibrate (CLO) a été a1jministré: 
. d'une manière générale : par voie i.p. en solution dans l'huile 1je 

maïs (2,5 ml/kg) à la dose de 500 mg/kg et par jour pendant 4 jours . 
. pour l'étude chapitre Il A2 : par voie i.p. en so 1 ut ion dans 1't1ui 1 e 1je 

maïs (2,5 ml/kg) à la dose de 500 mg/kg et par jour pendant 1 et ô jours . 
. par tubage gastriq_ue : en solution dans l'huile de maïs et dans la 

méthyl cellulose (2,5 ml/kg) à la dose de 250 mg/kg et par jour pendant 4 jours. 
- rhuile de maïs a été EJdministrée par voie i .p. à la dose de 2,5 ml/kg 

et par jour pendEJnt 5 jours 
-fe fénofibrate nous a été fourni par le l aboratoire Fournier. Ce dérivé . 

a été EJdmini stré pEJr voie i.p. dEJns l'huile de rnaïs à la dose 1je 500 mg/kg et par 
jour pendant 4 jours. 

- 1 e WV 14643 ( tab 1 eau 12) pr-oduit de recherche des 1 aboretoi res 
\t/yeth-Byla nous a été envoyé par Daniel Dournaux, Directeur Général de v'/yeth-
ôyla, France. Ce dérivé a été administr-é par- tubage gastr-ique en suspension 
aqueuse avec quelques gouttes 1je tween ôO à la 1jose de 200 mg/kg/j pendant 7 
jour-s con:::écutiis. 

- le triméthyf-2,2,4 pentane (TMP) en solution dans l'huile de mais 
(5 ml /kg) a été admini str-é par ga'·lage à la 1jose de 12 rnrnol es/f<g et par jour 
pendan t 10 jour:::. 
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Les rats sont privés de nourrHure 1 jour avant d'être sacrifiés. La mort 
est provoquée par dislocation des cervicales. Les animaux sont saignés par 
section de la caroti,je et le foie est prélevé. Les rnicrosornes hépatiques sont 
préparés suivant le~; méthodes usuelles décrites en V-C-2. Les rnicrosornes sont 
ensuite congelés et conservés à -ôO"C. Avec ce t~pe de conservation, leurs 
concentrations en cytocr1rome P-450 ne varient pas significativement pendant 
plusieurs mois. 

V-C-2 Prégaration des microsomes de foies de rats 

Les foie~: perfu~:é::: par NaCl 0, 154 r·-1 Jusqu'ô tjécoloration (élirnination ,je 
l 'h.. 1 b. ' ,... t d' .· C' t. t,... d .. d c d t ,... C' ' ')"-1 TD ,.:;-emog o Jne; .:.on. ecoupe~· en pe 1 -~· es an~· u .ampon .:.ucro._.e u, ... , , ,., ._. 
0, 1 t1, EDT A 1 mt'1, pui s 11omogénéi sés dans un appareil de Pot ter-El ve .i hern (20 à 
40 g de foie pour 1 00 rn 1 de tampon). Le surnageant est centrifugé 20 min à 
13500g (précipitation des mitochondries). Le surnageemt obtenu est centrifugé 
l h à 1 OOOOOg. Le glycogène et les microsomes précipitent. Le surnageant 
contient l e cytosol. Le culot obtenu est homogénéisé dans un tampon 
pyrophosphate de sodium 100 mr·1 pH 7,5 puis centrifugé 30 min à 100000g 
(élimination de l'hémoglobine qui cosé,jirnente). Le culot obtenu est homogénéisé 
dans un tampon phosphate de sodium 100 mM, glycérol 20g pour 100 ml, pH 7,4. 
Ce dernier constitue les microsomes qui sont congelés dans l'azote liquide et 
conservés à -80°C. 

Toutes les manipulations sont effectuées à +4°C. 

V-C-3 Dosages effectués sur les microsomes fraîchement 
P-ré garés 

Trois dosages sont immédiatement effectués après préparation des 
micro?ornes. Le cytochr-orne b5 est dosé par spectro:::copie UV-vi:::ible 
,jifférentielle entre la ~;uspension rnicrosornale ré,juite par quelques ~~rains ,je 
dit. hi onite de sadi um (cuvette échantillon) et 1 a suspension mi crosoma 1 e non 
traitée (f. 427-410 nm = 181 crr1 l m!"1- 1 ). La concentration des rniciusotr1es en 

CIJtoc:t-1rornes P-450 est déterminée par la rnétho,je de Omura et Sato : les 
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t·térnopr~téines contenues dans les ,jew,: cuvettes sont réduites par- l'addition ,je 
quelque s grains de di thi onite et 1 a cuvette échantillon est saturée en mono>=:yde 
de car-bone par bar-botage (f. 450-490 nrn = 91 crn-1 rnr--1-1 )(215). La 

concentration en protéines est déterminée par la rnétrtode ,je Lo\·VrtJ en utllisant 
la séruntalburnine de boeuf comme standard (216). 

V-D MÉTHODES D'ÉTUDES DE L"OXYDATION MÉTABOliQUE DES DÉRIVÉS 
THIOPHÉNIQUES 

'V-D-1 Or1 g1 ne de dérivés ut 111 sés comme substrats 

- l'acide tiéniligue nous a été fourni par r·1r. Levy des laboratoires 
Anphar- Ro 11 and. 

- 1 e suQrof en nous a été fourni par 1 e laboratoire .Janssen 
-le (chloro-4 benzoyl)-2 thiophène (CBT) a été synthétisé selon Buu Hoï 

et coll. (lOO) 
- 1 e l"lBT a été préparé par méth!dl at ion au ,ji azornétl1ane ,ju (1ji ct1 l or-o-

2',3' hydroxy-4')-benzoyl-2 thiophène fourni par le laboratoire Anphar-Rolland. 
RMN (CD2Cl2) : 7,80 (dd,6,0 et 1,5Hz, 1 H) ; 7,43 (dd,3,6 et 1,5Hz, 1 H) ; 7,39 
(d,8,5Hz, 1 H) ; 7,15 (dd,6,0 et 3,6Hz, 1 H) ; 6,98 (d,8,5Hz, 1 H). 

- l'ensemble des dérivés de tyQe aroyl-2 thi oQhène dont un hydrogène du 
noyau aromatique est substitué par un groupement nitro, méthyl, orthométhyl, 
brome, chlore en différentes positions (voir tableau 10) nous a été envoyé par 
tir. Andrieu, du laboratoire de Chimie Organique ,je l'Université de Caen (99). 

- La thényl i do ne a été obtenue par extraction du principe actif du 
thiOQhantileR commercialisé par les laboratoires Ana, 

- le nocodazoleR (R 17934) nous a été fourni par les laboratoires 
.Janssen, 

- le moranteJR nous a été fourni par les laboratoires Pfizer, 
-le chlorure de tiodoniumR nous a été fourni par les lat,oratoires r·1errel 

Dow, 
- la ,jitJtiénone a été sqnthétisée par P. Dônsette au labor-atoir-e selon lô 

méthode décrite par Andrieu et coll.(99) à pôrt i r de chlorure de thénoyle et de 
tt·ti ophène. 
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Ir: 92(·c Tr littérature: ô7"'C (99) 
PMN : 7.90 (dd,4,5 et 1 ,4Hz,2H) ; 7,70 (dd, 1,4 et 5,ôHz,2H) ; 7,19 (dd,5,ô et 
4,5Hz,2H). 
r·1asse: ( IC,NH3) 2 12 (11+ 18, 27 %), 195 (r--1+ 1, 1 oo %), 111 (52 ::n 

V-D-2 Méthode de suivi c1nétigue en UV de la formation des 
hydroxy-5 acyl-2 thioRhènes au sein d'une solution 
microsomale ou d'une solution de système enzymatigue 
P-Urifié reconstitué. 

- PréQarat ion 1je 1 a so 1 uti on rni crosornô 1 e contenant 1 e NAD PH 
Le cornpartirnent destiné à recevoir les cuves 1je mesure d'un 

spectrophotomètre UV visible At11NCO [M2 est régulé à 37"'C. Les cuves de 
mesure sont en verre, à bords noirs afin de diminuer la diffu~:ion de la lumière 
par la solution microsomale. Le trajet optique est de 1 cm. On a à disposi tion, 
maintenus à soc : 

. des mi crosomes fraîchement décongelés de -sooc et n'ayant pas subi de 
décongélation antérieure 

. une solution de systèrne produisant le nicotinôrnilje dinucléoti1je 
phosphate réduit (NADPH) et contenant du glucose-6 phosphate (G6P), de la 
glucose-6 phosphate deshydrogénase (G6DPH) et du nicot inamide 1jinucJ éotide 
pl1osphate provenant de chez Boehri nger dans un tampon pllosphôte de sadi um 
o .. 1 t'1 à pH 7 A On met dans les cuves échantillons et références 300 ,Ill d'une 
solution contenônt l es microsornes et la solution de cofacteur ôjustée pour 
obtenir une concentration finale de 10 mt'1 en glucose-6 phosphate, 2 unités/ml . 
de G6PDH et 1 mM en NADP ainsi que de 0,4 à 1,5 mg de protéines rnicrosornal es 
par ml. 

-Détection des hydroxy-5 acyl - 2 thioQhènes 
Les cuves contenant le système générant l e NADPH et soi t l a solution 

rni crosorna 1 e. ~:oit 1 es é 1 érnents i ndi spensatd e~: au f onet i onnernent du système 
enzyrnat ique purifié sont mises ô ternpérature pernjônt 2 rn inutes ô 3rC. La 
réaction est démarrée par addition du substrat 10-6 à 5. J0-4tv1 dans l a cuve 
échantillon et aqitation manuelle ô l'aide d'une spatule plastique. La réaction 
e:::t sui vie 390nrn, 2 rninute::: ;:Jprès la fin de l'agitation. 
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L'ecide tiénilique et le supro fen sont ajoutés en :::olution dans un tarnpon 
tris pH 7, 4. Les autres dérh·és testés sont introduits en sol ution méthanolique 
sous un volume correspondant à 1 % du volume final , sauf le nocodazole qui e~:t 

introduit en solution dans le Dt·1SO ,jans ,jes conditions identiques. Sauf dan~:: les 
cas précisés, l'AT a été utilisé à une concentration finale ,je J0-4t·1 et le 
suprofenà une concentration finale de 2 J0-4M. 

\1-D-3 Méthode de détection uar ClHP de la formation du 
SOH AT à P-artir d'AT margué au 14[ au sein d'une 
solution microsomale 

La rnétho,je est celle décrite dans la référence 2. 
Les concentrations en rnicrosomes et en système engendrant le NADPH 

sont ce lles décrites précédemment. Le substrat est marqué au 14(: sur la 
fonction cétone (5 Ci/moles, 30 nmoles/300 }tl) et utili sé mélangé à du sub:::trat 
fr-oid ( 1 o-4t-1 final). Après incubation, 600 Jll de méthanol contenant 6 nrnoles de 
50HAT non rnarqué sont ajoutés pour arrêter la réaction. Les protéines ainsi 
précipitées sont centrifugées à 2000 g et le surnageônt est transféré dans un 
nouveau tube et concentré sous un flux de Nz pour atteindre un volume de 200 J.ll. 
La so lution est gardée à 4°C jusqu'à l'analyse par CLHP. 

Les produits de réaction sont séparés par CLHP en phase inverse sur une 
colonne MOS hypersil 5u 8 1/4"x250mm (SFCC) éluée ô 1 ml/min par un gradient 
d'acétonitrile (0 à 50 % en 20 minutes) dans un tampon d'acétate d'ammonium 
0, 111, pH 4,6 et détectés en UV à 310 nrn. Les fractions sont collectées dans des 
tubes en propylène de 3 ml toutes les 0,5 min et la radioacti vité est quantifiée 
après addition de 2 ml de Pi cofl uor 30 (Packard), dans un compteur à . 
sci ntillation Packard Tricarb 300. La quantité ,je 50HAT est déterminée en 
totalisant la radi oactivité située sous le pi c UV. 

V-D-4 Méthode de détection Qar CLHP de rhydroxylation en 11 
et 12 de 1' Al à Qart 1 r d'Al margué 

Les produits d'hydro ;~ 'd lation de l 'AL en position 11 et 12 sont formés par 
incubation ,je l'AL soit avec une ~:ol ution microsornale ,jan~: un 1er cas .. soit avec 
1 e système r-econstitué de:; cytochrornes P- 450 pw-i fiés ,jans un ~:ecor11j ca:::. La 
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détection de ce::: pro,juits ,n,ydro;.:ylation e~;t_ réalisée ,j'après la rnéthcnje 
décrite par Fan et coll.( 133). 

Environ 7 nrnoles d'AL _marqué sur le carboxy C14 (50 J.tCi/J.trnole) en 
so 1 ut ion dans 5 Jll d'hexane sont déposées au fond d'un tube. L 'hexône est évapor-é 
::;ous un courant d'azote. On ajoute la solution ,j'AL froid ,jans un tampon 
phosphate O. 1 t"1 pH 7,4. (50 J.d pôr incubôtion d'une solution 2 rM·l). (Dew< 
fractions identiques sont comptées en scintillation liquide après addition de 2 
ml ,je picofluor). 

-Dans le 1er cas 50 J.d,j'une solution rnicrosornal e sont adrjitionnés pola-
obtenir une concentration finale de 0,2 nmole de cytochrome P-450/ml. On 
complète par un volume de 335 J.tl rje tampon pt1osphate 0,1 M pH 7,4. Enfin, la 
solution engendrant le NADPH est ajoutée sous un volume de 60 J.ll pour démar-rer-
la réaction et atteindre les concentrations finales de 10 rnt··J en G6P, 2 u/rnl en 
G6PDH et 1 mt·J en NADP. 

- Dans le second cas on utilise la solution contenant le C!dtochrorne P-
450 purifié, la cytochrome P-450 réductase et les lipides pr-éparés selon le 
protocole décrit en V-F-2. Cel le- ci est complétée à 445 Jll avec une solution 
permettant d'obtenir une concentration finale de 10 mt'1 en G6P, 2u/ml en G6DPH 
et 1 mM en NADP dans un tampon phosphate 0, H1 pH 7,4. D;:ms les 2 cas, le 
volume final de 500 Jll est incubé sous agitation 20 min à 3JC'C. La réaction est 
stoppée par addition de 250 J.ll d'une solution CH30H/HCl 1 N (3/ 1). L'ensemble 
est extrait 2 fois par 2 ml d'AcOEt ~Qrès avoir augmenté la force ionigue de la 
Qhase agueuse en ajou tant 150 J.ll d'une so 1 ut ion saturée en Na Cl et agité au 
vortex 1 min. La radioactivité de la phase aqueuse est quantifiée par comptage 
en scintil lation liquide. L'acétate d'éthyle est évaporé de la pt1ase organique puis 
celle-ci est repri se par 500 J.d d'un mélange (50/50) d'acide hydroxy-11 lauri que . 
et d'acide hydroxy-1 2 laurique Èl 0,2 mg/ml. 300 Jl l de ce mélange sont analysés 
par CLHP sur une colonne chrornascience type C1s 5J.l. L'élution est réali sée Èl 1 
m 1 /min par un qradi ent. de solvant B de 0 à 1 00 % en 12 min dans 1 e so 1 va nt A 
pui s pendant 13 min par le sol va nt B pur. 

Le solvant de migrat i on A est un mélan!~ e de CH3CN 37 % dans 1'AcONH4 
0,1 t'1 pH 4.6. Le sol vant B est composé de CH3CN pur. Les fr-actions de 500 J.tl sont 
recueillies et la radi oactivité est quantifiée après adrjition de 2 rn! ,je pic:ofluor 
par comptage en scintill ation liquide. 
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V-E PROTOCOLES UTILISÉS POUR INHIBER L'ACTIVITÉ AT HVDROXYLASE 

V-E -1 Effet des 1 nhi bite urs 
l es conditions opératoire~; sont celles décrites précé1jernrnent. 

L 'i ntrod uct ion de 1 'i nhi bite ur a été réa 1 i sée dans 1 es candit ions sui vantes : 

V-E-1-a CO (tableau 7) 
la solution contenant les rnicrosornes et le système générent le NADPH 

est soumise à un courant gazeux contenant un mélange (C0/02 = ô0/20) pendant 
1 rninute. Le résultat est e~<primé par r-apport à une solution témoin sournise à 
un courant d'air. 

V-E -1-b 1 nhi biteurs cl as si gues du cytochrome P-450 (tableau 7) 
Le SI<F 525A, la rnétyrapone, l'c-1. naphtoflavone ont été incut1é~3 1 min 

1jans la so 1 uti on mi cros orna 1 e contenant 1 e système générant 1 e NADPH avant 
a1jdit.ion de l'AT. Les inhibiteurs sont en sol ution méthanolique sous un volume 
correspondant à 1 % du vo 1 ume fi na 1. 

V-E-1-c lnhitdti on Qar l'acide 1aurigue (figure 30) 
L'acide 1aurique en solution dans le tampon phosphate 0, 1t'1 pH 7,4 est 

introduit simultanément avec l'acide tiénilique dans la cuve échantillon. 

V-E-2 Effet des anticoq_!s 

V-E-2-a AnticorQs anti-fl avine monoo:><ygénase (figure 16) 
Les anticorps anti-flavine rnonooxygénase (lgG) ont été obtenus par 

Evelyne Rouer au laboratoire de Biochimie 1je Necker (Groupe du Pr.J.P.Leroux, 
1 NSERt-1 U75) après injection de 1 a protéine purifiée provenant de rats non 
traités à des lapins femelles de race Ne\hl Zealand (146). Les anticor-ps sont 
ajoutés dans la cuve UV contenant les rnicrosornes et la solution générant l e 
NADPH. Le tout est agité et préincubé 5 rnin. à .37"C avant addition 1je l'AT. Le 
spectrophotomètre At-11NCO D11'12A est utilisé en mode différentiel. La mesure du 
SOHAT formé est r-éal i sée par- étude de l a différence de DO entre 390 nm et 490 
nrn (point i sot,e:::ti que). L'activité est e :<~wirnée par rapport ô l'acti vité ,jo:::8e en 
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pré:::ence ,j'!_me quantité cor-respor11jant.e ,JigG provenant ,je sérurn::: ,je l apint: non 
t raités. 

V-E -2-b A nt i co nt:: a nt i -cytochrorne P-450 ré,juctase (fi gu res 1 0 et 
17) 

Les anticorps anti-cyt.ochrome P-450 réductase (lgG) ont été obtenus 
par Evelyne Rouer au laboratoire de Biocl1irnie de Necker aprb injection de la 
protéine purifiée provenant de rats non traités à des 1 api ns f erne 11 es ,je race 
Ne·N Zealand (83). Dans ce cas, un tampon Tris 100 mf·l, 10 rnM en i'lqCl2 pH ô a 
été ut i 1 i sé à 1 a p 1 ace du tampon phosphate hatli tue l. Comme précédemment, 1 es 
an ti corps sont ajoutés ,jans 1 a cuve UV contenant 1 es mi crosomes et 1 a :::o 1 ut ion 
générant le NADPH. L'ensernttle est préincubé 5 min à 3rc avant l'addition ,je 
l'AT. Le mode ,je détection ,ju 50HAT est différentiel (;i, = 390nm-490nrn). 
L'activité est e:<primée par rapport à l'activité dosée en présence d'une quantité 
correspondante d'l gG provenant de sérums de l apins non traités. 

V-E-2-c AnticorQs et sérums anti-cytochrornes P-450 héb'atigues 
de rats 

Les anticorps polyclonôW< nous ont été fournis par Roland Wolf et 
proviennent du laboratoire de Pt1armacologie f·loléculaire et de f·létabolisrnes des 
Xénobiot iques d'Edirnbourg. Ils ont été otJtenus après injection ,je la protéi ne 
purifiée provenant de rats môles 11'/istar chez le lapin ( 137). Ce sont : 

-sous forme de sérums, les anti-cytochromes P-450 : PB la, PB lb, PB 
2c et PB 3a 

- sous forme d'l gG (anticorps po 1 yc 1 on aux) l'a nt i -cytochrome 
P-450 PB 2a. 

Les anticorps sont incubés 20 min à 5'-'C avec les rnicrosornes. La 
solution contenant l e système engendrant le NADPH est ensuite ajoutée et 
l 'ensemble est réparti dans les 2 cuves UV. Le protocole expérimental est 
ensuite inchangé. 

V-E-2-d Sérum t1unHiin contenant l es ant i - Lf( f·'12 
Le sérurn contenant l es anti - LKr-··12 est incubé 20 rnin ô se-c avec le::: 

mi c: rosornes. La solution contenant le syst ème engendrant le NADPH est aj outée 
et réparti e comme précédemment. 
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V-F RECONSTITUTION DES SYSTEMES ENZYMATIQUES PURIFIÉS 

V-F -1 Reconst Hut 1 on du système des flav1 nes monooxygénases 

La fla vi ne rnonooxygénase a été purifiée à partir ,je foi es ,je rats non 
traité:3 par Evelyne Rouer ( 146). 0, 12 nmole ( 10 _11l) de flavine rnonooxt~génase 
sont incubés i3 3rc pendant 5 min avec 1 a so 1 ut ion contenant 1 e st~stème 
engendrant le NADPH en présence ,je tampon tris 100 mM pH 8 contenant du 
r-·JgClz 1 o mt'l 

- Acti'·/ité thiobenzamide-S O>(ydase : le thiobenzamide est ajouté en 
solution dans CH3CN pour obtenir une concentration final e de J0-4rvJ. On observe 
l'augmentation de la DO à 370 nm. caractéristique de la formation du 
tl1i obenzami ,je-S-oxy,je ( 147). 

- Activité acide tiénilique hydro::<ylase : l'acide tiénilique est ajouté en 
solution ,jans le tampon tris pour une concentrati on finale de 1 o-4r--J. On observe 
l'évolution ,je la DO entre 600 et 370 nm comme décrit en V-D-2. 

V-F-2 Reconstitution du système des monooxygénases à 
.l;.yctochrome P-450 

Les cytochromes P-450 et 1 a cytoct1rome P-450 ré,juctase ut i 1 i sés nous 
ont été fournis par Roland v'lolf. Ils ont été purifiés à partir de foies de rats 
mâles V·/istar au laboratoire de PMrmacologie f"loléculaire et de Métabolisme 
des ;~énobiotiques d'Edimbourg (137). 0_.025 mg de dilaurylphosphatidylcholine 
en solution dans 5 J.d de ch 1 orof orme sont déposés dans un tube et 1 e CHCl3 est 
évaporé sous un courant d'azote. On ajou te 0,2 nmo 1 es de P-450 et 12 J.ll (2,3 u) . 
de cytochrome P-450 ré,juctase. Le tout est agité une minute au vortex et 
préincubé à 3T>C pendant 15 min. On complète alors à 600 J.ll avec l a solution 
portée à 3TC ,je Stdstème pro,juisant le NADPH ,jans un tampon tri s HCl 50 mr·--t 
pH 7,4 pour obtenir une concentration finale de G6P 10 mf"!, G6PDH 2 u/ml et 
NADPH 1 mM. L'ensemble est agité au vorte)< 1 min puis réparti ,jans les cuves du 
spectroptlotornètt-e (2 fois 300 p.l). Après 2 min, 1 e substrat est ajou té dans 1 a 
cuve éct1at1tillon. Les mesures 1je l'activité AT r1ydroxylase et SU h1~1jroxt~lase se 
font pôr la rnétho,je UV décrite précé,jemment en V-D-2 (.). = 390 nm, 
température = 37"'C). 
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V-G OXYDATION DE DIVERS THIOPHENES PAR LES SYSTEMES MODELES 
DES CVTOCHROMES P-450 À MÉTALLOPORPHYRINES 

V-G-1 Les (!roduHs utilisés 

\i-G-1-a Les rnétalloQorQI"Iyrines : les deux catalyseurs utili~;é.::; 

rvln(TDCPP)(Cl) et Fe(TDCPP)(Cl) ont été ::;ynH1étisés au laboratoire par rv1rne. P. 
Ba tt i oni sel on 1 es tec t·mi ques décrites pat- \'lô1~ner (217) et Li n1j::;ey (21 Ci). 

V-G- 1-b L'o;<ydant : Le Ct=JsiO nous a èté 1jonné par 
1 sa belle Arthaud. Le procédé 1je syntr1èse est ce 1 ui 1jécrit par Trayl or ( 1 63). 

Le C6Hsl 0 a été Sldtühét i sé au 1 at1ora toi re par ._lean-Pi erre La 11 i er (219). 

V-G- 1-c Les substrats : Le benzo[b]thiophène est commercial. Le 
Jjiphényl-2,5 thiophène nous a été donné par rv1me. Gharbi, Pari s VI. 

V-G-2 Etude Qttr CLHP de T"oxydation de l"AT Qar C6FsJJL 
catalysée Qar les métallo(!or(!hyrines 

- protocole d'oxydation utilisant AT* : 100 nmoles d'acide t iénil ique 
marqué (2,5 }tCi) et 10 }tmoles (3,3 mg) d'acide tiéni lique froid sont dissoutes 
dans 1 ml d'acétoni trile dans lequel a été préalablement solubilisé 0,5 J.lrnole de 
1'1n(TDCPP)(Cl) (0,45 mg). Le tout constitue la solution S. On ajoute 10,1 .~nno l es 

de C6Fs10 (3, 1 mg) à S. L'ensemble est agité à température ambiante. Après 5 
minutes un aliquot de 50 }tl est prélevé et traité par 50 }tl d'une solution de 
Na2S20s 0, 1t1 et de 1 0 J.ll d'une so 1 uti on aqueuse de pH 9 de 50 HAT à 0,3 mg/ rn 1. 
Un deuxi èrne équivalent de C6Fsl0 ( 10,2 wnoles) est ajouté à S et après 5 
minutes on prélève un al iquot S2. Cette opération est répétée jusqu'à 5 
équi valents. 

- analyse des aliquots prélevés : 40 }tl 1je chaque aliquot sont inJectés 
sur une colonne en phase inverse chrornascience type ~:;sc (4,6:x:60mm) garnie de 
nue 1 éosi 1 C 18 5 ~l (r·ef. C0646 1 i335) et ana 1 y::;és ::;e 1 on 1 a technique décrite en (2). 
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- analtjse ,ju brut f inal : a la :::olution S ô'dant. r-eçu 5 équivalents 1je 
C6Fsl0, on ajoute 0,5 ml de CH2Cl2. Ce mélange e~:t alor:::: e;-<:trait à l'eau 
bicarbonatée 0, 1n en Na2S20s. L'aci,je tiénilique et :;es produits tj'o~<ljdations 

sont ainsi séparés de la porphyhne. La phase aqueuse est alors analysée par 
CLHP dans les conditions décrites précédemment. 

V-G-3 Etude des oxydations biomimétigues [!ar RMN 1.!:! 

1 J.ltr!Ole de t1n(TDCPP)(Cl) (0,9 rng) est sol ubilisée dôns 160 }tl de CDzClz. 
On ajoute alors 20 JliYIOles de substrat (6,6 tr1g d'AT) en solution dans 330 .~d 1je 
CD3CN. Un prernier :::pectre est alors enregistré. 1 équivalent (6, 1 mg), pui s 2 et 
encore 2 équivalents de C6Fs10 sont ajoutés et 15 min après chaque ad,jition un 
spectre est enregistré. Eventuellement, un étalon interne es t ajouté pour la 
quantification (dio:><anne en solution dans CD3CN). 

V-G-4 Caractérisa ti on des Qroduits d"oxydat ion obtenus [!ar 1 es 
réactions d"oxydat1 ons cata1 y sées Qttr 1 es 
méta 11 O[!OrQhyri nes 

V-G-4-a Benzo[.Q]thioQhène sulfone (BTSOz) 
Dans un tube 1 J.lmole de Mn(TDCPP)(Cl) (0,9 mg) est solubilisée dans 0,5 

ml d'un mélange CH3CN/CHzCl2 = 2/1. 20 J.lmoles (2,7 mg) de benzothiopMne 
sont alors ajoutées ainsi que 100 Jtmoles de C6Fsl0 (30 mg) en 5 fois pendant 
15 min sous agitation. Après 15 min à température ambiante, le solvant est · 
évaporé et 1 e mé 1 ange réaction ne 1 est déposé sur une p 1 a que de silice. Après 
élut ion par CH2Cl2 on isole la sulfone avec un rendement de 61 % (2 rng). 
CCt'1 (CHzCI2) F~f = 0,33. TF= 140~c. (Tf litt.= 143°C, 220). 
Rt'1N (CD3CN/CDzCiz = 3/1) : 7,63 (d,?Hz, 1H); 7,52 (m,2H) ; 7,41 (d,7Hz .. 1H); 7,30 
(1j ,6,6Hz, 1 H); 6,60 (d,6,6Hz, 1 H). 
tv1asse ( lE) 166 (t-'1+, 47 %) .: 137 ( 100 ;f.). 

\l - G- 4-b Benzo[.Qlt.hioQhène sulfo>(yde (EiT~;o) 

Dans un tutte regard, 5 Jtrnoles de Fe(TDCPP)(Cl) (4,5 rng) sont 
so 1 ut1i1 i 3ées dan~: 2 rn 1 de CHCl 3. 1 00 Jlrno 1 es ( 13.5 rng) de t1enzott·li opt·1ène sont 



201 

a l on; ajoutées ain:;i que 100 }trnoles (22 rng) de C6Hsl0 en 4 fois per11jant 10 rn in 
:::ous agi tati on. Après so 1 ubi 1 i sat ion de ce ,jerni er, 1 e ch 1 orof orme est évaporé et 
le mélange réactionnel est déposé sur une plaque de silice. Après élution par un 
rnélange de CHzClz/CH30H (9/ 1) on isole le benzo[b)thiophène sulfoxyde avec un 
rendernent ,je 23 % (3 mg). 
CCt-1 (CHzClz/1"1eOH: 9/ 1): Rf = 0,57. TF = 1 05"'C. 
RI1N (CDC13) : 7,90 (d,6,5Hz, 1 H) ; 7_49 (m,3H) 
(1j,6,0Hz, 1 H). 

· -, '?0 (d "'1 OH7 1 H'1 · 7 07 J ,~ 1 L' 1 ~, 1 1 1 1 • 1 

t'lasse (IC, NH3) : 264 (dimère, 10 %) ; 270 (dirnère, 17 %), 253 (dimère, 70 %), 
235 (dimère, 16 %)_, 1 Ei4 (24 %), 16ô (1"1+NH4+, ô9 %), 151 (1"1+W, 100 %), 134 (2ô 
%). 

\1-G-5 PréP-aration d'échantillons authentigues Qour 1a 
caroctérisation des groduits issus de l'oxydation J:!ar 

les métallOJ:!OrJ;!hyrines : sulfoxyde et sulfone du diQhényl-2,~ 

thioJ;!hène 

A une solution de 50 mmoles ( 12,6 mg) de diphénylthiophène dans 25 ml 
de CHzClz est ajoutée goutte à goutte, sous agitation à 0°C, une solution de 150 
mrnoles (26 mg) d'acide rnétachloroperbenzoïque dans 50 ml de CHzClz. Après 
l'addition le mélange réactionnel est laissé 1 heure à 1 O"'C. La solution est 
filtrée pour éliminer l'acide métachlorobenzoïque. 

On extrait par NaHC03, 3x50 ml, puis on sèche sur NazS04. Le brut de 
réaction est évaporé et déposé sur une plaque de silice (t·Jerk F 254- lmrn) et 
élué par CHzCiz. On observe 5 bandes dont 2 majoritaires : Rf 0,6 Jaune et Rf 0,2 
incolore. 

- d1phényl 2,5-thiophène sulfoxyde (Rdt: 80 %) 
CCM (CH2Clz): Rf= 0,20. 
Rf·1N (CDCI3) : 7,92 (dd,ô,OHz, 1 ,5Hz,4H) ; 7,56 (tt,7,0Hz, 1 ,5Hz,2H) 7,43 
(dd,ô,OHz,7,0Hz,4H) ; 7, 14 (s,2H) 
!"'lasse (IC .. NH3) : 270 01+ 1 ô, 2 %) ; 252 (t-1+, 1,5 %) ; 237 ( 100 %). 

- dipl1ényl-2,5 thiophène sulfone (Rdt: ô %) 
ccr·-1 (CHzClz) : ~~f = o ,70. 
RI"1N (CDCI3): 7,7ô (m,4H) .: 7 .. 45 (m,6H) ; 7,09 (s,2H). Spectre en accord avec la 
1 it té r-ature (2 13 ). 
r"1ij~c-'"'P. \'IE'J · '?flfJ' (·~-1 ') 4' '=!!) · '1'1() 1'"':11' 'Yl') · ')l.·J·0 ~'"4' '?) · 1l-'J-? (·lu···o ·~) ~ • • ~1_ 1 J ~ (0.0 J L.L. \ L :;1 n .. • J L '- \ t\.o J L. iV . 
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ANNEXE 

ETUDE PRELIMINAIRE DES ENZYMES IMPLIQUEES 
DANS L'HYDROXVLATION EN 5 DU SUPROFEN 

L 'étu,je ,je l'hqdrm<ql at ion en 5 ,ju suprof en réa 1 i sée en pre:;enc:e de 
rnicrosornes t1épatiques ,je rats traités par- ,jiffér-ents irnjucteurs a perrnis ,je 
pré ci ~:er 1 es points suivants : 

- les formes induites par le ptiénot,attlital ~:ernblent prernjr-e en ct·,arge 
rne _j orit ei r-ernent l'ect i vité supr-or en t-,,Jdro;<IJl e:::e 

- les formes ,je cytochrornes F'-45C' irnjuites par- le clofibr-ete ne 
semblent cata lyser que secondairement la réaction_ 

t'la l gré la structure eroyl-2 tfli opt·,ène commune, 1 e suprof en et l'AT ne 
semblent donc pas pris en chan~e par- les rnêrnes Cldtochrornes P-450. Pour 
confirmer cette différence de comportement, deu:< types d'études précédemment 
réalisée::: ,jans le cas ,je l'AT ont été menées avec le suprofen. 

D'une par-t. l'util isation de cytochromes P-450 purifiés ,je foies ,je 
rats pour catalyser l'hydro;<ylation du suprofen . 

. D';:~utre part, l'effet d'AC anti-cytoct1rome P-450 sur- l'activité SU 
t·1ydroxylase microsornale de rat. 

Ces études restent très préliminaires et sont insuffisantes pour 
,jétenni net- les enzymes i rn pli quées dans niiJdroxiJl at ion du suprofen. Les 
r-ésultat::: ot,tenus :;eront présentés en reganj ,je ceux dé_ià mentionnés ,jans le 
cas de l'AT et anal1~~:és afin de mettre en_ évi,jence la spécificité ,je cr-,aque 
substrat 

Uti1isat1on de cytochromes P- 450 Qurifiés de foi es de rats 
~our catalyser l'hydroxyl at ion du supro f en_ 
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L'activité supr-ofen h'd'jr-o;v;ylase ,je 10 Cijtochr-ornes F'-45C: ~~urifih (1! !-

C-3-tl) a été reconstituée en pré:::ence de :j il aurylpho:::ph;:Jti,jylcholine et de 
c:JtocrJrorne F'-450 réductase dans les rnêrnes conditi on~; que ,jans le ca~:: ,je l'AT. 
Le::: r-é~::ult.ats obtenu:; :;ont présenté::: tableau 27. Tr-ois forme:; ,je CIJtochrorne::: 
F'-450 in,juite::: ,je faç:on rnineure par le phénobarbital côtôliJ:=:ent lô n?.ôcti on ,je 
façons sensiblement comparables: les formes PEi 1 f:l , PEi 1 b et ,je feç:on moindre. 
PB 2a. L'activité marquée ,je la forrne PB 2a ,jans Je cas ,je llilJ:jro;,::lJI ;3tion 1je 
l'AT n'est pas obser·.·ée ,jan:; le cas ,je llilJ,jroXIJlation du suprofen. La forrne PB 
2a reconnaît ,jonc 1 a structure ,je l'AT de façon ~wéf érenti elie. tvlai ::: 
contrairement à ce qui a été obser'/é clan:; le ca~; de l'AT, le cytochrorne f'IC 1 ;3 
catallJSB ,je f;:Jçon efficace H1ydro~<ylf1tion ,ju suprofen. Le::: f ormes PB 2c. PB 3a, 
PB 3b, r···Jc 1 b. UT 1 et P-452 ne catal lj :::ent pa::: la réaction. 

Utilisation {l"AC anti-cytochrome P-450 sur rac tivité 
suJ:!rofen hydroxyl a se 

Des an ti corps dirigés contre les formes PB 1 a .. PB 1 b, PB 2c et PB 3a 
ont été testés sur l'l1q,jro ~<q l ation du suprofen catalqsée par les rnicrosornes de 

~ ~ ~ 

foies de rats traité::: par le phénot,artdtal et le clofit,rate. Les résultats ot!t_enu::: 
sont présentés tableau 28 et figure 49. Dans les ,jeu~-< t1dpes ,j 'irlljuction. 
conformément aux résultats obtenus avec l es cytochromes P-450 purifés, les 
a nt i PB 2c et 1 es a nt i PB 3a nï nhi be nt pas 1 a réac ti on. Les anticorps a nt i PB 1 b 
et an ti PB 1 a ut i 1 i sés à 1 a concentration de 20 J.d de sérurn/0 .. 2 nrno 1 es de P-450 
inhibent llJlddro?<:ylation ,je l'AT catalysée par le::: rnicro:::orne::: PB 
respectivement de 80 et 55 %. 

Ceci confirme ,jonc la participation notable des forrnes PB 1 a et PB Jt, è 
1 a réac ti on, ot,ser-vée en présence de P-450 purifié. 

Conclusion 

L'activité ::;upr-ofen h~,jro ?<:IJ!a:::e est. :::uppor-tée : par- la f orrne PEi 2a. pôt-
!es formes PB l a et PB 1t1 qui j ouent un rôl e majeur ,jans les rnicrosomes ,je 
rat::: trf!ité~:; per le pt·iénotlatt!ital .. et P<:lt- la f orrne i''1C 1 ;:J. Ce tte ecti 'lité ~:e 
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Tableau 27. Activité des cytochromes P-450 pur ifiés de foie de rat sur 
l'hydroxylation du SU (2 1 o - 4M). 

F'-450 suprofen hydroxylase 
nmoles/nmole P-450/min ' 

PB la 0,85 

PB lb 0,69 

F'B 2a 0,4 

PB 2c <0,0 1 

PB 3a <0,0 1 

PB 3b <0,01 

MC la 1,54 

MC lb <0,0 1 

UT 1 <0,0 1 

P-452 <0,0 1 

Notes cf. tableau 19. 
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Tableau 28. Effet des anticorps anti-cytochromes P-450 purifiés de 
foie de rats sur rhydroxylation du SU catalysée par les 
mfcrosomes hépatiques de rats traités par P6 et CLO 
exp ri mée en pourcentage de l'activité obtenue en l'absence 
d' AC. 

inducteur sérurn anti-PB1a an ti-PB 1 b anti-PB2c anti-PB3a 
contrôl e 

Activité su PB 90 46 20 10ô 100 

hydroxylase CLO 108 62 36 108 116 

cf. notes tableau 22. SU 2 1 o- 4M. 
100% = 2,2 {PB) ; 1,6 (CLO) nmoles SOHSU/mg protéine/min. 



% Activité 
Suprofen 
h!:jdr-o ;<yl a ~:e 

1 00 

50 

% Activité 
Suprofen 
hydroxylase 

100 

50 

10 

10 

fig.49â 

PB 1 b 

20 }tl sérurn/0,2 nrnoles P-450 

fig.49b 

2 0 )11 sérum/0,2 nrnoles P-450 

FIGURE49. Action des sérums contenant les AC anti-PB l a et anti-PB lb sur 
J'activité suprofen hydroxylase (SU 2 1Q-4M) des microsomes PB (figure 49a) et 
1jes mi crosomes CLO (fi gu re 49b). 
L'activité SU hlJdroxylase a été mesurée en présence des sérums témoins et des sérums contenant les 
anti-PB l a et anti - PB lb (V- E- 2- C) selon la méthode UV décrite en V-D- 2. Les rnicrosomes 
proviennent de rats traités par le CLO ou le PB selon V-C-2 (cf. notes tableau 22) . 
- 1 00 % = 1,1 (fig.49a) ; 1 (fig.49b) nmoles SOHSU/ nrnole P- 450/mi n. 
- chaque point est la moyenne d'au moins 2 à 4 déterminations. 
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,ji:::t.inque ;je l'activité AT hq,jro:,~qla:::e pou:- laqueile la forrne f'·!C la n'intervient 
'- ·- ,_ 

Dans l e fait que l'activité suprofen tlwdro:,:wla:::e ne soit pa::; ir11juite 
par le 3i"·1C, la contradiction n'est qu'apparente. Ce f.ldP8 ,j'efiet. est connu 
t]an::: la littè.ratJ.We. Par e:x:ernole llild'jro:-<ylation en po:::ition 2 ,je l'e:::t.ra,jiol 
est catalysée de façon équivalente par les cytochromes PB 2a et r·1c 1 a en 
::;qstèrne reconstitué. Le traitement de::; r-at ::; par le 31'1C entraî"ne une 
,jirninut.ion ,je la for-rne PB 2a et une augrnent.ation de la forme f"IC la. Il en 
n?.sult.e qu'aucune ir11juction ,je l'activité n'est ot,servée ,jans les 
micro::; ornes ( 159). 
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ACB 
ACt··JB 
ACPA 
ACPP 
AL 
AT 
BT 
!3NF 
CBT 
CLHP 
CLO 
CRE 4316 
DBT 
eq 

E 
G6PDH 
Km 
t"1BT 
NADH 
NADPH 
PB 
PCN 
su 
3t-'1C 
SOHAT 
SOHCBT 
50Ht·'1BT 
SOHSU 
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VIl- PRINCIPALES ABREVIATIONS UTILISEES 

anticorps 
cf. VIII 
cf. 'v'lll 
cf. V! Il 
cf. VIII 
a ci de 1 auri que 
;Jeide tiénilique, cf. \lill 
benzo[bltt1i opt·1ène 
!3-naphtofl av one 
cf. VIII 
Chromatographie Liqui,je Haute Performance 
cl ofi brate 
cf. VIII 
cf. VII I 
équivalent 

coefficient d'e)<tinction molaire 
gl ucose-6 phosphat e deshydrogénase 
constante de ~1i chae 1 i s 
cf. VIII 
nicot ina mi de di nue 1 éot ide pho:;phate 
nicot ina mi ,je di nue 1 éot ide phospt1ate réduit 
phénobarbi ta 1 
cyano-160'. prégnéno 1 one 
suprofen, cf . \/I ll 
rnétl1 ljl-3 c:I"JO 1 ar"Jthrène 
cf. VIII 
cf . VIII 
cf . \llll 
cf . 'v'i Il 
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VIII- PRINCIPAUX COMPOSES ETUDIES: 
STRUCTURES ET ABREVIA Tl ONS UTILISEES 

-ACIDE TIENILIQUE 

Cl Cl 

~ ~ OCI-lzCOOH 
s (\J 

0 

A ci de [di ch 1 oro-2,3 ( thenoy1-2)-4] phenoxyacéti que. 

-ACIDE HYDROXY-5 TIENILIQUE 
Cl Cl 

HO~ h OCHzCOOH 
s ~ 

0 

A ci de [di ch 1 oro-2,3 (hydroxy-5 thenoy 1-2)-4] phenoxyacét ique. 

- SUPROFEN ~ ~Q-l-COOH 
s ~\ Il CH3 

0 

Acide [(thenoy1-2)-4] pheny1-2 propanoïque. 

- HVDROXV-5 SUPROFEN n ~CH-COOH 
HOSI~I- 1 

CH3 
0 

Acide [(hydroxy-5 thenoy1-2) 41 phény1-2 propanoïque 

- PARACHLOROBENZOVL -2 THIOPHENE ~~Cl 
s (\J 

0 

AT 

50 HAT 

su 

SOHSU 

C BT 
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- HYDROXY-5 PARACHLOROBENZOYL -2 THIOPHENE n F\_CI 
HO S ft~ 

0 

- (D ICHLOR0-2',3' METHOXY-4')-BENZOYL -2 THIOPHENE 

Cl Cl 

~cho~ 
s 11'\J 

0 

- HYDROXV-5 ( DICHLOR0-2',3' METHOXY-4')-BENZOYL -2 THIOPHENE 

Cl Cl 

HO~ n OC~ 
s (\J 

0 

-Aci de [dichloro-2,3 (t.hénoyl -3)-4 phénoxy] acét i que 

- Benzo lbl thiophène 

- Diphényl-2,5 thi ophène 

Cl Cl 

I!J
C ~ O~COOH 
Il~ 
0 

s 

~ 
~s/ 

50HCBT 

MBT 

50HMB T 

CR E4316 

BT 

DBT 
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-Acide (côrboxy-4') phényl-2 pr-opionique 

HOOC ~CH-COOH ACPP 
~\ 

CH3 

-Acide (côrboxy-4· dichloro-2',3') phénoxy ôCétique 
Cl Cl 

HOCC-o OCH,COOH ACPA 

- A ci de pôrôch 1 orobenzo ï que 

ACB 

-Acide dichloro-2,3 méthoxy-4 benzoïque 

Cl Cl 

HOOC-oOCH, ACMB 





- H!dC1ro::-:;~d1 iJt ion of tt·ie tt-il opt·iene ri n~~ : in \.'i tr-o tt·1e 5- t·i~d ij r-o ::-::~di iJt ion of ti eni 1 i c 
aci1j i:; cata1~jZe!j b!d c~dtoct·;rorne P-450 in r-at anjJ t·1urnan rnicr-o:::orne:::_ 
F'Jl Dan::;ette . C Amer. CE! '3rni t h. E. Neau, C. Fon::: et D ilen::;U!d in Cldtochn:;tr:e 
P- 45() · Bioct1emist.ry and B iopr1~SlCS,. E1jit.ed by 1. 5chuster .. Ta~Jor et Fr;Jrcls .. 
i 9ô9. 

- H'd'jro:,;ylation of tJ,e thiophene rir11~ t''d hep;jtic rnonoo:< 'd ']enase::; : evi,jence for 
5-hlj dro;,;yiation of 2- aro,d l -thiophenes as a general rnet;:lbolic pat.h··,..iô'd tJ:;:Jnk:; 
to a :::irnple U\i- •.,..i :::it,l e a::;::;fl!d. 
E. Neau. F'Ji. Dan::;et.te, \/ Antj i-oni ck et D. f'J;jn:;Uid 

Biochernical F'rlôtTnacolo'~'d (en cour::; ;je ~~ut;Jicetion) . 




