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RESUME

Une  technigue simple de  détection et de  suivi cineliqgue de
I'hydrosylation en position 5 des aroyl-2 thiophenes par les microsomes
heépatiques de rats et d'hommes a 212 mise au point. Elle a permis de montrar 1a
qénéralité de cette voie d'oxydation metaboligus des dérivés du thiophéns
comporiant un substituant COAr en position 2. L'oxydation de 4 composes de ce
type, dont 2 medicaments, I'acide tiénilique (AT) et le suprofen (SU) par des
microsomes hépatigues de rats differemment traités a eté étudige. Plus
particuligrement dans le cas de T'hydroxylation en 5 de 1'AT, la participation
majoritaire des monooxygenases a cytochromes P-450 a ete demontirée. Puis 1a
nature des cytochromes P-450 impliques a ete atudige : en comparant diverses
inductions, en utilisant des anticorps specifiques et en reconstituant lactivite
4 partir de cytochromes P-450 purifias, Cette activite est majoritairement
dependante du P-450 PEB 2a (P-450 UTA) dans les microsomes de foie de rats
temnine, d'au moins 2 cytochromes P-450 dans les microsomes de foie induits
par le phenobarbital. Cette activité est tres fortement augmentée dans les
microsomes de rats induits par lg clofibrate et dépend d'une forme qui n'a pu
etre caracterisee. L'utilisation de systémes modéles des P-450 utilisant les
matalloporphyrines de Mn a permis de reproduire les hydroxylations de I'AT et
du Sh
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L'acide tienilique (AT) (Diflurex)R est un composé diuretique et
uricosurigue mis sur le marché en 1976 par les laboratoires Anphar-Rolland et
propose dans le traitement de I'hypertension.

Cl Cl

7\
O\c OCH,COOH Acide tiénilique ( AT ) (Diflurex)?
S
[l

o

Ce dérivé thiophénique bien que n'ayant démontré aucune toxicité sur les
differents modeles snimaux utilisés classiquement pour I'établissement des
dossiers d'Autorisation de Mise sur le Marché a conduit chez I'homme & certains
effets secondaires d'hépatotoxicite.

Certains patients traités, (environ | cas sur 10000) ont développé des
hépatites d'origines immuno-allergiques. Ces hépatites ont entrainé le retrait
de I'AT du marché américain par la “Food and Drug Administration”. En France, en
raison de 1'interét thérapeutique que présente l'acide tienilique -il s'agit d'un
des meilleurs uricosuriques- sa commercialisation a été maintenue mais placee
en 1980 sous une étroite surveillance du systeme de pharmacovigilance.
L'infarmation pratiquée sur les précautions d'emploi indispensables a permis
d'éliminer presque totalement les accidents graves consécutifs & la prise
d'acide tiénilique.

Les différentes etapes qui conduisent @ 1'apparition d'hépatites de type
guto-immunes avec certains composés sont trés mal connues. De plus il n'existe
pas de modeles animaux prédictifs. Un programme de recherche important pour
comprendre les mécanismes de cette toxicité est en cours.

A l'origine, se trouve la mise en evidence par le Professeur Homberg
(Hdpital St. Antoine), dans le serum de patients traités & I'AT et ayant fait un
accident hépatique, d'anticorps dirigés contre une structure de I'hépatocyte, le
reticulum endoplasmique (1). En 1985, en collaboration avec 1'équipe du
Professeur Leroux (CHU Necker), il a été montré au laboratoire que ces
anticorps étaient diriges contre une enzyme hépatique, un cytochrome P-450
(2).









I-A PRESENTATION GENERALE DES CYTOCHROMES P-450

De nombreuses substances de notre environnement (exogénes), en
particulier 1s plupart des médicaments, sont trop hydrophobes pour étre
facilement éliminés par l'organisme. Pratiquement tous les étres vivants
disposent de systémes enzymatiques de détoxication capables de transformer
ces exogénes en métsbolites plus hydrophiles, donc plus faciles 4 eliminer. Le
processus global d'@limination peut étre schématisé ainsi :

phase | phase Il
BH —————esa— RO ————a BOF elimination
hydroxylation conjugaison

Lors de 1a phase |, des monooxygénases fonctionnalisent le composé &
éliminer (généralement en 'hydroxylant). Dans la quasi-totalité des cas, 18
reaction est catalysee par des cytochromes P-450. Lors de la phase Il, des
enzymes dites de conjugaison rendent le métabolite encore plus hydrosoluble en
le couplant a des radicaux hydrophiles (3).

De I'action de ces deux systeémes dependent 1a métabolisation, 1a vitesse
d'élimination et donc la durée de 1'effet thérapeutique d'un médicament.

I-A-1 Historique

Entre 1940 et 1950, Mueller et Miller étudient la déméthylation
oxydative du diméthyl-azobenzene en présence d'homogénats de foie (4,5). En
utilisant 1a méme préparation Brodie et coll. (6) examinent guelques années
plus tard le metabolisme oxydatif de différents médicaments. Ce n'est quen
1958 que Klingenberg (7) et Garfinkel (8) notent 1a présence d'un pigment fixant
le monoxyde de carbone dans les microsomes de foies de mammiféres. Ces
microsomes réeduits et traités par le CO absorbent aux environs de 450 nm,
contrairement aux complexes formes entre le CO et d'autres hémoprotéines qui
présentent une bande de Soret & 420 nm. En 1964, Omura et Sato (9) démontrent
que ce pigment hépatique est effectivement une hémoprotéine qui est dénommee
cytochrome P-450.



{-A-2 Définition

Les cytochromes P-450 sont les constituants majeurs des systémes
multienzymatiques, les monooxygénases qui, en activant 1'oxygéne moléculaire
sont capables d'incorporer un seul des deux atomes d'oxygene au niveau d'un

substrat.
Le bilan de l'oxydstion dun substrat RH catalysée par une

monooxygenase est le suivant :

cyt P-450
RH + Oz + 26~ + 24 ~———=  ROH + H20
 ——|

NADPH

Les cytochromes P-450 sont présents au sein d'espéces variées, §
différents stades de 1'évolution : chez les microorganismes (bacteries et
levures), les plantes, les animaux (poissons, oiseaux, mammiféres...). Au sein de
l'organisme des mammiferes, les cytochromes P-450 remplissent de
nambreuses fonctions endogenes et exogénes qui sont résumees dans la figure |
Mous nous limiterons & 1'étude des cytochromes P-450 impliqués dans le
métabolisme oxydatif des xénobiotiques.

Pour fonctionner, ces monooxygénases necessitent la présence de quatre
elements :

- un cytochrome P-450

- un donneur d'électrons, généralement le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate réduit (NADPH) '

- une flavoprotéine, la NADPH-cytochrome P-450 réductase, qui assure
le 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 4 une réaction enzymatique est fréquemment évaluée en utilisant des
anticorps dirigés contre cette flavoprotéine qui par reconnaissance antigéne
anticorps, inhibent totalement ou en partie 1e fonctionnement de I'enzyme

- des lipides.

L'ensemble est presenté fiqure 2.



Biosynthese des Synthése du Biosynthése

acides biliaires thromboxane et d’hormones
de la prostacycline isteéroides, corticoides,

yitamine D)

CYTOCHROMES P-450

Oxydation des xénobiotiques Hétabolisme des acides gras
Exogenes Acides gras
Médicaments Prostaglandines
Catabolisme des stéroides Leucotrienes

FIGURE 1. Fonctions des cytochromes P-430 de mammiféres (d'apras (10)).
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FIGURE 3. Structure de 1a protoporphyrine [ de fer (d'aprés (120,



I-4-3 Structure

1 existe une trés grande analogie structurale dans cette famille
d'enzymes.

- L'héme des cytochromes P-450 est constitué d'une protoporphyrine I¥
de fer (fig.3) ol le fer est coordiné :

. aux quatre azotes pyrroliques de la protoporphyrine
. @ un cinquiéme ligand, cysteinate, assurant la liaison avec
1'spoproteine.
~ Un sixieme ligand coordine le fer.

Dans le cas du cytochrome microbien extrait de Fssvdamanss Fuiics le
cytochrome P-450 cam, la nature de ce ligand a pu étre déterminée par
cristallographie aux rayons ¥ {(R¥) (13). I s'agit d'une malécule d'eau (ou ROH). A
ce jour, le cytochrome P-450 cam est le seul qui ait pu etre etudie & 1'état
cristallisé aux R¥, seul et en présence de son substrat, le camphre. Toutefois
'ensemble des techniques spectroscopiques montrent que le fer est coording de
la méme fagon dans la plupart des autres cas.

- La partie protéique est canstituée d'une chaine 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 regions se distinguent.

. Une premiére, relativement rigide, est constituée essentiellement
d'hélices «. Elle lie en particulier I'héme & travers le ligand cystéinate (cys
357). Les technigues prédictives de structure et d'alignement de séquences
laissent prévoir une structure analogue avec d'autres cytochromes P-450.

. La deuxiéme région, beaucoup plus souple, comprend en particulier

sps a4

450 (fig.4).

1-A-4 Cycle catalytique

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



gl 56-862
B2 226-233
B3 297-301

315 - 320
B4 305-312
A5 390-4uC

37-4s
67-79
108 - 121
123 - 143
149 - 56
176 - 185
192 - 205
218 - 225
234 - 267
268-278
282 - 292
359-378

FXCmIoMmMmMooosp

FIGURE 4. Representation du P-450 cam d'apres 1'gtude gux R¥. Les hélices sont
indiquées par des barres et 1es feuillets B par des f1éches (d'aprés (14)).
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FIGURE 5 Cycle catalytigue du cytochrome P-450 {d'apres (12)).



Dans I'enzyme au repos, I'héme est un complexe hexacoording du fer gu
degre di'cxydation +11] et & 'gétat de spin (S5=1/2) : c'est le complexe A

lors de la premiere etape du cycle catalytique, le substrat se fixe sur
un site hydrophobe de ls protéine. 11 s'ensuit un changement conformationnel
important de I'apoprotéine qui se répercute sur le complexe du fer qui passe @
I'état complexé pentacoordiné B spin fort (S=5/2). A ce niveau, les variations
specirales induites par le substrat RH permettent d'atudier par
spectrophotométrie différentielle le type d'interaction du substrat avec le site
actif du cytochrome P-450. Le potentiel redox du complexe B, supérieur
d'environ 100 m¥ & celui du complexe A, permet 1'arrivée du premier électron
provenant du NADPH via la NADPH-cytochrome P-450 réductase. B est alors
réduit au cours de cetie deuxieme étape du cycle catalytique en un complexe
pentacoordingé du fer {11) ou complexe C.

La troisiéme étape est la fixation réversible de 1'oxygene sur le site de
coordination vacant du fer {[1} formant ainsi un complexe oxygéne du fer D ou P-
450 Fell (0z).

L'arrivee d'un deuxieme électron du NADPH conduit alors a l'entité active
du cycle catalytique : un complexe oxo du fer & oxygene actif trés instable E. I
semble actuellement admis que ce soit ce complexe & haut degré d'oxydation du
fer qui transfere son stome d'oxygéne sur le substrat. Le deuxiéme atome
d'oxygene est eliminé sous forme d'Hz0.

D'sutre part, plusieurs travaux ont montré que les diverses oxydations
catalysées par le cytochrome P-450 pouvaient &tre réalisées en remplagant /7
viira le systeme NADPH/0; par des agents oxydanis “donneurs d'atome
d'oxygene” (AQ) comme par exemple des hydroperoxydes, ROOH, des peracides, -
RCOOOH, des anions oxygénés (C10z2-, 104°) et des iodosoarénes ArlQ (15).

i1 existerait donc deux cycles catalytiques au cours duguel se forme la
méme entité active P-450 Fe¥ = 0 :

= Yun “court” utilisant 77 #7frz un “donneur d'atome d'oxygene” en
absence de NADPH/02

- I'autre long, qui intervient 7z #/va (et egalement jw yiira).
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I-A-5 Réactions catalysées

En raison de sa forte reactivité, le complexe & oxygéne actif est I'un des
oxydants les plus efficaces connus en chimie ou en biochimie. 11 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 Fell,
trés enrichi en électrons par le ligand thiolate lui confére par ailleurs une
activilé réductrice particulierement vis-a-vis des dérives halogénes.

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

[-A-6 Localisation

Les cytochromes P-430 sont localisés, a différentes concentrations,
dans une grande variété d'organes : le foie, les poumons, l'intestin, les reins, le
cerveau, le placenta, 1a peau notamment. I1s s’y trouvent répartis a4 différents
niveaux de la cellule : le réticulum endoplasmique lisse et rugueux, le noyau, la
membrane cellulaire, 1es mitochondries.

Les cytochromes P-450 responsables de la detoxication des
xenobiotiques sont principalement situés dans le réticulum endoplasmique des
hépatocytes, mais également dans le réticulum endoplasmique des reins, des
poumaons ...

La couche phospholipidique de la membrane du réticulum endoplasmigque
contribue § 1'organisation spatiale du complexe enzymatique & cytochrome P-
450. Un modéle de l'organisation des cytochromes P-450 de vertébrés a été -
proposé recemment par Nelson et Strobel. Le site de fixation du substrat fait
face 4 la membrane. L'héme est paralléle & la surface membransire et deux
segments N-terminaux traversent la membrane et assurent la fixation de ls
prateine a la couche phospholipidique (17).

Provenant du réticulum endoplasmique aprés homogénéisation et
centrifugation de la cellule, de petites particules ont été obienues pour la
premiére fois par Claude en 1935 et nommées microsomes en raison de leurs
petites tailles (200 nm en moyenne) (18). Les microsomes sont considérés



12

Tableau |. Réactions catalysées par les cytochromes P-450

hépatigues.
Type de reactions Exemple de substrat Produit
Reactions d'oxydations
-Hydroxzylation aliphatigue Cyclohexane Cyclohexanol

- Hydraxylation acide gras

- Jxygenation aromatique

- Epoxydation d'alcénes

- N-désalkylation et
desamination oxydative

- 0-désalkylation
- N-oxydation

- Désulfuration
- Déhaloganation
- Denitrification

Réactions de réductions

- Nitro réduction

- Azo reduction

- Reduction des N-oxydes

- Réduction des époxydes
d'arenes

- Dehalogénation réductive

Testostérone
&cide laurique
Prostaglandines

Benzene
Benzolalpyrene

Aniline
Aflatoxine B4
Benzphetamine

Amphétamine

Mitro-4 anisole
Ethoxy-7 coumarine

Amphétamine

Parathion
Chloroforme
Mitro-2 propane

Nitrobenzane
Amaranthe

Imipramine N-oxyde
Epoxy-4,5 benzopyrene

CClg

Hydroxy-testosterons
Acide hydroxylaurigque
Hydroxy-12, hydroxy-11
prostaglandines

Phéanol

Hydroxy-3 benzo(a]
pyréne

Amino-4 phénal
Epoxyde en 2-3
MN-desmethyl-
benzphetamine

Phenyl acetone

Mitro-4 phénol + formal
Hydroxy-7 coumarine
M-hydroxy
amphétamine

Paraoxon

Phosgene

Acetone + nitrite

Aniline
Maphtylamine
Imipramine
Benzolalpyréne

Chloroforme




comme des équivalents biochimiques du réticulum endoplasmigue (19). Les
cytochromes P-450, comme la plupart des enzymes hépatiques impliquées dans
le métabolisme des médicaments, sont présents dans les microsomes
hepatiques. 11s représentent 5 ® du contenu protéique total des microsomes
hépatiques de rats non traités et stteignent 15 & chez le rat traité avec du
phénobarbital. Les compasants du systéme des monooxygénases a cytochrome P-
450 ont @té purifiés jusqu'd homogénéité. Des systemes reconstitués
fonctionnels, et en particulier des liposomes ou vésicules membranaires
artificielles ayant une excellente activité enzymatique ont ainsi pu étre
obtenus (20).

Les préparations microsomales demeurent néanmoins un systéme
relativement facile & mettre en ceuvre pour étudier 7z v/ire le metabolisme
des xénobiotiques et certaines de ses variations.

I-B INDUCTION DES CYTOCHROMES P-450

La plupart des xénobiotiques doivent &tre métabolisés avant 1'excretion.
Le taux de biotransformation, son étendue et la nature des produits formés
peuvent varier considérablement non seulement d'une espece & l'autre, mais
egalement parmi les individus d'une meme espece (21).

Quantitativement et qualitativement, les variations dans la
biotransformation des médicaments sont en partie déterminées. Le patrimoine
genetique déefinit 1'étendue des enzymes du metabolisme qu'un individu est
capable d'exprimer. Mais celles effectivement présentes chez un animal &
n‘importe quel moment, dépendent d'un grand nombre de facteurs (22).

Certains facteurs qui affectent la biotransformation des xénobiotigues
sont intrinseques a 1'organisme. Citons par exemple 1'dge, le sexe ou la maladie.
Mous nous intéresserons ici aux facteurs exogenes (23). Par un phénomeéne
commun & I'homme et & la bactérie, I'organisme s'adapte aux changements de
son environnement en augmentant sélectivement le contenu cellulsire en une ou
plusieurs protéines bien déterminées. Ce processus est connu sous 1e nom |
d'induction et le fait que le cytochrome P-450 des cellules de mammifere
puisse Btre induit par 1'exposition & un xénobiotique a &té découvert il y a plus
de vingt ans par Conney (24) et Remmer (25).



14

I-B-1 Inducteurs et isoenzumes des cytochromes P-450
chez Vanimal

L'administration & un animal de laboratoire de certaines substances
inductrices provogque une sugmentation spectaculaire de la biotransformation
hépatique avec :

- une accélération du métabalisme 7 writra

- une réponse différente sux toxiques

- une modification ultrastructursale du foie
- une augmentation de la concentration hépatique et une modification des

propriétés spectrales et catalytigues des cytochromes P-450.
En fonction des caractéristiques structursles et des modifications

apportées au systéme des cytochromes P-450, cing grandes classes
dinducteurs des cytochromes P-450 ont été déterminées a ce jour (26) :

- la classe du phéncbarbitsl. Elle comprend 1s plupart des barbituriques
anticonvulsivants, 1a phénytoine et la diéldrine. L'inducteur le plus utilisé de
cette classe est 1e phénobarbital lui-méme (PB).

- la classe des hydrocarbures palycycliques. Cette classe comprend des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (benzolalpyréne, benzolalanthracéne)
et des hydrocarbures aromatiques halogénés (dioxine (TCDD), tétrachloro-
3,3.,4,4 diphényle) et 1a f-naphtofiavone (B NF). L'inducteur type utilisé est le
méthyl-3 cholanthréne (3MC).

- la classe des dérivés de type stéroide qui comprend des
glucocorticoides comme la déxaméthasone. Le dérivé le plus utilisé de cette
classe est 1a cyano-16e prégnénolone (PCN).

- le clofibrate et certains dérivés de siructure apparentée.

- 1"éthanol.

Les structures chimiques de ces principaux composés sont présentees
figure 6.



Les profondes modifications quantitatives, mais également qualitatives,
produites par ces inducteurs ont conduit & postuler V'existence de plusieurs
formes ou isoenzymes du cytochrome P-450, différentes par leur apoprotéine et
donc leur sélectivité. Un inducteur donné sugmente la concentration hépsatique
d'une ou plusieurs isoenzymes, la concentration des autres étant soit inchangee,
soit méme parfois diminuée. C'est le cas par exemple de 1a forme UT-A dont 1a
concentration est diminuée aprés traitement des rats par la cyano-16o
prégnénolone. L'influence des inducteurs classiques sur la répartition des
diverses isoenzymes des cytochromes P-450 hépatiques de rats est presentee
figure 7.

Sur la base de leurs séquences genetigues, environ une centaine de
cytochromes P-450 différents ont &té caractérisés chez les procaryotes et les
eucaryotes. Récemment, une nomenclature internationale basée sur la séquence
de I'ADNc et, ou de la protéine, a été proposée (29). Selon ces criteres, 11
cytochromes P-450 hepatiques de rats sont répertoriés & ce jour et figurent
dans le tableau 2 (colonne 1). Ces cytochromes P-450 sont encore actuellement
plus connus sous 1e nom utilisé par les laboratoires ol ils ont &té purifiés. C'est
pourquoi nous proposercns en regard de 1a nomenclature recommandeée, les cing
principales nomenclatures utilisées : celles décrites par Wwolf, Levin,
Guengerich, Waxman et Schenkman. Enfin, de nouvelles formes de cytochromes
P-450 sont purifiées réguliérement. Dans certains cas, la caractérisation
genetique de certains cytochromes P-450 n'est pas suffisamment avancée pour
etablir 1a nomenclature recommandée. L'identification de ces formes est alors
realisée provisoirement en comparant les propriétés des préparations des
cytochromes P-450 des différents laboratoires notamment :

- la longueur d'onde du maximum d'absorption (Amex) du complexe
cytochrome P-450-C0

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

- les propriétés immunochimiques

- la séguence N-terminale

- la mobilité sur gel SDS relative a des cytochromes P-450
parfaitement caractérisés

- 1a reponse auy inducteurs.
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FIGURE 6. Quelques inducteurs classiques des cytochromes P-430 chez 1'animal
ide laboratoire.
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P-450 hépatiques chez le rat Sprague-Dawley traite par différents inducteurs

{d'apres (16]).



Tableau 2. Cytochromes P-450 hépatiques de rats : terminologie employée par différents laboratoires
pour des formes correspondantes (d'aprés 10,27,28,29).

Momenclature YWolfr Levin Guengerich ‘ Waxman Schenkman
 recommandée
- e = - = ELM2
a1 Ut 1 & UT-F PE~3 ELM2h
4 & q = i FLMz
- s i UT-| 2d fELMg
I FPE 2a h T -4 FE-2¢ RELMsg
- - = = = FLMga
- - - - - fRLMga
I Ca PE 1b k PB=L PB-1 FE RLMg
LY # i - - -
- ™ ” UT-H - %
- FPBE 1a - = = -
- FB 2b & = = -
& FB 2c s - - =
I E1 FB 34 b FEB-B PB~4 =
B2 FBE 3b e PE-D PE~S i
| A2 MC 1a d ISFG ISFG -
| &1 MC 1b c BMFEB EMFE -
I & F-452 . ® - - -
I E1 — j - - —
T & - p FCNE PE-2a #
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Mous proposons dans le tableau 2 une liste de 20 cytochromes P-430
hépatiques de rats qui ont &té & ce jour caractérises.

Dans un grand nombre de cas, la détermination des activités
catalytiques de formes purifiées met bien en évidence une double absence de
spécificité : aucune des formes purifigées né catalyse une seule des activités
gtudiées et aucune activité n'est catalysée par une seule forme de cytochrome
P-450. La plupart des cytochromes P-450 possede une large spécificite de
substrat, c'est & dire qu'ils sont capables de métaboliser une grande varieté de
composés. Mais il existe un petit nombre de cytochromes P-450 plus
spécifiques, capables de prendre en charge selectivement les substrats
physiologiques indispensables & la vie de 1'organisme.

Bien que les cytochromes P-450 soient collectivement capables de
métaboliser des milliers de substrate différents, dans chague organisme
particulier, le nombre des différentes espéces de cytochromes P-4350 varie
d'une douzaine & une centaine (30). L'existence de multiples formes de
contribuent & la capacité des organismes phylogénetiguement avances &
métaboliser les substances endogenes comme les moléecules hydrophobes de leur
environnement. '

1-B-2 Induction des cytochromes P-450 responsables du_
métabolisme des xénobiotigues chez 1"homme

La plupart des connaissances sur les meécanismes d'induction
proviennent des expériences sur l'animal de laboratoire. Chez 1'homme, le
phénoméne d'induction existe mais son étude se heurte & la nécessité
d'employer des méthodes peu invasives.

#7 yive 1'induction enzymatique a eté reliée d la mesure de la demi-vie
plasmatique de médicaments administrés avant ou pendant une exposition & un
inducteur potentiel (31).

Plus récemment, une methode non invasive a été mise au point, le test
du COz pulmonaire. Le médicament marqué (8 I'isotope radicactif 14C ou &
I'isotope stable 13C) est administré et le taux de 14C0> expiré est mesuré par
spectromatrie de scintillation ou par spectrométrie de masse dans le cas du



13C05. 11 & ainsi été montré que 'exposition & différents exogenes (fumee de
cigareties, biphényies polychlores et polybromés, gluthetimide..} augmente le
métabolisme de 1'aminopyrine et de 1a cafeine (32).

L'induction enzymstique a enfin &té étudiee indirectement par la mesure
dans l'urine de marqueurs de I'activité des enzymes du metabolisme des
médicaments. Par exemple le taux d'excrétion urinaire dhydroxy-6f cortisol,
métabolite normal des stéroides dans les conditions physiologiques, a été
retenu comme reflétant 1'activité des monooxygénases hépatiques. Le
traitement de volontaires avec de l'antipyrine, du phenobarbital ou de la
rifampicine augmente 1'excretion de 'hydroxy-6f cortisal (26).

Une demonstration directe de Ulinduction enzymatique chez 1'homme
requiert T'utilisation d'échantillons tissulaires prélevés avant et aprés
induction (33). Pour des raisons éthiques ceci n'est que rarement effectue
surtout chez 1l'individu sain. La culture de cellules constitue un outil
particulierement intéressant pour une étude tant des meécanismes que des
facteurs de variations interindividuelles tout en permettant d'é@liminer les
influences dues & 1'environnement qui interférent avec les études 77 vive.

Le tablesu 3 résume les principaux composés qui induisent le
métabalisme des médicaments chez 'homme 77 #/y¥a et/ou en culture cellulaire.
Parmi les médicaments, les anticonvulsivants sont représentés de facon
majoritaire. Parmi les agents non thérapeutiques, l'importance des déerivés du
type methyl-3 cholanthréne refléte I'effort de recherche concernant les
produits toriques et cancerigénes sur des cellules humaines.

L'ensemble des etudes décrites précédemment ont permis de metire en
évidence la variabilité de la biotransformation des médicaments chez I'homme.
L'existence d'un polymorphisme genétique dans le métabolisme de certains
meédicaments, c'est & dire de différences contrdlées génétiguement dans
I'activité d'un ou plusieurs cytochromes P-450, y contribue de fagon
significative {34). Ce phénoméne qui a des conséquences importantes en
pharmacologie clinique est a l'origine de la purification de certains
cytochromes P-450. Les formes dont 1a caractérisation est 1a plus avancée sont
les suivantes (35,36).

- P-450 DB (débrisnoquine)
Environ 5 & de la population d'origine Caucasienne est incapable de
metaboliser 1a débrisoquine, composé antihypertenseur sympatholytique,
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Tableau 3. Principaux composés inducteurs du métabolisme des
médicaments chez I'homme (d'apres 26).

Agents inducteurs

Therapeutiques Non thérapeutigues

* Phenobarbital Fumee de cigarettes
Pentobarbital et autres barbituriques

* Phéenytoine

* Carbamazépine . Yiande carbonisee

* Phenylbutazone | Ethanol

* Rifampicine Hydrocarbures aromatiques

- polycycliques
Aminopyrine (benzolalpyréne,
Antipyrine methyl-3 cholanthréne)
spironolactone
Glutethimide Hydrocarbures aromatiques
halngénes (biphényles polychlores

Hydrate de chloral et polybromes, dioxine)
Methaqualone
Griseofulvine
Meprobamate

* Inducteurs les plus puissants chez I'homme.
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comme senviron 15 autres médicaments. Sur sa capacité 8 catalyser
I'hydrozylation en position 4 de 1a débris qunP une forme de cytochrome P-450
a pu &tre jsolée et entigrement caracterises, le P-450 DB. Cette forme est

gquivalente 4 la forme P-450 Bufl gui trans forme le bufuralol, un B-bloguant, en
hydroxy- 1" bufuralol (ou carbinol) (37).

- P-450 MP-1 ou P-450 8 (m&phanytoing)

Le cytochrome P-450 MP-1 a &te caractérisé a partir de microsomes d
foies humains en raison de son role dans le polymorphisme genetique dP
I"hydraxylation en position 4 de 1a [S] mephenytaine. Ce polymorphisme, obsery
chez 245 % de 1a population d'origine Caucasienne gt plus de 20 3 des .Japnnai-.-:,
a5t indépendant du polymorphisme & la debrisoquine. Le P-450 MFP est
apparemment identique au cytochrome P-450 & isole par Ph. Beaune. Les
microsomes de foies foetaux ne contiennent pas de P-430 MP comme lont
montres les études immunochimigues realisaes sur 12 échantillons en utilisant
des anti-P-450 8. Six de ces achantillons testés ont une activité [S]-
méphénytoine-4 hydroxylase inférieure ou egale & 10 & de I'activite moyenne
des foies aduites.

L'analyse de la sequence M-terminale de la forme MP maontre une
homologie de séquence sur les 20 premiers acides amines de 75 % avec la forme
UT-4 de foie de rat, de 70 % avec la forme UT-1 de foie de rat, et supeérieurs &
55 % avec la forme PBc de foie de rat. Des anti-sérums diriges contre 10
cytochromes P-450 de foie de rat purifiés par Guengerich, seul I'anti-P-450
UT-I reagit avec le P-450 MP en utilisant les technigues de transfert. L'anti-P-
450 UT-I reconnait 1a forme MP dans les microsomes hepatigues humains et est
capable d'inhiber la quasi-totalité de I'activite catalytique. Toutefaois, les anti-
P-450 MP ne reagissent pas, par immuno-transfert avec le cytochrome purifia
de rat P-450 UT-1. Le cytochrome P-450 PCME de foie de rat qui catalyse 1e plus
efficacement I'hydroxylation =n 4 de 1a [Sl-méphenytoine ne reagit pas de fagon
croisee avec le P-430 MP. Le cytochrome P-450 UT-1 de rat n'a d'ailleurs aucune
activité mephénytaine hydroxylase. Chez le rat, 1e P-430 PCHE est specifique du
male et le P-450 UT-l spécifigue de la femelle. Aucune différence dans
I'activite mephenytoine hydroxylase n'a ete detectee lors des etudes chimigues
réalisees chez 'homme et chez la femme. Ceci illustre bien la complexité des
relations immunologigues existant entre les cytochromes P-450 d'une espece 3
autre dans 1'etat actuel de nos connaissances. De plus, cet exemple souligne
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que 'existence de parentés immunologiques et d'homologies de sequences entre
2 cytochromes P-450 n'impligue pas toujours le partage d'une méme activité
catalytique.

- P-450 HP-2 (méphénytoine)

Lors de 1'dtude sur V'hydroxylation de la meéphénytoine, une farme
dénommeés MP-2 a &té observée chez un petit nombre d'individus alors gue chez
le plus grand nombre, les farmes MP-1 et MP-2 étaient présentes. Cetie forme
st en cours de caractérisation. Uniguement distinctes par leurs masses
moléculaires, P-450 MP-1 et P-450 MP-2 présentent les mémes
caractéristiques immunachimiques, possedent les meémes activitas catalytigues
gt la méme séquence N-terminale.

- P-450 NF - P-450 5 {nifedipine)

Une partie de la population d'origine caucasienne {1/6) présente un taux
de maétabolisation de la nifedipine anormal. La distribution de cette
caractéristique au sein de la population laissant suggérer l'existence d'une
cause genetique, l'oxydation de cet antagoniste calcique utilisé comme
antiangineux a ete etudiee. Ainsi la forme P-450 MF a pu étre isolée. L'ADMNC a
eté cloné et ségquencé.

D'autres formes ont eté purifiées qui apparemment ne sont pas liees &
un polymorphisme génetique.

-P-450 9

P-450 9 est une protéine relativement acide, isolée par P. Beaune &
partir de foie humain. Aucune activité catalytique distincte n'a été mise en -
evidence pour cette forme qui semble relativement abondante dans le foie
humain.

- P-450 Buf 11 {bufuralol)

Le P-450 Buf Il a un poids moléculaire identique a celui de Buf | et les
mémes caractéristiques immunochimiques. La forme P-450 Buf | (P-450 DB)
hydroxyle de fagon préférentielle 'isomére (+) du bufuralol. La forme P-450 Buf
Il se distingue par son absence de spécificité




- P-450 HFLa
Le P-450 HFLa représente une fraction importante du total des

cytochromes P-450 hépatiques présent chez le foetus et une fraction mineure
chez 'adulie. Cette forme de cytochrome P-450 métabolise divers substrats et
présente la plus forte activité pour 1'hydroxylation en 16w du sulfate de

déhydroépiandrostérone (38).

- P-450 ALC P-450 HLj (alcool)

Récemment, & partir de foie humain, une forme de cytochrome P-430
proche du cytochrome P-450 de rat inductible par I'alcool g eté caractérisée par
2 équipes différentes (39,40). Cette forme présente une forte activite pour la
déméthylation de la N-nitrosodimethylamine.

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

I-C PHENOMENES TOXIQUES SECONDAIRES DUS A L'ACTION DES
CYTOCHROMES P-450

I-C-1 Hepatotoxicite

Les cytochromes P-450 sont capables d'engendrer, & partir de composés
relativement stables, des intermédisires réactifs au cours des diverses
réactions gu'ils catalysent (41). Ceci est & I'origine notamment de phénomeénes
hépatotoxiques ligs au métabolisme des médicaments. Deux types de toxicite
peuvent reésulter de la formation de ces intermédiaires :

- une toxicité directe du meétabolite qui peut se former de facon
transitoire. Ce metabolite instable ou metabolite reactif & caractére
electrophile est normalement pris en charge par des enzymes de piégeage
(figure &). Mais dans certains cas, i1 peut contracter des lisisons covalentes
irréversibles avec des constituants cellulaires : protéine, acide nucléique.
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Toxicite

Fixation covalente

Médicament ——— Intermédiaire ————— Conjugué
Cyt P-450 chimique Enzyme de détoxifie
réactif piégeage

FIGURE 8. Principales voies de formation et d'evolution d'intermediaires
reactifs formes par les cytochromes P-450.



Un tel mécanisme peut 8tre invoque :
. pour un toxique vrai : 1e CCl4
. pour un médicament administré 4 une dose telle que le systéme de
détowication est saturé : le paracétamol. Le métabolite réactif formé est
détoxiqué par le glutathion. En cas de surdosage ou de deplétion en glutathion, 1a
toxicite apparait. Dans ce cas, I'hépatotoxicité est susceptible d'apparaitre
chez tous les individus. Des réactions médicamenteuses de ce type peuvent en
principe étre reproduite expérimentalement chez 1'animal et 1'observation d'une
relation effet-dose est en principe possible.

- une toxicité d'ordre immuno-allergigue liée & 1a réaction individuelle
du malade ou idiosyncrasie. Les mecanismes détaillés de ce type de toxicite,
non dépendante de 1a dose et non reproductible expérimentalement, ne sont pas
connus. 11 est généralement admis que le medicament ou un de ses metabolites,
en se couplant & une protéine, la rend antigénique et déclenche la réponse
immune (42). Certains facteurs sont caractéristiques de 1'accident hépatique
immuno-allergique :

* frequence faible

* période de sensibilisation

* gssociation de fievre, éruption cutanee et éosinophilie.
* reapparition du trouble & 18 réadministration

Dans certains cas, des anticorps circulants, diriges contre des organites
cellulaires ont &té mis en évidence : anticorps anti-mitochondries (anti-M),
anticorps anti-muscle lisse (anti-SM), anticorps dirigés contre une protéine
inconnue du systeme microsomal du foie et du rein (snti-LKM) (43,44,45). Les
médicaments les plus souvent associés & des réactions sérologiques sont 1a
clométacine, 'w-méthyl dopa, le fénofibrate, la papavérine, 1'iproniszide, ls
dihydralazine, I'amineptine, I'halothane et 'acide tiénilique (46,47).

I-C-2 Cas de l'acide tienilique

I-C-2-1 Métabolisme 7 viva
Le meétabolisme /7 vive de 'AT. chez 'homme, le rat et le chien & até
étudie au laborstoire, en collsboration avec le centre de recherche Anphar-




Rolland {48). Le schéma métabolique est présenté figure 9. Selon les especes,
I'AT est retrouve dans 'urine :

- inchangé

- réduit sur la fonction cétone pour donner le produit 1

- hydroxylé en position 5 sur le noyau thiophene (SOHAT)

- oxydé au niveau de la fonction cetone pour donner le diacide
correspondant (Acide carboxy-4-dichloro-2,3 phenoxyacétigue) (ACPA).

Jusqu's 50 & de 1a dose administrée est excrétée chez 'homme et chez
le rat sous la forme du dérivé hydroxylé en position S. Ce dérivé n'est pas forme
chez le chien o0 le produit réduit sur la fonction cétone est majoritaire. Chez
I'homme, 20 3 de T'AT est retrouve inchangé et § & chez le rat. Le diacide est
formé de fagon minoritaire et représente moins de | & de la dose administrée
chez I'homme.

D'autre part, les laboratoires Anphar-Rolland ont montre, qu' 7z #7va une
proportion faible de 'acide tiéniligue ou de ses métabolites est ligée de fagon
covalente aux protéines hépatiques de rat. Au contraire l'isomere en 3 de 1'acide
tienilique, le CRE 4316, qui était présent comme impureté asu debut de la
commercialisation de I'AT, donne dans les mémes conditions un taux de fixation
cavalente 10 fois plus elevé que 1'AT.

I-C-2-2 Métabolisme 77 y/irg

Au laboratoire, 1'2tude du métabolisme de 1'acide tiénilique margué au
14C g 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 guantifié par chromatographie
en phase inverse. L'glution est réalisée par un gradient d'acétate d'ammonium pH -
4,6 4 50 & de CH3CN dans 1'eau et est couplée & une détection UV 8 310 nm. La
radioaclivité des fractions collectées est quantifiée psr comptage en
scintillation liquide. La quantité de SOHAT formee est déterminée en
additionnant la radioactivité présente sous les pics UY. Dans ces conditions, il
se forme apres une incubation de 20 min. de 'AT en présence de microsomes
hépatiques de rats traités par 1e phénobarbital : 5,9 £ 1,5 nmoles SOHAT/nmole
F-450/20 min. soit 10 £ 3 nmoles SOHAT /mg protéine/20 min. En présence de
microsomes hépatiques de foie humain (H97), I'activité est de 3,4 nmoles
SOHAT/mg protéine/20 min.
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FIGURE 9. Yoies métaboliques de I'AT chez I'homme (H), 1e rat (R), 1e chien (C).
Les voies minaritaires sont données entre parenthéses (d'apres (48)).



- Lg métabolisation de 1'AT par les microsomes hepatigues de rat et
d'homme est responsable de 1a fization covalente d'un métabolite different du
SOHAT (mais qui pourrait dériver d'un précurseur commun) sur les protéines
hépatiques (49). Le tsux 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 1,8 nmoles/mg protéine/20 min en présence de microsomes
humains.

- Des études paralléles de 1'oxydation métabolique /7 v/ira de 'isomere
en 3 de l'acide tiénilique (2) ont montré que ce composeé conduit § un taux
beaucoup plus fort de fixation covalente aux protéines hepatigues de rat et
d’homme.

1-C-2-3 Les etapes du mécanisme de toxicité a I'AT

Plusieurs aspects de I'hépatotoxicite de VAT sont evocateurs dun
phénoméne de nature immuno-allergique (50}

- la faible incidence des accidents dans 1a population traitée (1 cas sur
10 000 environ)

- la nécessité d'une période de traitement de un & plusieurs maois {en
moyenne 5,5 mois)

- la survenue des hépatites intervenant & la réadministration de 1'AT
apres que le traitement ait &té arrété en raison d'effets secondaires toxiques

- la diminution de 1a durge d'apparition de 'hepatite, et de la dose de
médicament nécessaire, lors d'une réintroduction

- les signes systémiques de la phase prodromique

- |'absence de 1a reproductibilité expérimentale chez 'animal

- la non-relation par rapport a la dose.

De plus, venant renforcer la these immuno-allergique des anticorps
LKMz {anti-Liver-Kidney microsomes de type 2) (1) ont 2té mis en evidence dans
le sérum de patients traités a I'AT et ayant fait un accident hépatique.

- Mise en évidence des anti-LKM»

La détection de ces anticorps de type 2 dirigés contre le réticulum
endoplasmique de foie et de rein a 2té réalisée par immunofluorescence sur
certains arganes d'animaux non traites par 'acide tignilique. En particulier, il s
ete observe
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* yne localisation centrolobulaire de la fluorescence sur foie de souris
male. Ceci permet de distinguer les anti-LKiMy presents dans la plupart des cas
d'hépatite chronique active et des cirrhoses cryptogeniques

* une fixstion sur les portions Py et P2 du tube proximal de rein de rat
male.

Les recherches d'anti-LKM» pratiquées sur les sérums de malades
suspects d'hépatite & 1'AT et sur les sérums de malades traites ne faisant pas
d'hépatite laissent supposer que les anti-LKM2 sont spécifiques de T'hépatite
induite par I'AT.

- Determination de 1'antigéne de foie humain des anti-LKMp

Les analyses par immuno-transfert des microsomes de foies humaing et
de certaing cytochromes P-450 purifiés de foies (P-450 5, P-450 & et P-450 9)
en utilisant des sérums humains contenant des anti-LKMz ant permis de montrer
gue ces anticorps reconnaissaient une seule protéine des microsomes de foies
humains. Cette protéine est par électrophorése et sur un plan immunologique
identique au cytochrome P-450 § (2). En effet, les sérums contenant des anti-
LKM2 conduisent & des reconnaissances en immuno-transfert identigues a celles
obtenues avec les anti-cytochromes P-450 8 mais trés différentes de celles
obtenues avec l'anti-cytochrome P-450 S. De plus les sérums contenant des
anti-LKM> ou des anti P-450 8 ne reconnaissent aucun cnrﬁposant des
microsomes de foie humain provenant de foetus (51).

Les résultats obtenus comparent prés de 40 sérums. Parmi les 20
sérums de patients atteints d'hépatites et contenant des anti-LKM2, 12 sérums
reconnaissent presque exclusivement le cytochrome P-4350 8 dans les
microsomes de foie humain. Les 20 sérums témoins gtudiés et ne contenant pas -
d'anti-LKM2 ne reconnaissent pas le cytochrome P-450 3.

Par conséquent, ces resultats montrent que les anti-LKMp sont dirigés
spécifiguement contre une protéine de foie humain : 1e cytochrome P-450 8.

- MNature du cytochrome P-450 de foie humain responsable de
I'hydroxylation de I'AT et de son activation métabolique

L'hydroxylation en 5 de I'AT par les microsomes de foie humain est
inhibée de 50 & 100 & & 1a fois par les anticorps anti-cytochromes P-4S0 § et
par les serums contenant des anti-LKM». Les 20 sérums témoing utilisés qui ne
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contiennent pas d'anti-LKMz ne donnent pas d'inhibition significative de
I'hydroxylation de I'AT.

De plus, 1'activation métabolique 77 #/ire de I'AT et de son isomere
catalysée par les microsomes hépatiques de foie humain est inhibée par les
anti-cytochromes P-4508 et par les sérums contenant des anti-LKMz. Pour 20
sérums contenant des anti-LKMz testés, il existe une bonne corrélation {r=0,96)
entre 1a dose inhibant 50 & de la fixation covalente de 1'AT et la dose inhibant
I'hydroxylation de 1'AT (168).

Ces résultats mettent en évidence pour la premiére fois I'existence chez
I'hnomme _d'anticorps circulants dirigés contre un cytrochrome P-450, le
cytochrome P-450 8.

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

Ces résultats nous conduisent & proposer le meécanisme suivant pour la
production d'anti-LKM2 aprés V'administration d'AT :

1} hydroxylation en S de 1I'AT par le cytochrome P-450 8

2) formation de métabolite réactif pendant ce métabolisme et fixation
covalente aux proteines hépatiques et particulierement au cytochrome P-450 8

3) réponse immunologique et production d'anticorps dirigés contre le
cytochrome P-450 & alkylé par un métabolite de I'AT.

Beaucoup reste a faire pour comprendre les étapes du mécanisme de 1a
toxicité de I'AT ; en particulier pour expliquer la fréquence de survenue des
hepatites. Toutefois les résultats obtenus dans le cas de 1'AT notamment
conduisent & proposer le mecanisme suivant pour les hépatites de type immuno- -
allergique etudiées (figure 10):

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

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

3) reconnaissance par le systeme immunitsire du cytochrome P-450
modifié, éventuellement aprés son passage 3 l'exiérieur de la membrane de
I'hépatocyte
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acide hydroxy-S tiénilique

7

Acide tieniligue ——s— metabolite réactif ——s=—  Macromolécule du
reticulum modifige

—— anticorps —=— reponse immune — reponse individuelle
3 1a réadministration hépatotoxique

FIGURE 10. Mécanisme postulé de I'hepatotoxicité d'origine auto-immune de
I'AT.
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4) production d'anticorps {AC) circulant susceptible de reconnaitre nan
seulement 1'hapténe dérivant du métabolite reactif mais aussi le cytochrome P-

450 porteur
5) activation de I'hépatocyte portant le cytochrome P-450 alkylé

antigénique aprés fixation de 1'anti-LKM
6) destruction des hépatocytes par les lymphocytes.

C'est & la premiére étape de ce mécanisme, et particuliérement & la
formation du dérivé hydroxylé, que nous nous sommes interesses dans le cadre

de cette these.
Plus largement, nous svons été amenés & considérer les dannées

disponibles sur 1e métabolisme oxydatif du noyau thiophéne.

I-D METABOLISME DE DERIVES THIOPHENIQUES

Le rile des dérivés du thiophéne dans la conception et la synthese de
molécules d'importance pharmacologique a considérablement augmenté depuis
1960. Les dérives du thiophene sont présents dans 1a quasi totalité des classes
thérapeutigues (52). Nous porterons notre analyse sur certains dérives, agents
thérapeutiques ou non, dont le métabolisme a été étudié et chez lesquels une
des positions en « du soufre est libre.

I1-D-1 Le thiophéne

Le metabolisme du thiophene a été tudié par H.G. Bray. Chez le rat, 30 %
de la dose administree est expirée inchangée par les poumons et 40 % de 1a dose
est retrouvee dans les urines principalement sous la forme de 1'acide
mercapturique 5. Le dérivé & résultant d'une 2limination d'eau est présent de
fagon minoritaire (53) (figure 11).

La formation du compose 5, hydroxyla en 3, peut s'expliquer par la voie
classique d'oxydation des derives aromatigues catalysée par le cytochrome P-
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450 qui passe par 1a formation d'un époxyde d'arene et ouverture par la cystéine
selon la figure 11,

Le thiophéne administré chez le rat & la dose de 250 mg/kg est
d'ailleurs responsable de nécroses au niveau hépatique. Le prétraitement des
rats par le phénobarbital sugmente considérablement cetie toxicité (S4). Enfin
le thiophéne (thiophéol)R est un meédicament proposé en France dans le
traitement des inflammations des voies respiratoires et considere jusqu'ici
comme dénué de tout effet indésirable. Cependant, i1 a &té décrit récemment un
cas d'hepatite consécutive & la prise de ce médicament sous forme de
suppositoire (100 mg/j) pendant 10 jours. La recherche d'anticorps anti-tissus
s'est avérée négative. Aprés guérison, les symptimes ont recidive & la
réadministration du produit (55).

I-D-2 Le suprofen

Le suprofen est un antiinflammatoire non stéroidien apparente au
kétoprofen et par ailleurs isomére de l'acide tiaprofénique {Surgam)® (figure
12a).

Produit des laborataires Janssen, le suprofen (Suprol)R est doué de
propriétés analgésiques et antiinflammatoires remarguables qui pourraient étre
liges @ l'inhibition de la biosynthése des prostaglandines. (56,57). Ce dérivé
possede des propriétés uricosuriques qui sont par ailleurs une caractéristique
essentielle de 1'acide tiéniligue. Relativement bien toléré chez ls plupart des
patients lors des etudes cliniques, ce medicament déja lancé dans certains pays
européens a regu 'approbation de 1a FDA en Décembre 1985.

. Métabolisme

Le métabolisme du suprofen {(SU) a élé étudié par Mori et coll. 7» vive
chez 1'hnomme, chez e rat et le chien (58,59,60).

Le schéma métabolique proposé est présenté figure 12b.

Selon les especes, on trouve dans les urines

- des produits de conjugaison de la fonction acide avec l'acide
glucuronique ou ls taurine 11, 12

- le produit hydroxyle en pasition S sur le noyau thiophéne (SOHSU)
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FIGURE 11. Matabolisme proposé du thiophéne chez le rat (d'aprés (53)).
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- le produit de réeduction de la fonction cétone en alcool 9 gqui peut
former un produit de conjugaison par sa fonction acide 10

- le dérivé discide carboxylique résultant de la coupure oxydante de la
liaison Cz (thiophéne)-CO : I'acide (carboxy-4 phényl)}-2 propionique, ACPP.

La chaine propionique du suprofen est conjuguee avec un amino acide
chez le chien et glucuro conjuguée chez I'homme et le rat. Mis & part cetle
caractéristique commune sux dérivés aryl acétiques substitués par un méthyle
sur le carbone en « de 1'acide, le métabolisme 27 #/¥e du suprofen est trés
proche de celui de T'acide tiénilique. Les variations entre les espéces sont
similaires. Le dérivé hydroxylé en S est formé majoritairement chez 1'homme et
chez le rat mais i1 est pratiquement inexistant chez le chien.

En Mars 1987, le laboratoire Johnson et Johnson annonce la suspension
de la vente de ce médicament sux USA. Cette décision fait suite a V'spparition
d'effets secondaires graves (principalement des douleurs latérales associees &
une néphrite transitoire) connus sous le nom de "Flank Pain Syndrome” (61,62).
Le produit est suspendu dans les pays de 1a Communauté Européenne.

Cette toxicité semble entrer dans le cadre général des atteintes rénales
aigiles provoquées par un grand nombre de derivés analgésiques et
antiinflammatoires non stéroidiens. Elle est sans doute aggravée par la
precipitation d'acide urique au niveau rénal (63).

I-D-3 Thiophénes substitués

Le matabolisme des dérives thiopheniques suivants a eté etudie # viva.

- le bromure de tiguizium est un agent anticholinergique (figure 13).
Chez le rat et le chien, ce dérivé est hydroxyléd en position 5 sur le noyau
thiophéne puis subit une D-glucuronidation {64).

- le kétotiphéne est un dérivé aux propriétés antiinflammatoires
(figure 13). Au cours de son metabolisme, ce dérivé est hydroxylé sur le noyau
thiophéne en o du soufre {(B5).
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- le tenoxicam est un antiinflammatoire non stéroidien (figure 13
Chez le rat une des voies metaboliques principales est l'oxydation du noyau
thiophéne suivie d'une 0-glucuronidation. La position de I'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 animal, ce dérivé est métabolisé par hydroxylation sur le
noyau thiophene en position 5 (67).

- le métabolisme du métapyriléne (figure 13), antihistaminigue
largement utilisé i1 y a plus de 30 ans mais abandonné en raison de ses
proprigiés hépatocarcinogénes chez le rat, a été etudie recemment.

Chez le rat ce dérive est métabolisé sur le noyau pyridine. La formation
de dérivé hydroxylé sur le noysu thiophéne pourtant recherchée n'a pas éte
~ détectée (68).

- Benzothiophénes

. Dans la série des benzolblthiophénes, le mobam est utilisé
comme insecticide (figure 13).

L'administration de ce dérivé marqué au '4C 3 la chévre, a permis
d'identifier deux produits majoritaires (90 & de la radioactivite administrée)
le premier formé par hydrolyse de la fonction carbamate, le second forme par
oxydation du soufre (69).

. Par contre le métabolisme du {diméthylamino-2 éthyl)-3
benzo[blthiophéne {figure 13) 5 &t etudié 77 »/va et jm yilro chez le rat,

La formation de sulfoxyde n'a pas &té mise en évidence. Le produit
est majoritairement hydroxylé en position 6 (70).

.Enfin le dibenzothiophéne (figure 13) est oxyde par les enzymes
microsomales de rat en sulfoxyde et en sulfone (71).
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I-E MOTIYATIONS ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

- Le tour d'horizon que nous venans de faire dans ce premier chapitre sur
le métabolisme des composés thiophéniques montre que trés peu d'études ont
ete réalisees sur 'oxydation métabqlique des noyaux thiophenes. /» #fvag selon
les substituants portés par ce noyau, on observe la formation de compose
derivant :

de l'oxydation du soufre
de I'hydroxylation du thiophene en position 5
Mais I'oxydation #7 #/¢re d'sucun composeé n'est connue.

- Rien n'est connu sur les enzymes impliquées dans ce métabolisme chez
12 rat, modéle snimal le plus couramment utilisé en toxicologie et dans les
etudes de meétabolisme. Chez 1'homme, les connaissances sont strictement
limitées au cas de 'acide tignilique.

- Les mécanismes d'oxydation soit enzymatique, soit chimigque sont
egalement ignorés. La connaissance de ces mécanismes serait trés importante
pour comprendre la formation de métabolites resctifs et a terme pour
interpréter les toxicités observées, particuliérement dans le cas de l'scide
tiénilique.

Le second chapitre de ce travail concerne V'hydroxylation 2z ¢7iye des
acyl-2 thiophenes. En présence de microsomes hépatiques de foies de rats
traites par le phénobarbital, sont étudiées :

- I'hydroxylation de 'scide tignilique
- I'hydroxylation des acyl-2 thiophenes.
Le troisiéme chapitre concerne 'hydroxylation métabolique /7 vitre de

I'acide tiénilique en position 5. A ce niveau sont étudiés

- I'effet du traitement des rats par le clofibrate sur la réaction
cataluysee par les microsomes hépatiques
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- les enzymes impliquées dans cette reaction en utilisant des
enzymes purifiées et des anticorps spécifiques.

Il existe sctuellement des systémes modeéles meétalloporphyriniques
simples des monooxygénases a cytochrome P-450 qui miment partiellement
leurs fonctions d'oxydation. Jusqu's présent 1'oxydation des noyaux
hétérocycliques et donc thiophéniques par ces systémes modéles n'a jamais ete
mise en évidence. '

Le quatrieme chapitre concerne 1'oxydation de composés thiophéniques
catalysée par les métalloporphyrines en présence de pentafluoroiodosobenzéne.
A ce nivesu nous étudions :

- I'efficacité de ces systemes pour mimer 1'oxydation métabolique

de 1'acide tiénilique et du suprofen
- l'oxydation de molécules thiophéniques diverses.
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L'acide tieniligue est métabolisé /s #/f#7e chez V'hamme en acide
hydroxky-5 tiénilique (SOHAT).

L'AT et, plus largement, la série des acyl-2 thiophénes suivent-ils 1a
méme voie métabalique 47 /e en présence des enzymes microsomales de rat?

Pour étudier cetie réaction, et en définir les principsux parametres,
nous avons mis au point une nouvelle technique de suivi cinétique de la
formation de 1'acide hydroxy-5 tienilique. Par la suite nous proposerons sa
généralisation & 1'ensemble des dérivés hydroxylés en position S des sroyl-2
thiophénes.

I1-A HYDROXYLATION DE L'ACIDE TIENILIQUE

Au debut de ce travail, 'hydroxylation J# v/ére de 1'acide tiénilique par
les enzymes hepatigues de rat et d'homme avait été mise en évidence au
laboratoire en utilisant une technique employant la Chromatographie Ligquide
Haute Performance {CLHP). Les microsomes hépatiques de rats étaient alors
incubés en présence d'scide tiénilique marqué au 14C en présence de NADPH.
Apres précipitation des protéines et centrifugation, le surnageant était
concentré. Ce surnageant était conservé & 4°C au maximum 72 heures puis le
SOHAT séparé par CLHP en phase inverse (1 heure) et quantifid par comptage en
scintillation liquide.

Cette methode longue, delicate & mettre en oeuvre, donnait une mesure &
point final et ne permettait pas un suivi cinétique de la réaction. En outre,
I'étude de sa généralité nécessitait la synthése de divers aroyl-2 thiophénes
marques. Aussi avons-nous mis au point une méthode simple de suivi par
spectroscopie UY-visible de cette réaction en utilisant les propriétés
physicochimiques et spectroscopiques particuliéeres gque confere 1'adjonction
d'un groupement OH en position 5 sur 1a molécule d'acide tignilique.



11-A-1 Etude physicochimique de |"acide hydroxy-5
tienilique

I1-A-1-a Tautomerie et pKa des hydroxy-2 thiophénes

Contrairement aux dérivés phénoliques, les hydroxy-2 thiophénes sont
plus instables et plus difficiles d'acces. De plus, la repartition entre les trois
formes tautomeéres est plus équilibrée que dans le cas des phénols pour
lesquels, en général, la forme aromatique préadomine (72).

Hy | He Hy
4 3 2 Hs
0= 1L =1
R75™\ g2 0H RTN\g 0 R/ Ng~ 70
] Hs

21 22 23

Dans le cas d'hydroxy-2 thiophénes substitués en position 5, 1a nature du
substituant peut influencer 1'équilibre. Celui-ci peut étre étudié par RMN TH. En
effet, les trois formes possédent un spectre caractéristique. La forme 21 se
caractérise par deux doublets correspondant & un proton chacun (Hz+H4). Un
doublet (Hz,H3z') et un triplet (H4) caractérisent la forme 22 et enfin, deux
doublets (Hz,Hs) et un doublet de doublet (H4) caractérisent 1a forme 23. 11 est
alors possible de quantifier la proportion des trois formes tautomeres
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 tres électroattracteur (COzEt, CHO, COOH...) favorise la forme
hydroxy (74,75). Le chlore, bien qu'électroattracteur, est par contre un mauvais
groupement conjugant d'ou la prédominance de la forme cétone conjuguée.

De plus, il semble que selon 1a structure les pK soient différents. Ainsi,
le pKa de I'hydroxy-2 methyl-5 thiophéne est de 8,73 (76), c'est a dire du méme
ordre de grandeur que ceux trouvés pour les alkyl-phénols (77). Par contre, le
dinitro-3,5 hydroxy-2 thiophéne et le dinitro-2,4 phénol ont respectivement des
valeurs de pKa egales & 1,52 (78) et 4,10 (79). Enfin dans les cas d'hydroxy-3
thiophénes substitués en 2 par une fonction carbonyle, on trouve des valeurs de
pKa inférieures de plusieurs unités
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Tableau 4. Tautomérie des hydroxy-2 thiophénes dans CCl4 (d'apres 73).

Substituant Proportion des formes tautomeres (&)
R
HQC’H H/on ROSZO
H 24 0 0 100
CHz 25 0 20 a0
CH2Ph 26 0 30 70
Ph 27 0 100 0
CO2Et 28 33 I3 0
Cl 29 0 2 98

Tableau 5. Yaleurs des pKa de divers hydroxy-3 thiophénes et phénols (d'apres

80).

Substituant R

a
=

|

Me
MH2

k3

5,42
6,78
6,93

3,37
10,06
8,24




4 celles des phénols correspondants (30) (tableau 50 Or si pour Vhydroxy-2
methyl-5 thiophéne, la forme cetonique est majoritaire dans CCls, pour le
dinitro-3,5 hydroxy-2 thiophéne (72} et les hydroxy-3 thiophenes (substitues en
23 (743, 1a forme énolique a &té proposée comme forme majoritaire. [1 semble

donc que, en plus de leffet direct des substituants, la modification de
I'equilibra tautomere en faveur de la forme enolique s'accompagne d'une baisse

supplémentaire du pKa.

11-A-1-b Formes tautomeres de I'acide hydroxy-5 tieniligue,
Etude par MM TH.

H1-A-1-b-1 Equilibre thermodynamigue.

Ces remarques preliminaires vont nous permettre de comprendre le
comportement tautomerique de l'acide hydroxy-3 tieniligue. 53 structure
conduit aux equilibres indigues figure 1da en milieu acide et en milieu basique
aux formes mesomeres indiquées figure 14b.

Le tableau & donne les wvaleurs des deplacements chimigues et des
constantes de couplage de quelques composes 4 structure thiophenigue. Pour le
compose 33, le chloro-2 hydroxy-5 thiophéne, deux formes tautomeres
cetonigues ont pu éire identifiées. La premiére, correspondant & (C), se
caracterise par un ensemble de 3 doublets de doublets [Hz (6,7 1ppm; J=2,90 et
1,80 Hz) ; Hz (6,48ppm; J=2,90 et 5,95 Hz) ; H4 (7,77ppm; J=1,80 et 5,95 H2)]. Le
compasé 34, correspondant 4 B est constitug d'un doublet & 2,03 ppm (Hg, Ha') et
d'un triplet a 5,02 ppm {1Hz).

& 1'inverse, la forme tautomére énolique correspondant 4 A (figure 14a)
a pu 8tre bloguée par la formation des dérivés méthg]-ﬁth:ﬁr (produits 35, 348)
qui se caractérisent uniquement par 2 doublets vers 6 ppm (Hg) et 7 ppm (Hz)
De méme, la forme cetonigue complétement conjuguée (produit  37),
correspondant 4 D de la figure 14a, conduit aussi 4 2 doublets vers 6 (Hq) et 7
ppm (Hzl

Dans e cas de SOHAT, quelles que soient les conditions de solvant oy de
pH, le spectre (figure 15) montre la présence de deux doublets, en ce qui
concerne las protons thinphenigues, vers g et 7 ppm (tableau 6.

La premiére conclusion est donc gue las seules structures majoritaires

-

possibles sant 1a (A) et 1a (DL
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FIGURE 14. Equilibre tautomere de 1'acide hydroxy-5 tiénilique :(a) en milieu
acide ; (b) formes mesoméres de 1'anion de 1'acide hydroxy-5 tiénilique en
milieu basique.



Tableau 6. Déplacements chimiques et constantes de couplage de divers
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hydroxy-2 thiophénes, dans différentes conditions (RMHN TH).

Compose Solvant & Hz JHZ- H4 5 Hg ref.
ppm Hz ppm
2 @ (1) Acetone 6,48 5,95 7,76 81
=L, Acétone 602 | 290 | 203 81
s f
M/QKQ & o . |
o CDCIz 7,34 4,2 5,29 59
2 i
M"ﬂs\ﬁ@— CH ) -
o CDCIz 7,16 45 6,28 48
az Ci cl
5 OCH,COO0Ms CDC}E ?, I 5 6,0 6 ] ? 48
|
a8
‘f@‘@ CDCI3 7,60 59 | 625 | 82
SOHAT DMSDO 7,22 5.2 6,15 48
CD3CN 7.18 5,1 6,09
SOHSU CDzCN 7,42 5,0 5,16
Dz0pH 1.8 7.19 4.8 5.86
D20 pH 4,0 1,97 4.8 5,90
D20 pH 11,8 7,59 4,8 5,89

(135 Hz = 6,71 ppm ; JHzHz = 2,90 Hz ; JH2H4 = 1,20 Hz.
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FIGURE 15 Spectre en RMN 'H du SOHAT dans CD3CN/CD2C1z2.référence TMS.
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L'etude de la constante de couplage devrait permettre a prior de
distinguer ces 2 formes. En effet, pour la forme A on peut s'attendre § une
constante de couplage de l'ordre de 4,5 Hz (produits 35, 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 SOHSU dans 1'eau. Quelle que soit 1a
valeur du PH (1,8 ; 4,0 ; 11,8) la constante de couplage reste inchangée. [
semble donc que 13 charge n'influence pas 1a valeur de Jyz-Ha.

Dans le cas du SOHAT, le spectre enregistré dans différents solvants
donne toujours une valeur de JHz-H4 8uUX environs de 5 Hz. Une explication
possible est 1a coexistence de 2 formes (A) et (D) qui sont en échange rapide,
par rapport au temps RMN (une accumulation, soit de 1'ordre de la seconde).

I1-A-1-b-2 Echange du proton H4 du SOHAT
En milieu basique (pH=9) le proton H4 du SOHAT ne s'échange
pratiguement pas (# 0 % sur une semaine & 20°C). A pH neutre, il est a moitié
échangé en | semaine. Par contre & pH acide (pH=1) I'échange est total et rapide

{quelques minutes).
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[1-A-1-c Elude UY du SOHAT -

augmentation du coefficient dextinction molaire (2) de 15300 3 2

z deplacement vers les grandes longueurs d'onde el celle s

{3

de I'C sont dus 4 1a ran]ugarﬂn supplementaire de 13 charge négcﬁtw-.
I'oxygens en milieu basigue. Ce méme phénomene avail &12 observe dans
de I'hydroxy-2 methyl-5 thiophene et avait permis ia determination du ok

apparent de ce compose (76).

“OH
" 70:0 — - ;QO +H0
S )
Hs
Amax=225 nm A max=268 nm

Dans un premier temps nous avons verifie que, dans le cas de 'acide
tienilique, 1a titration de 1a fonction acide carboxgligue ne modifiait gque ires
pey la valeur dy coafficient dextinction malaire (2 = 14000 3 pH=1, pH=7 &t
pH=113 De plus, comme nous e verrons plus Toin {11-8-1-c), 1es substituants du
noyau benzénigue n'influencent pas la valeur de 1T des dérives hydroxy-5 aroyl-

2 thiophénes atudigs. Ainsi dans e cas du SOHAT la variation de 1'C observes est

attribuée a 1a titration de 1a fonction hydrosy en 5.

[‘ s solutions tamponnées & différents pH entre | et 9 ont &1& préparses.
Le SOHAT est dissout a concentration identigue dans ces differentas solutions
Un spectre UY entre 500 et 220 nm est alors enregistre pour chague solution.
Cet ensemble de courbes se caractérise par un point isobestigue 4 Z51 nm

Ensuite 1a DO mesurée & 390 nm est portée en fonction du pH sur la figure |

Cette courbe permet de déterminer la vaieur du pka Laﬁﬁarent; du 3

i £

denviron 2.5 Cette valeur est tout 3
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FIGURE 16. Spectre UY-visible de I'acide tiénilique 8 pH 7.4 (1) et de I'acide
hydroxy-S tiéniligue d pH 1 {2) et d pH 11 ().

pH 1 - tampon HC1/KC1, pH 7,4 : tampon tris/HCT, et pH 11 :tampon carbonate/bicar bonate de sadium.
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FIGURE 17. Determination du pKa de la fonction OH en position S sur le noyau
thiophéne de 1'acide hydroxy-S tiénilique.

SOHAT 20 WM final. Expérience réalisée en double, & deux concentrations différentes en SOHAT, selon
le protocole décriten ¥Y-B-3-4
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Cette mesure de pK nous permet d'affirmer qu's pH physiclogique le
S0HAT absorbe vers 384 nm et est sous forme bisanionique. Ceci contribue
d'ailleurs & renforcer sa solubilité. Le coefficient d'extinction molaire (£) de
cette forme mesurée & pH 7,4 (tampon tris HC1) par des technigues classiques
gst de 28 000 & 384 nm. Ainsi le pK de la fonction OH en position 5 du SOHAT
d'une part, la valeur élevée de son € & grande longueur d'onde (284 nm) d'autre
part, ont motivé 1a mise au point d'une technique spectrophotometrique UV
simple de détection de ce dérive en continu dans les conditions de
fonctionnement des milieux biologigues.

I-A-2 Suivi cinétigue de 1a formation du S0HAT par
les microsomes hepatigques de rats traités par le
phénobarbital

L'acide SOHAT formé est détecté par spectrophotométrie UY dune
solution contenant les microsomes hépatiques, le NADPH et 1'acide tiénilique en
présence de I'oxygene de 1'air.

l1-A-2-a Description de 1a méthode

On dispose d'une solution de tampon phosphate pH 7,4 contenant :

- les microsomes obtenus aprés plusieurs ultracentrifugations
d'homogénats de foie de rats de race Sprague Dawley. Cette fraction contient
majoritairement les systemes monooxygénasigues & cytochrome P-450 du
reticulum endoplasmique lisse des hépatocytes.

- une solution de MADP (nicotinamide dinucléotide), G6P (glucose-6
phosphate) et GAGPDH (glucose-6 phosphate deshydrogénase) permettant 1a
formation du NADPH et son maintien & un niveau stationnaire selon la réaction :

glucose-6 phosphate
deshydrogénase
glucose-6 phosphate / \ phospho-6 gluconate

MADP MADPH
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Cetie solution est répartie dans 2 cuves & bords noirs d'un
spectrophotomatre et préincubée 8 37°C pendant 2 minutes. Le spectre est trace
apras addition de 1'acide tiénilique dans la cuve échantillon et agitation.

. L'enregistrement du spectre UY-visible entre 300 et 370 nm en
fonction du temps est présenté figure 18. Aprés 3 minutes de stabilisation de 1a
solution due & l'agitation, un maximum d'absorption apparait @ 364 nm dont 1a
croissance est linéaire en fonction du temps pendant environ 10 min. Cette
bande d'sbsorption correspond & la formation du SOHAT.

. Le suivi direct de 1a cingtique de formation du SOHAT est réalisé dans
les mémes conditions en suivant 1'augmentation de 1a DO au sein de la solution
microsomale @ 390 nm. L'enregistrement obtenu est reproduit figure 19. La
mesure de la vitesse dans la partie linéaire de la courbe permet d'accéder a ¥y,
yitesse initiale de la réaction. Connaissant le coefficient d'extinction molaire
(€) du SOHAT & 390 nm et la quantité de protéines microsomales, 1a vitesse est
exprimés en nmoles de SOHAT formées par mg de protéines et par minute.

. La formation du SOHAT est linéaire en fonction du temps et atteint un
plateau. Le produit formé est stable. L'origine du plateau est due & la
consommation de 1'oxygéne disponible dans la cuve. Une oxygénation du tampon
aprés le platesu permet de redémarrer la réaction ; l'utilisation de tampon
saturé en oxygene prolonge sa durée.

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

l1-A-2-b VYalidation de 1a méthode par rapport d 1a technique
CLHP

La technigque CLHP précédemment mise au point au laboratoire (48)
comporte une incubation des microsomes, en présence d'AT, et du systéme
génerant le NADPH, puis une centrifugation apres 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 SOHAT
marquee qui est quantifiée par comptage en scintillation liquide.

Afin de comparer les résultats obtenus par les 2 techniques, une
incubation realisée avec un mélange d'AT froid et radioactif et des microsomes
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FIGURE 18. Sujvi en spectragcopie UV-visible de T'hydroxylation de 1'AT par les
microsomes héepatiques de rate. Apparition du spectre du SOHAT &n fonction du temps.

Lg préparstion de 1a solution microsomale est réalisée comme décrite en ¥-0-2-a (microsomes de
rats FE 2,4 nmoles P- 450/mq protéine ; P- 450 :1 nmole P-450/ml d'incubation, AT IIZ_I""'M,’G{SFTA
10 mM, GEPDH 2 usml, NADP 1 mM, tampon phosphate 0,1 M pH 7,4). Le SOHAT forme est detecte
par suivi spectroscopique entre SO0 nm et 370 nim.

t1 = 4 min. un spectre est enregistré toutes les 2 min.

o

tz2=6min, t3 =9 min, ..
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FIGURE 19. Hydroxylation en 5 de I'AT (10-4M) par les microsomes hépatiques
de rat (PB) : étude de 1a DO 4 390 nm en fanction du temps.

La prépératiun de 1a solution microsomale et 1a détection du SOHAT sont réslisées comme décriten ¥-D-2.
{conditions figure 18).
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hepatigues de rats traités par le PE a &té &tudiee par la ?H,rmqluf U puis par
la technique CLHP. Par la technique UY, selon le protocale décrit en ¥-D-2, 1a
quantité de SOHAT formes ezt de 1,1 nmoles SﬂHmfmg rateines/min. Apres
avaoir suivi 1a formation du SOHAT pendant 10 min, 1a rpau’r ion est stoppes par
addition de méthanal. La guantité de SOHAT formes analysee par la technigue
CLHP (protocole ¥-D-3) est de 0,93 nmoles SOHAT/mg proteina/min. Las
rendements en SOHAT obtenus sur 2 expériences ant 2té concordants (£ 5 &)

L'utilisation de la technigue CLHP en presence de substrat
radinactif est relativement lourde a mettre en ceuvre. La technique UY dacrite
posseds trois avantages : tout d'abord 2lle permet un suivi cinetigue précis de
1a formation du SOHAT. De plus sa réalisation est rapide et simple. Enfin et
surtout elle ne nécessite pas de produit radioactif. Le seuil de détection dans
une solution turbide comme la solution microsomale se situe a 0,03 nmoles
SOHAT/mg de grut.émex'mm. Toutefois, pour de trés faibles taux dactivité
enzymatique, la technigue CLHP constitue une méthode de détection plus
sensible

11-A-3 Paraméires de 1a réaction d'hydroxylation en 5 de
AT
11-A-3-a Conditions de cinetigue michaslienne et mesure de
13 Km_avec 1es microsomes hepatiques de rats
traites par le phenobarbital
L'hydroxylation de I'AT a ete atudiée avec les microsomes hepatiques de
rats traites par le phenobarbital.

- Les conditions exparimentales pour lesguelies 'activite hydroxylante
gst proportionnelle & la quantité de protéines hepatigues utilisée ont é&té
determinees (figure 20} La vitesse de formation du SOHAT varie lineairement
jusqu'a des concentrations de 2 mg de protéine par ml. Au-deld, la densit2
optigue de la suspension microsomale est trop forte et 13 1oi de Beer-Lambert
n'est plus respactée. Les barres derreurs espriment la déviation standard

l

comme dans 1a suite duy document (sauf notification}
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FIGURE 20. Yitesse de formation du SOHAT en fonction de la concentration de

protéines microsomales de foies de rats (PB).

Les conditions expérimentales sant celles décrites en ¥-D- 2. Chaque point est 1a moyenne de 2
déterminations realisées sur les microsomes d'un lot de S animaux (2,4 nmoles P-450/mg protéine) .
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- La vitesse de la reaction est fonction de la concentration d°AT dans la

15
E
cuve et attaint un plateau (0,84nmole/mg proteina/min) ¥ @ une concentration

en substrat de 8.10-9M {fi iqure 21).

- Le trace de /Y, inverse de la vitesse d'h :; gxylation de VAT en
t

fonction de 1/c, inverse de la concentration en AT, est presente figure 22, Le
trace obtenu est une droite. La relation de Hi::haehs—ﬂe nten s'appligue donc et

selon 1a representation de Lineweaver-Burk, on a

b ¥ 1

La valeur de 1/ est obtenue en extrapolant 1a droite obfenue jusqu's
I'axe des abscisses.

Km exprime 'affinite apparente de I'snzyme pour le substrat. Toutefois
le systeme microsomal des mnnua:mggenaqa a cytochrome P-430 susceptible de
catalyser la réaction est, nous 'avans vu, un systéeme multienzymatique. La K
obtenue (figure 223, 12,4 10-5M, ..t dars ce cas une "pseudo Kny" car ells
exprime  l'affinite apparente globale d'un certain nombre dlisoenzymes
susceptible de catalyser 'hydroxylation de I'AT. La ¥y est de 1,00 nmole de
SOHAT par mg de protéine et par min.

H-A-3-b Influence de differents paramatres sur
T'hydroxylation en 5 de VAT catalysés par les
microsomes hépatigues de rats traités par |
phenobarbital

Pour preciser le systeme enzymatique impligué dans la réaction
d'hydroxylation de 1'AT, Vinfluence de différents parametres a &té &tudies. Les
-esultats sont résumés dans le tableau 7

{1-A-3-b-1 Méressite du NADPH, cas du NADH

La reaction d'hydroxylation de ]Ai 3*-3] ysee par les microsomes
studige en absence de

o~

hépatiques de rats traités par le phénobarb & Bte
MADFH avec ou sans NADH. Les résultats obtenus (tableau 70 montrent gue 1e
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FIGURE 21. Vitesse d'hydroxylstion de 1'AT par les microsomes hépatigues de
foies de rats traités au phénobarbital en fanction de 1a concentration en AT.
Les conditions expérimentales sont celles décrites en ¥-D-2. Chaque point est 1a moyenne de 4

déterminatioqef réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 animaux {1 nmole P-450/mi ; 2,45 nmoles P-
450/mq protéine) Les barres d'erreur expriment comme dans la suite du document 1a déviation standard.
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FIGURE 22. Représentation de Lineweaver-Burk de 1'hydroxylation de I'AT par
les microsomes hépatigues de rats (PB).

Les conditions expérimentales sont celles décrites en ¥-D- 2. Les conditians d'induction sant deécrites
en ¥-C-1. Chaque point est la moyenne de 4 déter minations réalisess sur les microsomes d'un lot de S
animaux. (1 nmole P-450/mi ; 2,4 nmoles P-450/mg protéine].
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Tableau 7. Influence de différents parametres sur I'hydroxylation en 5 de
I'AT catalysée par les microsomes hépatiques de rats traités par
le phénobarbital.

Activité AT hydroxylase
Témain (1) 1,0~ nmole/mg protéine/min
Cofacteur nmole SOHAT/mq proteine/min
- Sans NADPH <0,03
- Sans MADPH + MNADH 0,7 mM <0,02
+MNADH 0,7 mi 1,4
Inhibiteur (2) Z Inhibition (4)
co 74 %
SKF 525A 2.10-6M 45 %
10-3M 65 %
10-4M 76 %
Métyrapone 10-3M 60 %
107 9M 79 %
o-Naphtoflavone 10-5M 68 %
Traitement thermique & Activité (4)
45°C 3 min 06 %
100°C S min <33
Inducteur (3) % Activite (4)
aucun (non traité) 108 %
3MC 65 &
PCN 60 &
CLO 355 %

L'activité AT hydroxylase est mesurée selon 1a méthode UY décrite en ¥-D-2 (G&P 10mM, GEPDH Zu/rmal, NADP 1mM,
AT 107 9M, P- 450 1nmole/ml, tampon phosphate 0,1M pH 7,4).

{ 1)L activité témoin a é1é mesurée sur microsomes hépatiques de rats males de race Sprague- Dawley traités par le
phénobar bital{ protocole décrit en ¥-C- 1) .{2) Les inhibiteurs ont &té utilisés selon le protocole décriten ¥-E-1-a,b.
(3) Les traitements par les inducteurs ont &té reéalisés selon le protocole décriten'y-0D-2. nmoles P-450/mg
protéine: 2,4 (FB), 0,8 {non traité}, 1,5 (3MC), 1,5 (PCN), 1,6(CLO}.

(4) Activité exprimee par rapport au termoin (1),

Chaque valeur est 1a moyenne de 4 déterminations realisées sur les microsomes de 1 3 2 lots de S ammaux.



MADFH est bien indispensable au fonctionnement de la réaction. L'addition de
MADH 0,7 mM en présence de MADPH entraine une potentialisaticn de 40 Z de la
reaction (1,4 nmoles SOHAT/mg proteine/min.

{1-A-3-b-2 HMecessité de I'integrité des protéines
Hn chauffage prealable 5 min. 3 IIBI_PL des microsomes inhibe presque
totalement Thydroxylation de UAT. Par conseguent, d'une part le MADPH, qui
assure le transport des alectrons aux cytochromes P-450 at le fonctionnemeant
de la flavine monooxygénase, et dautre part Vintégrite des protéines
microsomales sont indispensables pour observer Vhydrozylation microsomale de
VAT, Cette activite enzymatigue ast donc NADPH dependante.

11-A-3-b-3 Rile de la MADPH-cytochrome P-450 reductase
es anticorps anti-cytochrome P-450 reductase utilises ont eté obienus

par E. Rouer (CHU Mecker) apras injection de cytochrome P-430 reductase
provenant de rats non traités 4 des lapins et isolement de la fraction
immunoglobuline (83). Les anticorps {AC) ont été préincubes & differentes
concentrations en présence de 1a solution microsomale contenant le systéme
formant le MADPH et T'AT ajouté selon 1e protocole W-E-2-b. Les activités AT
hydroxylase mesurées sont rapportées figure 23. A S mg danticorps anti-
cytochrome P-450 reductase, ['inhibition de I'activite AT hydroxylase est
proche de 30 .

A priori, il existe deux systémes enzymatiques susceptibles de
catalyser I'activitd AT hydroxylase :

- celui des flavines monooxygenases

- celut des cytochromes P-430

Les deuy poasibilites sont atudiges dans le paragraphe suivant.

I-A-3-b-4 Rile du chauffage 8 45°C et des inhibiteurs des
cytochromes P-430
Les microsomes ont 8te chauffés d 45°C pendant 3 min, de facon 4
inhiber I'action des flavine monooxygénases, avant d'étre utilisés pour mesurer
I'activite AT hydroxylase. Cette actiwité m'est pas significativement maodifige
par ce traitement.
Différentes molécules susceptibles d'inhiber le fonctionnement des

cytochromes P-450 ont 2i& incubéas en présence de 1a solution microsomale
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FIGURE 23. Action de I'anti-cytochrome P-450 réductase sur I'hydroxylation de
I'AT 10-9M catalysée par les microsomes hépatiques de rats traités par le
phéncbarbital.

* exprime |'activité mesurée en présence de 1'anti-cytochrome P- 450 réductase par rapport
'activité dosée en présence d'une quantité correspandante d'19G non spécifique.

Les microsomes hepatiques proviennent de rats traités par le phénobarbital (protocole ¥-C-1)

2,1 nmoles P-450/mg protéine. Les anticor ps sont ajoutés selon le protocole décrit en ¥-£-2-b puis
1'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UY (¥-D-2) 1,3 nmole P- 450/ml. Chaque point
représente une mesure simple. 100 ® d'sctivité : 0,95 nmole SOHAT/mq protéine/min.
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contenant le systérme générant le NADPH 1 min. avant laddition de T'AT
(protocole décrit en ¥-E-1-a et b). Le SKF 525 A, la métyrapone, I'n-
naphtoflavone utilisés a différentes concentrations inhibent significativement
la réaction (de 1'ordre de 70 % pour des concentrations respectivement 10-3M,
10-9M et 10-5M). De plus, I'hydroxylation de 1'AT réalisée dans un tampon saturé
par un melange C0/02 : 80/20 est inhibée § 74 &.

Par conséquent des inhibiteurs des cytochromes P-450 agissant par 2
mécanismes ont até utilisés:

- le SKF 5254 et I'w-naphtoflavone qui sont connus pour se Tixer su site
actif de 1a protéine gréce & des interactions hydrophobes non specifiques. Dans
ce cas I'AT et U'inhibiteur entrent en compétition

- le CO et 1a métyrapone qui se lient 4 1'atome de fer par lintermédiaire
d'un azote pyridinique pour former un complexe. La fixation de l'oxygeéne
maoléculaire entre alors en compétition avec cette liaison. Le CO, en milieu
reducteur, se fixe sur I'neme et bloque le cytochrome P-430 sous forme cyt. P-
450 Fell-CO.

Les résultats obtenus avec ces inhibiteurs et I'effet du chauffage a 45°C
de. 1a solution microsomale permettent de conclure que lactivité AT
hydroxylase est dépendante des monooxygénases a cytochromes P-450.

11-A-3-b-3 Activite AT hydroxylase en fonction de la
concentration en NADPH

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

Le tracé de 1/v (inverse de la vitesse d'hydroxylation de I'AT) en
fonction de 1/[NADPH] (inverse de la concentration en NADPH) est présenté
figure 24. La droite obtenue permet d'accéder au Ky, de la réaction qui est de
10-4M. Les conditions utilisées dans les mesures précédentes (NADPH 1 mM)
sont donc saturantes en NADPH. A titre comparatif, la Ky en MADPH de
I'hydroxylation microsomale de 'acide laurique est également de 10-4M (84).
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FIGURE 24. Détermination de la Ky par rapport au NADPH de ls réaction
d'hydroxylation de 1'acide tiénilique 10-4M par les microsomes hépatiques de
rats (PB).(2,0 nmole P-450/mg protéine ; 1 nmole P-450/mi).

Les conditions de mesure de 1'activité AT hydroxylsse sont décrites en ¥-D- 2. Chaque point est 1a
mayenne de 4 déter minations réalisées sur les microzomes d'un lot de S animaux.



I11-A-3-b-6 Effet du traitement des rats par des inducteurs
des cytochromes P-450

Les activités dependantes des cytochromes P-450 sont susceptibles
d'étre modifiées par le traitement des rats par différents inducteurs. Des rats
ont &té traités par différents inducteurs connus des cytochrome P-450
hépstiques responsables du métabolisme des xénobiotigues chez le rat. Les
résultats réesumes dans le tableau 7 montrent que :

- le traitement des animaux par le méthyl-3 cholanthréne et la cyano-
16 « prégnénolone diminue 1égérement la vitesse de I'hydroxylation de I'AT

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

- l'utitisation du clofibrate, connu pour induire 'hydroxylation hépatique
en 12 de I'scide laurique, multiplie par 4 I'hydroxylation de 1'acide tiéniligue.
Une étude plus détaillée de l'induction par le clofibrate fera 1'objet du second

chapitre.

11-A-4 Hydroxylation par les microsomes hépatiques
humains

La reaction d'hydroxylation de I'AT a été réalisée en présence de
microsomes hépatiques humains. Un tracé expérimental obtenu est présente
figure 25. La réaction est linéaire pendant 5 min et atteint un plateau beaucoup
moins rapidement que dans le cas des microsomes hépatiques de rats. La
vitesse de la réaction etant plus faible, I'oxygeéne est consommeé moins
rapidement. Le tableau 7bis résume les activités mesurées sur les microsomes
provenant de 5 donneurs différents. Les valeurs se situent entre 0,2 et 0,4
nmoles de SOHAT formées/mg de protéine/min. Elles sont inférieures 4
T'activité mesurée avec les microsomes de rat et 18 encore comparables auy
résultats mesurés par la technique CLHP.

Cette étude préliminaire de 1'hydroxylation de 1'AT par les microsomes
humains vise & déemontrer que cette technique n'est pas limitée § I'étude de
I'hydroxylation microsomale chez le rat. Elle peut étre étendue & tous les
systemes animaux ou végétaux susceptibles de catalyser la réaction .
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Tableau 7bis. Hydroxylation de 1'acide tiénilique 10-4M par les microsomes
hépatiques humains.

Foie H 97 F504| F510| HB86 H 96

nmole P-450/ 0,66 0,24 0,29 0,2 0,74

¥

mg protéine

’

nmole SOHAT/ 0,23 0,24 0,38 0,20 | 0,37

mg protéine/min

Les microsomes hépatiques Foie S04 et Foie 510 proviennent de 1a banque de foies d'Antoinette Lemoine et nous ont été
fournis par Lilisne Kiffel (CHU Mecker). Les microsomes hépatiques H97, H86, HI6 nous ont &8 fournis par Philippe

Beaune (CHU Necker).

Les foies ont été prélevés aprés mort accidentelle et congelés.
La mesure de 'activité AT hydroxylase a été réalisée dans les conditions décrites en
¥-D-2.(0,13 0,6 nmole P-450/ml}. .
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FIGURE 25. Hydroxylation en 5 de 1'acide tiénilique 10-9M par les microsomes hépatigues humains Hig

enregistrement de I'sbsorption 8 390 nm en fonction du termps.

L'hydroxylation de 1'AT a été mesurée par la méthode UY dans les conditions décrites en ¥-D- 2
(AT 210°9M , P-450: 0,16 nmoles P-450 / ml).

0L
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Pour conclure cette premiére partie nous dégagerons plusieurs points
essentiels. '

Une nouvelle technique de suivi cinetique de la formation de I'acide
hydroxy-5 tiénilique @ &té mise au point. Elle s'avere particulierement
performante pour mesurer /7 y/ire la formation de ce dérivé su sein d'une
solution microsomale de foie de rat comme de foie humain. Par cetie technique,
nous avons montré que la réaction d'hydroxylation de I'AT par les microsomes de
rats est catalysee par une ou plusieurs isoenzymes du cytechrome P-450,

En seconde partie de ce chapitre nous étudierons les possibilités plus
larges qu'offre cette technigue, notamment pour ta mise en évidence éventuelle
de I'hydroxylation métabalique d'autres dérivés du thiophéne.

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

11-B-1 Propriétés physicochimiques comparées des
hydroxy-5 aroyl-2 thiophénes

Afin de détecter la formation éventuelle de produits hydroxylés en S,
dans 1a famille des aroyl-2 thiophenes, une étude physicochimique (RMM, UV,
pKa) a eté faite avec les quelques composés suivants :

- I'hydroxy-5 suprofen (SOHSU)

- I'hydroxy-5 parachlorobenzoyl-2 thiophene (SOHCET)

- I'hydroxy-5 (dichloro-2',3" methoxy-4)-benzoyl-2 thiophéne
(SOHMBT)

Le S0HSU nous a été fourni par le Professeur Y. Mori, Directeur du
Laboratoire de Radiochimie de 'Université Phamaceutique de GIFU, Japon.
Pour les 2 autres composeés les authentiques ont dil @tre synthétisés.
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11-B-1-a Principales méthodes de synthése des hydroxythiophénes

Historiquement, 1a premiére synthése d'un hydroxythiophene est celle
publiée par Paal en 1885 (85). L'hydroxy-2 méthyl-5 thiopheéne était préparé par
cyclisation de 1'acide oxo-4 pentanoique (acide 1évulinique) en présence de
phosphore tri ou penta sulfure.

Mais ce n'est quen 1950 que Hurd et Kreuz (86) ont décrit la premiére
synthése efficace de I'hydroxythiophéne & partir du magnésien du bromo-2
thiophéne.

@\ iPrMgBr @
MgBr o OH

g S
Et, O, 0°C

Cette méthode a été améliorée en passant par un intermédiaire
terbutoxy (B7) qui est ensuite coupé en milieu acide (acide paratoluene
sulfonigue) par chauffage.

PhCO; OBU

O, — 0=

s Br & MgBr s OC(CHs )3
APTS
i55°C

(N

S

De plus, cette derniére méthode permet au niveau du terbutoxy éther
dintroduire des substituants variés par lintermédiaire d'un dérivé lithié
comme le montre le schéma suivant (62).
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R= alkyl Ry S, 1) MgBr
2 ) PhCOOOHEU
/& OC(CHy Js c/i)\ OC(CHs )3

La désalkylation par la méthode précedente conduit alors su dérive
hydroxylé correspondant. C'est d'ailleurs cette derniére technique qui a été
utilisée par G. Moinet et N. Bayer (Laboratoire Anphar-Rolland) (48) pour
préparer 1'authentique du SOHAT.

cl cl Cl Cl
Yy — /\
OCH,cO0tBu * OCH,COO1Bu
OH wwo” 8T L 8w s |
HO
) e
Cl Cl

c cl
72\ TFA @{@70%000&
OCH,COOH <+——  1BuO $ I
H S ” lo}
o)

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

I\ == < > /
tm& — N\}l + MgBr E;CQCJ

Il
0
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1) HCL
CH—
O « 2) o,

O
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(lmc OOH |
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[l CHa

A/@‘?H'COOH
HO
& [l CH,

o)

Une deuxiéme voie, plus douce que s désalkylation a haute température
et en milieu acide, passe 18 encore par les dérivés lithiés en position 2 qui sont

successivement traités par B{OBu)z puis H202 (72).

R

\7;\_\/ _Buti @\ B(OCHyl f 5 /OBu @ \
S CH

\oau
D'autres stratégies & partir de 'hydroxy-2 thiophene ont été proposées :
- par exemple 1'alkylation de sels de thallium de I'hydroxy-2 thiophene

(89,90).

- ou encore 1'alkylation de I'hydroxy-2 thiophéne par des méthodes de
transfert de phase avec des agents alkylants tels que Mel, MezS04

(91,92,93,94).
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+ produits d'alkylation

- ou enfin une acylation aromatique de I'acétyl-2 thiophéne en présence
d'un acide de Lewis (BFz étherate) (95).

- 1) BF
[ — @ P ey [N
¢ Y0 CH,COCH s~ OCOCH 2)cheod  N¢~ Mg NOCOCH,
| Il
0

Enfin, une derniére approche passe par I'hydrolyse de dérives halogenés
en position 2 du thiophene. Quand elle est effectuée en milieu acide, elle
conduit essentiellement & des diméres, I'hydroxy-2 thiophene se formant de
facon intermédiaire (96).

L'hydrolyse en milieu basique donne de meilleurs résultats. Elle est
utilisable si le noyau thiophénique est substitué par des groupements
electroattracteurs tels que NO2, COR, COOR (97).

NO, NG,
f f NH, f i
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NG 1) HCOONa NG,
3 s BN

HsC s ‘¢l 2)HCOONa HaC —C S OH
CH,OH I
o 3) Hel o

Nous avons utilise cette dernigre technique qui semblait
particuliérement prometteuse dans notre cas (présence d'un groupement COAr
en position 2 du thiophéne).

Enfin elle nous permet d'élsborer un schéma de synthese rapide (2
etapes) et dont e mode opératoire est bien connu en ce qui concerne la premiére
étape (98,99,100).

R / \ Friedel et Craft R / \
coa + Z B\ - c
Cl || S Cl
o]
- R
Hydrolyse alcaline / \
(o]
| & "9
(o]

11-B-1-b Synthése du SOHCBT et du SOHMBT
- Synthése du SOHCBT
La premiere atape est une réaction classique de Friedel et Craft et
donne un bon rendement en produit cristallisé (TF : 104° - litt. : 105°)(100).

AlCI3
GEO— coa . ¢\ — /@\ Rdt=47%
THE cl
s o o s G
39

3 heures

40 0% o 41
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La deuxiéme étape est plus délicate. En effet, si I'hydrolyse est faite
dans 1'éthanol 8 95 ® avec de la potasse en exceés, le produit majoritaire dérive
de 1a substitution du chlore avec le groupe OEt. Le produit correspondant g été
purifié sur plaque et caractérisé par RMN et spectrométrie de masse.

oH_o5%
O\ /O\ Rdt=30%
Hao 5%

refiux

En présence d'un mélange d'eau et d'éthanol 50/50 i1 y a formation de
SOHCBT qui est détecté par sa bande d'absorption & 385 nm. Le produit de départ
est alors éliminé par extraction & 'éther (60 % recyclable), puis le produit
hydroxylé extrait & 1'éther sprés acidification. Le brut est alors purifié par
CLHP & 1'aide d'une colonne en phase inverse et avec un gradient d'acétonitrile
dans un tampon d'acétate d'ammonium. Le SOHCBT est alors caractérisé par son
spectre RMN (cf. tablesu 8) et son spectre de masse. Le spectre de masse a été
réalisé par Yalérie Andronik (UA 400).

EIOH 50 %

Q O L /@ o oS
HO s i
reilux
50HCBT
- Synthese du SOHMBT

Apres preparation du chlorure de 1'acide méthoxy-4 dichloro-2,3
benzofque par action de SOCI2 sur I'acide carboxylique correspondant (Rdt 90 &),
celui-ci est utilisé sans autre purification pour 1a condensation, type Friedel et
Craft, avec le chloro-2 thiophene, pour conduire au chloro-5 (dichloro-2,3
meéthoxy-4)-benzoyl-2 thiophene avec un rendement de 60 %. Ce dernier
composé 8 été caractérisé par RMN et spectrométrie de masse (Tf = 162°).
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Cl Cl
Cl Cl
SOChL
—_— CloC OMe Rdt = 50%
HCOC OMe Raritorts
43 12 heuras 44
Cl Cl
/ \ AlCl3
+ CGlOcC OMe —— OMe Rdt =60%
Cl S THF o°C -
40 3 heures

11 est ensuite hydrolysé dans EtOH/H20 : 50/50 par KOH. 54 & de produit
de départ sont récupérés, et le SOHMBT est purifié par CLHP avec un rendement
de 6 & et caractérisé par RMN (tableau 8) et spectrométrie de masse du dérive
méthylé au diazomeéthane.

E1OH/H, 0

reflux
50/50 SOHMBT

11-B-1-c Principales caractéristiques physicochimiques des
differents aroyl-2 thiophénes et de leurs dérivés
hydroxylés en S

- Spectre UY-visible
Les valeurs de la longueur d'onde du maximum d'absorption (Amax) et du

coefficient d'extinction molaire (€) & cette longueur d'onde sont rassemblées
dans le tableau 8 pour les différents produits dans un tampon phosphate & pH
7,4

11y a une grande similitude des spectres UV¥-visibles des différents composeés.
En effet pour tous les dérives hydroxylés en 5 on a : 382 < Amax (nM) < 385 et
27000 < € (M-Tem~!) < 30000 . Ceci semble indiquer que le
substituant du noyau phényle n'influence que faiblement la conjugaison entre
les 2 noyaux aromatiques.






Tableau 8. Propriétés physicochimiques des aroyl-2 thiophénes et de leurs dérivés hydroxylés.

TORRY, K de RMM '2):0éplacements chimiques (8,pprm)  RMM-constantes de couplage (J,Hz)
et A€ ol g hydroxy en Hy Hz Hz Ha Hg Hi=Hz |H3-Hq [Hz-Hs Sl
S5 (£0,1)

272 11000

AT - 6,92 | 7,36 | 7,40 | 7,13 | 7,87 B7 | 35 1,0 3,3
206 14000
266 2600

SOHAT 25 6,95 | 7,28 | 7,18 | 609 | - 8.5 | Sl ) )
354 280010
276 11960

S . 742 | 777 | 768 | 76 | 7,81 85 | 35 | 10 4
T 142a0
276 6700

SOHSL 2,9 7,39 | 7,60 7,42 6,16 - 5,3 o ) i
385 27000
267 7750

CET - 7,47 | 778 | 7.61 7.16 | 7.83 8% | 35 [ 3.0
297 250




SOHCBT

MBT

SOHMBT

260

385

274

309

264

382

6000

28800

88600

15400

6300

29900

L]
(]

2.9

-
N
n

6,98

7,05

7,61

.=

&

7,36

7,43

?

7,18

6,09

9,0

3,3

5,0

A
h

n

6,0

(1) Tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4

i 2) Les spectres RMN ont été enreqistrés dans CD3CN, 295K, 2S0MHz, référence/TMS. Les & sont donnés

§+0,02 ppmetJenHerza+0,3 Hz,




- Mesures des pK de la fonction OH des SOHAT, SOHSU, SOHCET et
S0HMBT

Le pK de ces différents dérivés a &té mesuré de la méme fagon que dans
le cags du SOHAT, par etude des spectres UV-visible de solutions agueuses
tampormnées a différents pH. Les valeurs sont rassemblées dans le tableau 8
Dans taus les cas, le pK se gitue auy environs de 2,5,

- Spectres RMN
Les spectres des différents produits hydroxylés et non hydroxyles ont

eté enregistres dans COzCN.

Les valeurs des déplacements chimiques et des constantes de couplage
sont rassemblées dans le tableau 8. La encore, ces valeurs pour les protons
thiophéniques des différents hydroxy-5 thiophénes soni tres proches sinon
identigues. En particulier, le doublet correspondant au proton en position 4 sur
le noyau thiophene apparait blindé et bien dégagé des autres vers & ppm. Ce
doublet nous sera utile pour caracieriser le derive hydroxylé en 5 du suprofen
dans le chapitre IV,

Les propriétés physicochimiques (€ et pK) des trois hydroxy-5 aroyl-2
thiophenes éatudigs, trés similaires & celles du SOHAT, nous autorisent &
utiliser la technique de détection préecédemment décrite pour suivre
1'hydroxylation des aroyl-2 thiophenes correspondants.

I1-B-2 Hydroxylation du suprofen et dautres aroyl-2
thiophénes par les microsomes hépatiques de rats

[1-B-2-a Determination des Kp et ¥m spparentes de 1'hydroxylaton
en 5 de ces composes par les microsomes hépatigues de
rats traités par le phénobarbital

- L'hydroxylation métabolique /7 #/&¢ en position 5 sur le noyau
Lhiophene des 3 composés suivants a été etudiée

.1e SU

Cle CEBT

Jle MBT (structure en VI




Le suivi U¥-visible des solutions microsomales de foies de rats PB
contenant 1e HADPH mantre que tous les composes étudigs sont hydroxylés en S
sur 1e noyau thiophene,

- Mous avons étudié la vitesse de formation des dérivés hydroxyles en
fonction de 1a concentration de substrat pour chacun des 3 composes. Les
conditions expérimentales sont celles decrites en V-D-2 (GGP 10mM, GEPDH
2u/ml, NADP 1mM dans un tampon phosphate O,1M pH 7.4, P-430 : img
protéine/ml). Le tracé de 1/Y inverse de la vitesse initiale en fonction de 1/c
inverse de ls 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 Lineweaver-Burk permet d'accéder aux Ky et Wy, apparentes. En
effet comme nous l'avons vu precedemment le systeme microsomal des
cytochromes P-450 contient de nombreuses isoenzymes.

- Les Ky et ¥y, obtenues sur les microsomes de différents lots
d'animaux sont résumées dans le tablesu 9. La comparaison des ¥y montre que
les vitesses d'hydroxylation de ces differents composeés sont du méme ordre de
grandeur (environ 2 nmales de SOH/mg protéine/min). Les Ky sont plus
variables de 9uM pour 1e CBT jusqu'a 33pM pour le suprofen.

11-B-2-b Effetl de I'induction sur I'hydroxylation en 5 des aroyl-2
thiophenas atudias
Des rats méles de race Sprague-Dawley ont &té traites par:
- e phénobarbital
- e methyl-3 cholanthrene
- 1a cyano- 16w prégnenclone
- le clofibrate
selon le protocole décrit en V-C-1.

Les résultats de Thydroxylation enzymatigue obtenue avec les
microsomes de rats induits et de rats non traités (témoins) sont présentes sous
forme d'histogramme (figure 27).

Il apparait d'emblée que les derives etudias, malgre la ressemblance de
leurs structures chimiques, ont des réponses trés differentes.
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FIGURE 26. Représentation de la cinétigue dhydroxylation catalysée par

microsomes hépatiques de rats traités par le phénobarbital, du SU (figure 26a),
du CET (figure 26b), du MBT (figure 2tc).

- Lg formation du SOHSU, SOHCET, SOHMET & ete mesuree par 1a méthode UY décrite en

¥-D- 2 sur des microsomes hépatiques de rats traités par le phénobarbital {protocole en

¥-C-1) (2,4 nmoles F- 4S0/mq proteine, 1 mg protéine/ml).
- Chaque point est 1a moyenne de 4 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 4 animaux.
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CBT
8 UM

1,26 nmole SOHAT / nmole P-450 / min
2,88 nmoles 50HAT / mg protéine / min
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MBT

Km = 24 -‘IU-M
Vm = 1,55 nmole SOHAT / nmole P-450 / min
Vm = 3,70 nmoles 50OHAT / mg protéine / min
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Tableau 9_Kqp et ¥ apparentes de 1'oxydation en position 5 des aroyl-2
thiophénes par les microsomes hépatiques de rats traités par le

phénobarbital.
Km HJ.M} Y1
(nmole SOH/nmole P-450/min}|(nmole SOH/mg prataine/min)
AT 14+2 0,45+ 0,1 10402
su 33+£93 1,102 22104
CBT 9+2 1,5£02 3.1 £0.3
MBT 2243 1,4+0,2 29103

Les déterminations sont réalisées dans des conditions analogues 3 celles des courbes figure 26 et figure 22, sur les
microsomes de 2 4 4 lots de 5 animaux.



I=F~N: «0~0 @I~~4PION ®8-—-033

I=F~: =070 @INHUOIOR ese—o0I2

86

AT SuU
4 n &
]
: -
L ]
[ ]
st -4 F s 31
(o]
H
g
24- / 24
~m
9
1 ',’ 1
T ?
7
. . i m i P ol L, . 1 m
TEMOIN PB CLO 3MC PCN n TEMOIN PB CLO 3aMC PCN
CBT MBT
4 n
o 4
]
9
o ; -
s.,... . 5 3_ i
2 Fr uE
M
g |
24 7 21 i
m
]
i e 4l
-]
t
7
T LB T T T In T T L T .
TEMOIN PB CLO 3MC PCN n TEMOIN PB CLO 3MC PCHN

FIGURE 27. Hydroxylation microsomale de 1'AT, du SU, du CBT, du MBT,
exprimée en nmoles de hydroxy-Smg  protéine-!.min-! en fonction du
traitement des rats par différents inducteurs.

Des rats de race Spraque- Dawley ont &té traités par le phénobarbital (P}, le clofibrate (CLO), le
méthyl-3 cholanthréne (3MC) et 1a cysni- 16 « prégnénolone {PCN) selon le protocole ¥-C- 1.
nmoles P- 450/mg protéine : (PB) 2,2 £0,2 ; {CLO) 1,6+£0,1; (3MCY 1,7+£0,2 ; {(PCN) 1,7£0,1
; (térnoin) 1,0 £0,2. La formation des dérivés hudroxylés a é1é mesurée par la méthode UY décrite en
¥-D-2 sur les microsomes hépatiques de rats induits et de rots témoins Cnon traités).

Conditions : (GAP :10 mM, GEFDH : 2 u/ml, NADF : 1 mM, tsmpon phozphate: 0,1 M pH 7,4,

AT 1074M, 5U 2 1079M, MBT 2 10791, CBT 2 107 9M, 14 2 nmoles P-450/m1).

Chaque valeur est Ta moyenne d'un nombre varisble de déterminstions réslisées sur les microsomes
d'un nombre également variable de lots danimaux. Un lot est constitué de 5 rats.

Yaleur Mombre de déter minations Mornbre de lots
#T (CLO) 25 5
AT (PB, TEF) 10 5

Autres 610 284



- Apres ftraitement des animaux par le clofibrate, la vitesse
d'hydroxylation de AT est multipliée par 3,9 par rapport aux témoins pour
atteindre 3,6 nmoles SOHAT/myg protéine/min. L'induction par le 3MC et par Ia
FCM provogue une diminution de la witesse dhydroxglation par rapport aux
témoins (0,6 nmole SOHAT/mg prot2ine/minl. Les activités AT hydroxylases
mesurées sur 1es rats témoins et les rats PB sont du méme ordre {1 nmole
SOHAT/mg protéine/min).

- Dans ie cas du suprofen, la vitesse d'hydroxylation est multiplige par
4 apras induction des rats par le PE et par 3 pour Iinduction par e clofibrate.
Le traitement des rats par le ZMC et 1a PCN ne modifie pas Vactivite :::uprmpn
hydroxylase. La vitesse de metabolisation par les microsomes témoins est deux
fois plus faible pour le suprofen que pour I'AT. Pour 1e CBT et 1e MET, on observe
par contre peu d'affet de induction.

Par conséquent, 1'AT est hydroxylé par les enzymes microsomales de
rats témoins. On n'observe pas d'augmentation notable de cette activite apres
traitement des rats par des inducteurs classiques des cytochromes P-450 sauf
dans le cas du clofibrate. Dans ce cas l'activite AT hydroxylase est multiplies
anviron d'un facteur 4 par rapport aux témoins. |1 existe donc une ou plusisurs
formes de cytochrome induites par le clofibrate, tres actives pour prendre en
charge cette hydroxylation. De la méme fagon, pour le suprofen, I'hydroxylation
a lieu avec les isoenzymes de rats témoins. Mais dans ce cas l'augmentation
d'activite est observée principalement aprés traitement des rats par le
phenobarbital.

Pour le CBT et e MBT, on observe une activité importante en présence
de microsomes de rats témoins. Le phénobarbital et le clofibrate induisent
legerement les activités CBT et MET hydroxylases.

1 apparait que des substitutions portées par le noygau phenyle
provoquent des différences importantes de comportement vis-d-wis de
I'hydroxylation microsomale du noyau thiophéne. Le noyau phényle et ses
substituants jouent donc un rdle clef dans la reconnaissance des acyl-2
thiophenes par les divers cytochromes P-450 hépatiques. La chaine acide parait
indispensable pour nbserver un effet partiel dinduction par le clofibrate.
Toutefois l1a nature de cetie chaine, comme 13 présence dautres substituants
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sur le phényle, pourrait jouer un réle important dans la reconnaissance du site
actif.

11-B-3 Etude gualitative de 1'hydroxylation d'autres
dérivés thiophéniques par les microsomes hépatiques

de rats (PB)

11-B-3-a Cas des aroyl-2 thiophenes

La méthode de détection UY mise au point & permis l'eétude des
parametres fondamentaux de I'hydroxylation de I'AT psr les cytochromes P-430
hépatiques de rat. La validité de cette technique a 2té étendue & la détection
des dérivés hydroxylés du suprofen, du CHT et du MBT aprés analyse des
propriétés spectroscopiques des authentiques synthetisés chimiquement. Pour
poursuivre la démonstration de 1a géneralité du phénomene d’hydroxylation de la
structure aroyl-2 thiophéne, une série de dérivés de cette famille a &té soumise
ay test UY. Ces molécules nous ont été fournies par le Professeur Andrieu du
Laboratoire de Chimie Organigue de ['Universite de Caen. Les résultats

qualitatifs, puisque 1'E€ des aroyl-2 hydroxy-5 thiophenes ne sont pas connus,
figurent dans le tablesu 10. Toutefois 1a vitesse est exprimée et est calculée en
prenant comme valeur de €z9gpm = 25000 M-lem-!. Ceci se justifie par la

faible variation de I'E observée sur les dérivés hydroxylés étudiés

précédemment.

Tous les derivés testés sont hydroxylés avec des vitesses du méme -
ordre de grandeur (entre 0,2 et 1,7 nmoies/nmale P-450/min). Les différences
observées peuvent étre dues soit 8 des différences d'€ des différents dérives
hydroxylés (ce qui est peu probable), soit 4 des différences de reconnaissance
du site actif par les composés.

11-B-3-b Cas d'autres dérivés thiophéniques
Four tester la géneralité de la meéthode de detection des dérives
hydroxyles du thiophene au sein d'une solution microsomale, diverses malécules




Tabhleau 10. Hydroxylation de divers aroyl-2 thiophénes substitués
(2.10-41) catalysés par les microsomes hépatiques de rats
traités par le phénobarbital.

Produits Vitesse d’hydroxylation
(nmoles/nmole P-450/min)*
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* Les vitesses ont été calculées en admettant pour les dérivés hydroxylés un € 390 nm = 26000, - Les activités ont
2té mesurées par 1a méthode UY décrite en ¥-D-2 (GAP 10mM, GBPDH 2u/ml, NADP 1M dans un tampon phosphate

0,1MpH 7,4, 1 g protéine/ml., 2,4 nroles P- 450/mq protéing, substrat 2 107 4.~ Chague valeur est 1a M0 Y
de 2 4 4 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de S animsux.



ont eté etudiees Celles-ci possedent toutes un noyau thiophene impliqué dans
un systeme hautement conjugue par une substitution en position 2.

- le thiofantileR (thenylidone) cormmercialisé par les lsboratoires Ans
comme cholerétique

- le nocodazoleR inhibiteur de la synthése des microtubules
(laboratoire Janssen)

- le morantelR autihelminthique des laboratoires Pfizer

- la dithiénone.

Le spectre UY-visibile (pour A » 370 nm), en fonction du temps, de chacun
de ces composés mis en présence de microsomes hépatiques de rats traites par
le phenobarbital et de NADPH (¥-D-2) a eté enregistre. Les maxima observes
ont eté comparés & ceux des produits de départ. Les resultats abtenus sont
resumes dans le tableau 11.

Dans le cas de ls dithiénone on observe I'appsrition de 2 maxima, § 404
et 8 425 nm, pouvant etre attribués a la formation du dérivé hydroxylé sur un et
peut étre 2 noyaux thiophenes. Dans le cas du nocodazole, il se farme un
epaulement & 385 nm. Dans les 2 cas, 13 situation est proche des cas de 1'AT et
du SU en raison de la structure commune aroyl-2 thiophéne. On observe une
différence entre 1a longueur d'onde d'absorption du produit de depart et celle du
produit farmeé de 80 nm.

Four 1e thiophantile, une bande d'absorption apparait également 8 470
nm de fagon trés rapide. Mais dans ce cas, le substrat est plus conjugué selon le
schéma suivant '

Pour 1e morantelR, sucun changement de 1s DO n'est abserve. Soit 1]
ne se forme pas de derive hydroxyle, soit celui-ci n'est pas detecte (absorption

inférieure & 370 nm et/ou € trop faible).



Tableau 11. Etude qualitative de 1'hydroxylation de divers dérivés thiophéniques par les microsomes
hépatiques de rats traités par le phénobarbital.

X nm
i 1) Spectre réalisd en aolution dans un tampan phosphate pH 7,4, (2} Les maxime ont &té observés entre 650 et 370 nm B w0
par détection UY de 1a solution microsomale préparée selon le protocale décrit en ¥-0- 2 (substrat 1079, 1 mg de protéine psr ml : 2,0 nroles P-
450/ mg protéing).

DO 1
20
ar0
H L DO
Ria Aoam X nm
400 00 e00 %o 380 400 500 380 ‘00 500

Darivé Thiophantile S7 Mocodazole S8 Maorantel 59 Dithiénone 60 1
: i
CH. CH

NH-C-OCH 3 s ‘
| Y

& o CH =CH
Structure s s I 8 '
N lo) l
1\
% du produit 390 316 280 318 470
Mawi ma observé 470 285 = 404 425 [
L (nm) 2} — .
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En conclusion, cette étude nous a permis d'établir les points suivants :
- Les microsomes hépatiques hydroxylent de fagon trés générale les
dérivés de structure aroyl-2 thiophene en position 5 sur le noyau thiopheéne.

 or — AN

g C/Ar H . C/AT
Il I

o o}

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

- Une méthode de détection UV-visible s &té mise au point qui permet de
suivre la formation de ces aroyl-2 hydroxy-S thiophénes au sein de la solution
microsomale. Ce test précis et facile 8 mettre en oceuvre rend possible une
etude fine de I'nydroxylation des aroyl-2 thiophénes.

En ce qui concerne I'AT, 1a formation du SOHAT est catalysée par les
cytochromes P-450 dans les microsomes hepatiques de rats. Cette activité est
induite spécifiquement (facteur 4) par le clofibrate ; ce qui n'est pas le cas
pour les autres aroyl-2 thiophenes étudiés. L'hydroxyletion en S du suprofen est
induite principalement par le phénobarbital.

Les activites CBT hydroxylase et MBT hydroxylase sont peu inductibles
par les inducteurs classiques des cytochromes P-4350. Les substituants porteés
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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I1-A INTRODUCTION

Le clofibrate et ses analogues structuraux sont des derives
hypolipoproteinémiants et hypocholesterolémiants, dont certains sont tres
largement utilisés en thérapeutique dans la correction des snomalies du
métabolisie lipidique et 1a prévention présumée du risque athérogene (101).

L'administration au rat de ces dérives s'accompagne genéralement d'une
hépatomegalie, d'une prolifération et dun changement de composition
enzymatique des peroxysomes, de modifications mitochondriales et d'une
prolifération du réticulum endoplasmique lisse associée & une induction des
cytochromes P-450 (102). Enfin, les agents hypolipidemiants également
inducteurs de la prolifération des peroxysomes sont impliqués dans la farmation
de turmeurs hépatocellulaires (103). A ces différents titres, ces dérivés sont
actuellement largement etudiés.

I11-A-1 Caractérisation du ou des cytochromes P-450 induits
par le clofibrate

En 1965, Hess et coll. rapportent pour 1a premiere fois 1'effet du
clofibrate sur la proliféeration du réticulum endoplesmique lisse des
hepatocytes de rats (104). Parsllélement, Lu et Coon, en 1963, par des
experiences réalisées en présence de microsomes de foies de rats, mettent en
évidence 1'implication directe des cytochromes P-450 dans 1'hydroxylation en
position 12 et 11 de I'acide laurique (105).

En 1982, Gibson établit définitivement la participation d'un cytochrome
P-430 induit par le clofibrate & I'hydroxylation en 12 de 'acide laurique (106).
Pour ce faire, & partir de microsomes hépatiques de rats traités par le
clofibrate, il purifie un cytochrome P-450 dont le complexe FellCO posséde un
maximum d'absorption & 452 nm. Cette hemoproteine, qui catalyse 1'oxydation de
I'acide laurique en positions 12 et 11 avec un rapport 4:1, ne métabolise pas la
benzphétamine. Cette nouvelle isoenzyme dénommée cytochrome P-452 est
isolée et comparée aux formes majeures induites par le phénobarbital et la f-
naphtoflavone. Ses proprietés spectrales sont établies et le poids moléculaire
du monomere évalué 4 51500 d (107). Son role dans I'hydroxylation en 12 de
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I'acide laurique catalysée par les microsomes de rats traités au clofibrate est
confirmé par I'utilisation d'lgG anti-cytochrome P-452 (108).

ANNANN — AN

HOOC /

A ce stade il apparait clairement que I'hydroxylation en 11 de I'AL fait
appel & des isoenzymes du cytochrome P-450 peu spécifiques et induites par le
phénobarbital (sugmentation de I'activité aprés induction au phénobarbital de
I'ordre d'un facteur 2 & 3). L'hydroxylation en 12 est fortement induite par les
inducteurs type clofibrate (facteur 28) (109). Elle est catalysée par le
cytochrome P-452 isoenzyme constitutive qui représente S & du taux basal de
cytochrome P-450 chez le rat non traité (108) et 45 & de la population totale
des cytochromes P-450 des rats traités par du clofibrate (102).

En 1987, Gonzalez et son équipe isolent, & partir de foies de rats traités
par le clofibrate, le cytochrome P-452. Des anticorps diriges contre cetie
isoenzyme sont utilisés pour cloner un ADNc & partir d'une banque d'ADNC
provenant de foies de rats traités au clofibrate. L'ADNc est séquencé et apres
insertion dans un plasmide de levure, Gonzalez et son equipe obtiennent
l'expression de la proteine, le cytochrome P-450 LAw, qui catalyse
I'hydroxylation en position 12 de 1'AL (110)Considéré comme identique au
cytochrome P-450 isolé par Gibson, et de poids moléculaire 52000, son
mécanisme de régulation est étudie. Le taux de transcription de son géne est
augmenté une heure apres l'administration de clofibrate et se traduit par une
elévation de 1'ARNm et de 1'activité du cytochrome P-450. Ce cytochrome P-450
posséde moins de 35 & d'aminoacides communs avec les cytochromes P-450
c,d,e et PCN. |1 appartient donc a une nouvelle famille de génes du cytochrome P-
450 qui pourrait d'aprés l'analyse effectuée par transfert selon Southern
comparter 2 ou 3 isoenzymes (110).

En effet, en utilisant des anticorps dirigés contre le cytochrome P-450
LAw, un autre cytochrome P-450 de poids moléculaire légérement supérieur &
52000 a été détecté dans les foies de rats. Cette enzyme est induite par le
clofibrate et suit une cinétique d'induction extrémement proche de celle du
cytochrome P-450 LAw. Montellano et son équipe ont montré que seuls 50 % du
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cytochrome P-452 purifie est accessible g l'inhibition suicide par l'acide
undéceéne-10 oique. Ce travail confirme V'existence d'au moins deux cytochromes
P-452 (111a).

Par ailleurs, & 'hdpital Mecker, 1'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 apparait comme différent de celui isolé précédemment par
Gibson et Gonzalez (111b). Enfin récemment, une technique fondée sur la
détection HPLC couplée & une analyse radiochimique en continu a permis de
mettre en évidence dans les incubations de microsomes de rats la formation
d'acide hydroxy-10 laurique associé aux derives hydroxylés en 11 et 12 dans les
proportions (7 8, 65 &, 26 ®). La purification de la forme de cytochrome P-450
qui hydroxyle V'acide laurigue en 10 est en cours. Les études préliminaires
suggerent que la méme isoenzyme pourrait catalyser 'hydroxylation en position

10et 11(112).

I11-A-2 Les inducteurs type clofibrate

Un effet inducteur de 'hydroxylation en 12 de V'acide Taurigue a pu étre
observé avec différents dérivés, pour la plupart agents de prolifération des
peroxysomes. Ceux-ci peuvent étre classés en 4 catégories.

1- les analogues structuraux du clofibrate. Ce sont des agents
hypolipidémiants qui provoquent une induction spécifique de Thydroxylation en
12 de l'acide laurique. '

2- les herbicides dérives de 1'acide phénoxyacétique qui sont également
proches par leurs structures chimiques du clofibrate. s entrainent une
sugmentation significative (3 8 8 fois) de I'hydroxylation en 12 et sont sans
effet sur I'hydroxylationen 11.

3- les dérivés hypolipidémiants non reliés structurellement au
clofibrate.

4- une catégorie de dérivés divers comprenant :

le DEHP, digthylhexylphtalate, un agent plastifiant dont 1effet
inducteur sur I'hydroxylation en 12 de I'acide laurique est contreverse

.le triméthyl-2,2,4 pentane (THMP) ou isooctane.
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Les structures chimigues de ces dérivés ainsi que les références
concernant leur effet sur T'hydroxylation de I'acide laurique sont résumees
tableau 12.

i11-A-3 Les modalités de 'induction

L'induction par le clofibrate de la transcription de genes codants paur la
synthese du cytochrome P-450 LAw comme pour l'activation de la transcription
des enzymes peroxysomales, a conduit a postuler l'existence d’'un mecanisme
commun. Deux types d'hypothéses ont été avancés sur la nature de 1'agent
inducteur :

- selon la premiere hypothése, les agents hypolipidémiants et/ou leurs
metabolites seraient des subsirats des systemes enzymatigues et
entraineraient leurs inductions (120).

- selon la seconde hypothese, le traitement conduirait & un afflux
d'acides gras au niveau du foie. Les acides gras présents serviraient de substrat
§ un cytochrome P-430 et & la f-oxydation peroxysomale et les induiraient
(121).

En ce qui concerne le mécanisme, l'induction pourrait résulter de
I'interaction des hypolipidemiants et/ou de leurs métsbolites avec des
récepteurs du cytoplasme des hépatocytes selon un mécanisme comparable &
celui de l'induction par le méthyl-3 cholanthréne (26). Une protéine liant la
nafénopine a até détectée dans le cytosol des cellules hépatiques (122) et
récemment partiellement purifiée (123). Toutefois ces résultats n'ont pas pu.
étre confirmeés par les travaux menés par 1'équipe de Gibson (124).

L'hydroxylation microsomale hépatigue de V'AT est multipliée par 4 par
le traitement des rats avec le clofibrate. L'acide tiénilique constituerait le
premier substrat exogene connu dont V'hydroxylation serait fortement induite
par le clofibrate. Dans ce chapitre, seront préesentées les etudes réslisées pour
confirmer les résultats préliminaires du chapitre précédent et préciser les
enzymes qui catalysent la réaction.
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Tableau 12. Les inducteurs type clofibrate.

1- Les analogues structuraux du clofibrate.

Marm Structure Reference
—
* clofibrate . S i dans le texte
i
bezafibrate s 108
CPO- wm-cu,-cm—@— O‘(TOQOH )
ciprofibrate % 108
T
P—@-mn
5 S a I 5
cloburazit °'*= 114, 10d
ChHy
|
OO o
Gy
* fanofibrate A 109, 115
CA—@—C 0-<LCOO—<I.‘.H
i I
Gy CHy
methylclofénapate o 114, 109
Al
CHy
nafenapine O - 113
|
(A oeem
CHy
2- Les herbicides dérivés de 1'acide chlorophénoxyacétique
R1=Cl A
R2=C1H,CH3 NQW,W 116
Rz=C1H R
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3- Les hypolipidémiants non reliés au clofibrate

CHy

acide tibrigue 2 109
Q_QQG
oy COCH
{~]
* WY 14643 Q_(/_‘ 108, 113
W =; o co0n
CH, CHy
C{CHy 1 s C{CHih
b 'E HD—DS—:O‘S OH 1 17
rabuco ;
D C(CH3h e C{CHy ) y
4- | es autres dérivés on
' COOCH, CHCH;)s Ciy
digthylhexylphtalate Q (17,118,113
m‘zlc-‘ic*&):c&
kg
_ o o
* trimethyl-2,2,4 pentane L 119

* Dérives utilisés au labaratoire.




111-B EFFET DES INDUCTEURS TYPE CLOFIBRATE SUR
L'HYDROXYLATION DE L'AT PAR LES MICROSOMES DE FOIES DE

RATS

[11-B-1 Paramétres cinétiques {Kp, Ym) comparés de
I'hydroxylation de 1'AT par des microsomes de foies de
rats temoins et traités par le clofibrate

Des rats de race Sprague-Dawley adultes ont ete traites par le
clofibrate {S00 mg/kg/jour administre par voie intrapéritongale dans I'huile de
mais pendant 4 jours). Deux lots de rats témoins ont &té constitués. Le premier
gst composeé d'animaux non traités. Le second est composé d'animaux traités &
I'huile de mais dans les conditions décrites précédemment. En effet, comme on
g'intéresse a des formes de cytochrome P-450 susceptibles d'étre impliguées
dans le métabolisme des lipides, il était essentiel de réaliser cette expérience
temoin souvent negligée.

L'hydroxylation de I'AT par des microsomes de rats traités a I'huile, au
clofibrate et non traités a ét& &tudiée par la technique précédemment décrite.
Le traitement selon Lineweaver-Burk des résultats obtenus, 1/V=f{1/[AT]) est
indiqué figure 28 ab,c. Les Ky obtenues sur les microsomes de différents lots
d'animaux sont rassemblées dans le tableau 13 et comparées 4 celles trouvées
précédemment dans le cas de 'induction par le phénobarbital.

Premier &lement apporté par la comparsison des constantes de
Michaelis, l'affinité aspparente de 1'scide tiéniligue déterminée dans des
microsomes hépatiques de rats traités par le clofibrate est de 8 M, soit -
supérieure § celle observée chez les animaux témoins ou chez ceux traités par
le phénobarbital (respectivement 15 uM et 14 uil.

Deuxieme glément, I'huile de mais n'entraine pas de modification de la
Ym et semble par contre interferer avec la détermination de la Ky qui est de
80 M.

Psr consaquent, le traitement pasr le clofibrate augmente & la fois
'sctivite et Tlaffinité des enzymes du cytochrome P-450 catalysant
I'hydroxylation de I'AT.
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{nmales SOHAT /nmole P-450/min)- !

CLO.

Km= 6 uM
Vm = 2,50 nmoles SOHAT / nmole P-450 / min
Vm = 3,95 nmoles SOHAT / mg protéine / min

20 40 60 80 1/[AT]1O4M-1

FIGURE 28a. CLO.

FIGURE 28. Représention de 1a cinétique d'hydroxylation de T'acide tigniligue
catalysée par les microsomes hepatiques (a) de rats traités par le clofibrate
(fig.28a), (b) de rats non traités (fig.28b), (c) de rats traités par I'huile de mais
{fig.28c).

Chaque point est la moyenne de 4 déter minations réalisées sur les microsomes d'un lot de S ani maux.
Lactivité AT hudroxylase est mesurée par 1a méthode LY décrite au¥-D-2.

(a) - Les rats de race Sprague- Dawley ant £té traités par 1e clofibrate (i.p.) en solution dans 1'huile

de mais 4 la dose 500 mo/ke/j pendant 4§ (protocole décriten¥-C-1). 1,6 nmoles P- 450/mg
protéine, 0,6 nmoles P-450/m).

{b) Les rats n'ont &€ soumis § aucun traitement : 1,2 nmoles P- 450/mg protéine ; 1,3 nmoles P-
450/ ml.

{c) Les rats ont été traités 4 1'huile de mais (2,5 mlfka) i.p. pendant S jours, 0,8 nmole P- 4504 mg
protéine ; 1,2 nmoles P-450/ml.
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Tabieau 13. Données cinétiques apparentes de I'hydroxylation de 1'AT
par les microsomes hépatiques de rats témoins et traités

par PB, CLO ou & I'huile de mais.

PB CLO Temnin Huile
K (i) 142 843 156 80+ 11
Y tnmole SOHAT
/nmole P-450/min] 0,45+0,1 | 2,24+£030|087£0,11| 0,8924+£0,20
Ym tnmole SOHAT
/mg protaine/min) 1,0£0,2 3,42+ 060(0,90£0,11| 0,80£0,25

Les waleurs sont 1a mouenne des déterminations réalisées dans des conditions analogues & celles des courbes

figure 25 et figure 22 aur les microsomes de 2 8 4 lots de 5 animaux.
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111-B-2 Effet du mode d'administration du clofibrate sur
l'effet inducteur de 'hydroxylation de T"AT

Aprés administration, le clofibrate est repidement huydrolysé par les
esterases tissulaires et/ou plasmatigues en acide clofibrique qui est 1a forme
pharmacologiquement active du clofibrate (125). 90 % de la dose administree
est @liminée dans 1'urine en 24 heures sous forme d'acide clofibrique libre ou
conjugué avec l'acide glucuronique (126). Le clofibrate est classiguement
administré selon 4 procédés :

. mélangé & I'alimentation 0,4 & (poids) pendant 10 & 14 jours

{(107,108,127)

. par tubage gastrique & 100 mg/kg/j {  115) ou a 250 mg/kg/]

(128)

. par voie sous-cutanée 650 mg/kgsj durant 4 jours dans 'huile

(129)

. par voie intrapéritonéale & 200 mg/kg/j pendant 7 jours (113},
400 mg/kg/j pendant 4 jours (111) et S00 mg/kg/j 1 et 2 jours (110).

L'effet de deux paramétres : 1a durée d'administration du clofibrate par
voie i.p. et 'administration par tubage gastrigue a &té étudia.

Le clofibrate a eté administré par voie intrapéritonéale pendant 1, 4 et 8
jours & la dose de S00 mg/kg/jour. L'hydroxylation microsomale de 1'AT a été
mesuree. Les résultats présentés dans le tableau 14 montrent que, aprés 24
heures de traitement, 70 & de l'effel maximal observé aprés 4 jours de
traitement est obtenu. Apres § jours de traitement, I'activité AT hydroxylase
est diminuée. Dans le cas de I'hydroxylation en 12 de 1'acide laurique, 1'effet .
maximal a éte obtenu apres 1 jour de traitement (110) par voie i.p. et 4 jours de
traitement dans le cas de I'administration dans 1'alimentation.

L'induction par gavage par une solution de clofibrate dans 1'huile de mais
pendant 4 jours provoque une induction de I'activiteé AT hydroxylase d'un facteur
3,9 par rapport gux rats gavés & Vhuile. Une expérience réalisée avec la
méthylcellulose cormme vecteur n'a pas permis d'observer une augmentation
similaire.



105

Tableau 14. Effet de la durée du traitement et du mode d'administration
du clofibrate sur I'hydroxylation en 5 de I'AT (10-4M)
catalysée par les microsomes hépatiques de rat.

tauy P-450 SOHAT % activite par
(1) (2) rapport au témoin
(2)
non traite | 0,91 -
CLOFIBRATE
i.p. dans 24h 1,60 256 +0.15 266 %
I'huile 4j 1,57 3,80+ 0,20 370 %
de mais 8] 1,43 2634010 224 %
dans T'huile 1,73 290+0,15 956 %
per de mais
0S dans methyl 1,88 1,70+ 0,10 160 &
cellulose

1- exprime en nmole P- 450 par mg de proteine.

2- nmoles/mg protéine~ ! min~!

3- exprime le pourcentage de 1'activité rapportée a celle abtenue en traitant les ani maux de facon identique
(voie, durée d’administration) uniquement par le véhicule (témoin)

Du clofibrate est administré & des rats de race Spraque- Dawley : (i) par voie i.p. 4 la dose de S00 mg/kg/j en
solution dans 1'huile de mais pendant 24h, 4j ou 8j sous un volume de 0,5 ml ; (ii) per 0S a la dose de 250
mg/kq/j en solution dans 1'huile de mais ou en suspension dans 1a méthylcellulose pendant 4j.

Pour les rats témoins le véhicule est sdministré dans les mémes conditions {i) par voie i.p. ou (ii) per 0S.
L'activité AT hydroxylase est mesurée par UY dans les conditions décrites en ¥-D-2. 0,6 4 | nmole P-450/ml.
Chaque valeur est 1a moyenne de 4 déter minations réalisées sur les microsomes d'un lot de S5 ani maux.
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1ii-B-3 Effet des inducteurs type clofibrate sur
T'hydroxylation de 1'AT

Pour établir si 1'sugmentation de I'activite AT hydroxylase est
spécifiquement lige 8 'action du clofibrate, ou plus généralement observée avec
les inducteurs de T'activité acide laurigue hydroxylase, l'effet de 3 de ces
dérives a été étudié. Les formules sont présentées tablesu 12.

- le fénofibrate qui est le principe actif du lipanthylR, médicament
hypolipidémiant largement utilisé en thérapeutique, car moins controverse gue
le clofibrate (130,131).

Actif sous forme d'acide fenofibrique, le metabolite urinaire majeur
chez le rat est I'acide fénofibrique "reduit” libre produit par reduction du groupe
carbonyle de 1'acide fénofibrique (132). L'administration d'acide fénofibrigue ou
de fenofibrate entraine une augmentation de T'hydroxylation en 12 de l'acide
lsurique d'un facteur 8 (109). Le dérivé & &té administré & la dose de
500mg/kg/j en suspension dans l‘huile de mais par voie intrapéritonéale
pendant 4 jours.

- le WY 14643 est un hypolipidémiant puissant non relié structuralement
au clofibrate. 11 multiplie par § 'hydroxylation de 1'scide laurique (113). Ce
derive a été administré en suspension equeuse avec quelques gouttes de tween
50 a la dose de 200 mg/kg/j pendant 7jours.

- le triméthyl-2,2,4 pentane (TMP) est un solvant fortement
néphrotoxique. Récemment il & &té montré que son administration entraine une
augmentation du cytochrome P-430 catalysant I'hydroxylation en 12 de 1'acide
laurique {facteur 7,5) mais égslement de 1'hydroxylation en 11 (facteur 3) chez
le rat male (119). Les rats ont &té traités & la dose de 12 mmoles/kg en
solution dans 'huile de mais (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
apparait que le fénofibrate et le WY 14643 induisent une sugmentation
comparable § celle du clofibrate. Le TMP induit une forte sugmentation des
cytochromes P-430 hépatiques (102,107) chez les rats Sprague-Dawley
utilisés, qui n'avait pas été observée dans 1'étude de Lock et Elcombe réalisée
sur des rats de souche Alderley-Park. Enfin, point marquant de cette étude, les
troig dérivés sont des inducteurs efficaces de 1'activité AT hydroxylase.
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Tableau 15. Hydroxylation en 5 de 1'AT catalysée par les microsomes
hépatiques de rats traités par différents inducteurs “type

clofibrate’.
Traitement des rals Taux P-450 SOHAT
nmoles P-450.mg | nmoles.mg protéine-1

protéine-! .min-1
temoin (1) 1,0+£0,05 0,95+ 0,06
Clofibrate (2) (=Xl 380021
Fénofibrate (3) 1,4 460+ 0,27
WY 14643 (4) 1,3 325+0.13
TMP (5) iy 5,41 £0,27

Des lots de 5 rats males adultes de race Sprague- Dawley ont é18

1) soumis & aucun traitement et

traités:

{2} par leclofibrate

{3) par le fénofibrate & la dose de 500 mg/kq pendant 4j (i.p.)

{4 par le'wY 14643 (tableau 12) 200 mg/kg/] 7J en solution aqueuse {po)

{5} par le 2-2-4 TMP {tableau 12} 12 mmoles/ka/j 10j dans 1'huile de mais (po).

L'activité AT huydroxylase est mesurée par UY dans les conditions décrites en ¥-0-2 {tampon phosphate 0,11 pH
7,4 ;G6P 10mM ; GEPDH 2u/ml ; MADF 1mM ; 1 mg protéine/ml ; AT 10~ M initial).

Les valeurs sont 1a moyenne de 44 6 déterminations réalisées sur les microsomes d'un lot de 5 animaux.
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Far rapport aux animaux non traités, l'activite AT hydroxylase est
multipliée par 4,8 avec le fenofibrate, par 3,4 avec le 'wY 14643 et par 5,6 avec
le THMP.

Ce résultat est obteny avec des inducteurs qui dans le cas du WY 14643
et du TMP ont des structures chimiques trés éloignées de celle du clofibrate.

L'sction des dérivés type clofibrate n'entraine aucune sugmentation de
certaines activités classiques des cytochromes P-450 comme la dealkylation de
I'aminopyrine et de 1'éthoxyrésorufine, 1'hydroxylation en 4 du noysu biphényle
ou T'hydroxylation en 16e de 1a testostérone (109). L'augmentation de l'activite
AT hydroxylase par le traitement avec les dérivés type clofibrate semble donc
un phénoméne spécifique. C'est & ce jour la plus forte induction de l'oxydation
d'un composé exogéne observee avec ce type d'inducteur.

Les enzymes supportant 1'activité AT hydroxylase et 1'activite scide
laurigue 12 hydroxylase sont induites par le méme type de molécule. De fagon
logique, nous avons cherché a savoir si les mémes isoenzymes catalysaient les
2 reactions.

111-B~4 Les activités acide tienilique et acide laurique
hydroxylases dépendent-elles d'une méme
monooxygénase 7

Pour ‘apporter des elements de réponse d cetie question, deux types
d'expériences ont 8t& menées :

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

- une etude d'inhibition croisee de I'hydroxylation de 1'acide lsurique par
'acide tiénilique et de 1'hydroxylation de I'acide tiénilique par 1'acide laurique.
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111-B-4-a Tentative de corrélation entre s formation du SOHAT et
celle des dérives hydroxulés de I'acide laurigue par des
microsomes hépatiques de rats difféeremment induits
Sur des microszomes hepatiques de rats traités par différents
inducteurs, 1'activité AT hydroxylase dune part et l'activite 11 et 12
hydroxylase de 'acide laurique d'autre part ont 21é mesurees parallelement.
L'étude de T'hydroxylation de I'AL a &té realisée su laboratoire par Jean-
Luc Boucher. Un mélange d'acide laurique marqué su 19C et d'scide laurigue froid
gst incubé en présence de systéme engendrant le MADPH et de microsomes
hepatiques de rats. La detection des acides hydroxy-11 et -12 lasuriques est
réalisée selon la méthode decrite par Fan et coll. (133). Aprés arrét de la
réaction par précipitation des protéines au méthanol, les métabolites sont
exiraits, sépares par CLHP et quantifiés par comptage de la radicactivité des
fractions oblenues en scintillation liquide.

La figure 29a correspond & un essal de corrélation de 'hydroxylation de
I'AT et de T'hydroxylation en 11 de Vacide laurigue par des microsomes
hepatiques de rats traités par différents inducteurs. Chague type d'inducteur
utilisé est représenté par un sigle différent. Premier @lément, la corrélation est
dans 'ensemble extrémement faible. Les points représentant les activités des
microsomes de rats témoins ou de rats induits par le clofibrate ou la cyano- 16
pregnénolone (FCH) se trouvent trés dispersés. Seuls les points correspondant &
des microsomes de rats induits au phéncbarbital (PB) s'alignent
raisonnablement.

La figure 29b présente un essai de corrélation de I'hydroxylation de I'AT
et de 'hydroxylation en 12 de l'acide laurique par des microsomes de rats -
traites par les différents inducteurs. On observe un resserrement général des
points. Les points correspondant & des microsomes de rats induits au clofibrate
ou § des composés du méme type s'alignent & peu prés avec ceux correspondant &
des microsomes de rats induits au PCH. Mais 1a plupart des points correspondant
aux microsomes de rats témains ou traités par le PB sont hors de cette
corrélation faible.

Far conséquent, cette &tude ne permet pas d'observer de corrélation
nette entre I'hydroxylation de I'AT et T'hydroxylation en 12 de 'acide laurique.
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FIGURE 29a. Tentative de corrélstion entre la formation du S0HAT et
I'hydroxylation en 11 de 1'AL catalysee par les microsomes hepatiques de rats
differemment induits.

- Les microsomes hépatiques proviennent de rats non traités (), de rats traités par des dérives type
clofibrate (#) , de rats traités par le phénobarbital (A) et 13 PCN (M}, selon le protocole décriten -
c-1.

- L'activité AT hydroxylase a été mesurée dans les conditions décritesen ¥-D- 2.

- L'activité &L hudroxylase a été mesurée dans les conditions décrites en ¥-D-4.

- Chaque point et 1a moyenne de 2 & 4 déterminations de 1'activite AT hydroxylase et AL hydroxylase

sur 'ensemble des microsomes d'un lot de 5 animaux.
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FIGURE 29b. Tentative de corrélation entre la formation du SOHAT et
'hydroxylstion en 12 de I'AL catalyseée par les microsomes hépatiques de rats
differemment induits.
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111-8-4-b Inhibition de V'activite acide tieniligue hydroxylase par
I'acide lgurigue

L'activité AT hydroxylase & différentes concentrations en acide
tiénilique a été mesurée en présence de concentrations wvariables d'acide
laurique. La représentation de Dixon, figure 30, montre que V'acide laurigue
inhibe 1'hydroxylation en 5 de 1'acide tiénilique par les microsomes de rats
traités su clofitrate de facon compétitive. Le Kj est de S5 pM. Par consequent,
l'acide laurique présente une bonne affinité pour les cytochromes P-450

catalysant I'hydroxylation de I'acide tiénilique.

111-B-4-c Inhibition de 1'acide laurigue hydroxylase par 'acide
tienilique

Le tablesu 16 présente les résultats obtenus concernant l'inhibition par
I'acide tienilique de I'hydroxylation de l'acide lsurique par les microsomes
hépatigues de rats non traités et traités par le clofibrate et le phenobarbital.

L'acide tiénilique doit &tre utilisé & des concentrations S0 fois
superieures a celles de 1'acide laurigue pour inhiber d'environ S0 % 1a formation
de ses derives hydroxylés en position 11 et 12. De plus, I'acide laurigue est un
composant des membranes. [1 existe donc une concentration d'acide laurique
endogene dans les incubations microsomales qui est negligée.

Enfin, en fonction du type d'inducteur utilisé, aucune difference
significative de l'effet de 1'acide tiénilique n'est observée.

En résume, il apparait clairement que V'acide laurique inhibe de fagon
compétitive 1'hydroxylation de 1'acide tiénilique mais que 1'hydroxylation de
I'acide laurique en 11 ou en 12 n'est que faiblement inhibée par I'AT. De plus -
I'absence de corrélation claire entre les 2 activités (figure 29a et b) semble
montrer que plusieurs isoenzymes sont impliquées dans T'hydroxylation de
I'acide laurique et de I'acide tiéniligue dont seules certaines pourraient étre
communes sux deux substrats. Afin de progresser dans la caractérisation de ces
isoenzymes, i1 a 818 nécessaire de recourir 8 des technigues différentes.
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FIGURE 30. Représentation de Dixon de l'inhibition par l'acide laurique de
Fhydroxylation en 5 de I'scide tiénilique catalysee par des microsomes

hépatiques de rats traités par le clofibrate.
- Les microsomes hépatiques proviennent de rats traités par le clofibrate {500 mg/kq/],

4 j,dans I'huile de mais) selon le protocole décrit en ¥-C-1.
- L'activité AT hydroxylase est mesurée par ls méthode LY décrite en¥-D-2 (0,1 nmole P- 450 par

essai de 300l ; 1,7 nmoles P-450/mg protéine). L'AL est ajouté en méme temps que 1'AT dans les

conditions décrites en ¥-E-1-¢.
- Chaque point est 1a moyenne de 2 déter minations réalisées sur les microsomes d'un lot de S ani maux.



Tableau 16. Effet de 1'AT sur 1'activité acide laurigue hydroxylase des microsomes hépatiques de rats
traités par différents inducteurs.

Traitement des rats
Aucun £13 Fhénobarbital {20 Clofibrate (23
% activite 110HS E activite 1T10HS E activite 110HS
AL hydroxylase | 120H | AL hydrosylase 120H AL hydroxylase 120H
S
&T=0 100 0,3 100 0,a 100 0,2
AT=5.10-4M 53 0,4 57 0.6 57 0,2
AT=10-3M 44 0,4 25 1,6 36 17

aoide laurique 107 S,

- [es lats de S rats miales adultes Spraque- Davwley ont &8 traités (2) par le PB (0,1% dans 1'eau de boisson pendant Sj) ou £3) par e CLO {500
mikndd @i, dans 1 huile de mais) selon le protocole décrit en V-0~ 1.

- Lactivité AL hydroxylase est mesurée par CLHP couplés au cornptage en scintilation liquide dans s conditions décrites en¥-D-4 (&L 107 5M initiale,
0,2 nmole P-450/ml).

C1 0 activité de baze (114120 = 4.9 £0,2 nmales 11+ 12 AL nmele P-4S0min ;0,9 nmole P- 45007 mg protéine,

activité de baze C11+12) = 4,0 £ 0,2 nmoles 11+ 12 &L nmwle P-450min ; 2,1 nmoles P-4507mg protéine,
Tactivite de base (11+12) = 15,2+ 3 nmoles 11+ 12 ALSnmole P-4504min ; 1.5 nmoles P-4504ma protéine,
Chaque waleur eat la mogenne de 2 4 4 déter minations réalizées sur les microsames d'un 1ot de S animaus,

il
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I11-C CARACTERISATION DES ENZYMES IMPLIQUEES DANS
L'ACTIVITE ACIDE TIENILIQUE HYDROXYLASE EN UTILISANT DES
ENZYMES PURIFIEES ET DES ANTICORPS SPECIFIQUES

~Les cytochromes P-450 sont associés au sein de la membrane
" microsomale & la NADPH-cytochrome P-450 réductase et aux phospholipides.
Historiguement, en 1969, Omura parvient & inhiber avec des anticorps diriges
contre 1s cytochrome P-450 réductase 1'hydroxylation de 1'aniline catalysée par
les microsomes hépatiques (134). La méme année, en utilisant le désoxycholate
comme détergent en présence de dithiothréitol et de glycérol, Lu et call.
reconstituent 1e meétabolisme de différents substrats & partir de MNADPH-
cytochrome P-450 réductase et de cytochrome P-450 microsomal de foies
partiellement purifiés (135).

Ces approches sont encore largement utilisées pour caractéericer les
activités enzymatigues dépendantes des monooxygénases. Les principes en sont
les suivants :

- la NADPH-cytochrome P-450 réductase est le donneur d'glectron
physiologique du cytochrome P-450. La demonstration de sa participation 8 une
reaction par inhibition antigéne-anticorps contribue & prouver la participation
du cytochrome P-450 dans certaines reactions enzymatiques. 11 faut noter gue
cette conclusion ne peut étre tirée dans certaine cas de réduction métabolique
ol la NADPH-cytochrome P-450 réductase elle-méme catalyse la réduction de
plusieurs exogénes.

- L'utilisation d'AC produits contre une forme purifiée de cytochrome P-
450 permet de déeterminer l'implication de cette isoenzyme dans une réaction
microsomale et de réaliser une mesure guantitative. Par exemple, les AC dirigés
contre le cytochrome P-450 ¢ (levin) inhibent le métabolisme du benzo{alpyréne
de fagon partielle dans les microsomes hépstiques de rats non traités ou traités
par le PB. Mais en présence de microsomes hépatiques de rats traités par le
3MC, la reaction est inhibée presque totalement. Ces résultats permettent de
conclure gue le cytochrome P-450 ¢ joue un réle mineur dans le métabalisme du
benzo[alpgréne chez le rat non traité ou traité par le PB mais est
majoritairement impliqué chez le rat traité par 1e 3MC.

- L'utilisation d'isoenzymes purifiées permet de reconstituer, en
présence de phospholipides et de MADPH-cytochrome P-450 réductase, le



systeme enzymatique et de déterminer la specificité de cette isoenzyme &
I'egard d'un substrat.

L'étude d'une activité microsomale dépendante des cytochromes P-450
peut donc s'effectuer selon 3 approches différentes mais complémentaires
ayant chacune des avantages et des inconvénients

1) L'étude sur microsomes entiers. Cette &tude réalisée su chapitre 1
permet de déterminer dans les grandes lignes d'une part si le substrat est pris
en charge par les cytochrames P-450 de rats non traites et d'autre part 1'effet
des inducteurs classiques du cytochrome P-450 sur 1'activité atudiée. Cette
approche, 1a moins complexe techniquement, est souvent limitée par la faible

etre catalysée par plusieurs isoenzymes. Les modifications quantitatives des
différentes isoenzymes liges a l'induction peuvent alors entrainer des erreurs
d'interprétation. Par exemple, dans le cas de la déméthylation de la
benzphétamine, la mesure de 1'activité catalytique est la méme chez les rats
non traités et chez ceux traités par le phénobarbital. Une interprétation logique
est la non-implication de formes induites au phénobarbital dans la N-
démeéthylation de 1a benzphétamine. Pourtant cette activité est catalysée & 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 1s
benzphétamine est presque totalement prise en charge par le cytochrome P-450
h. Aprés traitement des rats par le phénobarbital, cette 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 conségquent, si le phénomene dinduction permet d'obtenir des
indications importantes sur le metabolisme d'un substrat, la multiplicité des
cytochromes P-450 présents dans les microsomes d'animaux traités ou non
limite la portée de ces investigations.



23 L'utilisation d'AC spécifigues sur microsomes entiers

Les technigues immunochimiques constituent un outil particulierement
performant pour évaluer 1a participation d'une forme de cytochrome P-450 & une
activilé meétabolique. En effet, dans certains cas, les parametires tels que
l'activité cataslytique, e poids moléculaire, les propriéies spectrales ou la
sequence M-terminale ne sont pas suffisamment spécifiques pour différencier
toutes les isoenzymes du cytochrome P-450. Les anticorps, en raison de leur
haute specificité, sont en principe capables de faire la distinction méme si ces
protéines possédent une trés forte homologie dans la sequence de leurs acides
aminés {136). Toutefois il existe des phénomeénes de reconnaissance croisée ;
certains anticorps préparés & partir d'une forme particuliére de cytochrome P-
450 reconnaissent d'autres formes proches immunclogiquement (137). La
difficultéd réside dans Ulobtention d'AC hautement specifiques et dans
I'évaluation de cette spécificité par des méthodes appropriées d'une part, et
dans 'obtention d'AC actifs en catalyse d'autre part.

3y Lutilisation d'isoenzymes purifiées de cytochromes P-450

L'utilisation de formes purifiées constitue une technique de choix pour
préciser les isoenzymes prenant en charge un substrat. Toutefois, cette
technique est subordonnée d'une part & la purification et & la caractérisation de
difféerents cytochromes P-450 doues d'activite. Au cours de la purification,
certaines formes de cytochromes P-450 peuvent perdre de leur activite ou de
leur spécificité. D'autre part, 1a mise au point des conditions de fonctionnement
du systeme reconstitué peut s'avérer délicate.

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

Mous présenterons les résultats obtenus par les techniques précédentes
afin de caractériser les enzymes impliquées dans 1'hydroxylation de U'AT. En
conclusion de ce chapitre, nous discuterons les principaux réesultats obtenus sur
les microsomes entiers, sur les cytochromes P-450 purifies et enfin avec les
anticorps spécifiques et nous proposerons une explication des faits
expérimentauy en psrtant de cette conclusion.
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Les etudes réslisées au chapitre Il oni permis de metire en evidence
I'implication des cytochromes P-430 dans 1'hydroxylation de 'acide tiéniligue
catalysée par les microsomes hepatiques de rats traitées par le phénobarbital.
Toutefois, certains wenobiotigues contenant un atome de soufre ou un atome
d'azote peuvent 8tre pris en charge simultanément par le systeme microsomal
des flavines monooxygenases et par les cytochromes P-450. C'est le cas pour 1a
N-oxydation de la N M-diméthglaniline (138) et pour T'oxydation du
thiobenzamide (139). Mous déterminerons donc si la flavine monooxygénase
participe 3 la réaction dhydroxylation de I'AT catalysée par les microsomes
hépatiques de rats traités par le clofibrate. Rappelons que la nature de
I'intermadiaire conduisant aux atteintes hépatigues n'est pas connue et qu'il
n'est pas indifferent de savoir il peut @étre produit par une enzyme
microsomale autre que le cytochrome P-450. Pour cela, nous étudierons .

- dune part linfluence de lanti-cytochrome P-450 reéductase sur
T'hydroxylation de T'AT car la flavine n'a pas besoin de réductase pour
fonctionner

- d'autre part I'hypothése de la contribution de la flavine monooxygenase

g cette réaction.
Ces travaux ont &té menés en collaboration avec Evelyne Rouer INSERM

U7S CHYU Necker.

I11-C-1 Effet de 'anti-cytochrome P-450 réductase sur
'hydroxylation en S de 1'AT catalysée par les
microsomes hépatiques de rats traités au clofibrate

- La NADPH-cytochrome P-450 réductase a été purifiée par E.Rouer &
partir de foies de rats non traités et injectee a des lapines de race Mew Zealand
pour produire des anticorps. L'effet inhibiteur de ces anticorps a &té testé par E.
Rouer et coll. (83)

. sur 'activité MADPH-cytochrome P-450 réductase de foies de
souris. L'inhibition maximum (65 %) est observée 3 Smg IgG/mg de protéine
microsomale



119

. sur le metabolisme de U'imipramine dependant du cytochrome P-
450. La formation de la desmethylimipramine, de I'hydroxy-10 imipramine et de
I'hydroxy-2 imipramine est inhibée de 90 3 100 3.

- La figure 31 représente 1'activite AT hydroxylase residuelie obtenue en
présence de l'anti-cytochrome P-450 réductase. Avec 3 mg d'lgG/mg de
protéine, prés de 90 3 de 1'hydroxylation en 5 de 1'acide tiéniligue catalysée par
les microsomes de foies de rats traités au clofibrate sont inhibges.

- Le tauy d'inhibition est supérieur & celui observé dans les meémes
conditions avec 1es microsomes de rats traités par le phenobarbital (11-4-3-b-
33 11 démontre que la réaction est trés majoritairement dépendante des
monooxynenases. L'activitd résiduelle peut 2tre atiribuée a une inactivation
incomplete de la cytochrome P-450 reductase.

111-C-2 Rile éventuel d’'une monooxygénase a flavine dans
I'hydroxylation microsomale en 5 de I'AT

Comme les cytochromes P-450, les monooxygénases a flavine sont
presentes majoritairement dans le réticulum endoplasmique des hepatocytes.
Purifiees et caractérisées a 1'origine a partir de foie de porc par Ziegler (140},
elles l'ont 2té ensuite chez 1a souris (141} et le rat (142). Chez 1a lapine deuy
formes ont pu 8tre isolees. La flavine monooxygenase existant dans le poumon
est immunologiquement et catalytiquement distincte de celle presente dans le
foie et induite d'un facteur 5 4 la fin de 1a gestation (143,144). ,

Le seul substrat endogene connu des flavines monooxygenases est la
cysteamine qui est oxydee en cystamine (disulfure). C'est pourguoi leur
implication dans la régqulation du rapport thiol/disulfure intracellulaire a ete
proposes {140). Toutefois, leur rdle physiologique exact n'a pas encore ete
alucide.

Les flavines monooxygénases sont douges d'une spécificitéd de substrats.
Les amines tertiaires et secondaires, les hydrazines, les hydroxylamines HN-
disubstituees, les thiocarbamides, les thinamides, les sulfones et les thinls
sont susceptibles d'8tre metabolisés. Les deux réactions les plus utilisées pour
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% activité AT hydroxylase résiduelle.
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FIGURE 31. Effet de 1'anti-cytochrome P-450 réductase sur Vhydroxylation en
S de l'acide tiéniligue 10~ catalysée par des microsomes hépatiques de rats
traités par le clofibrate.

- ®exprime 1'activité mesurée en présence de 1'anti-cytochrome P- 450 réductase par rapport a
1'activité dosée en présence d'une quantité correspondante d'IgG non spécifiques.

Les mjcrosomes hépatiques proviennent de rats traités par le clofibrate (selon le protocole décrit en
¥-C-1). Les AC sont ajoutés selon le protocale décrit en ¥-E-2-b puis 1'activité AT hydroxylase est
mesurée par la méthode UV (¥-D-2). 0,5 nmole P-450/ml ; 1,6 nmoles P- 450 mg/protéine.
Chaque point représente une mesure simple.

- 100 ® d'activité = 2,1 nmoles SOHAT /nmole P-450/min.



caractériser lactivité flavine monooxygenase sont la H-oxydation de la
dimathylaniline et la S-oxydation du thiobenzamide (145).

La possibilité que la formation du SOHAT passe, méme de facon
minoritaire, par une étape intermédiaire d'oxydation du soufre catalysee par les

flavines monooxygénases a ete etudiee par deux approches.

=]

111-C-2-a Action de I'anti-flavine monooxyganase sur
I'hydrogylation en 5 de l'acide tiénilique catalysée par
les microsomes hepatiques de rats
La flavine monooxygénase a &té purifige a partir de foies de rats non
traités. Les anticorps ont &t& obtenus chez l1a lapine. Leur activité a &té testée
par double immunodiffusion d'Outcherlony, en immuno-transfert et par immuno-
inhibition de la sulfoxydation de la thiobenzamide par E. Rouer et call. (148,
L'activité AT hydroxylase catalysée par 1es microsomes hepatigues de
rats non traités et traités par le phénobarbital a &té mesurée en présence de ces
anticorps anti-flavine monooxygénase 4 des concentrations de 0,5 4 5 mg
d'lg5/myg de protéines. L'activit? résiduelle exprimee en pourcentage de
I'activita obtenue en présence de quantités comparables d'immunaglobulines nan
zpacifiques de lapines témoins est presentée figure 32. 4 5 mg d'1gG, aucune
inhibition de I'activité AT hydroxylase n'est observee, chez les animaux traites
par e clofibrate ou par le phénobarbital.

111-C-2-b Reconstitution du systeme enzymatique de la
flavine monooxygénase

Les monooxygenases a flavine sont des sgft"mes enzymatigues
relativement instables /7 w/ra (145). Ce systeme a été reconstitug a partir de
flavine monooxygenase purifige dans les conditions dumte; précedemment ef
de systeme engendrant e NADPH dans un tampon tris 100 mM MgClz 10mM pH 3.
L'activite catalytigue de ce systeme a 2té testee sur la S-owydation du
thiobenzamide (104} par la technigue spectrophotométrigue de Cashman et
Hanzlick (147)  Dans ces conditions, la vitesse de cette réaction est de 0,79
nmaole de thiobenzamide forma /0,12 nmale de flavine/min.

En présence d'acide tigniligue, aucune augmentation de 1a densité optigue
n'a eté détactée entre 600 et 370 nm.




122

% d'activité AT hydroxylase résiduelle® )
l"‘
100 '
50 L
mg d'1gG anti-flavine monooxygenase
/mg de protéine microsomale.
1 2 3 4 5

FIGURE 32. Action de 1'anti-flavine monooxygénase sur 1'hydroxylation en 5 de
I'AT 10-49M catalysée par les microsomes hépatiques de rats traités par le
clofibrate (-) et par le phénobarbital (---).

 exprime 1'activité AT hydroxylase mesurée en présence de 1'anti-flavine moncoxygénase par rapport
4 1'activité dosée en présence d'une quantité correspondante d'lgG non spécifiques.

Les microsomes hépatiques proviennent de rats traités selon le protocole décrit en ¥-C- 1 par le
clofibrate et le phénobarbital. (PB: 2,1 nmales P-450/mg protéine, 1,3 nmoles P-450/ml : CLO -
1,5 nmoles P- 450/myg protéine, 0,5 nmoles P-450/m1).

Les AC sont ajoutés selon le protocole décrit en ¥-E-2-b puis activité AT hydroxylase est mesurée
par la méthode UY (¥-D-2).

Chaque point correspond & une mesure simple.

100 % d'activite = 0,45 nmole SOHAT /nmole P- 450/ min {rats PB)

100 % d'activité = 2,15 nmoles SORAT /nmole P- 450/min (rats CLO)
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Les etudes d'immuno-inhibition réalisees en préesence d'anticorps anti-
flavine monooxygénase d'une part, 1'absence d'activité AT hydroxglase du
systéme flavine monooxygenase reconstitue d'autre part, permetient de
conclure 8 la non-participation de ce systems dans V'hydroxylation de I'AT
catalysée par les microsomes hepatiques de rats. Compte-tenu de l'effet de
l'anti-cytochrome P-450 réductase, il apparait que cette activite est
totalement dependante des cytochromes P-450 dans les microsomes hepatiques
de rats.

[11-C-3 Utilisation de cytochromes P-450 purifies de
foies de rats pour catalyser 'hydroxylation en 5 de
AT

Ce travail a été réalise en collaboration avec Roland 'olf, Directeur du
labaratoire de Pharmacologie Moleculaire et de Métabolisme des Xénobintiques
d'Edimbourg (GB) qui nous a fourni les cytochromes P-450 purifigés et les
anticorps obtenus contre ces isoenzymes chez le lapin (137).

111-C-3-a Purification des isoenzymes du cytochrome P-450
hepatique de foies de rats
Les isoenzymes du cytochrome P-450 ont été purifiges par R. wolf &
partir de foies de rats Wistar {137).

I11-C-3-b Caractérisation des isoenzymes du cytochrome
P-450 hépatique de rats

L'activite de 10 cytochromes P-450 a été testée. Ceux-ci sont désignés
selon 1a nomenclature adoptée par R. Wolf qui tend 4 classer les cytochromes P-
430 par sous-famille génomigque. La correspondance avec les  autres
nomenclatures figure dans le tableau 2 de I'intraduction. Les caractéristiques
principales de ces cytochromes P-450 publiges par Wolf et coll. (10,137,148)
sont resumees dans e tableau 17,




Tableau 17. Cytochromes P-450 purifiés de foies de rats provenant du laboratoire de R. Wolf
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Quatre formes, PB la, PE 1b, PB 2a ot PB 2b font partie de la méme
sous-famille et sont clairement distincies des formes PE 3a et PB 3b, formes
majeures induites par 1 phénobarbital.

-PB 1a et PB 1b différent par leur poids moléculaire (52700 et 52900},
leur spectre d'absorption et 1a nature des fragments obtenus aprés protéolyse a
la papaine. Toutefois, leur séquence N-terminale est identique & celle de la
forme PB 1 isolée par Waxman et Walsh (143).

- PB 2a a un poids moléculaire de 52900. Sa séquence N-terminale est
identique & celle décrite par Hanniu et coll. comme la forme h (150), par
Waxmar comme la forme 2¢ (151), par Cheng et Schenkman comme la forme
RLMs {152}, par Kamatski et coll. comme le cytochrome P-450 m (153) et par
Guengerich et coll. comme la forme UT-4 (154).

La forme PE 2a représente environ 50 % des isoenzymes du cytochrome
P-450 présentes dans le foie de rat adulte {154). L'expression de cette enzyme
est dépendante du sexe et de 1'dge. A 1a puberté, le taux de ce cytochrome P-450
augmente considérablement chez le rat male pour étre environ 20 fois plus
élevé chez le male que chez la femelle (155). Morgan et coll. ont montre que le
niveau du cytochrome P-450 PB 2a est régulé dans le foie par les hormones
steroides et par 1a GH, hormone de croissance (156). Le gene codant pour ce

cytochrome P-450 a été isolé réecemment (157).
La forme PB 2a hydroxyle spécifiguement la testostérone en position 2e

et participe d I'hydroxylation de diverses positions (6f, 16a, Cy17). Elle catalyse

également 1'hydroxylation de divers stéroides en position 200 et 16w

(progestérone, estradiol). Secondairement elle participe & I'hydroxylation de

differents xenobiotiques : 1a méphénytoine nous 1'avons vu, la benzphétamine et -
I'hexobarbital (158,159,160).

Le traitement des rats males par les inducteurs classiques du
cytochrome P-450 (PB, iNF, PCN, ISF} diminue considérablement 1a forme FB 2a
et l'activite 16c testostérone hydroxylase associée (155). Ces inducteurs ne
maodifient pas 1e taux de P-450 PB 2a de la femelle. Le clofibrate n'induit pas
l'activité 16e hydrorylase du rat méle (107).

- La forme PB 2c est proche, sans étre identigue, de la forme induite par
la PCN décrite par Gonzalez (161).
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- Les formes FB 38 et PB 3b sont les deux Tormes majeures induites par
le traitement des rats par le phénobarbital et identiques respectivement auy
formes PB-B et PB-D de Guengerich et coll. (154).

- Les formes MC 1a et MC 1b sont inductibles 20 & 30 fois par le 3MC et
correspondent aux formes ISFG et BNFB de Guengerich (154).

- La forme UT 1, identique & 1a forme UT-F de Guengerich est une forme
constitutive c'est & dire présentie dans le foie de rat non traite.

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

Pour vérifier 1a pureté des différents cytochromes P-450 utilises, une
glectrophorése discontinue sur gel SDS polyacrylamide a é&té réalisee su
lsboratoire par Catherine Pons. Cette technigue développee & lorigine par
Laemmli {162) est particuliérement adaptée pour séparer, identifier et estimer
I'homogéngité des différents cytochromes P-430 purifigs. La photographie du
gel est présentée figure 33. Les formes PB 1a, PB 2a, PB 3a, MC 1a, MC 1b et P-
452 sont pures et résolues en une seule bande. La forme PB 1b est contaminée
par une trace de 1a forme PB 1a. 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
visible en dessous de la bande caractéristique de la forme UT-1.

IH-C—3-§: Mise au point de la technigue de reconstitution

HI-C-3-c-1 Influence des lipides

Durant 1a purification, 'environnement lipidique des cytochromes P-450
qui était celui des microsomes est changé en un environnement constitué de
molecules de détergents. Les déetergents sont @liminés & la fin de la purification
par differents traitements (purification sur colonne dhydroxyapatite,
traitement sur gel de phosphate de calcium.) mais il est virtuellement
impossible de les éliminer tatalement. Afin d'obtenir une activité catslytique,
la reconstitution d'un environnement lipidique est indispensable dans la guasi
totalité des cas. Strobel et coll. ont montré que pour le transfert des électrons
de la NADPH-cytochrome P-450 raductase au cytochrome P-450, les
phospholipides ataient essentiels (163). La dilaurylphosphatidylcholine {chaine
4 12 carbones) fut identifige plus tard comme 12 meilleur phospholipide {159},
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FIGURE 33. Etude des cytochromes P-430 de foie de rats purifies par

glectrophorese.
Electropharése sur gel SDS/polyscrylamide 9 %®. Dépit & 0,25 ug de chaque proféine purifiée.
Colaration du gel au bleu de conmassie.
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U'influence de la concentration en dilaurylphosphatidylcholine a eta
étudige sur I'hydroxylation en 5 de I'AT catalysee par la forme PB 2a.

La courbe obtenue est présentée figure 34. La vitesse de la reaction ast
masimale pour 0,05 mg lipides/0,1 nrmole de P-450 et redescand 4 un plateay,
au-dela de 0,1 mg lipides.

[11-C-3-c-2 Influence de la cytochrome P-450 reductase

L'effat de 3 types de reductases purifiges & partir de rats différemment
traités a &t& étudié & 2 concentrations. Les résultats réunis dans le tableau 15
montrent que 1'activité de la réductase 1 est maximale a8 0.5 u/0,1 nmole de
cytochrome P-450. Les 2 autres reductases utilisées ne permettent pas
d'augmenter significativement 1a vitesse d'hydroxylation ainsi obtenue.

11-C-3-d Hydroxylation de 1'AT

L'activité de ces différentes isoenzymes sur I'hydroxylation en 5 de
I'acide tiéniligue est résumée dans 1e tableau 19. Premier résultat marquant : le
cytochrome P-452 ne catalyse pas T'hydroxylation de 1'acide tieniligue. De
meme, la forme UT-1, les formes MC la et MC 1b et les 2 formes majeures
induites par le phénobarbital PE 3a et PB 2b ne catalysent pas la reaction.

Seules les formes de 1a méme sous-famille PB 1 et PB 2 présentent une
activite. Parmi elles, la forme PB 2a catalyse de fagon trés efficace la réaction
(1,76 nmole/nmole P-450/min). Les formes PB 1a, PB 1b et PB 2c hydroxylent
I'AT egalement mais nettement moins efficacement (0,13 ; 0,25 ; 0,36
nmoles/nmole P-450/min). Par conséguent, parmi les cytochromes P-450
atudies 1a forme majeure qui catalyse 'hydroxylation de 1'acide tignilique est 1a
forme PB 2a. Les parametres cinetiques (Km,Ym) ont &te détermingés (figure 35).
La Ky obtenue est de 10pM et la ¥, de 1,26 nmoles/nmole de P-450/min.
L'affinite observeée en systéme reconstitué est du meéme ordre que celle
observee avac les microsomes de rats (Figure 35). La Yy, est intermédisire entre
celle obtenue pour les microsdmes de rats traités avec du clofibrate et celle de
micraosomes de rats non traites.
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FIGURE 34 Influence de la conceniration en lipides (dilaurylphosphatidyl-
choline) sur hydroxylation en 5 de 1'acide tiénilique 10-9M catalysée par le
cytochrome P-450 2a purifie.

La reconstitution a été réalisée dans les conditions décritesen¥-F-2 . (0,1 nmole P- 450, 6 4
réductase (11u) dans 600 . final). L'activité AT hydroxylase est mesurée par 1a méthode UY selon le

protocole ¥-D-2.
Chaque point est la moyenne de deux déterminations.
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Tableau 18. Influence de la cytochrome P-450 réductase sur
I'hydroxylation en 5 de 1'acide tiénilique (10-4M)
catalysée par la forme purifiée PB 2a.

Réductase P7 Red | ¥o1D P8 Red Rz PS8 Red Ry

10-3 Unité réductase/ S0 1000 500 1000 1000
0, 1nmale P-4350

% de l'activité 100 98,6 60 61 142

- La reconstitution est effectuée dans les conditionz décrites en ¥-F-2 (0,1 nmole P-450, 0,05 mg de
dilaurylphosphatidylcholine dans un tampon tris HC1 50 mi1 pH 7,4 sous un volume de 3004 par cuve, AT
10-9M).

- L'activitd AT hudroxylase est mesurée par la methode UY décrite en ¥-D- 2.

- Ces chiffres sont Ta moyenne de 2 mesures.

- 100 % = 1,4 nmolz S0HAT /nmole P-450/min.
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FIGURE 35. Calcul des Ky et Vy pour T'hydrosylation en S de 1'AT catalysee par
le cytochrome P-450 PE 28 purifie.

La reconstitution a été réalisée avec 0,1 nmole P-450, 6 ul de cytochrome P-450 réductase (1,15u)

et 0,05 mqg de lipides par essai de 300 ul selon 1e protocole décriten ¥-F-2.

L'activité AT hydroxulase est mesurée par la méthode UY dans les conditions décrites en

¥-D-2. Chaque point est 1a moyenne de 2 déterminations. Les barres représentent 1'écart entre les
deux valeurs extrémes.
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Tableau 19. Activité des cytochromes P-450 purifiés de foie de rat

sur I'hydroxylation de I'AT {10-4M) et sur I'hydroxylation
en 11 et 12 de I'acide laurique (10-4M).

Acide tiénilique
hydroxylase

Acide laurique hydroxylase

Conversion 11+ 12

P-450 nmoles/nmole P-450/min|{ & 11 & 12| nmoles/nmole P-450/min.
PE 13 0,13+ 0,01 30,2 6948 1
FPE 1b 0,25+£0,03 38,2 60,8 1
FE 2a 1,76 £0,5(1) 60 40 7
FB 2c 0,36 +£0,03 34,5 65,5 2
FB 3a < 0,01 36,0 64,0 1
PB 3b <0,01 8.7 613 0,9
MC 1a <0,01 46,2 53,8 1.5
MC 1b < 0,01 254 7456 },3
uT 1 < Q01 44,1 559 0.8
P-452 < 0,01 b8 93,2 35

- La reconstitution est effectuée en présence de 0,05 mq de dilaurylphosphatidylcholine, & W de réductase
{(11u) et 0,1 nmole de P- 450 dans un volume final de 300 W de tampon tris HC1 S0mM pH 7,4. L'incubsation 8

lieu & 37°C en présence d'une concentration initisle de 10~ 9Men AT et en AL (conditions décrites en ¥-F-2).

- Ces chiffres sont la moyenne de 4 déter minations sauf dans le cas (1) qui est 18 moyenne de 6 déterminations.

Les erreurs représentent 1'écart type.
- L'activité; AT hydroxylase est mesurée selon la méfthnde décrite en ¥-D-2.
- L'activité AL hydroxylase est mesurée selon la methode décrite en ¥-D- 4.
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{11-C-3-e Hydroxylation de 1'acide laurique

L'hydroxylation de 1'acide laurique par les mémes cytochromes P-450 a
eté mesurée au laboratoire par Jean-Luc Boucher. Les résultats présentes dans
le tableau 19 mettent en évidence chez tous les cytochromes P-450 une activité
basale pour cette reaction (aux environs de 1 nmole d'acide hydroxy-11 et
hydroxy-12 laurigue formeée/nmole P-450/min). Comme prévu, le cytochrome P-
452 catalyse avec une forte activité et ftrés sélectivement (33 %)
I'hydroxylation en 12 de 1'acide laurigue. Enfin, il apparait clairement que la
forme PBE 23 est egalement capable de prendre en charge I'hydroxylation de
I'acide laurique. L'activité est environ S fois plus faible que dans le cas du
cytochrome P-452 mais est S fois supérieure & celle obtenue avec les autres
cytochromes P-430. L'oxydation de 1'acide laurique en position 11 et 12 par la
forme PB 2a n'a jamais &té decrite auparavant dans la littérature. La formation
de SOHAT catalysee par la forme PE 2a a été etudiee en présence d'acide
laurique, ajouté de facon compétitive & l'acide tiénilique (tableau 20). A
concentration 10-4M en AT et 10-3M en AL, la réaction d’hydroxylation de I'AT
est inhibée 4 50 . La forme PB 2a semble donc hydroxyler les deux substrats.

A ce stade, une conclusion partielle peut étre tirée :

- la forme PB 2a hydroxyle, et de fagon majoritaire, I'AT

- Cette isoenzyme semble capable également de contribuer &
I'hydroxylation en 12 de 1'acide laurique.

- Enfin, le cytochrome P-452 catalyse spécifiquement 1'hydroxylation

en 12 de V'acide laurique et ne participe en rien & I'hydroxylation de 1'acide
tiénilique.
Ces données ne permettent pas de conclure définitivement quant 3
I'hydroxylation de I'AT dans les microsomes hépatiques de rats. Nous avons donc -
etudié les activités observées sur les microsomes différemment induits en
présence d'anticorps spécifiques de différents cytochromes P-450.
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Tableau 20. Inhibition par 1'acide laurique de I'hydro%ylation en 5 de
I"'acide tiénilique catalysée par le cytochrome P-450 purifie
PB 2a de foies de rats.

AT=10-4M AT=10-4M AT=10"4M
AL=0 AL=10-°M AL=10-5M
Activite AT 100 50 % 50
hydroxylase

- La reconstitution est réalisée dans les conditions de 1a fiqure 35.

- L'activité basale { 100 %) est de 1,3 nmole de SOHAT /nmole P- 450/min.

- L'activité AT hydroxylase est mesurée par la méthode UY décrite en ¥-D-2 et en ¥-E-1-C. Ces pourcentages
sont 1a moyenne de 2 déter minations.
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111-C-4 Effet d'AC anti-cytochrome P-450 spécifigques sur
1I'activité AT hydroxylase microsomale de rats

- Definition des AC '

Les AC ont &té obtenus par R. Wolf aprés injection § des lapins des
cytochromes P-450 purifiés. Les AC dirigés contre les formes PB 1a, PB 1b,
PE 2c, PB 3a sont sous forme de sérum. Les AC anti-PB 23 sont sous forme
d'1gG. Leur spécificité & eté testée au laboratoire par Catherine Fons, par
immuno-transfert sur les microsomes de foies de rats non traités et traitées par
le PB ou le clofibrate. La technique d'immuno-transfert comporte une séparation
des protéines microsomales par électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide,
puis un transfert de ces protéines sur une feuille de nitrocellulose. Les
anticorps (Ig6) sont ajoutés. La reconnaissance protéine-anticorps est révelée
par addition d'un anti-1gG couplé & une peroxydase qui catalyse une réaction
colorée utilisant 1'smino benzidine. Les immuno-transferts des protéines
hépatiques microsomales de rats traités par le clofibrate ou le phénobarbital et
de rats non traités (témoins) sont présentés figure 36. |ls doivent étre
examinés en tenant compte des reconnaissances croisées existant entre les
cytochromes P-450 et les anticorps explicitées d'aprés les travaux de R. waolf
(tableau 21){137). Ainsi, les anti-PB 2a semblent reconnaitre, en dehors de la
forme PE 2a, une autre forme, et ceci particuliérement dans les microsomes de

.....

aucune bande chez les animaux témoins. Les anti-PB 2c ont également une bonne
specificité. Les anti-PB 1a et anti-PB 1b sont moins spécifiques et donnent une
bande relativement diffuse.

De plus, un AC bien que spécifique d'une forme de P-450 peut se révéler
plus ou moins actif pour inhiber 1'activité catalytique. Cela peut étre le cas,
notamment si la reconnaissance antigéne anticorps n'implique pas le site
catalytique de I'enzyme. Ainsi nous avons pu constater que les anticorps anti-PB
2a bien que reconnaissant parfaitement la forme purifiée PB 2a en immuno-
empreinte &taient faiblement inhibiteurs de la réaction d'hydroxylation de I'AT
catalysée en systeme reconstitué par la forme PB 2a.
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Microsomes de rat

UTA Clo PB Tem Clo PB Tem Clo PB Tem
Clo PB Tem Clo PB Tem

-we = ke w¥-

a - PB2c a- PB2a a3 - PB3a @a - PB1a a - PBib

FIGURE 36. Immuno-transferts de microsomes hepatiques de rats traités au
clofibrate ou au phénobarbital et non traités avec revelation par les AC anti-PB
(PB 2c, PB 24, PB 34, PE 1a et PB 1b).

Les inductions ont eté réalisées selon le protocole décrit en ¥-C-1. Electrophorése sur el
SDE/polyscrylammide 9 ‘%.ADépﬁt de 4w de chsque fraction microsomale hépatique. Transtert sur
nitrocellulose et immunorévélstion par differents AC anti-cytochromes P-450 otilizés & s dilution
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Tableau 21. Réactivite des anticorps anti-cytochromes P-450 de foie de
rats avec les cytochromes P-450 purifiés de foie de rats.

nticorps anti-
PE la FE 1b Fb Za Fb Zc PE 34
Enzyme

PE ig 444 +++ ++ - (+)
PE 1b +++ +4++ + - {+)
PE 2§ +4 +4 ++++ ++ (+)
PB 2c {+) {+) +++ +++4 (+)
PE 2a {+) (+) + + +++4+

D'aprés (137) + résctivité tres faible ; ++++ trés forte réactivité ;
- gucune réactivité détectable.



138

- Action des AC syr Vactivite AT hudroxylas

L el B s L LK R

oy

En raison de 1a faible activite inhibitrice des 3!’12%5:::::‘&3 anti-FE Za dont

nous du 0sions, la réaction dhydroxylation de VAT a &
d'immunogiobuiing purifiée jusqu'a la concentration de 20 mg de proteine par
nmole de P-450. Des concentrations identigques en IgG ont d&ja &té utilisees

dans 1a littérature notamment par Gibson (108) pour inhiber I'hydrosylation en

12 de TAL par les anticorps dirigés contre le cytochrome P-452. La courbe
prégentée figure 37 montre que 4 20 mg de protéines/nmole de P-430, 50 % de
'hydroxylation de 1'AT catalysee par les microsomes da foie de rais traiias par

le clofitrate est inhibee. Les 1;9 preimmunas utilisées 3 1a méme concentration,
ne modifient pas significativement 1a reaction.

.Les AC dirigés contre les 2 formes induites de fagon minaritaire par le
phénobarbital, anti-PB 13 et anti-PB 1b, et contre ez formes PR 2c 8t PBE Za ont
ate testes sur 'hydroxylation de AT catalysée par les microsomes de foies de
rats non traités et traités par 1e FB et 1 clofibrate. Les résuliats presen
tableau 22 mantrent que .

- dang les trois types de mitrasamus, 195 anticorps dirigé:
leg cytochromes PB 1a, PB 2c, FB Za n'inhibent pas Thydroxylation de 1'4

- les anticorps dirigés contre la forme PB 10 ont une action
differente zelon le typs de microsomes utilisés. 115 ne modifient pas la réaction
catalysée par les microsomes de rats traites par le clofibrate. Mais ils inhibent
la reaction dans 1 cas des microsomes de rats non traites (40 %) et, plus
fortement, dans 1e cas des microsomes de rats induits par le FB (70 ®). Dans ces
deux dermers cas, les courbes d'inhibition sont presentées figures 38,
[T ressort clairement de ces 2tudes que 'hydroxylation de I'AT est catalysee par
au moins 2 cytochromas P-450.

- la forme PBIb intervient dans ia
particulierement dans les microsomes traiies par le FB

- la forme PEB Za est principalement respon

formation du  S0HAT

nsable de cette raaction

dans las microsomes de rats non traites. Ella particips ggalement & 1a réaction
dans les microsomss de rats traités par le clofibrats.
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FIGURE 37. Effet des anticorps anti-PB 23 et des IgG preimmunes sur

I'hydroxylation en 5 de 1'AT 10-4M catalyseée par les microsomes de rats traites
par le clofibrate.

L'activité AT hydroxylase a £t mesurée en présence des anticorps et des Ig6 preimmunes {y-£-2-C)
selon 1a méthade UY décrite en ¥-D-2. Les microsomes proviennent de rats traités par le clofibrate
(¥-C-2). (1,6 nmole P- 450/mg protiéne ; 0,16 nmale P-450/mi). 100 B = 2,05 nmoles
SOHAT/nmale P-450/min. Chaque point ezt la moyenne de 2 déter minations.
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Tableau 22. Effet des anticorps anti-cytochromes P-450 purifiés de foies de
rats sur I'hydroxylation de I'AT catalysée par les microsomes hépatigues de
rats traités par PB et CLO (exprimée en pourcentage de 'activiie obtenue en
1'absence d"AL).

Induction SErum anti- | anti- anti- anti-
CONT FE 1a |PB 1b FE 2c FE Za
(1)
AT sans =1y 76 il i g
PE a5 g3 X7 &y gz
hydrozylase CLO 107 1 a2 100 93

(1) Carnme sérum contrile, le sérum préimmun de lapin a éte utilise.

- Le traitement des rats a 48 réalisé dans les conditions décritesen¥-C-1 (PEQ,1 & Sj poo.dans 1'eau : CLO
500 mgskgs] & dans Uhuile de mais i.p.). Microsomes PB: 2,1 nmoles P-450/mg Protéine ; micresomes CLO:
1,6 nmoles P- 4504 mg protéine ; microsomes temoins : 0,9 nmoles P- 450/ mg Protéine.

- L'inhibition par les AC est réalisée dans les conditions déerites an ¥-E-2-C { préincubation des P- <450 &t des
sérums 20 mnd 5°C, 20 serum/0,2 nrole P- 450

- L'activité AT huydroxylase est mesurée par 1s méthode UY (eT.¥-D-2) (0,1 nmole P-450/es3ai (300 0) dans
le a3 des microsomes CLOY ; (0,2 nmole P-450/essai {300 ) dans 1e cas des microsomes P ou CONT) ; AT
10,

- Chaque valeur est la moyenne de 2 § 4 déterminations.

- 100 % = 0,95 {non traité), 0,6 (PB), 2,3 (CLO} nmoles SOHAT Anmales P- 450/min.
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FIGURE 38 Action des serums contenant des anticorps anti-PB 1b sur
I'activité AT hydroxylase (AT 10-4M) des microsomes hépatiques de rats non

traités (figure Z8a) et traités par le phénobarbital (figure 38b).

L'activite AT hydroxylase a été mesurée en présence des sérums anti-FB 1b ou de sérums témoins (Y-
E-2-C) selon la méthode UY décrite en ¥-D- 2. Les microsomes proviennent de rats traités par Je CLO
oule PB selon ¥-C- 2 (cf. tablesy 22) 100 % = 0,95 {fig.28a) 0,6 (fig. 38b) nmeles SOHAT /nmole
P-4530/min. Chaque point est 1a moyenne de 2 déter minations et dans le cas des anti-PB 10 sur
microsomes PB de 3 déter minastions.



[11-C-5 Effet d'AC anti-LXMp2 sur I'activité AT hydroxylase
microsomale de rat et d’homme

La connaissance des cytochromes P-450 chez le rat trouve sa pleine
justification quand celle-ci peut éire reliée & celle des cytochromes P-450
humains. En effet, malgreé des différences dans la régulation, le séquencage des
aminoacides et T'utilisation de sonde d’ADM ont montré que certaines formes de
cytochromes P-450 sont trés similaires d'une espéce a 'autre.

Des microsomes hépatiques provenant de foies humains ont &té analyses
par transfert selon Western par R. Wolf en utilisant des AC dirigés notamment
contre les membres des sous-familles de cytochromes P-450, P-430 | et P-450
IIC. Ainsi des AC dirigés contre les cytochromes hépetiques de rat de la sous-
famille P-4%0 1 {nomenclature recommandeée) reconnaissent une protéine dans
tous les foies humains avec des variations inter-individuelles d'un facteur 10Q.
Ces variations sont corrélees au metabolisme de 1'éthoxy-7 résorufine. Les
anticorps dirigés contre les cytochromes hépatiques de rat de la sous-famille
1IC reconnaissent dans les microsomes hépatiques humains 3 protéines de poids
moléculaires respectifs 53,7 ; 51,2 et 50,0 KD. La variation du niveau
d'expression de la protéine de 51,2 KD est corrélée & 'hydroxylation en 4 de la
[SIméphénytoine. De plus les sérums contensnt des AC dirigés contre les
cytochromes P-450 de ls sous-famille [IC inhibent la production de ce
métabolite (164).

Les anti-LKM2 sont des anticorps trouves dans le sérum de patients
traités 4 I'AT et faisant une hépatite suto-immune. 11 & été montré au
laboratoire que ces anticorps sont dirigés contre un cytochrome P-450 humain,
le cytochrome P-450-8 et inhibent T'hydroxylation de I'AT catalysée par les
microsomes humains (2). Patrick Dansette de I'UA 400 a montré que ces
anticorps inhibaient également 'hydroxylation de la méphénytoine catalysée par
les microsomes humains (165). Le cytochrome P-450 qui catalyse
I'hydroxylation de la mephenytoine, le P-450 MEPH, a &té purifié et caractérisé
par Gut et coll {166) puis sous 2 formes similaires MP-1 et MP-2 par Shimada
et coll. (167). L'antigéne de 1'anti- LKMz, la Torme MP (MP-1 et MP-2) comme le
P-450 & pourrait faire partie de la méme sous-famille ou &tre identique.



Precademment, nous avons pu établir qu'une forme PE 1, 1a forme PE 1b,
participe de fagon importante & V'hydroxylation de 1'AT dans les microsomes de
rats traités par le phénobarbital.

Or différentes études réslisées par R. Wolf tendent & prouver que la
sous-famille PB 1 serait reliée & 1a forme qui métasbolise la mephénytoine chez
I'homme (164). En gtudiant 1'effet des anti-LKMz sur I'hydroxylation de AT par
les microsomes humains et les microsomes de rat, notre but est d'apporter des
Eléments pour associer au moins partiellement 1a famille PB 1 au métabolisme

de I'AT.

111-C-5-a Inhibition de l'activiteé AT hydroxylase des microsomes
hépatigues humains par les anti-LKM2
L'hydroxylation de 1'AT catalysée par les microsomes de foies humaing
H97 5 &té étudiée en présence de sérum KUT contenant des anti- LKMp et de

seérum humain témoin.
La courbe présentée figure 39 montre que le saérum contenant les anti-
LKM2 & 60 pl/nmole de P-450 inhibe complétement 1a réaction. Ce résultat est

similaire & ceux obtenus avec les différents sérums contenant des anti-LKMz
testés au laboratoire (2).

[11-C-5-b Effet des sérums humains contenant des anti-LKMz=
sur I'hydroxylation en 5 de 1'AT catalysee par les
microsomes hepatigues de rats
Les anti-LKM2 présents dans le sérum de 3 patients ont été testés sur
I'hydroxylation de I'AT catalysée d'une part par les microsomes de foies de rats
non traités ou traités par le phénobarbital et le clofibrate et, d'autre part, par
la forme purifiée de cytochrome PB 2a.
Les résultats présentés dans le tableau 23 spportent 2 informations .
Tout d'sbord, aucune inhibition significative n'est observée quel que soit le
serum utilisé dans le cas de I'hydroxylation catalysée par les microsomes CLO,
témoin ou par la forme PB 2a, ceci bien que 1a forme PB 2a soit reconnue en
immuno-transfert par les anti-LKMz (168). Par contre, linhibition de
I'hydroxkylation de 1'AT catalysée par les microsomes de rats traités par le
phenobarbital est importante, de V'ordre de 70 § 90 % celon les sérums testés
(Tigure 40).
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FIGURE 39. Action du sérum humain KUT (contenant des anti-LKM2) sur
'activité acide tiénilique hydroxylase (AT 10-4M) des microsomes humains
(Hg7).

Lactivité AT hydroxylase g été mesurée en présence de sérums humains temoins ou KUT (coﬁtena nt des
anti LKM2) (¥-E-2-C) selon ls méthode UV décrite en ¥-D-2 (0,2 nmole P- 450/ml ; 0,66 nmole

P-450/mg protéine).
100 % = 0,3 nmole SOHAT/nmole P-450/min. Chaque point représente une détermination.
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FIGURE 40. Action du sérum humain KUT (contenant des anti-LKMz) sur
I'sctivite acide tiénilique hydroxylase (AT 10-9M) des microsomes hépatiques

de rats traités par le phénobarhital.

L activité AT hydroxylase a été mesurée en présence de sérums humains témoins ou KUT

{¥-E-2-C) selon 1a méthode UY décrite en ¥-D- 2 sur des microsomes hépatiques de rats traités par le
phénobarbital selon ¥-C-1 (2,0 nmoles P-450/mg protéine ; 0,5 nmole P-450/m1).100 ® = 0,6
nmole SOHAT/nmole P- 450/min. Chaque point représente une détermination.
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mic mic T F-d50 Ellﬁ t‘
tEmoin PhE CLO PE 28 (1)
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- le traitement des rats est celul déeriten¥-C-1.
Erurs Hemaing o contenant 1es anti- LKMe sond inoubés 20 mind 5°0 aves les microsomes puis Dactyi

&T hydrocoylase est mesurée par la méthode UY décriteen ¥-0-2 (0,54 | nmaole P-450/ml}. Dans le o
reconstitution esd réalizés selon la methode décrite an ¥-F-2 (conditions tablesy 19).
- Chague valeur est 1a moyenne d'ay moinz 2 mesures,
- Lactivité bazale (100 %, sans sérum contenant les anti-LEM2) est de
0,35 nmoles SOHAT Amg protéine min dans 1e cas de rals non traités 0,9 amole P-4507mg protéine)

|2 nmales SOHAT Smg protéine/ min dans 1e cas de rats PE 2,2 nmoles P- 450/mg oroféine)

3,Z nmoles SOHAT /g protéine/min dans le cas de rata CLO £ 1,5 nmoles F-<450/mg profgine)

s SOHAT fnmale P-450/min dans 1e cas du P- 450 PB Za.
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Par conséquent, les anti-LKMz inhibent la réaction catalysée par les
microsomes induits au PB. Ils sont pratiquement sans effet sur la réaction
catalysee par les microsomes clofibrate comme par la forme PB 2a.

Cette etude va dans le sens d'une analogie entre le cytochrome F-430 qui
catalyse I'hydroxylation de VAT chez 'homme et le cytochrome PE 1b qui
catalyse T'hydroxylation chez le rat traité par le phanobarbital,

Toutefois le fait gque, d'une espece & lautre, certains cylochromeas
puissent &tre religés immunologiquement n'impligue pas qu'ils aient la meme
specificite de substrat. Nous en citerons 2 exemples. Le premier concerne le
cytochrome humain HLx caractérisé par wWrighton. La forme HLx est reliee g 1a
forme LMy du lapin qui catalyse T'hydroxylation de la progesterone. Or les
microgomes humaing, ou la forme HLx reconstituée, ne catalysent pas cetie
activité (162). Second exemple, comme nous V'avons vu en |-B-2, c'est la forme
PCHE qui chez le rat hydroxyle majoritairement la mephénytoine et non 1a forme
donnée comme homologue du P-450 MEPH chez le rat, P-450 UTI. Toutefois 1a
forme PE 2a est également susceptible de catalyser cette hydroxylation (170).
Chez I'nomme, la méphénytoine et I'AT sont meétsbolisés par des enzymes
proches voire identiques (P-450 MEPH, P-450 §). Chez le rat, la forme PE 25 qui
n'est pas immunologiquement 18 plus proche de ces formes humaines est
toutefois capable de prendre en charge ces 2 substrats. Mous avons, par
I'intermédiaire  des  anti-LKMz, confirmé l'existence de  relations
immunologiques entre le P-450 8 humain et 138 forme majoritairement
responsable du métabolisme de 1'AT chez le rat PB, 1a forme PB 1b.

D'sprés les résultats obtenus sur les microsomes entiers :

1/ L'activite AT hydroxylase est trés fortement induite sprés traitement
des rats par le clofibrate et d'une maniére générale par les inducteurs “type
clafibrate”. Ces derniers, de structure différente du clofibrate, sont connus pour
induire "scide laurique-12 hydroxylase et pour déclencher une prolifération des
peroxysomes. Ceci se traduit par une Ve, multiplige par jusqu'a S et une Kg
apparente legérement diminuée (& pM au lieu de 15 pM).

Par contre, l'induction par e FE, 1e ZMC, 13 PCHN .. n'ont gue trés pey
deffet sur I'AT hydroxylase.
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2/ L'AT hydroxylase, premiere activiié vis-g-vis d'un compose exngene &
Btre aussi fortement induite par les inducteurs type clofibrate ne semble pas
neitement corrélée avec 'sctivité acide laurique hydroxylase qui est l'activité
classique 1a plus fortement induite par les composées type clofibrate.

ITn'existe pas de relation linéaire entre 1'acide laurique 11 hydroxylase
gt AT hydroxylase dans les microsomes de rats traités par des inducteurs
classigues (sauf dans le cas des microsomes induits au phénobarbital).

i1n'existe pas de relation linéaire entre 1'hydroxylation en 12 de T'AL et
I'hydroxylation de I'AT (sauf peut etre dans le cas des microsomes induits au
clofibrate).

1 existe un effet inhibiteur de 1'AL sur I'activite AT hydroxylase mais un
faible effel inhibiteur de I'AT sur I'AL hydroxylase.

D'aprés les résultats obtenus sur les cytochromes P-450 purifiés
1/ Le cytochrome P-452 ne catalyse pas I'hydroxylation de I'AT. L'acide
laurique 12 hydroxylase et I'AT hydroxylase sont des activitas dissociées.

2/ Seuls sont actifs les cytochromes P-450 de 1a famille FB 1| et PB 2.
C'est surtout 1a forme PB 28, forme constitutive qui représente presque 50 % du
total des cytochromes P-450 des rats temains, qui hydroxyle majoritairement
I'AT. Ce cytochrome P-450 PE 2a est également impliqué dans 'hydroxylation de
I'scide laurique. Ceci explique les effets partiels d'inhibition de l'activité AT
hydroxylase par I'acide laurigue.

O'apres T'utilisation des anticorps anti-cytochromes P-450 :
1/ Seuls les anti-PB 1b sont actifs pour inhiber 1activité AT

hydroxylase et surtout chez les microsomes de rats induits au PEB.
- Las forme PE 1b catalyse donc de fagon importante T'activite AT

hydroxylase des microsomes induits au PEB.
- La forme PBE 1b est un peu (= 30 %) impliquée dans Vactivité AT

hydroxylase des microsomes {émoins.
- La forme PE 1b n'est pas impliquée significativement dans 1'activité
AT hydroxylase des microsomes CLO.




2/ Les anti-PB 2a inhibent 'hydroxylation en 5 de I'AT catalysée par les
microsomes induits au CLO {mais faiblement).

En conclusion :
L'activité AT hydroxylase depend :

.de la forme PB 25 qui joue un rile majeur dans les microsomes teroins

.dela forme PB 1b qui joue un rdle majeur dans les microsomes PE

. des farmes PB 1a et PB 2c mais avec des activités beaucoup plus
faibles

.d'un autre cytochrome F-450 nan connu pour 1'instant, induit par le CLO
et qui n'est pas le cytochrome P-452. Ce cytochrome P-450 jouerait un rile
majeur dans 'activité AT hydroxylase des microsomes CLO.

En_partant de cette conclusion on expligue dune part 1'effet des
inducteurs. Les microsomes de rats témoins presentent une activité AT
hydroxylase importante. En effet, 1a forme PE 2a représente 50 & du total des
cytochromes P-450.

.Chez les rats traités par le PB, 1a forme PB 1b saugmente mais la forme
PE 2a est fortement réprimée. L'sctivite AT hydroxylase est donc globalement

peu modifige.
.Chez les rats traités par le PCN ou 1s ENF, 1a forme PE 1b est diminuee

et la forme PE 2a fortement réprimeée. L'activite AT hydroxylase baisse donc.

. Chez les rats traités par le clofibrate, i1 se produit une augmentation
tres forte d'un cytochrome P-450 impliqué dans le métabolisme de I'AT et
différent du cytochrome P-452. L'activité AT hydroxylase est donc fortement
augmentée.

Dautre part, cette conclusion permet d'expliguer les résultats obtenus
lors de la corrélation des activités AT et AL hydroxylases.

Ces deux activités sont dépendantes de la forme PE 2a. Ceci expligue la
correlation grossiére obtenue. Mais aprés induction au CLO, ces deux sctivites
dapendent d'enzymes différentes {(cytochromes P-452 et ¥, une forme qui n'a pas
pu étre identifiée avec le matériel dont nous disposons). 11 est possible qu'aprés
induction au phenobarbital, les deux activités dépendent également d'énzgmeg
différentes.










IV-A- INTRODUCTION

I¥-A-1 Oxydation des noyaux aromatiques par le cytochrome
P-450

Les noyaux aromatiques sont metabolises par le systeme des
monooxygénases a cytochrome P-450 en époxydes d'arénes (171).

Cyt P-450
_— o}

Ces molécules, trés electrophiles, sont susceptibles de réagir avec les
nucléophiles cellulaires (protéines, acides nucléiques (172)). Toutefois, deux
systemes sont capables de détoxifier ces époxydes :

- le systéme enzymatique des époxydes hydrolases, par formation d'un
diol

- le glutathion qui réagit par sa fonction thiol pour former un adduit.

- enfin, 1'époxyde formé peut se transformer en phénol par
réarrangement interne.

époxyde hydrolase
OH
7 GSH &
(o] = T
\ SG
réarrangemeant

spontanné

O

OH

Ce dernier réarrangement peut se faire par migration 1-2 de 1'hydrogéne
de 18 position @ hydroxyler et est connu sous 1e nom de NIH shift (173).
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Cytochrome H 2
— e & »
P-450 T
0 * o ¥
T T o© HO

Dans le cas du noysu thiophéne, comme nous l'avons vu dans
l'introduction générale, plusieurs voies métaboliques ont été mises en évidence

- le thiophéne lui-méme est vraisemblablement hydroxylé yia un
époxyde 2-3 (1-D-1)

- les thiophénes substitués en position 2 par des groupements aroyles
sont hydroxylés en position 5 {(I-D-3)

- le dibenzothiophéne et le benzolblthiophéne sont oxydés en sulfoxyde
et en sulfone (1-D-3)

1 semblait particuliérement intéressant d'essayer d'etudier le
mécanisme de 1'oxydation des thiophénes en genéral et dans le cas de l'acide
tiénilique, la nature des meétabolites réactifs formé par des processus
d'oxydation. Pour cela nous avons utilisé des modéles chimiques biomimétiques
des cytochromes P-450.

I¥-A-2 Modélisation des monooxygénases & cytochromes
P-450 en utilisant des métalloporphyrines

Les métalloporphyrines ont été utilisées comme catalyseurs pour
maodéliser le site actif du cytochrome P-450. '

Toutes derivent du macrocycle tetrapyrrolique presenté figure 41. Elles
peuvent étre substituées en position pyrrolique, comme les porphyrines
naturelles, ou-en position méso (5,10,15,20), pour ce qui est des modeles les
plus usuels. -

La perte de 2 protons conduit & 1a forme dianionique. Celle-ci peut alors
coordiner un ion métallique.
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Structure

Mam

mesa-tétra-phényl porphyrine (TPP)

meso-tetra-pentaflucrophényl porphyrine (TFPP)

mesa-tetra-paratolyl porphyrine (TTP)

— meso-tetra-{dichloro-2,6 phényl) parphyrine (TDCPFP)

meso-tétramesityl porphgrmé (TMP)

F F
CH:‘<: :>—
cl

FIGURE 41. Principales porphyrines utilisés dans les systémes modéles du

cytochrome P-430.
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PHs == PH- + H* == P2~ + 24*

p2- + M+t —= Pppin-2}+

I¥-A-2-a Systeme modele : métalloporphyrine
P(M)/réducteur/0s
Dans ce type de modelisation sont utilisés:
- un catalyseur porphyrinique metallique pour remplacer I'heme
- un reducteur ou donneur d'électrons pour modéliser e MADPH
- enfin, un oxydant {0z ou 1'air)

P-450 (Felll) / NADPH / 02
P(M) ¢ réducteur / Oz ou air
avec M = Felll gy Mt

Cette premiére modélisation est la plus biomimétigue, en effet elle
modélise le cycle long du cytochrome P-430 (I-A-4). Mais la principale
difficult2 est la coexistence dans 1e méme milieu réactionnel de 1'entité active
irés oxydante "fer-oxo” et de réducteur en large exces. Weanmoins, avec le
manganeése comme métal, quelques systemes ont eté mis au point. Mais les taux
de conversion restent faibles.

Differents réducteurs ont &té utilisés, NaBHg (174) et nBuagBHgq (175),
permettant l'oxydation du cyclohexane en cyclohexanol et cyclohexanone.
L'utilisation de Hz/Pt en présence d'imidazole conduit par contre & la
cyclohexanone et & 1'époxydation du cyclohexene (176,177,178). Le zinc peut
Btre aussi utilisé en tant qu'agent réducteur avec I'acide acétique comrme donneur
de proton en presence de Mn(TPP)(C1) + N-meéthyl imidazole (179,179 bis). Enfin
I'ascorbate en milieu biphasique a8 permis l'oxydation d'alcanes en alcoals et
cetones, et d'alcénes en époxydes (179 ter).

I¥-A-2-b Systemes modélisant le cycle court : métalloparphyrine
Pi{M)/donneur d'atome d'oxygéne (AD)
Devant les difficultés & mettre au point des systémes reproduisant le

cycle long du P-450, une seconde approche qui mime le cycle court a été
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proposée. Elle utilise directement un donneur d'atome d'oxygéne AQ (C10-, 1047,
Phi0, ROOH...).
P-450 (Felll) 7 AD
P(M) / AD

IV-A-2-b-1 AO=PhlO
Porphyrines de fer
Le premier donneur d'oxugéne et le plus couramment utilisé est 'iodoso
benzene (Phi0) (180). En présence de porphyrine de fer (181), le systéme ainsi
constitué reste le plus étudié en ce qui concerne la modélisation des oxydations

des alcanes et des oléfines (sélectivite, spécificite).
Ainsi, les alcanes sont oxydes en alcools (182,183) avec une formation

de cétanes tres minoritaire :

PHIC
e i o R
Fe (TPP)(Cl) 8%

Fe (TDCPP)(Cl) 73%

OH

Ce systéme est également capable de catalyser des sulfoxydations (184)
et des O et N-desalkylations oxydantes d'éthers et d'amides (185,186,187). Par
contre il est peu efficace pour oxyder les aromatiques (188). Dans le cas des
alcenes (181,182) 1'époxyde est le produit majoritaire et se forme
stéreospécifiquement (189). On observe aussi la formation minoritaire d'alcools
allyliques (190) et, dans le cas des oléfines terminales, d'aldéhydes (191). D'un
point de vue mécanistique, ces réactions font intervenir un intermédiaire actif
électrophile, car : '

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

- plus une double liaisan est riche en electrons, plus elle est réactive,
(189).

De plus il se forme un complexe métal-oxo intermédiaire comme
I"indique :

- une reactivité plus importante des alcénes 1,2-disubstitués cis par
rapport au trans
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- une influence du substituant de la porhyrine sur la régioselectivité de
I'oxydation des alcanes {162,192) et des alcenes (191-193)

- enfin, 1e complexe a été isolé § -80°C dans le cas d'une oxydation par
la ferrimesotétramésityl porphyrine en présence de Phl0. Ce complexe est slors
capable d'oxyder des alcenes (194).

Porphyrines de manganese
Dans le cas de porphyrines de manganese, de trés bons rasultats sont

obtenus dans Vhydroxylation des alcanes (195,196) ou 1'époxydation des
oléfines (179-197).

Mn TPP)(X)
¥ PHIO
Benzene

26% 5%

_c1 Br Na

Comme pour les porphyrines de fer, la reactivité radicalaire du
complexe manganése-oxo intermédiaire a &té@ mis en évidence (195,196). Un
meécanisme a été proposé pour 1'hydroxylation des alcanes (198) en présence
d'oxygene (figure 42).

IV-A-2-b-2 AQO = NaOCl

L'hypochlorite de sodium est utilisé dans un systéme triphasique en
présence de trioctyl méthylammonium comme agent de transfert et de Mn(TPP)
(C1) par Tabushi et coll. (199). Ce systéme est alors capable d'oxyder 'alcool
benzylique en benzaldéhyde et 'adamantane en dérivé hydroxylés ou chlorés. Un
systeme analogue a été utilisé par Meunier et coll. (200) pour époxyder le
styrene et le cyclohexene. Ce systeme a été ameliore par la suite en ajoutant de
la pyridine qui accélere la vitesse et augmenie le rendement et la
stéréospéecificité de la réaction (201).
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X01Ph
MnIV X
MnIII + Phi=0 —= ? Mn + Phl
v
Mn 0 -2.
XQIPh
1
R]RZCH2
X ou OH X

C MnIII) + R]RZCH.X + R]RZCHOH"—- MnIv + R]RZCH

3
0 = OH
RZR]HC\'O an 1
7 2
Mn X R/ R,CH ———— R R,CHOH
% ‘+ O2 II I1I
ou
* (Mo
R.R.C-00"
172
R,R,C=0 + Mn > *“
R R,C=0
X

FIGURE 42 Mécanisme doxydation des alcanes par les systémes Mnlll
(PY(X)/Phi=0.(179)
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IV-A-2-b-3 AD = ROOH
Les porphyrines de fer ou de manganese catalysent l'oxydation des
alcanes par I'hydropéroxyde de cumyle. Les produits obtenus sont 1'alcool et la
cétone correspondante (202).

OH
o
Fe(TPP)(Cl)
ou Mn(TPP)(CIl)
—_— +
_ Ph C(CH; ), OOH
40% 20%

Le mécanisme de la reaction d'oxydation est différent de celui obtenu
avec le systéme utilisant I'iodosobenzene. 11 passe par la formation d'un radical
alkoxy RO, farmé par coupure homolytique de 1'hydropéroxyde (192).

Cl Cl Cl Cl

l l RH | |

M+ ROH —— T+RD—-—-— ll“i + ROH+ R —— M + R'OH
OH OH

Si on ajoute de l'imidazole au systéme, il devient alors possible
d'epoxyder des alcenes tels que le styréne, le cyclohexéne ou le stilbéne (203).

Mn(TPP)(C:)
ImH
27% 2%

I1 semble que 1'imidazole, en favorisant une coupure hétérolytique du
péroxyde, conduise & la formation du complexe Mn¥Y=0 qui lui est capable
d'époxyder les oléfines.

I1¥-A-2-b-4 AQ = HOOH
En général, les porphyrines sont dégradées par H202. Mais au laboratoire,
la meso-tétra-dichlioro-2,6 phényl porphyrine de manganese (Mn(TDCPP){C1)),qui
résiste aux conditions de réactions, a été utilisée en présence d'imidazole,



indispensable pour o-htem'r de bons rendements (204), pour oxyder des alcanes et
des alcenes :

Mn(TDCPP (cl)

ImH/CH, CN G :

91% 1% 1%

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

Fe(TPP)CI Eul
Ph-S-CH2¥X Ph S CHzX + Ph SSPh
ImH
Hp02/CH3CN

IV-A-3 Oxydation du noyau aromatique par les
métalloporphyrines
Comme nous 1'avons vu dans cette revue rapide des principaux systemes
modeles, il existe peu d'exemples de réactions concernant des noyaux
aromatiques. En effet, les rendements sont moyens comparés & ceux obtenus
pour T'hydroxylation des alcanes ou I'epoxydation des oléfines. L'anisole est
oxydé en parahydroxyanisole avec un rendement de 11 % (188).

OMe OMe

Fe(TPP)(Cl)
_—
PhiO H

11%

De plus le noyau phénol est facilement suroxydé dans ce milieu.

Mais depuis peu, d'autres systémes commencent 4 étre mis au point.
Shimidzu et coll. (206) utilise Hp02 avec une porphyrine de fer pour oxyder la
phénylalanine.

H. G,
—_— +
Fe(TMPYP) N
2
P NH, y NH, OH 7
CH,-CH CH,-CH CH,-CH

CQCOH COQCH COOH



Tabushi et coll. (207) en utilisant un systéme modéle du cycle long du
cytochrome P-450 oxydent le benzéne en phénol. -

OH

H, /PUO, ©/
_—
@ Mn(TPP)CI
N-MelmH
EOH

Au laboratoire, les eétudes réalisées par Pascal Gouvine ont montré que
la Mn(TDCPP){C1) etait capable d'oxyder divers noyaux aromatiques en présence
d'imidazole, en utilisant comme agent oxydant H202 ou PhIO (208).

L'anisole est principalement hydroxylé en position para. Le naphtaléne
est majoritairement transformé en w-naphtol. Le phénanthréne est époxydé sur

1a 1iaison 9-10.

OMe
OH OH
Mn(TDCPP)(CI)
+*
Hzo2 ou PhIO
CHa Cly/CHy CN
37 A 45% 1% <1%
OH
OH

30%

50 a 100%
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Enfin, le systéme Mn(TPPI(C1)/MelmH/AcOH+Zn/0z réalise les meémes
réactions. 11 laisse le catalyseur intact, et les rendements sont constants tout
au long de 1'expérience sans suroxydation du noyau aromatique (Pascal Gouvine
208).

Rien n'est connu  actuellement sur  Voxydation dhétérocycles
aromatiques et donc thiophéniques par les systemes modéles du cytochrome P-
450. Mous avons choisi d'étudier 'oxydation de certains de ces dérives en
utilisant comme porphyrine la Mn{TDCPP)(C1), particulierement résistante a
I'oxydation, en présence de Arl0.

I¥-B OXYDATION DE L'ACIDE TIENILIQUE CATALYSEE PAR LES
METALLOPORPHYRINES

Le catalyseur choisi, la méso-tétra-dichloro-2,6 phényl parphyrine de
manganese Mn{TDCPP){C1}, a été synthétisé au laboratoire. La réaction est
realisee dans un melange d'acétonitrile et de dichloromethane 2/1 pour
solubiliser respectivement le substrat ainsi que ses produits d'oxydation et la
porphyrine. L'oxydant utilisé est le pentafluoroiodosobenzene, CgFsl0. 11 ne
possede pas d'hydrogéne, ce qui est particulierement intéressant pour suivre la
reaction par RMN du proton. De plus il s'est avéré plus soluble et plus reactif
que 1'iodosobenzéne. Enfin les propartions choisies sont les suivantes :
Mn{TDCPP)(C1)/AT/CsFsl0: 0,05/1/1-10

En général, pour ce type de réaction, le substrat est utilisé en excés et
les rendements sont calculés par rapport & l'oxydant. Dans notre cas, afin
d'obtenir des quantités appreciables de produits oxydés, nous avons travaille en
présence dun excés d'oxydant, sans toutefois dépasser 10 équivalents par
rapport au substrat (soit 200 par rapport & 1a porphyrine). Au dels, la porphyrine
subit une dégradation oxydante. Les rendements seront donc exprimés par
rapport au substrat de départ.



1¥-B-1 Etude par CLHP de 1'oxydation de AT par CeFsi0
catalysée par les métalloporphyrines

I¥-B-1-a Conditions experimentales

A une solution de porphyrine (Mn{TDCPPJ(C1)} dans I'acétonitrile 4
température ambiante est ajouté en une fois I'acide tiénilique éventuellement
marqué. Le tout est agité jusqu's dissolution compléte. Puis 1 équivalent de
CeFsl0 est ajouté en une fois, et laissé 5 minutes sous agitation. Un échantillan
est alors prélevé afin d'étre analysé par CLHP. Un nouvel equivalent de CgFslO
est ajouté § la solution principale pour 1'etude & 2 equivalents et au-deld. Dans
I'echantillon prélevé, 'excés de CgFsl0 est détruit par addition de cristauy de
MazS20s. Le brut réactionnel a été soit &tudié directement par CLHP dans le cas
all nous sommes partis d'acide tiénilique marqué au '9C, soit extrait par une
solution tampon MaHCOz (pH=8). Dans ce dernier cas, on retrouve les produits
hydroxyles et 1'AT dans la phase aqueuse, qui est analysée par CLHP couplée &
une détection UV-visible 8 370 et 270 nm (figure 43).

I¥-B-1-b Détection

Une premiére expérience faite avec du substrat non radioactif a permis
d'identifier par CLHP, en particulier grace & des coinjections avec les
authentigues dont nous disposions, les pics du chromatogramme correspondant &
AT, SOHAT et au composé ACPA résuliant de la coupure de la lisison CD-
thiophene (figure 43 A,B)).

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

I¥V-B-1-c¢ Quantification

Pour éviter toute perte de molécules marquées & l'extraction, le brut
réactionnel a &té inject? et les différentes fractions au sortir de 1a colonne de
CLHP comptées en scintillation liquide. Nous avons pu observer qu'un temps de
reaction de 10 min n'améliore pas le rendement en SOHAT par rapport & 5 min.
Le rendement en SOHAT forme et en AT inchangé, en fonction de quantités
variables d'oxydant, est représente figure 43bis. Le rendement en SOHAT atteint
un plateau de 15 % pour S equivalents doxydant. La guantité d'AT non
transformé
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FIGURE 43. Oxydation de I'AT par le systeme modele Mn{TDCPP(C1)
/CeFsl0. (A) Analyse par CLHP d'un mélange d'authentique de AT, SOHAT et
de ACPA. (B) Analyse par CLHP de I'ACPA et du SOHAT formé & partir d'AT
froid et aprés extraction (NaS20s/NaHCOz) et (C) Comptage en
scintillation liquide des fractions collectées en présence d'AT 14C.
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} % de s radicactivité totale au départ,

AT
SOHAT

Fadioactivité mesurée
dans le pic qui migre
ave: le front de solvant
et qui contient le
diacide ACPA.

nore d'equivalents d'oxydant
({CsFsl0) par rapport au substrat)

FIGURE 43bis. Hydroxylation de TAT ('4C) par le systéme modéle
Mn(TDCPPXC1)/CsF5l0. Evolution de la réaction en fonction du nombre
d'equivalent de CgFsl0 ajouté par rapport au substrat Mn{TDCPP)(C1I/AT =
0,05/1 ; AT 10 mM ; température ambiante ; temps de réaction S min. Solvant :
CHzCN/CH2Cl2 = 241,
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ne Tait que diminuer. Enfin le composé ACPA, dont la quantité croit avec la
quantité d'oxydant, est detecie avec le front du solvant.

I¥-B-2 Etude par RMN 'H

Plusieurs @léments se sont trouvés réunis pour faciliter une étude RMN
de la réaction. Tout d'abord, 1e rendement en SOHAT (15 %), rend envisageable
une détection par cette technigue. De plus, le déplacement chimique du proton
en 4 dy noyau thiophéne de ce dérivé est d'environ 6 ppm. 11 se situe en dehors
du massif des autres protons aromatiques et permet une détection facile du
SOHAT. Enfin, seul 'AT et ses produits d'oxydation ou de dégradation présentent
des signaux. En effet, la porphyrine utilisee en quantité catalytique (5 %) se
situe en dessous du seuil de détection.

IV-B-2-a Conditions experimentales et detection

Les proportions utilisées sont identiques & celles de 1'étude par CLHP :
Mn{TDCPPYC1)/AT/CgFs5ID : 0,05/1/1-5. La concentration en substrat est de
40 mM dans CDzCN/CD2Cl2. Le premier equivalent de CeFsl0 est ajouté et un
premier spectre enregistré apres S minutes. La réaction n'évolue pas d'ailleurs
aprés ce premier enregistrement et ceci pendant 24 heures. 60 minutes plus
tard 2 autres équivalents, puis 2 autres encore aprés 60 minutes et ainsi de
suite. ‘

La figure 44 b présente le spectre RMN 'H du mélange réactionnel, aprés -
addition de 5 equivalents de CgFsl0 par rapport au substrat. 11 apparait que :

- I'AT n'est pas totalement transforme. On observe en effet les signaux
de 1a partie thiophenique de ce composé & 7,13 ; 7,40 et 7,67 ppm et ceux de Ia
partie benzénique & 6,92 et 7,36 ppm.

- Un doublet est présent & 6,10 ppm (J=5,1 Hz). Par double irradiation,
rious avons montré qu'il est couplé 4 un second doublet d'intensité égale présent
4 7,24 pprn. Les deux doublets sont caractéristiques de la partie thiophénique du
S0OHAT, comme le montre le spectre de 1'suthentique (figure 44 c). Les protons
aromatigues ne sont pas identifiables car ils sont superposés & ceux de 1'AT et
& ceux d'autres produits secondaires.
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FIGURE 44. Etude par RMN 'H de I'oxydation de I'AT par le systéme Mn(TDCPP)(CI/CeFsli
a-AT (CDzCN)
b- mélange réactionnel : Mn(TDCPFP)(C1)/ AT/CgFslQ =0,05/1/5 ; AT
40 mM dans CDzCN/CD2C12, T. amb. 10 min.
c- SOHAT authentique (CDzCN/CD2C12)
d- Acide (carboxy-4" dichlorn-2',3") phénoxy acétique (ACPA) (CDzCH/CD2C]
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- Deux doublets & 6,87 et 7,73 ppm (J=8,8 Hz) ont pu 8tre attribués par
comparaison & un authentique, au diacide ACPA (figure 44 d).

Cl Cl
7\ Mn(TDCPP) (c
OCH,COOH OCH,COOH
S CeFslO 56q
° CD,CN/CD, Ch

Cl Cl

" Ho\@ocmoooﬁ
[l
o

30 %

+ inchangé 30% + ...

Toutefois, un certain nombre de signaux n'ont pu etre attribues, en
particulier le singulet présent & 6,05 ppm.

IV-B-2-b Etude de l'interaction AT, parphyrine, oxydant
La RMN 'H s été utilisée pour étudier les principales interactions
pouvant exister entre les différentes especes en solution : interaction AT-
CeFsl0 et interaction AT-CgFs5l0-porphyrine.

I¥-B-2-b-1 Interaction AT-CgFsl0

L'oxydant, C¢Fsl0 (1 puis 2 équivalents), est ajouté a une solution d'AT,
Les valeurs des déeplacements chimiques des protons de I'AT sont rassemblées
dans le tableau 24.

Un blindage progressif des différents signaux du substrat est observé.
Ce blindage est d'autant plus important que les protons sont proches de la
fonction acide. i1 est trées faible et méme nul au nivesu des protons
thiophéniques. A 2 équivalents, le blindage s'accroit et les raies sont élargies.
Aucun pic supplementaire n'est observé.



Tableau 24. Valeurs des déplacements chimiques de I'AT obtenues par
RMN 'H en présence d'oxydant (CgFs5l0) et de porphyrine
(Mn{TDCPP){C1)) dans CD3CN/CD2Cl>.

167

Conditions

Déplacements chimiques(c)

Substrat(e) Catalyseur | Hs Hz Hr H
AT 0 7.86 .39 735 | 6.97
AT 0 7.66 7.36 7.268 | 6.62
(-003)4|(-0.07)(-0.015)
AT 2 0 7.86 733 7.26 | 6.66
(-0.04) |(-0.09)(-0.31)
AT 0.05 7.86 21 7.39 oo | B9F
{0) (0) {0)
{a) AT : 40 mM

{b) CsF5l0 porphyrine en équivalent par rapport 3 AT.
(c) déplacement chimique & 295 K avec pour référence le pic de 'acétonitrile a 1.87 ppm/TMS.

(d) variation du déplacement chimique par rapport 4 AT seul en solution.
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Il semble donc que le pentaflucroiodosobenzene interagisse avec la
fonction acide de 1'AT. De 1a méme facon, I'interaction de 1'iodosobenzéne avec
I'acide trifluoro acétique pour former le dérivé suivant est connue (209).

I
@'l—o-c-CFa

OH

Dans le cas de l'acide tiénilique, il s'établit probablement 1'équilibre
suivant :

A cl Cl c oH F F
Q@ OCH,COOH + CeFsl 0 =F—= QC@ oca-t,cooir ‘QF
Il
o) G g :

Cet equilibre est rapide, relativement au temps RMN, puisqu'il y & un
seul signal et que la variation du déplacement chimique se fait de fagon
progressive lors de 1'addition de CeFslO. Le blindage peut soit étre di 4 1'effet
inductif du groupement CgFsl0 & travers les liaisons, soit étre di & un effet
d'anisotropie engendre par le noyau aromatique CgFs. Ce dernier effet peut étre
amplifié par un phénomeéne d'empilement des noyaux aromatiques (stacking).

F F

T
IN
F E X
¢ =0
S
O .

La méme expérience a &té réalisée en mettant en présence 1'AT avec du
CgHslO afin d'observer le comportement des protons de 1'iodosobenzéne. Les
protons de CgHslO sont fortement perturbés. Mais quand dans les mémes
conditions, le CBT, dérivé sans fonction acide, est mis en présence de CgFsl0
gucune variation de déplacement chimique des protons du CBT n'est observée.



Par contre, i1 est intéressant de noter que Uaddition de CgFsld (1
dquivalent) 3 une solution de SOHAT produit un &largissement considérable des
protons thiopheniques Hz et Hg4. Les protons aromatiques sont eux beaucoup
moing élargis. Aucune variation de déplacement chimigue n'est observee. 1
semble donc que CgHsl0 se fike sur 1a fonction OH du thiophéne qui est en fait,
comme nous l'avons vu au chapitre |, la plus acide. La distance entre les 2
noyaux aromatiques etant plus courte, 'empilement n'est plus possible et les
effets d'anisotropie ne sont plus visibles (données non présentées). '

1¥-B-2-b-2 Interaction AT-CsFslO-Mn{TDCFPJCI)

Quand, au mélange AT-CgFgl0, l1a porphyrine est additionnge en quantité
catalytique (Porphyrine/AT/CeFsi0 © 0,05/1/1), 18 spectre RMN de l'acide
tiénilique retrouve des déplacements chimiques initisux, comme en absence
d'oxydant (tableau 24).

I¥-C OXYDATION DU SUPROFEN CATALYSEE PAR LES PORPHYRINE DE
MANGANESE

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que l1a technique RMN s'était
averée tout g fait performante pour identifier deux produits doxydation de
I'acide tiénilique. Cette &tude a &té étendue au suprofen.

Les conditions experimentales sont en tout point identiques aux
précédentes soit : MN(TCPPPJ(C1)/substrat/CgFsl0: 0,05/1/1-5, substrat 40 mM -
dans CD3CN/CDzClz, addition de un équivalent de CgFslO, enregistrement du
premier spectre aprés 5 minutes, puis addition de 2 équivalents aprés 60 min.
puis ceci une seconde fois, e tout & température ambiante.

La figure 45b presente le spectre RMM du meélange réactionnel. L'allure
du spectre est moins nette que dans le cas de I'AT. Toutefois, on observe -

- le produit de départ non transformé (17 2) (figure 45a)

- I'apparition d'un doublet & 6,10 ppm. FPar double irradiation, nous avons
montré que ce doublet est couplé avec un doublet § 7,24 ppm. Cet ensemble de
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FIGURE 45. Etude par RMM 'H de I'oxydation du SU par le systéme Mn{TDCPP){C1/C¢F5i0
(a) SU (CDzCN)
(b) mélange réactionnel : Mn(TDCPP)(C1)/SU/CsFsI0 =0,05/1/5 ;
SU 40 mM dans CDzCN/CD2Cl2, T. amb. 10 min.
{c) SOHSU authentigue (CDzCHM).
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deux doublets est caractéristique de la partie thiophénique du SOHSU dont le
spectre est présenté figure 45c. Les protons du noyau benzénique sont eux
difficilement repérables dans le massif correspondant entre 7,4 et 7,8 ppm
(rendement : 14 %). De plus 1'sjout d'une quantité supplémentaire de SOHSU
authentique dans le milieu réactionnel permet de montrer 1'sugmentation de
I'intensité des signaux correspondants.

- enfin, 1a formation de nombreux pics non identifiés en particulier vers
8 ppm et un singulet & 6,05 ppm comme dans le cas de 'acide tiénilique. Ceux-ci
pourraient inclure I'acide carboxy-4' phényl-2 propionique (ACPP) correspondant
8 1a coupure au niveau de 1a liaison CO-thiophéne.

/ \ Mn(TDCPP (Cl)
([:H-COOH CHCOOH + inchangé
S
” CHs CB Fs IO 5é&q
0

CD;CN/CD; Cly
14 % 17 %

En conclusion des études réalisées dans cette premiere partie de ce
chapitre, nous souligneraons les points suivants.

Le systéme modéle CeFsl0/Mn(TDCPP)(C)) réalise 1'hydroxylation en S de
I'acide tiéniligue. La réaction est terminée en 5 minutes. Le rendement optimal
est obtenu avec S équivalents de CgFsl0. Les détections par CLHP et par RMN ont
mis en évidence la formation de SOHAT avec 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 1'scide tiénilique est retrouvé
inchangé dans ces conditions.

Le suprofen est oxydé dans les mémes conditions en SOHSU avec un
rendement de 14 %. 17 & du suprofen est retrouvé inchangé.

Dans les deux cas i1 y & formation d'autres produits non identifies dont
un caracterise par un singulet & 6,05 ppm.
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I¥-D OXYDATION D'AUTRES COMPOSES THIOPHENIQUES PAR LES
SYSTEMES Mn(TDCPP){C1)/AriO

I¥-D-1 Cas du benzo[blthiophéne (BT)

Dans un premier temps nous avons utilisé les conditions experimentales
définies au paragraphe précédent

Mn(TDCPP)(C1)/Benzolblthiophéne/CgFsl0 : 0,05/1/1-5

dans CDClz paour obtenir une solution 40 mM en substrat, et addition progressive
de CeFslO : d'abord 1 équivalent, puis 2 équivalents supplémentaires a 60 min,,
puis 2 gquivalents supplémentaires a 120 min.

- Le spectre RMN aprés 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 di Btre
purifiés sur plaque de silice. Le premier, dont le spectre RMN est présenté
figure 46c, a été identifié grace 4 son spectre de masse et son spectre RMN
comme étant du benzolblthiophene sulfoxyde (BTSO ; 47 %). Ce compos2 bien que
cité dans la littérature (210) n'avait pas été isolé et n'avait donc pas de
données caractéristiques publiées. Le second a aussi été identifié par son
spectre RMN (figure 46d) et son spectre de masse. Le spectre RMN est conforme
a celui publié par P.Geneste et coll. (211) : i1 s'agit de la benzolblthiophéne
sulfone (BTS07 ; 22 &).

@ Mn(TDCPP)(CI) @ . @
5 CeFs 10 16g i\ =0

o}
CD; CN/CD; Cly 47 % © 22 %

. Lors de l'addition de 2 équivalents de CgFsl0 supplémentaires, les
proportions obtenues changent : BT (O &), BTSO (0 &) et BTS02 (87 &) (tableau
23), mais surtout i1 apparait un produit supplémentaire qui se caractérise par
RMN par 2 doublets & faible constante de couplage (2,5 Hz) situés & 4,68 et
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FIGURE 46. Etude par RMN 'H de loxydation du BT par le systeme

Mn(TDCPP)XC1)/CeFslO.
(a) BT (CDClz)
{(b) Mélange réactinnnel Mn{TDCPP)C1)/BT/CeF5l0=0,05/1/1 ;
BT 40 mM dans COClz, T.amb. 10 min.
(c) BTSO authentigue {CDC13)
(d) BTS02 suthentigue (CDC13).



Tableau 25. Oxydation du benzothiophene (BT) par les systemes modeles

métalloporphyrine/CsFsl10. BT . 40 mM, T amb. ; 10 min.

Conditions

Z des produits presents en fin de reaction

Salvants

Catalyseur

(005 B

CaFslo

(eq.)

BT

BTS0

BTS00

1

COCTz

M

D3CHACO2C1;

COzCMNA/CO2002

MR{TOCPP (L)

Fe(TOCFP L)

in

(my]
m

an

-
n

44

20

a5

20, equivalent par rapport au BT.
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4,97 ppm. Bien que ce produit n'ait pu étre isolg, on peut néanmoins proposer
comme structure hypothétique 1'époxy-2,3-benzolbjthiophene sulfone. En effet
ce spectre est compatible avec une structure type époxyde (212). De plus ce
produit dérive d'une suroxydation du BTS02. Cependant i1 n'a pas &#té possible de
concliure.

_ Mous avons ensuite étudié 1'effet de differents parametres sur les
produits de la réaction (tableau 25).

. Tout d'abord 1'utilisation d'un solvant polsire favorise grandement la
formation des produits les plus oxydés. Ainsi, des 1 equivalent d'oxydant, il se
forme directement de 1a sulfone (13 %) avec quelques traces de sulfoxyde (1 &)
A 3 équivalents, le sulfoxyde est totalement suroxydé en sulfone (74 Z) 1
commence & apparaitre un  produit de suroxydation de la  sulfone,
vraisemblablement 1™&poxyde”. Enfin, avec 5 équivalents de CgFsliO, ce dernier
devient majoritaire (35 %).

. Comme nous 1'avons vu en préasence d'un solvant moins polaire (CDClz),
le sulfoxyde est majoritaire & 1 éguivalent doxydant (47 &) ; mais
curieusement le taux de conversion du produit de départ est supérieur. & 3
equivalents, 12 sulfoxyde disparait et 1a sulfone devient majoritaire (87 2) dans
une plus grande proportion que dans CD3CH/CDzCl2.

. Enfin, Tutilisation d'une porphyrine de Ter Fe(TDCPP)CI) conduit a la
formation de sulfone uniquement avec un rendement de 85 E. Aucune irace de
sulfoxyde ni d'epoxyde n'est detectée.

Par conséquent, le systéme Mn{TDCPP)(C1)/CeFs5i0 s'est avéré efficace
pour catalyser l'oxydation du benzolblthiophene. Comme dans le cas de
I'oxydation par 1'acide métachloroperbenzoique, 1a sulfone a 2té caractérisée
(211). Par contre le sulfoxyde a pu étre isolé et caractérisé. Enfin, un produit de
surozydation de la sulfone se forme, qui n'a pas eté observe lors de I'oxydation
par le peracide.

I¥-D-2 Cas du diphényl-2.,5 thiophéne {DPT)

L'oxydation par les systémes Mn{TDCFFI(C1}/CsFsl0 (1V-C ) conduit & 1a
formation de 2 nouveaur produits uniguement (fiqure 47, tableau 26). Mais
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FIGURE 47. Etude par RMN 'H de l'oxydation du DPT par le systéme
Mn{TDCPF)C1)/CeFsl0.
{(a) DPT (CDzCN).
(b) Mélange réactiannel Mn(TDCPP)(C1)/DPT/CgF5l0 =0,05/1/3 ;
DPT 40 mM dans COzCN/CDzC1l2, T. amb. 10 min.
(c) DPTSO0 authentique (CDzCN)
{d) DPTS02 authentique (CDzCN).



Tableau 26. Oxydation du diphényl-2,5 thiophéne (DPT) par le systéme
Mn(TDCPP)(C1)/CsFs510. DPT : 40 mM ; T amb. ; 10 min.

conditions % des produit presents en fin de réaction
Saolvant Catalyseur |CgFglO DPT OFTSO CPTSO:
(.05 &) (8q.)
COZCNACD2C1z Mn{TOCPRICI) | | 33 b :
i ) 7 70 28 ‘
) . 5 47 4 g
i ) = 5 50 &

eq. : equivalent par rapport au ET.
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méme & 7 équivalents de CeFsl0, I'un des 2 reste largement minoritaire (8 ).
Aussi, pour caractériser ces 2 composés, il a été préfére disoler les 2
authentiques par une voie de synthése différente : 1'oxydation du diphényl-2,5
thiophéne par 1'acide métachloroperbenzoique (mCPBA) (213).

/\ mCPBA /\
—_—— 15 %
OO = VO
Il
o}

1 hr

La purification s'est faite sur plague de silice 2luée 8 CH2Cl12. La sulfone
est d'ailleurs moins polaire que le sulfoxyde. La sulfone jaune ainsi obtenue a
eté caractérisée par son spectre de masse et son spectre RMN. Ce dernier est
identique & celui décrit par Yon 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 masse.

La préparation de ces suthentiques a permis d'identifier les 2 produits
de 1'oxydation par le systeme modele comme étant le sulfoxyde pour le produit
majoritaire (80 & avec 7 &q. de CgFsli0) et 1a sulfone pour le produit minoritaire
(8 % avec 7 éq. de CeFsl0) (tableau 26).

/A > Mn(TDCPP)(CI) o\
— 80 %
8 CoFs 10 76q §

cDclh 0
O O 8 °/°
72
o o
+ inchangé 5%

On remarque que T'oxydstion biomimétique catalysée par Mn(TDCPP)(CI1)
s'avere plus douce que I'oxydation par le mCPBA et conduit au sulfoxyde.
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L'oxydation du noyau thiophéne par les systémes modeles 3
 métalloporphyrine du cytochrome P-430 n'avait jamais éte étudie auparavant.
Mous avons étudia I'oxydation de divers thiophenes en utilisant une porphyrine
de manganése substituée, Mn{TDCPP}LC1) en presence de CeFsld.
- L'oxydation de l'acide tienilique conduit a la formation de SDHAT
{15 %) et d'ACPA, composé résultant de l'oxydation de la liaison cétone-
thiophéne (30 %). Les produits majeurs de T'oxydation par le systeme modale
sont aussi ceux observés lors de 'oxydation rétabolique 77 wive et iz widre (-

C=2J.

- Le suprofen conduit egalement 4 la formation de SOHSU (rendement
14 %), produit d'oxydation métabolique 7z s7va (1-D-2) et Jv widre comme nous
I'avons montré en [1-B-2.

Le soufre du benzo[blthinphene et du diphényl-2,5 thiophene est oxyd
par 1e systéme Mn(TDCPPJ(C1)/CsFs510 en sulfoxyde et en sulfone. Aucune donnee
n'est disponible sur 1'oxydation métaboligue du diphenyl-2,5 thiophene. Mais le
métabolisme de 2 benzolblthiophénes substitués a été étudié. Le mobam (13,
figure 13} est oxydé sur le soufre en sulfoxyde. Dans le cas du derive 13, aucun
produit doxydation du soufre n'a @té detecté. Par consequent, le systeme
porphyrine de manganese/CgFsl0 s'avere dans les cas ou I'oxydation metabolique
st connue un systéme effectivement biomimetique.

- Les metalloporphyrines en reproduisant les oxydations biologiques du
cytochrome P-450 s'averent un outil efficace pour en comprendre les
macanismes. Les qualités principales de ce systeme etant la souplesse des
conditions d'utilisation (solvant, température), la sélectivité plus ou mains
grande de différentes porphyrines et I'efficacite des divers agents oxydants qui
permettent de favoriser 1a formation de certaines entités. Les etudes realisaes
dans ce but dans le cadre de ce travail restent tras préliminaires.

Meanmoins, la gamme, restreinte, des thiophenes étudiés permet de
mettre en évidence une différence de reactivite importante entre ceux-ci. Le
benzolblthiophene est oxydé sur le soufre en sulfoxyde et en sulfone qui sont
relativement stables. La formation de derivé hydroxyld en 2 n'a pas &té mise en
evidence. Dans le cas du diphenyl-2,5 thiophene, le soufre est également oxydé
en sulfoxyde et en sulfone qui sont stabilises par les groupements phenyles.

Ces deux exemples démontrent 1oxydabilité du soufre du noyau
thiophena. Aussi, dans le cas de I'AT et du SU i1 peut &tre émis I'hypothése de la

s}
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formation d'un sulfoxyde intermédiaire. Ce dérivé, instable en raison de 1'effet
de résonance et de 1'électronégativité engendré par le groupement aroyl pourrait
se réarranger pour former un dérivé hydroxylé (figure 48).

CeFs10 S T

/ \ ‘ Porphyrine / \ . /j\W .
O [ G
0 -

CsFslO
o . (L

— R Y :
| — Rt —»H R
“TQ\C/ e e

o<t |

o~ o~ 0

n

FIGURE 48. Mécanisme postulé de l'oxydstion de divers thiophenes par = le
systeme modele & métalloporphyrine.
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CONCLUSION GENERALE

IT n'existe dans 1a littérature qu'un treés petit nombre de donnees sur le

métabolisme oxydatif {en particulier J7 y/&re) des dérivés thiophaniques.
Dans un premier temps, nous avons mis au point une technigue simple 2t
générale pour 1'étude de Voxydation métabolique des aroyl-2 thiophanes. Cette
technique est basée sur les propriétés particulieres des hydroxy-3 aroyl-2
thiophénes, qui sont des metabolites potentiels des aroyl-2 thiophenes,
d'exister sous forme anionigue @ pH physiologique (du fait de leurs pKa tres bas,
de T'ordre de 2,5} ; cette forme anionique ayant une absorption UM.-visible
caractéristique et intense (g = 28000) vers 380 nm.

Appliquée 4 T'étude de l'oxydation de Tlacide tieniligue par des
microsomes de foies de rat et dhomme, cette technique s'est révélee superieure
a celle qui avait &té utilisée jusgu'alors et gui &tait basée sur la detection de
l'acide hydroxy-5 tienilique par chromatographie liquide haute performance
(CLHP) apres oxydation de 1'acide tiénilique radioactif. En effet,

- elle est rapide 3 mettre en oeuyre (1/4 d'heure). La datection par CLHP
requierrait un temps d'analyse relativement long en raison de la séparation de
I'acide tignilique de ses metabolites

- glle permet un suivi cinétique de la réaction. La technique par CLHP
fournissait une analyse point par point

- elle ne requiert pas l'utilisation de substrat radioactif.

L'utilisation de cette technique nous a permis de determiner les
constantes cinétigues apparentes de Thydroxylation en 5 de Vacide tiéniligue
par les microsomes de foies de rats prétraités par le ph&nobarbital (Vg de
I'ordre de 0,4 nmole de produit forme par nmole de cytochrome P-450 et par
minute, Ky de l'ordre de 14 uyM) Elle a aussi permis de montrer que cette
oxydation dépend du NADPH et de 1'Dz et est catalysée par des monooxygénases
cytochromes P-450.

Mous avons démontré qu'un autre médicament, le suprofen et que 2 autres
composes de type aroyl-2 thiophéne, le parachlorabenzoyl-2 thiophéne (CBT) et



le {(dichlaro-2",3 methoxy-4')-benzoyl-2 thiophéne (MBT), sont aussi hydroxyles
en position 5 par les microsomes de foies de rats. Pour ce faire, nous avons
prépare de facon non ambigie des échantillons authentigues de derives
hydroxylés en 5 de ces composés, et maontré qu'ils avaient tous des proprigtés
physico-chimiques (pKa, absorbance 4 390 nm) tres analogues a celles de l'acide
hydroxy-5  tiénilique. Les constantes cinétigues determinees  pour
I'hydroxylation de ces 3 composes par les microsomes de foies de rats traites
au phénobarbital sont proches de celles obtenues dans le cas de l'acide
tienilique (¥ entre 0,5 et 1,5 nmole par nmole de cytochrome P-430 et par
min, K entre 9 et 30 pM).

Enfin, nous avons montre qu'une dizaine de composés de type aroyl-2
thiophéne avec différents substituants sur le noyau aroyl étaient hydroxylés par
les microsomes de foies de rats en position 5 du noyau thiophene, ce qui met
bien en évidence 1a géneralité de cette voie métabolique.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes efforcés de preciser la
nature des cytochromes P-450 hepatiques impligués dans I'hydroxylation en 5 de
I'acide tienilique ou de composes apparentés.

Le traitement des rats par des inducteurs classigues des cytochromes P-
450 tels que e PB, le 3MC ou le PCN modifie peu 1'activite d’hydroxylation de
I'acide tienilique, du MBT ou du CBT. Par contre, I'induction au PB augmente
significativement I'hydroxylation en S du suprofen. Toutefois, 1e résultat le plus
spectaculaire a eté obtenu aprés un traitement des rats par le clofibrate qui
conduit, dans le cas de l'acide tiénilique, & une multipication de T'activité
hydroxylante par un facteur 4.

Une augmentation comparable de 1'hydroxylation en 5 de T'acide
tienilique a été aussi observée apres traitement des rats par dautres
hypolipidemiants comme le fénofibrate ou le WY 145643 ainsi que par d'autres
composes comme le triméthyl-2,2,4 pentane connus pour déclencher une
proliferation des peroxisomes et une induction de I'hydroxylation en 12 de
I'acide laurigue par les microsomes hepatigues. 11 est a noter que I'hydroxylation
en 5 de I'acide tiénilique est 1a premiére activité portant sur un méadicament (ou
composé exogéne) aussi fortement et spécifiguement augmentée par les
inducteurs type clofibrate.

Les enzymes responsables de I'hydroxylation en 12 de 1'acide laurigque et
de Thydroxzylation en 5 de 1'acide tienilique etant induites par le méme type de
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cytochrome P-450 FB 2a (UTA) dans les microsomes de foies de rats nan

traités, du cytochrome P-450 PB 1b dans les microsomes de foies de rats
traités au phencbarbital, et dun autre cytochrome P-430 (différent du
cytochrome P-452) dans les microsomes de fois de rats induits au clofibrate. La
nature de cette isoenzyme reste a determiner. Ceci est d'autant plus intéressant
au'il g'agit de l'isoenzyme presentant la plus forte affinité et 1a plus grande

activite vis-a-vis de I'acide tiénilique.

Dans un dernier temps, nous avons essays de reproduire les reactions

=

d'hydroxylation en 5 das aro ;1 > thiophenes en utilisant des systémes chimigues

a modéhisation de cette réaction enzymatique
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V-A APPAREILS DE MESURES ET D'ANALYSE

- Les spectres alectroniques ont & réalisés grice a:
. un spectrophotometre UY-visible AMINCO Dw2
_un spectrophotométre UY-visible UYIKON 820 muni d'une sphere de
diffusian.
La température du compartiment contenant les cuves est regules avec un
cryothermostat Haacke. ‘

- La CLHP & été effectuée sur un appareil Touzart et Matignon 380 equipe
de pompes 4110 et d'un programmateur Altex 220

- Les spectres de RMMN ont até réalisés sur un appareil Bruker WM 250
opérant & 250 MHz équipe dun calculateur Aspect 2000. Les produits sont
dissous dans des solvants deutérés CEA. Les deplacements chimigues sont
donnés en ppm par rapport au TMS. Les constantes de couplage sont en Herz. Les
abréviations suivantes sont utilisées pour décrire le spectre :

s singulet ; d doublet ; t triplet ; g quadruplet ; m multiplet.

- Les spectres de masse ont été obienus grace a un appareil Mermag
R10-10 en impact électronique avec une énergie d'accélération des particules de
70 eV (IE) ou en ionisation chimique utilisant NHz comme vecteur (ICNHz).

- Les plagues analytiques et préparatives sont 8 base de silicagel 60
Merk F 254 de 0,25 ou | mm d'épaisseur.

¥-B AUTHENTIQUES DES HYDROXY-5 AROYL-2 THIOPHENES : 50HAT,
50HSU, 50HCBT, S0HMBT »

- le SOHAT nous a &té fourni par les laborstoires Anphar Rolland (48}
- le 50HSU nous a eté aimablement envoyé par ¥. Mori, Laborstoire de
Radiochimie, Université Pharmaceutique de Gifu, Japon (G8).
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¥-B-1 Synthése de 1'hydroxy-5 parachlorobenzoyl-2
thiophéne {(SCHCBT)}

* Préaparation du chloro-5 parachlorobenzoyl-2 thiophéne
Dans un ballon ont &té mélangés S0 mmoles (6g) de chloro-2 thiophene, S0
mmaoles {99} du chlorure de V'acide parachlorobenzoigue et 70 mi de CHzClz Ie
tout sous un courant d'argon. 5S4 mmoles (7g) de chlorure d'aluminium (A1C13)
pulvérise au mortier sont ajoutées par petite quantité. Le melange réactionnel
est laissé 3 heures sous agitation & O°C. L'AICIz en excés est hydrolyse par
addition de 70 ml d'eau. Le melange est filiré sur laine de verre, puis extrait
avec 2x70 ml de CHzClz. La phase organique est laveée deux fois 4 l'eau, séchee
sur Mg504, Tiltrée et evaporee pour donner §,209 de produit brut. Une
purification par chromatographie sur colenne de silice conduit & 69 de produit
cristallisé (rendement 47 &) Aprés 2 recristallisations dans 1'2thanol le
produit obtenu présente un point de fusion Tf = 104°C (Tf litt. = 105°C
ref {100}).
EMN (CDC1z) : 7,76 (d, 8,5Hz,1H) ; 7,46 (d, §,5Hz,1H) ; 7,38 (d, 4,2Hz,1H) ;

{d, 4,2Hz, 1H).

\fl
(W

* Hydroxy-5 parachlorobenzoyl-2 thiophens
Dans un ballon sont mélangées 0,2 mmoles (30 ma) du produit de la synthese
precedente avec 15 ml d'égthanol. Le tout est porté & 60°C. Puis sont
additionnées 35 mmoles de KOH (2g) dans 15 ml d'eau (60°C). Aprés 16 heures 3
60°C, le mélange est filtre. 30 mg (60 %) du produit de depart est ainsi
recupere. La phase aqueuse est laveée 8 1'éther, puis aprés acidification extraite
g 1'ether. Cette phase éthérée est séchée sur MgS04 et évaparae.
Le brut est purifie par CLHP avec une colonne Chromascience SA type S5C
(125%4,6 mm} garnie de nucléosil Cyg Sp (ref. CO6461835) en phase inverse.
L'elution est réalisée su royen d'un gradient acétonitrile-tampon d'acétate
d'ammenium (0,1M, pH 4,6) (0 4 60  en 15 min, 1 m] par min). Les produits sont
detectés par UY 4 310 nm. La fraction correspondant au produit attenduy est
extraite sprés acidification (pH 1) & I'éther. La phase éthérée est séchée et
evaporee pour donner des cristaux jaunes clairs {rendement S ). Tr = 187°C.
RBMM (CDzCM) : 7,61 (d, 8,5Hz,2H) ; 7,45 (d, 8,5Hz,2H) ; 7,36 (d, 5,0Hz,1H) ; 6,17
id, 5,0Hz, 1H,echangeable par D20, H ).
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Masse : {réalisée par V. Andronick) (LE) : 240 (7 B) ; 238 (20 %) ; 224 (5 &) ; 222
(152): 187 (2 8): 141 (30 2) ;133 (100 2): 127 (10 B) ; 113 (13 B) : 111 (40

4

)
@) ;7380 F)
Analyse (réalisée par V. Andronick) : CyyH7025C1 ; C, H, C1 ; trouvé : 55,23 ; 3,12;
14,6 ; calculé : 55,35 ; 2,96 ; 14,85,

V-B-2 Synthése de 1'hydroxy-5 {dichloro-2",3" méthoxy-4)
benzoyl-2 thiophéne (SOHMBT)

*=Chlorure de 'acide chlorn-5 carboxy-2 thiophéne
Dans un ballon sont mélangés 12,3 mmoles d'acide chlaro-S carboxy-5 thiophéne
gt 10 m1 de benzene & 0°C. 16 mmaoles {1,5 ml) de SOC1»> sont ajoutées goutie @
goutte. Puis le mélange est agité une nuit & température ambiante. S0CIz et e
benzene sont évaporés, ce qui conduit @ 2,1 g de produit brut qui sera utilise
sans autre purification.

* Chloro-5 (dichloro-2",3" méthoxy-4')-benzoyl-2 thiophéne
Les conditions expérimentales sont identiques & celles utilisées pour la
synthese du chloro-5 parachlorobenzoyl-2 thiophéne. Le rendement est de 60 &
en produit cristallisé Tr = 162°C.
RMM (CDC1z) . 7,32 (d,8,5Hz,1H) ; 7,28 (d,4,2Hz,1H) ; 6,94 (d,4,2Hz, [H) ; 6,50
{d,8,5Hz, 1H) ; 3,97 (s,3H). Spectre RMN en accord avec la structure.

* Hydroxy-5 (dichloro-2°,3" méthoxy-4)-benzoyl-2 thiophéne
Les conditions expérimentales sont identiques & celles utilisées pour la
synthése de I'hydroxy-5 parachlorabenzoyl-2 thiophéne. Le rendement est de 6
(+ 54 % de produit de départ inchangé).
RMN (CD3CN) : 7,32 (d,8,3Hz,1H) ; 7,18 (d,5,0Hz, 1H) ; 7,05 (d,8,3Hz,1H) ; 6,00
(d,5,0Hz,1H) ; 3,95 (s,3H).
Masse du produit aprés methylation au diszométhane (IC MHz) 320 (60 %), 318
(100 %), 316 (M*, 25 &), 266 (28 ), 254 (15 B).
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Y-B-3 Propriétés acidobasigues et U¥Y-visibles des SO0HAT,
SGHSY, SOHCBT, SOHMBT

Y-B-3-a Determination du pK de 1s fonction OH en S sur le
noyau thiophene

Des solutions ont eté préparées pour accéder & des tampans de
différents pH:

- tampons HCI/KCl:pH 1 3 pH 2,2

- tampons glycine/HC] : pH 2,2 a pH 2,5

- tampons acide citrique/phosphate de sodium:pH 2,6 apH 7

- tampons tris/HC1 :pH 7,24 pH 9

- tampaons carbonate/bicarbonate de sodium :pH 7,2 4 pH 9 (214).

Les dérives hydroxylés sont mis en solution, 4 des concentrations
identiques {10-5M) dans ces tampons de pH 1 & pH 9 toutes les 0,4 unités de pH.
Le spectre UY visible est enregistré entre 500 et 250 nm. La titration de la
fonction OH en position S sur le noyau thiophene est réalisée par mesure de
I'intensité de la bande d'absorption vers 385 nm en fonction du pH. Le pK est
déterming en portant en abscisses le pH et en ordonngées la DO & 390 nm.
L'abscisse du point d'inflexion de 1a courbe obtenue donne le pK de la fonction OH
acide (voir exemple de la figure 17).

Détermination de 1'E des différents composés & 390 nm.

- S0HAT et SOHSU : le coefficient dextinction maolaire (E) a &té

déterming par pesée puis mesure de la DO dune solution diluée & une
concentration de 10-5M dans un tampon HC1/tris 0,05 M pH 7.4, _
- S0HCEBT =t SOHMET : une solution dans D20 d'authentigue hydroxyle en 5
est ajoutée 8 un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4. Une quantité connue d'étalon
(dioxanne) est ajoutée 4 la solution dans le but d'obtenir dans le spectre RMN un
signal d'intensite comparable & ceux de 'asuthentique. Un spectre RMM est alars
enregistré avec un temps de relaxation suffisamment long entre chague scan (5
secondes). Enfin une comparsison quantitative des intégrations du signal de
I'2talon et de ceux de l'authentique permet de déterminer sa concentration. Un
aliquot de 1s solution est préleve et dilué jusqu'd une concentration de 1'ordre de

10->M. La mesure de 1a DO permet d'accéder & 1'E.
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¥-C OBTENTION DES MICROSOMES DE FOIES DE RATS INDUITS

¥-C-1 Traitement des animaux par les inducteurs du
cytochrome P-450

Des rats méles adultes de souche Sprague-Dawley pesant de 200 & 250 g
et provenant de chez |ffa-Credo sont placés en animalerie en cages plastigues
par groupe de 5 avec une litiere de sciure de bois. s disposent librement d'eau
du robinet et d'alimentation standard fournie par la Societé UAR (Gille-Moisson
sur Orgel.

Les traitements suivants ont &t raalisés

- 1e phénobarbital (FB) a &té administré en solution dans 1'eau de
boizzon & une concentration de 0,1% pendant S jours apres une jere injection de
50 mn kg en solution dans MaCl 0,9 % par voie i.p.

- le cyano-16 « prégnénolone (PCN) en suspension dans T'huile de
mais (S mg/ml) a été administra par une voie i.p. & 1a dose de 25 mg/kg et par
jour pendant 5 jours.

- 1e clofibrate (CLO) a &té administré

. d'une maniére génerale : par voie i.p. en solution dans T'huile de
mais (2,5 ml/kg) a la dose de 500 mg/kg et par jour pendant 4 jours.

. pour 1'étude chapitre || A2 : par voie ip. en solution dans Vhuile de
mais (2,5 mi/kg) & 1a dose de 500 ma kg et par jour pendant 1 et § jours.

. par tubage gastrique : en solution dans V'huile de mais et dans la
methyl cellulase (2,5 ml/ka) & la dose de 250 mg/kg et par jour pendant 4 jours.

- I'huile de mais a &té administree par voie i.p. 8 la dose de 2,5 ml/kg
et par jour pendant S jours

- le fenofibrate nous a été fourni par 1e laboratnire Fournier. Ce dériva -
a eté administré par voie i.p. dans I'huile de mais & 1a dose de 500 mg/kg et par
jour pendant 4 jours.

- le WY 14643 (tableau 12) produit de recherche des laboratoires
wWyeth-Buyla nous a eté envoye par Daniel Dournaux, Directeur Général de wyeth-
Byla, France. Ce dérive g ete administré par tubage gastrigue en suspension
aqueuse avec quelques gouttes de tween 50 @ 1a dose de 200 mg/kg/j pendant 7
jours consecutifs.

- le triméthyl-2,2 4 pentane (TMP) en solution dans Thuile de mais
(3 mi/kg) a ét2 administré par gavage 4 la dose de 12 mmaolesfkg et par jour
pendant 10 jours.
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Les rats sont privés de nourriture 1 jour avant d'@tre sacrifies. La mort
est provoguée par dislocation des cervicales. Les animaux sont saignes par
section de la carotide et le foie est préleve. Les microsomes hepatigues sont
préparés suivant les méthodes usuelles decrites en ¥-C-2. Les microsomes sont
ensuite congelés et conservés 4 -80°C. Avec ce lype de conservation, leurs
concentrations en cytochrome P-450 ne varient pas significativement pendant
plusieurs mois.

¥-C-2 Préparation des microsomes de foias de rats

Les foies perfusés par Mall 0,154 M jusqu'a décoloration (8limination de
I'hemoglobine) sont découpeés en petits dés dans du tampon sucrose 0,2M, TRIS
0,1 M, EDTA 1 mM, puis homogénéisés dans un appareil de Potter-Elvejhem (20 4
40 g de foie pour 100 ml de tampon). Le surnageant est centrifugé 20 min a
13500qg (precipitation des mitochondries). Le surnageant obtenu est centrifugé
th a 100000g. Le glycogene et les microsomes precipitent. Le surnageant
contient le cytosol. Le culot obtenu est homogéngise dans un tampon
pyrophosphate de sodium 100 mM pH 7,5 puis centrifugé 30 min a 100000g
{elimination de I'hémoglobine qui cosédimente). Le culot obtenu est homogénaisé
dans un tampon phosphate de sodium 100 mM, glycéraol 20g pour 100 ml, pH 7,4,
Ce dernier constitue les microsomes qui sont congelés dsns 1'azote liguide et
conserves g -80°C.

Toutes les manipulations sont effectuées 8 +4°C.

V-C-3 Dosages effectuds sur les microsomes fraichement
prépares

Trois dosages sont immediatement effectugs apres preparation des
microgomes. Le cytochrome bg est dosé par spectroscopie UV-visible
différentielle entre la suspension microsomale réduite par quelques grains de
dithionite de sodium {cuvette échantillon) et 1a suspension microsomale non
traitée (€ 427-410 nm = 181 cm~TmM-1). Ls concentration des microsomes en

cytochromes P-4350 est déterminés par la méthode de Omura et Sato - les



hemoprateines contenues dans les deux cuvettes sont réduites par 1'addition de
quelques grains de dithionite et 1a cuvette achantillen est saturee en monoxyde
de cartone par barbotage (E 450-490 nm = 91 cm~ImM-1)215). La
concentration en protéines est déterminee par la méthode de Lowry en utilisant
la sérurialbumine de boeuf comme standard (218).

v-D METHODES D'ETUDES DE L'OXYDATION METABOLIQUE DES DERIVES
THIOPHENIQUES

¥-D-1 Origine de dérivés utilisés comme subsirats

- V'acide tiéniligue nous a ete fourni par Mr. Levy des laboratoires

Ahphar-Folland.

- e suprofen nous a &té fourni par le laboratoire Janssen

- la {chloro-4 benzoyl}-2 thiophene (CBT) a 21 synthétisé selon Buu Hoi
at coll. 100)

- le MBT a eté préparé par méthylation au diazométhane du {dichloro-
2',3" hydroxy-4')-benzoyl-2 thiophéne fourni par le Iaboratoire Anphar-Rolland.
RMM (CDzClz) @ 7,80 (dd,6,0 et 1,SHz,1H) ; 7,43 (dd,3.6 et 1,5Hz,1H) ; 7,29
(d,8,5Hz,1H) ; 7,15 (dd,6,0 et 3,6Hz,1H) ; 6,98 (d,3,5Hz, 1H).

- L'ensemble des dérivés de type aroyl-2 thiophene dont un hydrogéne du
noysu aromatique est substitué par un groupement nitro, mathyl, orthométhyl,
brome, chlore en différentes positions (voir tableau 10) nous a 2té envoyd par
Mr. Andrieu, du laboratoire de Chimie Organique de I'Universite de Caen (99).

- La thénylidone & &té obtenue par extraction du principe actif du
thiophantileR commercialisé par 1es 1aboratoires Ana,

- le _nocodazoleR (R O17934) nous a été fourni psr les laboratoires
Jansgsern,

- 12 morantelR nous a &té fourni par les 1aboratoires Pfizer,

- 1e chlorure de tiodoniumP nous a 2té fourni par les laboratoires Merrel
Diwy,

- la dithienone & éte synthétisée par P. Densette au laboratoire selon la
methode decrite par Andrieu et coll.(99}) § partir de chlorure de thénoyle et de

thiopnéne.
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Tr:92°C  Tplittérature : B7°C (99)
RMM : 7,90 (dd,4,5 et 1,4Hz,2H) ; 7,70 (dd,1,4 =t 58Hz,2H) ; 7,19 (dd,5,8 et

Masse : (IC,MHz} 212 (M+18, 27 &), 195 (M+1, 100 &), 111 (52 &),

¥-D-2 Néthode de suivi cinétique en UY de 1a formation des
hydrexy-5 acyl-2 thiophenes au sein d'une solution
microsomale ou d'une Solution de systéme enzymatique
purifieé reconstitué

- Préparation de 1a solution microsomale contenant 1e MADFH

Le compartiment desting & recevoir les cuves de mesure d'un
spectrophotométre UY visible AMINCO DWwZ2 est regule @ 37°C. Les cuves de
mesure sont en verre, d bords noirs afin de diminuer 1a diffusion de la lumiere
par la solution microsomale. Le trajet optique est de 1 cm. On & & disposition,
maintenus d 5°C :

. des microsomes fraichement decongelés de -80°C et n'ayant pas subi de
decongélation antérisure

une solution de systére produisant le nicotinamide dinucléotide

phosphate réduit (NADPH) et contenant du glucose-6 phosphate (G6P), de la
glucose-6 phosphate deshydrogenase (G60DPH) et du nicotinamide dinucleotide
phosphate provenant de chez Boehringer dans un tampon phosphate de sodium
Q,1M & pH 7,4. On met dans les cuves échantillans et références 300 pl d'une
solution contenant les microsomes et la solution de cofacteur ajustée pour
abtenir une concentration finale de 10 mM en glucose-6 phosphate, 2 unités/ml
de GEPDH et 1mM en NADF ainsi que de 0,4 4 1,5 mg de proteinas microsamales
par ml.

- Detection des hydroxy-5S acyl-2 thiophenes
Les cuves contenant le systeme générant le NADPH et sait la solution
microzomale, soit les elements indispensables au fonctionnement du systéme
enzymatique purifié sont mises & fempérature pendant 2 minutes & 37°C. La
réac“nn pst démarrae par additinn du substrat 10-% & S5.10-9M dans la cuve
echanti Hnn gt aqﬂatmn manuelle & 1'aide d'une spatule plastique. La reaction
gst su 390nm, 2 minutes prés: la fin de T'agitation.
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Lacide tignilique et e suprofen sont ajoutes en solution dans un tampon
tris pH 7.4. Les autres dérivés testés sont introduits en solution méthanolique
sous un yolume correspondant @ 1 & du valume final, sauf le nocodazole gqui est
introduit en solution dans e DMS0 dans des conditions identiques. Sauf dans les
cas précisés, I'AT & été utilisé & une concentration finale de 10941 et le
suprafena une r:mnz:.entratioh finale de 2 10-4M.

Y-D-3 Méthode de détection par CLHP de 1a formation du
S50H AT & partir d’AT marqué au 14C au sein d'une
solution microsomale

La méthode est celle décrite dans la référence 2.

Les concentrations en microsomes et en systeme engendrant le MADPH
sont celles décrites précédemment. Le substrat est margué au '4C sur la
Tonction cétone (5 Ci/moles, 30 nmales/300 pl) et utilisé melangé a du substrat
froid (10-9M final). Aprés incubation, 600 pl de méthanol contensnt & nmoles de
SOHAT non marqué sont ajoutés pour arréter la réaction. Les protéines ainsi
précipitées sont centrifugées d 2000 g et le surnageant est transféré dans un
nouveau tube et concentré sous un flux de Mz pour atteindre un volume de 200 pul.
La solution est gardée & 4°C jusqu'a I'analyse par CLHP.

Les produits de réaction sont séparés par CLHP en phase inverse sur une
colonne MOS hypersil Su 8 1/4"x250mm (SFCC) &luée & 1 ml/min par un gradient
dacetonitrile (0 & 50 & en 20 minutes) dans un tampon d'acetate d'ammonium
0,1M, pH 4,6 et détectés en UV 4 310 nm. Les fractions sont collectées dans des
tubes en propylene de 3 mi toutes les 0,5 min et la radicactivite est quantifiee
aprés addition de 2 ml de Picofluor 30 (Packard), dans un compteur &.
scintillation Packard Tricarb 200. La quantitd de SOHAT est déterminée en
totalisant la radioactivité située sous le pic UY.

¥-D-4 Méthode de détection par CLHP de 1'hydroxylation en 11
et 12 de I'AL & partir d AL marqué

Les produits d'hydroxylation de 1'AL en position 11 et 12 sont formés par
incubation de I'AL =oit avec une solution microsomale dans un ler cas, soit avec
le systame reconstitué des cytochromes P-450 purifiés dans un second cas. La
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detection de ces produits d'hydroxylation est realisee d'apres ls méthode
décrite par Fan et call.{133).

Enviran 7 nmoles d'AL marqué sur le carboxy Cig (30 pCi/pmoale} en
solution dans 5 pl d’hexane sont déposées au fond d'un tube. L'hexane est gvaporé
zous un courant d'ezote. On ajoute la solution d'AL froid dans un tampon
phosphate 0,10 pH 7,4 (S0 pl par incubation dune solution 2 . (Deug
fractions identigues sont comptaes en scintillation liquide apres addition de 2
ml de picofiuar).

- Dans le fer cas S0 pl d'une solution microsomale sont additionnés pour
obtenir une concentration finale de 0,2 nmole de cytochrome P-450/ml. On
compléte par un volume de 335 ) de tampon phosphate 0,11 pH 7,4, Enfin, 1a
solution engendrant e NADPH est ajoutée sous un volume de 60 pl pour démarrer
la réaction et atieindre les concentrations finales de 10 mM en GBP, 2 u/ml en
GEFDH et Tmi en NADP.

- Dans le second cas on utilise la solution contenant le cytochrome F-
450 purifié, la cytochrome P-4S0 réductase et les lipides prépares selon le
protocole décrit en ¥-F-2. Celle-ci est complétée a 445 pl avec une solution
permettant d'obtenir une concentration finale de 10 mM en GEP, 2u/ml en GEDPH
et 1 mM en MADP dans un tampon phosphate O,1M pH 7,4 Dans les 2 cas, le
volume final de 500 pl est incubé sous agitation 20 min § 37°C. La réaction est
stoppée par addition de 250 pl d'une solution CH3OHAHCY 1N (3/1). L'ensemble
est extrait 2 fois par 2 ml d'AcOEt apres avoir augmenté 13 force ionique de 1a
phaze agueuse en ajoutant 150 pl d'une solution saturée en MaCl et agite au
vortex 1 min. La radioactivite de la phase aqueuse est quantifiée par comptage
en scintillation liquide. L'acétate d'éthyle est evapore de la phase organigue puis
celle-ci est reprise par 300 pl d'un mélange {50/50) d'acide hydroxy-11 laurique
et d'acide hydroxy-12 laurique & 0,2 mg/ml. 300 pl de ce mélange sont analyseés
par CLHF sur une colonne chromascience type Cyg Sp. L'élution est réalisée g |
mlfmin par un Qradient de solvant B de O g 100 Z en 12 min dans le solvant A
puis pendant 13 min par le solvant B pur.

Le solvant de migration & est un melange de CHzCH 37 & dans 1'AcONH4
0,1M pH 4,6. Le solvant B est composé de CH3CM pur. Les fractions de S00 pi sont
recueillies et la radicactivite est quantifige apres addition de 2 mil de picofluor
par comptage en scintillation liquide.
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V-E PROTOCOLES UTILISES POUR INHIBER L'ACTIVITE AT HYDROXYLASE

V-E-1 Effet des inhibiteurs
Les conditions operatoires sont  celies  décrites  precedemment.
L'introduction de Vinhibiteur a té realisée dans les conditions suivantes

Y-E-1-a CO (tableau 7)

La solution contenant les microsomes et le systéme genérant le MADPH
est soumnise 3 un courant gazeux contenant un mélange (C0/0z = 80/20) pendant
I minute. Le résyltat est exprimé par rapport & une solution témoin soumise a
un courant d'air.

¥=-E-1-b Inhibiteurs classigues du cytachrome P-450 (tahleay 7)

Le SKF 5254, 1a métyrapone, 1'e naphtoflavone ont éte incubés 1 min
dans 1a solution microsomale contenant le systéme genérant le MADPH avant
addition de I'AT. Les inhibiteurs sont en solution méthanolique sous un volume
correspondant & 1 & du volume final.

V-E-1-c Inhibition par 'scide lsurique (figure 30)
L'acide laurique en sojution dans le tampon phosphate O,1M pH 7,4 est
introduit simultanement avec 1'acide tiénilique dans la cuve echantillon.

V-E-2 Effet des anticorps

¥-E-2-a Anticorps anti-flavine monooxygenase (figure 18)

Les anticorps anti-flavine monooxygénase (Ig6) ont &1é obtenus par
Evelyne Rouer au laboratoire de Biochimie de Mecker (Groupe du Pr.JP.Leroux,
[MSERM U73) apres injection de la protéine purifiée provenant de rats non
traités a des lapins femelles de race Mew Zealand (146). Les anticorps sont
sjoutés dans la cuve UV contenant les microsomes et la solution nénérant le
MADPH. Le tout est agité et préincube 5 min. 4 37°C avant addition de I'AT. Le
specirophotometre AMIMCO DW24 est utiliseé en mode différentiel. La mesure du
SOHAT forme est réalisée par étude de la différence de DO entre 390 nm et 490
nm (point isabestique). Uactivitéd est exprimée par rapport & 1'sctivité dosée en
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......

présence d'une quantité correspondante d'lglG provenant de serums de laping non

traites.

V-E-2-b Anticorps anti-cytochrome P-450 réductase (figures 10 et
17 ,

Les anticorps anti-cytochrome P-450 réductase (Igh) ont &té obienus
par Evelyne Rouer au laboratoire de Biochimie de Hecker apres injection de la
praotéine purifiée provenant de rats non traitées & des lapins femelles de race
Mew Zealand {83). Dans ce cas, un tampon Trig 100 mM, 10 mM en MgClz pH & &
eté uytilisé 4 la place du tampon phosphate habituel. Comme précédemment, les
anticorps sont ajoutés dans la cuve UY contenant les microsomes et la solution
générant le MADPH. L'ensemble est préincubg S min & 37°C avant I'addition de
I'AT. Le mode de détection du SOHAT est différentiel (A = Z90nm-420nm).
L'activite est exprimée par rapport @ I'activite dosée en présence d'une quantite
correspondante d'1gG provenant de sérums de lapins non traités.

V-E-2-c Anticorps et sérums snti-cytochromes P-450 hepatigues
de rats

Les anticorps paolyclonaux nous ont été fournis par Eoland wolf et
proviennent du laboratoire de Pharmacologie Moléculaire et de Métabolismes des
Kenobiotiques d'Edimbourg. 11s ont &te obienus aprés injection de la protaine
purifiée provenant de rats males Wistar chez le lapin (137). Ce sont :

- sous forme de sérums, les anti-cytochromes P-450 : PE 1a, PE 1b, PB
2c et PE 3a

- sous forme d'1g6 (anticorps polyclonaux) V'anti-cytochrome
P-450 PE 2a.

Les anticorps sont incubés 20 min & 5°C avec les microsomes. La
solution contenant le sysiéme engendrant le MADPH est ensuite ajoutée et
I'ensemble est reparti dans les 2 cuves UY. Le protocole expérimental est
ensuite inchange.

Y-E-2-d Sérum humain contenant les anti-LKMz
Le serum contenant les anti-LKMz est incubé 20 min & 5°C avec les

microsomes. La solution contenant le systeme engendrant le NADPH est ajoutee
et repartie comme précédemment.
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V-F RECONSTITUTION DES SYSTEMES ENZYMATIQUES PURIFIES

¥-F-1 Reconstitution du systéme des flavines monooxygénases

La flavine monooxygénase a &té purifiee & partir de foies de rais non
traités par Evelyne Rouer (146). 0,12 nmole (10 plj de flavine monooxygenase
sont incub&s 4 37°C pendant S min avec la solution contenant le systéms
engendrant 1e MADPH en présence de tampon tris 100 mM pH 8 contenant du
MgClz 10 mM.

- activité thiobenzamide-S oxydase : le thiobenzamide est ajouté en
solution dans CH3CH pour obtenir une concentration finale de 10-9M. On observe
l'augmentation de la DO & 370 nm, caracteristigue de la formation du
thiobenzamide-S-oxyde (147).

- Activite acide tiénilique hydroxylase - I'acide tiénilique est ajouté en
solution dans le tampon tris pour une concentration finale de 10-<M. On observe
I'évolution de 1a DO entre 600 et 370 nm comme décrit en V-D-2.

¥-F-2 Reconstitution du systéme des monooxygenases a
cyctochrome P-450

Les cytochromes P-450 et 1a cytochrome P-450 réductase utilisés nous
ont &té fournis par Roland wolf. |1s ont &té purifiés a partir de foies de rats
males ‘wistar au laboratoire de Pharmacologie Molaculaire et de Matabolisme
des Xenobiotigues d'Edimbourg (137). 0,025 mg de dilaurylphosphatidylcholine
en solution dans 5 pl de chloroforme sont déposés dans un tube et le CHClz  est
evapore sous un courant d'azote. On ajoute 0,2 nmoles de P-450 et 12 pl (2,3 u)
de cytochrome P-4350 réductase. Le tout est agité une minute au vortex et
préincubé & 37°C pendant 15 min. On compléte alors & 600 pl avec la solution
portee & 37°C de systéme produisant 12 NADPH dans un tampon tris HC1 SO mb
pH 7.4 pour obtenir une concentration finale de G6P 10 mM, GGPDH 2 u/ml et
MADPH 1mM. L'ensemble est agite au vortex 1 min puis réparti dans les cuves du
spectrophotometre (2 fois 300 pl). Aprés 2 min, le substrat est ajouté dans la
cuve echantillon. Les mesures de I'activité AT hydroxylase et SU hydroxylase se
font par la meéthode UY décrite préecédemment en %-D-2 (A = 390 nm,
temparature = 37°C)
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V-G OXYDATI!ON DE DIYERS THIOPHENRES PAR LES SYSTEMES HMODELES
DES CYTOCHROMES P-450 A METALLOPORPHYRINES

¥-G-1 Les produits utilisés

Y-G-1-a Les meétalloporphyrines @ les deux catalyseurs utilizas
Mn(TDCPP)(C1) et Fe(TDCPPICI) ont &t& synthetises au laboratoire par Mme. P
Battioni selon les techniques décrites par Wagner (217) et Lindsey (218).

Y-G-1-b Loxydant : Le CgFgl0 nous a ete  donng  par
lsabelle Arthsud. Le procédé de synthase est celui décrit par Traylor (183).
Le CgHsl0 a &té synthétisé au laboratoire par Jean-Pierre Lallier (219}

V¥-G-1-c Les substrats : Le benzolblthiophéne est commercial. Le

diphenyl-2,5 thiophéne nous a &té donné par Mme. Gharbi, Paris V1.

¥-6-2 Etude par CLHP de I'oxydation de 1'AT par CsFslO
catalysée par les métalloporphyrines

- protocole d'oxydation utilisant AT* : 100 nmoles d'acide tignilique
marquéa (2,5 pCi) et 10 pmoles (3,3 mg) d'scide tiénilique froid sont dissoutes
dans | ml d'acétonitrile dans lequel a &té préalablement solubilisé 0,5 pmole de
Mn{TDCPP}LC1) (0,45 mg). Le tout constitue 1a solution S. On ajoute 10,1 pmoles
de CgFgl0 (3,1 mg) & S. L'ensemble est agité & température ambiante. Apres S
minutes un aliquot de 50 pl est préleve et traité par 50 pl d'une solution de
MazSz0g 0,1M et de 10 pl d'une solution agueuse de pH 9 de SOHAT & 0,3 mg/ml.
Un deuxieme equivalent de CgFslO (10,2 pmoles) est ajoutdé 4 S et aprés 5
minutes on préleve un aliquot Sz Cette opération est répétée jusqud S
equivalents.

- shalyse des aliguots praleves @ 40 pl de chague aliquot sont injectés
sur une colonne en phase inverse chromascience type S55C (4,6%60mm) garnie de
nucleosil Cyg 5 p (ref. COG461835) et analysés selon 1a technique décrite en (2).
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- analyse du brut final : a la solution S ayant recu 5 Bquivalents de
CeFslD, on ajoute 0,5 ml de CHzClz. Ce meélange est alors extrait 4 1'eau
bicarbonatée O, 1M en MazSz0s. L'acide tienilique et ses produits d'oxydations
sont ainsi séparés de la porphyrine. La phase aqueuse est alors analysée par
CLHP dans les conditions décrites precédemment.

V-G-3 Etude des oxydations biomimétiques par RMN 1H

I prole de MR(TDCPPI(CI) (0,9 ma) est solubilisée dans 160 pl de COzCz.
On ajoute alors 20 umoles de substrat (6,6 mg d'AT) en salution dans 330 pl de
COzCH. Un premier spectre est alors enregistre. | aquivalent (6,1 mql, puis 2 et
encore 2 éguivalents de CgFsl0 sont ajoutés et 15 min aprés chague addition un
spectre est enregistre. Eventuellemant, un etalon interne est ajouté pour la
quantification (dioxanne en solution dans CDzCH).

¥-G-4 Caractérisation des produits d'oxydation obtenus par les
reactions d'oxydations catalysées par les
matalloporphyrines

¥-G-4-a Benzolblthiophéne sulfone (BTS02)

Dans un tube | pmole de Mn{TDCPPX}C1) (0,9 mg) est solubilisée dans 0,5
ml d'un mélange CHzCN/CH2Clz = 2/1. 20 pmoles (2,7 mg) de benzothiophéne
sont alors ajoutées ainsi que 100 pmoles de CgFsl0 {30 mg) en S fois pendant
15 min sous agitation. Apres 15 min & température ambiante, le solvant est
évapore et le mélange réactionnel est déposé sur une plague de silice. Aprés
elution par CHzCl2 on isole g sulfone avec un rendement de 61 & (2 mg).
CCM (CH2Cl2) Rf = 0,33, TF = 140°C. (T 1itt. = 143°C, 220).
BMM {CD3CM/CD2C1z = 3/1) . 7,63 {d,7Hz,1H) ; 7,52 {m,2H) ; 7,41 (d,7Hz, 1H); 7,30
(d,6,6Hz,1H) ; 6,60 (d,6,6Hz, TH).

4

Magse (IE) 166 (M*+, 47 Z); 137 (100 E).

Y-G-4-h Benzolbjthiophene sulfoxyde (BTS0)
Dans un tube regsrd, 5 pmoles de Fe(TDCPPICYH (4,5 mg) sont
solubilisées dans 2 ml de CHClz. 100 proles (13,5 mg) de benzothiophéne sont
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alors sjoutées ainsi que 100 pmoles (22 mg) de CgHsI0 en 4 fois pendant 10 min
sous agitation Aprés solubilisation de ce dernier, le chloroforme est evapore et
le mélange réactionnel est déposé sur une plague de silice. Aprés elution par un
mélange de CH2C12/CH30H (9/1) an isole e benzo(blthiophéne sulfoxyde avec un
rendement de 23 % (3 mg).

CCM (CHzC12/Me0H : 9/1): Rf = 0,57. Tr = 105°C.

RMM (CDClz) : 7,90 (d,6,5Hz,1H) ; 7,49 (m,3H) ; 7,20 (d,6,0Hz,1H) ; 7,07
{d,6,0Hz, 1H).

Masse {IC, MHz) : 284 (dimére, 10 &) ; 270 (dimére, 17 &), 253 (dimére, 70 &)
235 {dimere, 16 &), 184 (24 &), 168 (M+MH4*, 89 &), 151 (M+H*, 100 Z), 134 (2 P
%)

¥-G-5 Préparation d'échantillons authentigques pour la
caractérisation des produits issus de 1'oxydation par
les métalloporphyrines : sulfoxyde et sulfone du_ diphényl-2,5
thiophéne

A une solution de 50 mmoles (12,6 mg) de diphénylthiophéne dans 25 ml
de CHzClz est ajoutée goutte & goutte, sous agitation @ 0°C, une solution de 130
mmoles {26 mg) d'acide métachloroperbenzoique dans SO ml de CHzClz. Aprés
I'addition le mélange reactionnel est laissé 1 heure & 10°C. La solution est
filtrée pour eliminer 1'acide métachlorobenzoique.

On extrait par NaHCOz, 3x50 ml, puis on seche sur MazS04. Le brut de
réaction est évaporé et déposé sur une plague de silice (Merk F 254 - Imm) et
elué par CHzClz. On observe S bandes dont 2 majoritaires : Rf 0,6 jaune et Rf 0,2
incolare.

- diphenyl 2,5-thiophéne sulfoxyde (Rdt : 80 %)

CCM (CH2C12) : Rf = 0,20.
RMN (CDCIsz) : 7,92 (dd,3,0Hz,1,5Hz,4H) ; 7,56 (it 7,0Hz,1,5Hz,2H) ; 7,43
(dd,8,0Hz,7,0Hz, 4H) ; 7,14 (s,2H)
Masse (IC, NHz) : 270 (M+18, 2 8) ; 252 (M*, 1,5 %) ; 237 (100 %).
- diphényl-2,5 thiophéne sulfone (Rdt - 8 )

CCM (CH2Clz) : R = 0,70
_Pji DC1z): 7,78 (m,4H) ; 7,45 (m,BH) ; 7,09 (5,2H). Spectre en accord avec ls
erature (213].

Masse (IE): 265 (M, 24 ) ; 220 (29 ) ; 202 (4 Z) ; 102 (100 Z).

-
ol
ll" 4—*
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AMBEXE

ETUDE PRELIMIMAIRE DES EMZYMES IMPLIQUEES
DANS L'HYDROXYLATION EM 5 DU SUPRGFEN

L'étude de T'hydroxylation en S du suprofen réalisée en préssnce de
microsomes hepatigues de rats traites par differents inducteurs a oermiz de
preciser les points suivants ¢

- las farmes induitas par le phenobarbital semblent prendre en charge
majaritairement 'activité suprofen hydroxylasze
- les formes de cylochromes P-450 induites par le clofibrate ne

semblent catalyser que secondairement la réaction.

Malgré la structure aroyl-2 thisphéne commune, le suprofen et VAT ne
sembient donc pas pris en aharq;a par les memes cytochromes P-450. Pour
canfirmer cette diffarence de comportement, deux types d'etudes préceédemment

realisées dans le cas de VAT ont &té menées avec le suprofen.

D'une part, T'utilisation de cytochromes P-430 purifies de foies de
rats pour catalyser 1 hydroxylation du suprofen.
. Drautre part, V'effet d'AC anti-cytochrome P-430 sur l'activite SU
hydroxylase microsomale de rat.

Ces études restent trés preliminaires et sont insuffisanies pour .

di:d.r:- rminer les enzymes impliguees dans Thydroxylation du suprofan. Les
sultats obienus seront présentas en regard de ceux déjd mentionnés dans le

as de AT et analyses afin de mettre en évidence la spécificité de chague

substrat,

(|

Utilisation de cytochromes P-450 purifiés de foies de rats
gour cataluyser 'hydrogylation du suprofon.
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Lactivite suprofen hgdroxylase de 10 cytochromes F-450 ourifies (-
C-3-b} @ &t reconstituée en présence de dilaurylphosph :

e e

atid i:f. holine 21 de
Cy Tﬁ:‘.hrrimn F-450 reductase dans les mémes conditions que dans le cas de VAT,
Les resultats obienus :nnt préesentes tableau 27 Trois formes de cytochromes

P-d50 induites de fagon mineurs par is U"aF-nnuﬂrblial catalysent 1a reaction de

Lav]

facons sensiblement comparshles : les farmes PE 1a, FE 1b el de facon moindre,
FE 23 Lactivite marquée de 1a forme PB 2a dans 1g cas de ] huui #ylation de
I'AT n'est pas observee dans le cas de Uhydroxylation du suprofen. La forme PB

28 reconnait donc la structure de TAT de fagon préferentielle. Mais
contrairement 4 ce qus’ a 2t& obzerve dans | -
wdroxylation du suprofen. Les farmes P

cace 1'h
452 ne catalysent pas la reaction.

catalyse de facon eff

FB 3b, Mo 1b, UT1 &t F‘

Utilisation d'AC  anti-cuytochroms P-450 sur  Vactijviid
suprofen hydroxylase

Des anticorps diriges conire les formes PE ta, PB 1b, PB 2c et PE 3a
ont gtét tea sur Thydroxylation du suprofen catalysée par les microsomes de
foies de rats traités par le phénobarhital et le clofibrate. Les résultats obtenus
sont DI"ESEI 1tes tableau 28 et figure 49. Dans les deux types dinduction,
conformement aux résuliats obtenus avec les cytochromes P-450 purifés, les
gnti PE 2c et les anti PB 3a n'inhibent pas la réaction. Les anticorps anti PE 10
et anti PB 1a utilisés & 1a concentration de 20 yl de sérum/0,2 nmoles de P-430
inhibent  Thydroxylation de 1T'AT  catalysee par les rmicrosomes  PB
respectivement de 80 et 55 Z.

Ceci confirme donc 1a participation notable des formes PB laet PB 1b 3
13 réaction, observée en présence de P-450 purifié.

:‘t

Conclusian

L'activite suprofen hudroxylase est supportés @ par ls forme PE 2a, par
& Ib gui jouent un rdle majeur dans les microsomes de

+
i

enonartiial, =t par 1a forme

LJ.'

J'
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Tableau 27. Activité des cytochromes P-450 purifiés de foie de rat sur
U'hydroxylation du SU {2 10-4M).

F-420 suprofen hydroxylase
nmales/nmole P-450/min ;
PE 13 0,85
PE 1b 0,69
PE 28 0,4
PE 2c <0,01
PB 3a <0,01
PE 3b <0,01
MC 13 1,54
MC 1b <0,01
Ut <0,01
P-452 <0,01

Notes ¢f tableau 19,



Tableau 28. Effet des anticorps anti-cytochromes P-450 purifiés de
foie de rats sur 1I'hydroxylation du SU catalysée par les
microsomes hépatiques de rats traités par PB et CLO
exprimée en pourcentage de 1'activité obtenue en 1'absence

d'AC.
inducteur sérum |anti-PBla | anti-FB1b gnti-FB2c |anti-PB3a
contrile
Activite SU PB 90 45 20 108 100
hydroxylase CLO 108 62 6 108 116

cf. notes tshleau 22.SU 2 10~ 4M.
100 % =2,2(PB) ;1,6 {CLO) nmeles SOHSU/mq protéine/min.




E Activite

Suprafen
hydroxylase 11g.498
——% tomoin
100
PB1a
50 |
PB 1b
19 20 11 sérum/0,2 nmoles P-450
Z Activité
Suprofen
hyydroxylase
. . ig.49b
100
* témoin
e L PB1a
4 PB1b
2 20 1 sérum/0,2 nmoles P-450

FIGUREA49. Action des serums contenant les AC anti-PB 1a et anti-PB 1b sur
I'activite suprofen hydroxylase (SU 2 10-49M) des microsomes PE (figure 49a) et
des micrasomes CLO (figure 49b).

L'activite SU hydroxylase a été mesurée en présence des sérums témoins et des sérums contenant les
anti-PB 1a et anti-PB 1b (¥-E-2-C) selon la méthode UV décrite en ¥-D-2. Les microsomes
proviennent de rats traités par 1e CLO ou le PB selon ¥-C-2 {cf. notes tablesy 22).

- 100 % = 1,1 {fig.49a) ; 1 (fig.49b) nmoles SOHSU/nmole P- 450/ min.

- chaque point est la moyenne d'au moins 2 & 4 déter minations.



distingua de 'activité AT hydroxylase pour laquelle la forme MC 1a nintervient
pas.
Dans Ea fait que V'activité suprofen hydroxylase ne soit pas induite
par g 3} E contradiction n'est qu'apparente. Ce type d'effet est connu
dans ia litterature. Par exemple 'hydrogylation en position 2 de 'estradiol
est rafalc,l"?e de fagon 2quivalente par les cytochromes PE 2a et MC 13 en
systeme reconstitué Le traitement des rats par le 3MC entraine une
diminution de 1a forme PE 2a et une augmentation de la forme MC 13, 11 en

[y ]
'I'

resulte quiaucune induction de 'activite n'est observée dans les
microsomes {159
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Y1l- PRINCIPALES ABREYIATIONS UTILISEES

AC anticorps

ACE cf. Yill

ACHME cf Wl

ACPA cf. W

ALCFPP cr. Wil

AL acide laurigue

AT acide tignilique, cf. ¥l

BT benzolblthiophéne

fiMF fi-naphtoflavone

CBT cf. Wil

CLHP Chromatographia Liguide Haute Performance
cLo clafibrate

CRE 4316 cl. ¥l

DBET of VI

21 equivalent

E coefficiant d'extinction molaire
GEPDH glucose-6 phosphate deshydrogenase
Em constante de Michaelis

MET cf. VIl

HADH nicotinamide dinucléotide phosphate
MADPH nicotinamide dinucléntide phosphate réduit
FB phenobartital

PCHN cyano- 1 Ge. pregnenalong

SU suprofen, cf. Vil

3MC methyl-3 cholanthrene

SOHAT o1 vl

SOHCET cf. Wil

SOHMEBET cf WHI

S0HSU =
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Y1li- PRINCIPAUX COMPOSES ETUDIES :
STRUCTURES ET ABREVYIATIONS UTILISEES

cl Cl

4
- ACIDE TIENILIQUE Q\@ 0CH,COOH
I
(o]

Acide [dichloro-2,3 (thenoyl-2)-4] phenoxyacetique.
cl ¢l

S

- ACIDE HYDROXY-5 TIENILIQUE o /@ (@7 OCH,CO0H
I
o

Acide [dichloro-2,3 (hydroxy-S thenoyl-2)-4] phenoxyacétique.

- SUPROFEN @\ oo
I | "
Q

CH,

Acide [(thenoyl-2)-4] phenyl-2 propanoique.

- HYDROXY-5 SUPROFEN /@\ @
CH-COOH
HO S |
Il CH,
o]

Acide [(hydroxy~5 thenoyl-2) 4] phényl-2 propanoique

- PARACHLOROBENZOYL -2 THIOPHENE @\ C/QC'
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S50HAT

su

50HSU
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- HYDROXY-5 PARACHLOROBENZOYL-2 THIOPHENE
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HO S ﬁ
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Cl Cl
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- Acide (carboxy-4') phényl-2 propionique
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CH,

- Acide (carboxy-4' dichloro-27,3) phénoxy acetique
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- Acide dichloro-2,3 methoxy-4 benzoique
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