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Résumé

L'activation métabolique du benzothiophéne, de benzothiophénes substitués
et du thiophéne lui-méme, in vivo chez le rat et in vitro en présence de
microsomes hépatiques de rat, nous a conduit a la découverte d'une
nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne.

Le métabolisme in vivo du benzothiophéne conduit a la formation de deux
couples de métabolites majoritaires retrouvés dans les urines : A et A' et
B et B' (probablement deux couples de diastéréoisomeres) et trois
produits minoritaires, D, D' et E. Une analyse spectrale détaillée (UV-
visible, RMN 1H RMN 13C, SM, IR) montre que A et A' et B et B' sont
des acides mercapturiques correspondant respectivement a un sulfoxyde et
une sulfone de dihydro 2,3-benzothiophéne, substitués en position 3 par le
soufre de la N-acétylcystéine (via la conjugaison avec le GSH). Les
métabolites D et D' sont des produits de réduction de A et A' en sulfure.
Le métabolite E, retrouvé dans I'urine conservée durant quelques jours a
quelques semaines, est un produit de transformation de D et D', par
réaromatisation ou par oxydation a l'air.

Le métabolisme in vivo et in vitro du benzothiopheéne substitué en 2 par un
groupe p-chlorobenzoyl, subit deux réactions de métabolisme primaire :
une S-oxydation du noyau thiophéne et une réduction de la fonction
carbonyle en alcool. Les autres métabolites dérivent de ces deux voies.

Le métabolisme in vivo du thiophene lui méme conduit & deux métabolites
principaux. Le composé majoritaire 28, représente 30% de la dose
administrée. Le métabolite minoritaire 31, représente 2% de cette dose.
Toutes les études spectroscopiques (UV-visible, RMN I RMN 13¢, sMm,
IR) réalisées sur 28 sont en accord avec une structure de type sulfoxyde de
2,5-dihydrothiophéne substitué en 2 par le soufre de la N-acétylcystéine.
In vitro, le métabolisme oxydatif du thiophéne conduit a la formation de
31 et son isomere 32, des dimeéres du sulfoxyde de thiophéne (via une
réaction de Diels Alder). La formation in vivo de 28 ainsi que celle des
dimeres 31 et 32 sont deux preuves supplémentaires de la formation des

sulfoxydes de thiophéne comme métabolites réactifs des dérivés

thiophé&niques.
La découverte de cette nouvelle classe de métabolites réactifs, permet de

remettre en cause les résultats de la littérature sur le métabolisme des
dérivés thiopheéniques (passage par un époxyde, Bray et coll, 1971) et de
montrer que la réaction possible de ces sulfoxydes avec les nucléophiles
cellulaires devrait avoir des conséquences importantes en toxicologie.




Summary

The metabolic activation of benzothiophene, 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophene and thiophene itself, in vivo in rat and in vitro with rat
liver microsomes, leads to the discovery of a new class of reactive
metabolites, Thiophene sulfoxides.

The in vivo metabolism of benzothiophene affords two major couples of
metabolites in rat urine : A, A' and B, B', and three minor products D,
D' and E. The spectra analysis (UV, NMR 1H, NMR 13C, MS, IR) reveals
that A, A' and B, B' are mercapturic acid derived from benzothiophene
sulfoxide or benzothiophene sulfone. These metabolites are formed by
conjugation with glutathione and further processing to 3-S-(N-
acetylcysteinyl)-2,3-dihydrobenzothiophene sulfoxides or sulfones. The
other metabolites D and D' are derived from A and A' by non-enzymatic
reduction. The last product E was found in old urine and resulted from D
and D' by rearomatisation.

The in vivo and the in vitro metabolism of 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophene undergoes two major pathways : the S-oxidation of the
thiophene ring and the reduction of the carbonyl group into an alcohol.
The others metabolites are derived from a combination of these two
pathways.

The in vivo metabolism of thiophene itself leads to two metabolites : the
major metabolite 28 represents about 80% of the total radioactivity and
30% of the administred dose. The minor metabolite 31 represents 2% of
the administred dose. A detailed analysis of its UV, NMR 1H, NMR 13C,
mass and infra-red spectra shows that 28 is a 2-S-(N-acetylcysteinyl)-2,5-
dihydrothiophene sulfoxide.

In vitro the metabolism of thiophene leads to 31 as the major metabolite,
and its isomer 32 (minor metabolite). 31 and 32 are dimers of thiophene
sulfoxide resulting from a Diels Alder condensation.

The formation in vivo of A, A' B, B' and 28, and in vitro of 31 and 32
provides evidence for the intermediate formation of benzothiophene
S-oxides and thiophene S-oxides as reactive metabolites.

This new class of reactive metabolites contradicts the earlier studies of
Bray and al (1971) which suggests that thiophene derivatives are
metabolized via an epoxide route. The possible reaction of thiophene
sulfoxides with cellular nucleophiles should be of great consequences in

toxicology.
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne

CHAPITRE PREMIER
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METABOLISME DES XENOBIOTIQUES
ET ACTIVATION TOXIQUE :

0 00000000000 EOOSSEDOOECOSOSSS

1- Introduction

De toutes les relations que nous entretenons avec l'environnement,
I'exposition aux xénobiotiques retiendra notre attention dans le travail qui
va suivre. Ces molécules, dites xénobiotiques, constituent un grand
nombre de substances étrangeres qui pénetrent et agressent notre
organisme quotidiennement. L'étude de leur élimination révele que seule
une fraction de la dose initiale est retrouvée intacte dans les urines ou les
féces, le reste étant sous forme de métabolites. L'existence de ce
métabolisme répond a deux impératifs qui sont la nécessité d'une
élimination rapide et le besoin d'une détoxification; en effet les
métabolites plus hydrophiles que leurs parents autorisent une meilleure

clairance urinaire (figure 1-1).

Sous le terme de xénobiotiques, on regroupe l'ensemble de substances qui

se différencient des composés endogénes de notre organisme (protéines,
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lipides, glucides ou vitamines ubiquitaires...) comme une toxine fungique,
un alcaloide végétal, un alcool issu de la fermentation mais aussi un
médicament, un édulcorant, un polluant industriel ou un pesticide. A
partir de leur administration, ces molécules étrangeéres se répandent dans
I'organisme et, pour les plus hydrophobes d'entre elles , la membrane
cellulaire ne constitue pas une barriere efficace. La cellule réagit a cette
intrusion de molécules en faisant intervenir le syst¢éme multi-enzymatique
de détoxification cellulaire. Ce systéme enzymatique doit prendre en
charge une multitude de molécules le plus souvent hydrophobes et peu
fonctionnalisées. Il réalise ainsi des biotransformations peu spécifiques.
fréquemment au cours de ces processus des entités réactives apparaissent.
Elles sont a l'origine du pouvoir toxicogéne, qu'il s'agisse d'un stress
oxydant, d'un vieillissement cellulaire, d'une réponse immune, de
tératotoxicité ou d'oncogenese. On parle d'activation métabolique,

encore appelée bioactivation ou toxication.

Certains médicaments apres leur arrivée sur le marché et malgré une
étude toxicologique préalable sérieuse, provoquent parfois des cas de
toxicité aigué€ chez I'nomme. On pense que ces phénomenes sont dus a la
formation de métabolites réactifs toxiques dans des conditions
métaboliques particulieres. Cependant, les médicaments n'ont pas (sauf
exception) les caractéres génotoxiques (non aigu) mis en évidence pour
certains dérivés polycycliques aromatiques. Leur action se situe plus
fréquemment sur d'autres cibles moléculaires (protéines, lipides, etc...).
L'effet toxique se manifeste alors par des nécroses cellulaires
(hépatotoxicité directe, toxicité pulmonaire et rénale, etc...). Parfois
l'effet toxique est retardé, di a un pheénomeéne immunoallergique encore

mal compris, bien qu'on pense que I'activation toxique provienne dans ce



cas de la fixation d'un hapténe sur un constituant cellulaire qui devient

immunogene.

La stratégie d'étude employée est la suivante :

-On recherche les métabolites primaires du médicament et on analyse
si, lors de leur formation , il peut exister des intermédiaires réactifs. On
étudie la toxicité et Il'activité pharmacologique des métabolites ou
d'authentiques de synthese.

-On recherche si le médicament réagit in vitro avec les constituants
cellulaires, on regarde ses effets sur les cultures cellulaires et enfin on
réalise des tests in vivo. La démonstration d'une fixation covalente est une
preuve de l'existence d'un intermédiaire réactif.

-On étudie in vivo et in vitro si des modulations des systémes
"d'activation toxique" modifient la toxicité ou la quantité de fixation
covalente.

Cette stratégie d'étude a déja été employée par divers groupes. En
particulier, le groupe de Gillette au N.LLH a contribué a fonder les bases
avec les études du métabolisme du paracétamol, de la phénacétine et du

furosémide (Gillette et coll, 1976).

Dans le cadre d'une étude sur I'hépatite toxique d'origine médicamenteuse
et plus particulierement celle liée a 1'acide tiénilique (Diflurex®),
(diurétique et uricosurique, portant dans sa structure un noyau thiophene),
nous nous sommes proposés d'étudier le métabolisme des dérivés du
thiophéne, pour essayer d'établir les différentes voies métaboliques de
formation des métabolites réactifs. Notre étude a été menée in vivo et in
vitro et a concerné le benzothiopheéne, les benzothiophénes substitués et

enfin le thiophéne lui-méme.



1-1-Historique

Dés le 19€me sigcle, des chercheurs s'emploient & comprendre et 2
expliquer de nombreuses réactions du métabolisme des composés
exogenes. Comme le rapporte F. P. Guengerich dans une de ses revues
(Guengerich, 1990a), c'est en 1784, selon Williams, que Rouelle isole
l'acide hippurique (N-benzoylglycine) dans I'urine de bovins (Williams,
1959). En 1842, Keller démontre que ce composé résulte de la
conjugaison de l'acide benzoique ingéré avec la glycine (Keller, 1842).
En 1867, Schultzen et Naunyn montrent que chez le chien et chez
I'homme, le benzéne subit une oxydation en phénol, retrouvé dans les
urines (Schultzen et Naunyn, 1867). En 1879, Schmeideberg et Meyer
caractérisent un glucuronide excrété. Des études dans les laboratoires de
Baumann et Jaffé indiquent la formation d'acides mercapturiques qui,
nous le savons a présent, proviennent de la dégradation de produits de
conjugaison avec le glutathion (Baumann et Preusse, 1879; Jaffé, 1879).
Cependant, les grandes découvertes concernant le métabolisme des
xénobiotiques précedent de loin celles des protéines impliquées dans ces
biotransformations. En effet, ce n'est qu'en 1955 que les études d'Axelrod
(Axelrod, 1955) et Brodie (Brodie et coll., 1955) révelent l'existence, dans
le réticulum endoplasmique hépatique, d'un systéme enzymatique capable
de convertir différents médicaments et composés aromatiques en produits
plus polaires en présence de NADPH, d'ions Mg2+, de glucose-6-
phosphate, de glucose-6-phosphate deshydrogénase et d'oxygene
moléculaire. La méme année (1955), Mason et collaborateurs, Hayaishi et
collaborateurs, mettent en évidence l'existence d'enzymes capables
d'insérer un ou deux atomes d'oxygéne dans des substrats. En 1958,
Klingenberg et collaborateurs, Garfinkel et collaborateurs, identifient
dans des microsomes hépatiques de cochon et de rat, un pigment réductible

par le NADPH et le dithionite et présentant une bande d'absorption dans le
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visible & 450 nm apres fixation de monoxyde de carbone. Ce pigment est
ensuite caractérisé par Omura et Sato en 1964, comme étant une

hémoprotéine. Elle est alors appelée cytochrome P450 .

En 1968, 1'équipe de Coon purifie avec succés un P450 de lapin impliqué
dans I'hydroxylation d'acides gras (Lu et Coon, 1968), 1'équipe de
Gunsalus isole une forme bactérienne, le P450cam (Katagiri et coll.,
1968). Depuis la purification de ces premiers P450s dans les années 1970,
le développement rapide de technologies nouvelles et puissantes ces
derniéres années, comme la biologie moléculaire, ont permis a la
recherche dans le domaine des P450s de prendre un essor considérable. Il
devint alors possible d'appréhender la compléxité de ces enzymes a
différents niveaux : multiplicité des isoformes, diversité des mécanismes
de catalyse enzymatique, des substrats métabolisés, des mécanismes de
régulation, diversité de l'expression et des activités catalytiques.
Aujourd'hui, les P450s suscitent l'intérét croissant de nombreux
chercheurs travaillant dans des domaines aussi vari€s que la toxicologie, la
pharmacologie, la chimie, la biologie cellulaire, la génétique moléculaire,
I'endocrinologie, l'anesthésiologie, la nutrition, la pathologie, la
cancérologie. Pourquoi? Probablement parce que les P450s jouent un rdle
majeur dans le métabolisme d'une variété impressionnante de composés.
Certains catalysent de maniere trés spécifique 1'oxydation de substances
endogenes physiologiquement importantes comme les stéroides, les acides
gras, les prostaglandines, les leucotriénes, les vitamines lipo-solubles.
D'autres catalysent de maniére beaucoup moins sélective, celle des
xénobiotiques comme les médicaments, les cancérogenes, les anesthésiques,
les alcools, les solvants organiques, les pesticides, les antioxydants, les

polluants de 1'environnement.



Notons que le terme de "cytochrome P450" a désormais été abandonné par
le Comité de nomenclature de 1'Union Internationale de Biochimie
(Nomenclature des protéines de transfert d'électrons, Recommendations
1989, Eur. J Biochem. (1991), 200: 599-611), la définition appropriée

pour ces enzymes est désormais "protéines a héme thiolate".

1-2 Les enzymes impliquées dans le métabolisme des
xénobiotiques

De nombreux composés exogénes (xénobiotiques) et parmis eux, les
médicaments, sont trop souvent hydrophobes pour étre facilement
éliminés par l'organisme. La plupart des étres vivants disposent de
systemes enzymatiques de détoxification capables de transformer ces

composés en métabolites hydrosolubles, facilement éliminables par la bile

ou l'urine.

Le foie est l'organe principal impliqué dans ces mécanismes de
détoxification et plus particuliecrement 1'hépatocyte. Les composés
hydrophobes pénétrent a l'intérieur de la cellule hépatique, grace a leur
grande solubilité dans la fraction membranaire lipidique. Une fois rentré
dans la cellule, I'agent chimique va subir des processus de détoxification
classiquement divisés en deux phases (figure 1-2) :

-Les enzymes de la phase I, ou encore dite phase de
fonctionnalisation. Deux classes majeures d'enzymes interviennent dans
la phase I, du processus de détoxification. Ce sont les monooxygénases a
P450 (Cf 1-2-1) et les flavines monooxygénases (Cf 1-2-2). Le produit
stable de la réaction est généralement plus hydrophile (Hamill et Cooper,
1984) que la molécule de départ et peut étre aprés conjugaison, éliminé

plus aisément par l'organisme (Dutton, 1971; Dodsgon, 1977).



-Les enzymes de la phase II ou enzymes de conjugaison, qui rendent

le substrat encore plus hydrophile et donc facile a éliminer, en le couplant

a des groupements plus hydrophiles.

Phase I Phase 11 oL
RH » ROH » ROR'— Elimination
Fonctionnalisation Conjugaison
Figure 1-2

Enzymes de phase I et de phase II :
Bilan global de fonctionnalisation, de conjugaison et d'élimination d'un éxogene

RH : substrat hydrophobe, ROH : substrat hydroxylé, ROR' : substrat conjugué

1-2-1 Les monooxygénases a cytochrome P450

Les monooxygénases a cytochrome P450 sont des systemes
multienzymatiques qui activent 1'oxygeéne moléculaire et conduisent a
l'incorporation de I'un de ses deux atomes au niveau d'un substrat.

Le bilan de 'oxydation d'un substrat RH catalysé par une monooxygénase

est le suivant :

: P450
RH +2¢ + 2H" + 0 —————»  ROH + H20

Le cytochrome P450 doit son nom & la position du pic d'absorption a 450

nm (bande de Soret) qui apparait sur le spectre UV-Visible du complexe




cytochrome P450 réduit-CO. La nature cytochromique de ce pigment fut
démontrée quelques années apres la découverte de I'enzyme, de méme que
sa participation a des réactions monooxygénasiques (Omura et coll, 1964a;
1964b; 1978). Cette caractérisation a été contemporaine d'une autre
découverte importante : 1'augmentation in vive des activités hydroxylantes
des microsomes hépatiques sous l'action de certains agents chimiques
inducteurs, comme le phénobarbital et les hydrocarbures aromatiques

polycycliques (Conney et coll, 1957; Conney et coll, 1967).

1-2-1-1 Structure et fonction des monooxygénases a cytochrome P450
Les monooxygénases a cytochrome P450, doivent leur activité a quatre
€léments essentiels :

-Le cytochrome P450 qui est une hémoprotéine (figure 1-3-A). Il est
constitué d'une seule chaine polypeptidique et d'un groupe prosthétique
(Mansuy, 1981). Il existe une trés grande analogie structurale dans cette
famille d'enzymes. Les isoenzymes différent alors par leur composition en
acides aminés. Leur poids moléculaire se situe entre 45.000 et 60.000 Da.
La fonction principale consiste a activer 1'oxygene moléculaire pour en

inserer un atome dans un substrat.

L'héme est constituée d'une protoporphyrine IX de fer (figure 1-3-B) et
se trouve dans une cavité de la protéine, isolé du milieu aqueux. Une
portion de cette cavité est particulierement hydrophobe, elle constitue le
site actif sur lequel vont se fixer les substrats. Le ligand thiolate constitue
une particularité du P450 par rapport aux autres hémoprotéines. Cette

particularité semble li€ée a la fonction de monooxygénation des P450s.
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Figure 1-3

Présentation schématique des cytochromes P450S (A) (d'aprés
Mansuy, 1981) et de la protoporphyrine IX du fer (B) (d'aprés
Koch et coll, 1975; White et Coon, 1980)
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-Les réductases des monooxygénases a P450 :
-La NADPH cytochrome P450 réductase : un systeme de transfert des
électrons du NADPH au site d'activation de I'oxygeéne (White et Coon,
1980) (figure 1-4). Il s'agit le plus souvent d'une flavoprotéine, la
NADPH cytochrome P450 réductase. C'est une enzyme qui assure le
transfert au cytochrome P450 des électrons provenant du NADPH. Au
niveau hépatique cette enzyme microsomale est une flavoprotéine d'un
poids moléculaire de 80 000 Da. Sa purification a partir du foie et ses
propriétés ont été décrites par Strobel et coll. en 1978. Elle ne contient
pas de métaux, mais deux cofacteurs flaviniques : la flavine
mononucléotide (FMN) et la flavine adénine dinucléotide (FAD) (1 mole

de chaque cofacteur/mole d'enzyme) (Digman et coll, 1975 (figure 1-4)).

-Le cytochrome bS5 : Dans certains cas une deuxieme protéine, souvent
couplée au cytochrome P450, transfére directement des équivalents
réducteurs au P450. Le cytochrome bS5 peut étre réduit par 1'une ou
l'autre des deux flavoprotéines, la NADPH cytochrome P450 réductase ou
la NADH cytochrome b5 réductase.

Le cytochrome b5 est une hémoprotéine présente dans le réticulum
endoplasmique, mais également dans les mitochondries. Sa purification a
partir des microsomes de foie ainsi que ses propriétés sont décrites
(Strittmatter, 1967). Bien que possédant comme le cytochrome P450 un
atome de fer lié aux quatre noyaux pyrrole de 1'héme, celui-ci est
incapable de fixer des ligands comme l'oxygéne ou l'oxyde de carbone. En
effet, les deux positions de coordination du fer, contrairement a celles du
cytochrome P450, sont occupées par des atomes de la protéine. Il ne
posséde aucune activité catalytique connue a ce jour et sa concentration

cellulaire reste inchangé aprés traitement par des inducteurs.
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Figure 1-4

Schéma des différentes protéines du complexe
monooxygénasique dans la membrane du réticulum
endoplasmique hépatique, (d'aprés White et Coon, 1980).
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-Des lipides : Les lipides sont indispensables au fonctionnement
catalytique du systeme oxydatif des microsomes (Lu et coll, 1969a et
1969b). La phosphatidylcholine en est le composant majeur (55%). Bien
que le mécanisme de 1'effet des lipides sur l'activité du systéme ne soit pas
bien connu, il semble qu'ils facilitent la formation du complexe substrat-
cytochrome P450 ainsi que le transport des électrons entre la NADPH-
cytochrome P450 réductase et le cytochrome P450 (Strobel et coll, 1970).
De plus, il est probable que les lipides aient un réle protecteur et
stabilisateur du cytochrome P450. En effet, lorsque ce dernier est isolé de
la membrane microsomale et solubilisé, il peut se dénaturer rapidement en
cytochrome P420. Les lipides minimisent cette conversion. Les détergents
non ioniques, par leur structure physico-chimique, peuvent lorsqu'ils sont
liés au cytochrome P450, jouer ce méme role protecteur et assurer le
fonctionnement catalytique du systéme oxydatif reconstitué (Lu et coll,

1979). Les lipides modulent aussi la fixation du substrat sur le cytochrome

P450 (Coon et coll, 1976).

Cycle catalytique des monooxygénases a P450 (Figure 1-5)

Depuis de nombreuses années, la chimie des P450s a fait I'objet d'intenses
recherches dans un grand nombre de laboratoires. Des études
mécanistiques réalisées sur le P450cam (Poulos et coll, 1991; Sligar et
coll, 1991) et sur des modeles biomimétiques a base de
métalloporphyrines (Mansuy et coll, 1987a, 1989) ont permis de mieux
comprendre les mécanismes de catalyse des P450s et notamment la
caractérisation des complexes intérmédiaires du fer impliqués dans
l'activation de I'oxygéne moléculaire et dans I'oxydation des substrats. Un
schéma mécanistique général a pu étre proposé pour l'ensemble des
réactions catalysées par les P450s (White et coll, 1980; Ortiz de
Montellano, 1986; Mansuy et coll, 1989; Guengerich et coll 1992a).
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Figure 1-5

Cycle catalytique du cytochrome P450

R est le substrat, RO sa forme oxydée; la poche de I'héme et le site de
fixation du substrat sont schématisés dans le complexe (B); Le composé

AQO est un donneur d'atome d'oxygeéne dans le cycle court du cytochrome
P450, (D'apres Mansuy, 1981)
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Au repos (A), en absence de substrat, le cytochrome P450 est a 1'état
oxydé Fe(III) et il est en général en équilibre entre deux formes : la forme
bas-spin, correspondant & un complexe hexacoordiné du Fe (III)
comportant deux ligands axiaux, le cystéinate et probablement une
molécule d'eau. La forme haut-spin correspondant a un complexe
pentacoordiné, avec comme unique ligand axial le cystéinate.

L'étape initiale est la fixation du substrat RH sur le site hydrophobe de la
protéine. L'intéraction du substrat avec la forme bas spin (S=1/2)
provoque une modification conformationnelle de 1'apoprotéine et le
passage a I'état spin élevé (S=5/2) (B). A ce niveau, les variations
spectrales induites par le substrat RH permettent d'étudier par
spectrophotométrie différentielle, le type d'intéraction du substrat avec le
site actif du cytochrome P450. En effet de la transition bas-spin, haut-spin
du Fe(III) de I'héme, résulte un spectre de type I qui présente un
minimum a 420 nm et un maximum a 390 nm.

Le complexe B (enzyme-substrat) est alors réduit au cours de cette

deuxieme étape du cycle catalytique en un complexe pentacoordiné du fer

D (C).

La troisieme étape est la fixation réversible de 1'oxygeéne sur le site de
coordination vacant du fer (II) pour former 1'oxycytochrome P-450, ou
le complexe oxygéné du fer (D) qui peut aussi étre décrit comme un
complexe superoxo du fer (III) (Collman et coll, 1976). L'arrivée d'un
deuxiéme électron provenant du NADPH (ou NADH si la catalyse se fait
par le cytochrome b5), conduit alors a l'entité active du cycle catalytique :
un complexe peroxo du fer (III), complexe a oxygene actif (E) qui s'écrit
sous les formes suivantes : P450 Fe (III)(022-) ou P450 Fe (III)-O-O-. 11
est actuellement admis que c'est le Fe (V)=0 (F) a haut degré d'oxydation

qui transfere son atome d'oxygeéne sur le substrat, le deuxiéme atome
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d'oxygeéne est éliminé sous forme de HpO (Mansuy et coll, 1981).
L'insertion d'un atome d'oxygene de l'entité réactive vers le substrat et
la dissociation du produit permettent la régénération du P450 natif a I'état
initial de fer ferrique (Fe(IIl)) (étape A). Le mécanisme généralement
admis pour l'hydroxylation d'un substrat par le P450 implique
lI'abstraction d'un atome d'hydrogéne ou d'un électron du substrat noté
RH, générant un radical et l'insertion de l'atome d'oxygeéne par

recombinaison radicalaire (figure 1-6) :

[Fe(v)=0:l<—>l:|=e(|v)-02l +RH —bliFe(lV)-OH + RZ, —Fe(lll) + ROH

Figure 1-6

Mécanisme général d'hydroxylation d'un substrat par les monooxygénases a P450

Le cycle catalytique du cytochrome P450, peut aboutir a d'autres produits
en cas d'absence de molécules de substrat adéquat (Parkinson et coll,
1986); ainsi 1'oxygene 1ié au P450 peut étre réduit en superoxyde, en
H7207 ou en H7O. D'autre part, plusieurs travaux ont montré que les
diverses oxydations, catalysées par le cytochrome P450, pouvaient étre
réalisées en remplagant in vitro le systtme NADPH/O9 par des agents
oxydants donneurs d'atomes d'oxygéne, comme par exemple des
hydroperoxydes, (ROOH), des peracides (RCOOOH), des anions oxygénés
(ClO2~, 104°) des iodosoarenes(ArIO).

Il existe donc deux cycles catalytiques, au cours desquels se forme la

méme entité active P450 Fe (V) =0 :

16



-Un cycle court (non physiologique) utilisant in vitro un donneur

d'atome d'oxygene en absence de NADPH/O».
-Un cycle long, qui intervient in vivo et également in vitro.

En raison de sa forte réactivité, le complexe a oxygene actif est 1'un des
oxydants les plus efficaces connus en chimie ou en biochimie. II est
capable d'hydroxyler toute une gamme de composés, y compris les plus
inertes, comme les alcanes.
Dans les conditions biologiques, le complexe cytochrome P450 Fe (II),
trés enrichi en électrons par le ligand thiolate, lui confeére par ailleurs une
activité réductrice particulierement vis a vis des dérivés halogénés,

ArNOj, N-oxydes, etc.....

1-2-1-2 Distribution des monooxygénases a P450,

Les cytochromes P450 se trouvent chez les mammiferes, chez les
crustacés, les poissons, les amphibiens, les oiseaux et les insectes ( Creaven
et coll, 1967; Strittmatter et coll, 1969; Morello et coll, 1971; Pohl et coll,
1974). Ils existent aussi chez les végétaux supérieurs tel que le sorgho et le
germe du blé (Murphy et West, 1969; Potts et coll, 1974) et chez les
microorganismes tel que Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Pseudomonas putida (Lindenmayer et Smith, 1964). En outre chez les
mammiferes, il semble s'agir d'une protéine ubiquitaire puisqu' elle a été
mise en évidence dans de trés nombreux tissus (Ciaccio et Devera, 1976).
Le foie est l'organe qui a la concentration la plus élevée en cytochrome
P450 : 0,8 a 1,0 nmole/mg de protéines dans les microsomes de foie de
rat. Les cytochromes P450 se trouvent répartis a differents niveaux de la
cellule : le réticulum endoplasmique lisse et rugueux (microsomes), la
membrane nucléaire et les mitochondries. Les cytochromes P450
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques sont principalement

localisés dans les microsomes. Par contre dans le cortex surrénalien,
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certains cytochromes P450 assurant principalement 1'hydroxylation des
stéroides se trouvent dans les mitochondries (Dubois et coll, 1981), ceux
assurant principalement le métabolisme des xénobiotiques se trouvent dans

les membranes microsomales (Kupfer et coll, 1981).

Les cytochromes P450 sont localisés a des quantités treés variables, dans
une grande variété d'organes autres que le foie. Ils ont été décrits dans le
cerveau, les surrénales, les reins, les testicules, les ovaires, le placenta,
l'intestin, le poumon et la peau. Il va sans dire que ces deux derniers

organes sont les plus exposés a l'environnement chimique et aux

différents agents exogenes.

La concentration en cytochrome P450 des microsomes du cerveau de rat

par exemple et de 'ordre de 0,03 nmole/mg de protéines (Marietta et coll,

1980) .

Provenant du reticulum endoplasmique aprés homogéinisation et
centrifugation de la cellule (voir partie expérimentale), de petites
particules ont été obtenues pour la premiére fois par Claude, en 1938 et
nommées microsomes en raison de leur petite taille (200 nm en moyenne).
Les microsomes sont considérés comme des équivalents biochimiques du
reticulum endoplasmique. En plus des cytochromes P450, les microsomes
hépatiques renferment un grand nombre d'enzymes impliquées dans le
métabolisme des xénobiotiques. Les préparations microsomales demeurent
un systeme relativement facile a mettre en oeuvre, pour étudier in vitro le
métabolisme des xénobiotiques et pour évaluer le pourcentage en
cytochrome P450, du contenu protéique total des microsomes hépatiques

de rat, trait€ par un inducteur tel que le phénobarbital par exemple.
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1-2-1-3 Induction des monooxygénases a P450

Certains facteurs qui affectent la biotransformation des xénobiotiques sont
intrinseéques a l'organisme. Citons par exemple, 1'dge, le sexe ou la

maladie. Nous nous intéresserons ici aux facteurs exogenes.

Par un phénomene commun a l'homme et a la bactérie, 1'organisme
s'adapte aux changements de son environnement en augmentant
sélectivement son contenu cellulaire en une ou plusieurs protéines bien
déterminées. Ce processus est connu sous le nom d'induction. Le fait que
le cytochrome P450 des cellules de mammiferes puisse étre induit par
l'exposition a un xénobiotique a ét€ découvert il y a trente ans (Conney et
Remmer, 1967). L'administration a un animal de laboratoire de certaines
substances inductrices provoque une augmentation spectaculaire de la
biotransformation hépatique avec : une augmentation de la concentration
hépatique et une modification des propriétés spectrales et catalytiques des
cytochromes P450. En fonction des caractéristiques structurales et des
modifications apportées au systeme des cytochromes P450, cinq grandes

classes d'inducteurs ont été identifiées a ce jour (Figure.1-7).

-Le phénobarbital (PB).

Le phénobarbital et d'autres composés sont capables d'augmenter 1'activité
des P450s 2A, 2B(2B1, 2B2), 2C6, de rat, mais également celle de certains
P450s 3A (3A1, 3A2). Remarquons que d'autres enzymes impliquées dans
le métabolisme des xénobiotiques comme la NADPH cytochrome P450
réductase, l'aldéhyde déshydrogénase, 1'époxyde hydrolase, 1'UDP-
glucuronyl transférase et plusieurs glutathion S-transférases sont aussi

induites.
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Inducteurs classiques des cytochromes P-450 chez
L'animal de laboratoire. Certains inducteurs ont servi
a la réalisation de ce travail.
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-Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HPA).
Le 3-méthylcholanthréne, le TCDD (2,3,7,8-tétrachlorobenzodioxine), la
B-naphthoflavone, le benzo(a)pyréne induisent le P450 1A1 chez le rat et la

souris.

-Les stéroides et les antibiotiques macrolides

L'induction d'une forme de P450 par la trioleandomycine a été découverte
pour la premiére fois par Pessayre et coll en 1981. Apres l'induction de
P450s par d'autres glucocorticoides tels que la déxaméthasone et des
antiglucocorticoides tels que la prégnénolone a été montrée (Wrighton et
coll, 1985). Ces P450s induits sont de la famille 3A(3A1 et 3A4, ) (Sartori
et coll, 1985; Mansuy et coll, 1993). D'autres antibiotiques macrolides
comme le triacétate d'oléandomycine, 1' érythromycine ou la rifampicine

induisent la méme forme de P450s (Watkins et coll, 1985).

-Les agents hypolipidémiants

Le clofibrate augmente 1'expression des formes de la sous-famille 4A
impliquées dans I'm-oxydation des acides gras. Le rdle du récepteur au
proliférateurs de peroxisomes, dans l'induction des P450s 4A, par le
clofibrate, a été étudié sur la forme 4A6 de lapin (Muerhoff et coll,

1992) et 4A1 de rat (Gibson, 1992).

-L'éthanol

L'éthanol mais aussi I'acétone, le benzéne, 1'imidazole (et ses dérivés),
lisoniazide ainsi que le jeine induisent le P450 2E1. Chez les rongeurs,
le P450 2E1 induit est régulé de maniére post-transcriptionnelle par un
processus de stabilisation de la protéine.

A coté des formes inductibles, d'autres formes (notamment les P450 :

2C8, 2C9 et 2C10 chez I'homme, 2C11, 2C13 chez le rat male; 2C12 et
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2C13 chez la ratte (Waxman.D.J, et coll, 1985) ne possédent pas

d'inducteurs spécifiques connus a I'heure actuelle.

La plupart des connaissances sur les mécanismes d'induction proviennent
des expériences sur 1'animal de laboratoire. Chez I'nomme, le phénomeéne
d'induction existe mais son étude se heurte a la nécéssité d'employer des
méthodes peu invasives telles que le dosage urinaire du 6f3-hydroxy-

cortisol, marqueur du contenu hépatique en P450 3A (Ged et coll, 1989).

1-2-1-4 Multiplicité des monooxygénases a P450 (tableau. 1-1).

Sur la base des résultats d'alignement de sequences protéiques de P450s,
Nelson et Strobel proposent en 1987 un arbre phylogénétique a partir
duquel un mécanisme d'évolution fit suggéré. Les P450s constituent une
famille supergénique et dériveraient d'un géne ancestral commun, datant
de 3,5 milliards d'années (Gonzalez, 1991b). Les premiers P450 seraient
localisés dans les bactéries, les levures et les plantes, probablement
impliqués dans le métabolisme des stéroides comme le cholestérol, pour
maintenir I'intégrité et la structure des membranes biologiques. Beaucoup
plus récemment, apparaissent les enzymes de biotransformation des

composés exogenes lors des derniers 100 a 500 millions d'années.

Différents facteurs semblent étre responsables de 1'émergence ou de la
disparition de nouvelles formes des P450s au sein d'une méme espece : les
phénomenes de duplication génique et la nécessité pour chacune des

especes de se défendre contre de nouvelles molécules toxiques de

I'environnement,
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Tableau. 1-1: Nomenclature, classification et multiplicité des
génes des cytochromes P450 de différentes especes animales.

(Les génes et les protéines ont la méme nomenclature, sauf que celle des
génes est écrite en "italiqgue” (d'aprés Nelson et coll, 1993)).

Désignation des génes ou des Espéce animale correspondante
protéines de P450

CYP 1Al Rat, Souris, Lapin, homme
CYP 1A2 Homme, Rat, Souris, Lapin
CYP 2A1 Homme, Chien, Rat

CYP 2A2 Rat

CYP 2A4 Souris

CYP 2A5 Souris

CYP 2A6 Homme

CYP 1Bl Lapin

&YP 182 Lapin

CYP 281 Rat

CYP 2B2 Rat

CYP 2B4 Lapin

CYP 2Bl11 Chien

CYR 202, 203, 205 Lapin

CEP 206, U7 Rat

CYP 208, 209, 2C185, 2C19 Homme

GrP.2C11, 2614, 2613 Rat

CYP 2D6 Homme

cCYrP ZEl1 Homme, Rat, Lapin

C¥P 2E2 Lapin

cyp 2F2 Souris

CYP 201 Lapin

CYP 3Al, 3A2 Rat

CYP 3A3, 3A4, 3A5, 3A7 Homme

CYP 3A6 Homme, Lapin

CYP 3A8 Singe

CYP 4A1, 4A2, 4A3 Rat

CYP 4A4, 4A5, 4A6, 4A7, 4B1 Lapin
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La grande variété de substrats métabolisés par les P450s et le caractere
inductible de certainsP450s, a permis de postuler I'existence de familles
d'isoenzymes qui ont pu €tre par la suite caracterisées et clonées, et dont la
liste continue de s'accroitre. Chaque cytochrome P450 est codé par un
géne différent (revues Nebert et coll, 1987; 1989; 1991). Durant les cinq
derniéres années, plus de deux cents ADN complémentaires pleine
longueur ont été clonés, dont environ une trentaine chez 'homme. Comme
pour chaque champ de recherches et d'activités intenses, plusieurs
nomenclatures ont été proposées pendant ces dix derniéres années,
décrivant toutes des protéines apparemment identiques (Michael et coll,
1990). Récemment, une classification rationnelle a été proposée, dans
laquelle les genes de P450 sont classés en familles et en sous familles, en
fonction de leurs degré de similitude dans la séquence en amino-acides des
protéines codées. Ainsi, les génes codant pour des protéines possédant
moins de 36% d'homologie appartiennent a des familles différentes
(tableaux 1-1 et 1-2). A T'heure actuelle, huit familles de protéines
différentes sont répertoriées chez I'nomme, chacune étant désignée par un

chiffre arabe depuis la nouvelle nomenclature de 1991.

Dans chacune des familles 1, 2, 3 et 4, les isoenzymes qui présentent au
moins 70% d'’homologie, sont classées en sous familles et désignées par
une lettre capitale (tableau 1-1). En ce qui concerne la classification et la
nomenclature, Nelson et coll, 1993, recommandent pour le géne codant
pour le P450 correspondant et I'ADNc, le symbole CYP pour 1'Homme,
cyp pour la souris (la nomenclature des protéines est la méme que celle
des génes sauf que le symbole "CYP" ne s'écrit pas en italique), suivi par
un chiffre arabe désignant la famille, une lettre désignant la sous famille
(lorsqu'il y a deux ou plus de deux familles) et un chiffre arabe

représentant le géne individuel a l'intérieur de la sous famille
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Tableau. 1-2 : Homologies entre les cytochromes P450 de
foie humain et de rat. (d'aprés Guengerich, 1987a et 1987b;

Nelson et coll, 1993)

Cytochromes P450 humains

Cytochromes P450 de rat

2C8 v
2C12
2C9 2C11
2012
2D6 2D1
3A3, 3A4 3Al
1A2 1A2
1A1 1A1
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(Tableau.1-1). Par exemple, CYP 1Al et CYP 1A2 sont les geénes
individuels 1 et 2 de la famille 1 et de la sous-famille A. On compte
actuellement 221 geénes de P450s caractérisés, décrits chez 31 eucaryotes

et procaryotes (Nelson et coll, 1993), et I'on estime a plus de 200 000 le
nombre de substrats potentiels de ces enzymes (Coon et coll, 1992).Chez
I'homme, il existe actuellement plus de 30 formes de P450s, classées en 11
familles et 17 sous-familles (Nelson et coll, 1993). Les familles 1,2,3 et 4
sont impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques, les autres jouent

un réle critique dans les voies métaboliques de biosynthése des stéroides et

des acides biliaires.

Dans le but d'extrapoler a 1'homme les €études du métabolisme des
xénobiotiques effectuées chez l'animal (le rat notamment), il semblait
intéressant de comparer les différentes formes de cytochromes P450 de
foie humain a celles présentes chez le rat. Le tableau 1-2, résume 1'état
actuel des travaux, (Guengerich, 1987a et 1987b; Nelson et coll, 1993).
Les homologies présentes, entre cytochromes P450 de foie humain et de
rat, sont basées d'une part sur une réactivité immunologique croisée
(reconnaissance d'une forme par des anticorps dirigés contre une autre
forme), et d'autre part sur la comparaison des séquences N-terminales.

large, alliée au pourcentage élevé des protéines microsomales dans le foie,
de l'ordre de 5 a 20%, permet d'expliquer I'énorme capacité métabolique

de ces cytochromes aux plans qualitatif et quantitatif.

1-2-1-5 Spécificité des monooxygénases a P450 hépatiques (tableau. 1-3).
La spécificité des monooxygénases a P450 hépatiques réside dans le fait
que chaque famille de P450 métabolise des substrats appartenant a un

méme groupe. Ainsi les P450 de la famille 1, métabolisent des molécules
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Tableau. 1-3 : Spécificité, inductibilité et activité oxydante de
cytochromes P450 hépatiques de rat
(d'aprés Guengerich, 1987a).

Cytochromes Origine Activités oxydantes connues
P450
2A1 rat non traité hydroxylation : testostérone

(7o) androstenedione,
progestérone (7o)

2D1 rat non traité Hydroxylation : débrisoquine

(4)
bufuralol (1'), propranolol (4)

Oxydation : spartéine (d9)
O-démét hylation : encainamide

dextrométorphan
2C11 rat male adulte hydroxylation : testostérone
non traité (200)

oestradiol (2 et 4), warfarine

(4' et 6), vitamine D3.

oxydation : acétaminophene, nifédipine
N-déméthylation : éthylmorphine

2012 rat femelle adulte | hydroxylation : S-androstane-
non traitée 3,17 diol 3, 17 disulfate
(15b).
2C6 rat non traité hydroxylation : warfarine (7)
ou induit N-oxydation : azoprocarbazine
par PB
Z2B1, 2B2 rat induit par PB | hydroxylation : warfarine (4'),

testostérone (16a, b, 17b),
androsténedione (16b)
O-déalkylation : 7-
pentoxyrésorufine.
N-déméthylation : d-
benzphétamine, aminopyrine.

3Al1 rat non traité hydroxylation : warfarine (10),

ou induit par PCN, |testostérone (6f3), oestradiol (2 et 4),
TAO, PB ou DEX | méphénytoine (4)

N-déméthylation : éthyl-morphine
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hydroxylation : oestradiol (2 et

1A2 rat induit par ISF
ou des 4), acétanilide (4)
hydrocarbures N-oxygénation ; amines
polycycliques aromatiques, pyrolysats
d'acides aminés
1A1 rat induit par 3MC, | hydroxylation : hydrocarbures
BNF ou polycyclique, testostérone (6f3),
des hydrocarbures |warfarine (6 et 8)
polycycliques N-oxygénation : amines aromatiques
O-dééthylation : 7-éthoxyrésorufine
4A1 rat non traité hydroxylation : acide laurique (11 et 12)
ou induit
par CLO

Les cytochromes P450 sont répertoriés sous la nomenclature officielle
(Nelson et coll, 1993). Les activité oxydantes connues sont indiquées
comme suit : activité : substrat (position d'oxydation).

28




planes et aromatiques (exemple du benzo(a)pyréne). Ceux de la famille 2
métabolisent des molécules globulaires (exemple de I'hexobarbital), ceux
de la famille 3, métabolisent des grosses molécules (exemple de la
cyclosporine) et enfin ceux de la famille 4, métabolisent les acides gras.
Chaque forme de cytochrome P450 est capable d'oxyder un grand nombre
de substrats différents. Pour certaines formes cependant, une spécificité
relative peut €tre mise en €vidence (substrats préférentiels). Enfin, les
spécificités des diverses formes se recouvrent plus ou moins partiellement
de sorte que dans I'immense majorité des cas, un substrat peut étre oxydé
par des formes différentes bien que les vitesses soient differentes. Les
types de réactions catalysées sont :

-une oxydation sur un atome de carbone donnant naissance a des
composés hydroxylés, que la molécule soit aromatique ou aliphatique
(Boyland, 1950; Groves et coll, 1978; Jerina et Daly, 1974).

-une N ou S-oxydation, les amines primaires ou secondaires seront
alors transformées en hydroxylamines, les amines tertiaires en N-oxydes,
les soufres divalents en sulfoxydes et en sulfones (Weisburger, 1971;
Williams, 1971).

-une époxydation sur les doubles liaisons d'alcénes ou de composés
aromatiques.

-une désalkylation sur des atomes d'azote, de soufre ou d'oxygene, le
groupe €liminé étant remplacé par un hydrogéne.

-une déshalogénation.

1-2-1-6 Facteurs de variation des monooxygénases a P450

Certains facteurs endogénes (polymorphisme génétique, facteurs
hormonaux, (dge, sexe (Waxman et coll, 1985))) ou exogénes (induction,
inhibition) tendent a moduler l'activité et/ou le niveau d'expression des

P450s et expliquent les différences observées entre les espéces mais
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également entre les individus d'une méme espéce (Guengerich, 1989;
Gonzalez, 1991b). Ces variations peuvent favoriser au sein de 'organisme
des phénomenes d'intéractions médicamenteuses (modifiant l'effet
thérapeutique d'un deuxi¢éme médicament co-administré) (Ludden, 1985;
Mansuy, 1987b). Elles seraient également a l'origine de certaines
susceptibilités particulieres de certains individus a développer un cancer
ou a en étre protégé (Guengerich,1988; Gonzalez et Gelboin, 1991). De
plus lorsque l'activité catalytique d'une forme donnée est liée a des
fonctions de biosynthése, des déficiences dues au polymorphisme
génétique peuvent avoir des conséquences dramatiques et entrainer
I'apparition de maladies extrémement séveres et parfois fatales comme
dans le cas du P450 21 A2 impliqué dans le métabolisme des stéroides (Wu

et coll, 1991; Strumberg et coll, 1992).

~

1-2-1-6-1 Facteurs de variation de la biotransformation liés a I'age, le

sexe, la maladie, etc... (Casarett et Doull's, 1991).

-Variation de la biotransformation en fonction du sexe

Chez le rat, une différence notable vis a vis des réponses a des effets
pharmacologiques ou toxicologiques a été observée chez le male et chez la
femelle. Par exemple pour une méme dose d'hexobarbital, la durée
d'anesthésie est plus longue chez la femelle que chez le male. En méme
temps le parathion (insecticide largement utilisé) est approximativement
deux fois plus toxique chez la femelle que chez le male. L'équilibre

hormonal lié au sexe est important dans la détermination de 1'activité des

P450s.

-Variation de la biotransformation en fonction de 1'dge
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Chez l'animal, les nouveaux-né et les foetus ont une capacité de

biotransformation des xénobiotiques limitée, ce qui explique la
vulnérabilité des jeunes a la toxicité. Chez le rat, l'activité des P450s,
augmente pour atteindre une activité maximale a 30 jours. A I'dge de 20
mois, cette activité n'est que de 50 a 60% de la valeur maximale chez
I'homme. Chez ce dernier l'activité des P450s durant le deuxieme

trimestre de grossesse est de 20 a 50% de celle de l'adulte.

-Variation de la biotransformation en fonction de la nutrition

Le facteur nutritionel influence beaucoup la biotransformation
métabolique. Ainsi la déficience en minéraux (calcium, cuivre, etc...), en
vitamine (B, C, E, etc...) ou en protéines entraine une diminution notable

de l'activité d'oxydation et de réduction des P450s.

-Variation de la biotransformation en fonction des atteintes hépatiques

Puisque le foie est le principal site de biotransformation des
xénobiotiques, n'importe quelle maladie hépatique (d'origine
médicamenteuse, parasitaire, etc...) interfére avec le processus de

biotransformation métabolique.

-Variation de la biotransformation en fonction des rythmes circadiens

La durée d'éclairage influence beaucoup le métabolisme des
xénobiotiques. Cette variation est en corrélation avec celle des fonctions
endocriniennes. L'activité des P450s et la concentration hépatique en GSH

semblent dépendre des rythmes circadiens.

1-2-1-6-2 Facteurs de variation de biotransformation liés a l'inhibition des

monooxygénases a P450

Différents types d'inhibition peuvent entrainer une inactivation réversible
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ou irréversible du P450, allant dans certains cas jusqu'a la destruction de

l'enzyme (Ortiz de Montellano et Reich, 1986b). Plusieurs situations se

présentent:

- Inhibiteurs compétitifs

Les inhibiteurs compétitifs se fixent au niveau du site actif de I'enzyme. Ils
empéchent alors la venue du substrat. Par exemple le cas de
I'a-naphthoflavone (7,8- benzoflavone) est un inhibiteur compétitif,

spécifique, des P450s de 1a sous-famille 1A (Guengerich, 1990).

- Fixation de l'inhibiteur sur le Fe(II) ou Fe(IIl) de 1'héme

L'inhibiteur se fixe directement sur le Fe(II) de I'néme empéchant alors la
fixation de l'oxygéne moléculaire et son activation. Le monoxyde de
carbone forme un complexe stable avec le fer en présence de réducteur
(NADPH ou Na2S204) qui présente une bande d'absorption
caractéristique a 450 nm (Omura et Sato, 1964). Certains produits
contenant un groupe pyridine ou imidazole comme la métyrapone ou le

miconazole complexent le fer (III) du site actif de 1'enzyme (Ortiz de

Montellano, 1986b).

- Inhibiteurs suicides
Généralement, il s'agit d'un intermédiaire chimique réactif, issu de la
métabolisation du substrat. Ce composé réagit avec un élément du site actif

de l'enzyme et bloque son activité. Différentes situations peuvent se

présenter:

-Fixation sur le fer

Au cours du cycle d'hydroxylation, un intermédiaire radicalaire se

complexe avec l'entité réactive (FelV-OH). Il en résulte une liaison
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irrréversible avec le fer. Le fonctionnement de la monooxygénase est alors
bloqué (cas du benzodioxole et de ses dérivés tels que le pipéronylbutoxyde
ou le safrole) (Mansuy et coll, 1989).

Certains antibiotiques macrolides (l'érythromycine, le triacétate
d'oléandomycine), le propoxyphéne ou les amphétamines, qui comportent
une fonction amine tertiaire, peuvent étre oxydés en présence de NADPH
et d'oxygene en un nitrosoalcane. Cette espéce forme une liaison trés
stable avec le Fe (II) du P450. Par ailleurs, la réduction anaérobie de
composés nitrés par le P450 en présence de NADPH ou de dithionite peut
conduire a la formation du méme complexe (Franklin, 1974; Pessayre et
coll, 1981; Mansuy, 1987b; Mansuy et Delaforge, 1993). Ce complexe
inhibiteur Fe(II)-métabolite peut étre mis en évidence par spectroscopie
UV-visible différentielle. Il présente en effet une absorption
caractéristique a 455 nm. Aussi il peut étre déplacé in vitro par le
monoxyde de carbone ou d'autres ligands classiques de P450s (voir
références dans les revues de Mansuy et coll, 1989 et Mansuy et
Delaforge, 1993). Il peut par contre redonner le Fe (III), par oxydation

douce par du ferricyanure.

- N-alkylation irréversible de 1'héme

Les métabolites de composés présentant une double ou une triple liaison
terminale, comme 1'allyl isopropyl acétamide, le fluroxéne, le
sécobarbital, I'éthynylestradiol, sont susceptibles d'entrainer une

N-alkylation irréversible de I'héme.
1-2-2 Présentation des monooxygénases a flavine (FMO)

1-2-2-1- Généralités
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Au cours des deux derniéres décennies, différents laboratoires avaient
montré l'existence d'une flavoprotéine nécessitant du NADPH et de
l'oxygeéne pour oxyder une large variété de substrats dans de nombreux
tissus. Cette enzyme ne fut réellement identifiée et caractérisée qu'en 1979
par Ziegler. Elle a été isolée a partir des microsomes hépatiques de porc.
Les flavoprotéines catalysant 1'oxydation des xénobiotiques a structure
diverse et comportant des hétéroatomes, sont couramment appelées

"monooxygenases a flavine" dont I'abréviation est FMO.

1-2-2-2- Role des monooxygénases a flavine dans le métabolisme des
xénobiotiques

Ces enzymes sont présentes a forte concentration dans le foie, mais
également dans d'autres tissus, tels que les reins, les poumons, la peau
(Dannan et Guengerich, 1982). elles possédent une large spécificité de
substrats, ce qui suggére qu'elles jouent un rdéle dans l'oxydation des
xénobiotiques nucléophiles.

La contribution des FMO dans la métabolisation d'un xénobiotique par
rapport a la contribution des P450s peut étre étudiée. On utilise une
propriété physico-chimique spécifique de la FMO. En effet, certaines
FMO présentent la caractéristique d'étre thermolabiles. Une incubation a
45 °C, en l'absence de NADPH, détruit totalement la FMO en deux

minutes sans altérer les cytochromes P450, beaucoup plus stables

(Uehleke, 1973).

1-2-2-3 Cycle catalytique des FMO (figure 1-8)

Le mécanisme d'action a ét€ largement étudié par 1'équipe de Ziegler
(Poulsen et Ziegler, 1979; Beaty et Ballou, 1980; Beaty et Ballou, 1981a;
Beaty et Ballou, 1981b). Les études ont été faites sur la FMO purifiée a
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Cycle catalytique des flavines monooxygénases (FMO).
(D'aprés Ziegler, 1989).
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partir de foie de porc. Les étapes majeures de ce cycle catalytique sont
résumées dans la figure 1-8.
Des analyses cinétiques (Poulsen et Ziegler, 1979) indiquent que la
réduction de la flavine par la NADPH ne dépend pas de la présence du
substrat au niveau du site actif de la FMO (étape n°1). La réaction de
I'oxygéne moléculaire avec la flavine réduite est aussi indépendante de la
présence du substrat (étapes n° 2 et n° 3). Une caractéristique remarquable
de ce cycle catalytique est la formation d'un intermédiaire relativement
stable : la 4 o.-hydroperoxyflavine (Poulsen et Ziegler,1979; Beaty et
Ballou, 1980). Cet agent est un oxydant puissant. Dans les étapes n° 4 et
n° 5, le substrat se lie a cet intermédiaire. Il est alors oxygéné par
I'oxygene de ce composé. Notons que 1'activation de 'oxygene se produit
avant l'addition du substrat. Ce cycle catalytique présente deux
caractéristiques:
-le(s) substrat(s) n'est (ne sont) pas nécessaire(s) a l'activation de
I'oxygeéne en se liant a I'hydroperoxyflavine (étape n° 5).

-Le produit oxygéné est libéré immédiatement et ni le substrat ni le

substrat oxydé ne sont essentiels dans les autres étapes du cycle.

1-2-2-4- La multiplicité des FMO

Un argument indirect basé sur la différence de stabilité thermique et de
pH optimal, suggére que les rongeurs ont au moins deux formes de FMO
(Dixit et Roche, 1984). Des analyses immunochimiques des protéines
microsomales (Tynes et Philpot, 1987) ont montré que la méme forme de
FMO hépatique a été retrouvée dans le rein et le poumon, chez toutes les
especes €tudiées, a l'exception du lapin. L'analyse génomique hépatique
montre que chez le porc, un seul géne code pour la FMO, cette méme
protéine a été retrouvée dans le rein et le poumon de cette méme espéce

(Gasser et coll, 1990). On distingue actuellement cinq formes de FMO.
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FMOI1 est la forme faetale majeure chez 'homme. Le pourcentage
d'’homologie avec celle étudiée dans le foie de porc est de 86% (Gasser et
coll, 1990; Dolphin et coll, 1991). Chez I'homme adulte, il y a au moins
deux formes de FMO : FMO3 est majoritaire (Lomri et coll, 1992), et
FMO4 minoritaire (Dolphin et coll, 1992).

1-2-2-5 La spécificité du substrat

Les FMO catalysent les réactions d'oxydation des xénobiotiques contenant
des nucléophiles (N, S, P, Se). Elles sont impliquées a la fois dans la
détoxification et dans l'activation métabolique (Ziegler, 1990; 1991).

- Les amines et les hydrazines : ce sont de bon substrats. les
xénobiotiques contenant de telles entités chimiques peuvent étre des
substrats potentiels de la FMO (Prough et coll, 1981).

-Les composés possédant un atome de soufre : I'atome de soufre
présent dans différents groupements fonctionnels, peut étre oxydé par
I'hydroperoxyde et peut étre ainsi substrat a la FMO.

-Les thioamides : les thioamides sont également des substrats potentiels

(thiourée, phénylthiourée, méthimazole).

1-2-3 Les enzymes de la phase II, ou enzymes de conjugaison
La phase de conjugaison permet de rendre le métabolite encore plus
soluble en le couplant & des groupements hydrophiles (Kasper et Henton,
1980; Jacoby et Habig, 1980). Contrairement aux réactions catalysées par
les enzymes de la phase I, il n'y a pas de modification du degré
d'oxydation du carbone ou de l'azote du substrat lors des réactions
catalysées par les enzymes de la phase I

Les xénobiotiques subiésent, selon leur structure chimique, différentes
réactions de conjugaison catalysées par les enzymes de la phase II

(tableau. 1-4). Quatre de ces réactions seront développées.
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Tableau. 1-4 : Enzymes de la phase II et les Principales

réactions de conjugaison

REACTION DE FONCTION REACTIF
CONJUGAISON CONJUGUEE CONJUGANT
Glucuronidation -OH, -COOH, -NH7 |UDP glucuronate

Glucosidation

NH, R3N+, -H, -SH

UDP glucose

Sulfatation Ar-OH, Ar-NHpo, 3'-phosphoadénosine-
Al-OH S'phosphosulfate
(P. A. P. 5)
Meéthylation Ar-OH, -NHjp, NH, S-adénosyl
=N, -SH -méthionine
Acétylation ArNH7, Al-NH3, Acétyl CoA

hydrasides, -SO2,
-NH7

Synthese des acides
mercapturiques

ArX, Ar-NO2,
époxydes d'arene

G-SH

Conjugaison par la
glycine
et la glutamine

Ar-COOH, Al-COOH

Glycine et glutamine

Epoxyde hydrolase

Epoxydes

HpO
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1-2-3-1 La glucuronoconjugaison (Mandel, 1971).

La plupart des xénobiotiques sont €limin€s en majorité sous forme de
glucuronides. La glucuronidation est une réaction de condensation de
l'acide D-glucuronique sur la molécule a éliminer. Elle nécessite une
activation de l'acide glucuronique en acide «o-Uridine-5'-
diphosphoglucuronique (AUDPG). Les molécules glucuronidées sont plus
acides que les molécules de départ grice au groupement carboxylique
libre qu'elles acquierent. Les glucuronides sont de ce fait plus ionisés au
pH physiologique. Ce genre de composé traverse difficilement les
membranes cellulaires. Ils ne subissent qu'une trés faible réabsorption

rénale, ce qui accélere leur élimination.

1-2-3-2 La sulfoconjugaison (Mandel, 1971).

Cette forme de conjugaison est moins importante que celle impliquant
I'acide glucuronique en raison de la concentration limitée en sulfates dans
la cellule. La sulfoconjugaison nécessite d'abord l'activation des sulfates
SO42- en 3'-phosphoadénosine-5'-phosphosulphate (PAPS) par une série
de réactions qui utilisent 'ATP. Le transfert d'un groupement sulfate du
PAPS a la molécule réceptrice est catalysé par une sulfokinase. Parmi les

molécules sulfoconjuguées figurent les phénols, les alcools et les composés

aminés.

1-2-3-3 Les glutathions S-Transférases (GSH S-Tr) et la conjugaison avec
le glutathion (GSH) : formation des acides mercapturiques.

Elle concerne les molécules ou intermédiaires électrophiles et conduit a la
formation des mercapturates. Le résultat global est 'augmentation de
I'hydrophilie de la molécule exogéne hydrophobe permettant ainsi son

€limination (Dutton, 1978; Caldwell, 1980).
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Les glutation S-Transférases (GSH S-Tr) sont des enzymes jouant un réle
essentiel dans les processus de détoxification. Elles existent aussi bien chez
I'animal et I'homme que chez la plante (Ketterer et coll, 1988). Elles
catalysent la réaction de conjugaison entre le glutathion (y-glutamyl-L-
cystéinyl glycine) et de nombreux produits portant un centre électrophile
(Habig et coll, 1974; Habig et coll, 1975). En plus les GSH S-Tr
participent a la transformation de nombreux composés, on peut citer a
titre d'exemple le cas de la bilirubine et lI'indométacine (Litwack et coll,

1971; Ketley et coll, 1975; Arias, 1976).

L'inhibition des GSH S-Tr peut avoir des effets comparables a ceux d'une
deplétion en GSH, comme cela a été observé avec la toxicité liée au
paracétamol (Mitchell et coll, 1973). Chez le rat, au moins 11 isoenzymes
de GSH S-Tr ont été caractérisées. La nomenclature des isoenzymes est
basée sur l'ordre chronologique de caractérisation de I'enzyme (Jacoby et
coll, 1984). Une autre nomenclature est basée sur la mobilité
€lectrophorétique des sous unités sur le gel de polyacrylamide SDS
(sodium dodécyl phosphate).
Puisque les métabolites €électrophiles sont toxiques, la catalyse in vivo des
réactions du GSH avec les GSH S-Tr présente un intérét majeur pour les
cellules. En effet :

-La réaction spontanée du GSH avec les électrophiles est parfois trop
lente pour entrer en compétition avec les nucléophiles cellulaires.

-Le Km du GSH pour les GSH S-Tr est de l'ordre de 0,1mM (Jacoby
et coll, 1976). La catalyse enzymatique ne diminue que lorsque la
concentration en GSH s'approche du Km, situation observée dans des

atteintes pathologiques séveres ou alors lors des déplétions en GSH.
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- Formation des acides mercapturiques

Lorsqu'on administre a des animaux des hydrocarbures polycycliques, ils
sont éliminés dans les urines sous forme de métabolites hydrosolubles : les
acides prémercapturiques et les acides mercapturiques (figure 1-9).

Les acides mercapturiques sont des conjugués de la N-acetylcystéine et
sont les produits finaux d'un processus important de détoxification par
l'organisme, d'un certain nombre de composés électrophiles,

potentiellement toxiques (Chasseaud, 1976 et figure 1-9).

L'étape initiale de la biosyntheése des acides mercapturiques comprend la
conjugaison des composés électrophiles avec un nucléophile endogéne qui
est le glutathion (GSH), cette réaction est catalysée par les GSH S-Tr. Il a
été montré que le glutathion est la source de la cystéine présente dans les
acides mercapturiques. Le glutathion (GSH), griace a son groupement thiol
nucléophile et réducteur et sa forte concentration de 1'ordre de 5 mM au
sein de la cellule hépatique, joue un réle majeur dans le contble de ces
entités réactives formées par les cytochromes P450 ou les flavines
monooxygénases. Par exemple, 1'acétaminophéne (Paracétamol®) est
hydroxylé en position 3 (en un dérivé non toxique) par les P450 qui
réalisent également une oxydation en N-acétyl-p-benzoquinone imine
(NAPQI) conjugué rapidement par le glutathion (revue Nelson et coll,
1986 ou Tarloff et coll, 1990). Les conjugués du glutathion sont ensuite
€liminés sous forme d'acides mercapturiques dans les urines ou dans les
féces via la bile. Ces dérivés sont I'équivalent d'une conjugaison par la
N-acétylcystéine : I'acide glutamique du glutathion est coupé par la
Y-glutamyltranspeptidase, la glycine par une glycine peptidase et enfin
I'amine libérée est acétylée par une N-acétyltransférase (Revue Tarloff et
coll, 1990 et figure 1-9). La N-acétylcystéine peut étre utilisée in vitro

pour piéger l'entité réactive €lectrophile et accéder au métabolite final de
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ce métabolisme; dans le cas de l'intoxication a l'acétaminophéne, elle
constitue le traitement de premiére intention avec le lavage gastrique

précoce (revue Prescott, .1986).

1-2-3-4 Les époxydes hydrolases (E.H)

Les époxydes hydrolases sont des protéines microsomales (enzymes
membranaires du réticulum endoplasmique) et cytosoliques, relativement
stables qui permettent d'additionner une molécule d'eau a des époxydes
pour donner des dihydrodiols vicinaux trans (Oesch, 1980). La
signification toxicologique des E.H est indiquée par le grand nombre
d'époxydes formés a partir des xénobiotiques auquels I'hnomme et 1'animal
sont exposés. On peut citer a titre d'exemple les époxydes du styrene
(Vainio et coll, 1976) et du chlorure de vinyl (Guengerich et coll, 1979),
les époxydes formés a partir des herbicides (Magdalou et Hammock,
1987) ou des insecticides (Brooks et coll, 1970) ainsi que les époxydes
formés a partir des médicaments tels que la phénytoine (Spielberg, 1984)

et la carbamazépine (Bellucci et coll, 1987).

1-3 Activation métabolique des molécules exogénes et toxicicité
Le métabolisme des xénobiotiques par le cytochrome P450 conduit le plus
souvent a la formation de métabolites pharmacologiquement inactifs. Par
ailleurs, certains médicaments ne montrent une activité pharmacologique
ou toxicologique qu'aprés métabolisme par le cytochrome P450 ou par
d'autres enzymes du métabolisme (prodrogues). Les métabolites actifs sont
souvent formés graduellement aprés administration de la molécule mere.
Le maintien d'une concentration sanguine constante de tels métabolites
prolonge leur action et réduit les effets indésirables du médicament
administré. L'autre exemple de l'activation métabolique est la formation

de différents intermédiaires réactifs (susceptibles de donner des fixations
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covalentes et/ou des toxicités), selon la nature de la molécule mere et selon

la voie métabolique envisagée.

1-3-1 Etude des principaux métabolites réactifs

1-3-1-1 Les époxydes d'arénes

Il y a souvent enchainement des deux phases I et II du métabolisme des
xénobiotiques. La formation d'un époxyde d'aréne a partir d'un composé
polycyclique aromatique catalysée par une monooxygénase (phase I) est
rapidement suivie de son inactivation par 1'époxyde hydrolase (phase II).
Dans I'exemple tout a fait remarquable du benzo(a)pyréne, l'action
conjuguée du P450 et de 1'époxyde hydrolase (Holder et coll, 1974; Oesch
et coll, 1985) est responsable d'une activation toxique cancérigéne par
formation d'un époxyde treés électrophile qui se fixe de fagon covalente

sur les acides nucléiques (figure 1-10).
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Figure 1-10

Métabolisme du benzo(a)pyréne (selon Holder et coll, 1974)

1-3-1-2 Les quinones-imines

Le meilleur exemple est celui de I'acétaminophéne (Paracétamol®), qui
activé par le P450, conduit a la formation d'un métabolite réactif,
responsable de la nécrose hépatique (Mitchell et coll, 1973; Potter et coll,
1973). Le paracétamol est métabolisé de deux fagons par les P450 (figure
1-11). 11 peut étre hydroxylé en 3, le dérivé formé n'est pas toxique 1a.
Les P450 peuvent aussi l'oxyder en N-acétyl-p-benzoquinone imine
(NAPQI) 1b. Cette espéce est conjuguée avec le glutathion ou bien réagit
avec d'autres nucléophiles présents dans la cellule (revue Nelson et coll,
1986 ou Tarloff et coll, 1990) (figure 1-11). Le NAPQI peut alors réagir
avec les groupements thiols des cystéines libres des protéines et donner
une importante fixation covalente ou encore induire un stress oxydant qui

provoquera une nécrose centrolobulaire hépatique irréversible, en 24
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heures et des atteintes rénales. Un surdosage de l'acétaminophene,
exceptionnel en pratique courante (dose supérieure a 175 mg/kg en une
prise soit, plus de 24 comprimés pour un individu de 70 kg), entraine une

déplétion du glutathion.

NH-COCH3 NH-COCH3
P450
OH
OH OH
Acétaminophéne
la
P450
N-COCH3 NH-COCH3
Glutathion
S-Glutathion
i OH
N-acétyl-p-benzoquinone imine
(NAPQI) ou autres nucléophiles
1b cellulaires
Figure 1-11

Métabolisme de 1'acétaminophéne

(d'aprés Nelson et coll, 1986, Tarloff et coll, 1990)

1-3-2 Fixations covalentes et toxicités (Casarett et Doull's,
1991)

Les métabolites réactifs peuvent intéragir avec des nucléophiles cellulaires
tels que les groupes SH du GSH et de la cystéine et avec les groupements
amines et hydroxyles présents dans les acides nucléiques : acide
desoxyribonucléique (ADN) et I'acide ribonucléique (ARN) ou sur les

protéines. Cette fixation covalente sur les macromolécules cellulaires est
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un élément clé dans la manifestation des effets toxiques, engendrés par les
xénobiotiques et/ou leurs produits de transformation. Cet évenement se
manifeste lorsqu'il y a un déséquilibre entre la production et la

détoxification des intermédiaires réactifs.

1-3-2-1 Intéraction des intermédiaires réactifs avec les acides nucléiques :
la génotoxicité

Les métabolites réactifs peuvent interagir avec les acides nucléiques. Ces
intéractions perturbent la structure et l'expression de ces acides
nucléiques. On parle de génotoxicité. Une des conséquences de cette
génotoxicité peut étre le développement de cancers. En effet 'ADN subit
des altérations, l'information génétique est modifiée, la cellule se
développe anormalement et des tumeurs risquent de se former. Les
molécules capables d'induire la formation de cancers sont des
carcinogénes chimiques. Dans le cas d'atteinte de I'ADN des cellules

germinales, des maladies génétiques sont probables chez le génération

suivante.

1-3-2-2 Fixation covalente des intermédiaires réactifs sur les protéines

Il y a deux types de conséquences a la fixation covalente de métabolites
réactifs sur des protéines. On peut avoir des effets toxiques directs. La
cellule est tuée par la molécule néoformée. On peut aussi avoir des
toxicités indirectes. Dans ce cas on a apparition de réactions du type

immunoallergiques.

1-3-3 Cas particulier des toxicités médicamenteuses du type

immunoallergiques
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1-3-3-1 Critéres d'identification des toxicités médicamenteuses du type
immunoallergique

Une hépatite de type immunoallergique est suspectée a partir des critéres
suivants (Benhamou, 1988) :

- Une fréquence faible (environ 1 cas sur 10 000).

- Pas de relation effet-dose apparente.

- Une période de sensibilisation (1 a 5 semaines).

- Une association de manifestations d’hypersensibilité extra-hépatiques
(fievre, éruption cutanée, €osinophilie...)

-Une réapparition du trouble aprés réadministration du médicament
responsable.

- La présence d'anticorps anti-tissus dans le sérum de ces malades dans

certains cas (Biour et coll, 1988).

-Probléme de prédiction des hépatites médicamenteuses du type
immunoallergique.

Lors des études toxicologiques chez 1'animal, les effets hépatotoxiques
secondaires de type immunoallergique d'un médicament ne peuvent étre
prédits. Les essais de mise au point d'un modele animal pour reproduire
ce type d'hépatotoxicité n'ont pas conduit jusqu'a présent a des résultats

satisfaisants (Neuberger et coll, 1987).

1-3-3-2 Mécanismes proposés pour la survenue des toxicités
médicamenteuses de type immunoallergique.

Le mécanisme des hépatites médicamenteuses de type immunoallergique a
donné lieu a de nombreuses hypothéses et propositions. Nous retiendrons
ici la plus communément admise. Elle fait intervenir la formation d'un
métabolite réactif (Luciano et coll, 1986, Pessayre et coll, 1988). La

figure 1-12, illustre I'nypothése de formation d'un hapténe proposé
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Figure 1-12

Hypothése de formation d'un hapténe dans les réactions
d'hypersensibilité induites par les médicaments (d'aprés Park et
coll, 1987).
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par Park et coll, 1987. Le médicament responsable est tout d'abord
transformé en métabolite réactif. Ce métabolite instable peut réagir sur
des protéines présentes et former un conjugué protéine-médicament. Cette
protéine modifiée par le médicament devient immunogeéne. Le systéme
immunitaire produit alors des anticorps qui vont former des complexes
immuns avec la protéihe antigénique. L'étape finale consiste en une

altération tissulaire avec des manifestations d'hypersensibilité.

Ce schéma résulte d'un mécanisme général que 1'on va pouvoir adapter ici
a la cellule hépatique. L'hépatocyte n'est la cible d'une réaction
immunitaire que si l'antigéne en cause (protéine modifiée par le
médicament) est exprimée a la surface de la cellule. Cette expression
membranaire peut résulter d'une migration de 1'antigéne de la membrane
du réticulum endoplasmique (site de production du métabolite réactif),
vers la membrane cellulaire, ou bien de la fixation directe du métabolite
réactif sur un constituant membranaire. Cette structure protéine-hapténe

servirait alors de cible au systéme immunitaire.

Les mécanismes immunitaires capables de lyser I'hépatocyte ont été décrits
par Calmus et coll en 1987 et sont résumés sur la figurel-13. L'anticorps,
apres intéraction avec l'antigene, peut fixer le complément ou étre

reconnu par des "cellules tueuses”. La lyse hépatocytaire peut résulter de

deux phénomenes :

-Le premier est une intervention directe des cellules immunitaires
(lymphocytes T spécifiques ou cellules "Natural Killer").

-Le deuxiéme est un dép6t de complexes immuns sur la membrane

cellulaire.

50



[> Néo-anuigéne dongine medicamenicuse
o Molccule HLA
©Fixalion du complement

©_

>@ Anticorps lixanl le complément

Cytotoxicité cellulaire dependant

>: d'un anticorps (COA)

lntervention des lymphocytes T

>@ Cytoloxicité des lymphocyles NK

V,
@b Dépol des complexes immuns

/

Membrane hépalocylaire
® © ©
>

Figure 1-13

Mécanismes immunitaires dans I'hépatotoxicité médicamenteuse
de type immuno-allergique (d'aprés Calmus et coll, 1987).
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Ce probleme des hépatites médicamenteuses de type immunoallergique est
donc complexe. D'apres les mécanismes proposés, deux faits importants
sont a considérer. D'une part, le médicament ou le xénobiotique est activé

et réagit avec des protéines cellulaires. D'autre part, il peut y avoir

production d'anticorps anti-tissus.

1-3-3-3 Les exemples d'anticorps et d'antigénes les mieux connus dans les

toxicités du type immunoallergique d'origine médicamenteuse.

1-3-3-3-1 Description des principaux types d'antigénes connus

Certains médicaments engendrent des hépatites toxiques. Le tableau
clinique est caractérisé par une hépatite aigu€. D'autres n'ayant démontré
aucune toxicité sur les modeles animaux conduisent a des effets
hépatotoxiques imprévisibles. Elles sont peu fréquentes (1 cas pour 10 000
pour l'acide tiénilique et 1 cas pour 30 000 pour I'halothane) et elles sont
quelquefois mortelles. Il s'agit d'un déreéglement du syst¢éme immunitaire
dans lequel on peut mettre en évidence dans le sérum des malades des
autoanticorps dirigés contre des constituants de la cellule hépatique
(Poupon et coll, 1986). L'immunofluorescence indirecte sur coupes de
foie de rat permet d'observer ces autoanticorps consécutifs a la prise de
certains médicaments (Calmus et coll, 1987).

On peut distinguer :

-Les anti—LKMl (Liver/Kidney Microsomes). Ils sont retrouvés

dans le sérum de patients atteints d'hépatite de type immunoallergique

consécutive a une exposition a l'halothane (Neuberger et coll, 1981). IIs
sont €galement présents dans certaines hépatites spontanées de l'enfant

(Homberg et coll, 1987, Sacher et coll, 1990; Pons et coll, 1991) ou ils
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reconnaissent le P450 2D6 (Gueguen et coll, 1989; Kiffel et coll, 1989;
Manns et coll, 1989)

-Les anti-LKMp_(Liver/Kidney Microsomes). Ces anticorps sont

retrouvés uniquement dans le sérum de patients atteints d'hépatite de type
immunoallergique consécutive a la prise d'acide tiénilique (Homberg et
coll, 1989, Pons et coll, 1991). Ils sont dirigés contre les cytochromes

P450 2C9 humains (Lopez Garcia et coll, 1994; Lecoeur et coll, 1994).

-les anti-M6 (Mitochondrial). Ils sont présents dans le sérum de

patients atteints d'hépatites de type immunoallergiques dues a la prise
d'isoniazide (Homberg et coll, 1982). Les autoanticorps ont alors pour

cible la monoamine-oxydase B (MAO B) ( revue Mansuy, 1990).

-Les anti-ILM (Liver Microsomes). Ils apparaissent dans le cas

d'hépatite de type immunoallergique liée a la prise de dihydralazine. Ces

anticorps reconnaissent spécifiquement le cytochrome P450 1A2 (Bourdi

et coll, 1989).

1-3-3-3-2 Cas de l'acide tiénilique :

1-3-3-3-2-1 Découverte de l'acide tiénilique (diurétique et uricosurique) et
faits observés.

Fruit de recherche des laboratoires Anphar-Rolland, 1'acide tiénilique
(AT) est né de 1'étude systématique des dérivés de I'acide
phénoxyacétique, motif chimique déja présent dans les premiers
diurétiques (certains dérivés mercuriels ou l'acide éthacrynique)

(Thuillier et coll, 1974). La dose 1étale 50 (DLsq) chez la souris est en

moyenne de 2100 mg/kg per os.
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Figure.1-14
Formule de 1'acide tiénilique (AT)

L'intérét de ce composé hétérocyclique réside dans son fort

pouvoir uricosurique associé a une forte activité diurétique sans pour cela
provoquer d'hyperglycémie et d'hyperazotémie. Sa commercialisation
débute en 1976 sous I'appellation de Diflurex®. Ses propriétés diurétiques
au niveau rénal en faisaient une indication de choix dans le traitement de
I'hypertension artérielle et des rétentions hydrosodées d'origine cardiaque
avec en plus une action uricosurique (Doroz, 1989). Alors qu'il est
atoxique chez le rat normal et plusieurs autres espéces, peu aprés son
introduction sur le marché américain en 1979, la vente du médicament fut
interrompue en 1980, pour son imputabilité dans la survenue de rares
hépatites (1 cas d'hépaﬁte sur environ 10 000 traitements en France)
d'issue parfois fatale. Cette complication hépatique comportait tous les
criteres de l'idiosyncrasie : fréquence basse, période de sensibilisation,
absence de relation dose-effet, réapparition des symptémes a I'épreuve de
la réintroduction. Le diagnostic de I'hépatite de type immunoallergique

d'origine médicamenteuse a été retenu.

1-3-3-3-2-2 Résultats et mécanisme général proposé
Les anti-LKM2 sont spécifiques de 1'hépatite induite par 1'acide tiénilique.

Ils reconnaissent des autoantigénes identifiés aux P450 humains de la
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famille 2C9 (Lopez Garcia et coll, 1994, Lecoeur et coll, 1994). En effet
les P450 2C9 sont inhibés par les anticorps anti-LKM?2, ce sont ces
mémes P450 qui sont responsables de la métabolisation de 1'acide
tiénilique (Beaune et coll, 1987). Dans I'hypothése "d'activation-fixation-
externalisation”, 1'acide tiénilique est métabolisé par un ou plusieurs
cytochromes P450 en une entité €électrophile capable de se fixer en retour
de fagon covalente sur ces mémes P450s. Le P450 modifié migrerait sur
la face externe de la membrane plasmique et induirait une réaction
immunitaire. Chez le rat non traité, le P450 2CI11 joue le rdle de cible
reconnue par les auto-anticorps anti-LKM2 (Pons et coll, 1991).

Les anti-LKM2 inhibent in vitro l'activation de l'acide tiénilique (Beaune
et coll, 1988) et également d'autres réactions caractéristiques des P450s de
la famille 2C comme I'hydroxylation de la méphénytoine (Meier et coll,
1985) et celle du tolbutamide. Les P450 2C métabolisent 1'acide tiénilique
en un dérivé 5 hydroxylé mais aussi en une entité électrophile non
déterminée capable de se lier aux protéines de fagon covalente (Dansette et
coll, 1991; Lopez Garcia et coll, 1994; Lecoeur et coll, 1994).

La commercialisation du Diflurex® a continué sur le marché
pharmaceutique Frangais jusqu'en février 1992. Il n'occasionnait plus que
de rares accidents, certainement grace a une pharmacovigilance efficace et
a une éducation dans la prescription mais aussi a une diffusion de plus en
plus restreinte.

En fait le probleme de la prédiction des accidents d'idiosyncrasie dans les
phases de dévelopement du médicament vient d'étre posé. Il n'existe pas
actuellement de modele prédictif d'autoimmunité spécifique d'organe,
d'origine médicamenteuse (Descotes, 1991). Il serait donc intéressant de
comprendre les mécanismes par lesquels s'expriment ce type de pathologie

et de les prévoir.
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1-4 Métabolisme des dérivés thiophéniques

Leur métabolisme est peu connu. Cependant, on peut décrire quelques

résultats de la littérature sur ce métabolisme.

1-4-1 Rappels sur le métabolisme des dérivés soufrés

Le soufre, par la variété de ses états d'oxydation, présente une chimie
complexe. Son faible degré d'oxydation dans la majorité des xénobiotiques
fait de ses doublets libres, un élément priviligié de 1'oxydation par les
enzymes de la détoxification (figure 1-15). Cette S-oxydation est
largement catalysée par les cytochromes P450 et les flavines
monooxygénases (Ziegler, 1984).

Notons que la S-méthylation est une autre voie importante de

biotransformation des xénobiotiques soufrés (Damani et coll, 1989,

volume 2A p.211).

Thioéthers R-S-R ﬂ, R-SO-R ﬂ, R-SO2-R

Thiols rRsH O], RsoH_ B pssr

o] o]

Dithioéthers R-S-S-R———# R-S-S-R ——»2 R-SOoH——» 2R-SO3H
P 4Y 0
) I

0 i
Thioamides R-l(IINHz i» R-CNHy—» R-C-NHp

Figure 1-

Quelques exemples d'oxydation métabolique de dérivés soufrés.
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1-4-2 Dérivés du benzothiophéne

1-4-2-1 Le dibenzothiopheéne

Le dibenzothiophéne 2 (figure 1-16), est métabolisé par les enzymes
microsomales de rat en sulfoxyde puis en sulfone (Vignier et coll, 1985).
Ce type de métabolisme est donc identique a la S-oxydation des dérivés du

tétrahydrothiophéne 3 (figure 1-16), réalis€ée par les monooxygénases

(Damani et coll, 1989). -

y

2 3

Figure 1-16
Formules du dibenzothiophéne (2) et du tetrahydrothiophene (3)

1-4-2-2 Benzothiophéne et dérivés substitués.

Dans le cas du benzothiophene 4 (figure 1-17), plusieurs structures de
métabolites ont ét€ proposées : chez le lapin, un dérivé hydroxylé en 2,
excrété dans les urines sous forme de glucuronide 4a et un acide

3-mercapturique 4b. La seule preuve de structure est le spectre de masse

(Revue Rance, 1989).
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Figure 1-17

Métabolisme proposé pour : le benzothiophéne (4) (d'apés revue Rance, 1989)
et pour le mobam (5)(d'aprés Robbins et coll, 1970).

Parmi les dérivés substitués du benzothiophéne, on peut citer un dérivé
carbamate, le mobam § utilisé comme insecticide. L'administration de ce
dérivé marqué au 14C 3 1a chevre, a permis d'identifier deux métabolites
urinaires majoritaires (90% de la radioactivité administrée) : le premier
est formé par hydrolyse de la fonction carbamate 5a, le second est formé
par oxydation du soufre Sb. Toutefois, il faut noter que la seule preuve de

structure publiée est le spectre infra-rouge (Robbins et coll, 1970).
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1-4-3 Le thiophéne

Il y a trés peu de données dans la littérature sur l'activation métabolique
des dérivés du thiopheéne (Rance, 1989; Dansette et coll, 1991) et sur les
conséquences toxicologiques de ce métabolisme (Mc Murtry et coll, 1977;
Imler et coll, 1987). Les travaux les plus anciens remontent a 1886, date a
laquelle Hefter a indiqué que le thiophéne donne naissance a un composé
soufré neutre dans les urines des animaux traités avec du thiophéne
(Hefter et coll, 1886). En 1930, Christomanos a proposé que le diéthyle
sulfure était un métabolite, formé par rupture du noyau thiophéne
(Christomanos, 1930). Chilcote en 1945 a montré que des lapins traités
avec du thiophéne ou du 2-bromo-thiophéne formaient des acides

mercapturiques (Chilcote, 1945; Barnes et coll, 1959).

Le r6le des dérivés du thiophéne dans la conception et la synthése de
molécules d'importance pharmacologique a considérablement augmenté
depuis 1960. Les dérivés du thiophéne sont présents dans la quasi-totalité
des classes thérapeutiques (Press, 1985). Cependant, tres peu d'études ont
été réalisées sur l'oxydation métabolique des noyaux thiophénes. Les
mécanismes d'oxydation enzymatiques ou chimiques sont encore ignorés.
La connaissance de ces mécanismes serait trés importante pour
comprendre la formation de métabolites réactifs et, a terme, pour prévoir

et interpréter les toxicités observées.
Le métabolisme du thiophéne 6 (figure 1-18) a été étudié par H.G. Bray

en 1971 chez le rat et le lapin; 30% de la dose administrée est expirée

inchangée par les poumons et 40% de la dose est retrouvée dans les urines.
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Métabolisme oxvdatif du thiophéne postulé par Bray en 1971
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Les métabolites principaux ont été décrits comme étant des acides
mercapturiques. La seule preuve de structure est le spectre de masse (Bray
et coll, 1971) (Figure 1-18). La structure postulée du composé 6b,
hydroxylé en position 3, a été€ expliquée par la voie classique d'oxydation
métabolique des dérivés aromatiques catalysée par le cytochrome P450 qui
passe par la formation d'un époxyde d'aréne 6a et ouverture de ce dernier
par le glutathion. Ce GSH conjugué serait ensuite transformé en
mercapturate 6b excreté dans les urines. Le deuxieme métabolite formé
serait le composé 6c¢.

Le thiophéne administré chez le rat et la souris a la dose de 250 mg/kg est
d'ailleurs responsable de nécroses au niveau hépatique. Le prétraitement
des souris par le phénobarbital augmente considérablement cette toxicité.
Le blocage du P450 par le piperonyl butoxyde diminue cette toxicité (Mc
Murtry et coll, 1977). Tres peu de médicaments renfermant le noyau
thiophéne ont fait 1'objet d'études métaboliques. Ainsi on trouve le
thiophéne (thiophéol®) qui est un médicament proposé en France dans le
traitement des inflammations des voies respiratoires et considéré comme
dénué de tout effet indésirable. Cependant, depuis sa commercialisation en
1959, trois observations d'hépatite au thiophéne ont été publiés (Imler et
coll, 1987, Pouderoux et coll, 1988 ), suite a la prise de ce médicament
sous forme de suppositoire (100 mg/jour) pendant 10 jours. La recherche
d'anticorps anti-tissus s'est révélée négative. Apreés guérison, les
symptomes ont récidivé a la réadministration du produit, ce qui a permis
de conclure a une hépatite immunoallergique au thiophéne. Un troisiéme
cas d'hépatite a été récemment publié par Hastier et coll en 1993.
L'hépatite a été révélée par un ictére, survenu dans un délai de 3 a 10
jours, avec des signes biologiques séveres. Tous les auteurs étaient
d'accord sur le fait que I'hépatite cytolytique aigue était imputable au

thiophéne. Les critéres d'imputabilité au médicament décrits par Dannan
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et coll en 1991, ont été vérifiés. Il s'agit de : a) la réadministration qui
s'est accompagnée d'une récidive de 1'atteinte hépatique; b) une évolution
avec une baisse importante de ' ALAT (alanine aminotransférase) dans les
15 jours qui suivent l'arrét du traitement; c) la normalité échographique et
radiologique des voies biliaires; d) l'absence de prises d'autres
médicaments hépatotoxiques; e) la négativité des marqueurs viraux des

hépatites A, B et C; f) I'absence d'épisode d'hypotension aigue.

1-4-4 Les dérivés substitués du thiophéne

Le métabolisme des dérivés thiophéniques suivants a été étudié in vivo.

-Le bromure de tiquizium est un agent anticholinergique (figure
1-19). Chez le rat et chez le chien, ce dérivé est hydroxylé en position 5

sur le noyau thiophéne puis il subit une O-glucuronidation (Nishikawa et

coll, 1985).

-Le métapyriléne (figure 1-19), est un antihistaminique largement
utilisé il y a plus de 35 ans mais abandonné en raison de ses propriétés
hépatocarcinogenes chez le rat. Chez le rat ce dérivé est métabolisé sur le
noyau pyridine. La formation de dérivé hydroxylé sur le thiophéne

pourtant recherchée n'a pas été€ détectée (Kammerer et coll, 1988).

-Le ténoxicam est un antiinflammatoire non stéroidien (figure
1-19). Chez le rat. Une des voies métaboliques principales est 'oxydation
du noyau thiophéne suivie d'une O-glucuronidation. La position de

I'oxydation n'a pas été déterminée (Ichihara et coll, 1984).

-les anthelmintiques sont largement utilisés aussi bien en médecine

humaine qu'en pratique vétérinaire. Les infestations parasitaires
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Quelques dérivés substitués du thiophéne
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helmintiques sont trés répandues dans le monde entier. Plusieurs centaines
de millions d'étres humains sont infestés par Schistosoma, Ascaris,
Ankylostoma, filariose, etc... (Mansur, 1979). La premiére molécule
anthelminthique a noyau thiophéne, est le thenium (figure 1-19)
(Thenato®, Bancaris®, Canopar®), proposé pour le traitement des
ankylostomoses canines. Ce produit a été considéré comme étant
hautement nématocide contre les formes adultes et immatures
d'Ankylostoma caninum, il en est de méme pour les larves de 4eéme 4ge
(Miller, 1966). Son utilisation a été limité car elle entrainait des
intolérances digestives chez les jeunes chiens. Cependant la littérature ne

fournit pas d'information sur les voies métaboliques de cet

anthelminthique.

1-4-4-1 Cas particulier des dérivés 2-aroylthiophéne
La 5-hydroxylation des dérivés 2-aroyl-thiophéne par oxydation
enzymatique, a €té suggérée pour la premiere fois en 1972 comme lors de

l'oxydation de 1'acide thiophéne- 2-carboxylique (Cripps, 1973).

- Cas de I'acide tiénilique

Le laboratoire ou s'est déroulé le présent travail (URA 400 CNRS Paris),
s'est intéressé tres tot aux problémes de l'acide tiénilique et de ses dérivés.
Le premier dérivé 5-hydroxylé 1a (figure 1-20) a été mis en évidence
sans ambiguité par Mansuy et coll en 1984. Cette hydroxylation est
catalysée par les cytochromes P450 (Mansuy et coll, 1984) et s'est avérée
une voie majoritaire de 1'oxydation microsomale des dérivés 2-aroyl-
thiophénes (Mori et coll, 1984; Neau et coll, 1990). Les différents aspects
de ce métabolisme, connus a ce jour sont résumés sur la figure 1-20.

La 5-hydroxylation (métabolite 1a) représente 65% du métabolisme in

vitro avec des microsomes de foie de rat et 45% du métabolisme in vivo
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chez I'homme (Mansuy et coll, 1984; Dansette et coll, 1990). La coupure
oxydante conduisant au diacide 1b rend compte de 3% du métabolisme
total in vitro avec des nﬁcrosomes de foie de rat , de 10% du métabolisme
total de différents animaux de laboratoire (Levron et coll, 1977) et de
moins de 1% du métabolisme total chez I'homme (Mansuy et coll, 1984).
Une réaction de fixation covalente aux protéines microsomales 1c a été
mise en évidence in vitro (30% du métabolisme total en présence de

microsomes de foie de rat). Enfin le métabolite 1d, de réduction de la

cétone.
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Figure 1-20

Métabolisme de I'acide tiénilique
(D'aprés Mansuy et coll, 1984; Dansette et coll, 1990)

Récemment, il a été€ démontré que le P450 2C9, 1'une des formes majeures
de P450 du foie humain (apres la forme 3A4), exprimé dans une souche
de levure Saccharomyces cerevisiae est capable d'oxyder I'AT (Lopez
Garcia et coll, 1993). Les activités observées sont similaires a celles

observées dans les microsomes humains ou ceux de rat a savoir :
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la 5-hydroxylation comme voie majeure de I'oxydation et la réaction de
fixation covalente aux protéines microsomale (Dansette et coll, 1990 et
1991). 11 a également été démontré que la perte de l'activité enzymatique
du P450 2C9 observée durant I'oxydation de I'AT verifie tous les critéres

d'inactivation d'un P450 par un substrat suicide (Lopez Garcia et coll,

1994).

En solution aqueuse & pH 7,4, le dérivé 5-hydroxylé 1a de l'acide
tiénilique existe sous une forme dianionique (le pK de 1'hydroxyle est de

2,5) : Figure 1-21.

Cl
Cl
| A\
-0 S
O
la
Figure 1-21

Le dérivé 5 hydroxylé de I'AT (1a) en solution aqueuse & pH 7.4

(D'aprés Neau et coll, 1990)

L'absorption intense de ce dianion a 390 nm est a la base d'une
quantification de la 5-hydroxylation de 1'AT, par spectroscopie
d'absorption UV, qui est aussi applicable & I'ensemble des dérivés 2-aroyl-
thiophenes (Neau et coll, 1990).

Depuis, la littérature s'est enrichie de nombreux exemples de
5-hydroxylation, soit de dérivés 2-aroyl-thiophénes soit de thiophénes

ayant un systeme m-accepteur en 2 (Damani 1989, volume 1B p.223).
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-Le suprofen 7 est un anti-inflammatoire non stéroidien (figure

1-22) apparenté au kétoprofen et par ailleurs isomere de l'acide
tiaprofénique (Surgam®). Le métabolisme du suprofen a été étudié in
vivo chez I'homme, chez le rat et chez le chien (Mori et coll, 1983; Mori
et coll, 1984; Mori et coll, 1985). Selon les espéces, on trouve dans les
urines : des produits de conjugaison de la fonction acide avec l'acide

glucuronique ou la taurine et (sauf chez le chien) un produit 7a hydroxylé

en position 5 sur le noyau thiophéne.

CHCOOH
/©/ CHCOOH

C
[l homme C
0 .
i 3
7a
Figure. 1-22

Métabolisme proposé pour un dérivé 2-aroylthiophéne autre que

I'acide tiénilique : hydroxylation du suprofen (7) en position 5

1-4-4-2 Cas particulier de l'isomeére de 1'acide tiénilique (IAT)

L'isomere de 1'acide tiénilique (IAT) 9 (figure 1-23), était une impureté
présente dans les premieres préparations commercialisées d'acide
tiénilique. La dose 1étale 50 (DL5() de 1TAT est de 900 mg/kg per os chez
la souris alors que celle de l'acide tiénilique est en moyenne de 2100

mg/kg per os (Thuillier et coll, 1974 et Sellman et coll, 1982).
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Figure 1-24

Métabolisme microsomal hépatique de I'IAT chez le rat. Formation d'un

sulfoxyde de thiophéne, pouvant se lier aux protéines ou évoluant en
présence de mercaptoéthanol (D'aprés Mansuy et coll, 1991).
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LIAT est métabolisé par le méme cytochrome P450 2C9, métabolisant
I'AT, en une entité électrophile se liant de fagon beaucoup plus importante
aux protéines que I'AT (Dansette et coll, 1991).

Des études récentes menées au laboratoire (Mansuy et coll, 1991; Valadon,
Theése en 1992) sur le métabolisme de 9 in vitro avec des microsomes
hépatiques de rat, en présence de mercaptoéthanol, ont permis de définir
le schéma métabolique présenté sur la figure 1-24. Avec de faibles
concentrations de mercaptoéthanol, on peut piéger le métabolite réactif,
un sulfoxyde de thiophéne, sous forme de deux sulfoxydes de
dihydrothiophéne diastéréoisomeres 9a. La concentration de ces deux
composés est maximale pour une concentration de mercaptoéthanol de
100uM. Pour une concentration du piégeur nucléophile de 1 mM, on isole
principalement le métabolite 10 et une quantité plus faible du métabolite
11. Le métabolite 10 correspond a la forme ouverte du noyau thiophéne
ayant fixé trois molécules de mercaptoéthanol. Le métabolite 11 dérive de
la réduction du métabolite 10 par le mercaptoéthanol. Avec SmM de
mercaptoéthanol, le métabolite 11 devient majoritaire par rapport a 10.
Le métabolite réactif de I'TAT n'inactive pas le P450 2C9 mais se fixe

covalemment aux protéines microsomales (Lopez Garcia et coll, 1994).

1-4-4-3 Les différences d'évolution comparées de l'acide tiénilique et

de son isomeére apreés oxydation métabolique.

L'AT est un inhibiteur suicide du cytochrome P450 2C9, alors que I'TAT
ne l'est pas. Par contre ce dernier donne environ 10 fois plus de fixation
covalente que I'AT car sa métabolisation conduit de fagon plus importante

a la formation de métabolites réactifs (figure 1-25). Il va sans dire que les
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Figure 1-25

Les différences d'évolution comparées de l'acide tiénilique et de son isomere apres
oxydation métabolique (d'aprés Lopez Garcia et coll, 1993; 1994 )
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conséquences toxicologiques de la métabolisation de I'ITAT seront
importantes. On aura une toxicité directe lors de la fixation covalente avec
les protéines autres que les P450. Par contre avec I'AT ce sont les effets
immunoallergiques qui prédominent, compte tenu de l'alkylation de

I'enzyme qui est a l'origine du métabolisme (Lopez Garcia et coll, 1994;

Lecoeur et coll, 1994)

1-4-4-4 Autres dérivés thiophéniques

Les composés de type 2-allyl-thiophéne seraient oxydés préférentiellement
en o de la chaine latérale, aboutissant & une coupure oxydante libérant soit
de l'acide thiophéne-2-carboxylique, soit du 2-hydroxyméthylthiophéne
(Damani et coll, 1989, volume 1B, P. 226).

Le pyrantel 8, est un anthelminthique métabolisé également en dérivé
5-hydroxylé 8a (figure 1-26). L'étude in vivo du métabolisme de son
analogue méthylé en 3, le morantel (Rumatel®) qui est utilisé pour traiter
les infestations parasitaires gastrointestinales dues aux nématodes chez la
vache, retrouve un premier métabolite qui est le dérivé 5-hydroxylé, un
deuxieéme dérivé non caractéris€ qui pourrait provenir d'un piégeage
d'une entité réactive par le glutahion et enfin un dernier métabolite issu de

l'oxydation du noyau tétrahydropyrimidine (Lynch et coll, 1987).

N
l/j n vivo N
ES\>\CH:CH/J\N I——»ﬂ CH—_—'CH/(\J?I
S
| s HO . |

c CHj

8

Figure 1-26
Métabolisme proposé pour le pyrantel (8).
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In vitro, ce métabolisme a été reproduit et un époxyde en positions 4 et 5
a été proposé comme intermédiaire réactionnel de 1'oxydation du noyau
thiophéne, avec une possibilité de réarrangement a I'image des époxydes
d'arénes en dérivés 5-hydroxylé.

La littérature ne fournit aucune donnée sur les dérivés 3-aroyl-thiophénes
en dehors de la fixation covalente aux protéines hépatiques de l'isomere en
3 de l'acide tiénilique. Les autres exemples se résument dans les grandes
voies présentées précédemment, montrant la pauvreté de nos connaissances
sur le métabolisme des dérivés thiophéniques de plus en plus utilisés dans

la synthése de nouveaux principes actifs.

1-4-4-5 Question : La formation de sulfoxydes de thiophénes

est-elle générale ?

Compte tenu des résultats du métabolisme de I'IAT et le passage par un

intermédiaire réactif de type sulfoxyde de thiophéne obtenus tout a fait

au début de ce travail de these (Mansuy et coll, 1991). Nous avons repris
I'étude métabolique du benzothiophéne, de benzothiophénes substitués et
enfin du thiophéne lui méme, pour essayer de savoir si la S-oxydation des

dérivés thiophéniques était la voie majeure de leur métabolisme ?

1-4-5 Etat de nos connaissances sur les sulfoxydes de
thiophénes et de benzothiophénes en chimie

Dans le but de comprendre les mécanismes de formation et les
conséquences biologiques de sulfoxydes de thiophénes et de

benzothiophenes, il était nécessaire de bien connaitre la structure chimique

et la réactivité de ces entités.

1-4-5-1 Synthése chimique de sulfoxydes de thiophéne et de

benzothiophénes.
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Les sulfoxydes de thiophéne sont en général instables et peu connus en
chimie (Kellog et coll, 1984; Raach et coll, 1985). Seulement deux de ces
sulfoxydes de thiopheéne, substitués en position 2 et 5, ont été préparés par
oxydation chimique des thiophénes correspondants, avec des rendements
faibles. Ces sulfoxydes de thiophéne ont été caractérisés en solution par
spectroscopie UV et par RMN (Mock, 1970). En effet Mock a isolé deux
sulfoxydes de thiophéne bisubstitués. L'oxydation du 2,5-di-tert-
butylthiophéne 12 avec un équivalent d'acide métachloroperbenzoique en
présence de chlorure de méthyléne a conduit avec un rendement de 5% au
sulfoxyde 2,5-di-tert-butylthiophéne 13, ainsi qu'a la formation du 2,5-bi-
tert-butylthioph¢ne sulfone 14 et d'autres produits. Le schéma réactionnel

de cette oxydation est le suivant:

R R R
= m-CIC(H,COH [— =
— SO+ s TR —
= Sy e
R R
Figure 1-27

Schéma de synthése de sulfoxyde de thiophéne a partir du
2,5-di-tert-buthylthiophéne (12). (d'apres Mock, 1970)

D'autres sulfoxydes de thiophéne, trés instables, ont été caractérisés
uniquement au niveau de leur produits de réaction de Diels Alder
(Kellogg, 1984) ou de leurs complexes métalliques (Skaugset, 1990). Ces

réactions de Diels Alder ont été déja décrites dans la littérature. En effet,
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il est possible de faire réagir des thiopheénes sulfoxydes formés in situ
méme si on ne peut pas les isoler. Torsell en 1976, indiquait que le
sulfoxyde de thiophéne est un intermédiaire réactif trés instable et
décrivait l'addition de sulfoxyde de thiophéne et de sulfone de thiophéne
sur des quinones (Torsell, 1976 et figure 1-28).

@ ArCO;H @ Quinone @‘ [0]
§ —» Q| —»
= e
6 6'
reflux, 20h
CHCh
Figure 1-2

Réactions d'addition de sulfoxyde (6') et de la sulfone (6'') de thiophéne,
formés in situ, avec des quinones (d'aprés Torsell, 1976).
En ce qui concerne les sulfoxydes de benzothiophéne, les meilleurs
travaux sur la question ont ét€ menés par P. Geneste et ses collaborateurs
en 1977. Ils concluent que le meilleur réactif capable de transformer
sélectivement des benzothiophénes en sulfoxydes correspondants est
I'hypochlorite de tertiobutyle utilis€ dans le méthanol. Les autres réactifs
d'oxydation comme l'acide p-nitroperbenzoique ne donnent que des
mélanges sulfoxyde/sulfone dans lesquels le sulfoxyde est minoritaire
(Geneste et coll, 1977b). Les benzothiophenes oxydés efficacement par
cette méthode sont essentiellement des benzothiophénes substitués en

position 2 ou 3 par des groupements électroattracteurs.
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D'autre part, dans le cas particulier du benzothiophéne non substitué,
I'hypochlorite de tertiobutyle ne donne pas de sulfoxydes de
benzothiophéne, mais un mélange de sept produits dans lequel le
benzothiophéne sulfoxyde formé est substitué en 2 par un atome de chlore
(Geneste et coll, 1977a). Les autres techniques décrites dans la littérature,
qu'elles soient catalytiques (Blanchard et coll, 1975; Chien et coll, 1985)
ou électrochimiques (Srogl et coll, 1978) ne décrivent pas la formation de
sulfoxyde de benzothiophéne mais des produits d'oxydation ultérieure
(sulfone, cétone, etc....). Cependant des travaux réalisés au laboratoire,
par le docteur I. Erdelmeier, montrent que 1'on peut oxyder sélectivement
et avec de bons rendements le benzothiophéne en sulfoxyde de

benzothiophéne, par HpO7 en présence du CF3COOH a 0°C pendant 40

min.

1-4-5-2 Réactivité des sulfoxydes de thiophénes et de benzothiophénes.
En général, les sulfoxydes de thiophéne subissent facilement la réaction de

dimerisation de Diels Alder (Kellogg, 1984 et figure 1-29).
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Figure 1-29
Oxydation du thiophéne (6) et du 2-méthylthiophéne (6d) :

mise en évidence de la réaction de Diels-Alder (6¢) (d'apres Kellogg, 1984).

La réactivité de sulfoxydes de benzothiophénes n'est pas décrite dans la
littérature. Dans notre laboratoire I. Erdelmeier a synthétisée et a étudié
les adduits de Michael (il s'agit d'une addition nucléophile sur une double
liaison en oo d'un groupement attracteur du type cétone, sulfoxyde,
sulfone...) d'un nucléophile sur le sulfoxyde de benzothiophéne.
L'addition a pu étre réalisée en position 3, avec MeOH, CI- et avec le
mercaptoéthanol; dans ce dernier cas, le rendement était de 89%. De point
de vue réactivité le sulfoxyde de benzothiophéne est donc un bon

accepteur de Michael vis a vis des nucléophiles.

1-5 Motivations du travail

Nous avons montré dans cette introduction l'importance particuliere des
dérivés thiophéniques largement répandus en thérapeutique vétérinaire et
humaine, mais aussi en pharmacologie et en toxicologie.

Dans le but de présenter les dérivés thiophéniques et leur transformation
chez I'homme et I'animal, il nous a été nécessaire de parler des différentes

enzymes du métabolisme des xénobiotiques et des méthodes d'études
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utilisées actuellement. Nous avons volontairement décrit les résultats de la
littérature jusqu'en 1994. Cependant au début de ce travail de thése un
sulfoxyde de thiophéne trés électrophile a pu étre isolé isolé et piégé in
vitro au cours du métabolisme de I'IAT (Mansuy et coll, 1991). Cette
découverte a permis d'apporter des éléments de réponse aux toxicicités
observées dans le cas de I'AT aprés sa mise sur le marché.

Le but de notre travail a donc été de savoir si :

-la S-oxydation des dérivés thiophéniques était en générale la
voie majeure de leur métabolisme?

-Cette S-oxydation des dérivés thiophéniques a-t-elle lieu in

vivo ?

Ceci nous a conduit a étudier le métabolisme du benzothiophéne, de
benzothiophénes substitués (principalement le 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophene)) et du thiophéne lui méme. Les différentes études

métaboliques ont été réalisées in vivo chez le rat et in vitro avec des

microsomes hépatiques de rat.
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne

o0 00000 OO OOOOOONOOOEOEOOOEOOSES

CHAPITRE DEUXIEME

L BN B O BN B B B B B BN N B BN BE BN BN B BN B B AN

METABOLISME DU BENZOTHIOPHENE :

MISE EN EVIDENCE DE LA FORMATION D'UN
SULFOXYDE ET D'UNE SULFONE DE BENZOTHIOPHENE
IN VIVO

20 000000 OOOEOOOSOONOPOOPOPOPOOPOES

Le benzothiophéne 4 est le prototype d'une structure qu'on retrouve dans
un certain nombre de pesticides et de composés pharmacologiquement
actifs. Les métabolites urinaires du benzothiophéne chez le rat ont été
décrits par Bray et coll comme étant des dérivés mercapturiques avec trés
peu de preuves de structure (Bray et coll, 1968, 1971). L'oxydation
métabolique du benzothiophéne par des microsomes de foie de rat a été
étudiée par Mansuy et coll en 1991 et a conduit 2 un métabolite
majoritaire, le sulfoxyde de benzothiophéne 4a et une faible quantité de

sulfone de benzothiophéne 4b.
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Métabolisme du benzothiophéne par des microsomes de foie de rat

(d'aprées Mansuy et coll, 1991)

En présence de piéges nucléophiles soufrés, il ne se forme aucun adduit,
sauf si on augmente le pH a 8,5 auquel cas il se forme en présence du

mercaptoéthanol des quantités détectables de I'adduit 4c.

Ce dernier résultat nous a conduit a reétudier le métabolisme du
benzothiophéne in vivo. Dans le présent travail, les métabolites urinaires
majoritaires et minoritaires ont ét€ isolés et identifiés. La cinétique de leur

formation a été établie.

2.1 Etude des métabolites urinaires du benzothiophéne
Le benzothiophéne radioactif (BZT-3H), marqué en position 2, a été

synthétisé par lithiation de 280 mg de BZT avec le butyl lithium, dans 20
ml de THF puis une réaction avec 20 pl de 3HO (1Ci/ml), suivi par 100

pl de H2O, pour donner aprés extraction a l'ether et lavage a l'eau,

environ 270 mg de BZT-3H (5Ci/mole). Le rendement radioactif est de
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50%. Des rats traités avec du benzothiophéne tritié (100 mg/kg) en intra-
péritonéale excrétent deux couples de métabolites majoritaires dans les
urines : A et A'et B et B' et un couple minoritaire D et D' comme le
montre la figure 2-1:A et la figure 2-2 (spectres UV de ces métabolites).

L'HPLC analytique des fractions urinaires collectées a des intervalles de
temps successifs, montre qu'initialement, les métabolites A et A' sont
excrétés en premier. Six heures apres le traitement des rats, le mélange B
et B' croit (figure 2-1:C et tableau 2-1). Aprés 33 heures, 1'excrétion
urinaire des métabolites du benzothiopheéne n'augmente plus. Les quantités
de A et A' et de B et B' sont a peu pres identiques et correspondent a peu
prés a 19% de la dose administrée. D'autres produits radioactifs

représentent 1,5% environ de la radioactivité totale a 33h (tableau 2-1).

Les métabolites A et A' et B et B' ont respectivement le méme spectre
UV et sont probablement des diastéréoisomeres. L'isolement et la
purification des métabolites ont été réalisés grace au traitement des rats
avec 250 mg/kg de benzothiophéne. Aprés extraction sur SepPak, les
métabolites ont été isolés par HPLC préparative comme cela a été décrit

dans la partie matériels et méthodes.

Puisqu'il nous a été difficile de séparer les diastéréoisomeres A et A'
d'une part et B et B' d'autre part, la spectrométrie de masse et 1'analyse

par RMN ont été réalisées directement sur les mélanges.
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Figure 2-1
Meétabolites urinaires du benzothiophéne tritié, excrétés par le rat entre 9

et 24 heures : HPLC analytique (2-1 : A), radioélugramme (2-1 : B) et
cinétique d'excrétion (2-1 : C) entre 0 et 33 heures.
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Figure 2-2

HPLC analytique des urines de 9-24 heures, de rat traité avec
du benzothiopheéne (250 mg/kg en ip).

Conditions d'HPLC:
Solvant A = CH3COONH4 0,IM  pH 4,6

Solvant B = CH3CN 50%. En gradient O & 100% de B en 20 min.
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Tableau 2-1
Cinétique d'excrétion urinaire et fécale des métabolites

du benzothiophéne tritié entre 0-24h et 24-33h.

La radioactivité totale injectée est de 43,2 uCi

Urines |Radioact-| Pourcentage de la radioactivité totale injectée
(heures) |ivité(uCi)

Métabolites Total |[AetA'|BetB' |DetD' |T20
urinaires

0-3h 0,7 1,6 0,8 0,14 0 0,02
3-6h 0,9 2 1,2 0,4 0,06 0,06
9-24h 20,5 473 I5.5 18 0,9 1,4
24-33h |1,5 3.5 1,5 0,7 - 0,28
Total 23.5 54,5 19 19,24 1 1,76
0-33h |

Féces : 3,6% de la radioactivité totale injectée a été retrouvée entre 0

et 33 heures.

2-1-1 Identification des métabolites A et A' et B et B'.

- Les métabolites A et A’

Analysés par HPLC les métabolites A et A' ont un temps de rétention de
11,79 et 12 min, un maximum d'absorption en UV a 240 nm et un point
d'inflexion a 280 nm (figure 2-2). Le rapport A/A' est de 4/1, indiquant
que A est majoritaire et A' est minoritaire. Le spectre de masse des
composés A et A' présente un pic moléculaire a M = 313 correspondant a
I'addition de Ia N-acéfy]cystéine au benzothiophéne plus un atome
d'oxygene (tableau 2-2). L'analyse par RMN dans CD30D (figure 2-3)
montre les signaux de la N-acétylcystéine, quatre protons aromatiques et

un complexe ABX appartenant au noyau dihydrobenzothiophéne
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Spectre RMN du proton des métabolites A et A' et de leur
authentiques 4A et 4A', dans le méthanol deutérié (CD30D).
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Figure 2-4

Spectre RMN du proton des métabolites B et B' et de l:ur
authentiques §B et !?B', dans le méthanol deutérié (CD30D)
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ressemblant & celui d'un composé synthétisé antérieurement et
correspondant a l'addition du mercaptoéthanol sur la position 3 du

sulfoxyde de benzothiophéne (tableau 2-3).

La synthése de l'adduit du sulfoxyde du benzothiophéne avec le
mercaptoéthanol est réalisée dans le méthanol, en présence du méthylate de
sodium et du mercaptoéthanol (Mansuy et coll, 1991; Ginderow et coll,
1992). Un produit cristallin blanc a été obtenu. La structure aux rayons X
montre la formation du sulfoxyde de 2,3-dihydrobenzothiophéne substitué
en 3 par le soufre du mercaptoéthanol. La RMN de proton dans CDCI3 a
montré les signaux suivants :

d = 2,64-2,73 (m, 2H, -CH2S-), 3,44 (dd, J = 15, J = 4,5 Hz, 1H, Hp,),
3,45-3,69 (m, 2H, -CH20-), 4,05 (dd, J = 15, ] = 8 Hz, 1H, Hjpyp), 4,63
(dd, J = 8, ] = 4,5 Hz, 1H, H3), 7,49 (m, 1H, 6H), 7,56-7,73 (m, 2H,
Hy,5), 7,79 (m, 1H, H7).

Ainsi la structure des composés A et A' correspond
probablement au sulfoxyde de 2,3-dihydrobenzothiophéne
substitué en 3 par le soufre de la N-acétylcystéine. Les composés
A et A' ont été cristallisés dans 1'acétate d'éthyle et il sont stables apres
purification. Cependant les métabolites A et A', en présence d'agents
réducteurs, comme la N-acétylcystéine ou le mercaptoéthanol se
transforment en nouveaux composés D et D' avec un spectre UV

caractéristique.
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- Les métabolites B et B'

L'HPLC analytique des métabolites B et B' montre un temps de rétention
de 13,71 et 13,85 min avec un spectre UV ayant pour A max = 270 nm
(figure 2-2). Le rapport B/B' est aussi de 4/1, indiquant que B est
majoritaire et B' est minoritaire.. La masse de ces composés est de 329
correspondant a l'addition de la N-acétylcystéine sur le benzothiophéne
plus deux atomes d'oxygene (tableau 2-2). Le spectre RMN du proton
dans CD30D montre les signaux de la N-acétylcystéine, quatre protons
aromatiques et un complexe ABX correspondant au
dihydrobenzothiophéne dioxyde substitué en 3 par la N-acétylcystéine
(figure 2-4 et tableau 2-3).

Les données spectrales de A et A' suggéraient la structure de 4A et 4A'
(figure 2-5) et celles de B et B' la structure de 4B et 4B’ (figure 2-6).
Pour confirmer cette hypothése nous avons préparé ces composés par les

méthodes décrites ci-dessous.

Les études de synthése réalisées au laboratoire par I. Erdelmeier et G.

Rubinsteen ont permis d'obtenir les produits suivants :

2-1-2 Synthése du sulfoxyde de benzothiophéne et de son
conjugué avec la N-acétylcystéine
Le sulfoxyde de benzothiophéne a été synthétisé par oxydation directe du

benzothiopheéne par H72O9 dans l'acide trifluoroacétique, a basse
température et en un temps de réaction court, ce qui permet d'obtenir du
sulfoxyde de benzothioph&ne pur qui peut étre conservé en solution a

-20°C.

L'adduit du sulfoxyde de benzothiophéne avec la N-acétylcystéine a été
synthétisé par la réaction dans le méthanol en présence de méthylate de

sodium en un mélange 50/50 de deux diastéréoisoméres (4A + 4A') qui
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n'ont pas pu étre séparés de fagon préparative (figure 2-5). Analysé par
HPLC, ces composés avaient des propriétés spectrales et un temps de
rétention identiques aux métabolites A et A'. La RMN est trés similaire a
celle du mélange A et A'. La comparaison des deux mélanges 4/1 et 1/1
(métabolique ou synthétique) permet d'attribuer les signaux de chaque

spectre RMN, malgré la non séparation des isomeres (tableau 2-3 page 95)

OH
H, P
3eq. H0, /\/OH - 48
\ (30% dans Hzo) \ HS H
- ol »
109 eq.CF,COOH Y
8 0°C, 40 mn N N
(0]
4 4a 4d °

,8 eq. N-acétylcystéine
8 eq. CH;ONa CH,0H CH,CI,

S—CH,-CH-COOH

I
@:S NH-COCH,
S
W\
0

(4A_+ 4A")

Figure 2-5
Schéma de synthése du sulfoxyde de benzothiopheéne et de ses adduits

avec le mercaptoéthanol et avec la N-acétylcystéine.

2-1-3 Synthése de la sulfone de benzothiophéne et de son
conjugué avec la N-acétylcystéine

La réaction de la sulfone de benzothiophéne commerciale avec la
N-acétylcystéine dans le méthanol en présence du méthylate de sodium est
rapide et permet d'obtenir un mélange 1/1 de deux diastéréoisomeres (4B
+ 4B') difficiles a séparér par HPLC. Leurs spectres UV, IR et de masse

et leur temps de rétention HPLC sont identiques a ceux des métabolites B
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et B'. Les données du spectre de masse sont indiquées dans le tableau 2-2

et celles de la RMN dans le tableau 2-3, page 95.

3eq.H20, 18 eq.H20p
(30% dans H20)
\ o N \ CF3C00H - \
109 ¢q.CF3COOH v température ambiante
’ 3h 30mn 7
0°C, 40 mn \\0 ¥, 5
4 da 4c

0,8 eq.N-acétyleystéine
8 eq.CH30ONa, CH30H |CHCl,

—CH,-CH-COOH
NHCOCH3

4
o o

(4B _+4B")

Figure 2-6
Schéma de synthése de la sulfone de benzothiophéne et de son adduit

avec la N-acétylcystéine

2-1-4 Comparaison des métabolites A et A' et B et B' avec leur
authentiques de synthése, respectivement (4A + 4A') et

(4B + 4B').

-Spectres de masse
Les composés A et A' ont les mémes spectres de masse que les
authentiques de synthése 4A + 4A' comme le montre le tableau 2-2,
correspondant au produit d'addition de la N-acétylcystéine sur le

sulfoxyde de benzothiophéne (figure 2-5).

Les composés B et B' ont les mémes spectres de masse que les

authentiques de synthése 4B + 4B' comme le montre le tableau 2-2 et la
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figure 2-6, correspondant au produit d'addition de la N-acétylcystéine sur
la sulfone de benzothiophéne .

-RMN 1H
La figure 2-3 montre des signaux identiques pour A et A' et 4A + 4A"
mais avec des proportions différentes. Il en est de méme pour les
composés B et B' et 4B + 4B' (figure 2-4).

-Spectres UV, IR et temps de rétention
Les composés A et A' et 4A + 4A’' ont montré le méme spectre UV et le
méme temps de rétention. Ils ont montré une bande large & 1070 cm-1
dans leur spectre IR, ce qui est caractéristique d'un sulfoxyde. Les
composés B et B' et 4B + 4B' ont montré également les mémes spectres
UV, RMN 1H, de masse et le méme temps de rétention.
Les spectres UV, RMN, IR, de masse et le temps de rétention HPLC
confirment I'hypothése postulée a savoir : les métabolites A et A' sont
respectivement identiques aux authentiques 4A et 4A' et que les
métabolites B et B' sont aussi respectivement identiques aux

authentiques de synthese 4B et 4B'.

Métabolite C.

Dans I'urine des rats traités au benzothiophéne, un composé C non présent
dans l'urine témoin et moins polaire que A et A' et B et B' a été
partiéllement purifié. Cependant, ce composé n'est pas radioactif et est peu
abondant, ce qui ne nous permet pas d'étre certain que c'est un métabolite

du benzothiophéne. Nous nous en parlerons plus par la suite.

2-1-5 Nature des métabolites minoritaires D, D' et E
Lorsque les urines sont conservées a température ambiante ou au
congélateur pour une longue période, le rendement en D et D' croit et il

y a apparition d'un nouveau produit que nous avons appelé E.
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-Métabolites D et D'

-Les métabolites D et D' isolés de l'urine
Les métabolites D et D' sont présents en quantité non négligeable dans
l'urine vieillie (urine conservée au congélateur durant quelques jours a
quelques semaines), ils ont un temps de rétention de 17,74 et de 18 min en
HPLC, un spectre UV caractéristique avec une bande large centrée a 246
nm, un large épaulement a A = 295 nm (figure 2-7). Le spectre de masse
montre une masse de 297 ((298 (M + H)*), 315 (M + NHy4)1)) (tableau
2-2) correspondant au benzothiophéne plus la N-acétylcystéine. Le spectre
RMN du proton montre les protons de la N-acétylcystéine, quatre protons
aromatiques et un systéme ABX correspondant au
2,3 dihydrobenzothiophéne substitué en position 3 par la N-acétylcystéine
(figure 2-8 et tableau 2-3).

-Les métabolites D et D' synthétisés par voie chimique

Les métabolites D et D' ont été synthétisés par voie chimique par
chauffage du mélange de synthése 4A + 4A"' et du mercaptoéthanol dans
l'acide acétique dilué, entrainant la réduction du sulfoxyde (figure 2-9). Il
semble qu'il y ait un seul diastéréoisomeére du métabolite D ou
probablement la coexistence de deux diastéréoisomeres D et D' qui sont
suffisament proches 1'un de l'autre de telle fagon que I'HPLC n'a pu les
séparer. Nous avons vu une fois une amorce de séparation en HPLC, mais
n'avons pas pu la reproduire. Les métabolites D et D' sont stables sous
forme cristallisée et a 1'abri de l'air. Cependant dans le méthanol et en
présence d'air, la solution devient rapidement rose. Analysée par HPLC,
cette solution contient le nouveau produit E. Ce métabolite est aussi

retrouvé en traces dans l'urine vieillie.
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HPLC analytique des urines de rat, conservées au congélateur
pendant quelques jours a quelques semaines. Mise en évidence
des composés D et D' (produits de réduction de A et de A') et
celle du produit aromatisé E.

Conditions d'HPLC:
Solvant A = CH3COONH4 0,IM pH 4,6
Solvant B = CH3CN 50%. En gradient 0 a 100% de B en 20 min.
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Figure 2-8

Spectre RMN du proton des composés D et D' (produits
dérivés de la réduction dans les urines de A et de A'), dans le

méthanol deutérié (CD30D)

° ppm
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(4A + 4A") 4D + 4D’ 4E
Figure 2-9

Schéma de synthése des métabolites 4D + 4D' et de leur produit
d'oxydation 4E

Preuves de structure des métabolites D et D'

le tableau 2-2 montre bien que les composés D et D' et 4D et 4D' ont la
méme masse. Ils ont également les mémes spectres UV et de RMN 1H. Les
temps de rétention sont identiques. Ainsi on peut dire que les métabolites

D et D' et leurs authentiques 4D et 4D' ont la méme structure.

Tableau 2-2

Les données de masse des métabolites urinaires du

benzothiophéne et de leurs authentiques correspondants

Métabolites/ Masses : ionisation chimique (NH3)

Authentiques
(A et A")/(4A + 4A") | 314 (M+H)*+, 100%); 331 (M+NHg)*, 30%)

168 (60%); 151 (90%); 134 (95%)

(B et B')/(4B +4B') |[330 (M+H)*, 100%); 347 (M+NH4)*, 25%)
186 (40%); 150 (25%); 134 (85%)

(D et D')/(4D + 4D") [298 (M+H)*, 100%); 315 (M+NH4)*, 25%)
186 (75%); 164 (45%); 134 (80%)
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Tableau 2-3

Comparaison en RMN 1H des signaux ABX

correspondants aux protons cycliques 2 et 3

des composés ayant les structures ci-dessous

S—R
| Hjy
H
S\\ 2a
0,

Protons du systeme Haq Hop, Hj3
ABX
Produits
n=1, R=CH2-CH2OH |§=(3,44; dd) |&=(4,05; dd) |8=(4,63; dd)
(CDCl) J=(4,5; -14,5) |J=(8; -14.5) J=(4,5; 8)
=] A : A : A :
R= 6=3,29 0=4,28 0=4,81

COOH J=(4,7; -15) J=(8,-15) J=(4,7; 8)
CHz'CH< A A' A

NHCOCH; |[§=3,33 0=4,26 0=4,90
(CD30D)
n=2, R=CH)-CH20H |§=3,54 6=3,93 6=4,76
(CDClI3) J=(-13,8; 5,9) |J=(-13,8; 7,8) [J=(5,9; 7,8)
n=2 B: B : B :
R= 6=3,36 6=3,83 6=4,76

COOH J=(-13; 4,7) J=(-13; 7,7) J=(4,7; 7,8)
CHz'CH< B': B': B':

NHCOCH;  [§=3,39 6=3,87 0=4,8
(CD30D)
n=0 DetD' DetD’ D et D'
R= 6=3,30 6=3,80 0=4,73

COOH J=(-13,7; 7) J=(-13,7; 7) J=(-13,8; 7)
CH;;CH(

NHCOCH;4
(CD30D)
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-Métabolite E.

-Le métabolite E isolé de 1'urine
Le métabolite E est le moins polaire de tous les métabolites du
benzothiophéne isolés de 1'urine. Son spectre UV ressemble beaucoup a
celui du benzothiophene (figure 2-7). Son spectre de masse montre une
masse de 295 (296 (M + H)*), 313 (M + NHy4)*)) correspondant au
benzothiophéne plus la N-acétylcystéine moins deux hydrogénes. Son
spectre RMN 1H montre les signaux de la N-acétylcystéine plus cing

protons aromatiques. Il s'agit probablement d'un benzothiophéne substitué

en position 3 par le soufre de la N-acétylcystéine.

-Le métabolite E synthétisé par voie chimique

La structure du métabolite E isolé de l'urine a été confirmée sans
ambiguité par synthése de Il'authentique a partir du 3-bromo-
benzothiopheéne en présence de l'iodure de cuivre comme catalyseur et de

la N-acétylcystéine dans le DMF (Hickman et coll, 1985; Dansette et coll,
1992).
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COOH
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4E
3-bromo-benzothiophéne

Figure 2-10

Schéma de synthése du métabolite E
Preuves de structure du métabolite E
Le métabolite E et l'authentique de synthése 4E ont les mémes spectres de
masse. En plus, leurs spectres UV et leur temps de rétention en HPLC sont
les mémes. Il nous est possible alors de conclure que le métabolite E isolé

de l'urine et son authentique de synthése 4E ont la méme structure.

2-2 Métabolites urinaires du sulfoxyde de benzothiophene

Le sulfoxyde de benzothiophéne a été administré chez le rat a raison de
100mg/Kg en ip; les urines de 24 heures ont été collectées. La cinétique
d'excrétion a été suivie par HPLC analytique et la quantification a été faite
par integration des surfaces des pics aprés avoir standardisé I'HPLC avec
des concentrations connues des produits de synthése purs (4A + 4A"),

(4B + 4B') et (4D + 4D'). L'analyse a montré que les métabolites A et
A',BetB'etD et D' sont formés a partir du sulfoxyde de
benzothiophéne. La quantité des métabolites excrétée dans 1'urine de 24
heures est représentée dans le tableau 2-4. Les métabolites A et A" sont
formés majoritairement, B et B' sont aussi formés mais en quantité
inférieure. Le rendement urinaire en métabolites du benzothiophéne est

d'environ 50% de la dose totale administrée. La perte qui est a peu pres la
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moitié de la dose administrée est probablement due a une élimination
fécale, chose qui n'a pu étre déterminée étant donné que le benzothiophéne
sulfoxyde n'était pas marqué.

Tableau 2-4:

Métabolisme in vivo du sulfoxyde de benzothiophéne, de la
sulfone de benzothiophéne et des métabolites A et A' :
pourcentage de la dose administrée et rapport des produits.

(Le résultat est la moyenne de deux expériences, durée 24 heures)

Produit Pourcentage de la dose administrée
administré en ip | Rapport des produits
Métabolites Métabolites Métabolites
AcetA B et B' D et D'
Sulfoxyde de 355 10+2 2105
benzothiophéne |4/1 4/1 -
100mg/ke
Sulfone de - 30£2 -
benzothiophéne 2/1
100mg/kg
Métabolites 51 42 + 4 1+£5
AetA' 4/1 4/1 -
10 mg/rat

2-3 Métabolites urinaires de la sulfone de benzothiophéne .

La benzothiophéne sulfone a été administrée chez le rat a raison de
100mg/Kg, en ip, les urines de 24 heures ont été collectées. L'analyse a
montré que seuls les métabolites B et B' sont formés & partir de la sulfone
de benzothiophéne . Le produit de départ, la sulfone de benzothiophéne a

été retrouvée dans les derni¢res excrétions urinaires (au dela de 16h), ceci
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représente probablement un indice de saturation de la voie de conjugaison.
Seulement le 1/3 de la dose administrée a été récupéré dans les urines
(représenté exclusivement par B et B') (tableau 2-4). Il n'est pas
impossible qu'une partie du produit soit éliminée dans les féces ce qui n'a
pas pu étre déterminé car la sulfone de benzothiophéne n'est pas marquée.

la cinétique d'excrétion urinaire de la sulfone de benzothiophéne est

représentée dans le tableau 2-5.

Tableau 2-5 :

Cinétique du métabolisme in vivo de la sulfone benzothiophéne

% de la dose B B' B/B' B +B' |BZT-O7
temps (en heure)

1-2h 3.3 3,3 1 6,6 0

2-4h 3,9 1.3 0 8.2 0

4-6h 0,4 0,1 4 0,5 0

6-8h 1,93 0,32 6 22 0,1
8-24h 13,4 2,6 6 16 1.2
Total : 0-24h 20 10,6 2 30,5 L3

deux rats ont été traités avec 100mg/Kg de la sulfone de benzothiophéne.

L'excrétion des métabolites est quantifiée par HPLC.

Le tableau 2-5 montre qu'au début de la cinétique la formation des adduits

B et B' se fait sans stéréospécificité et que plus le temps passe plus la

part en fin de cinétique il y a aussi excrétion de la sulfone inchangée.
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2-4 Métabolites urinaires des composés A et A'.

Dans le but de savoir si les métabolites A et A' sont des précurseurs des

métabolites B et B'. Le mélange A et A' purifié a partir des urines (4/1)

a été administré chez un rat (10 mg, ip). Les métabolites B et B' sont

formés majoritairement. Une partie non négligeable des métabolites

réduits D et D' sont également retrouvés. Le tableau 2-4, montre

qu'environ 55% de la dose administrée a été récupérée dans les urines de

24h. Puisqu'il y a une perte de 45% environ du produit de départ,

probablement une partie est éliminée dans les fécés ou la durée de 24h de

collection urinaire n'a pas été suffisante pour récupérer 1'essentiel de la

dose de départ. Il se peut aussi qu'une partie du produit ait été dégradée

en divers composés dont la structure est inconnue ou ayant une polarité

non compatible avec le systtme HPLC utilisé.

2-5 Discussion _

L'étude du métabolisme oxydatif du benzothiophéne in vivo chez le rat
nous a permis de montrer 1'existence de deux mercapturates majoritaires
A et A' et B et B' qui dérivent formellement de la réaction du sulfoxyde
et de la sulfone du benzothiophene avec le glutathion. Dans la littérature,
il a été¢ montré que le benzothiophéne est oxydé en sulfoxyde et en sulfone
in vitro (Mansuy et coll, 1991). Il a été également postulé que le mobam
(dérivé de benzothiophene), un pesticide est oxydé en sulfoxyde, la seule
preuve de structure était le spectre infra-rouge (Robbins J.D et coll,
1970).

Les différentes voies métaboliques in vivo du benzothiophéne sont
résumés dans la figure 2-11. La structure de tous les métabolites a été
confirmée par la préparétion au laboratoire des authentiques de synthese
(figure 2-12). La formation de tels métabolites implique la réaction de
dérivés de conjugaison de la N-acétylcystéine (via le GSH) a un métabolite

réactif de benzothiophéne mono- ou bi-oxygéné. Les métabolites A et A'
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Figure 2-11

Métabolisme du benzothiophéne in vive chez le rat.
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Figure 2-12

Synthése des authentiques des métabolites du benzothiophéne, réalisée par
I. Erdelmeier et G. Rubinstenn. (La Synthése de I'authentique de E a été réalisée par DoCa Thang)
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ont 3 centres d'asymétrie ( le soufre du benzothiophéne, le carbone 3 du
cycle et le carbone o de la L-cystéine fixé), ce qui implique la présence
possible de 4 diastéroéisomeres. Il s'agit de deux diastéréoisomeéres en
"cis" et deux diastéréoisomeres en "trans” (les positions du sulfoxyde et du
soufre de la N-acétylcystéine). Les propriétés spectrales et
chromatographiques de A et A' impliquent que seuls deux de ces quatre
diastéréoisoméres sont formés. En se basant sur le fait que le produit de
réaction majoritaire du mercaptoéthanol sur le benzothiophéne sulfoxyde
est de stéréochimie "cis" comme I'a montré la structure cristallographique
obtenue par diffraction des rayons X (Ginderow et coll, 1992). Il est
probable qu'ici aussi les diastéréoisoméres en "trans" sont trés

minoritaires et n'ont pas pu étre observés.

Par analogie avec le mécanisme démontré pour la formation du sulfoxyde
de 1I' IAT (Mansuy et coll, 1991), un mécanisme comparable pour la
formation de A et A' et de B et B' peut étre envisagé :

Le benzothiopheéne est transformé en premier lieu par les cytochromes
P450 via une oxydation en sulfoxyde de benzothiophéne (avec les
microsomes, Mansuy et coll, 1991). Le sulfoxyde de benzothiophéne
réagit ensuite avec le glutathion pour donner deux diastéréoisomeres qui
sont des conjugués de glutathion en position 3 qui seront transformés

ultérieurement en acides mercapturiques (métabolites A et A').

Deux mécanismes possibles permettent d'expliquer la formation des
métabolites B et B' :
-Le premier mécanisme concerne l'oxydation des composés A et A'
(ou de leur GSH-conjugués) en dérivés de sulfone (métabolites B et B').
-Le deuxiéme mécanisme peut étre une oxydation du sulfoxyde de

benzothiophéne, tout d'abord en sulfone qui réagit ensuite avec le
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glutathion. Ainsi si le sulfoxyde de benzothiophéne peut étre oxydé en
sulfone la conjugaison au glutathion conduit a la formation des métabolites
B et B'. Cependant le traitement des rats avec les composés A et A' (4/1)
ou avec le benzothiophéne ou encore avec le sulfoxyde de benzothiophéne,
conduit a l'excrétion des métabolites B et B' dans des proportions
similaires (4/1). Or les proportions de B et B' chez le rat traité avec la
sulfone de benzothiophéne particulierement au début de la cinétique (1/1)
sont trés différentes de celles de rat traité avec le benzothioph&ne ou avec
les composés A et A' ou avec le sulfoxyde de benzothiophéne. Si l'on
admet le premier mécanisme par lequel la premiére voie de formation de
B et de B' est possible et qu'on suppose que l'oxydation n'est pas
stéréosélective , il faut noter que des la formation du glutathion conjugué
du sulfoxyde ou de A et A', la stéréochimie sur le carbone 3 du cycle est
fixée et ne change plus lors de I'oxydation, donc il y aura la formation de
B et de B' dans les mémes proportions que leurs précurseurs glutathion-
conjugués du sulfoxyde ou celles de A et de A'.

Dans le cas du deuxiéme mécanisme, une étude directe du métabolisme in
vivo de la sulfone de benzothiophéne a montré qu'au début de la cinétique,
la formation des adduits B et B' se fait sans stéréospécificité et que plus le
temps passe plus la stéréospécificité augmente en faveur du produit B le
plus polaire. D'autre part en fin de cinétique il y a aussi excrétion de la
sulfone inchangée. On sait que les vinyles sulfones sont d'excéllents
accepteurs de Michael et en plus dépléteurs de glutathion. On a aussi pu
montrer que la sulfone de benzothiophéne réagit spontanément avec le
glutathion a pH supérieur a 7 (étude faite en spectrométrie UV). In vitro,
la catalyse par les glutathion-transférases existe mais elle est difficile a
mesurer précisément a cause des taux treés élevés de réaction spontanée. Au
début de la cinétique, ﬂ pourrait y avoir réaction spontanée avec le

glutathion a forte concentration (effet de masse), en compétition avec une
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réaction enzymatique peu efficace et au fur et a mesure de la déplétion en
glutathion, la réaction enzymatique deviendrait plus efficace et conduirait
a une meilleure st€réosélectivité.

Lors des études chimiques de synthése de 1'adduit du sulfoxyde avec la N-
acétylcystéine, on a montré que l'addition de Michael nécessite un milieu
basique et ne se fait pas en milieu neutre. Il est donc probable que la
réaction enzymatique est catalysée par des glutathion-S-transférases dont le
role est a la fois de mettre en contact le substrat et le glutathion et aussi
d'abaisser le pK apparent du thiol du GSH qui réagit comme un thiolate.
On peut donc penser que la voie sulfoxyde de benzothioph&ne, métabolites
A et A' (ou conjugués de glutathion) puis métabolites B et B' prédomine
sur la voie métabolique sulfoxyde de benzothiophéne, sulfone de
benzothiophéne puis métabolites B et B'. Un autre argument contre la
formation de la sulfone comme intermédiaire est que ce composé n'est
pratiquement pas synthétisé "in vitro" avec les microsomes de foie de rat

témoin méme a partir du sulfoxyde comme substrat.

La transformation de A et A' en D et D' a lieu dans les urines vieillies a
température ambiante, mais aussi dans les urines conservées a froid au
congélateur. Cette transformation correspond a la réduction du S-oxyde
en sulfure qui peut étre obtenue par divers réducteurs et en particulier par
les dérivés de thiols dans un milieu acide. Ainsi les produits D et D' ne
sont pas de vrais métabolites mais des produits de réduction non
enzymatique. En outre le produit aromatique E, décrit par Bray (Bray et
coll, 1968) est un produit de transformation de D et D' par

réaromatisation. En effet un certain nombre de méthodes connues ont été

testés pour déshydrater les dihydrothiophénes sulfoxydes (H+, AcpO,
Alp03) sur le mélange A et A' sans succés (Mansuy et coll, 1991). Par

contre la succession de deux étapes réduction plus oxydation se fait
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facilement dans des conditions douces pour donner les métabolites D et D'
puis E.

L'urine vieillie contient des quantités importantes des produits D et D' et
des quantités tres faible de E. Cependant les métabolites D et D' sont trés
sensibles a I'oxydation dans les solvants organiques. Ceci peut expliquer
pourquoi Bray et coll, qui purifiaient les métabolites par plusieurs
chromatographies sur papier ont obtenu le métabolite E comme un
produit majoritaire. Les trois autres métabolites contenant le 35§ décrits
et non identifiés dans la publication de Bray (Bray et coll, 1968) sont

probablement les métabolites A et A", BetB'etD et D'.
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne

0 0600000000000 OO0 OOOOSESS

CHAPITRE TROISIEME

9 00 00000 OOOO0SOSOSOEDITOEESEOSSDS

BENZOTHIOPHENES SUBSTITUES :

par un groupe p-chlorobenzoyl

Le métabolisme de deux benzothiophénes substitués a été étudié in vivo
chez le rat. Diverses incubations de ces mémes benzothiophénes substitués
ont été réalisées en présence de microsomes hépatiques de rats témoins et
induits et de systeme générateur de NADPH. La composition du milieu
réactionnel a été analysée en fin de réaction. Les protocoles
expérimentaux sont décrits dans la partie expérimentale (chapitre 5).
L'étude métabolique de ces dérivés a été menée en paralléle avec une étude
chimique en vue, d'une part de préparer des authentiques de syntheése et,
d'autre part de comparer les résultats du métabolisme et de 1'oxydation
chimique des benzothiophénes substitués.

Le métabolisme du 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne 1S in vivo et in
vitro et du 2-(4-chlorobenzoyl)-3-hydroxy-benzo(b)thiophéne 19 in vitro

a été étudié.

Dans une premiére partie nous avons essayé de mettre en évidence in vitro

une S-oxydation par différents types de microsomes de foie de rats,
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d'isoler le ou les métabolites formés et enfin de les identifier a fin

d'établir leur structure.

Dans une deuxiéme partie, nous avons procédé a la recherche des

métabolites dans les urines recueillies, apres traitements des rats avec des

benzothiophénes substitués.

3-1 Motivations
Nous venons de voir (chapitre 2) que le métabolisme du benzothiophéne

conduit a la formation du sulfoxyde de benzothiophéne comme métabolite

primaire in vitro et in vivo (figure 3-1).

\ in vivo N \

S in vitro S
\\
(0]
Benzothiophéne Sulfoxyde de benzothiophéne
Figure 3-1

Métabolisme in vive et in vitro du benzothiophéne : passage par

un sulfoxyde de benzothiopheéne

Dans le cas de I'acide tiénilique, le mécanisme proposé pour la
5-hydroxylation suppose le passage par un sulfoxyde de thiophéne
(figure 3-2)
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OCH,COOH

Figure 3-2

Mécanisme proposé pour la 5-hydroxylation de l'acide tiénilique

Or, il est difficile de prouver ce mécanisme, car le sulfoxyde de I'AT doit
étre tres instable; on ne peut pas le préparer pour prouver ce mécanisme.
Une réaction analogue ou le sulfoxyde intermédiaire devrait étre plus

stable pourrait avoir lieu avec un benzothiophéne substitué en 2 par un

groupe COAr (figure 3-3):

4 3 oH
5 o ™ H,0
3\, 2 H;0 -Hz
S . I4 [4 g
7 1 N\ H
\o

11 10

> )

Hypothese de formation d'un sulfoxyde de benzothiophéne substitué en 2 par
un groupe attracteur COAr

La véracité de ce schéma a été démontrée au laboratoire par P. Pouzet

(figure 3-4) :
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N\ H02
OAr Grcool 004'—v" COAr — COAr
15
0 COAr
Catalyseur acide
Figure 3-4

Oxydation chimique du composé 15 : passage
par un sulfoxyde et formation du composé 19.

Y

Ceci a été possible car le sulfoxyde intermédiaire dans la formation du
composé 19 est isolable et complétement caractérisable. Nous avons voulu
voir si cette S-oxydation et cette formation de 19 avaient lieu au cours du
métabolisme in vivo et in vitro. Ceci nous a conduit a 1'étude du

métabolisme du composé 15, ainsi que de certains de ses dérivés.

3-2 Métabolisme du 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne 15

in vitro.

Les composés authentiques ont été préparés et complétement caractérisés

par P. Pouzet au laboratoire.
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Tableau 3-1 ‘
RMN IH (dans le DMSO D6) et RMN 13C des composés authentiques
(15, 16, 17,19 et 20). (3 en ppm par rapport au signal de Si(CH3)4, J en Hertz).

Les authentiques de RMN 1H RMN 13C
synthése

8,13 (s, 1H) : Hg C tertiaires : 132,0; 130,6
8,07 (m, 2H) : Hy, Hy (2C); 128,8 (20); 127,5; 126,0

N A
7,93 (d, J=9Hz, 2H) : Hg, Hy1 | 45’6 "20): 138,9 (2C); 136.0.
7,67 (d,J=9Hz, 2H) : Hg, H1g | C carbonyle : 188,1

(dans CDCl3)
8,18 (s, 1H) : H3 C tertiaires : 141,7; 132,9
8,11 (m, 1H) : Hy 131,9; 130,9 (2C); 129,4 (20)
7.87 (i 128.,0; 126,8.
1,87 (i, 1H) : H N 8.
7‘3? ém QH; ; H4 H C quaternaires :
e o o 8 152,0; 146,9; 140,0; 135,7

7,97 (d,J=9Hz, 2H) : Hg, Hy) |35,
7,66 (d, J=9Hz, 2H) : Hg, H1g | C carbonyle : 187,5

(dans CDyCl9)
7.80 (d,J=7,5Hz, 1H) : Hy, H7 | C tertiaires : 129,0 (2C);
7,7(d, J=7,5Hz, 1H) : Hy, Hy 128.2; 124,8 (2C); 124,0;

- 122,7 (2C); 121,7.
7.20-7,60 (m, 6H) : : Hs, HeHg| | quétgﬂaires :

Hg. Hyp, H 148,8; 141,7; 140,2; 139,7;
7,15 (8, TH) i Ha 134,1.

6,10(d, J=3,5Hz, 1H) : CH-OH | CHOH : 72,5

2,75 (d, J=3,75Hz, 1H) : OH
¢échangé avec D20

(dans CDyCly)

13,36 (s, 1H) : échangé avec C tertiaires: 131,0 (C6) 130,3
(OH)4 (C7' et C3Y, 1294 (C4' et C6"
8,03 (d, J=8Hz,1H) : Hy 125,5 (C5); 124,4 (C4); 123,6

_oH, e (Ch
MU, J=3E2, 2 ¢ Hg-Hy ) C quaternaires : 166,1 (C3)*;

%170, Jedbe, 1H): Hy 141,2(C8); 1394 (CS'): 137,7

7,59 (1, J=8Hz,1H) : Hg (C9); 136,9 (C27); 109,8 (C2).

7,52 (d,J=9Hz,2H) : Hg-H}q C carbonyle : 190,6 (C1")

7,45 (1, J=8Hgz, 1H) Hj * Auribution faite par corrélation]
courte distance proton / carbone.
(dans CD,Cly)

7,47-7,82 (m, 3H)

7,66 (d, J=8Hz, 2H) : Hg-H;
7,55 (m, 3H) : Hy, Hs, Hg
7,37 (d, J=8,5Hz, 2H) : Hy-Hy | _
Le proton hydroxy non identifid
avee précision.

(duns CD,Cly)
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Le composé 15 ( 100uM) a été traité avec des microsomes hépatiques de
rats non traités (CONT) ou traités par différents inducteurs (PB, 3MC,
B-NF, CLO et DEX) en présence de systéme générateur de NADPH.

Les incubations témoins ne contiennent pas le syst¢me générateur de
NADPH.

-Métabolisme du composé 15 par les microsomes de rats non traités.

En présence de systeme générateur de NADPH, le composé 135 est bien
métabolisé en partie en un métabolite majoritaire 17 (tr = 17,78 min) et
en cinq autres métabolites minoritaires que nous avons appelé 16, 18 19,
20 et 21 dont les temps de rétention (tr) respectifs sont 15,77 min, 16,19
min, 14,8 min, 12,32 min et 15,30 min (figure 3-5). Notons que le
composé 19 a été détecté en traces avec les microsomes 3-MC, B-NF et
CLO (tableau 3-2).

En absence de systeme générateur de NADPH, le composé 15 n'est
pratiquement pas métabolisé. Le tableau 3-2 résume la nature des

métabolites formés en présence de microsomes de rats témoins et induits.
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18 \1
. 0
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—
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Temps (min)
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260 290 300 320 340

Figure 3-5

Métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl) benzo(b)thiophéne
15, en présence de systéme générateur de NADPH et de

microsomes de foie de rat témoin.

HPLC analytique des incubations:
Solvant A = CH3COONH4 0,IM pH 4,6
Solvant B = CH3CN 90%. En gradient 0 a 100% de B en 15 min.
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Tableau 3-2
Meétabolisme in vitro du composé 15 et nature des métabolites

formés en présence de différents inducteurs.

(Le pourcentage de chaque métabolite correspond a la valeur du produit
formé par rapport & la quantité du composé 15 incubée). Faute du
marquage de 15 les pourcentages des métabolites n'ont pas été déterminés

avec précision et sont donc approximatifs et donnés a titre indicatif.

15 in vitro CONT (PB 3MC [B-NF |CLO |DEX
+ NADPH

Métabolites

16 8% 6% 5% 9% 9% 2%
17 14% (7% 14% 12% 15% 19%
18 NQ |NQ NQ NQ NQ NQ
19 0% - |0% (traces) | (traces) | (traces) | 0%
20 0% 0% 6% 5% 7% 0%
21 NI NI NI NI NI NI

- NADPH 0% 0% 0% 0% 0% 0%

NQ = non quantifié. NI = non identifié
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- Identification des différents métabolites d'apres la spectroscopie UV-
visible, RMN 1H, RMN 13C, 1a spectrométrie de masse et la comparaison
avec des authentiques de synthese.
Six métabolites majeurs ont été mis en évidence dont cinq ont été isolés et
complétement caractérisés.

-Le sulfoxyde : 16

-L'alcool de réduction : 17

-L'alcool sulfoxyde : 18

-Le métabolite hydroxylé en 3 : 19

-Le sulfoxyde hydroxylé en 3 : 20

-Le métabolite 21 : n'est pas encore identifié

Les composés 16; 17 et 20 ont été identifiés aussi en plus de la
spectroscopie UV-visible, RMN 1H, RMN 13C et de la spectrométrie de
masse, par comparaison avec des authentiques de synthése correspondants

dont on donnera la synthése par la suite.

-Le métabolite 16.

L'étude spectrale UV-visible, RMN 1H et spectrométrie de masse de ce
métabolite a présenté les mémes caractéristiques spectrales que celles de
I'authentique (tableau 3-1). Ce métabolite 16 correspond au sulfoxyde de

2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne.

-Le métabolite 17

Le métabolite 17 est majoritaire avec la plupart des microsomes utilisés.
11 a été purifié et analysé par une étude spectrale. Son spectre de masse par
impact électronique (IE, figure 3-6) montre un pic a 274 (correspondant a
la masse de 15 réduit au niveau de la fonction cétone) et par ionisation
chimique(NH3, figure 3-7), un pic a 290, correspondant a (M + NHyg)¥).

115



S N —- % -

274

221

257

— 241
1S WO O A
Wlomermeirer e e tperr b |

el et e M e e

3SE
ansassnaalssadoinanas sfhndbebsl oun

T v
140 160 120 200 220 240 260 280 300 320 340

Figure 3-6

Spectre de masse (impact électronique) du métabolite 17, dérivé
du métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophéne 15, en présence de systeme générateur de
NADPH et de microsomes de foie de rat témoin.
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Figure 3-7

Spectre de masse (ionisation chimique (NH3)) du métabolite 17,

dérivé du métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl)

benzo(b)thiophéne, en présence de systtme générateur de
NADPH et de microsomes de foie de rat témoin,

———r

SO
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Le spectre RMN 1H du métabolite 17 dans CD2Cl2 montre les mémes
signaux que ceux de son authentique, représentés dans le tableau 3-1.

17 est donc un métabolite provenant de la réduction de la fonction cétone
de 15 par les microsomes de foie de rat (probablement par une réductase
microsomale). Des réductases microsomales capables de réduire les
fonctions carbonyles de la metyrapone ou de stéroides ont été décrits
(Maser et coll, 1991). L'étude spectrale UV-visible, RMN 1H et
spectrométrie de masse de ce métabolite a présenté les mémes

caractéristiques spectrales que celles de I'authentique dont on donnera la

synthése par la suite.

-Le métabolite 18
Le spectre de masse (impact €lectronique) (figure 3-8) présente un pic

moléculaire a 290. Le spectre de masse (ionisation chimique (NH3))
présente un pic a 308 : (290 + 18) correspondant a (M + NH4)*). Dans
ce cas nous ne disposons pas d'authentique de synthése. Le spectre de mase
montre la perte d'un oxygene ce qui conduit & 274 (masse de 17), puis
perte de 17 caractéristique d'un alcool benzylique (ion benzyl). Nous
avons conclu a un métabolite de nature alcool sulfoxyde correspondant
a une réduction de la fonction cétone (a2 I'image de ce qui se fait pour le
métabolite 17) et une oxydation du soufre, ce qui fait le bilan suivant :

masse de 15 (272) + O + 2H = 290.

Métabolite 18
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Figure 3-8

Spectre de masse par impact électronique du métabolite 18,
dérivé du métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophéne, en présence de systéeme générateur de
NADPH et de microsomes de foie de rat témoin,
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-Le métabolite 19

Nous avons pu également mettre en évidence la présence des traces du
métabolite 19 avec les microsomes de rats traités par la -NF, le 3MC ou
le CLO. Ce composé présente les mémes caractéristiques en HPLC (méme
tr, méme spectre UV-visible) et mémes caractéristiques aprés coinjection
avec l'authentique 19 (tableau 3-1). Il correspond au 2-(4-

chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne hydroxylé en 3.

-Le métabolite 20

Nous avons pu également mettre en €vidence la présence en faible
proportion (de 1'ordre de 5%) du métabolite 20 avec les microsomes de
rats traités par la 3-NF, le 3MC ou le CLO. Son spectre de masse (impact
électronique) montre un pic a 304 et en ionisation chimique (NH3, figure
3-9) un pic a 322 correspondant a (M + NHy)*). La masse M serait donc
celle de 15 + 2 O. Le spectre RMN 1H du métabolite 20 dans CD7Clp

montre les mémes signaux que ceux de son authentique de synthése

(tableau 3-1).

-Le métabolite 21

Le pic chromatographique du métabolite 21 a toujours été observé juste
avant celui du métabolite 16, mais lors de sa purification il s'est avéré
qu'il €était trés instable et par conséquent nous n'avons pas pu l'identifier.
I1 est difficile de disposer de 1'authentique de synthése de produit dont on

ne connait pas la structure.

3-3 Métabolisme du 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne 15

in vivo chez le rat.
Etant donné que le composé 15 n'est pas une molécule marquée, il nous a

été difficile d'identifier tous les pics chromatographiques (figure 3-10).

120



1
b,
l:fl

{7E 20
i 155 182 1_-1'* T
|‘1*1T'1 HT 213 2ps RARERARREERES mARES
1 ” " i TT'!"T"' L A b e 5 S 'l"r"f"_
00 220 240 ze0 280 00 320 340 IEQ 3173_0 QCWB
Figure 3-9

Spectre de masse (ionisation chimique (NH3)) du métabolite 20,
dérivé du métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophéne, en présence de systéme générateur de
NADPH et de microsomes de foie de rat induit par la
-naphtoflavone.
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Figure 3-10

Métabolisme in vivo chez le rat du 2-(4-chlorobenzoyl)

benzo(b)thiophéne.
HPLC analytique : Solvant A = CF3COOH 0,1%.

Solvant B = CH3CN 90%. En gradient 0 a 100% de B en 20 min.
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Seuls, ont été analysés les pics dont les spectres UV-visibles correspondent
aux métabolites dérivés du compsé 15. Néanmoins trois pics minoritaires
ont été identifiés (figure 3-10). Le premier a les mémes caractéristiques
spectrales (UV-visible, RMN 1H) et de masse que le métabolite 20. Le
deuxiéme a les mémes caractéristiques spectrales (UV-visible, RMN 1H) et
de masse que 19 lui méme. Le troisieme est un nouveau produit que nous
avons appelé 22.

-Identification des métabolites : 19, 20 et 22 :

L'identification a été réalisée par spectroscopie UV-visible, RMN 1H, par
spectrométrie de masse et par comparaison avec des authentiques de
synthese.

Le métabolite 20 n'est autre que le sulfoxyde de 19, decrit
précédemment.

Le métabolite 19, a les mémes caractéristiques (UV-visible, RMN IH) et
de masse que l'authentique 19 (tableau 3-1).

Le métabolite 22 présente un spectre de masse (impact €électronique) qui
comporte un pic a 304 correspondant a I'ion moléculaire M (figure 3-11)
et en ionisation chimique (NH3, figure 3-12) un pic a 322, correspondant
a (M + NH4)™). La masse du métabolite 22 serait celle de 15 + 2(0O).

Le spectre RMN 1H du métabolite 22 dans CD7Cly montre les signaux
suivants : & en ppm par rapport au signal de Si(CH3)4, J en Hertz.
s=singulet, d=doublet, t=triplet.

7,10 (d, J = 8 Hz, 2H) : Hg, H1¢. 7,67 (d, J = 5 Hz, 1H): Hg. 7,56 (d,

J =8 Hz, 2H) : Hg, Hy1. 7,44 (s, 1H) : Hg. 7,21 (d, J=5Hz, 1H) : H7.
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Figure 3-11

Spectre de masse (impact électronique) du métabolite 22, dérivé
du métabolisme in vivoe chez le rat du 2-(4-chlorobenzoyl)
benzo(b)thiophéne 185.
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Spectre de masse (ionisation chimique, NH3) du métabolite 22,

dérivé du métabolisme in vivo chez le rat du

2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne 15.
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L'étude spectrale du métabolite 22 suggere une structure qui correspond a
celle du composé 19 portant un groupement hydroxyle sur le phényl plus

probablement en position 5 pour des raisons électroniques (figure 3-13).

OH OH
N coar N coar
S S
\\
)
19 20
HO OH
COAr =—”—©—cn N —coar
g S
22

Figure 3-13
Métabolites 19, 20 et 22, retrouvés dans l'urine

de rat traité avec le composé 15

Ces résultats montrent qu'il y a bien sulfoxydation in vive comme in
vitro. Notons que le composé 19 lui méme n'est pas isolé en quantités
appéciables (en traces in vitro). Par contre les produits d'oxydation

ultérieure sur le phényl ou sur le soufre sont isolés in vivo.
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»

Question : Le composé 19 ne serait-il pas rapidement oxydé
par _les enzymes microsomales dés sa formation ?

3-4 Etude de l'oxydation Métabolique in vitro du
2-(4-chlorobenzoyl)-3-hydroxy-benzo(b)thiophéne 19.

Le composé 19 (100uM) a été traité par des microsomes hépatiques de
rats non traités (CONT) ou traités par différents inducteurs (PB, 3MC,
B-NF, CLO et DEX) en présence de systéme générateur de NADPH.

Les incubations témoins ne contiennent pas le systéme générateur de
NADPH.

Les deux métabolites 20 et 22 identifiés précédemment comme deux
métabolites du composé 15 in vivo ont été retrouvés lors de cette
oxydation métabolique in vitro du composé 19.

Aprés 10 min d'incubation le composé 19 est métabolisé en deux
métabolites 20 (13% de la quantité de 19 incubée) et 22 (9% de la
quantité de 19 incubée) (les pourcentages sont approximatifs) dont les
temps de rétention et Amax respectifs sont de (11,79-12,3 min), Amax1 =
260 nm, Amax2 = 338 nm et 21,29 min, Amax1 = 260, Amax2 = 350 nm
(figure 3-14). Le pic chromatographique relativement large du métabolite
20 présente deux isomeres de méme chromophore dont la séparation a été
difficile par HPLC.

La formation des métabolites 20 et 22 avec les microsomes [3-NF, parait
la meilleure en terme de rendement en métabolites, comparé aux autres
microsomes. C'est pourquoi nous avons utilisé les microsomes 3-NF tout
au long de la purification de ces métabolites.

Les métabolites 20 et 22 ont été purifiés et complétement caractérisés par
une étude spectrale UV-visible, RMN 1H et par spectrométrie de masse.
Ils correspondent exactement aux composés 20 et 22 décrits dans le

métabolisme in vifro et in vivo du composé 15.
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Figure 3-14

Métabolisme in vitro du 2-(4-chlorobenzoyl)-3-hydroxy

benzo(b)thiophene 19.
HPLC analytique : Solvant A = CH3COONHg4 pH 4.6.

Solvant B = CH3CN 90%. En gradient 0 a 100% de B en 20 min.
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I1 résulte de ce qui précéde que le composé 19 est rapidement transformé
par S-oxydation et hydroxylation du noyau benzéne par les enzymes

microsomales.

3-5 Discussion

Le 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne subit deux réactions de
métabolisme primaire :

-Une S-oxydation qui conduit a la formation du métabolite 16

-Une réduction du carbonyle qui conduit a la formation du métabolite 17
Les autres métabolites dérivent de ces deux voies (figure 3-15) :

-Le dérivé réduit peut subir une S-oxydation ce qui conduit a la formation
du métabolite 18.

-Le dérivé 16 doit pouvoir subir des réactions ultérieures. Une
transformation en 19 puis une oxydation ultérieure sur le cycle pour
donner le métabolite 22 ou une S-oxydation pour donner le métabolite 20
Nous pouvons donc expliquer I'ensemble de nos résultats sur le
métabolisme des benzothiophénes substitués en faisant intervenir deux
réactions :

1) La réduction du carbonyle en alcool qui a des précédents dans la
littérature avec la métyrapone et les stéroides.

2) La S-oxydation qui pourrait étre suivie d'une isomérisation en 19. Les
produits 16 et 19 subissent alors des oxydations ultérieures pour
conduire aux autres métabolites isolés 20 et 22.

Un résultat est en faveur de ce mécanisme : la trés rapide suroxydation de
19 par les microsomes hépatiques de rat. Toutefois, il est difficile de
comprendre pourquoi on isole in vitro aussi peu de 19 a partir de 15. La
formation d'un sulfoxyde joue un réle clé dans le métabolisme oxydatif
des composés 15 et 19.

Le schéma de synthése des authentiques est représenté dans la figure 3-16.
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Figure 3-15

Métabolisme du 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophene

in vivo et in vitro et évolution des métabolites formés.
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Schéma de synthése des authentiques de benzothiophénes substitués

synthétisés au laboratoire par Pascale Pouzet.
(La synthése du PBZT-30H i partir du 3-bromo-benzothiophéne, a été réalisé par Do Cao Thang)
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne

CHAPITRE QUATRIEME

00O O OO OOOOSPOERPROEORPOPOOEOTORO OO ES

METABOLISME DU THIOPHENE

Une étude du métabolisme du thiophéne chez le rat (Bray et coll, 1968;
1971) avait conduit a 1isolement de deux métabolites urinaires de type
mercapturates. En fonction de la structure du deuxieme métabolite 6¢
obtenu par aromatisation du premier 6b et des éléments spectroscopiques
dont disposaient les auteurs a 1'époque (masse , IR), la structure 6b avait
été proposée. Cette derniere suggérait le piégeage par le glutathion d'un

époxyde intermédiaire.

D

H
[©] ; | 5;0 ol . H H0
D l: | :l @kG{zFH-COOH = | §—CHp{H-COOH

NHCOCH3

6 6a 6b 6¢c
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Les résultats de Mansuy et coll en 1991, sur le métabolisme de I'TAT et du
benzothiophéne in vitro, ainsi que notre récent résultat sur le métabolisme

in vivo du benzothiophéne, nous ont conduit a réétudier le métabolisme in

vivo et in vitro du thiophéne.

4-1 Métabolisme du thiophéne in vivo chez le rat.
Afin de pouvoir détecter les métabolites urinaires du thiophene, cette
molécule a ét€ marquée par tritiation des positions 2 et 5 avec un échange
facile de Hp et H5 du thiopheéne sous des conditions acides (Ostman et coll,
1960). Un mélange de 1 ml de thiophéne, 0,2 ml d'anhydride

trifluoroacétique et 10 pl de 1'eau tritiée (1 Ci.g-1) a été chauffé pendant
16h a 30°C. Apres une dilution avec 2 ml de H7O et 4 ml d'huile de mais

et plusieurs extractions avec H2O jusqu'a I'élimination totale de la
radioactivité de la phase aqueuse, la solution huileuse a été séchée sur
NapSO4 et centrifugée. La solution de thiophéne tritié obtenue dans I'huile
a une radioactivité spécifique de 0,4 mCi par ml (0,16 mCi par mmol).
L'analyse par HPLC montre que cette solution présente une pureté

radiochimique de plus de 98%.

Apres traitement des rats avec le thiophene tritié (0,2g (400uCi) par kg),
31% et 4% de la radioactivité totale ont €té excrétés dans les urines
respectivement entre 0 et 15 heures et entre 15 et 33 heures (figure 4-1).
L'HPLC analytique a montré la formation d'un petit nombre de
métabolites radioactifs. Le métabolite majoritaire 28 représente plus de
90% de la radioactivité totale retrouvée dans les urines entre 0 et 33
heures (figure 4-1) et plus de 20% de la radioactivité totale administrée
(figure 4-2 A). Ce métabolite 28 a été isolé par HPLC préparative des
urines de rats traités par du thiopheéne radioactif. Il s'agit d'un produit

blanc cristallisé. En solution dans 1'eau, ce métabolite présente un spectre
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Figure 4-1

Représentation graphique de la cinétique d'excrétion entre 0 et
33 heures des métabolites urinaires du thiophéne radioactif et
de son métabolite majoritaire 28.
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Figure 4-2

HPLC analytique de l'urine de rat traité au thiophene et celle
des métabolites 28, 29 et 31.

Fig. 4-2 : A : Radiochromatogramme de l'urine (0-24h) de rat traité avec
le thiophéne tritié (0,2g (400uCi) par kg).

Conditions d'"HPLC : Solvant A = CF3COOH 0,1%

Solvant B = CH3CN 50%. En gradient 1 =0 a 100% de B en 20 min.

Fig. 4-2 : B : Profil d'HPLC obtenu aprés isolement du métabolite

majoritaire.

Conditions de purification par HPLC :

Solvant A = CH3COONH4 0,IM pH 4,6

Solvant B = CH3CN 50%. En gradient 2. 0 a2 100% de B en 20 min. puis
en isocratique, utilisant un mélange CH3CN (75/25), v/v) contenant 1% de
CH3COONH4 pH 4,6.

Fig. 4-2 : C : Profil d'"HPLC (détection a 240 nm) d'une solution dans
I'eau obtenue apres chauffage de 28 au point de fusion (F = 126°).

L'élution a été réalisée a I'aide du gradient 1 ci-dessus.
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UV avec un maximum d'absorption a2 197 nm et une activité optique
(angle de déviation de la lumiére polarisée (at)D = 13°). Son spectre de
masse (ionisation chimique, NH3), présente un pic a 281 (M + NHg)1) et
un pic a 264 (M + H)*) (figure 4-3) avec M correspondant a la masse du
thiophéne + O + N-acétylcystéine, comme cela avait été décrit
antérieurement par Bray et coll, en 1971. Ce résultat confirme que le
métabolite 28 est bien un mercapturate, dérivé formellement de 1'addition
de la N-acétylcystéine (via le GSH) sur un métabolite réactif
monooxygéné du thiophene. Cette structure est en accord avec le spectre
de masse de 1'ester méthylique du métabolite 28, obtenu par traitement du

28 par CHpN?2, qui montre deux pics a 295 (M + NHg)*) et 2 278 (M +
H)*t).

Le spectre RMN 1H de 28 dans DO montre bien les signaux attendus
pour la N-acétylcystéine et 5 signaux pour le reste de la molécule (5H).
Toutes les corrélations et les constantes de couplage (tableau 4-1) entre ces
5 protons ont été déterminées en utilisant des expériences de double

irradiation et de 2D Cosy. Les résultats obtenus montrent clairement

I'existence du systéme -CHZ-CH=CH-CH- structure incompatible avec
celle antérieurement postulée par Bray, mais qui correspond bien a la

structure 28 (figure 4-4).
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Figure 4-3

Spectre de masse (ionisation chimique, (NH3)) du métabolite

28, majoritaire, dérivé du métabolisme du thiophéne in vivo
chez le rat.
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Figure 4-4 Métabolisme in vivo du thiophene chez le rat

Une analyse similaire par RMN 1H de 1'ester méthylique du métabolite 28

dans CDCI3 conduit a l'obtention de signaux analogues, en accord avec la

structure proposée (tableau 4-1).

Le spectre RMN 13C de 28 montre 9 signaux dont 5 dues 4 la

N-acétylcystéine (figure 4-5). Les quatre autres signaux correspondent a
deux carbones vinyliques (CH) et aux autres carbones (CH) et (CH?) du
cycle. Toutes ces données sont en parfait accord avec la structure 28
(figure 4-4). Le spectre infra-rouge (KBr) du métabolite 28 posséde deux
petites bandes fines a4 1020 et 1040 cm-! (figure 4-6) et celui de son ester
methylique (film dans NaCl), une large bande centrée a 1030 cm-! qui

d'apres la littérature correspond a la vibration S-O.
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Figure 4-5

Spectre RMN 13C du meétabolite 28, majoritaire, dérivé du
métabolisme du thiophéne in vivo chez le rat.
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Figure 4-6

Spectre infra-rouge du métabolite 28 (méthylé), majoritaire,
dérivé du métabolisme du thiophéne in vivo chez le rat.



Tableau 4-1 : RMN 1H et 13C du métabolite 28

Position

(voir, figure 4-4)

RMN du 1H (a)

RMN du 13C (b)

Meétabolite 28 Ester méthylique| Métabolite 28
de 28
1 1,96 (3H, s) 2,05 (3H, s) 24,5 (CH3)
; 4,35 (1H, t) 4,9 (1H,dt)
’ Jr3=55  |Tyy= Silynn=10 ()
, 3,08 (2H,d) 3,24 (2H,d)
3 Tv=5.% Tap=5,5 315 (CHY)
4,95 (1H, d) 4,64 (1H, dd)
2 J45=3.3 J23=3; Jo5p=1,5 77,2 (CH)
6,02 (1H, ddd) 5,98 (1H, ddd)
2 J34=5,5; J3p=3,3 | J34=5; J3,=3 LEe ¥ (k)
J350=2 J350=1,5
6,1 (1H, ddd) 6,08 (1H, ddd)
4 143=5,5; Jasp=3 |Ja3=5; Jys=2,5 | 1311 (CH)
J45.=1.5 J45b=3
5 4,15 (1H, ddd) (4,07 (1H, ddd)
J5a5b=18;J504=1,3 J5250=18:J504=2,5
J5a3=1,5 J5a3=1.5
3,48(1H, ddd) 3,45 (1H, ddd) 59,7 (CHy)

J5b52=18;J5p4=3
Isn=1.5

J5b5a=18;J5p4=3
Jsp2=1,5

(a) métabolite 28 (sel de NH4t) dans DO pH 4,6; son ester méthylique
dans CDCI3. & en ppm relatif & Si (CH3)4. s = singulet, d = doublet, t =

triplet, J en Hz. ONH et SoCcH3 de l'ester méthylique a 6,35 et 3,8 ppm.

(b) & en ppm; nombre de protons liés a chaque carbone determiné par la

RMN DEPT 13C et indiqué entre parentdse. Les signaux CONH et COOH
a 176 et 178,5 ppm.
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Aprés chauffage de 28 jusqu'a son point de fusion (126°C), le métabolite
28 est transformé en un nouveau composé plus hydrophobe 29 (figure
4-2 : C) ayant un spectre UV caractérisé par un maximum a 236 nm et un
épaulement & 265 nm. Le point de fusion (162°C) et le spectre RMN 1H
dans D20 du métabolite 29 sont identiques a ceux d'un authentique de
synthése de la N-acétyl-S-(2-thienyl)-L-cystéine synthétisée comme cela a
été décrit antérieurement par Hickman et coll en 1985. La transformation
du métabolite 28 en 29 (figure 4-4) a ét€ aussi constaté apres chauffage de
I'urine de rat contenant le métabolite 28 a 80 °C pendant 16 heures
(rendement = 86%). En fait, une solution de 28 dans CH30H a
température ambiante pendant 10 jours, contient environ 2% du
métabolite 29. La formation de 29 a partir de 28 est une réaction de
déshydratation bien connue pour les sulfoxydes de dihydrothiophénes
(Cava et coll, 1966; Raash, 1985). Cette réaction a déja été observée dans
le cas du métabolite de type sulfoxyde de dihydrothiophéne dérivé de

l'isomere de 'acide tiénilique (Mansuy et coll, 1991).

4-2 Métabolisme du thiophéne radioactif in vitro

Le but de cette étude métabolique, était de chercher une activité des
différents types de microsomes, sur le thiophéne radioactif (T-3H). Nous
avons essayé au départ de chercher une activité enzymatique transformant
le thiophéne en un produit soluble dans l'eau. Le thiophéne n'ayant pas
réagi est extrait avec l'isooctane. Cette activité a été recherchée au départ
avec le S9 (surnageant 9000 g) et S100 (surnageant 100 000 g) de foie de
rat témoin. Nous avons noté une activité relativement faible, la présence
ou l'absence de GSH ne modifie en rien cette activité. Ceci indique que les
métabolites polaires de la phase aqueuse ne sont probablement pas des

conjugués au GSH. En revanche l'absence ou la présence de systéme
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générateur de NADPH influe beaucoup sur cette activité. Cette derniére
est presque nulle en absence de systeme générateur de NADPH. Il s'agit

donc bien d'une réaction enzymatique NADPH dépendante.

La phase aqueuse renferme pratiquement la totalité de la radioactivité, la
part fixée par les protéines est trés faible (1,3% environ de la radioactivité
totale initiale). Le tableau 4-2 compare les activités d'oxydation du

thiophéne par divers microsomes de foie de rats pretraités par divers

inducteurs.

Tableau 4-2 :

Différentes activités de microsomes de rats soit non traités

soit traités par divers inducteurs sur la transformation du

thiophéne marqué.

Nature des microsomeg Nombre de nanomoles de T-3H transformé

(ou S9) en métabolites hydrosolubles / nanomole de
P450 / minute (ou pour $9/mg de protéine)

S9 Q.17

CONT 0,50

PB 0,54

3MC 0,62

B-NF 0,62

CLO 0,67

DEX 1,08

S9 = surnageant 9000g; CONT = microsomes de foie de rats témoins; PB,
3MC, B-NF, CLO, DEX sont respectivement les microsomes de foie de
rats induits par le phénobarbital, le 3-methylcholanthrene, la

B-naphtoflavone, le clofibrate et la dexametasone
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On note que les microsomes DEX présentent la meilleure activité dans ce
métabolisme (un peu plus d'une nanomole de T-3H / nmole de P450 /

min). Ces microsomes seront donc retenus dans la suite de 1'étude

métabolique (incubations analytiques et préparatives).

4-2-1 Analyse des métabolites de la phase aqueuse

Lors de I'étude par HPLC analytique, les différentes fractions ont été
collectées et comptées. Le radioélugramme montre qu'on a trois
métabolites dont un est majoritaire. Ce dernier représente environ 50 %
de la radioactivité dans la phase aqueuse (figure 4-7 : A). Cette analyse a
montré trois pics chromatographiques radioactifs en plus du thiophéne
(marqué) lui méme (figure 4-7 : B) dont les temps de rétention et les A
max respectifs sont les suivants :

-métabolite 31, majoritaire : tr = 13,76 min; A max = 206 nm
-métabolite 32 : tr = 13,99 min; A max : 206 nm

-métabolite 33 : tr = 15,91 min; A max = 209 nm

-produit 34 tr = 24,5 min. A max = 230 nm. Ce produit correspond au

thiophéne lui méme (produit de départ).

La prépurification des trois métabolites a été réalisée avec les mémes
solvants et les mémes conditions d'HPLC. Par la suite les métabolites 31 et
32 été purifiés avec le gradient suivant : T = 0 min % du solvant B =0
%; T1 = 2 min, %B 10 % en 10 min. Le métabolite 33 a été purifié selon
le gradient suivant : T = 0 min % du solvant B =0 %; T] = 2 min, % du

solvant B = 20 % en 20 min.
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Figure 4-7

Métabolisme in vitro du thiophéne radioactif par des
microsomes de foie de rats induits par la dexamethasone, en
présence de glutathion et de systeme générateur de NADPH.

A
C

lui méme.

Conditions d'HPLC : Solvant A = CF3COOH 0,1%.

Solvant B = CH3CN 90%. En gradient : tg = 0 min, %B = 0; ty = 5 min,
%B = 60% en 12 min; ty = 17 min, %B = 100% en 2 min.

Radioélugramme,. B - chromatogramme (A = 240 et 260 nm).

spectre UV du métabolite majoritaire. Le produit 34 est le thiophéne
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Le métabolite majoritaire 31 purifié par HPLC préparative dans les
mémes conditions dHPLC que ci-dessus, mais en isocratique (5% du
solvant B) a un temps de rétention de 7,2 min et un maximum

d'absorption de 206 nm. Les métabolites 31 et 32 ont des spectres UV et

des temps de rétention proches.

Le spectre de masse du produit majoritaire (impact électronique) (figure
4-8) montre un pic a 200 correspondant a I'ion moléculaire M+. Son
spectre de masse (ionisation chimique, NH3, figure 4-9 et tableau 4-3))
présente deux pics a 201 (M + H)T) et 218 (M + NHy)*). Le métabolite
32 a un spectre de masse trés proche de celui de 31. Ce sont
probablement deux diastéréoisoméres. Le résultat de 1'étude spectrale
présentée ci-dessus est en faveur d'une structure du métabolite majoritaire

de nature dimeére de sulfoxyde de thiophéne. Ce composé présente

plusieurs isomeres en fonction de la stéréochimie des sulfoxydes dans le
cycle. La formation de dimeres de sulfoxyde de thiophéne avait été décrite

par (Davies et coll, 1954, Mock, 1970; Torsell, 1976; Merril et coll,
1977; Kellog, 1984).

Le spectre de masse du métabolite 33 (impact électronique) présente un
pic & 216 correspondant & 1'ion moléculaire M et en ionisation chimique
(NH3), un pic a 234 correspondant a (M + NH4)*) (tableau 4-3).

4-2-2 Préparation d'échantillons authentiques des dimeres de

sulfoxyde de thiophéne
Les authentiques de synthése ont été préparés par le Dr. P.M Dansette

selon une méthode originale, par oxydation chimique du thiophéne par le
systeme CF3COOH/H207 (0,2 a 0,3 équivalents) a -5°C dans le chlorure
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Spectre de masse (impact électronique) du métabolite 31,
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Spectre de masse (ionisation chimique (NH3)) du métabolite 31,
produit majoritaire, dérivé du métabolisme in vitro du

thiophene radioactif, en présence de systéme générateur de
NADPH et de microsomes de foie de rats induits par la
dexamethasone,
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de méthyléne. Cette réaction donne trois produits qui ont été isolés et

caractérisés : il s'agit des produits 34, 35 et 36 (figure 4-10).

| \ TFA  CH3Clyp "
Hy0,, -5°C

Figure 4-10
Schéma de synthese des dimeéres de sulfoxyde de thiophéne (34 + 35),
authentiques des métabolites majoritaire et minoritaire (31 + 32)

isolés in vitro.

L'un de ces produits, avait déja été décrit (Davies et coll, 1954,
Prochazka, 1965; Merrill et coll, 1977); il s'agit du composé 36, "le
sesquioxyde”, retrouvé in vitro. D'apres les spectres UV-visible, RMN
IH, RMN 13C, les deux autres composés 34 et 35 sont identiques aux

métabolites 31 et 32.

31 + 32 : Métabolites

et
34 + 35 : Authentiques
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La structure ci-dessus présente deux formes possibles "endo" et "exo" et
posséde six centres asymétriques : deux sulfoxydes et quatre carbones
asymétriques (3a 4, 7 et 7a). Cependant lorsqu'on fixe le centre 3a le
nombre de diastéréoisomeres possible est de 25 = 32. D'apres la littérature
et les régles de Diels Alder la forme "endo est favorisée" (Barry et coll;
1984). La configuration des autres carbones en découle, donc le nombre
de centres asymétriques est 2 (sulfoxyde 1) x 2 (sulfoxyde 4b) x 2 (C3,) x
2(endo/exo) = 16 diastéréoisomeres possibles. On ne peut pas différencier
ni par HPLC en phase inverse ni par RMN des énantiomeres, et que 1'un
ou les sulfoxydes sont peut étre en équilibre rapide. La RMN ne permet
pas de trancher entre les différents S-O possibles, mais il est probable que
les protons H3, et H7, (en fonction de leur déplacements chimiques)
voient au moins l'oxygéne d'un sulfoxyde. Nous favorisons mais sans

preuves les deux structures endo suivantes :

Le tableau 4-3, résume les données de la RMN 1H et de la masse des
métabolites obtenus in vitro et de leurs authentiques de synthése, obtenus

par oxydation chimique du thiophéne.
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Tableau 4-3

Les données de la RMN 1H et de la spectrométrie de masse des

métabolites du thiophéne, obtenus in vitro et de leurs

authentiques de synthése correspondants.

Meétabolite
et son
authentique

RMN 1H

Masses

Tonisation
chimique
(NH3)

(M + NHg1)

31 et 34

6,50 (dd, J=6Hz, J=2Hz, 1H):Hp
6,39 (dd, J=6Hz, J=2Hz, 1H):H3
6,29 (dd, J=7Hz, J=6Hz, 1H):Hg
5,93(dd, J=7Hz, J=6Hz, 1H):H5
4,73 (dd, J=8Hz, J=4Hz, 1H):H7,
4,40-4,27 (m, 1H):H3,
4,11-3,91 (m, 2H):Hy, Hy

(Dans D70)

201(M+H)*,
100%).
218((M+NH)+,
80%).

134 (50%)

123 (50%)

110 (100%)

32 et 335

6,62 (dd, I=6Hz, J=3Hz, 1H):Hy
6,49 (dd, J=6Hz, J=2Hz, 1H):H3
6,21 (dd, J=THz, J=4Hz, 1H):Hg
6,09(dd, J=4Hz, J=3Hz, 1H):H5
4,9-4,8 (m,1H):H7,4

4,39 (dd, J=THz, J=4Hz,1H):H3,
4,04(dd, J=4,5Hz, J=3,5Hz
1H):Hy
3,98(dd,
1H):H71

J=7Hz, J1=3,5Hz

(Dans CD3CN)

201((M+H)*,
100%).
218((M+NHy)*,
80%).

134 (50%)

123 (50%)

110 (100%)

33 et 36

6,67 (4d, 1=6Hz, )=2Hz, IH):Hp
6,57 (dd, J=6Hz, J=3Hz, 1H):H3
6,21 (dd, J=THz, J=5Hz, 1H):Hg
6,10(dd, J=THz, J=5Hz, 1H):Hs
4,54-4,43 (m, 1H):Hz,
4,34-4,20 (m, 2H):H7, Hy,
4,97 (dd, J=SHz, J=1Hz, 1H):Hy

(Dans CD3CN)

217(M+H)™,
30%).
234((M+NHg)t,
100%).

186 (55%)

150 (50%)

134 (20%)
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4-2-3 Recherche des diméres de sulfoxyde de thiophéne dans
I'urine de rats traités par le thiophéne.

Dans le but de savoir si ces dimeres de sulfoxyde de thiophéne 31 et 32 se
formaient aussi in vivo, nous avons recherché la présence de 31 et 32
dans l'urine de rats traités par le thiopheéne. L'analyse par HPLC de
l'urine (figure 4-2) de rat traité au thiophéne tritié a permis d'une part de
confirmer la présence du métabolite majoritaire 28 mais également a
montré l'existence d'un pic radioactif minoritaire (environ 2% de la dose
administrée) dont le spectre UV et le temps de rétention sont identiques a
ceux du métabolite 31 isolé in vitro ainsi qu'a ceux de l'authentique de
synthése 34 + 35 préparé comme le montre la figure 4-10. Le composé
minoritaire observé in vivo a été purifié et coinjecté en HPLC avec
l'authentique 34 et le produit 31 isolé in vitro. Les spectres UV et de
masse ainsi que les temps de rétention de ces trois produits sont identiques.
Il est probable que le produit 32 existe aussi mais la radioactivité
représente moins de 0,5% des métabolites et nous n'avons pas cherché a
l'isoler.

Il nous a donc été possible de conclure qu'un dimere de sulfoxyde de

thiophéne se forme aussi in vivo mais de fagon minoritaire.

4-3 Discussion

Nous avons montré que le métabolisme du thiophéne in vivo chez le rat
conduit a deux métabolites principaux retrouvés dans I'urine. Le composé
majoritaire 28 représente 30% de la dose administrée; le métabolite
minoritaire 31 représente 2% de cette dose. De plus, il avait déja été
décrit qu'une partie importante du thiophéne (32%) était éliminée sans
transformaion par voie pulmonaire. Toutes les études spectroscopiques
réalisées sur le métabolite 28 (UV-Visible, RMN 1H et 13C,
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spectrométrie de masse) sont en accord avec une structure de type
sulfoxyde de 2,5-dihydrothiophéne substitué en 2 par le soufre de la

N-acétylcystéine. Elles permettent aussi d'exclure tout a fait la structure
6b proposée par Bray et coll, 1971. Le composé 28 posséde trois centres
asymétriques dont le carbone asymétrique de configuration connue de la
N-acétylcystéine. Il posséde donc quatre isomeres. La structure fine des

spectres RMN 1H et RMN 13C du métabolite isolé indique qu'un seul de

ces isomeres est formé in vivo (en particulier ni le C2 ni le CH2g ne sont

dédoublés)

Un mécanisme trés probable pour la formation de 28 in vivo est indiqué
dans la figure 4-11. Il implique les étapes suivantes :

a) Une S-oxydation du thiophéne, probablement catalysée par un
cytochrome P450, conduisant a la formation du sulfoxyde du thiophéne,
un métabolite réactif électrophile. La formation d'un tel métabolite réactif
de type sulfoxyde de thiophéne a été déja démontrée dans le cas du
métabolisme de 1'isomere de 1'acide tiénilique (IAT).

b) Un piégeage du sulfoxyde de thiophéne par le glutathion, correspondant
a une addition de type Michael du soufre du GSH en position 2 du
sulfoxyde de thiophéne. Cette réaction peut étre catalysée par une
glutathion transférase. Une réaction analogue de piégeage du sulfoxyde de
I'TAT par des nucléophiles soufrés avait été décrite auparavant (chapitre 1:
figure 1-24).

c) L'évolution habituelle des conjugués du GSH in vivo avec la formation
finale du mercapturate (conjugué avec la N-acétylcystéine) correspondant.
La formation d'un seul diastéréoisomére de 28 in vivo suggére que la
réaction du GSH sur le sulfoxyde de thiophéne est catalysée par une

enzyme, vraisemblablement une glutathion transférase.
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Figure 4-11

Métabolisme du thiophene in vivo chez le rat et in vitro avec des microsomes hépatiques de rat
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La structure du métabolite minoritaire formé chez le rat traité par le
thiophéne (2% de la dose administrée) a été établie par comparaison des
spectres RMN 1H et de masse avec ceux d'un authentique préparé par
oxydation chimique du thiophéne par HpO2/CF3COOQH. La formation du
sulfoxyde du thiophene au cours d'oxydations chimiques du thiophéne a
été proposée a plusieurs reprises (Mock, 1970; Torsell, 1976; Kellog,
1984). Ce sulfoxyde n'a jamais pu étre isolé, mais il a pu €tre piégé par
reaction de Diels Alder sur lui méme (dimeérisation) ou avec d'autres
piegeurs de Diels Alder. La formation de dimeres du sulfoxyde de
thiophéne lors de l'oxydation chimique (CF3COOH + Hp09) et du
métabolisme oxydatif du thiophéne in vitro conduisent en fait seulement a
deux diastereoisomeres, l'un d'entre eux étant trés majoritaire (31). La
formation de ces dimeres in vitro et in vivo ne peut guere s'expliquer que
par la S-oxydation du thiophéne, vraisemblablement par un P450, suivie
par une dimerisation de ce métabolite réactif par une réaction de Diels
Alder. 11 semble donc que le sulfoxyde de thiophene ait deux évolutions
possibles in vivo (figure 4-11) :

1) Un piégeage par le GSH (vraisemblablement catalysé par une GSH

transférase)
ii) Une réaction de Diels Alder sur lui méme conduisant aux diméres 31

et 32.

Lors du métabolisme du thiophéne par des microsomes de foie de rats,
seule la formation des dimeres 31 et 32 a pu étre observée, méme en
présence de GSH. Le métabolite 28 n'est pas formé dans ces conditions.
Au contraire, in vivo, le métabolite 28 est trés majoritaire, les diméres 31
et 32 n'étant formés qu'en trés petites quantités. Cette différence de
résultats obtenus in vitro et in vivo peut s'expliquer aisément si 1'on admet
que l'addition du GSH au sulfoxyde de thiophéne n'a pas lieu en 'absence

de GSH transférase. Nous avons essayé de favoriser cette réaction in vitro
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en utilisant de I'homogénat de foie de rat, ou en rajoutant aux microsomes
des glutathions transférases semi purifiées de foie de rat mais sans succes.
Une explication possible est que la glutathion transférase impliquée soit
extrémement fragile, soit qu'elle n'existe pas dans le foie mais seulement
dans un autre organe (rein, poumon). /n vivo, du fait de la présence d'une
telle enzyme, la trés grande majorité du sulfoxyde de thiophéne est piégé
par le GSH grace a l'action de cette GSH transférase. Par contre, in vitro,
cette GSH transférase n'est pas présente dans les microsomes hépatiques et

la seule évolution possible du sulfoxyde est une réaction sur lui méme

conduisant a 31 et 32.

La formation in vivo de 28 ainsi que celle des diméres 31 et 32 sont deux
preuves supplémentaires de la formation des sulfoxydes de thiophéne

comme métabolites réactifs des dérivés thiophéniques.
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne.

CONCLUSION GENERALE

L'objectif de ce travail était d'étudier le métabolisme in vitro et in vivo de
plusieurs composés thiophéniques afin de savoir si la sulfoxydation du
noyau thioph&ne constatée dans le cas de l'isomere de l'acide tiénilique
était un phénomene général.

L'étude du métabolisme du benzothiophéne in vivo chez le rat a montré la
formation majeure de deux mercapturates : les diastéréoisomeres A et A'
qui dérivent de la réaction du glutathion avec le sulfoxyde de
benzothiophéne, et les diastéréoisomeres B et B' qui proviennent de la
réaction du glutathion avec la sulfone de benzothiophéne ou apres
oxydation de A et A' (ou de leurs précursseurs (conjugués de glutathion
du sulfoxyde de benzothiophene)). Les structures de tous ces métabolites
ont été établies de fagon non ambigu€ par comparaison avec des composés
authentiques obtenus par synthése chimique.

Les proportions A/A' et B/B' (#4/1) observées sont pratiquement
identiques. De plus l'administration au rat du mélange A + A' conduit
majoritairement a un mélange de métabolites B + B' avec une proportion

B/B' égale a A/A' de départ. Par contre, I'administration de la sulfone du
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benzothiophéne au rat conduit 2 un mélange de métabolites B + B' avec
un rapport proche de 1 (au moins pour les urines de 0-2 heures). D'autre
part, la réaction purement chimique d'addition nucléophile de la
N-acétylcystéine sur la sulfone du benzothiophéne conduit aussi & un
mélange B + B' avec un rapport B/B' égal a 1.

L'ensemble de ces résultats montre que les métabolites A, A', B et B'

proviennent tous d'un métabolite primaire commun, le sulfoxyde de
thiophéne, dont la réaction avec le glutathion, catalysée par une glutathion
transférase, conduit aux précursseurs des métabolites A et A' finalement
excrétés dans l'urine.

L'intervention d'une glutéthion transférase dans cette réaction est suggérée
par la proportion A/A' des métabolites nettement différente de celle
obtenue lors de la réaction purement chimique de la N-acétylcystéine avec
le sulfoxyde de thiophéne (~1). Les métabolites B et B' doivent provenir
majoritairement d'une S-oxydation ultérieure de A et A' catalysée par un
cytochrome P450 ou une monooxygénase a flavine.

Des métabolites minoritaires, D, D' et E du benzothiophéne ont aussi été
mis en évidence; leur importance croit dans l'urine vieillie. D et D'
dérivent d'une réduction de la fonction sulfoxyde; E provient d'une
aromatisation par déshydratation de D et D'. La aussi la structure de ces

produits a été prouvée par comparaison avec des composés authentiques

préparés par synthese.

L'étude réalisée dans un deuxiéme temps sur le
2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne et ses dérivés avait pour but
d'essayer de comprendre le mécanisme de la 5-hydroxylation des
2-aroylthiophenes. Chez le rat in vivo et in vitro avec les microsomes de
foie de rat, le 2-(4-chlorobenzoyl)benzothiophéne est transformé en deux

métabolites primaires : le sulfoxyde correspondant 16, et 1'alcool 17
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dérivent d'une réduction du groupe carbonyle. Le métabolite attendu, et
qui correspondrait a une isomérisation du sulfoxyde 16 (ou a une attaque
nucléophile de HpO en 3 suivie d'une déshydratation comme ce qui est
proposé pour la 5-hydroxylation des 2-aroylthiophénes) en dérivé
hydroxylé en 3, 19 a pu étre détecté. Il semble formé seulement en
faibles quantités. Toutefois nous avons montré qu'il est trés rapidement
transformé par les microsomes hépatiques avec formation de deux
métabolites correspondant a une oxydation ultérieure sur le soufre, 20 ou
sur le noyau phényl, 22. Ces deux métabolites 20 et 22 sont d'ailleurs
retrouvés lors du métabolisme du 2-(4-chlorobenzoyl)benzothiophéne
chez le rat.

Ces résultats montrent que le métabolisme du
2-(4-chlorobenzoyl)benzothiophéne passe majoritairement aussi par une S-
oxydation. L'isomérisation du sulfoxyde correspondant en dérivé
3-hydroxyl€é par les enzymes microsomale n'a pas pu étre démontrée sans
ambiguité. Toutefois la nature des métabolites formés qui dérivent d'une
oxydation du produit de départ (et pas d'une réduction de la fonction
carbonyle) peut s'interpréter par un schéma faisant intervenir une telle
isomérisation de 16 en 19, suivie d'oxydations ultérieurs soit sur le

soufre soit sur le noyau phényl.

Dans la deuxi¢me partie de ce travail, nous avons étudié le métabolisme du
thiophéne lui méme chez le rat. Nous avons pu montrer que le
métabolisme du thiophéne in vivo conduit & deux métabolites majeurs. Le
métabolite urinaire le. plus important (environ 30% de la dose
administrée) a été isolé et complétement caractérisé par spectroscopie UV-
visible, RMN 1H, RMN 13C et spectrométrie de masse. Il a pu étre établi
sans ambiguité que ce métabolite est le sulfoxyde du 2,5-dihydrothiophéne

substitué en 2 par le soufre de la N-acétylcystéine 28. Un seul des quatre
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isomeres possibles de ce composé semble étre formé. Un mécanisme tres
probable pour sa formation implique :

-Une S-oxydation du thiophéne, probablement catalysée par un
cytochrome P450

-Une addition nucléophile du glutathion en position 2 du thiophéne
sulfoxyde, probablement catalysée par une glutathion transférase dans la
mesure ol un seul isomére (sur les quatre possibles) semble se former.
-La transformation habituelle de ce conjugué au glutathion en
mercapturate correspondant.

L'étude de 1'oxydation du thiophéne par les microsomes de foie de rat a
permis d'établir la structure du métabolite minoritaire (2%) observé in
vivo chez le rat.

En effet, 1'oxydation in vitro du thiophéne ne conduit qu'a deux
métabolites isoméres 1'un de l'autre, 31 et 32. Ces métabolites sont des
dimeres du sulfoxyde de thiophéne obtenus par une réaction de Diels
Alder du sulfoxyde sur lui méme.

Le métabolite majoritaire in vitro, 31 est identique au métabolite
minoritaire détecté dans l'urine des rats traités par le thiophene.

La structure des composés 31 et 32 a pu étre établie par comparaison a
des authentiques préparés chimiquement par oxydation du thiophéne par le
systeme HpO7 + CF3COOH. Cette structure est en accord avec les spectres
UV-visible, RMN 1H, RMN 13C et de masse des métabolites et des
authentiques.

Ces résultats établissent la formation du sulfoxyde du thiophéne comme
métabolite majeur du thiophéne in vitro et in vivo. L'évolution de ce
sulfoxyde est différente in vitro et in vivo. In vivo, il réagit efficacement
avec le glutathion (addition nucléophile en position 2) vraissemblablement
grace a une glutathion transférase, ce qui aboutit a la formation du

métabolite majoritaire 28 qui représente a lui seul 30% de la dose
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administrée. En absence de cette glutathion transférase c'est a dire, dans
les conditions in vitro, cette réaction n'a pas lieu (méme en présence du
glutathion) et la dimeérisation du sulfoxyde par réaction de Diels Alder

conduit aux seuls métabolites observés.

L'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail met clairement en

évidence l'importance majeure de la formation de sulfoxydes de thiophéne

dans le métabolisme in vivo et in vitro de trois dérivés thiophéniques : le

thiopheéne lui méme, le benzothiophéne et le

2-(4-chlorobenzoyl)benzothiopheéne. Ils confirment et généralisent les
résultats publiés précédemment sur la formation d'un sulfoxyde de
thiophéne démontrée dans le cas de l'isomere de l'acide tiénilique, et
suggérée dans le cas de 1'acide tiénilique lui méme. Ils confirment aussi la
grande réactivité de la plupart de ces sulfoxydes de thiophéne vis a vis des
nucléophiles qui explique l'importance de la formation de métabolites du
type mercapturates. La réaction possible de ces sulfoxydes avec les
nucléophiles cellulaires devrait avoir des conséquences importantes en

toxicologie, comme ceci a ét€ montré pour l'acide tiénilique et l'isomeére

de l'acide tiénilique.

Perspectives ouvertes par ce travail

Dans la continuité de ce travail, nous proposons une étude métabolique des
dérivés thiopheéniques étudiés dans ce travail, sur des organes isolés
perfusés (foie, rein) ou sur des tranches de ces mémes organes, pour
essayer de comprendre dans quel organe, se fait in vivo la conjugaison du
glutathion au sulfoxyde de thiophéne intermédiaire. Ces études peuvent
permettre aussi de comprendre pourquoi in vitro, 1'étude métabolique

avec des microsomes de foie de rat ne conduisait pas a la formation des
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adduits de glutathion (absence probable de glutathion transférase dans les
microsomes).

11 serait aussi tres intéressant de mener en parallele des €tudes chimiques
et métaboliques sur d'autres dérivés du thiophéne, substitué en 2 ou en 3
par différents groupements donneurs ou accepteurs et de voir comment la
nature des substituants pourrait influer sur la réactivité de ces sulfoxydes

de thiophéne (attaques nucléophiles ou dimerisation de type Diels Alder).
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne

0 00 90O PO O OPOSSOPDOO OSSO SES

CHAPITRE CINQUIEME

@9 0000 OOPBNOOSIOIEOPOEOINOSEOIOTOEOPERSTOORODO

ETUDE EXPERIMENTALE

6-1 Origine des animaux.

Des rats males, de souche Sprague Dawley (origine : IFFA-Credo), pesant
200 a 250 g environ, ont été utilisés pour les différentes études. Ces
animaux sont répartis de facon aléatoire. Ils ont été hébergés en caisson
avec renouvellement d'air filtré a une température constante, dans des
conditions hygrométriques stables et avec un éclairage de rythme
nychtéméral. La nourriture (AOA, UAR, 91-Epinay sur Orge) et I'eau de

boisson ont été données "ad libitum".

6-2 Origine des produits chimiques et des enzymes.
La numérotation du benzothiophéne, du sulfoxyde de benzothiophéne, de
la sulfone de benzothiophene et de leurs adduits avec la N-acétylcystéine

est représentée dans la figure 6-1.
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Figure 6-1
Exemple de numérotation de 1'adduit du sulfoxyde

de benzothiophéne avec la N-acétylcystéine

6-2-1 Le benzothiophéne
Le benzothiophéne, CgHgS, 97%, de masse moléculaire 134,2; de densité

1,1490, est commercialisé par Aldrich Chemical Compagny et Janssen. 1l
porte le nom de "Thianaphtene."

6-2-2 Le benzothiophéne radioactif (BZT-3H)

Le benzothiophéne radioactif (BZT-3H), marqué en position 2, a été
~synthétisé par lithiation de 280 mg de BZT avec le butyl lithium, dans 20
ml de THF puis une réaction avec 20 pl de 3H20 (1Ci/ml), suivi par 100
pl de HpO, pour donner aprés extraction a l'ether et lavage a l'eau,
environ 270 mg de BZT-3H (5mCi/mole). Le rendement radioactif est de
50%.

6-2-3- Synthése du sulfoxyde de benzothiophene

Le benzothiophéne sulfoxyde a été synthétisé par par I.Erdelmeier par
oxydation de 500 mg de benzothiophéne dans 17 ml de CF3COOH, et 1,27

ml de HpO92 30%, a 0°C pendant 1 heure. 400 ml de solution saturée de
NaHCO3 sont ajoutés a 0°C. I est extrait par 100 ml de CH2Cl2 puis lavé
avec NaHCO3 jusqu'a la neutralité. La solution de 5 mg/ml est stable et est
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conservée i -20°C. La RMN 1H dans CDyCly présente les caractéristiques
suivantes ((J en Hertz, 6 en ppm par rapport au signal du tetraméthylsilane
(Si(CH3)4), s=singulet, d=doublet)) : 7,07 ppm (d, J = 6,8Hz) : Hp; 7,24
ppm (d, J = 6,8Hz) H3; 7,89 ppm (d, J =7,4Hz) : H4 ; 7,5 ppm (m) :
Hs, He, H7

Les rats ont été traités avec une solution huileuse, obtenue par
concentration du chlorure de méthyléne et addition du dixiéme du volume
initial d'huile puis évaporation du reste de CH2Clp pour donner 50 mg/ml
de produit. Cette solution est instable et polymérise lentement en cristaux
blancs.

6-2-4 Synthése de l'adduit du sulfoxyde de benzothiophéne avec le
mercaptoéthanol

La synthése de cet adduit a été réalisée par I.Erdelmeier en présence de
méthylate de sodium et du mercaptoéthanol dans le méthanol. Un produit
cristallin blanc a été obtenu. La structure aux rayons X montre la
formation du sulfoxyde de 2,3-dihydrobenzothiophéne substitué en 3 par
le soufre du mercaptoéthanol en cis par rapport a I'oxygeéne du sulfoxyde.
La structure a été établie par la RMN 1H, RMN 13C et Ia spectroscopie
infra-rouge. ((J en Hertz, & en ppm par rapport au signal du
tetraméthylsilane (Si(CH3)4), s=singulet, d=doublet)) :

La RMN 1H (dans CDCI3) :

2,64-2,73 ppm (m, 2H, -CH?2S-), 3,44 ppm (dd, J = 15Hz, J = 4,5 Hz, 1H):
H2,, 3,45-3,69 ppm (m, 2H, -CH20-), 4,05 ppm (dd, J = 15Hz, J = 8 Hz,
1H) : Hop, 4,63 ppm (dd, J = 8, J = 4,5 Hz, 1H) : H3, 7,49 ppm (m, 1H) :
Hg, 7,56-7,73 ppm (m, 2H) : H4. Hs, 7,79 ppm (m, 1H) : H7.

RMN 13C (dans CDCI3) :

33,2 ppm (SCHj), 60,1-61,5 ppm (Cp, CH70), 126,4-126,9 ppm (Cg,
C7), 129,4 ppm (Cy), 132,6 (Cs), 142,1 ppm (C3y), 143,8 (C75).

IR (KBr) cm-! : 1055 (S-0).
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6-2-5- Synthése de l'adduit du sulfoxyde du benzothiophéne avec la
N-acétylcystéine
L'adduit avec la N-acétylcystéine a été synthétisé par réaction dans le
méthanol, en présence de méthylate de sodium et de N-acétylcystéine , a
0°C pendant 45 min. Il y a formation d'un mélange 50/50 de deux
diastéréoisomeres 4A et 4A'. La structure est établie par une étude
spectrale (RMN IH, RMN 13C, masse, IR). ((J en Hertz, 8 en ppm par
rapport au signal du tetraméthylsilane (Si(CH3)4), s=singulet, d=doublet,
g= carbone quaternaire)
RMN 1H (dans CD30D) :
4A : 2,02 ppm (s, 3H, CH3), 3,05 ppm (m, 2H) : HB, Hﬁ', 3,23 ppm (dd,
J=4,7Hz; J=14Hz, 1H) : Hp4, 4,23 ppm (dd, J=7,7Hz; J=14Hz, 1H) : Hpy,
4,61 ppm (dd, J=5Hz; J=7,5Hz 1H) : Hy, 4,79 ppm (dd, J=4,7Hz; J=7,7Hz,
1H) : H3, 7,55 ppm (s, 1H) : H4, 7,7 ppm (m, 2H) : Hs, H6, 7,85 ppm (d,
J=8Hz 1H) : Hy

4A' : 2,03 ppm (s, 3H, CH3), 2,9 ppm (m, 2H) : Hg, Hp', 3,20 ppm (dd,
J=5Hz; J=14Hz, 1H) : Hp,, 4,20 ppm (dd, J=8,7Hz; J=14Hz, 1H) : H)y,
4,68 ppm (dd, J=7,5Hz; 1H) : Hy, 4,79 ppm (dd, J=4,7Hz; J=7,7Hz, 1H) :
H3, 7,55 ppm (s, 1H) : H4, 7,7 ppm (m, 2H) : Hs, H6, 7,85 ppm (d, J=8Hz
1H) : Hy
RMN 13C (dans CD30D) : 34-34,5 ppm (2s, CH, C), 48-48,2 ppm (2s,
C3), 54-54,3 ppm (2s, CH, Cg), 60,5 (s élargi, CHp, C9), 65 ppm (s, CH?
, CH3), 127,6 ppm (s, CH, C7), 128,3 ppm (s, CH, Cg), 130,7 ppm (s, CH,
C4), 134 ppm (s, CH, Cs), 144 ppm (s, Cq, C3,), 145 ppm (s, Cq, C75),
170,9 ppm (s, Cq, COOH), 171,9 ppm (s, Cq, COOH)
Masse : (ionisation chimique, NH3) : 314 (M + H)*, 100%), 331 (M +
NHy)t, 30%) |
IR : SO (1020, bande large) (1070, s)
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6-2-6- Synthése de I'adduit de la sulfone du benzothiophéne avec la
N-acétylcystéine
La sulfone de benzothiophéne utilisée est celle commercialisée par
Lancaster sous le nom de "Thianaphtene 1,1-dioxide". La réaction de la
sulfone de benzothiophene et de son adduit avec la N-acétylcystéine, a été
réalisée par G. Rubinstenn, en présence de méthylate de sodium et de N-
acétylcystéine dans le méthanol. La réaction est rapide et permet d'obtenir
un mélange 1/1 de deux diastéréoisomeres 4B et 4B'. La structure est
établie par une étude spectrale (RMN 1H, RMN 13C, masse, IR). ((J en
Hertz, 8 en ppm par rapport au signal du tetraméthylsilane (Si(CH3)4),
s=singulet, d=doublet, q=quatémaire)) $
RMN 1H (dans CD30D) :
4B : 2,02 ppm (s, 3H, CH3), 3,1 ppm (m, 2H) : HB, Hp, 3,65 ppm (dd,
J=5,5Hz; J=14Hz, 1H) : Hog, 4,1 ppm (dd, J=7,5Hz; J=14Hz, 1H) : Hyp,
4,67 ppm (dd, J=5,5Hz; J=7,5;Hz, 1H) : Hg, 4,91 ppm (dd, J=5,5Hz;
J=7,5Hz, 1H) : H3, 7,60 ppm (s, 1H) : Hg, 7,75-7,85 ppm (m, 3H) : Hs,
Hé.
4B’ : 2,04 ppm (s, 3H, CH3), 2,85 ppm (m, 2H) : Hg, Hp', 3,67 ppm (dd,
=5,5Hz; J=14Hz, 1H) : Hp,, 4,05 ppm (dd, J=7,5Hz; J=14Hz, 1H) : Hpp,
4,67 ppm (dd, J=5,5Hz; J=7,5Hz 1H) : Hg, 4,85 ppm (dd, J=5,5Hz;
J=7,5Hz, 1H) : H3, 7,60 ppm (s, 1H) : Hy, 7,75-7,85 ppm (m, 3H) : Hs,
H6. :
RMN 13C (CD30D) : 23,5 ppm (2s, CH3, CO-CH3), 34-34,5 ppm (2s,
CHp, Cp), 42-42,43 ppm (2s, CH, C3), 52,4-52,9 (2s, CH, Cg), 58,7 ppm
(s, CHp , Cp), 121,5 ppm (s, CH, C7), 128,4 ppm (s, CH, Cg), 130,5 ppm
(s, CH, Cy), 134,5 ppm (s, CH, Cs), 139-140,5 ppm (s, Cq, C33), 145
ppm (2s, Cq, C3, C74), 170,9 ppm (s, Cq, COOH), 171,5 ppm (s, Cq,

CO).
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Masse : (ionisation chimique, NH3) : 330 (M + H)*, 100%), 347 (M +

NH4)+, 30%)

IR : SO2 (1300, s) (1100, s)

6-2-7- Synthése des authentiques des métabolites D et D'
(3-N-acétylcystéine-2,3-dihydro-benzothiopheéne)

La synthése a été réalisée par G.Rubinstenn. Ces authentiques ont été

obtenus par la réduction de 1'adduit du sulfoxyde de benzothiophéne (4A

et 4A"), par chauffage en présence de méthanol, d'acide acétique et de

mercaptoéthanol. Il y a formation de deux produits difficiles a séparer 4D

et 4D'. La structure a été déterminée par une étude spectrale (RMN 1H,

RMN 13C, masse). (J en Hertz, 8 en ppm par rapport au signal du

tetraméthylsilane (Si(CH_3)4), s=singulet, d=doublet, g=quaternaire) :

RMN 1H (dans CD30D) : 2,0 ppm (s, 3H, CH3), 3,1 ppm (m, 2H) : Hp,

Hg', 3,4 ppm (dd, J=5,5Hz; J=12Hz, 1H) : Ho,, 3,8 ppm (dd, J=7,5Hz;

J=12Hz, 1H) : Hpp, 4,65 ppm (m, 1H) : Hy, 4,75 ppm (dd, J=5,5Hz;

J=7,5Hz, 1H} : H3, 7,1 ppm (m, 1H) : H4, 7,25 ppm (m, 2H) : H5, H6,

7,36 (d, J=7,5Hz, 1H, H7y)

RMN 13C (dans CD30D) : 22 ppm (s, CH3, CO-CH3), 33,5 ppm (s,

CHy, Cg), 41 ppm (s, CHp, C9), 53 (s, CH, C3), 54 ppm (s, CH, Cg),

123-125 ppm (s, CH, C7, Cg ),

126-129 ppm ( s, CH, C4, C5) 173,3 ppm (s, Cq, COOH), 173,5 ppm (s,

Cq, CO).

Masse : (ionisation chimique, NH3) : 298 (M + H)*, 100%), 315 (M +

NHyy*, 25%) |

6-2-8 Synthése de l'authentique du métabolite E (I'acide benzothiényl-3-

mercapturique)

La synthése a été réalisée par DoCao Thang. Cet authentique a été obtenu

par la réaction de la N-acétylcystéine sur le 3-bromo-benzothiophéne, en

chauffant a 100 °C, en présence de Cul dans le DMF, selon la méthode
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d' Hickman utilisée pour le composé mercapturique dérivé du thiophéne
(Hickman et coll, 1985; Dansette et coll, 1992).

RMN 1H : (DMSO d6), (& en ppm par rapport au signal du Si(CH3)4, J en
Hertz, s = singulet, d = doublet, m = multiplet) : 1,83 ppm (s, 3H) : CH3,
3,07-3,27 (m, 2H) HB : 4,33 ppm (dd, 1H) : Hao, 7,4-7,5 ppm (m, 2H) :
Hs, Hg), 7,83 ppm (dd, J = 7,2 Hz, J = 2Hz) : H4, 7,80 (s, 1H) Hp : 8,03

ppm (J = 7.2 Hz) : H7, 8,35 ppm (dd, J = 7,5 Hz) : NH.
Masse : m/z, (%), 1E, 295 (M+, 3), 277 (0,5), 236 (4), 166 (100), 134
(33), 121 (55). IC, NH3, 313 (M + NHa)*, 40), 296 (M + H)*, 75), 278

(25), 182 (45), 166 (65), 147 (100), 130 (63).

6-2-9 Les benzothiophénes substitués.

Ils ont été synthétisés au laboratoire par Pascale Pouzet et Do Cao Thang
(voir chapitre 3).

6-2-10 Le Thiophéne.

Le Thiopheéne, C4H4S, 99%, de masse moléculaire 84.14, de densité
1.0510, est commercialisé par Prolabo (tubes scellés de 100 ml) ou Janssen
(flacon de 500 ml). Nous avons aussi utilisé le thiophéne radioactif
comme traceur pour détecter les métabolites dans les urines. Ce produit a
été préparé au laboratoire par P.M. Dansette. La tritiation des positions 2
et 5 est effectuée par échange facile de Hy et Hs en milieu acide
(CF3COO3H) selon une méthode décrite dans la littérature (Ostman et
coll, 1960). Un mélange de 1 ml de thiophéue, 0,2 ml d'anhydride

trifluoroacétique et 10 pl de l'eau tritiée (1 Ci.g-1) a été chauffé pendant
16h a 30°C. Aprés une dilution avec 2 ml de HpO et 4 ml d'huile de mais

et plusieurs extractions avec HpO jusqu'a l'élimination totale de la

radioactivité de la phase aqueuse, la solution huileuse a été séchée sur

NapSOg4 et centrifugée. La solution de thiophéne tritié obtenue dans I'huile
a une radioactivité spécifique de 0,4 mCi par ml (0,16 mCi par mmol).

Les rats sont traités avec (0,2g, 400uCi/kg)
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6-2-11 Synthése de 1'authentique du métabolite 29

L'authentique de synthése du métabolite 29 a été réalisé au laboratoire par
Do Cao Thang selon une méthode décrite dans la littérature (Hickman et
coll, 1985). Le 2-iodothiophéne (Aldrich) dans 12,5 ml DMF est maintenu
a 100°C au bain marie, sous argon. On ajoute une solution de 0,81g de
N-acétylcystéine plus 0,15 de l'iodure de cuivre dans 12,5 ml de DMF. On
chauffe pendant 72 heures. La solution est centrifugée, le surnageant est
ajouté dans 1'eau glacée (75 ml) et ajusté a pH 2 a I'aide de 'HCL. Il y a
formation d'un précipité qu'on sépare par centrifugation. On extrait le
surnageant par CHCI3 (4X25 ml), on séche sur MgSO4. Apres
concentration sous vide on obtient 0,43g de produit brut. Aprés
chromatographie sur silice et élution par un mélange acétate d'éthyle,
chloroforme, acide formique 6/4/1, on obtient un produit jaune pale
(0,35g) 28%. On recristallise dans l'acétate d'éthyle. PF = 160-160,5°C.
RMN (D70/NaOH) (6 en ppm par rapport au signal du Si(CH3)4, m =
multiplet) : 1,95 ppm (COCH3), 2,9-3,2 ppm (m, CHzﬁ), 4,1-4,3 (m,
CHg), 6,9-7,5 ppm (m, 3H, 2 thiényl).

Masse : 245 (6%, M*), 186 (36%, M-NH2COCH3), 130 (58%, M-S-
thienyl) , 71 (62%), 45 (49%, HCO2), 43 (100%, COCH3).

6-2-12 La B-glucuronidase et la sulfatase.
Les deux enzymes sont commercialisées par SIGMA, sous 1'appellation :

B-glucuronidase from Helix Pomatia.
6-2-13 SOLUENE-350 (Solubilisateur des tissus).

6-3 Appareils de mesure et d'analyse.
-HPLC : Appareil Touzart et Matignon 380, équipé de pompes
A110, d'un programmeur Altex 320, d'un détecteur UV Spectrafocus de
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Spectraphysics et d'un collecteur de fraction LKB. Le traitement de
données est réalisé a 'aide du logiciel Focus (Spectraphysics) sur un IBM-

PS2.

Les séparations analytiques ont été obtenues a l'aide d'une colonne
Hypersil MOS, 5u, (250 x 4,6 mm) (SFCC Shandon). Les séparations
préparatives ont été réalisées a l'aide d'une colonne semi-préparative

Hypersil MOS 5p (250 x 7,5 mm) ( SFCC Shandon).

-RMN : Les spectres RMN ont été réalisés sur un appareil Bruker
WM, opérant a 250 MHz, équipé d'un calculateur Aspect 2000 ou sur un
AMX 500 MHz.

-UV : Les spectres d'absorption UV-Visible ont été enregistés sur
un appareil KONTRON 820.

-IR : Les spectres d'absorption infra-rouge ont été réalisés sur un

appareil Nicolet NIC 5DX (pastille KBr ) ou sur un Perkin IR (nujol).
-PR : Polarimetre Perkin Elmer.

-PF : Le point de fusion des métabolites a été mesuré sur un banc

Koeffler ou en tube capillaire sur un appareil Biichi.

-SM : Les spectres de masse ont été réalisés par Nicole Morin, au
laboratoire de chimie de 1'Ecole Normale Supérieure, a 1'aide d'un
Spectrometre NERMag R10-10C, opérant aussi bien en mode impact

électronique (70 eV) qu'en ionisation chimique (NH3). Les résultats sont

exprimés en pourcentage du pic de base (100%).
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-Comptage de la radioactivité : Packard Tri - Carb 300, scintillant
Pico - Fluor ™ 40, avec correction de quenching par la méthode du

rapport des canaux ou du standard externe.

6-4 Etudes in vivo

6-4-1 Traitement des rats par le benzothiophene.

6-4-1-1 Traitement des rats et isolement des métabolites urinaires du
benzothiophéne.

Des rats de 200 a 250 g, ont été traités par 50 mg environ de
benzothiophéne (200 mg/kg), en solution dans 250 pl d'huile de mais, en
intrapéritonéale. On collecte les urines dans une cage a métabolisme
pendant 24 a 33 heures. L'échantillon urinaire est filtré sur coton de fibres
de verre, acidifié a pH 4 avec de l'acide acétique (20 pl/ml d'urine) et
injecté dans des colonnes SepPak C18 (préalablement préparés avec du
méthanol (5ml) et de I'eau millipore (20ml)). Ensuite le SepPak est lavé
avec 2 ml d'eau. L'élution se fait avec 2 ml d'un mélange CH30H/H20
60% et ensuite 2ml du méthanol pur. Les deux €luats sont concentrés et
centrifugés a 3000 Trs/min et analysés par HPLC. Les produits polaires
passent dans le volume mort et dans les premiers lavages a 'eau acidulée.
Les produits plus hydrophobes sont élués par du méthanol (2 ml). Les
séparations analytiques sont obtenues en utilisant un gradient a partir du
solvant A = CH3COONH4 0,1M pH 4,6 pendant une minute, puis de 0 a
100% a partir du solvant B = CH3CN 50% en 20 min.

La méthode de purification préparative consiste en deux étapes : une
chromatographie en gradient acétate d'ammonium qui permet de séparer
les divers produits puis une repurification en CF3COOH, en isocratique
qui permet d'isoler la forme acide des métabolites. Suivant les produits,
des concentrations variables en solvant B ont été utilisées. Ainsi, nous

avons utilisé des conditions particulieres d'HPLC, en fonction du temps de
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rétention de chacun des métabolites du benzothiophéne. Les différents
métabolites ont été€ purifiés par des mélanges éluants de solvant A =
CF3COOH/H70 (1/1000, v/v) et de solvant B = CH3CN/H20 (50/50, v/v)
en isocratique. On utilise 28%, 50%, 60% et 70% du solvant B,
respectivement pour les métabolites (A et A'), (B etB'), (DetD") etE.
Les métabolites ainsi purifiés sont lyophilisés ou évaporés a sec au
Rotavapor sous vide et a froid. Les produits obtenus ont été ensuite étudiés
par diverses méthodes physiques (UV, IR, RMN, Masse) .

6-4-1-2 Traitement des rats et isolement des métabolites urinaires du
benzothiophéne radioactif (BZT-3H).

Des rats males Sprague-Dawley, ont été traités avec du benzothiophéne
marqué ((BZT-3H, 200 mCi/mole (200mg/kg, soit S0mg ou 65uC/rat)) en
ip. L'urine est récoltée a des intervalles de temps variables. Les différentes
analyses ont €té réalisées de la méme maniére que ci-dessus (méthode
analytique). La cinétique d'élimination des métabolites radioactifs a été
réalisée grace au comptage des fractions collectées aprés analyse par
HPLC.

6-4-1-3 Traitement des rats et isolement des métabolites urinaires du
sulfoxyde de benzothiophéne, de la sulfone de benzothiophéne et des
produits A et A'

Le sulfoxyde et la sulfone de benzothiophéne ont été administrés en ip,
dans T'huile, a la dose de 100 mg/kg. Les produits A et A' (adduits du
sulfoxyde de benzothiophéne avec la N-acétylcystéine, purifiés a partir des
urines) ont été administrés a la dose de 10 mg/rat. L'urine a été récoltée
pendant de 24 heures et chaque fraction ainsi que le total des fractions

urinaires ont ét€ analysés par HPLC.
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6-4-2 Traitement des rats par les benzothiophénes substitués

30 a 40 mg de benzothiophénes substitués en solution dans I'huile de mais
ont ét€ administrés a des rats de 200 a 250 g, en ip. Les urines de 24
heures ont été collectées et traitées par les méthodes suivantes :

6-4-2-1 Passage de l'urine sur SepPak

L'échantillon urinaire est filtré sur coton de fibre de verre, acidifié a

pH 4 avec l'acide acétique (20 pl/ml d'urine) et injecté dans des colonnes
SepPak C18 (apres les avoir préparées avec du méthanol (5 ml) et de 1'eau
Millipore (20 ml). Ensuite le SepPak est lavé avec 2 ml d'eau. L'élution se
fait avec 2 ml d'un mélange CH30H/H70 60% puis avec 2ml de méthanol
pur. Les deux fractions sont mélangées, concentrées, centrifugées a 13000
Trs/min et enfin analysées par HPLC. Les séparations analytiques ont &té
faites en utilisant un gradient a partir du solvant A = CH3COONH4, 0,1M
pH = 4,6 pendant une minute puis un gradient linéaire pendant 15 min de
0 a 100% du solvant B = CH3CN 90% dans l'eau. Les séparations
préparatives ont été faites en utilisant un gradient a partir du solvant A =
CF3COOH, 0,1% dans 1'eau pendant une minute puis un gradient linéaire
pendant 20 min de 0 2 100% du solvant B = CH3CN 90% dans 1'eau.
6-4-2-2 Hydrolyse de l'urine par la sulfatase et la B-glucuronidase.

1 ml d'urine est dilué dans 1 ml de tampon acétate 0,1M pH 5,2. On ajoute
420 unités de B-glucuronidase et 9 unités de sulfatase. L'ensemble est
incubé a 37°C, pendant 2 heures puis centrifugé a 4°C, 3000 Trs/min
pendant 15 min. Le but de ce protocole est d'hydrolyser les glucuronides
et les sulfates urinaires, de rendre les métabolites moins polaires et donc
de les faire passer plus facilement dans les solvants organiques. Par
conséquent, si les métabolites sont sous forme de glucuronides ou de
sulfates, le chromatogramme sera simplifié. Les métabolites du composé
15, le 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne ont été quantifiés en

préparant exactement des solutions de 1 mg/ml pour chaque authentique
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de synthése. 20 pl du produit (soit 20 png) est alors analysé par HPLC.
Dans chaque cas la hauteur du pic est mesurée et servira a quantifier les
produits formés. La quantification des métabolites du composé 19,

le 2-(4-chlorobenzoyl)benzo(b)thiophéne-3-Hydoxy est réalisée en faisant
appel a la méthode des integrations des surfaces des pics
chromatographiques, en utilisant un étalon interne qui est le composé 15.
Grice a la courbe d'étalonnage il nous a été facile de determiner la surface
des pics correspondant aux métabolites et de les quantifier par la suite.

6-4-2-3 Hydrolyse de l'urine par l'acide chlorhydrique et par l'acide

trifluoroacétique.

Un aliquot d'urine de 300 pl est acidifié & pH 1 par CF3COOH ou par
HCI, puis incubé a 37°C pendant deux heures. L'échantillon est enfin

analysé par HPLC.
6-4-2-4 Extraction des métabolites par CH»Cl; aprés hydrolyse de I'urine

Les incubations sont arrétées avec 1 ml de CH3CN et 3 ml de CH2Clp. On
centrifuge; le culot est éliminé; les phases aqueuses et organiques sont

séparées, évaporées a sec puis reprises dans un mélange de solvant
(HpO/CH3CN ou HpO/CH30H) et enfin analysées par HPLC.

6-4-3 Traitement des rats par le thiophéne radioactif et isolement des
métabolites urinaires.

6-4-3-1 Isolement des métabolites urinaires

La cinétique et I'€limination des métabolites radioactifs du thiophéne ont
été obtenues, en traitant des rats, par une injection intrapéritonéale, avec la
solution de thiophéne radioactif (décrite ci-dessus), dans l'huile de
tournesol (1 pl /g de rat). On récupere les urines de 0-2 h, 2-4 h, 4-8 h,
8-12 h, 12-16 h, 16-24 h et de 24-33 h.

L'échantillon urinaire est filtré sur coton de fibre de verre, acidifié a pH 4

avec l'acide acétique (20 pl/ml d'urine) et injecté dans des colonnes
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SepPak C18 (apres les avoir préparées comme avant (Cf 6-4-2-1). Ensuite
le SepPak est lavé avec 2 ml de H20 et élué avec 2 ml d'un mélange
CH30H/H20 20%. L'éluat est concentré et centrifugé a 13000 Trs/min et
enfin analysé par HPLC. Les séparations analytiques ont été faites en
utilisant un gradient a partir du solvant A = CH3COONH4 0,1 M pH 4,6
pendant une minute puis un gradient linéaire pendant 20 min de 0 a 100%
a partir du solvant B = CH3CN 50% dans 1'eau ou un autre gradient a
partir de CF3COOH 0,1% dans 1'eau pendant une minute, puis un gradient
de 0 a 100% de CH3CN 50% dans l'eau pendant 20 min. L' HPLC
préparative est réalisée en isocratique, 94% de CF3COOH 0,1% dans I'eau
+ 6% de CH3CN 50% dans l'eau. Le spectre UV est obtenu par scanning
du Focus de 220 a 320 nm ou de 195 a 300 nm.

6-4-3-2 Extraction du thiophéne tritié des féces.

Les féces de rat (0-33h) sont déposés dans un ballon de 250 ml, lyophilisés
pendant 24h, broyés sous la hotte, a 'aide d'un mortier. Ensuite dans un
flacon de 25 ml, on met 80 mg de féces, 200 pul d'eau millipore et 1 ml de
soluene-350 (solubilisateur de tissus). L'ensemble est porté a une
température de 60 °C pendant 24h jusqu'a solubilisation.

10 ml de scintillant (Toluéne Scintillant) sont ensuite ajoutés et l'on

proceéde au comptage de la radioactivité.

6-5 Etudes in vitro utilisant des microsomes de foie de rat

6-5-1 Induction des animaux et préparation de la fraction microsomale de
foie de rat.

Un protocole d'induction spécifique de 3 jours est institué. Les animaux
sont sacrifiés par dislocation cervicale puis exsanguinés, par section
carotidienne. Le foie est immédiatement prélevé et la fraction
microsomale est préparée. Les microsomes témoins (CONT) sont préparés

a partir de foie de rats qui ne regoivent aucun traitement préalable. Le
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taux de cytochromes P450s est en moyenne inférieur a 0,8 nanomoles de
P450/mg de protéines.

6-5-2 Protocole de traitement des rats

6-5-2-1 Induction au phénobarbital (PB).

On pratique une injection journaliere a la dose de 80 mg/kg de PB dans du
sérum physiologique. Pour un rat de 200g on administre 500 pl, par jour,
pendant trois jours, en ip d'une solution a 32 mg/ml. Le taux de
cytochromes P450s est en moyenne de 2,5 nanomoles de P450/mg de
protéines.

6-5-2-2 Induction au 3-méthylcholanthrene (3MC).

La dose utilisée est de 20 mg/kg/jour de 3MC, pendant trois jours, en ip,
dans I'huile. Pour un rat de 200g on administre 500 pul, par jour, pendant
trois jours, en ip d'une solution & 8 mg/ml. Le taux de cytochromes P450s
est en moyenne de 2,2 nanomoles de P450/mg de protéines.

6-5-2-3 Induction a la B-naphtoflavone (B-NF).

La dose utilisée est de 20 mg/kg/jour de B-NF, pendant trois jours, en ip,
dans 1'huile. Pour un rat de 200g on administre 500 pl, par jour, pendant
trois jours, en ip d'une solution a 8 mg/ml. Le taux de cytochromes P450s
est en moyenne de 1,5 nanomoles de P450/mg de protéines.

6-5-2-4 Induction au clofibrate (CLO).

La dose utilisée est de 500 mg/kg/jour de CLO dilué dans 1'huile, pendant
trois jour. On prépare une solution a 200mg/ml dans l'huile et on
administre au rat 250Ul matin et soir, en ip (soit 100 mg de CLO/rat de
200g/jour). Le taux de cytochromes P450s est en moyenne de 1,5
nanomoles de P450/mg de protéines.

6-5-2-5 Induction a la dexamethasone (DEX).

La dose utilisée est de 100 mg/kg/jour, pendant trois jours, dans I'huile.
On prépare une solution a 40mg/ml dans l'huile et on administre au rat

500ul en ip (soit 20 mg de DEX/rat de 200g/jour). Le taux de
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cytochromes P450s est en moyenne de 1,6 nanomoles de P450/mg de
protéines.

6-5-2-6 Induction a I'acétone (Ace).

L'acétone est administrée en intragastrique (2,5 a 5 ml/kg d'une solution
d'acétone a 25%). Le taux d'induction est en moyenne de 1,8 nanomoles
de P450/mg de protéines. Afin d'éviter les irritations gastriques, la dose
calculée est répartie en deux administrations, a une heure d'intervalle. Les
rats sont ensuite maintenus a jetin pendant 4 a 12 heures, ce qui permettra

de potentialiser l'effet de l'induction (Yang et coll, 1991).

6-5-3 Protocole de préparation de microsomes

A partir de foies de rats, les microsomes ont été préparés par
centrifugation différentielle ( Beaune et coll, 1985) selon le protocole
suivant :

-Foie perfusé par NaCl 0,154 M, jusqu'a décoloration (élimination de
I'hémoglobine), découpage en dés dans du tampon Tris 0,1 M contenant
0,2 M de sucrose et 1 mM EDTA, pH 7,4, broyé au Potter, homogénéisé
dans un appareil de Potter-Elvejhem (20 a 40 g de foie pour 100 ml de
tampon) et centrifugé 10 min a 800 g (précipitation des noyaux et des
débris cellulaires).

-Surnageant centrifugé 20 min a 13500 g (précipitation des
mitochondries).
-Surnageant centrifugé 60 min a 100.000 g (précipitation du glycogene
et des microsomes, le surnageant contenant le cytosol).

-Homogénéisation du culot dans un tampon de diphosphate de tétra-
sodium (pyrophosphate de sodium) 0,1 M pH 7,5, puis centrifugation 30
min a 100.000 g (élimination de I'hémoglobine soluble dans ce tampon).

-Homogénéisation du culot dans un tampon phosphate de sodium 0,1M,

contenant 20% de glycérol, pH 7 4.
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Toutes les manipulations sont effectuées a 4° C. Les microsomes sont

congelés dans l'azote liquide et conservés a -80 °C.

6-5-4 Dosages effectués sur les microsomes
Trois dosages sont immédiatement effectués sur la préparation
microsomale diluée dans un tampon phosphate 0,1 M contenant 0,1 M
EDTA, pH 7.4.

-Dosage du contenu en cytochrome P450
Ce dosage est effectué selon la méthode de Omura et Sato décrite en 1962.
Aprés dilution choisie dans du tampon phosphate 0,1M pH 7,4, la
suspension microsomale est répartie dans deux cuves a bord noir limitant
la diffusion de la lumiére. On réduit les hémoprotéines par quelques
grains de dithionite de sodium, puis la cuve échantillon est saturée en
monoxyde de carbone par barbotage. La bande d'absorption a 450 nm du
complexe P450-CO est alors mesurée par spectrophotométrie d'absorption
différentielle (€450-490 nm = 91 cm'1 mM-1).

-Dosage du contenu en cytochrome b5

Le cytochrome b5 est dosé par spectroscopie UV-visible différentielle
entre la suspension microsomale réduite par quelques grains de dithionite
de sodium (cuve échantillon) et la suspension microsomale non traitée
(€410-427 nm = 181 cm"l mM-1).

-Dosage des protéines
La concentration en protéines microsomales, est déterminée par la
méthode de Lowry publiée en 1951. Cette méthode colorimétrique utilise

I'albumine sérique bovine comme standard. La densité optique est lue &

546 nm.
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6-5-5 Incubations analytiques

Les incubations sont réalisées dans des tubes a hémolyse en verre. Le
volume final est de 1 ml. On mélange a 4 °C, dans un tampon phosphate
de sodium 0,1M pH 7.4, des microsomes fraichement décongelés, a la
concentration en P450 variable, selon qu'il s'agit de microsomes témoins
ou de microsomes induits. La concentration finale pour chaque type de
microsomes est de 2 & 4 nanomoles de P450/ml. La nature de 1'inducteur
influe beaucoup sur la concentration microsomale en P450. La
concentration de chacun des benzothiophénes substitués est de 100 a 200
UM final. La réaction est démarrée par addition de systéme générateur de
NADPH (glucose-6-phosphate déshydrogénase, G6PDH : 2 unités/ml;
glucose-6-phosphate, G6P : 10 mM et NADP : 1 mM). Afin de réduire le
NADP en NADPH, le systeme générateur est préincubé durant 3 min, . Le
milieu réactionnel est agité vivement pendant des intervalles de temps
variables 10 min, 20 min et 30 min a 37 °C, en présence de I'oxygéne de
l'air. Les incubations témoins sont réalisées en l'absence du systeéme
générateur de NADPH (remplacé par de tampon phosphate

pH 7,4).

6-5-6 Préparation des échantillons pour l'analyse par HPLC

L'incubation est arrétée par addition d'un volume et demi d'acétonitrile
(60%) ou en milieu acide a pH 4 final, par un mélange acétonitrile-acide
acétique (CH3CN/CH3COOH) dans un rapport 10/1. Dans certains cas, la
réaction est arrétée par le méthanol (2,5 volumes). Apres 10 min a 4 °C,
les protéines sont séparées au moyen d'une centrifugation a 3000 Trs/min,
pendant 20 min. L'acétonitrile est selon le cas soit gardé soit évaporé, par
un flux d'azote. Le résidu est repris par du tampon acétate de sodium

0,1 M pH 4,6 ou un autre solvant dans lequel le résidu est soluble puis

analysé par HPLC ou conservé a -80°C.

180



6-5-7 Incubations préparatives et prépurification sur Sep-Pak

Un volume de 10 a 30 ml final, permet la préparation de quantités utiles
de métabolites. L'incubation est agitée doucement durant les différentes
durées d'incubation (10 min, 20 min, 30 min) a 37 °C, afin de limiter la
floculation des microsomes, puis refroidie a 4 °C avant une centrifugation
pendant 20 min a 3000 g. Le surnageant est concentré par évaporation
sous vide au rotavapor, puis passé sur deux petites colonnes en série
(SepPak, C18) préalablement préparées par méthanol/eau. Les métabolites
sont élués par 2 ml de méthanol ou d'acétonitrile ou encore par un autre

solvant adapté, en fonction de leur structure.

6-5-8 Réalisation des élugrammes HPLC et des radiochromatogrammes.
Les échantillons sont chromatographiés sous haute pression (HPLC) dans
une colonne a polarité en phase inverse (MOS Hypersil 250 x 4,6 mm)

élués au débit de 1 ml/min (HPLC analytique), par un mélange de deux
solvants A et B (en fonction de 1'échantillon & analyser A = CH3COONHy4

ou CF3COOH 0,1%, B = CH3CN 50% ou 90% dans l'eau). En sortie de la
colonne, les élugrammes sont enregistrés par spectrophotométrie
d'absorption UV/visible multilongueur d'onde, en temps réel. Une
collection par fraction de 0,5 ml par 30 secondes dans des tubes de
propyléne de 3 ml est réalisée apres addition de 2 ml de liquide scintillant
(Pico-Fluor 40).

6-5-9 Métabolisme in vitro des benzothiophénes substitués

L'étude métabolique in vitro, de chacun des benzothiophénes substitués,
est réalisée en faisant réagir différents types de microsomes (CONT, PB,
3MC, B-NF, CIO et DEX; 2 4 4 nmoles de P450/ml) avec 100 LM final de
substrat, pour les incubations analytiques. Des volumes d'incubations

beaucoup plus importants ont été utilisés lors des incubations préparatives.
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6-5-10 Métabolisme in vitro du thiophéne radioactif

Le thiophéne marqué ((T-3H, activité spécifique de 0,4mCi par ml
(0,16mCi parmmole) dilué au 1/5 dans I'huile), ayant servi a I'étude
métabolique in vivo (Cf 6-2-10), a fait I'objet d'une étude métabolique in
vitro. Le T-3H conservé dans l'huile est miscible avec 1'acétone. On
mélange 200 pl de T-3H avec 800 pl d'acétone (dilution au 1/5). Lors des
incubations avec les microsomes on utilise 5 pl de la solution
acétonique/ml final, 2 nmoles de P450. La réaction est démarrée par
addition de systéme générateur de NADPH (glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PDH : 2 unités/ml), glucose-6-phosphate (G6P : 10
mM et NADP : 1 mM). Nous avons étudié le métabolisme du T-3H au
début en présence du S9 (surnageant a 9000 g, obtenu lors de la
préparation des microsomes), et apres par différents types de microsomes
et en présence ou non de systeme générateur et/ou de glutathion.

La durée d'incubation est de 30 min, la réaction est arrétée par 1 ml
d'isooctane (2,2,4-triméthylpentane). Chaque incubation est agitée,
centrifugée. On procéde a trois extractions pour séparer les deux phases
organiques (l'isooctane) et aqueuse, par pipetage ou par congélation de la
phase aqueuse dans un bain d'acétone/carboglace. Les tubes contenant les
incubations peuvent étre placés aussi dans l'azote liquide, ceci va
permettre la séparation des deux phases, aqueuse et organique. Une
derniére centrifugation permet de séparer le surnageant des protéines.
Ainsi un aliquot de 500 pl de chaque phase aqueuse est mélangé avec 2 ml
de scintillant Pico-Fluor. La radioactivité de la phase aqueuse est comptée.
Cette radioactivité est directement liée a l'activité des microsomes et donc
aux métabolites polaires formés a partir du T-3H.

Afin d'avoir une idée sur la radioactivité fixée par les protéines, ces

dernieres ont été solubilisées dans 2 ml de soude 0,1N puis comptée.
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Nous avons bien vérifié qu'il s'agit bien des métabolites polaires
recherchés dans la phase aqueuse et non de l'eau tritiée (T20O), par une
manipulation simple qui consiste a compter le distillat condensé sur le
couvercle d'une boite de Pétri chauffée a 40 °C (qui s'avere non
radioactif).

L'étude du bilan de la radioactivité totale a montré qu'une bonne partie du
T-3H, échappe au métabolisme, par son comportement hautement volatil.
Pour palier a ce probléme (et avoir plus de produits de départ dans la
réaction) nous avons muliplié par deux le volume de la solution acétonique
c'est a dire 10 pl/ml final.

Lors des incubations préparatives, le volume final était d'environ 400 ml
((2 ml de la solution acétonique de T-3H). La réaction est démarrée par
addition de systéme générateur de NADPH (glucose-6-phosphate
déshydrogénase, G6PDH : 2 unités/ml; glucose-6-phosphate, G6P : 10 mM
et NADP : 1 mM)).

Aprés 30 min d'incubation, la réaction est arrétée par CH3COOH
(20ul/ml), centrifugation, précipitation et élimination des protéines. Le
surnageant est passé sur deux SepPak en série (prélablement préparés
comme avant, Cf 6-4-2-1). On récupere la phase aqueuse (éluat de
SepPak) plus un €luat de 2 ml d'un mélange de CH3CN/H20O 20% dans
I'eau (ces deux fractions renferment 90% de métabolites). Ces deux
dernieres fractions sont évaporées a sec puis reprises dans un volume de 2
ml de CH3CN 20%. Un aliquot est compté puis un autre est analysé par
HPLC analytique dans les conditions suivantes (figure 6-2) :

Solvant A = CF3COOH 0,1% dans I'eau

Solvant B = CH3CN 90% dans I'eau. En gradient : Tg = 0 min, % du
solvant B = 0; T1 = 5 min, % du solvant B = 60% en 12 min; Ty =

17min, % du solvant B = 100% en 2 min.
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Figure 6-2
Métabolisme du thiophéne radioactif : gradient d'HPLC analytique.
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Lors de la préparation des métabolites par HPLC préparative,

il a fallu palier au probléme de précipitation des sels de phosphates (lié
aux gros volumes des incubations). Ces sels risquaient de boucher la
colonne d'HPLC. Nous avons ajouté alors le méme volume de CH3CN ou
de méthanol sur le dernier volume de 1'échantillon concentré, centrifugé
a 3000 tr/min pendant 20 min. Les sels sont ainsi précipités et éliminés. Le
surnageant est récupéré puis analysé par HPLC. Les trois métabolites
repérés 31, 32, 33 principalement par le comptage de la radioactivité et
secondairement par UV, ont été prépurifiés dans les mémes conditions
d'HPLC décrites ci-dessus.

Les métabolites 31 et 32 ont été purifiés en utilisant un gradient (figure
6-3) a partir du solvant A (décrit ci-dessus), pendant deux minutes puis un
gradient de 10% du solvant B (décrit ci-dessus) pendant 10 min ,ou en
isocratique 5% du solvant CH3CN 90%.

184



Figure 6-3

Métabolisme du thiophéne radioactif : gradient d'HPLC préparative des

métabolites 31 et 32.
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Le métabolite 33 a été purifié en utilisant un gradient (figure 6-4) de

100% du solvant A (décrit ci-dessus), pendant deux minutes puis le

gradient de 20% du solvant B (décrit ci-dessus) en 20 min, ou en

isocratique 5% du solvant = CH3CN 90%.

Figure 6-4 : Métabolisme du thiophéne radioactif : gradient d'HPLC

préparative du métabolite 33.
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Activation métabolique des dérivés thiophéniques : mise en évidence d'une
q P q

nouvelle classe de métabolites réactifs, les sulfoxydes de thiophéne
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Les données de RMN 1H et de masse des métabolites
du thiophéne obtenus in vitro et de leurs
authentiques correspondants

Exemple de numérotation de 1'adduit du sulfoxyde de
benzothiophene avec la N-acétylcystéine

Meétabolisme du thiophéne : gradient d'HPLC analytique
Meétabolisme du thiophéne : gradient d' HPLC préparative
des métabolites 31 et 32.

Métabolisme du thiopheéne : gradient dHPLC préparative
du métabolite 33.
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