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Résumé :

Ce manuscrit présente une étude fonctionnelle et structurale du cytochrome P450 2J2 humain

(CYP2J2), enzyme exprimée dans les tissus cardiovasculaires, dont les rôles biologiques sont mal

connus. En utilisant la terfénadone comme base structurale, qui est un composé oxydé régiosélective-

ment par le CYP2J2, plusieurs composés ont été synthétisés sesont révélés être des inhibiteurs affins

et sélectifs du CYP2J2. En particulier, un inhibiteur très affin et compétitif (Ki = 160 nM) et deux

substrats suicides efficaces du CYP2J2 (kinact/Ki 3000 L/mol/s) ont été mis en évidence. L’étude

de l’oxydation de ces composés par le CYP2J2 a révélé une régiosélectivité surprenante, en faveur

d’une position chimiquement moins réactive vis-à-vis des oxydations. La caractérisation du site actif

du CYP2J2 et l’identification de résidus importants pour la reconnaissance des dérivés de terfénadone

a pu être réalisée en construisant un modèle par homologie 3Dde cette enzyme et par le docking de

certains dérivés dans le site actif du CYP2J2. Enfin, une étudepréliminaire des rôles biologiques pos-

sibles du CYP2J2 a été réalisée en étudiant les effets inhibiteur de ce P450. En conclusion, ce travail

a permis de caractériser les premiers outils biochimiques d’étude des rôles biologiques du CYP2J2,

de proposer une première topologie du site actif du CYP2J2, etd’affiner les rôles biologiques du

CYP2J2.

Mots clés :Hémoprotéines, monooxygénases, terfénadine, ébastine, docking sous contraintes

douces, époxydation de l’acide arachidonique.

Abstract :

This manuscript deals with the functional and structural study of human cytochrome P450 2J2

(CYP2J2), an enzyme mainly expressed in cardiovascular tissues, whose biological roles are not well-

known. We used terfenadone, regioselectively oxydized by CYP2J2, as a starting point for design and

synthesis of several compounds, which revealed to be affine and selective inhibitors of this P450.

In particular, one affine and selective inhibitor (Ki = 160 nM) and two efficient mechanism-based

inactivators (kinact/Ki 3000 L/mol/s) of CYP2J2 were identified. The study of the CYP2J2-catalyzed

oxidation of some of these compounds revealed a surprising regioselectivity, favoring a less reactive

position, regarding the reactivity towards oxidation. Thecharacterization of the active site and the

identification of important residues for terfenadone derivatives recognition by CYP2J2 was achieved

using an homology 3D model of this enzyme, and docking of several substrates in the active site.

Finally, a preliminary study of the potential biological roles of CYP2J2 was performed by looking at

the inhibitory effect of several compounds involved in the vascular relaxation pathways. In conclusion,

this work provides the characterization of the first biochemical tools to study the biological roles of

CYP2J2, the first description of the active site topology and astudy on CYP2J2 biological roles.

Keywords :Hemeproteins, monooxygenases, terfenadine, ebastine, soft-restrained dynamic do-

cking, arachidonic acid epoxidation.
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CHAPITRE I. INTRODUCTION

I-1 Introduction générale sur les cytochromes P450.

I-1.1 Présentation des cytochromes P450.

I-1.1.1 Historique de la découverte des P450s.

(a) Découverteetdéveloppementdel’étudedumétabolismedesxénobiotiques.

Les débuts de l’étude du métabolisme des xénobiotiques sontprofondément liés à ceux de la chi-

mie organique(Murphy, 2001). Dans la première moitié du XIXe siècle, F. Wölher fut le premier à

démontrer l’utilité potentielle de la chimie organique en décrivant la synthèse totale de l’urée. Cette

étude l’amena également à comprendre les transformations biochimiques des composés exogènes qui

se produisent dans les organismes vivants. A la suite de ses travaux, la première étude de métabolisme

chez l’homme fut réalisée par A.Ure en 1841(Ure, 1841), qui montra la conversion de l’acide ben-

zoïque en acide hippurique. Ce résultat a ensuite été confirmépar W. Keller en 1842(Keller, 1842),

qui démontra la formation d’un adduit hydrophile entre l’acide benzoïque et un composé endogène,

la glycine (Figure I.1).

OH

O

NH2 COOH
N
H

COOH

O

Acide Benzoïque Acide Hippurique

Glycine

Figure I.1 –Détoxification de l’acide benzoïque chez l’homme.

L’étude menée en 1867 par O. Schultzen et B. Naunyn sur la tranformation de composés dérivés

du benzène chez le chien démontra la capacité de l’organismeà oxyder ces dérivés ingérés(Schultzen

et Naunyn, 1867). Par la suite, en 1876, E. Baumann détecta la présence de sulfates dérivés du phénol

et de l’indole dans les urines d’un chien(Baumann, 1876). Une étude similaire menée par O. Schmie-

deberg et H. Meyer démontra que le camphre était éliminé dansles urines sous forme d’un adduit

d’acide glucuronique(Schmiedeberg et Meyer, 1879).

Toutes ces observations ont mené R.T. Williams à énoncer les principes fondamentaux de la dé-

toxification des xénobiotiques par les organismes vivants(Williams, 1947). Celle-ci s’effectue en

deux étapes chimiquement différentes (figure I.2) :

– Une première phase defonctionnalisation (ou phase I) du composé endogène permet d’intro-

duire une fonction hydrophile. Cette fonction est ajoutée par une oxydation, mais dans certains

cas, elle peut apparaître à la suite d’une hydrolyse ou d’uneréduction.

– La seconde phase deconjugaison(ou phase II) consiste à former un adduit avec un composé

très hydrophile, comme l’ion sulfate, le glutathion, ou l’acide glucuronique. Le composé conju-

gué, beaucoup plus hydrosoluble, peut ensuite être excrétéde l’organisme par la voie urinaire

ou biliaire.

La position intermédiaire du foie entre l’intestin et la circulation systémique a orienté l’étude du

métabolisme vers cet organe. Dans cette optique, G. Müller et J. Miller démontrèrentin vitro l’impli-

cation des cellules hépatiques du rat dans la transformation du dimethylaminoazobenzène(Mueller et

Page 13



CHAPITRE I. INTRODUCTION

R H OR H OR

Absorbtion

Phase I

Fonctionnalisation

Phase II

Conjugaison Elimination (urines, bile ...)

Figure I.2 –Schéma du mécanisme de détoxification des xénobiotiques.

Miller, 1949). A la suite de ces travaux, J. Axelrod et B. Brodie montrèrent que les enzymes membra-

naires hépatiques pouvaient convertir des xénobiotiques,ces réactions ne pouvant se produire qu’en

présence de NADPH et d’oxygène moléculaire(Brodie et al., 1955).

(b) Identificationet caractérisationdescytochromesP450.

En 1958, M. Klingenberg et D. Garfinkel mirent en évidence un pigment dans des fractions mi-

crosomales hépatiques de rat et de cochon qui, réduit par le dithionite ou le NADPH, présentait une

absorption caractéristique à 450 nm en présence de monoxydede carbone(Klingenberg, 1958; Gar-

finkel, 1958). Puis les travaux de T. Omura et R. Sato permirent d’élucider la structure biochimique

de ces pigments, en montrant qu’il s’agissait d’hémoprotéines, appelées par la suite « cytochromes

P450 »(Omura et Sato, 1962, 1964b,a). Au début des années 1960, l’implication des cytochromes

P450 dans la biotransformation des stéroïdes(Estabrook et al., 1963)puis dans l’oxydation des com-

posés exogènes(Cooper et al., 1965)fut établie.

Apoprotéine

N

N

N

N
Fe

SCys

Face Distale

Face Proximale

Hème

Figure I.3 –Représentation schématique d’un cytochrome P450.

Dès lors, durant les trois décennies qui ont séparé la première purification d’un P450 en 1970

(Yu et Gunsalus, 1970)de la première résolution d’une structure d’un P450 de mammifère en 2000

(Williams et al., 2000), la complexité et la diversité de la superfamille des cytochromes P450 a pu

être appréhendée. Ainsi, plus de 6400 gènes codant pour des cytochromes P450 ont été répertoriés en

octobre 2006 dans un nombre très important d’organismes vivants : chez les bactéries, dans le monde

végétal et animal.
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Tous les P450s identifiés jusqu’à présent sont des hémoprotéines constituées d’un hème relié à

l’apoprotéine par un groupement cystéinate complexant le fer de ce groupe prosthétique (Figure I.3).

– L’apoprotéine est composée d’une chaîne polypeptidique de masse moléculaire comprise entre

45 et 60 kDa. La diversité des P450s est naturellement liée à la séquence primaire en acides

aminés de cette chaîne protéique.

– L’hème est constitué d’une protoporphyrine IX de Fer (figure I.4). Au sein des P450s, ce métal

est lié aux quatre azotes pyrroliques de la porphyrine et au soufre de la cystéine axiale. Le fer

peut être hexacoordiné, le sixième ligand pouvant être H2O, CO, ou une autre molécule. Dans

le cytochrome P450, le plan de l’hème définit deux régions : lafaceproximale située du côté

du ligand cystéinate et la facedistalecontenant le site actif de l’enzyme.

Fe

N

NN

N

HOOC

HOOC

Figure I.4 –Protoporphyrine IX de fer constituant l’hème des cytochromes P450.

I-1.1.2 Diversité des cytochromes P450.

(a) Unemultiplicité degènes.

Le nombre de génomes séquencés augmentant exponentiellement depuis environ 10 ans, plus de

6400 gènes codants pour des cytochromes P450 ont été identifiés dans l’ensemble des organismes

vivants. Il faut noter que parmi ces 6400 gènes, près de 1300 gènes codants pour des P450s ont été

répertoriés en 2006. Une base de données regroupant toutes les séquences est régulièrement mise

à jour sur le site de D.R. Nelson (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). De nombreux

organismes vivants expriment des gènes de P450s. On retrouve ainsi des représentants de cette super-

famille chez les bactéries, les champignons, les végétaux et les animaux. Le nombre de gènes codant

pour des P450s est très variable selon l’espèce considérée ;on en dénombre ainsi 57 chez l’homme

tandis que le riz en contient plus de 300(Ingelman-Sundberg, 2005). Dans les cas des procaryotes, les

P450s sont des protéines cytosoliques, tandis que chez les eucaryotes, les P450s sont membranaires,

localisés dans différents compartiments cellulaires. On distingue les cytochromes P450 mitochon-

driaux, les cytochromes P450 microsomaux, fixés aux membranes du réticulum endoplasmique, et

les cytochromes P450 plastidiaux chez les végétaux.

Sur la base d’alignements de séquences et d’arbres phylogénétiques d’évolution, D. Nelson a émis

l’hypothèse d’un gêne ancestral commun qui serait à l’origine de tous les P450s(Nelson, 1999). Ce
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gène commun, apparu il y a environ 3,5 milliards d’années chez les bactéries, serait très proche du

seul P450 présent dans tous les organismes : le CYP 51. Ce P450 catalyse la 14-α-déméthylation du

lanostérol, intermédiaire qui intervient tôt dans la chaîne de synthèse des stérols. La complexification

de la biosynthèse des stérols pourrait donc être liée à la diversification de ce CYP, au fur et à mesure

de l’évolution. D’autre part, l’apparition de menaces exogènes dans le monde végétal ou animal ex-

plique également la différentiation de ce CYP51 vers d’autres cytochromes P450 spécialisés dans la

détoxification des xénobiotiques(Qi et al., 2006).

Malgré l’importante diversité génique des cytochromes P450, cette superfamille est caractérisée

par deux séquences protéiques consensus (figure I.5) :

– Une première séquence, située du côté proximal de l’hèmeFxxGx(R/H)xCxG. Appelée « Cys-

Pocket », elle contient la cystéine ligand du fer et est considérée comme la signature peptidique

de la superfamille des P450s. Cette séquence participe au maintien de l’hème au sein de l’apo-

protéine (voir partie I-1.3).

– Une seconde séquence, du côté distal(G/A)Gx(E/D)T , moins bien conservée au sein des P450s,

qui joue un rôle dans l’activation de l’oxygène moléculairelors de la catalyse (voir paragraphe

I-1.2.2).

G  G  L  D  T  V 
A  G  H  E  T  T 
A  G  F  D  T  I 
A  G  Y  E  T  T 
A  G  T  E  T  T

F  G  H  G  S  H  L  C  L  G  ... ...
F  G  N  G  Q  R  A  C  I  G  ... ...
F  G  L  G  K  R  K  C  I  G  ... ...
F  G  S  G  P  R  N  C  I  G  ... ...
F  S  I  G  K  R  A  C  L  G  ... ...

CYP 101 (P450cam)
CYP 102 (P450BM-3)

CYP 1A1
CYP 3A4
CYP 2J2

350 353 357 359 249 252

441 444 448 450 312 315

A/G G  x E/D T  xF  x  x  G  x R/H x  C  x  G ... ...
Séquence 
concensus

Figure I.5 –Séquences concensus caractéristiques des cytochromes P450.

Du fait du nombre important de P450s exprimés dans le monde vivant, une nomenclature en

famille et sous-famille basée sur l’identité de séquence a été élaborée. Pour que deux P450s soient

membres d’une même famille, leur identité de séquence doit être de plus de 40 % ; pour une même

sous-famille, elle doit être supérieure à 55 %. La nomenclature veut que la famille soit indiquée

par un chiffre arabe suivi d’une lettre correspondant à la sous-famille, puis un chiffre identifiant le

P450 individuellement. Ainsi, le cytochrome P450 dénommé CYP 2J2 appartient à la famille 2, sous-

famille J, et est le second représentant de cette sous-famille.

(b) Unediversitédesréactionscatalysées.

Une des particularités des cytochromes P450 est leur capacité à catalyser une multitude de réac-

tions de monooxygénation (figure I.6), dont l’hydroxylation est la plus répandue. Ces réactions de

monoxygénation nécessitent la présence d’oxygène moléculaire et d’un donneur d’électrons et de

protons. Par ailleurs, des réactions de déshydratation, des isomérisations et des réductions ont aussi

été observées(Ortiz de Montellano, 2005; Guengerich, 2001; Mansuy et Battioni, 2000).
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Figure I.6 –Réactions d’oxydation généralement catalysées par les cytochromes P450. D’après
Mansuy et Battioni, 2000.

(c) Desrôlesvariés.

Cette variété de réactions catalysées permet aux P450s de jouer un rôle important dans la trans-

formation des molécules endogènes et exogènes. Les cytochromes P450 ne jouent pas le même rôle

selon les organismes dans lesquels ils sont exprimés.

(c)-i La métabolisation des xénobiotiques.

Les cytochromes P450 sont les principales enzymes impliquées dans la phase I du métabolisme

des xénobiotiques. Ils participent à l’élimination des composés exogènes comme les médicaments, les

toxines ou les polluants en complétant l’action défensive du système immunitaire destiné à prendre

en charge les macromolécules. Dans certains cas, certains xénobiotiques peuvent devenir source de

toxicité car les P450s forment un métabolite réactif électrophile capable d’alkyler d’autres protéines

cellulaires (voir partie I-1.4.3).

(c)-ii Le rôle des P450s dans la biosynthèse et la biodégradation des composés endogènes.

Chez les procaryotes, certains cytochromes P450 participent à la biosynthèse de composés en-

dogènes, comme les stérols ou des antibiotiques assurant ladéfense du microorganisme. Chez les

eucaryotes, la synthèse des stérols nécessaires aux membranes plasmatiques fait également interve-

nir des cytochromes P450 (cholestérol, ergostérol) ; la biosynthèse des hormones stéroïdiennes, des

eïcosanoïdes, des rétinoïdes ou de certaines vitamines impliquent des P450s(Guengerich, 2005).
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(d) Unegammedesubstratsétendue.

Les cytochromes P450 catalysent l’oxydation d’un très grand nombre de substrats. Les cyto-

chromes P450 participant à des chaînes de biosynthèse endogènes sont spécifiques d’un seul substrat,

tandis que les P450s impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques montrent une très faible spé-

cificité de substrat. Ces derniers sont capables de métaboliser des substrats de polarité ou de taille

très variables. L’exemple type est le cytochrome P450 humain 3A4, capable de métaboliser 50% des

médicaments prescrits chez l’homme(Rendic, 2002). D’autre part, il est à noter qu’un substrat peut

être oxydé différemment par un seul P450, et que la même activité d’oxydation d’un substrat peut être

catalysée par plusieurs P450s.

I-1.2 Propriétés chimiques des P450s.

I-1.2.1 Interactions entre le P450 et un composé fixé au sein du site actif.

Le fer peut accepter une coordinence de 6. Dans le cas du cytochrome P450, le fer est pentacoor-

diné par les 4 azotes pyrroliques de l’hème et par le thiolatede la cystéine. Il peut donc accepter un

sixième ligand, qui peut être une molécule d’eau ou un atome coordinant d’un composé fixé dans le

site actif. Ces variations dans l’état de coordination du ferse traduisent par des signatures spectrales

caractéristiques dans le domaine UV-visible (figure I.7) :

A l’état natif , le FeIII de l’hème existe en équilibre sous deux états de spin, dépendant de son état

de coordination :

• un état de bas spinS= 1
2, dans lequel le fer est hexacoordiné et dans le plan de l’hème.

Le sixième ligand est généralement une molécule d’eau. Le maximum d’absorption de cette

espèce FeIII est situé aux environs de 420 nm.

• un état de haut spinS= 5
2 correspond à un FeIII pentacoordiné situé en dehors du plan de

l’hème. Cette espèce a un maximum d’absorption à 390 nm.

En présence d’un composé exogène qui se fixe au sein du site actif, trois cas se présentent :

• Lorsque le composé hydrophobe rentre dans le site actif, il chasse la molécule d’eau

coordinant le fer dans l’état bas spin. Le ferIII se retrouve donc à l’état haut spin, avec un

maximum d’absorption à 390 nm. Cette interaction est uneinteraction de type I dont le spectre

différentiel est constitué d’un pic à 390 nm et d’une vallée à420 nm.

• Si ce composé porte un atome d’oxygène accessible au fer, comme une fonction alcool

ou éther, cet oxygène peut complexer le fer pentacoordiné, et donner uneinteraction de type

I inversé. On retrouve ainsi le FeIII sous forme de bas spin avec un pic d’absorption en UV à

420 nm. Le spectre différentiel résultant comporte alors unpic à 420 nm et une vallée à 390 nm.

Il est à noter que dans certains cas, l’arrivée d’un substratdans le site actif peut favoriser la fixa-

tion d’une molécule d’eau comme sixième ligand du fer, et donner également une interaction

de type I inversée.

• Une interaction de type II est observée dans le cas où le composé exogène comporte

un atome d’azote ou de soufre pouvant complexer le FeIII . Le FeIII absorbe alors entre 425 et

Page 18



CHAPITRE I. INTRODUCTION

435 nm, et le spectre différentiel montre un minimum vers 390-410 nm et un maximum vers

425-435 nm.
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Figure I.7 –Spectres différentiels des différentes interactions observées lors de la fixation d’un
composé dans le site actif(Mansuy et al., 1989). HS : Haut Spin ; BS : Bas Spin

I-1.2.2 Cycle catalytique de la monooxygénation des substrats par les cytochromes P450.

1. Le cycle catalytique des cytochromes P450 est initié par la fixation du substrat au sein du site

actif, ce qui entraîne dans le cas de l’état natif bas spin le déplacement de la molécule d’eau

distale et favorise la position pentacoordinée haut spin ducomplexe ferrique FeIII .

2. Cette fixation du ligand induit une augmentation du potentiel du couple FeIII /FeII , permettant

le transfert d’un électron qui peut réduire le fer en complexe ferreux FeII . Dans certains cas, il

semblerait que le transfert de l’électron puisse se produire sans fixation d’un composé dans le

site actif(Guengerich et Johnson, 1997).

3. La réduction du fer est suivie par la fixation de l’oxygène moléculaire sur le fer, donnant le

complexe ferreux FeII←O2.

4. Le transfert d’un second électron vers ce complexe réduitl’oxygène en formant l’entité peroxy-

ferrique FeIII -OO−, qui par protonation, donne le complexe hydroperoxo FeIII -OOH.

5. La rupture hétérolytique de la liaison O-O est provoquée par une seconde protonation, formant

de l’eau et le composé fer-oxo formellement écrit FeV=O.
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6. Ce composé, hautement oxydant, peut transférer son atome d’oxygène au substrat.

7. Le métabolite sort du site actif.

Il est à noter que dans certains cas, l’oxydation du substratpeut être réalisée par l’espèce hydro-

peroxo FeIII -OOH. Ces résultats ont été initiés par les travaux de A. Vaz etmontrent que certaines

époxydations d’oléfines sont réalisées par cette entité, etnon par le fer-oxo FeV=O (Vaz et al., 1998).

L’utilisation d’agents oxydant donneurs d’atome d’oxygène, tels que l’iodosobenzène, les per-

acides, les hydroperoxydes, les anions ClO−
2 ou IO−4 permet d’obtenir directement l’espèce réactive

fer-oxo à partir de l’état natif. On parle ainsi de cycle court des cytochromes P450.
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Figure I.8 –Cycle catalytique des cytochromes P450(Makris et al., 2005; Mansuy et Battioni,
2000). Le cycle court obtenu par addition d’un composé donneur d’atome d’oxygène est indiqué en bleu ; les voies
non-productives ou abortives en rouge et la voie réductase en marron.

(a) Voiesabortives.

Idéalement, la consommation d’une molécule de NADPH doit s’accompagner de l’oxygénation

d’une molécule de substrat, comme dans le cas du P450 bactérien P450cam ou des P450s spécifiques

des voies de biosynthèse endogène. Cependant, dans le cas desP450s impliqués dans la métaboli-

sation des xénobiotiques, ce couplage n’est pas aussi efficace et des voies secondaires de transferts
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d’électrons, dites « abortives », peuvent se produire, ce qui se traduit par une formation du complexe

FeIII sans oxydation du substrat. Ce découplage entre transfert d’électrons et transfert de l’atome

d’oxygène peut apparaître au niveau de plusieurs étapes du cycle catalytique :

– Le complexe ferreux FeII← O2 peut se décomposer en formant l’ion superoxyde O•−
2 et le

complexe ferrique FeIII . Cet ion superoxyde peut alors se dismuter pour donner du peroxyde

d’hydrogène et de l’oxygène moléculaire :

2O•−2 +2H+→ H2O2+O2

– L’addition d’un proton sur l’atome d’oxygène qui est ligand du fer dans les complexes per-

oxyferrique FeIII -OO− ou hydroperoxo FeIII -OOH se traduit par la formation de FeIII et d’une

molécule de peroxyde d’hydrogène :

FeIII-OO-  + H+

FeIII-OOH  + H+

FeIII-OO-
H

FeIII-OOH

H

H+
H2O2 + FeIII

H2O2 + FeIII

– L’entité fer-oxo FeV=O peut redonner également l’état natif FeIII après consommation de deux

protons et de deux électrons :

FeV= O+2H+ +2e−→ H2O+FeIII

L’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène libérés constituent une source potentielle de stress

oxydant. Cette activitéoxydasedes P450s est généralement plus importante que l’activité catalytique

oxygénaseprésentée précédemment dans le cas des P450s microsomaux, mais ce découplage dépend

de paramètres qui influent sur la vitesse de transfert des électrons ou des protons, comme l’acces-

sibilité de l’eau au site actif, un positionnement du substrat trop éloigné du fer, l’absence de sites

suffisamment réactifs sur le substrat(Mueller et al., 1995).

(b) Etudedel’existencedesintermédiairesducyclecatalytique.

Le cycle catalytique des cytochromes P450 a été étudié en détail dans le cas du P450cam et de

certains de ses mutants, qui catalysent l’hydroxylation régio- et stéréo- sélective du camphre.

– Les premiers intermédiaires du cycle catalytique des P450s (les deux états natifs, FeIII /camphre

et FeII /camphre) ainsi que le dernier complexe (FeIII /hydroxycamphre) ont été caractérisés par

de nombreuses études cristallographiques et spectroscopiques(Makris et al., 2005). On ob-

serve très peu de différences structurales entre les deux composés FeIII /camphre et FeII /camphre

(Schlichting et al., 2000).

– La structure du complexe FeII -O2, résolue par cryo-cristallographie à 100 K(Schlichting et al.,

2000), révèle un déplacement du camphre, l’apparition de molécules d’eau, et la stabilisation

de l’oxygène par des liaisons hydrogènes auxquelles participent certains acides aminés du site
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actif (Asp251 et Thr252) (figure I.9).
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Glu366
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Figure I.9 –Comparaison entre les structures du camphre FeII (A) et FeII ← O2 (B), d’après
Schlichting et al., 2000. A la suite de la fixation de l’oxygène moléculaire, le groupe carbonyle de Asp251 subit
une rotation, entraînant un déplacement de la chaîne latérale de Thr252 qui peut alors former une liaison hydrogène avec
le dioxygène. La présence de molécules d’eau (représentéesen bleu clair) se traduit par une structuration du site actifdue
à une chaîne de liaison hydrogène.

– Il n’y a pas de preuves cristallographiques bien définies del’existence des complexes peroxo-,

hydroperoxy- et oxo- du fer. Cependant, l’équipe de B. Hoffmann a pu caractériser par spec-

troscopies ENDOR et RPE les complexes peroxo- et hydroperoxy-. Pour cela, l’irradiation par

rayonsγ des échantillons à très basse température (77 K et 6K) a été employée pour ne réaliser

qu’une étape du cycle catalytique à la fois et observer les états obtenus(Davydov et al., 2001).

L’espèce FeV=O n’a pas pu être observée, car la transformation du complexe FeIII -OOH produit

directement l’espèce FeIII /hydroxycamphre, sans passer par le fer-oxo.

(c) Mécanismed’activationdel’oxygène.

La structure tri-dimensionnelle de l’intermédiaire FeII← O2 révèle l’importance de la poche dis-

tale dans le transfert des protons et dans l’activation de l’oxygène(Schlichting et al., 2000). Des

changements conformationnels du squelette peptidique et des chaînes latérales autour du site actif

se produisent lors de la fixation du dioxygène, entraînant l’apparition d’un réseau de liaisons hydro-

gènes. Les résidus Asp251 et Thr252 semblent jouer un rôle important dans le mécanisme d’activation

de l’oxygène. Ainsi, des études d’effets isotopiques sur des mutants D251N montrent l’importance

du rôle structural d’Asp251 dans le réseau de molécules d’eau évoqué précédemment mais égale-

ment dans la coupure hétérolytique de la liaison O-O(Deprez et al., 1994; Gerber et Sligar, 1994).

Les études de RPE et ENDOR cryogéniques sur le mutant T252A ontmontré l’existence de l’espèce

FeIII -OOH sans observer l’hydroxylation du substrat(Davydov et al., 2001). Ce résultat montre donc

que dans le cas du P450cam, la thréonine 252 est impliquée dans le transfert du second proton du cycle

catalytique.
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(d) LemécanismeduP450camcommeparadigmepour touslesP450s?

Le mécanisme catalytique présenté en figure I.8 se retrouve dans toutes les monooxygénases à

P450. Cependant, le mode d’activation de l’oxygène semble différer selon les P450s, les protons né-

cessaires à la catalyse pouvant être fournis par les résidusdu P450, mais également par une molécule

d’eau ou même par le substrat lui-même. Ainsi, D.F. Lewis a montré qu’une mutation de la thréo-

nine correspondant à Thr252 du P450cam avait pour conséquence une réduction très importante de

l’activité des P450s de la famille 2(Lewis, 1998). De plus, des P450s ne possédant pas cette thréo-

nine possèdent une activité catalytique(Hiroya et al., 1994; Cupp-Vickery et Poulos, 1995). Enfin, le

transfert des protons dans le P450cam semblent dépendre très fortement de la structure des substrats

fixés dans le site actif, comme cela a été montré par l’équipe de B. Hoffmann(Davydov et al., 2005).

I-1.2.3 La chaîne de transfert d’électrons.

Les cytochromes P450 catalysant principalement des réactions de monooxygénation, il est néces-

saire d’apporter des électrons au substrat. Ces électrons sont fournis par le NADPH ou le NADH.

Cependant, pour les transmettre jusqu’à l’hème, lieu de la catalyse, plusieurs protéines peuvent être

impliquées dans le transfert d’électrons. On distingue deux classes majoritaires de systèmes de trans-

fert d’électrons(Paine et al., 2005)(voir figure I.10). Deux autres classes sont également rencontrées,

mais beaucoup plus rarement.
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Figure I.10 –Partenaires de transfert d’électrons des cytochromes P450d’après Paine et al.,
2005. La classe I comprend les P450s mitochondriaux (A), la majorité des P450s solubles (B) et certains systèmes
fusionnés comme le CYP RhF (C). La classe II comprend les P450s du réticulum endoplasmique (D) et les P450s qui
incluent une réductase à deux flavines comme le CYP BM-3 (E). Fx : ferredoxine, FxR : ferredoxine réductase, CPR :
cytochrome P450 réductase.

• La classe Ifait intervenir dans la chaîne de transfert d’électrons desenzymes à centre fer-soufre.

Les électrons du NAD(P)H sont prélevés par une ferredoxine réductase à flavine FAD puis
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transmis à une ferredoxine à centre fer-soufre Fe2S2. Cette ferredoxine transfère ensuite les

électrons au P450 pour permettre la catalyse. Cette classe contient la très grande majorité des

P450s bactériens et les P450s mitochondriaux. Il conviendrait d’ajouter à cette classe des nou-

veaux systèmes identifiés récemment comme le P450RhF(Roberts et al., 2002), qui est une

protéine de fusion contenant une réductase à flavine FMN, uneprotéine type-ferredoxine à

centre fer-soufre et le cytochrome P450.

• La classe IIest constituée par les sytèmes qui contiennent une réductase à deux flavines (FAD et

FMN). Ici, cette réductase est le seul intermédiaire entre le NADPH et le P450. Cette classe re-

groupe les P450s microsomaux dont la réductase, appelée Cytochrome P450 Réductase (CPR),

est ancrée sur la membrane du réticulum endoplasmique, proche du P450. Un second système,

qui n’est pas spécifique des P450s, peut également participer au transfert d’électrons vers le

P450. Les électrons du NADH sont transférés via la cytochrome b5 réductase vers le cytochrome

b5, qui transfère ensuite les électrons vers le P450(Porter, 2002). Du fait de la colocalisation

de ces enzymes avec la P450 réductase sur la membrane, des transferts d’électrons « croisés »

entre ces deux systèmes peuvent également être observés. Certains P450s microbiens tels que

le cytochrome P450 BM3 issu deBacillus Megateriumappartient à cette classe, car ce P450 est

une protéine de fusion entre le P450 et une réductase à deux flavines.

D’autres P450s catalysant des isomérisations ou des déshydratations ne nécessitent pas d’apport

d’électrons extérieurs ou d’oxygène moléculaire. Les substrats transformés sont généralement riches

en électrons, comme des hydroperoxydes ou des endoperoxydes. Bien qu’aucun système de transfert

d’électrons ne soit présent, on définit tout de même laclasse III, qui comprend ces systèmes.

Le P450nor catalyse la réduction du monoxyde d’azote NO et reçoit ses électrons directement

du NADH, sans protéine intermédiaire(Takaya et al., 1999). Ce P450 est le seul représentant de la

classe IV.

I-1.3 Structure des cytochromes P450.

Entre la première structure de P450 soluble publiée en 1985(Poulos et al., 1985)et la structure du

CYP 1A2 humain résolue début 2007(Sansen et al., 2007), près de 150 structures tri-dimensionnelles

de P450s résolues par cristallographie ont été déposées à laProtein Data Bank (accessible à l’adresse

http://www.rcsb.org). Elles concernent 18 P450s solubles (dont 1 de champignon)et 9 P450s micro-

somaux de mammifères (dont 7 humains).

Le premier P450 cristallisé dont la structure aux rayons X a été résolue est le cytochrome P450cam

(CYP 101), issu de la bactériePseudomonas putidaet catalysant l’hydroxylation régio- et stéréo-

sélective du camphre en 5-exo-hydroxycamphre(Poulos et al., 1987). Cette structure haute résolution

est restée un paradigme pour l’étude de la relation structure-fonction des P450s pendant plusieurs an-

nées, jusqu’à la résolution d’autres structures de P450s solubles, dont les principales sont répertoriées

dans le tableau I.1.
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CYP Organisme Entrée PDB Res. (Å) Références
CYP 101

Pseudomonas putida
(55 structures)

(P450cam) dont 2CCP 1,63 (Poulos et al., 1987)
CYP 102

Bacillus megaterium
(15 structures)

(P450BM3) dont 2HPD 2 (Ravichandran et al., 1993)
CYP Terp Pseudomonas 1CPT 2,3 (Hasemann et al., 1994)
CYP 55A1 Fusarium oxysporum (9 structures)
(P450nor) (Champignon) dont 1ROM 2 (Park et al., 1997)
CYP 107 Saccharopolyspora (9 structures)

(P450EryF) erythraea dont 1EGY 2,35 (Cupp-Vickery et al., 2000)

CYP 119 Thermus thermophilus ?
(5 structures)
dont 1F4T 1,9 (Yano et al., 2000)

CYP 51 Myobacterium tuberculosis
(5 structures)
dont 1EA1 2,2 (Podust et al., 2001)

P450OxyB Amycolatopsis orientalis
(3 structures)
dont 1LFK 1,7 (Zerbe et al., 2002)

CYP EpoK Polyangium Cellulosum
(2 structures)
dont 1Q5E 2,7 (Nagano et al., 2003)

CYP 121 Mycobacterium tuberculosis
(2 structures)
dont 1N40 1,1 (Leys et al., 2003)

P450OxyC Amycolatopsis orientalis 1UED 1,9 (Pylypenko et al., 2003)
CYP 152A1 Bacillus subtilis 1IZO 1,9 (Lee et al., 2003)
CYP 175A1 Thermus thermophilus 1N97 1,9 (Yano et al., 2003)
CYP 154C1 Streptomyces coelicolor A3(2) 1GWI 1,9 (Podust et al., 2003)
CYP 151A1 Streptomyces coelicolor 1ODO 1,9 (Podust et al., 2004)

CYPst Sulfolobus tokodaii 1UE8 3,0 (Oku et al., 2004)

CYP 158A2 Streptomyces coelicolor A3(2)
(5 structures)
dont 1S1F 1,5 (Zhao et al., 2005a)

Tableau I.1 –Principales structures tridimensionnelles des P450s de microorganismes déposées
à la Protein Data Bank.

Du fait de la difficulté à cristalliser les P450s membranaires, il a fallu attendre 2000 pour que la

première structure d’un P450 de mammifère soit publiée(Williams et al., 2000). Afin de permettre

une meilleure cristallisation du P450, la protéine a subi plusieurs mutations et la délétion de sa partie

transmembranaire N-terminale. C’est ainsi que la structured’un mutant du CYP 2C5 de lapin, le CYP

2C5/3LVdH, a pu être résolue. A la suite de ce travail, les structures d’autres P450s de mammifères

ont été résolues et sont présentées dans le tableau I.2.
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CYP Organisme Entrée PDB
Substrat Résolution

Référence
/Inhibiteur (Å)

CYP 1A2 Homme 2HI4 - 1,95 (Sansen et al., 2007)

CYP 2A6 Homme

1Z10 Coumarine 1,9 (Yano et al., 2005)
1Z11 Methoxalène 2,05 (Yano et al., 2005)
2FDU DPFM 1,85 (Yano et al., 2006)
2FDV MPFM 1,65 (Yano et al., 2006)
2FDW PFM 2,05 (Yano et al., 2006)
2FDY Adrithiol 1,95 (Yano et al., 2006)

CYP 2B4 Lapin
1PO5 - 1,6 (Scott et al., 2003)
1SUO CPI 1,9 (Scott et al., 2004)
2BDM Bifonazole 2,3 (Zhao et Halpert, 2006a)

CYP 2C5 Lapin
1DT6 - 3 (Williams et al., 2000)
1N6B DMZ 2,3 (Wester et al., 2003a)
1NR6 Diclofenac 2,1 (Wester et al., 2003b)

CYP 2C8 Homme 1PQ2 - 3 (Schoch et al., 2004)

CYP 2C9 Homme
1OG5 - 2,6 (Williams et al., 2003)
1OG2 Warfarine 2,6 (Williams et al., 2003)
1R9O Flurbiprofène 2 (Wester et al., 2004)

CYP 2D6 Homme 2F9Q - 3 (Rowland et al., 2005)

CYP 3A4 Homme

1W0E - 2,7 (Williams et al., 2004)
1W0F Progestérone 2,7 (Williams et al., 2004)
1W0G Métyrapone 2,8 (Williams et al., 2004)
1TQN - 2,1 (Yano et al., 2004)
2J0C Kétoconazole 2,80 (Ekroos et Sjogren, 2006)
2J0D Erythromycine 2,75 (Ekroos et Sjogren, 2006)

CYP 8A1 Homme 2IAG - 2,15 (Chiang et al., 2006)

Tableau I.2 –Structures tridimensionnelles des P450s de mammifères déposées à la Protein
Data Bank. CPI : 4-Chlorophénylimidazole ; DPFM : N-dimethyl(5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; MPFM :
N-methyl(5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; PFM: (5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; DMZ : 4-methyl-
N-methyl-N(2-phenyl-2H-pyrazol-3-yl)benzenesulfonamide.

I-1.3.1 Structure générale.

Suffisamment de structures ont été résolues pour affirmer quele repliement général et la topogra-

phie des P450s sont globalement identiques (voir figure I.11) pour tous les P450, solubles, membra-

naires, de classe I, II, III ou IV, malgré une faible identitéde séquence. Par ailleurs, ce repliement

semble être spécifique aux P450s, car à ce jour, aucune autre protéine non-P450 ne le partage. Les

structures ont une forme de prisme triangulaire dont la hauteur mesure environ 60 Å et la base 30 Å.

Un schéma topographique du P450 BM-3 est représenté en figure I.12 (Graham et Peterson, 1999).

Les éléments de structures secondaires suivent la nomenclature donnée par Poulos en 1985(Poulos

et al., 1985), avec de légères modifications, au fur et à mesure de la découverte de nouvelles structures

secondaires dans d’autres P450s. Les hélicesα sont identifiées par des lettres majuscules tandis que

les feuilletsβ sont désignées par des chiffres de 1 a 5. Deux régions se distinguent dans ces structures :

une région riche en hélicesα bien structurée (à droite, figure I.12) et une seconde régionconstituée

principalement de feuilletsβ et de boucles, donc plus flexible (à gauche et en haut, figure I.12).
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CYP2C5 CYP3A4

CYP101 (P450cam) CYP102 (P450BM-3)

H2N

COOH

H2N

COOH

H2N

COOH

H2N

COOH

Figure I.11 –Exemples représentatifs de structures tridimensionnellesillustrant le repliement
similaire des P450s. Les hélices sont représentées en rubans verts, les feuillets sous forme de flèches jaunes, l’hème
en représentation de Van der Waals en rouge.
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Les régions structurales les plus conservées dans toutes les structures sont celles qui participent

à la chimie d’activation de l’oxygène par le complèxe hème-thiolate. La première contient une par-

tie de l’hélice L et la cystéine proximale. Afin d’assurer unestabilisation du ligand cystéinate, une

structuration particulière de la boucle contenant la cystéine (Cys-pocket) est observée dans toutes les

structures. La seconde région relativement bien conservéeest située du côté distal de l’hème, et fait

partie de l’hélice I. La thréonine 252 (numérotation du P450cam) participant à l’activation de l’oxy-

gène moléculaire (voir partie I-1.2.2) en fait également partie.

Les parties les plus variables dans les structures sont celles qui forment la cavité distale au dessus

de l’hème, dont le site actif et les canaux potentiels d’accès des substrats comme les hélices B’, F, G

et la boucle F-G (ou les hélices F’ et G’ chez les P450s membranaires).

A B Domaine β

Domaine α

Figure I.12 –(A) Topologie et éléments de structures secondaires du cytochrome P450 BM-3
d’après Graham et Peterson, 1999; (B) Structure tridimensionnelle du P450 BM-3. Les hélices C’,
J’, K’ et K" ainsi que les feuillets 2, 4 et 5 ne sont pas indiquées sur la structure tridimensionnelle pour plus de clarté.

(a) Lesiteactif defixationdessubstrats.

Le site actif est généralement constitué d’une cavité hydrophobe, bordée par les hélices F, G et I,

la boucle B-C, la boucle C-terminale et la boucle située après l’hélice K. Les P450s membranaires se

différencient des P450s bactériens par la structuration enune ou deux hélices de la boucle F-G. Ces

hélices, notées F’ et G’, forment le toit du site actif, commela boucle F-G chez les P450s cytosolubles.

De façon générale, les éléments structuraux bordant le siteactif des P450s solubles et membranaires

sont les mêmes. Cependant, l’arrangement spatial de ces hélices ou boucles est différent, mis à part le

positionnement de l’hélice I comme le montre la figure I.13.
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A B

Figure I.13 –Comparaison des structures secondaires bordant la cavité du P450cam (en vert) et
CYP 2C8 (en bleu), en vue perpendiculaire (A) ou coplanaire (B) par rapport à l’hème . L’hème
est représenté en bâtons rouge, le fer sous forme de sphère deVan der Waals.

En se basant sur la structure tri-dimensionnelle du P450cam et sur les alignements de séquences

des CYP membranaires de la famille 2, O. Gotoh a prédit la position de six régions d’interactions

possibles entre le substrat et l’apoprotéine(Gotoh, 1992). Appelées SRS (« Substrate Recognition

Site »), ces zones sont réparties tout au long de la séquence des P450s et correspondent à des zones

fortement variables en termes de séquence. La reconnaissance d’une grande variété de substrats par

les P450s pourrait être expliquée par différents positionnements des éléments structuraux bordant le

site actif, mais également par la variabilité des séquencesau sein des zones en interaction avec les

substrats.

(b) Interactionavecla cytochromeP450réductase.

Les structures résolues par rayons X ou par RMN de la putidarédoxine dePseudomonas putida

(couplée au P450cam) révèlent que de nombreux résidus chargés négativement sont présents sur la

surface de cette protéine. Ainsi, l’interaction principale entre le P450cam et sa protéine de transfert

d’électrons serait électrostatique et ferait intervenir les résidus positivement chargés du P450. L’étude

par cristallographie du P450 BM-3, protéine de fusion entre la cytochrome P450 réductase (CPR) et

le P450 confirme cette hypothèse et montre que la surface proximale du P450, est en contact avec la

CPR. Cette surface est définie par les hélices B, C et K.

La résolution tridimensionnelle de la totalité de la cytochrome P450 réductase de rat(Wang et al.,

1997), puis la résolution partielle de la CPR humaine(Zhao et al., 1999)ont permis de mieux com-

prendre les interactions entre les P450s de classe II et la CPR.Tout comme celle des P450s membra-

naires, la cristallisation des CPRs n’est possible qu’en supprimant la partie N-terminale hydrophobe

transmembranaire. Des études enzymologiques ont montré que chez les mammifères, la CPR solubi-

lisée (sans domaine transmembranaire) ne peut plus se coupler avec les P450s membranaires, ce qui

démontre l’importance de la membrane dans l’orientation spatiale correcte des deux enzymes entre
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elles(Paine et al., 2005). De plus, la surface d’interaction supposée entre le P450 microsomal et la

réductase semble être la même que celle décrite pour les P450s solubles.

I-1.3.2 Structures de complexes P450-substrats - l’exemple du CYP 2C5.

Parmi les 25 structures de P450s de mammifères résolues, 16 ont été résolues en présence d’un

substrat ou d’un inhibiteur. Les premières structures ont été publiées au début de ma thèse en 2003

à la suite d’une collaboration entre les équipes de E.F. Johnson et D. Mansuy. La recherche sys-

tématique de nouveaux substrats des CYP 2C a permis d’isoler deux composés substrats du 2C5

de lapin et des CYP 2C humains : le diclofénac et le 4-methyl-N-methyl-N(2-phenyl-2H-pyrazol-

3-yl)benzenesulfonamide (DMZ)(Marques-Soares et al., 2003). Ces deux composés de taille et de

polarité différentes ont été co-cristallisés avec le CYP 2C5/3LVdH et ont conduit aux deux premières

structures de complexes P450-substrat de mammifères.

SRS
Résidus en contact

communs aux deux substrats spécifiques du DMZ spécifiques du Diclofenac
SRS 1 L103, A113, A114 V106 V100
SRS 2 N204, V205 L201 -
SRS 3 - A237, I240 -
SRS 4 D290, G293, A294, T298 S289 -
SRS 5 L359, L363 - -
SRS 6 F473, V474 - -

Tableau I.3 –Résidus du site actif du CYP 2C5 en contact avec le DMZ(Wester et al., 2003a)
et le diclofénac(Wester et al., 2003b). Les résidus sont classés en fonction de leur appartenance à des sites de
reconnaissance des substrats (SRS), définis selonGotoh, 1992.

Les résidus du 2C5 en contact avec le DMZ ou le diclofenac sont quasiment les mêmes (voir

tableau I.3), et ne présentent pas de différence majeure de polarité. Lorsqu’un substrat se fixe au sein

de son site actif, le CYP 2C5 montre une adaptabilité importante des éléments structuraux bordant la

cavité du site actif en fonction de la taille et de la polaritédu composé (figure I.14) :

– La présence dans le site actif d’un composé faiblement polaire comme le DMZ correspond à

une conformation fermée du P450. Afin de chasser l’eau présente dans la cavité du site actif et

d’éviter les interactions défavorables avec le substrat, la protéine se contracte autour du substrat,

le déplacement observé d’hélices permettant de boucher lescanaux par lesquels pourraient

rentrer des molécules d’eau. Les deux hélices F et G se rapprochent de l’hème par translation

perpendiculaire par rapport à l’axe de l’hélice I. D’autre part, la boucle B-C se structure pour

former une petite hélice B’, qui permet d’optimiser les contacts de type hydrophobe avec le

substrat.

– Globalement, les modifications du site actif du CYP2C5 induites par la fixation du diclofénac

sont analogues à celles observées avec le DMZ (compaction autour du substrat, structuration

de la boucle B’, fermeture des différents canaux). Cependant,le diclofénac est plus petit que

le DMZ, et il porte une fonction chargée (acide carboxylique) qui pointe vers l’extrémité d’un

canal. Ce canal, ouvert vers l’extérieur de la protéine, est comblé par un réseau de molécules

d’eau.
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A B

V105

L103

D290

S289

Hélice B'

Hélice I

V105

L103

D290

S289

Hélice B'

Hélice I

Canal
Fermé

Canal
Ouvert

Figure I.14 –Adaptations conformationnelles du site acif du CYP 2C5/3LVdH lors de la fixation
du DMZ (A) ou du diclofénac (B), d’après Wester et al., 2003a,b. Les résidus correspondants du CYP
2C5/3LVdH sans substrat sont représentés en gris.

I-1.3.3 Dynamique conformationnelle d’accès au site actif.

NO

N
S

O

O

N

Analogue de substrat

Chaîne hydrophobe

Fluorophore

Hélice F

Hélice G

Hélice B'

Figure I.15 –Analogue du camphre complexé au P450cam (PDB 1LWL) d’aprèsDunn et al.,
2002. L’analogue de substrat est représenté en sphères au centre du site actif. Du fait de sa longueur importante, le
substrat occupe tout un canal d’accès, avec la partie fluorescente à l’extérieur de l’enveloppe protéique.

La résolution de la structure tridimensionnelle du P450cam complexé avec le camphre a révélé

un site actif des P450s profondément enfoui au sein de la protéine (Poulos et al., 1987). Dès lors,

la question de l’accessibilité des substrats à ce site actifs’est posée. Globalement très proches, les

structures du P450cam avec et sans camphre ne présentent pas de canal parfaitementdéfini. Cepen-

dant, les facteurs thermiques des structures RX montrent uneflexibilité possible des hélices B’, F
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et G. Poulos et al. ont ainsi proposé que l’hélice B’ soit très flexible et puisse permettre l’entrée du

substrat(Poulos et al., 1987). Plusieurs études ont contribué à valider cette hypothèse,et le résultat

qui confirme le mieux ce point de vue est la cristallisation duP450cam avec un analogue du camphre,

possédant une longue chaîne avec une sonde fluorescente à sonextrémité(Dunn et al., 2002)(voir

figure I.15). Ce composé occupe tout un canal d’accès, qui se forme par déplacement de l’hélice B’

et de la boucle F-G. Plusieurs autres travaux sur les P450s solubles ont confirmé ce résultat tout en

apportant des preuves de la présence d’autres canaux possibles dans certains P450s, selon le substrat

considéré(Poulos et Johnson, 2005; Cojocaru et al., 2007).

Contrairement aux P450s cytosolubles, les P450s microsomaux ont une boucle F-G beaucoup plus

longue qui se structure généralement en deux courtes hélices F’ et G’. Cette région interagit beaucoup

plus avec la région en feuilletsβ de la partie N-terminale, limitant les possibilités d’ouverture évo-

quées précédemment chez les P450s solubles. Cependant, l’hélice B’ est encore très flexible, elle peut

donc jouer un rôle dans l’ouverture d’un canal d’accès des substrats.

Au vu des structures du CYP 2C5/3LVdH, E.F Johnson a proposé un canal d’accès des substrats

dont l’entrée serait délimitée par les hélices B’, I et G et parla boucle B’-C(Wester et al., 2003a).

Cependant, d’autres structures de P450s de mammifères ont révélé l’existence de plusieurs canaux

visibles. La structure la plus éloquente est celle du CYP 2B4 delapin sans substrat(Scott et al.,

2003). Celle-ci présente une large ouverture entre les hélices F etG d’une part et l’hélice B’ d’autre

part. Il est à noter que l’ouverture de ce canal est telle qu’une histidine d’un autre monomère de CYP

2B4 vient complexer le fer. D’autre part, une autre structuredu CYP 2B4 complexée avec un petit

substrat (4-chlorophenylimidazole) montre la très grandeflexibilité de la protéine dans cette région

(Scott et al., 2004; Zhao et al., 2006b)(Figure I.16).

2B4 sans substrat 2B4 complexé avec le 4-Chlorophenylimidazole

Figure I.16 –Structures du CYP 2B4 sans substrat (PDB 1PO5) et complexé avec le 4-Chloro-
phenylimidazole (PDB 1SUO). Dans la structure sans ligand, les hélices F et G sont éloignées du plan de l’hème
et la boucle B-C n’est plus structurée en hélice, comme dans la seconde structure. D’aprèsScott et al., 2004; Zhao et al.,
2006b.

Des analyses par dynamique moléculaire d’expulsion de substrat menées par l’équipe de R.C.

Wade ont permis de compléter ces hypothèses en démontrant laprésence possible d’autres canaux

dont l’ouverture dépend du substrat considéré(Ludemann et al., 2000; Winn et al., 2002; Wade et al.,
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2004; Schleinkofer et al., 2005; Cojocaru et al., 2007).

I-1.3.4 Les modèles de P450s.

La modélisation par homologie est devenue un outil très utilisé dans l’étude des cytochromes

P450. Il y a en effet trop de P450s pour espérer que toutes ces protéines soient rapidement cristallisées

avec et sans substrat. Cependant, la modélisation par homologie doit relever un important défi. Toutes

les structures connues à l’heure actuelle montrent que les parties les plus variables, donc difficiles à

modéliser par homologie, sont les parties les plus importantes pour la reconnaissance des substrats

par les P450s.

Depuis la cristallisation du premier P450 en 1985, de nombreuses équipes ont essayé de construire

des modèles par homologie de P450s, notamment des P450s humains. La résolution de la structure du

CYP 2C5/3LVdH a ouvert la porte à un meilleur affinement des modèles des P450s de mammifères et

certains ont modélisé nombre de P450s humains à partir de cette seule structure(Lewis, 1998, 2002).

Toutefois, à l’heure actuelle, la diversité des structuresde P450s de la famille 2 (2A6, 2B4, 2C5, 2C8,

2C9 et 2D6) disponibles permet d’espérer construire des modèles plus précis de P450s de la famille 2.

Plusieurs méthodes de modélisation par homologie ont été employées pour modéliser les cyto-

chromes P450, dont certaines ont été utilisées dans l’équipe de D. Mansuy.

Modélisation par alignements de séquencesD.F. Lewis a utilisé cette méthode pour construire plu-

sieurs modèles de P450s de la famille 1, 2 ou 3(Lewis, 2002). Après un alignement des deux

séquences basé sur l’homologie entre le P450 à modéliser et la structure initiale (appeléetem-

plate), le modèle est construit en se basant sur cette séquence seule. Cette méthode présente

deux principaux défauts. Tout d’abord, elle utilise une structure initiale unique, ce qui donne

généralement un modèle très proche dutemplate. Puis l’alignement est réalisé en se basant sur

la structure primaire en acides aminés dutemplateet du P450 à modéliser, sans prendre en

compte les éléments structuraux tridimensionnels dutemplate.

La mutagénèse virtuelle.Utilisée par C. Marques pour modéliser les CYP 2C8 et 2C9(Melet et al.,

2003; Melet, 2004), cette méthode est très proche de la précédente, car elle utilise comme

templatela structure du CYP 2C5/3LVdH. On mute successivement tous lesrésidus pour arriver

à la séquence du P450 désiré. Dans ce cas, l’identité de séquence très grande entre le CYP

2C5 et le CYP 2C8 (ou CYP 2C9) est suffisante pour considérer que les deux structures le

seront également, et de ce fait, les erreurs de constructiondu modèle induites par la première

méthode sont considérablement réduites. Cependant, dans des cas où l’homologie de séquence

est inférieure à 80 %, cette méthode est peu envisageable, car l’approximation d’une structure

proche avec letemplaten’est plus valable.

La modélisation par alignements de blocs structurauxCette méthode est de loin la plus efficace

pour modéliser une protéine dont l’homologie avec les structures templatesest inférieure à

50 %. P. Jean, au sein de l’équipe de D. Mansuy et en collaboration avec l’équipe de J. Potier et

A. Viari de l’A.B.I à l’Institut Curie, a mis au point cette méthode afin de modéliser les CYPs

(Jean et al., 1997). A la différence des deux autres techniques, la première étape consiste à
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alignerpar éléments structuraux plusieurstemplates, pour définir des zones fixes en terme

de structure (généralement, les hélices ou les feuillets).Ces zones, appelées Blocs de Structure

Commune, sont utilisées pour être alignées avec la séquence du P450 à modéliser. Ainsi, cette

méthode s’affranchit de l’utilisation d’une seule structure et évite d’obtenir un modèle trop

proche destemplatesinitiaux.

I-1.4 Les cytochromes P450 humains.

I-1.4.1 Les 57 isoformes humaines de cytochromes P450.

P450
Tissus d’expression Localisation

Activité caractéristique
principaux cellulaire

1A1 Poumon RE 3-Hydroxylation du benzo[a]pyrène

1A2 Foie RE N-Déméthylation de la caféine

1B1 Poumon et Rein RE 4-hydroxylation du 17β -estradiol
2A6 Foie et poumon RE 7-hydroxylation de la coumarine

2A7

2A13 Muqueuse nasale RE Activation de la NNK1

2B6 Foie et poumon RE N-déméthylation de la (S)-mephenytoine

2C8 Foie et vaisseaux RE 6α-hydroxylation du taxol
2C9 Foie RE 4’-hydroxylation du diclofénac

2C18 Foie RE

2C19 Foie RE 4-hydroxylation de la (S)-mephenytoine

2D6 Foie RE 4-hydroxylation de la debrisoquine

2E1 Foie et poumon RE 6-hydroxylation de la chlorzoxazone

2F1 Poumon RE 3-méthylindole

2J2 Coeur RE Hydroxylation de l’ébastine

2R1

2S1 Poumon RE

2U1 Cerveau et thymus RE ω-hydroxylation d’acides gras

2W1

3A4 Foie et intestin RE 6β -hydroxylation de la testostérone
3A5 Foie et poumon 6β -hydroxylation de la testostérone
3A7 Foie fœtal 6β -hydroxylation de la testostérone
3A43 ARNm détecté dans les gonades (RE)

4A11 Foie RE ω-hydroxylation d’acides gras

4A22 RE

4B1 Poumon RE ω-hydroxylation de l’acide laurique

4F2 Foie RE ω-hydroxylation du leucotriène B

4F3 Neutrophiles RE ω-hydroxylation du leucotriène B4
4F8 Vésicules séminales RE ω-2-hydroxylation de prostaglandines

Suite page suivante
14-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone
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Tableau I.4(suite)

4F11 Foie RE

4F12 Foie RE Hydroxylation de l’ébastine

4F22

4V2 Oxydation d’acides gras

4X1 Cerveau Oxydation d’acides gras

4Z1

5A1 Plaquettes RE Synthèse du thromboxane A2

7A1 Foie RE 7α-hydroxylation du cholestérol
7B1 Cerveau RE 7α-hydroxylation de la déhydroepiandrostérone
8A1 Aorte RE Synthèse de la prostacycline

8B1 Foie RE

11A1 Glandes adrénales M Coupure de chaine latérale du cholestérol

11B1 Glandes adrénales M 11-hydroxylation du 11-deoxycortisol

11B2 Glandes adrénales M 18-hydroxylation de la corticostérone

17A1 Tissus stéroidogènes RE 17α-hydroxylation de stéroïdes
19A1 Tissus stéroidogènes RE

20A1

21A2 Tissus stéroidogènes RE 21-hydroxylation de la 17-hydroxyprogestérone

24A1 Rein M 24-hydroxylation de la 25-hydroxyvitamine D3

26A1 RE 4-hydroxylation de l’acide rétinoïque

26B1 Cerveau RE 4-hydroxylation de l’acide rétinoïque

26C1

27A1 Foie M 27-hydroxylation de stérols

27B1 Rein M 1-hydroxylation de la vitamine D3
27C1

39A1 Foie RE 7-hydroxylation du 24-hydroxycholestérol

46A1 Cerveau RE 24-hydroxylation du cholestérol

51A1 Foie RE 14α-deméthylation du lanostérol
Tableau I.4:Les 57 cytochromes P450 humains et leur localisation d’aprèsGuengerich, 2005. RE : Réticu-

lum endoplasmique ; M : Mitochondrie.

La description du génome humain en 2001 a permis de déterminer le nombre total de gènes codant

pour des P450s, qui est de 57. La liste complète est présentéedans le tableau I.4 avec leur distribution

tissulaire (pour les P450s caractérisés). Parmi ces P450s,37 (ou 38) sont exprimés dans le réticulum

endoplasmique, et seulement 6 sont mitochondriaux. Parmi les P450s dont l’activité catalytique et le

rôle biologique sont bien caractérisés, on dénombre 20 P450s impliqués dans la chaîne de biosynthèse

et de dégradation des stérols, des vitamines et des eïcosanoïdes, et 15 qui participent à la détoxification

des xénobiotiques (Tableau I.5). Parmi les autres P450s dont le rôle biologique reste incertain ou

inconnu, on distingue ceux qui semblent être impliqués dansla métabolisation des eicosanoïdes et
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ceux qui catalysent l’oxygénation des acides gras. Les P450s dont l’existence est connue par l’analyse

du génome humain, mais dont l’étude est incomplète ou inexistante, sont appelés « P450s orphelins »

et apparaissent dans ce dernier groupe.

Rôle endogène Métabolisation des Rôle biologique inconnu ou incertain
Stérols Vitamines Eïcosanoïdes Xénobiotiques Acides gras Eïcosanoïdes Orphelins
1B1 24A1 5A1 1A1 2J2 4F2 2A7
7A1 26A1 8A1 1A2 4A11 4F3 2R1
7B1 26B1 2A6 4B1 4F8 2S1
8B1 27B1 2A13 4F12 2U1
11A1 2B6 2W1
11B1 2C8 3A43
11B2 2C9 4A22
17A1 2C18 4F11
19A1 2C19 4F22
21A2 2D6 4V2
27A1 2E1 4X1
39A1 2F1 4Z1
46A1 3A4 20A1
51A1 3A5 26C1

3A7 27C1

Tableau I.5 –Classification des P450s humains basée sur la classe de leur substrat principal
(Guengerich, 2005). Cette classification est arbitraire, et certains P450s pourraient apparaître dans plusieurs co-
lonnes.

I-1.4.2 Les P450s impliqués dans les voies endogènes.

La plupart des P450s participant à la chaîne de biosynthèse du cholestérol, des acides biliaires et

des hormones stéroïdiennes (figure I.17-A et B) sont indispensables pour l’organisme. Les polymor-

phismes génétiques de ces P450s conduisant à des formes inactives ou moins actives entraînent géné-

ralement des maladies très graves et leur taux d’expressioninter-individuel reste quasiment constant

(Pikuleva, 2006). On retrouve ces P450s dans les organes stéroïdogènes.

La synthèse et la dégradation de la 1-α-25-dihydroxyvitamine D3, ligand du récepteur de la vita-

mine D3 sont principalement catalysées par quatre isoformes de P450s, dont 3 sont mitochondriales

(figure I.17-C). Cette voie de signalisation est responsable du transport des ions Ca2+, des os vers le

transit intestinal(Nebert et Russell, 2002).

Contrairement aux deux autres voies de biosynthèse évoquéesprécédement, la chaîne de biosyn-

thèse et de dégradation des eïsosanoïdes est partiellementconnue (figure I.17-D). Les cytochromes

P450 impliqués dans la synthèse de la prostacycline, du tromboxane A2 et du 12-HHT ont été iden-

tifiés, mais les isoformes impliquées dans d’autres voies desynthèse de cette cascade arachidonique

n’ont pas été complètement identifiés. Ainsi, de nombreusesisoformes de P450s catalysent l’époxy-

dation de l’acide arachidonique (voir partie I-3). Les produits issus de cette cascade sont impliqués

dans de nombreux phénomènes physiologiques, notamment au niveau vasculaire.
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Figure I.17 –Cytochromes P450 impliqués dans la biosynthèse des acides biliaires (A) et des hor-
mones stéroïdiennes (B), dans la transformation de la vitamine D3 (C) et des eïcosanoïdes (D).
D’aprèsNebert et Russell, 2002. Les étapes pour lesquelles les isoformes responsables n’ont pas été identifiées sont
indiquées par des rectangles bleus. DOC : déoxycorticostérone, DHEA : déhydroépiandrostérone, E3 : oestriol, E2 : oes-
tradiol ; RVD3 : Récepteur de la vitamine D3 ; EETs : époxydes d’acide arachidonique, HETEs : hydroxydesd’acide
arachidonique, HPETEs : hydroperoxydes d’acide arachidonique, COX : cyclooxygénase, PGH2 : prostaglandine H2,
PGD2 : prostaglandine D2, PGF2α : prostaglandine F2α , PGE2 : prostaglandine E2, 12-HHT : acide 12(S)-12-hydroxy-
5,8,10-heptadecatriènoïque, TXA2 : thromboxane A2, PGI2 : prostacycline.
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I-1.4.3 Importance pharmacologique des cytochromes P450 impliqués dans le métabolisme

des xénobiotiques.

Contrairement aux P450s impliqués dans la chaîne de biosynthèse des stéroïdes, les P450s qui

participent à la détoxification des xénobiotiques sont présents dans les organes de filtration ou de

stockage (le foie ou le rein), mais également d’autres organes qui peuvent être des voies d’accès des

xénobiotiques dans l’organisme (appareil intestinal, respiratoire, ou peau)(Ding et Kaminsky, 2003).

Du fait de leur participation à la phase I de détoxification des xénobiotiques, les cytochromes P450

jouent un rôle pharmaco-toxicologique très important.

– La vitesse d’élimination des médicaments de l’organisme est conditionnée par la vitesse de leur

transformation par les cytochromes P450. Ce métabolisme peut varier en fonction de facteurs

génétiques (polymorphisme des cytochromes P450), ou environnementaux (induction, inhibi-

tion), et ainsi constituer une cause possible d’inefficacité thérapeutique ou même de toxicité

(Ingelman-Sundberg, 2002).

– D’autre part, l’oxydation des xénobiotiques est parfois àl’origine de la formation de métabolites

réactifs, potentiellement toxiques pour l’organisme(Park et al., 2005).

(a) Lemétabolismedesmédicamentspar lescytochromesP450.

Les médicaments sont majoritairement métabolisés dans le foie, organe de détoxification principal

des xénobiotiques. La quantité de cytochromes P450 hépatiques est très importante (environ 18000

nmoles en moyenne pour un foie de 1,5 kg(Kaminsky et al., 1984)). Leur répartition par isoenzyme

est indiquée figure I.18. Il est à noter que contrairement auxcytochromes P450 impliqués dans les

oxydations de composés endogènes, la variabilité inter-individuelle d’expression de ces isoenzymes

est très importante (voir plus loin). La contribution relative des différents cytochromes P450 au mé-

tabolisme des médicaments est à peu près proportionnelle à leur abondance relative dans le foie,

excepté pour les CYP 1A et le CYP 2D6. Approximativement 75% desmédicaments sont métaboli-

sés par seulement trois CYP hépatiques (figure I.18) : les CYP 3A4, CYP 2D6 et CYP 2C9(Rendic,

2002).

D’autres organes sont également le lieu d’un métabolisme secondaire mais néanmoins important,

car les cytochromes P450 exprimés dans ces tissus contribuent non seulement à l’élimination, mais

influencent également les concentrations tissulaires des agents thérapeutiques. Ainsi, l’intestin se-

rait le lieu principal du métabolisme extra-hépatique. Le profil de répartition des cytochromes P450

intestinaux est également présenté dans la figure I.18. Le CYP3A4 est en proportion beaucoup plus

importante, mais d’autres P450s sont relativement plus présents que dans les tissus hépatiques, comme

le CYP 2J2, tandis que d’autres CYP présents dans le foie ne sontpas détectés dans l’intestin, tels que

les CYP 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, et 2E1(Paine et al., 2006). Bien que la quantité totale de cytochromes

P450 exprimés dans l’intestin soit environ 100 fois plus faible que celle du foie, certaines études ont

montré que le métabolisme intestinal pouvait contribuer defaçon significative et parfois égale au mé-

tabolisme hépatique, comme dans le cas de la cyclosporine, du midazolam ou du verapamil(Kolars

et al., 1991; Paine et al., 1996; von Richter et al., 2001).
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Figure I.18 –Proportions des différentes isoformes de cytochromes P450présentes dans le foie
(A) (Guengerich, 2005)et l’intestin (B) humains (Paine et al., 2006). Contribution des différents
P450s au métabolisme hépatique des médicaments (C) d’aprèsGuengerich, 2005.

Les tissus du système respiratoire, qui sont exposés à la fois aux xénobiotiques inhalés et aux

pathogènes transmis par le sang, sont une cible importante en toxicologie environnementale. De nom-

breux P450s sont exprimés dans le poumon, comme les CYP 1A, 2A6, 3A4, 2C, 2D6, ou même 2J2,

d’autres étant plus spécifiquement exprimés dans ce tissu, comme les CYP 2A13, 2S1 ou 4B1(Ding

et Kaminsky, 2003). Le poumon semble être le lieu d’entrée dans l’organisme pour de nombreux pro-

carcinogènes, comme les hydrocarbones aromatiques présents dans la fumée de cigarette, métabolisés

par les CYP 1A ou 2A.

(b) Lescausesdevariationsinter-individuellesdumétabolismedesmédicaments.

L’activité des cytochromes P450 dans le tissu hépatique estfortement dépendante de deux para-

mètres, l’un génétique (polymorphisme), et l’autre exogène (induction et inhibition). Cette variabilité

peut être la cause d’une accumulation trop importante ou d’une élimination trop rapide du médica-

ment, pouvant entraîner des effets indésirables et/ou toxiques.

(b)-i Les facteurs génétiques.

Les gènes codant pour les P450s impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques peuvent avoir

des mutations allèliques, qui sont appeléespolymorphismessi leur fréquence est supérieure à 1% de

la population. Ces variations du gène peuvent conduire à des variations d’expression du CYP corres-

pondant, ainsi qu’à des variations de leur activité catalytique. Ainsi, de nombreux polymorphismes

de P450s définissent deux phénotypes, appelés « métaboliseur lent » et « métaboliseur rapide », pour

un médicament donné. Les métaboliseurs rapides éliminent plus vite le médicament et diminuent son
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efficacité thérapeutique, tandis que les métaboliseurs lents accumulent le médicament, qui peut deve-

nir toxique quand sa concentration dépasse un certain seuil. La communauté scientifique et médicale

est maintenant bien consciente qu’une thérapie rationnelle peut émerger en prenant en considération

ces variations de métabolisme inter-individuelles(Evans et Relling, 1999).

(b)-ii Les interactions médicamenteuses.

Un médicament peut entraîner uneinhibition de l’activité catalytique de certains P450s, ou une

induction de l’expression de certains P450s. Si un second médicament est métabolisé par ces P450s

dont l’activité est modifiée, son métabolisme pourra être fortement perturbé. La prise simultanée de

tels médicaments peut entraîner des interactions du métabolisme ouinteractions médicamenteuses

dont les effets peuvent être une inefficacité thérapeutique, ou une toxicité vis-à-vis de l’organisme.

Inhibition des P450s(Correira et Ortiz de Montellano, 2005).

Certains composés sont inhibiteurs des P450s, et diminuent leur activité catalytique vis-à-vis d’un

substrat. On distingue deux types d’inhibiteurs : les inhibiteurs réversibles et les inhibiteurs irréver-

sibles.

– Les inhibiteurs réversibles.Ces composés diminuent l’activité enzymatique en se fixant soit

au niveau du site actif en entrant en compétition avec le substrat, soit dans un autre site de l’en-

zyme en modifiant sa structure ce qui peut entraîner une diminution de l’affinité de l’enzyme

pour le substrat. Généralement, les inhibiteurs de P450s sont des inhibiteurs compétitifs, qui

prennent la place du substrat au sein du site actif, par des interactions non-covalentes (hydro-

phobes, ioniques, complexes avec le fer, ...).

– Les inhibiteurs irréversibles (Fontana et al., 2005). Certains inhibiteurs peuvent être oxydés

par les P450s en métabolites réactifs qui se fixent de façon covalente dans le site actif de ces

cytochromes P450. On parle donc d’inhibition irréversibleet d’inhibiteur suicide. L’inhibiteur

peut se fixer soit à l’hème, soit à l’apoprotéine. Quelques exemples de groupes connus comme

inactivant des CYPs sont présentés figure I.19, ainsi que leurmécanisme d’inactivation de ces

P450s. On distingue notamment :

• les alkylamines transformées en nitrosoalcanes(Mansuy et al., 1978), se liant de façon

quasi-covalente au fer de l’hème,

• les composés comportant un groupe méthylène-dioxyarène, pouvant former un complexe

fer-carbène(Mansuy et Ullrich, 1975),

• les alcènes ou alcynes terminaux capables de N-alkyler l’hème du P450(Ortiz de Mon-

tellano et Mico, 1980),

• les cycles thiophéniques oxydés en sulfoxydes de thiophènes capables d’alkyler l’apo-

protéine(Lopez-Garcia et al., 1994).
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Figure I.19 –Mécanisme d’inactivation des cytochromes P450 par certainssubstrats suicides.
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De nombreux exemples d’interactions médicamenteuses impliquant des cytochromes P450 ont

été étudiés. La terfénadine est une de ces molécules dont la vente a été interdite suite à de telles in-

teractions observées cliniquement. Cet anti-histaminiquenon sédatif est en effet métabolisé dans le

foie par le CYP 3A4(Yun et al., 1993). Mais la prise simultanée de ce médicament avec d’autres

traitements, comme le kétoconazole (antiparasitaire) ou l’érythromycine (antibiotique), entraîne des

complications cardiaques importantes (torsades de pointes) (Monahan et al., 1990). Des études ulté-

rieures ont démontré que la présence de kétoconazole, inhibiteur du CYP 3A4, diminuait fortement le

métabolisme de la terfénadine, ce qui avait pour effet d’augmenter sa concentration plasmatique et de

provoquer des toxicités cardiaques et vasculaires(Wang et al., 2002). Ainsi, la commercialisation de

ce médicament a été arrétée suite à de tels accidents pour être remplacée par son métabolite actif, la

fexofénadine ; ceci illustre les conséquences parfois dramatiques des interactions médicamenteuses.

Induction de l’expression des P450s

Lorsqu’un organisme est exposé à certains xénobiotiques, on peut observer une augmentation de

certains P450s, en particulier ceux qui sont impliqués dansleur métabolisme. Ces composés, appelés

inducteurs, activent des facteurs de transcription des cytochromes P450. On distingue généralement

4 types d’inducteurs, en fonction de leur classe chimique oudu récepteur activé (tableau I.6).

Lorsqu’un médicament est inducteur de P450s, la prise simultanée d’autres médicaments peut

entraîner des interactions médicamenteuses importantes.En effet, si l’un des médicaments est méta-
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bolisé par un P450 induit, sa métabolisation sera plus rapide. Ceci a pour effet d’abaisser sa concen-

tration plasmatique et de diminuer son efficacité thérapeutique.

Classe d’inducteur Origine Exemples P450 induits

Hydrocarbures Tabac, Viande grillée Benzo(a)pyrène, dioxine
CYP 1A1, CYP 1A2

polyaromatiques Expositions accidentelles 3-Méthylcholanthrène

Barbituriques Médicaments, DDT Diphénylhydantoine CYP 2C, CYP 3A4

Ligands des PXR
Certains stéroïdes

Rifampicine CYP 3A4
et antibiotiques

Inducteurs du CYP 2E1 Ethanol, isoniazide Ethanol CYP 2E1

Tableau I.6 –Principaux inducteurs des cytochromes P450 humains. D’aprèsGuengerich, 2005.
PXR : Pregnane X-Receptor

I-1.4.4 Les P450s de rôle incertain ou inconnu.

Contrairement aux P450s métabolisant les xénobiotiques ou àceux impliqués dans les chaînes

de biosynthèse endogènes décrits précédemment, le rôle biologique de près de la moitié des P450s

humains (24 sur 57) révélés par le décryptage du génome humain, demeure inconnu.

Certains sont capables d’oxyder des composés endogènes (notamment ceux de la cascade ara-

chidonique), mais leur participation exacte aux cascades de biosynthèse correspondantes n’est pas

identifiée. Il est en effet difficile de leur attribuer un rôleparticulier, du fait d’une localisation tis-

sulaire inhabituelle ou d’une très faible expression. On peut citer en exemple le CYP 4F12 qui est

très peu exprimé dans le foie, mais qui est capable d’hydroxyler l’acide arachidonique(Bylund et al.,

2001) et qui est également impliqué dans le métabolisme d’un médicament, l’ébastine(Hashizume

et al., 2002).

Les autres P450s dont le rôle biologique est inconnu n’ont bien souvent pas été caractérisés. On

parle de « P450s orphelins », terminologie discutable, qui souligne simplement que l’existence de ces

P450s est révélée par le génome, mais que leur fonction biologique n’est pas connue. Les CYP 4F22

ou 4V2 font notamment partie de cette catégorie.

Bien que leur taux d’expression soit très faible en comparaison aux autres isoformes, tous ces

P450s doivent jouer un rôle important au sein de l’organismehumain, fait démontré par de nom-

breuses études de polymorphismes, corrélés avec des pathologies souvent sérieuses(Lin et al., 2005;

Spiecker et al., 2004).

Les cytochromes P450 sont des enzymes qui catalysent diverses étapes de la biosynthèse ou de la

dégradation de composés endogènes, mais qui participent également à la détoxification des xénobio-

tiques. La prévision du métabolisme des médicaments peut être réalisée en partie grâce à l’étude des

cytochromes P450. Les testsin vitro sur enzymes recombinantes, sur cellules hépatiques ou intesti-

nales ou sur microsomes humains constituent un moyen d’étude rapide, moins onéreux et plus facile

à mettre en oeuvre que les testsin vivo sur animaux. D’autre part, les cytochromes P450 impliqués

dans le métabolisme de composés endogènes sont essentiels pour l’organisme, une faible variation
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d’activité pouvant entraîner des conséquences importantes en termes de pathologies graves pour le

patient.

Historiquement, l’équipe de D. Mansuy a travaillé principalement sur l’étude de la sous-famille

2C, importante dans le métabolisme hépatique des médicaments. Dans cette sous-famille, le dernier

P450 humain étudié au laboratoire a été le CYP 2C8. Ce cytochromeP450, exprimé notamment dans

les vaisseaux, semble jouer un rôle physiologique important dans les tissus vasculaires. D’autres

P450s, comme le CYP 2J2, qui fait partie des P450s dont le rôle biologique est très mal connu,

pourrait aussi jouer un rôle important dans les tissus vasculaires. Il a été l’objet de ce travail de

thèse.

I-2 Le cytochrome P450 2J2.

I-2.1 La sous-famille 2J.

Le premier représentant de la sous famille 2J a été identifié au début des années 90 par l’équipe de

Y. Fujii-Kuriyama (Kikuta et al., 1991), dans l’intestin grêle du lapin. Depuis, la très grande majorité

des isoenzymes de cette sous-famille a été caractérisée et clonée par l’équipe de D.C. Zeldin(Scar-

borough et al., 1999). Cette sous-famille a la particularité d’être exprimée majoritairement dans les

tissus extra-hépatiques, notamment les tissus vasculaires, le poumon et le système gastro-intestinal.

Elle pourrait donc être impliquée dans le métabolisme extra-hépatique des xénobiotiques.

I-2.1.1 Représentants de la sous-famille 2J.

Grâce au séquençage du génome chez plusieurs organismes, une trentaine de gènes susceptibles

de coder un cytochrome P450 de la sous-famille 2J ont été identifiés, majoritairement chez la souris et

le rat, mais également chez l’homme, le lapin, le poulet et leboeuf(Scarborough et al., 1999; Grasso

et al., 2005). Seule une dizaine de protéines correspondantes ont été clonées, et parfois localisées dans

l’organisme (voir tableau I.7). Chez l’homme, l’analyse du génome indique qu’il n’existe qu’un seul

gène codant pour un représentant de la sous-famille 2J.

Isoenzyme Organisme Localisation principale référence
CYP 2J1 Lapin Intestin (Kikuta et al., 1991; Koike et al., 1997)
CYP 2J2 Homme Coeur (Wu et al., 1996)
CYP 2J3 Rat Foie, coeur (Wu et al., 1997)
CYP 2J4 Rat Intestin, poumon (Zhang et al., 1997)
CYP 2J5 Souris Rein (Ma et al., 1999)
CYP 2J6 Souris n.d. (Ma et al., 2002)

CYP 2J7/2J8 Souris n.d. Zeldin et al., non publié
CYP 2J9 Souris Cerveau (Qu et al., 2001)
CYP 2J10 Rat Rein (Yu et al., 2000)
CYP 2J13 Souris n.d. (Katayama et al., 2005)

Tableau I.7 –Cytochromes P450 de la sous-famille 2J ayant fait l’objet d’une caractérisation
totale ou partielle. n.d.: non déterminé.
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I-2.1.2 Le cytochrome P450 2J2.

(a) Localisationetdistributiontissulairechezl’homme.

Le CYP 2J2 est le seul P450 humain qui soit exprimé majoritairement dans le coeur (princi-

palement dans les myocytes cardiaques et les cellules endothéliales). On retrouve également cette

isoforme dans l’endothélium des artères coronaires de petite et grande taille, et on en détecte une

faible quantité dans les cellules musculaires lisses(Wu et al., 1996; Node et al., 1999). On retrouve

également ce cytochrome P450 dans une moindre mesure dans lepoumon, le rein, le foie, les cellules

musculaires non cardiaques, le système digestif et les cellules épithéliales(Zeldin et al., 1996; Wu

et al., 1996; Zeldin et al., 1997a,b; Du et al., 2004; Enayetallah et al., 2004).

(b) Métabolismedescomposésendogènesetexogènespar le CYP2J2.

Du fait de sa localisation principalement vasculaire, le CYP2J2 doit avoir un rôle différent de

la détoxification des xénobiotiques. En effet, les tissus vasculaires ne sont ni un organe de stockage,

comme le foie, ou de filtrage, comme le rein. On ne connaît pas àl’heure actuelle son rôle exact

dans les vaisseaux, mais on sait néanmoins qu’il est capabled’époxyder les acides arachidonique et

linoléique dont le rôle vasculaire est important (voir partie I-3) (King et al., 2002; Wu et al., 1996).

Ebastine Terfenadine

Astemizole

Km = 1 µM, Vmax= 1,1 min-1

Km = 1 µM, Vmax = 35 min-1 Km = 0,4 µM, Vmax = 20 min-1

OH N
OH

N
O

O

N

N
N

O
CH3

NH

F

Figure I.20 –Xénobiotiques transformés par le CYP 2J2. Le site de métabolisation est indiqué par une
flèche. L’ébastine et la terfenadine sont hydroxylées, l’astémizole subit une O-déméthylation.

Dans les autres tissus où le CYP 2J2 est exprimé, notamment l’intestin, il a été montré qu’il par-

ticipait au métabolisme intestinal de plusieurs médicaments. Au début de ma thèse, trois antihistami-

niques (l’ébastine, l’astémizole et la terfenadine) avaient été identifiés comme substrats efficacement

transformés par le CYP 2J2 dans l’intestin humain(Hashizume et al., 2002; Matsumoto et al., 2003;

Patten et al., 2003). Les constantes cinétiques de métabolisation ainsi que lessites d’oxydations de

ces composés sont indiqués figure I.20.
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(c) Régulationdela transcriptiondugèneduCYP2J2.

Le cytochrome P450 2J2 est codé par le gènecyp2J2du chromosome 1. Ce cytochrome P450, long

de 502 résidus, a une masse moléculaire de 58 kDa(Wu et al., 1996). Le gène possède à son extrémité

5’ un site de fixation de la protéine cJun qui active sa transcription (Marden et Murray, 2005). A la

suite d’une hypoxie, la libération de la protéine cFos(Webster et al., 1994)qui se dimérise avec cJun

pour former la Protéine Activatrice-1 (AP-1), a pour effet de diminuer fortement la transcription du

CYP 2J2(Marden et al., 2003). Le rôle exact de cette régulation n’est pas encore connu.

cyp2j2c-junc-jun

JunCJunC Promotion de la transcription

Expression du 2J2 augmentée

cyp2j2c-junc-jun

JunCJunC

Transcription réprimée

2J2 peu exprimé

HYPOXIE

FosCFosC

Activating  
Protein-1

SITUATION NORMALE

Figure I.21 –Activation de la transcription du CYP 2J2 par la protéine jun C.

Contrairement aux autres P450s vasculaires participant à l’époxygénation de l’acide arachido-

nique (CYP 2C8 et 2C9, voir I-3), l’expression du CYP 2J2 semble être constitutive(Wu et al.,

1996; Spiecker et al., 2004)et n’est pas induite par le cortisol, la nifédipine, les statines ou laβ -

naphtoflavone(Fisslthaler et al., 2000; Bauersachs et al., 2002; Fisslthaler et al., 2003; Spiecker et al.,

2004).

(d) PolymorphismesduCYP2J2.

D’après le site de nomenclature officielle des P450shttp://www.cypalleles.ki.se, une dizaine de

variants alléliques du CYP 2J2 ont été identifiés. A ces variants s’ajoutent d’autres allèles qui ont été

identifiés mais qui ne sont pas répertoriés dans cette base (voir tableau I.8). La quasi totalité des allèles

codent pour des mutants fonctionnels du CYP 2J2. A ce jour, peud’études rigoureuses de l’influence

des polymorphismes sur la variation d’activité enzymatique ont été menées.

I-2.2 Implications du CYP 2J2 dans certaines pathologies.

I-2.2.1 CYP 2J2 et système vasculaire.

Du fait de sa localisation principalement vasculaire, plusieurs équipes de recherches se sont in-

téressées au rôle que pourrait jouer le CYP 2J2 dans les vaisseaux. Les relations observées entre

pathologies cardio-vasculaires et variation de l’activité ou de l’expression du CYP 2J2 sont une forte

indication de cette implication.
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Allèle
Mutation Mutation

Activité enzymatique Références Localisation
(ADNc) (protéine)

CYP 2J2*1 - - Normale - -
CYP 2J2*2 A427G T143A AA/AL réduites (King et al., 2002) Hélice C
CYP 2J2*3 C472T R158C AA/AL réduites (King et al., 2002) Hélice D
CYP 2J2*4 T575A I192N AA réduite (King et al., 2002) Hélice E
CYP 2J2*5 G1042A D342N Normale (AA/AL) (King et al., 2002) Hélice J
CYP 2J2*6 A1210T N404Y AA/LL réduites (King et al., 2002) Hélice K’

CYP 2J2*7 G-50T - Transcription réduite
(King et al., 2002)

-
(Spiecker et al., 2004)

CYP 2J2*8 G934A G312R
Réduites

(Lee et al., 2005) Hélice I
(Ebastine/Astémizole)

CYP 2J2*9 C1052T P351L
Normales

(Lee et al., 2005) Boucle J-J’
(Ebastine/Astémizole)

CYP 2J2*10 C344T P115L Pas d’hème (Gaedigk et al., 2006) Boucle B’
Mutants non répertoriés

- - R49S - (Dreisbach et al., 2005) Feuilletβ1−1
- - V113M - (Dreisbach et al., 2005) Hélice B’
- - N124S - (Dreisbach et al., 2005) Boucle B-B’

Tableau I.8 –Polymorphismes du CYP 2J2. Les trois dernières mutations ont été publiées sans être réperto-
riées dans la base de données des variants alléliques des P450s humains. Les positions dans les éléments structuraux sont
déterminées par alignement de séquences avec les CYP de la famille 2 dont les structures ont été publiées. Une mutation
du gène sur le promoteur du site entraîne une faible transcription de l’ADN génomique (mutant CYP 2J2*7). Ce polymor-
phisme interviendrait sur le site de fixation de la protéine c-Jun, l’empècherait de se fixer, et diminuerait la transcription
du gène. AA : acide arachidonique ; AL : acide linoléique.

(a) PolymorphismesduCYP2J2etcomplicationscardiaques.

Peu d’études ont été menées sur la corrélation entre des pathologies cardio-vasculaires et la pré-

sence éventuelle d’un allèle du CYP 2J2 dans une population donnée. Le variant 2J2*7 (fixation de

c-Jun) est étudié dans la majorité des cas. Ce polymorphisme est corrélé à l’hypertension ou à des

pathologies coronariennes dans des populations de type caucasienne, mais aucune corrélation parti-

culière n’est relevée pour les populations afro-américaines(Spiecker et al., 2004; King et al., 2005;

Dreisbach et al., 2005).

(b) Influencedespathologiesliéesauxvaisseauxsur l’expressionduCYP2J2.

Pathologie Organisme Organe/Tissu
Expression

Références
du CYP 2J

Hypertension Rat

Cortex et médullaire
↑ (Yu et al., 2000)

(Rein)
Vasculature rénale ↓ (Kaergel et al., 2002)

Rein ↓ (Zhao et al., 2003)

Hypoxie
Boeuf BAEC ↓ (Yang et al., 2001)
Homme Cellules HepG2 ↓ (Marden et al., 2003)

Varices Homme Veines Saphènes ↑ (Bertrand-Thiebault et al., 2004)

Tableau I.9 –Influence de certaines pathologies cardio-vasculaires surl’expression du CYP 2J2.
↑ : augmentation ;↓ : diminution ; BAEC : Cellules Endotheliales Bovines Aortiques
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Quelques études ont montré la variation d’expression du CYP 2J2 lors d’une pathologie telle que

l’hypertension ou une hypoxie-réoxygénation (qui peut apparaître lors d’une transplantation d’or-

gane). Par ailleurs, la majorité de ces travaux concerne lesorthologues du CYP 2J2 d’autres animaux

(CYP 2J3 chez le rat, ou CYP 2J de boeuf). Le tableau I.9 répertorie les différentes pathologies qui

peuvent faire évoluer l’expression du CYP 2J2 ou de ses orthologues.

(c) Influenced’unesurexpressiondu CYP2J2sur desphénomènesphysiologiques- Rôlesdes

époxydesd’acidearachidonique.

Plusieurs équipes ont surexprimé le CYP 2J2 dans des cellulesendothéliales animales, et ont

étudié l’effet de cette surexpression sur des phénomènes physiologiques(Spiecker et Liao, 2005,

2006). Il ressort de ces travaux que le CYP 2J2 est capable deprotéger les tissus vasculairesà la suite

d’une hypoxie-réoxygénation ou d’une ischémie-reperfusion (Yang et al., 2001; Seubert et al., 2004).

D’autre part, le CYP 2J2 semble fortement influer sur les phénomènes liés àl’athérosclérose, car cette

enzyme possède des activités anti-thrombotiques (induction de l’enzyme thrombolytique « tissue type

plasminogem activator »)(Node et al., 2001)et anti-inflammatoires (inhibition de l’expression de

VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) et de la formation dufacteur proinflammatoire NF-κB)

(Node et al., 1999). Enfin, une surexpression du CYP 2J2 inhibe la migration des cellules musculaires

lisses(Sun et al., 2002), induit l’expression de la NO-synthase endothéliale(Wang et al., 2003),

augmente les courants calciques de type L(Xiao et al., 2004)et empèche l’apoptose des cellules

endothéliales induites par le facteur TNF-α (Yang et al., 2007). Une étude plus récente montre que

la surexpression du CYP 2J2 active les canaux potassiques sensibles à l’ATP, très importants dans les

mécanismes physiologiques cardiaques et vasculaires(Lu et al., 2005).

Les études menées sur cette influence possible d’une surexpression du CYP 2J2 sur des patho-

logies ont également montré une relation forte avec la présence d’époxydes d’acides arachidoniques

(EET). Le CYP 2J2 est en effet capable d’époxyder l’acide arachidonique pour former les EETs, ce

qui permet de penser que le rôle vasculaire du CYP 2J2 puisse être lié aux EETs, dans la mesure où

ces époxydes jouent un rôle très important de médiateurs au niveau vasculaire (voir partie I-3). Ainsi,

tous les effets observés lors d’une surexpression du CYP 2J2 présentés dans le paragraphe précédent

l’ont été également par injection d’EET (notamment de l’isomère 11,12-EET).

I-2.2.2 CYP 2J2 et cancer.

Récemment, deux études ont montré l’implication forte du CYP 2J2 dans certaines tumeurs hu-

maines de type carcinomes(Jiang et al., 2005; Enayetallah et al., 2006). En effet, cette enzyme est sur-

exprimée dans de nombreux carcinomes et dans des cultures delignées cellulaires tumorales. D’autre

part, l’inhibition du CYP 2J2 par des ARN interférents ou par uninhibiteur de l’époxygénation de

l’acide arachidonique permet de diminuer la croissance cellulaire, mais également la taille de tumeurs

grefféesex-vivo. Le CYP 2J2 serait donc impliqué dans le phénotype néoplastique des carcinomes.

Ce groupe a également montré que la surexpression du 2J2 dans des cellules endothéliales bovines

augmentela croissance et la migration cellulaire, mais égalementl’angiogénèsein vivo (Wang

Page 47



CHAPITRE I. INTRODUCTION

et al., 2005). Cette participation au phénomène d’angiogénèse lors des cancers est également liée à la

formation des EETs.

Toutes les implications biologiques du CYP 2J2 présentées précédemment sont reliées à la for-

mation et à la présence des époxydes d’acide arachidonique,dont le CYP 2J2 catalyse la biosynthèse.

Pour comprendre le rôle que pourrait jouer le CYP 2J2 au sein duvaisseau, il est donc nécessaire de

décrire plus précisément l’origine et le rôle de ces époxydes.

I-3 Les époxydes d’acide arachidonique.

L’acide arachidonique est un acide gras composé d’une chaîne carbonée de 20 carbones com-

portant 4 doubles liaisons, qui fait partie de la classe desω6, du fait de la position de sa dernière

insaturation. Il peut être incorporé dans les membranes sous forme de phospholipides, mais égale-

ment être métabolisé par plusieurs enzymes. Cette suite de réactions biochimiques, appeléecascade

arachidonique, représentée en figure I.22, fait intervenir trois classes d’enzymes : les lipoxygénases

qui sont à l’origine des leucotriènes, les cyclooxygénasesqui synthétisent les prostaglandines, et les

cytochromes P450 qui catalysent la formation des acides epoxyeïcosatriènoïques (EET), mais égale-

ment des acides hydroxyeïcosatrièneoïques (HETE).
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Figure I.22 –Voies de métabolisation de l’acide arachidonique.
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I-3.1 Formation des EETs - les cytochromes P450 vasculaires.

Les P450s humains sont généralement capables de catalyser une monoxygénation de l’acide ara-

chidonique. Cependant, du fait des quatre insaturations de cet acide, la réaction enzymatique peut

conduire à un alcool, ou à un époxyde. Le tableau I.10 répertorie les P450s humains pouvant oxyder

l’acide arachidonique.

Isoforme
Epoxygénases ω / ω-1 Hydroxylases Autres Hydroxylations

Produits Localisation Produits Localisation Produits Localisation
1A2 EETs F, P 7-, 10-, 13-HETE F
2B6 EETs F
2C8 EETs F, P, V 11-, 13-, 15-HETE F
2C9 EETs F, P, V 12-, 13-HETE F
2C19 EETs F 13-HETE F
2J2 EETs C, V, R, SGI
3A4 7-, 10-, 13-HETE F
4A11 19-, 20-HETE F, R
4F2 20-HETE F, R
4F3 HydroxyLTB4 L
4F8 18-HETE F, AR
4F12 nd F, R 18-HETE F, R, SGI, C

Tableau I.10 –P450s humains impliqués dans la métabolisation de l’acide arachidonique,
d’après Roman, 2002. F, Foie ; P, Poumon ; V, Vaisseaux ; C, Coeur ; R, Rein ; SGI, Système Gastro-intestinal ;
AR, Appareil Reproductif.
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Figure I.23 –Formule développée des régioisomères et des stéréoisomères des époxydes d’acide
arachidonique.

Dans les tissus vasculaires humains, les cytochromes P450 1A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1, 2J2 et

3A4 ont été détectés par immunohistochimie(Hoebel et al., 1998; Borlak et al., 2003; Enayetallah

et al., 2004; Furukawa et al., 2004; Elbekai et El-Kadi, 2006; Delozier et al., 2007). Quelques travaux

montrent également de façon concordante des taux d’ARNm importants pour ces P450s ainsi que

pour d’autres comme le CYP 2A6 ou 2D6(Lin et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999, 2000; Thum et

Borlak, 2000; Borlak et al., 2003). Il est à noter que toutes ces études ne mettent pas en évidence
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tous ces P450s en même temps, ceci étant dû au prélèvement de tissus vasculaires différents, dans

des conditions physiologiques qui peuvent être différentes. Ceci indique la disparité d’expression des

P450s dans les vaisseaux humains.

La formation des époxydes d’acide arachidonique dans les vaisseaux est principalement cataly-

sée par les CYP 2C8, 2C9 et 2J2, qui seront appelés par le suiteP450s époxygénases. Cependant,

la proportion des régio- et stéréo-isomères des époxydes extraits du coeur est plus proche de celle

obtenue en incubant le CYP 2J2 en présence d’acide arachidonique (voir la figure I.23 et le tableau

I.11). L’époxyde 5,6-EET n’est pas détecté dans le coeur humain, mais du fait de sa très grande insta-

bilité, il peut être dégradé rapidement par d’autres mécanismes, ce qui diminue sa concentration(Wu

et al., 1996). Ainsi, contrairement au tissu hépatique où le CYP 2C8 semble être l’acide arachido-

nique epoxygenase majoritaire, leCYP 2J2 serait le principal P450 responsable de la formation

des EETs au niveau vasculaire(Zeldin, 2001).

5,6-EET 8,9-EET 11,12-EET 14,15-EET
(R,S) (S,R) (R,S) (S,R) (R,S) (S,R)

Coeur humain -
37 % 24 % 39 %

(43) (57) (44 %) (56 %) (67 %) (33 %)

CYP 2C8 - n.d.
52 % 48 %

(82 %) (18 %) (82 %) (18 %)

CYP 2C9 -
14 % 26 % 60 %

n.d. n.d. (70 %) (30 %) (63 %) (37 %)

CYP 2J2 21 %
24 % 18 % 37 %

(47 %) (53 %) (49 %) (51 %) (76 %) (24 %)

Tableau I.11 –Proportion des régioisomères et des stéréoisomères des époxydes d’acide arachi-
donique détectés dans le coeur humain(Wu et al., 1996) et formés par les cytochromes P450
2C8, 2C9 et 2J2(Daikh et al., 1994; Zeldin et al., 1995; Wu et al., 1996). L’isomère 5,6-EET est très
instable ; son absence dans le coeur humain pourrait donc être due à une transformation ultérieure. Les CYPs 2C8 et 2C9
ne semblent pas réellement former cet isomère.n.d.: non détecté.

I-3.2 Métabolisme et devenir des EETs.

Les EETs formés par les CYPs peuvent subir plusieurs voies de métabolisation :

– Incorporation sous forme de phospholipides.La phosphatidylcholine est capable de former

avec les EETs un phospholipide qui s’incorpore à la membranecellulaire des cellules vascu-

laires(Spector et Norris, 2007). Ceci constitue un réservoir d’époxydes qui peuvent être libérés

rapidement par action de la phospholipase A2.

– Action de l’époxyde hydrolase.La transformation principale que peuvent subir les EETs dans

de nombreuse cellules est l’hydrolyse en acide dihydroxyeicosatriènoïque (DHET). Cette ré-

action est catalysée par les époxydes hydrolases solubles (sEH) et se produit très rapidement.

Généralement, les DHETs sont considérés comme étant les produits de dégradation des EETs

(Spector et Norris, 2007). Leur activité est relativement semblable aux EETs, mais defaçon

beaucoup plus réduite.
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– Oxydation des EETs.Les EETs peuvent également subir uneω-hydroxylation qui semble être

une autre voie de dégradation des EETs. Cette étape, catalysée notamment par les CYP 4F,

forme des nouveaux médiateurs chimiques pouvant se lier auxrécepteurs activés par les profi-

lérateurs du peroxisomeα (PPARα) (Cowart et al., 2002; Le Quere et al., 2004).

I-3.3 Rôles des EETs.

De nombreuses études montrent l’implication très importante des EETs dans les cascades de si-

gnalisation des cellules des tissus vasculaires. Outre leseffets anti-inflammatoires et anti-thrombo-

tiques présentés précédemment (voir partie I-2.2.1), les EETs sont également des inhibiteurs de

l’agrégation plaquettaire. L’ensemble de ces effets confère aux EETs un rôle très important dans la

protection vasculaire contre l’athéroscérose(Dhanasekaran et al., 2006; Seubert et al., 2007; Spector

et Norris, 2007).

Par ailleurs, la propriété la plus étudiée des époxydes d’acide arachidonique est leur participation

probable au phénomène de relaxation vasculaire(Campbell et al., 1996; Campbell et Falck, 2007).

I-3.4 La relaxation vasculaire.

I-3.4.1 Les mécanismes mis en jeu lors de la relaxation vasculaire.

Sang

Cellules 
musculaires lisses

Cellules 
musculaires lisses

Cellules 
Endothéliales

Cellules 
Endothéliales

Collagène, élastine, ...Collagène, élastine, ...

Figure I.24 –Représentation schématique d’un vaisseau.

Les phénomènes de relaxation vasculaire font intervenir principalement deux types de cellules

constituant la paroi vasculaire : les cellules endotheliales (formant l’endothélium) et les cellules mus-

culaires lisses (figure I.24). Lorsque l’endothelium est stimulé par une force de cisaillement ou la

fixation d’un agoniste sur son récepteur, une cascade de signalisation induit la formation de média-

teurs qui vont diffuser de la cellule endothéliale vers la cellule musculaire lisse. L’information qui

arrive à cette dernière provoque sa dilatation et ainsi relaxe le vaisseau(Busse et al., 2002; Feletou et

Vanhoutte, 2006).

(a) Laprostacycline.

Le premier médiateur de la relaxation vasculaire a été identifié dans les années 70(Moncada et al.,

1976). Le stimulus provoque l’activation de la phospholipase A2 qui libère de l’acide arachidonique

dans la cellule. Cet acide est ensuite transformé en prostacycline PGI2 par action de la cyclooxygénase
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(COX) puis de la prostacycline synthase (voir figure I.22). Cette prostaglandine diffuse ensuite vers

la cellule musculaire lisse et se fixe sur un récepteur coupléà une protéine Gs. Ceci a pour effet

d’augmenter la concentration en AMP cyclique, ce qui entraîne la relaxation du muscle.

(b) L’endotheliumDerivedRelaxingFactor - NO.

En 1980, un second mécanisme de relaxation dépendant de l’endothélium a été mis en évidence

(Furchgott et Zawadzki, 1980). Le médiateur de cette relaxation, ouEndothelium Derived Relaxing

Factor (EDRF) s’est avéré sept ans plus tard être le monoxyde d’azoteNO (Palmer et al., 1987).

Synthétisé par les NO-synthases endothéliales (eNOS), il diffuse également de la cellule endothéliale

vers la cellule musculaire lisse et active la guanylyl cyclase soluble. Le GMP cyclique formé conduit

ensuite à la dilatation vasculaire.

(c) Un troisièmephénomène?

Le phénomène de l’Endothelium Derived Hyperpolarization, ou EDH est classiquement décrit

comme le mécanisme de relaxation vasculaire qui intervientlorsque les deux autres voies de relaxa-

tion (EDRF et prostacycline) sont inhibées.

Une stimulation par un agoniste ou une force de cisaillementpeut impliquer une hyperpolarisation

dépendant de l’endothélium de la membrane des cellules musculaires lisses(Bolton et Clapp, 1986;

Beny et Brunet, 1988; Chen et al., 1988; Feletou et Vanhoutte, 1988). Des études in vivo montrent

l’importance de cette 3ème voie de relaxation. En effet, dessouris n’exprimant pas la eNOS et/ou la

COX-1, ont des vaisseaux pouvant relaxer, car l’EDH représente alors le seul phénomène vasorelaxant

(Brandes et al., 2000; Huang et al., 2000, 2001). Il est à noter que la part de relaxation dépendante de

l’EDH est inversement proportionnelle à la taille des vaisseaux(Nagao et al., 1992; Shimokawa et al.,

1996).

L’ensemble des voies physiologiques impliquées dans le phénomène EDH n’est pas encore totale-

ment déterminé. L’EDH semble cependant hyperpolariser la membrane des cellules musculaires lisses

en ouvrant les canaux potassiques de cette membrane (les canaux calcium-dépendants)(Zygmunt et

Hogestatt, 1996; Petersson et al., 1997).

I-3.4.2 Les mécanismes sous-jacents à l’EDH.

Les différents mécanismes identifiés comme pouvant expliquer l’effet EDH peuvent être classés

en deux catégories : un transfert direct de polarisation parcontact cellulaire ou la diffusion d’un

médiateur de la cellule endothéliale vers la cellule musculaire lisse.

(a) Lesjonctionscommunicantes(gap junctions).

Les cytoplasmes d’une grande majorité de cellules (dont font partie les cellules musculaires lisses

et les cellules endothéliales) sont directement interconnectés par des canaux appelés jonctions com-

municantes (ougap junctionsen anglais). Formés par six monomères de connexines, ces canaux

peuvent laisser passer de petites molécules, mais également des ions. Or, il a été montré que de tels
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canaux connectent non seulement les cellules endothéliales entre elles, et les cellules musculaires

lisses entre elles, mais également les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses(Christ

et al., 1996). Ainsi, un chemin de faible résistance électrique existe entre ces deux couches cellu-

laires et pourrait ainsi concourir à la propagation d’une hyperpolarisation. D’autre part, le nombre

de ces connexions est inversement proportionnel à la tailledes vaisseaux(Sandow et Hill, 2000),

tout comme la relaxation transmise par l’EDH(Shimokawa et al., 1996), ce qui suggère une relation

possible entre EDH et jonctions communicantes. Ceci est confirmé par l’utilisation d’inhibiteurs de

ces gap junctions qui semblent inhiber fortement la relaxation de type EDH(Coleman et al., 2001;

Griffith, 2004).

(b) L’EndotheliumDerivedHyperpolarizingFactor.

Outre le mécanisme de transfert de polarité par contact entre cellules endothéliales et musculaires

lisses, de nombreux travaux ont mis en évidence l’implication d’un médiateur diffusant de l’endothé-

lium aux cellules musculaires lisses, pouvant provoquer une hyperpolarisation de la membrane. Ce

médiateur de l’EDH est désigné parEndothelium Derived Hyperpolarizing Factor, ouEDHF.

(b)-i Les ions Potassium K+.

La stimulation des cellules endothéliales a également poureffet d’ouvrir les canaux potassiques

de la cellule endothéliale. Ces ionsK+, libérés dans l’espace myo-endothélial, forment un "nuage"

ionique qui peut activer la pompeNa+/K+-ATPase et les canaux potassiques de régulation de type

inward rectifiers (IR). Ainsi, cet afflux d’ionsK+ serait lui même déclencheur de l’hyperpolarisation

induite par l’ouverture des canaux potassiques de la cellule musculaire lisse(Edwards et al., 1998).

Mais l’idée deK+ comme unique EDHF a été rejetée par plusieurs travaux(Lacy et al., 2000; Doughty

et al., 2000).

(b)-ii Les métabolites d’acide arachidonique.

Les époxydes d’acide arachidonique (EETs).

Parmi la multitude de rôles physiologiques que les époxydesd’acide arachidonique jouentin vivo,

leur participation à l’homéostasie vasculaire est l’une des plus étudiée.

Les différentes preuves montrant qu’un métabolite d’acidearachidonique issu des P450s pouvait

jouer le rôle d’EDHF ont été apportés chez le boeuf(Hecker et al., 1994; Campbell et al., 1996),

le porc(Hecker et al., 1994; Popp et al., 1996), le rat (Bauersachs et al., 1994), le chien(Widmann

et al., 1998)mais également chez l’homme(Roman, 2002; Campbell et Falck, 2007). L’hypothèse

des époxydes d’acide arachidonique est étayée par différentes observations :

– Les EETs sont produits par l’endothélium(Fisslthaler et al., 1999; Campbell et al., 1996; Ro-

solowsky et Campbell, 1996).

– Les EETs et leur métabolites dilatent les vaisseaux en hyperpolarisant la membrane des cel-

lules musculaires lisses(Campbell et al., 1996; Gebremedhin et al., 1998; Fulton et al., 1998;

Fisslthaler et al., 1999).
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– L’inhibition des P450s époxygénases par l’utilisation d’inhibiteurs chimiques ou d’oligonu-

cléotides antisens bloque la relaxation de type EDHF(Fisslthaler et al., 1999; Bolz et al., 2000;

Taddei et al., 2006).

– La relaxation par hyperpolarisation est inhibée par un antagoniste du 14,15-EET(Gauthier

et al., 2002).

– L’induction de l’expression endothéliale des CYP 2C, P450s époxygénases, augmente forte-

ment la relaxation médiée par l’EDHF(Popp et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999).

Cependant, ces observations n’excluent pas un rôle potentiel des EETs stockés sous forme de

phospholipides. Ainsi, les P450s époxygénases interviendraient lorsque de tels stocks seraient épuisés

(VanRollins et al., 1996; Weintraub et al., 1997; Spector et al., 2004). Une autre hypothèse permettant

d’expliquer la profusion de résultats quand à l’implication des EETs dans la voie de relaxation serait

que les EETs pourraient être desmessagers secondaires, impliqués dans l’amplification et la trans-

mission de l’EDH, sans être réellement l’EDHF(Fleming, 2004). L’activation des canaux calciques

TRPV4 sur les cellules endothéliales serait à l’origine d’une hyperpolarisation endothéliale suscep-

tible d’être transmise aux cellules musculaires lisses (notamment par les jonctions communicantes,

voir plus haut)(Watanabe et al., 2003).

Les triols d’acide arachidonique.

L’oxydation de l’acide arachidonique en hydropéroxyde (voie lipoxygénase) ou en époxyde (voie

epoxygénase) peut mener, après isomérisation et hydroxylation des hydropéroxydes ou hydrolyse et

hydroxylation des époxydes, à la formation de triols d’acide arachidonique vasorelaxants. En effet,

ces dérivés peuvent dilater les vaisseaux par un mécanisme qui fait intervenir l’ouverture des canaux

potassiques(Pfister et al., 1996, 1998; Faraci et al., 2001). Un de ces composés, l’acide 11,12,15-

trihydroxyeicosatrienoïque posséde toutes les caractérisques pour être condidéré comme un médiateur

des relaxations de type EDHF dans l’aorte de lapin(Campbell et al., 2003; Pfister et al., 2003a).

(c) Lepéroxyded’hydrogène.

Dans le cas des artères coronaires (porc) et mésentériques (homme et souris), le peroxyde d’hy-

drogène H2O2 a été proposé comme médiateur possible pouvant jouer le rôled’EDHF (Matoba et al.,

2000, 2002, 2003; Shimokawa et Matoba, 2004). Cependant, cette hypothèse est mise à mal par l’uti-

lisation souvent hasardeuse de la catalase (consommatricede H2O2) en termes de concentrations et de

temps d’incubation, qui donne des résultats contradictoires sur l’importance de H2O2 dans des études

comparables.

La variabilité des conditions expérimentales dans lesquelles sont réalisées ces études est souvent

évoquée pour expliquer la multitude de résultats contradictoires sur l’identification l’EDHF (voir

figure I.25)(Campbell et al., 2002; Busse et al., 2002; Griffith, 2004; Sandow, 2004). Ainsi, les types

de vaisseaux étudiés, l’espèce et le sexe considérés et les conditions physiologiques des tissus prélevés

sont autant de paramètres qui semblent influencer le mécanisme de type EDHF observé.

Page 54



CHAPITRE I. INTRODUCTION

Endothélium

Cellule musculaire lisseRELAXATION

AMPcGMPc hyperpolarisationhyperpolarisation

hyperpolarisation

Gap 
junctions

K+

K+

2K+

3Na+

Pompe

K+

++

Force de
cisaillement

NO.

eNOS

+

+

L-Arginine

PLC

Ca2+/CaM

+
O2

O2
.-

ONOO-

Oxydases P450

O2

COX

O2

LOX

O2

Acide Arachidonique

EETs PGI2
HETE
LTs

K+ K+

+

+

+

SOD H2O2

+

+
Gap 
junctions

+

Agoniste

Récepteur
G G

IP3

+
PLA2

Figure I.25 –Schéma récapitulatif des différents mécanismes menant à larelaxation vasculaire.
Les deux médiateurs des deux voies de relaxation identifiés sont indiqués en vert : prostacycline (PGI2) et EDRF (NO).

Les principaux composés proposés comme médiateur de la relaxation de type EDH sont en bleu : peroxyde d’hydrogène

H2O2, potassium K+ et époxydes d’acide arachidonique EETs. PLA2 : Phospholipase A2 ; PLC : Phospholipase C ;

phospholipase A2 (PLA2) ; IP3 : Inositol 1,4,5-trisphosphate ; CaM : Calmodulline ; eNOS :NO-synthase endothéliale ;

COX : Cyclooxygénases ; LOX : Lipoxygénases ; LT : Leucotriènes ; HETEs : acide hydroxyeïcosatetraènoïques ; GMPc :

Guanosine monophosphate cyclique ; AMPc : Adénosine moniphosphate cyclique.

Les époxydes d’acide arachidonique sont des médiateurs très importants de certaines cascades

de signalisation intracellulaires dans les vaisseaux, notamment les mécanismes de vasodilatation, à

travers le phénomène de l’EDHF. Les cytochromes P450 époxygénases, qui catalysent leur formation,

sont donc des enzymes qui jouent un rôle très important dans la régulation de ces médiateurs. Les

trois cytochromes P450 2C8, 2C9 et 2J2 semblent être les P450s les plus impliqués dans la synthèse

et la régulation des EETs au niveau vasculaire. Cependant, ilexiste à l’heure actuelle peu d’études

sur le rôle particulier que joue chacune des isoformes de P450s époxygénases, par manque d’outils

sélectifs.
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I-4 Objectifs de cette thèse

Peu de choses sont connues à l’heure actuelle sur le CYP 2J2, sion le compare à d’autres cyto-

chromes P450 humains de découverte moins récente, comme lesCYP 3A4, 2C9 ou 2D6. Ses rôles

biologiques sont encore mal définis même si son implication dans la biosynthèse des EETs et dans la

protection des cellules du système cardiovasculaire vis-à-vis des agressions oxydantes commence à

être bien documentée. Pour aller plus loin dans l’étude de ses rôles biologiques chez l’homme, il est

nécessaire de posséder des outils sélectifs, comme des substrats et des inhibiteurs spécifiques du CYP

2J2. Or, au début de mon travail de thèse, on ne connaissait pas d’inhibiteurs sélectifs de ce P450,

et on ne disposait que d’un nombre restreint de substrats. D’une manière plus générale, rien n’était

décrit sur la topologie du site actif du CYP 2J2.

Le but général de cette thèse a donc été :

a) d’obtenir des inhibiteurs sélectifs du CYP 2J2 ;

b) de mettre au point des substrats à haute affinité de ce P450,et d’en étudier l’oxydation ;

c) de déterminer la topologie de son site actif, entre autrespour savoir quels types de molécules

endogènes il était capable de reconnaître.

Le chapitreII de la thèse concerne la recherche préliminaire de substratsdu CYP 2J2.

La partieIII présente la mise au point d’inhibiteurs sélectifs, de type compétitif ou irréversible.

Le chapitreIV montre la mise en évidence de la régiosélectivité particulière de ce P450, ainsi que

la détermination de la topologie de son site actif.

Le chapitreV présente une première approche des interactions possiblesdu CYP 2J2 avec des

composés impliqués dans les voies de relaxation vasculaire.
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II-1 Recherche de substrats spécifiques du CYP 2J2.

Ce travail a été initié lors de mon stage de D.E.A. réalisé au laboratoire, dont l’un des objectifs a

été d’identifier de nouveaux substrats et de nouvelles activités du CYP 2J2. Avant le début de cette

thèse, un seul substrat efficacement métabolisé par le CYP 2J2était décrit dans la littérature. Il s’agit

de l’ébastine(Hashizume et al., 2002). Deux autres substrats, l’astémizole(Matsumoto et al., 2003)

et la terfénadine(Stresser et al., 2004)ont été décrits au début de cette thèse. Ces trois composés sont

des anti-histaminiques H1 non-sédatifs, mais seule l’ébastine (KestinR©) est encore commercialisée

actuellement ; des interactions médicamenteuses pouvant entraîner des complications cardiaques im-

portantes dans le cas de l’astémizole ou de la terfénadine ont entraîné le retrait de ces molécules (voir

partie I-1.4.3 de l’introduction). Les structures chimiques de ces différents composés ainsi que les

constantes cinétiques de leur métabolisation par le CYP 2J2 ont été présentées précédemment (figure

I.20).

Les constantes de MichaelisKm de l’hydroxylation de ces substrats par le CYP 2J2 sont de l’ordre

de 1µM, ce qui indique une bonne affinité de ces substrats pour le CYP2J2. Ces composés ont donc

été pour nous un point de départ intéressant pour chercher denouveaux substrats en se basant sur leur

structure chimique.

N
O

O

N

N

N

N
O

N

H
F

OH N
OH

~ 20 atomes

Ebastine Terfénadine

Astémizole

Partie
Aromatique

Figure II.1 –Eléments structuraux communs aux trois substrats du CYP 2J2 publiés au début
de cette thèse. Le site d’hydroxylation est indiqué par une flèche.

Une comparaison rapide de la structure de ces trois substrats révèle plusieurs points communs :

une structure plutôt linéaire longue d’une vingtaine d’atomes, un noyau pipéridine en son centre, des

groupes aromatiques du côté opposé au site d’oxydation, et un noyau phényle situé à 2 carbones de ce

site (figure II.1). Bien que cette analyse soit préliminaire et globale, elle nous a permis néanmoins de

sélectionner une série de composés pour être testés en tant que nouveaux substrats. Cette recherche a

été menée de deux façons différentes (figure II.2) :
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– Deux composés ont été directement obtenus par réaction de réduction sur l’ébastine (qui forme

l’ébastine réduite) ou d’oxydation de la terfénadine (terfénadone).

– Les autres composés ont été obtenus commercialement, en sebasant sur la structure de base

générale décrite précédemment.
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Terfénadone

O N
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Ebastine Réduite

N N
O N N

O

FF

N N

Cinnarizine

GBR 12909GBR 12935
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F

F Flunarizine

A

B

Figure II.2 –Composés testés dérivés de l’ébastine ou de la terfénadine (A) ou proches du motif
commun aux substrats de CYP 2J2 décrits dans la littérature (B) (cf figure I.20).

L’oxydation de ces composés par des microsomes de cellules d’insectes (Sf9) exprimant le CYP

2J2 recombinant et la CYP-réductase humaine en présence de NADPH a été suivie par Chromato-

graphie Liquide à Haute Pression (CLHP) couplée à une détection par spectrométrie de masse (SM)

pour étudier l’apparition de produits et déterminer leur structure. Les activités enzymatiques de méta-

bolisation mesurées sont représentées en figure II.3. L’analyse par CHLP couplée à une spectrométrie

de masse tandem (SM2) des métabolites de la terfénadone et de l’ébastine réduitea révélé que leur

hydroxylation a lieu au niveau du groupeter-butyle, comme cela est observé pour l’ébastine et la ter-

fenadine. Les métabolites des autres composés (cinnarizine, flunarizine, GBR12909 et GBR12935)

n’ont pu être identifiés, du fait de la faible quantité formée. Cependant, leur spectre de masse indique

une masse molaire égale à celle du substrat augmentée de 16 (un atome d’oxygène), ce qui suggère

qu’ils dérivent d’une hydroxylation de ces composés.
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Figure II.3 –Activités enzymatiques de métabolisation des molécules testées comme nouveaux
substrats. Les activités représentées ont été mesurées pour une concentration de 20µM de substrat et un temps d’incu-

bation de 30 minutes. Les valeurs obtenues sont la moyenne de3 expériences distinctes, les barres d’erreurs représentent

l’erreur standard.

Le graphique II.3 montre que la terfénadone et l’ébastine réduite sont aussi des substrats effica-

cement métabolisés par le CYP 2J2. Ainsi, ces composés peuvent servir de base stucturale pour la

conception de nouveaux inhibiteurs ou de substrats du CYP 2J2humain. Dans la continuité de ce tra-

vail préliminaire, nous avons étudié la spécificité de ces substrats vis-à-vis du CYP 2J2 comparé aux

autres P450s humains impliqués dans le métabolisme des médicaments. L’ébastine et la terfénadone

ont été choisies comme substrats pour ces études, car contrairement à la terfénadine et à l’ébastine

réduite, la présence d’un bon chromophore (le groupe Ph-CO) rend la détection par spectrophotomé-

trie UV plus facile. Expérimentalement, il est donc plus pratique d’utiliser ces composés. Nous avons

également choisi d’étudier l’astémizole, qui est également facilement détectable par spectrophotomé-

trie UV.

II-2 Etude de la spécificité de l’ébastine, de la terfénadone et de

l’astémizole vis-à-vis du CYP 2J2.

Nous nous sommes efforcés de répondre aux deux questions suivantes :

a) ces trois substrats ne sont-ils hydroxylés que par le CYP 2J2, ou sont-ils aussi hydroxylés par les

principaux P450s humains impliqués dans le métabolisme desxénobiotiques ? Pour ce faire, nous

avons étudié la transformation de ces substrats par le CYP 2J2et par les 15 P450s humains dis-

ponibles sous forme recombinante, exprimés dans le même système (cellules d’insectes infectées
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par un baculovirus).

b) l’hydroxylation de ces substrats par des microsomes hépatiques ou intestinaux humains est-elle

majoritairement dépendante du CYP 2J2 ou d’autres P450s ? Pour cela, nous avons suivi l’hy-

droxylation de ces substrats par ces microsomes en présencede divers anticorps monoclonaux

dirigés contre le CYP 2J2 et les autres P450s humains.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe de H.V. Gelboin (National Cancer Ins-

titute, NIH, U.S.A.) qui nous a fourni les anticorps monoclonaux anti-2J2 et les 15 principaux cy-

tochromes P450 humains impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques (1A1, 1A2, 1B1, 2A6,

2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 3A4, 3A5 et 4A11) exprimésdans des cellules d’in-

sectes infectées par le baculovirus. Nous avons également testé le CYP 4F12, dont l’hydroxylation de

l’ébastine avait été observée précédemment(Hashizume et al., 2002).

Le groupe de H.V. Gelboin a également mis au point une banque d’anticorps monoclonaux (Mono-

clonal Antibodies ouMAbs) anti-P450s qui peuvent être utilisés pour détecter facilement la présence

éventuelle d’une isoforme de cytochrome P450 dans un tissu donné. De plus, ils permettent d’étu-

dier la participation d’une isoforme de P450 à un phénomène physiologique comme le métabolisme

d’un médicament. D’une manière générale, les anticorps monoclonaux sont susceptibles d’être plus

spécifiques d’une isoforme, car contrairement aux anticorps polyclonaux, les MAbs ne reconnaissent

qu’un seul épitope. Cette banque d’anticorps est constituéed’anticorps spécifiques vis-à-vis des CYP

1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, de la famille 2C, 2C19, 2D6, 2E1 et 3A4/5 (Fujino et al., 1982; Gel-

boin et al., 1995, 1996; Krausz et al., 1997; Yang et al., 1998; Sai et al., 1999; Krausz et al., 2001). En

utilisant de tels anticorps, cette équipe a pu déterminer lacontribution de chacun de ces P450s dans

le métabolisme hépatique du diazépam ou de l’imipramine(Yang et al., 1999).

Dans le cadre de cette collaboration, nous avons participé àla caractérisation d’anticorps mono-

clonaux anti-CYP 2J2, en démontrant l’inhibition de l’activité catalytique de cette isoforme par ces

anticorps, et en utilisant ces anticorps pour étudier le métabolisme de l’ébastine, de la terfénadone et

de l’astémizole dans les tissus humains. Ce travail a donné lieu à un article soumis pour publication,

présenté ci-dessous.

II-3 Article 1

Article présenté :

K.W. Krausz,P. Lafite, D.C. Zeldin, P.M. Dansette, D. Mansuy and H. V. Gelboin.,"Specific and

Inhibitory Monoclonal Antibodies Against CYP 2J2 Define the Metabolism of Ebastine, Terfenadone

and Astemizole in Human Tissues". Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,soumis

pour publication.
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II-4 Conclusions de cette étude.

L’article présente la mise au point d’un anticorps monoclonal anti-2J2 (aucun anticorps mono-

clonal n’était disponible jusqu’à présent). Notre contribution à ce travail a permis d’établir que ces

anticorps étaient de très bons inhibiteurs de l’activité enzymatique du CYP 2J2. Elle a permis d’illus-

trer l’utilité de ce nouvel outil dans l’étude du métabolisme de xénobiotiques par le CYP 2J2 chez

l’homme.
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Figure II.4 – (A) Régiosélectivité des oxydations par les P450s humains de l’ébastine et de la
terfénadone. Oxydation de l’ébastine (B) et de la terfénadone (B) par 16 P450s humains recom-
binants. Les figures B et C sont tirées de l’Article 1 (Figures 8C et 9C, respectivement).
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Ce travail nous a également fourni des éléments intéressantsen ce qui concerne la spécificité des

substrats présentés précédemment pour le CYP 2J2 :

– L’étude du métabolisme de l’ébastine et de la terfénadone par l’ensemble des 15 P450s humains

recombinants testés montre que seules les isoformes 3A4, 3A5 et 2J2 hydroxylent de façon ef-

ficace ces substrats (figures 8C et 9C de l’article, agrandiesen figure II.4-B et C). La vitesse

d’hydroxylation du groupeter-butyle de ces substrats par le CYP 2J2 est 7 à 8 fois supérieure

à celle du 3A4, 4 fois supérieure à celle du 3A5 et 10 à 20 fois supérieure à celle du 4F12 (qui

sera négligée par la suite). Le CYP 2J2 est le seul qui conduiseà une hydroxylation régiosélec-

tive significative sur le groupeter-butyle de ces substrats. Par contre, l’oxydation majoritaire

catalysée par les CYP 3A4 et 3A5 a lieu au niveau de la fonction amine tertiaire et conduit à

une coupure oxydative de la molécule (voir figure II.4-A).

– Le CYP 2J2 est le P450 majoritairement impliqué dans l’hydroxylation intestinale de l’ébas-

tine et de la terfénadone (sa contribution à cette réaction varie entre 40 et 60 %). Dans le foie,

il participe pour 20 à 40 % à l’hydroxylation de ces composés.Cette différence est vraisembla-

blement due à la variation de l’expression relative des CYP 3A4 et 2J2 dans le foie et l’intestin

(voir figure I.18).

Les hydroxylations du groupeter-butyle de l’ébastine et de la terfénadone sont donc des activités

de choix pour la mise en évidence du CYP 2J2. En plus du CYP 2J2, seuls les CYP 3A4 et 3A5

catalysent cette réaction avec une activité significative,mais avec une efficacité bien plus faible par

rapport au CYP 2J2. De plus, si on s’intéresse au système cardiovasculaire, le CYP 3A4 est présent

en quantité très faible et ne devrait pas jouer un rôle significatif vis-à-vis de ces substrats. Enfin, les

valeurs des constantesKm de l’hydroxylation de l’ébastine et de la terfénadine par leCYP 2J2 sont

respectivement de 0,5 et 1µM, ce qui témoigne de la forte affinité de ces composés pour le CYP 2J2.

La sélectivité de l’ébastine et de la terfénadone pour le CYP 2J2, leur oxydation rapide et régios-

léective, et leur forte affinité pour ce cytochrome P450 sontautant de critères qui ont déterminé le

choix de ces composés comme base stucturale pour construireune série de dérivés susceptibles d’être

des inhibiteurs ou des substrats affins et sélectifs du CYP 2J2. Cette étude préliminaire a été très

importante pour la conception des composés qui ont été synthétisés et étudiés en tant qu’inhibiteurs

(voir chapitreIII ) ou substrats (chapitreIV ) par la suite.

Au cours de ma thèse, d’autres substrats du CYP 2J2 ont été identifiés. Leur structure chimique,

ainsi que les constantes de leur oxydation par le CYP 2J2 sont indiquées dans la figure II.5. Ainsi,

en 2005, un résumé de congrès mentionnait que le CYP 2J2 pouvait catalyser l’oxydation d’un anti-

émétique, la dompéridone(Michaud et al., 2005). En 2006, deux travaux ont montré l’implication du

CYP 2J2 dans l’oxydation de la vitamine D3 (Aiba et al., 2006)et d’un composé antiparasitaire, le

DB 289(Wang et al., 2006).
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Domperidone

DB 289
Km= 0,9 µM, kcat= 7,7 min-1

NH N NHN

O O

Cl

O

NH2

NN

NH2

O O
CH3CH3

OH

CH2

Vitamine D3
Km= 1 µM, kcat= 1,1 min-1

Km= 5 µM, kcat= 1,4 min-1

Figure II.5 –Substrats du CYP 2J2 publiés après 2003. Les sites d’oxydations sont indiqués par une flèche.
La régiosélectivité d’hydroxylation de la dompéridone n’apas été établie.

La stucture globale de ces trois composés est similaire à la structure générale décrite précédem-

ment :

– Les molécules sont globalement linéaires, avec une vingtaine de liaisons d’un bout à l’autre,

– L’oxydation a lieu à une des extrémités de la chaîne de ces composés.

On peut identifier dans les structures de ces substrats quelques motifs qui correspondent aux

groupes fonctionnels importants pour la reconnaissance par le CYP 2J2 présentés figure II.1. Ainsi,

on retrouve le noyau pipéridine et la partie hydrophobe dansla dompéridone. Les affinités sont du

même ordre de grandeur que celles de l’ébastine ou de la terfénadine, mais les vitesses d’oxydation

sont très inférieures à celles obtenues avec l’ébastine ou ses dérivés. Cette constatation a confirmé

l’intérêt de la structure de l’ébastine ou de la terfénadonepour construire de nouveaux substrats ou

inhibiteurs.
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Pour connaître le rôle biologique du CYP 2J2, il est nécessaire de posséder des outils biochi-

miques, comme desinhibiteurs affins et sélectifsdes activités enzymatiques de cette isoforme. De

nombreuses études ont utilisé des inhibiteurs d’époxygénation de l’acide arachidonique, parmi les-

quels le 17-ODYA, le MS-PPOH ou des analogues d’EET (figure III.1), pour mettre en évidence

le rôle des P450s époxygénases dans divers phénomènes physiologiques(Chataigneau et al., 1998;

Gauthier et al., 2002; Brand-Schieber et al., 2000; Jiang et al., 2005). Cependant, tous ces inhibiteurs

ont une structure dérivée de l’acide arachidonique et sont par conséquent très peu spécifiques d’une

isoforme particulière de P450 époxygénase.

COOH
O

N
H

S CH3

O

O

O

O

COOH

17-ODYA MS-PPOH

14-15 EEZE

Figure III.1 – Inhibiteurs usuels des P450s époxygénases dérivés de l’acide arachidonique. 17-
ODYA : Acide 17-Octadecynoïque ; MS-PPOH : N-Methylsulfonyl-6-(2-propargyloxyphenyl)hexanamide ; 14,14-EEZE :
acide 14,15-epoxyeïcosa-5(Z)-enoïque.

Par ailleurs, l’implication du CYP 2J2 dans certains phénomènes angiogéniques et tumoraux laisse

penser que des inhibiteurs de ce cytochrome P450 pourraientposséder une activité anti-tumorale. En

effet, dans des lignées cellulaires tumorales ou dans des tumeurs xeno-greffées, l’inhibition de l’ex-

pression du CYP 2J2 par des transfections d’ADN anti-sens ou l’inhibition de l’activité enzymatique

par le 17-ODYA se traduit par une diminution de la multiplication cellulaire et de la taille de la tumeur

(Jiang et al., 2005).

L’objectif premier de ce travail a été la mise au point d’inhibiteurs affins et sélectifs du CYP 2J2

et l’évaluation de l’efficacité et de la sélectivité de ces composés. L’étude préliminaire réalisée dans

le chapitre précédent a montré que l’ébastine et la terfénadone sont des points de départ de choix pour

construire une banque d’inhibiteurs du CYP 2J2. Un travail réalisé en collaboration avec l’équipe de

W.B. Campbell de l’université du Wisconsin (U.S.A.) a démontré l’implication d’un orthologue du

CYP 2J2 dans la transformation d’un hydroperoxyde d’acide arachidonique (15-HPETE) en hydroxy-

époxyde dans l’aorte de lapin(Pfister et al., 2003b)(voir annexe A). Ce travail montre l’intérêt de

l’utilisation d’inhibiteurs du CYP 2J2 en tant que moyens d’étude du rôle de cette isoforme au niveau

vasculaire (au moinsin vitro).

A la suite d’une première étape de synthèse d’une série de composés dérivés de la terfénadone et

de l’étude de leur efficacité et de leur sélectivité, la caractérisation de leur type d’inhibition (compé-

titive, irréversible) a pu être réalisée pour proposer un spectre large d’inhibiteurs pour de futurs tests

biologiques.
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III-1 Vers de nouveaux inhibiteurs du CYP 2J2.

III-1.1 Présentation de l’article.

Nous avons choisi de construire une première série d’inhibiteurs en partant de la structure de la

terfénadone. Ce composé est hydroxylé par le CYP 2J2 au niveau de son groupeter-butyle (voir

chapitreII ), il nous a donc semblé intéressant de garder la structure générale de la terfénadone, tout

en changeant la nature du groupeter-butyle (figure III.2).

OH N
O

OH N
O

R

Terfénadone
CYP 2J2

Figure III.2 –Conception des inhibiteurs dérivés de la terfénadone. Le groupeter-butyle, hydroxylé par
le CYP 2J2, est remplacé par le groupe-R dans le cas des nouveaux inhibiteurs

Les différents inhibiteurs synthétisés possédent des groupes-R de taille et de polarité variables,

pour profiter du plus grand nombre possible d’interactions avec le site actif et pour tenter d’opti-

miser l’affinité. Certaines fonctions connues pour conduireà des inactivations de type suicide des

cytochromes P450 ont aussi été introduites au niveau du groupe -R. L’efficacité de ces inhibiteurs a

été déterminée vis-à-vis de l’hydroxylation de l’ébastinepar le CYP 2J2. Les concentrations condui-

sant à une inhibition de 50 % (ou CI50) ont été mesurées. Elles ont donné une première indication

de l’affinité du composé pour le CYP 2J2, car la concentration en substrat (ébastine) utilisée étant

égale à la valeur de la constanteKm d’hydroxylation de l’ébastine, l’approximation IC50 ≈ 2×Ki

pour un inhibiteur compétitif est valable(Cheng et Prusoff, 1973). Nous avons ensuite sélectionné les

meilleurs inhibiteurs du CYP 2J2, et étudié les effets inhibiteurs de ces composés sur les autres P450s

époxygénases présents dans les vaisseaux, ainsi que le CYP 3A4.

Ce travail a été publié au cours de ma thèse, et l’article correspondant est inclus dans la partie

suivante.

III-1.2 Article 2.

Article présenté :

P. Lafite, S. Dijols, D. Buisson, A-C. Macherey, D.C. Zeldin, P.M. Dansette and D. Mansuy,"De-

sign and synthesis of selective, high-affinity inhibitors of human CYP 2J2", Bioorganic & Medicinal

Chemistry Letters16 (2006) 2777-2780.
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III-1.3 Conclusions.

Il a été possible de synthétiser divers composés dérivant dela terfénadone par remplacement du

substituantter-butyle par des groupes-R variés. Certains de ces produits sont d’excellents inhibiteurs

du CYP 2J2 avec des CI50 allant jusqu’à 400 nM (composés4 et5 de l’article). D’autre part, plusieurs

de ces composés comportant des fonctions suicides des cytochromes P450 semblent effectivement

être des inhibiteurs irréversibles du CYP 2J2.

III-2 Synthèse et caractérisation d’inhibiteurs du CYP 2J2.

III-2.1 Déterminants importants pour une inhibition efficace et sélective du

CYP 2J2.

A partir des résultats de la partie précédente (article 2), nous avons voulu déterminer les facteurs

structuraux qui conditionnent la reconnaissance des inhibiteurs par le CYP 2J2 et l’efficacité de ces

inhibiteurs. Pour cela, nous avons testé au total 27 composés dérivés soit de l’ébastine, soit de la

terfénadone par variation (voir figure III.3) :

OH N
O

22 composés

OH

O

OH
H

O

H H

5 composés

3 composés

18 composés

2 composés

1 composé
H

2 composés

18 groupes différents

H
H

1 composé

R

Figure III.3 –Variations structurales des différents inhibiteurs synthétisés et testés.

– du groupe-R terminal sur lequel se produit l’hydroxylation,

– de la fonction -CO- enparadeR (réduction en -CHOH- ou -CH2-, introduction d’une fonction

-CH=CH-),

– du groupe terminal Ph2COH le plus éloigné du site d’hydroxylation (Ph2COH-, Ph2CH-O-,

Ph2C=, ou absence de ce groupe).

III-2.2 Schémas de synthèse.

La majorité des 25 composés synthétisés a été préparée au laboratoire par Sylvie Dijols ; certains

nous ont été fournis par Didier Buisson (UMR 8601). Les schémas généraux de synthèse des déri-
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vés de la terfénadone, de l’ébastine et de la deshydroterfénadone sont représentés respectivement en

figures III.4, III.5 et III.6. Les conditions expérimentales particulières, les rendements des réactions

et les caractérisations structurales (RMN, spectrométrie de masse, ...) des produits et des différents

intermédiaires sont indiqués dans la partie expérimentaleet dans les suppléments de l’article 3.

De façon générale, un couplage entre le dérivé de la 1-phényl-4-chlorobutan-1-one et la pipéri-

dine correspondante (α,α-diphényl-4-pipéridinométhanol ou 4-(diphénylméthoxy)pipéridine) a per-

mis d’obtenir les différents composés portant le groupe-R de la terfénadone ou de l’ébastine, respec-

tivement (composés1 à 21). Les dérivés22 à 24 sont issus de la déhydratation en milieu acide de la

terfénadone, du dérivé15et de la terfénadine, respectivement (figure III.6).

R RXCl N RXOH

NHOH

Cl(CH2)3COCl

X = -C-

O

-R = -C(CH3) (terfénadone) : 1

-R = -CH3 :          2

-R = -CH2-CH3 :         3

-R = -CH2-CH2-CH3 :        4

-R = -CH2-CH=CH2 :        5

-R = -CH2-CH2-CH2-CH3 : 6

-R = -CH2-CH2-OH :        7

-R = -CH2-CH2-CH2-OH :   8

-R = -CH2-CH2-CH2-OAc : 9

-R = -O-CH3 :   10

-R = -Br :    11

-R = -CH2-CHF2 :  12

-R = -CH2-CH2-NHAc : 15

 =                :   13
R

O
O

-R =                 :   14N N

X = -CH2-
-R = -C(CH3) :        16

-R = -CH2-CH2-CH3 :      17

AlCl3 (SnCl4)

50-90 % 50-70 %

K2CO3 / KI

Figure III.4 –Schéma général de synthèse des dérivés de la terfénadone (composés1 à17).
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RXCl

N RXO

Cl
NOH boc

NHO -R = -CH2-CH2-OH :   19

-R = -CH=CH2 :    20

-R = -CH2-CH2-S-CH3 :  21

N
O

O N
OH

O

Ebastine

18

NaBH4

X = -C-

O

40-50 %

Figure III.5 –Schéma général de synthèse des dérivés d’ébastine (composés18 à21).

N RXOH N RX
∆, [H+]

-R = -C(CH3)3 :          22

-R = -CH2-CH2-NH2 : 23

X = -C-

O

OH N
OH

N
∆, [H+]

24

60-70 %

51 %

Figure III.6 –Schéma général de synthèse des dérivés de la deshydroterfénadone, obtenus après
hydrolyse acide (composés22 à24).
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III-2.3 Inhibition du CYP 2J2 par les dérivés de la terfénadone et de l’ébas-

tine.

Les tableaux III.1, III.2 et III.3 comparent les CI50 de divers dérivés de la terfénadone, de l’ébas-

tine et de la déhydroterfénadone pour l’inhibition de l’hydroxylation de l’ébastine par le CYP 2J2

exprimé dans les cellules d’insectes infectées par le baculovirus.

Tableau III.1 –Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés de la terfénadone vis-à-vis des
cytochromes P450 vasculaires.

OH N X R

Composé -X- -R
CI50 (µM) a

2J2 2B6 2C8 2C9 3A4
Terfénadine -CHOH- -C(CH 3)3 8,1± 0,4b 70± 1 > 100c 38± 1 2,0± 0,1

1 -CO- -C(CH3)3 0,7± 0,1 67± 5 > 100 19± 1 12± 1
2 -CO- -CH3 0,7± 0,2 29± 1 ∼ 100 32± 2 15± 1
3 -CO- -CH2-CH3 0,6± 0,1 25± 2 > 100 18± 4 6,1± 0,2
4 -CO- -CH2-CH2-CH3 0,4± 0,1 28± 1 > 100 26± 3 7,9± 0,1
5 -CO- -CH2-CH=CH2 0,4± 0,2 21± 1 > 100 21± 1 5,5± 1,0
6 -CO- -(CH2)3-CH3 0,7± 0,2 13± 2 > 100 38± 2 8,2± 0,8
7 -CO- -CH2-CH2-OH 1,3± 0,8 48± 1 > 100 28± 4 20± 1
8 -CO- -(CH2)3-OH 1,9± 0,3 16± 2 ∼ 100 33± 1 6,8± 0,6
9 -CO- -(CH2)3-OAc 2,5± 0,5 9,0± 0,5 > 100 42± 3 0,9± 0,2
10 -CO- -OCH3 7,6± 0,6 19± 1 > 100 40± 1 11± 1
11 -CO- -Br 4,2± 0,6 26± 2 > 100 34± 6 2,2± 0,6
12 -CO- -CH2-CHF2 2,2± 0,9 16± 1 > 100 19± 4 8,9± 0,2

13 -CO- O
O

Ar
(c)

 = 6,7± 2,3 16± 1 ∼ 100 10± 2 2,8± 0,1

14 -CO- N N 0,4± 0,1 1,6± 0,3 5,2± 0,3 1,6± 0,1 2,8± 0,9
15 -CO- -(CH2)2-NHAc 23± 5 60± 3 > 100 15± 2 2,8± 0,9
16 -CH2- -C(CH3)3 3,6± 0,7 86± 2 > 100 28± 2 4,1± 1,0
17 -CH2- -CH2-CH2-CH3 4,5± 0,9 28± 4 > 100 34± 5 4,6± 0,7

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d’inhibition de l’activité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d’insectes (CYP 2J2) ou de levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).
(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expériences indépendantes.
(c) Activité résiduelle supérieure à 50 % de l’activité initiale à 100µM en inhibiteur.
(d) Ar = -C6H4-R
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Tableau III.2 –Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés d’ébastinevis-à-vis des cyto-
chromes P450 vasculaires.

N XO R

Composé -X- -R
CI50 (µM)a

2J2 2B6 2C8 2C9 3A4
Ebastine -CO- -C(CH3)3 n.d. 90± 2b > 100c 27± 4 13± 1

18 -CHOH- -C(CH3)3 7,2± 1,0 38± 1 > 100 69± 8 3,7± 0,5
19 -CO- -CH2-CH2-OH 1,1± 0,3 7,5± 0,9 > 100 35± 3 6,8± 0,9
20 -CO- -CH=CH2 3,8± 0,5 7,4± 0,4 > 100 22± 2 5,9± 0,2
21 -CO- -CH2-CH2-S-CH3 0,7± 0,1 15± 1 > 100 30± 2 4,0± 0,2

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d’inhibition de l’activité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d’insectes (CYP 2J2) ou de levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).
(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expériences indépendantes.
(c) Activité résiduelle supérieure à 50 % de l’activité initiale à 100µM en inhibiteur.

Tableau III.3 –Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés de la déhydroterfénadone et du
composé25 vis-à-vis des cytochromes P450 vasculaires.

N X R
Y

Composé -X-Y- -R
CI50 (µM)a

2J2 2B6 2C8 2C9 3A4
22 -CO-CH2- -C(CH3)3 0,9± 0,3b 41± 4 > 100c 17± 2 55± 8
23 -CO-CH2- -CH2-CH2-NH2 1,7± 0,7 < 0,05d > 100 13± 1 12± 1
24 -CH=CH- -C(CH3)3 15± 2 41± 2 > 100 15± 3 49± 6

N
O

H

H

25 - - 13± 2 58± 3 ∼ 100 39± 2 68± 1

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d’inhibition de l’activité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d’insectes (CYP 2J2) ou de levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).
(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expériences indépendantes.
(c) Activité résiduelle supérieure à 50 % de l’activité initiale à 100µM en inhibiteur.
(d) La valeur réelle n’a pu être déterminée, car la concentration en CYP 2B6 semble influer fortement sur l’IC50.
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Les 26 composés testés (sans l’ébastine) inhibent le CYP 2J2 avec des CI50 allant de 0,4 à

23 µM. La présence d’un groupe terminal hydrophobe à l’extrémité opposée au site d’hydroxyla-

tion (Ph2COH-, Ph2CHO- ou Ph2C= respectivement) est importante pour l’affinité des inhibiteurs.

Ceci est indiqué par la valeur de la CI50 du composé25 qui est 19 fois plus importante que celle de

la terfénadone1 (13 et 0,7µM respectivement). L’hydrophobie de ce groupe terminal semble être le

facteur important dans la reconnaissance de cette partie dela molécule par le CYP 2J2. En effet, la

suppression d’une fonction alcool ou éther lorsqu’on passede la terfénadone1 ou de l’ébastine au

composé22 ne conduit pas à une perte d’affinité significative (CI50 ou Km de 0,7 et 1µM pour 1 et

l’ébastine respectivement à comparer à une CI50 de 0,9µM pour22).

La présence de la fonction cétone enpara du substituantR est également un élément important

pour l’affinité des composés. La réduction de cette fonction-CO- en -CHOH- ou -CH2- (passage du

composé1 à la terfénadine ou à16) s’accompagne d’une augmentation de la CI50 (0,7 à 8 et 3,6µM).

Des augmentations similaires d’un facteur 10 environ se retrouvent lorsque l’on passe des composés

4 et22aux dérivés16et24 respectivement.

La nature du substituantR influe fortement sur l’affinité des inhibiteurs du CYP 2J2. Lesmeilleurs

résultats ont été obtenus pour des groupesR hydrophobes, correspondant à des chaînes alkyles li-

néaires de trois carbones. Les CI50 les plus faibles ont été observées pour4 et 5 (R = propyle ou

allyle) ; la présence d’une chaîne plus courte (R = méthyle ou éthyle) ou plus longue (R = butyle)

conduit à une légère augmentation de la valeur des IC50 (composés2, 3 et6 respectivement). L’intro-

duction de fonctions polaires dansR s’est toujours traduite par une diminution d’affinité commele

montre une comparaison des CI50 de7, 8, 9 et 15 à celle de4 ou 6, ou de la CI50 de10 à celle de3.

Dans ce contexte, la forte affinité du composé14, pour lequelR est un groupe imidazole très polaire

est un cas particulier. En effet, les dérivés comportant un groupe imidazole sont d’excellents ligands

du fer des cytochromes P450(Correira et Ortiz de Montellano, 2005), et, de ce fait, sont de très bons

inhibiteurs de ces enzymes dans la mesure où leur fixation surle fer empêche la fixation de substrats

dans le site actif et la coordination de l’oxygène moléculaire au fer du P450 qui est indispensable pour

la catalyse d’hydroxylation. Cette complexation du fer de l’hème est vérifiée expérimentalement par

la détermination du spectre visible de l’interaction entre14 et le CYP 2J2 (figure III.7). Ce spectre

différentiel montre une interaction de type II (voir partieI-1.2.1), caractéristique d’un ligand azoté du

fer de l’hème, défini par un minimum à 413 nm, ainsi qu’un maximum à 432 nm.

Cette étude des effets des 26 dérivés de la terfénadone sur le CYP 2J2 a donc permis de mettre en

évidence les facteurs structuraux importants pour l’obtention d’inhibiteurs à forte affinité. Elle fait en

particulier ressortir deux composés très affins,4 et5, présentant une CI50 de 400 nM.

III-2.4 Sélectivité des inhibiteurs pour le CYP 2J2 par rapport aux autres

P450s vasculaires.

Les tableaux III.1, III.2 et III.3 comparent également les effets inhibiteurs de l’ensemble des dé-

rivés de la terfénadone et de l’ébastine vis-à-vis des principaux P450s présents dans les tissus vas-

culaires, les CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4 (voir introduction). Les activités enzymatiques de référence
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utilisées pour mesurer les effets inhibiteurs vis-à-vis deces 4 isoformes sont respectivement la 7-

benzyloxyrésorufine O-débenzylase (CYP 2B6)(Ekins et al., 1998), taxol 6α−hydroxylase (CYP

2C8) (Rahman et al., 1994), diclofénac 4’-hydroxylase (CYP 2C9)(Mancy et al., 1999)et testosté-

rone 6β -hydroxylase (CYP 3A4)(Brian et al., 1990). Toutes les conditions d’incubation et de mesure

d’activité sont explicitées dans la partieProtocoles expérimentaux(chapitreVII ) et dans l’article 3.

Pour que les CI50 mesurées soient comparables entre elles, les concentrations de substrat utilisées

dans ces expériences correspondent dans chaque cas à la Km de la réaction enzymatique suivie.
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Figure III.7 –Spectre différentiel de l’interaction entre le CYP 2J2 et14. Les deux cuves contiennent
le CYP 2J2 (100 nM) exprimé dans les microsomes de cellules d’insectes. Différentes concentrations de14sont ajoutées
dans la cuve échantillon, puis le spectre obtenu est enregistré.

De tous les composés étudiés, le composé14, qui comporte un groupement imidazole est claire-

ment un cas particulier. Du fait de la présence de ce groupe capable capable d’agir comme un excellent

ligand du fer,14 est un bon inhibiteur de tous les P450s testés, avec des CI50 de 0,4 à 5,2µM ; c’est

toutefois pour le CYP 2J2 qu’il présente la plus grande affinité. En tant qu’inhibiteur des CYP 2C8,

2C9 et 2J2,14pourrait être utilisé comme inhibiteur de l’ensemble des P450s époxygénases présents

dans les tissus vasculaires.

En ce qui concerne l’ensemble des autres composés figurant dans les tableaux III.1, III.2 et III.3,

les conclusions majeures de l’examen de ces tableaux sont les suivantes :

– Aucun de ces composés n’inhibe de façon significative le CYP 2C8 (CI50 > 100µM). Pour

vérifier ce résultat un peu surprenant, nous avons étudié leseffets inhibiteurs des composés

1 à 5 vis-à-vis de la 6α-hydroxylation du taxol par le CYP 2C8 recombinant exprimé dans

un autre système (microsomes de cellules d’insectes infectées par le baculovirus, au lieu des

microsomes de levure utilisés pour obtenir les résultats des tableaux III.1, III.2 et III.3). De

plus, nous avons étudié les effets des mêmes composés vis-à-vis d’une autre activité du CYP

2C8, la N-déséthylation de l’amodiaquine(Li et al., 2002). Dans les deux cas, aucun de ces

composés n’a conduit à une inhibition significative du CYP 2C8 (CI50 > 100µM).
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– Le CYP 2C9 est inhibé avec des CI50 allant de 10 à 69µM, qui sont en généralenviron 10

fois plus élevéesque celles observées pour le CYP 2J2.

– La conclusion précédente concernant le CYP 2C9 est globalement valable pour le CYP

2B6, avec des CI50 allant de 7 à 90µM, si on exclut le composé23 qui s’est révélé être un

remarquable inhibiteur du CYP 2B6. L’effet inhibiteur de23 vis-à-vis du CYP 2B6, et dans

une moindre mesure vis-à-vis du CYP 2J2, pourrait être dû à uneliaison forte entre le fer de ce

P450 et la fonction NH2 de23.

– Ces composés inhibent le CYP 3A4avec des CI50 allant de 0,9 à 68µM qui sont en général

intermédiaires entre celles mesurées pour le CYP 2J2 et le CYP 2C9 (ou 2B6).

Les meilleurs inhibiteurs du CYP 2J2, les composés4 et5, présentent une bonne sélectivité vis-à-

vis de cette isoforme, puisque leurs CI50 pour les autres P450s testés sont au minimum 20 fois (pour

4) et 14 fois (pour5) plus grandes que celles observées avec le CYP 2J2.

A ce stade de l’étude, nous avons sélectionné 5 composés pourdes études enzymatiques plus

détaillées, en particulier pour déterminer leur mode d’inhibition du CYP 2J2 :

– le composé4 qui présente la plus faible CI50, qui pourrait se comporter comme un inhibiteur

de type compétitif.

– le composé14qui possède un groupe imidazole, pouvant se fixer au fer de l’hème, et qui est un

bon inhibiteur de tous les CYPs vasculaires.

– les composés5, 12 et 13, qui semblaient être des inhibiteurs irréversibles du CYP 2J2 d’après

des études préliminaires de suivi d’activité en fonction dutemps.

III-2.5 Etude du mode d’inhibition du composé 4.

Etant donnée la grande analogie de structure de4 avec celle de la terfénadone, qui est un substrat

du CYP 2J2 (cf. chapitreII ), et l’absence de fonctions susceptibles d’inactiver ce cytochrome P450

dans la formule de4, il semblerait probable que ce composé soit un inhibiteur compétitif du CYP 2J2.

Pour vérifier cette hypothèse, une étude de l’hydroxylationde l’ébastine par le CYP 2J2 en présence

de4, à des concentrations diverses de substrat (0,2 à 5µM) et d’inhibiteur (0 à 2µM) a été réalisée.

Une représentation des résultats obtenus par la méthode de Lineweaver-Burk (figure III.8-A)

montre clairement que les droites correspondantes à 1/activité = f(1/[substrat]) pour diverses concen-

trations d’inhibiteur se coupent sur l’axe des ordonnées, ce qui est caractéristique d’une inhibition

de type compétitif. En effet, l’addition de l’inhibiteur n’influe que sur la constante de MichaelisKm

du complexe enzyme-substrat, en déplaçant l’équilibre de complexation. Pour une concentration infi-

nie en substrat (abscisse = 0), la vitesse Vmax reste constante et indépendante de la concentration en

inhibiteur(Dixon et Webb, 1964).
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Figure III.8 –Représentation selon Lineweaver-Burk (A) et Dixon (B) de l’inhibition du CYP 2J2
par le composé4. (A) Les vitesses de réaction ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes, avec des
concentrations en inhibiteur de 0 (2), 0,5 (K), 1 (#) et 2 µM ( ). Pour plus de clarté, les courbes obtenues pour des
concentrations en inhibiteur de 0,1 et 0,2µM n’ont pas été représentées. Ces droites passent égalementpar le point
d’intersection défini sur l’axe des ordonnées. (B) Les vitesses de réaction ont été calculées à partir de trois expériences
indépendantes, avec des concentrations en substrat de 0,2 (), 0,5 (∆), 2 (K) et 5 µM (#). Pour plus de lisibilité, la
courbe obtenue pour une concentration de 3µM en inhibiteur n’a pas été tracée. Celle-ci passe égalementpar le point
d’intersection des autres droites, d’abscisse -Ki .

Pour obtenir une valeur la plus précise possible de la constante d’inhibition Ki, nous avons utilisé

la représentation de Dixon, en traçant la courbe 1/activité= f ([inhibiteur]) (Dixon et Webb, 1964).

Les droites obtenues (figure III.8-B) se coupent en un point dont l’abscisse est -Ki, d’où une valeur

de Ki = 0,16± 0,04 µM. Dans le cas d’un inhibiteur compétitif, l’approximationKi = CI50/2 est

raisonnable si la concentration en substrat est égale à la valeur Km (Cheng et Prusoff, 1973), et donne

une valeur de Ki de 0,2µM, en utilisant la valeur du tableau III.1. Les deux valeurs de Ki, obtenues

par la CI50et par la représentation de Dixon, sont donc en excellent accord, compte-tenu des domaines

d’erreur.

En fait, comme ceci sera établi dans le chapitreIV , 4 est un substrat du CYP 2J2, hydroxylé

au niveau de son groupe propyle. Le composé4 est donc un inhibiteur compétitif, substrat alterna-

tif du CYP 2J2. On pouvait donc craindre que la concentration en inhibiteur4 varie en fonction du

temps d’incubation, au cours des études cinétiques que nousavons réalisées pour déterminer le mode

d’inhibition de 4. En réalité, dans les conditions utilisées, qui font intervenir une très faible quan-

tité d’enzyme (1 nM) et des temps d’incubation courts (2 à 4 minutes), nous avons vérifié que la

concentration de4 ne variait pas de façon significative (consommation inférieure à 10 %). De plus, la

linéarité de l’activité enzymatique a été vérifiée en analysant le milieu réactionnel à plusieurs temps

d’incubation.
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III-2.6 Etude du mode d’inhibition du CYP 2J2 par le composé14.

L’étude du mécanisme d’inhibition du CYP 2J2 par14 a été réalisée en traçant le graphique de

Lineweaver-Burk correspondant (figure III.9-A). Les droites obtenues se coupent en un point, qui

n’est pas situé sur les axes du graphique. On est donc en présence d’un mécanisme d’inhibition de

type mixte, avec une composante compétitive, et une composante non-compétitive. Deux constantes

d’inhibition correspondantesKC
i et KNC

i peuvent être calculées en traçant le diagramme de Dixon de

cette inhibition(Segel, 1993)(figure III.9-B). Le point d’intersection des droites permetd’accéder

aux constantesKC
i etKNC

i :

– l’abscisse de ce point vaut−KC
i ,

– l’ordonnée du point d’intersection vaut (1 -KC
i /KNC

i )/Vmax.
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Figure III.9 –Graphe de Lineweaver-Burk (A) et Dixon (B) correspondant à l’inhibition du CYP
2J2 par le composé14. Les points expérimentaux sont la moyenne± l’erreur standard de trois expériences indépen-
dantes, en utilisant des microsomes de cellules d’insectesexprimant le CYP 2J2, en présence de système générateur de
NADPH (voir chapitreVII ). (A) : Les concentrations de14utilisées étaient de 0 (2), 0,5 (K), 1 (#) et 2,5µM ( ). (B) :
Les concentrations en ébastine utilisées étaient de 0,1 (), 0,2 (2), 0,5 (K) et 5µM (#). Pour des raisons de lisibilité, les
courbes obtenues pour des concentrations en inhibiteur de 0,1, 0,2 et 5µM (A) et en substrat de 1 et 2µM (B) n’ont pas
été représentées.

En utilisant ces deux formules, on obtient comme constantesd’inhibition KC
i = 0,2± 0,1 µM et

KNC
i = 2,4± 0,4µM. Comme la constante d’inhibition compétitiveKC

i est environ 10 fois plus faible

queKNC
i , on peut considérer que le mécanisme mixte d’inhibition de14 montre un fort caractère

compétitif.
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III-2.7 Etude du mode d’inhibition du CYP 2J2 par les composés5, 12 et13.

Ces composés comportent une fonction « suicide » classique dela chimie des cytochromes P450,

et ont été conçus pour être des inhibiteurs de type substrat-suicide du CYP 2J2. Nous avons donc dans

un premier temps vérifié qu’ils conduisaient à une inhibition dépendante du temps du CYP 2J2. La

figure III.10 montre que l’activité résiduelle du CYP 2J2 (vis-à-vis de l’ébastine) mesurée après des

temps variables d’incubation avec le composé5 (ou13) et du NADPH diminue fortement en fonction

du temps. Lorsque les mêmes incubations sont réalisées en absence de NADPH, on n’observe qu’une

très faible chute d’activité (fig. III.10), ce qui montre bien qu’une oxydation de l’inhibiteur par le

CYP 2J2 en présence de NADPH et d’O2 est nécessaire pour observer cette inhibition.
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Figure III.10 –Variation en fonction du temps de l’activité du CYP 2J2 aprèsincubation avec
les composés5 (A) et 13 (B). Les activités résiduelles sont obtenues en incubant des microsomes de cellules
d’insectes exprimant le CYP 2J2 en présence de 0µM (#) et 20µM d’inhibiteur ( ). Une incubation témoin est réalisée
en présence de 20µM d’inhibiteur, mais en absence de système générateur de NADPH (∆). Les valeurs expérimentales
ont été obtenues à la suite de trois expériences indépendantes.

Alors que les composés5 et13conduisent à des inhibitions dépendantes du temps, allant jusqu’à

75-90 % après 20 minutes d’incubation en présence de 20µM d’inhibiteur, l’inhibiteur 12ne montre

qu’une chute d’activité de 30 % environ même après 30 minutesd’incubation avec une concentration

de 100µM en inhibiteur (courbe non représentée). Nous n’avons donccontinué l’étude et déterminé

les constantes cinétiques d’inactivation du CYP 2J2 que pourles composés5 et13.
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III-2.7.1 Détermination des constantes cinétiques d’inactivation.

Dans le schéma classique d’une inhibition de type « substrat-suicide » définie selon les équations

suivantes :

E + S E-S E-S*
k1

k-1

k2

k3

k4

E + P

EI

où E, S, E-S, E-S*, P et EI désignent respectivement l’enzyme, le substrat, le complexe enzyme-

substrat, le complexe enzyme-substrat activé, le produit de la réaction et l’enzyme inactivée, les para-

mètres décrivant l’inactivation sont(Walsh, 1982; Silverman, 1995):

– KI = [(k−1+ k2)/k1][(k2+ k4)/(k2+ k3+ k4)], constante représentative du mécanisme d’inhibi-

tion suicide,

– kinact= k2k4/(k2+k3+k4), constante de vitesse d’inactivation,

– tmax1/2 = ln(2)/kinact, temps nécessaire pour observer 50 % d’inactivation de l’enzyme, pour une

concentration infinie en inhibiteur,

– r = k3/k4, coefficient de partition entre formation de produit stabled’oxydation et inactivation

de l’enzyme.
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Figure III.11 –Cinétique d’inactivation du CYP 2J2 par l’inhibiteur 5. (A) : Activité résiduelle
du CYP 2J2 en présence de différentes concentrations de5. (B) : Régression linéaire du logarithme
décimal de l’activité résiduelle du CYP 2J2.(C) : Courbe de Kitz-Wilson correspondante.Les courbes
ont été obtenues à la suite de trois expériences indépendantes, réalisées en présence de microsomes contenant le CYP 2J2,
de NADPH, et pour des concentrations de 0 (), 1 (2), 2 (K), 5 (∆) et 20µM (#) de l’inhibiteur5. Les courbes obtenues
en présence de 10µM d’inhibiteur n’ont pas été représentées pour plus de clarté.
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Les trois premières constantes ont été calculées à partir des courbes de l’activité résiduelle du CYP

2J2 en fonction de l’inhibition, et des courbes correspondantes donnant la variation du logarithme de

l’activité résiduelle en fonction du temps d’incubation(Kitz et Wilson, 1962)(figures III.11 et III.12).
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Figure III.12 –Cinétique d’inactivation du CYP 2J2 par l’inhibiteur 13. (A) : Activité résiduelle
du CYP 2J2 en présence de différentes concentrations de5. (B) : Régression linéaire du logarithme
décimal de l’activité résiduelle du CYP 2J2.(C) : Courbe de Kitz-Wilson correspondante.Conditions
expérimentales identiques à celles de la figure III.11.

Tableau III.4 –Constantes cinétiques d’inactivation du CYP 2J2 par les composés5 et 13, com-
parées avec celles d’autres substrats suicides de P450s.

Inhibiteur P450
Fonction KI kinact tmax1/2 kinact/KI
inactivante (µM) (min−1) (min) (L.mol1.s−1)

5(a) - Alcène terminal 0,45± 0,05 0,08± 0,02 8,7± 1,6 2960± 30
13(a) - Benzo-1,3-dioxole 2,9± 0,7 0,47± 0,12 1,5± 0,9 2700± 40

Ticlopidine(b) 2C19 Thiophène 87 0,2 3,4 39
Paroxetine(c) 2D6 Benzo-1,3-dioxole 4,9 0,17 4,1 580

Acide tiénilique(d) 2C9 Thiophène 4,3 0,2 3,6 746
Chloramphenicol(e) 2B11 Dichloroacetamide 5 1,2 0,6 4 000

2-Ethynylnaphtalène(f) 2B1 Alcyne terminal 0,08 0,83 0,84 173 000

(a) Ces valeurs ont été calculées à partir des figures III.11 et III.12.
(b)Ha-Duong et al., 2001.
(c)Bertelsen et al., 2003.
(d) Lopez-Garcia et al., 1994.
(e)Ciaccio et al., 1987.
(f) Roberts et al., 1993.

Les valeurs des constantes cinétiques d’inactivation du CYP2J2 par les composés5 et 13 sont

indiquées dans le tableau III.4. Elles sont comparées à d’autres constantes publiées précédemment
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pour d’autres substrats suicides des P450s. L’efficacité deces inhibiteurs est caractérisée par la valeur

du rapportkinact/KI (Bednarski et Nelson, 1989). De ce point de vue, les composés5 et13sont parmi

les inhibiteurs les plus efficaces des substrats suicides précédemments publiés(Fontana et al., 2005).

En fait, la vitesse d’inactivation du CYP 2J2 par le composé13est 6 fois supérieure à celle causée par

le composé5 (kinact de 0,47 et 0,08 min−1, respectivement). En revanche, l’affinité de5 pour le CYP

2J2 est supérieure à celle de13, comme l’indiquent les valeurs de KI (0,5 et 3µM respectivement)

ainsi que les valeurs des CI50 du tableau III.1 (0,4 et 6,7µM).

III-2.7.2 Etude du mécanisme de l’inactivation par13.

Afin de mieux caractériser, au niveau moléculaire, le mécanisme d’inactivation du CYP 2J2 par13,

nous avons cherché à identifier la nature du métabolite conduisant à l’inactivation du CYP 2J2, ainsi

que celle du (ou des) métabolite(s) non inactivants formés au cours de cycles catalytiques productifs.

(a) Etudedel’oxydationde13par le CYP2J2.

Compte tenu de la structure de13, nous nous attendions à une oxydation majeure par le CYP 2J2

ayant lieu au niveau du groupe CH2 de fonction benzodioxole de13 (Correira et Ortiz de Montellano,

2005). D’après ce qui est connu sur l’oxydation de cette fonction par les P450s(Mansuy et al., 1979,

1989), la réaction de l’espèce FeV=O du P450 avec le groupe CH2 devrait conduire à la formation

d’un radical dérivé du substrat qui peut (figure III.13) :

– soit subir un transfert oxydatif du ligand OH de l’espèce FeIV -OH avec formation d’un formiate

de catéchol qui s’hydrolyse en catéchol,

– soit se lier au fer de l’hème et conduire, après éliminationd’H2O, à un complexe carbénique du

P450 très stable, et à l’inactivation de ce cytochrome.

La formation d’un complexe CYP 2J2 Fe-carbène a été étudiée enspectroscopie UV-visible

différentielle. L’addition de NADPH à des microsomes de cellules d’insectesexprimant le CYP 2J2

en présence du composé13 conduit à l’apparition progressive d’un spectre présentant 2 pics à 428 et

457 nm, caractéristique de la formation d’un complèxe carbénique de P450 dérivé du benzodioxole

(Correira et Ortiz de Montellano, 2005)(figure III.14). Si l’on tient compte du coefficient d’extinction

molaire (ε) du pic à 455± 2 nm décrit dans la littérature pour de tels complexes (ε variant de 50 000

à 75 000 M.cm−1 (Murray et al., 1983; Elcombe et al., 1975)), on calcule que 66 à 99 % du CYP 2J2

est engagé dans la formation de complexe carbénique dans lesconditions de l’expérience (CYP 2J2

0,1 µM, 13100µM, 10 min. après l’addition de NADPH 1mM).
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Figure III.13 –Mécanismes de l’oxydation et de l’inactivation du CYP 2J2 parle composé13.
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Figure III.14 –Spectre différentiel obtenu lors de l’oxydation de13 par le CYP 2J2. Les deux cuves
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dans la cuve de mesure, puis du NADPH (1 mM) est ajouté dans lesdeux cuves. Les spectres indiqués ont été obtenus 2,
5 et 10 minutes après addition de NADPH.

La formation de métabolites stables de13 lors d’incubation de13 avec des microsomes de

cellules d’insectes exprimant du CYP 2J2 en présence d’un système générateur de NADPH, a été

étudiée par CLHP couplée à un spectromètre de masse. Le métabolite majoritaire détecté par cette
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méthode présente un spectre de masse avec un pic moléculaireà m/z = 446 (M-12 si M est la masse

de l’ion molaire du composé13) correspondant au catéchol dérivé de13. L’étude des fragments du

métabolite comparés à ceux de13est aussi tout à fait en faveur d’une structure de type catéchol pour

le métabolite (figure III.15). La plupart des fragments a unemasse m/z égale à ceux de13 - 12, sauf

ceux de la partie gauche du métabolite, ne contenant pas le motif terminal oxydé (m/z = 268 et 250).

On détecte également un pic de masse 474 (M+16) de très faibleintensité. Ce produit pourrait être

le dérivé formiate, précurseur du catéchol. Mais du fait de la faible quantité de ce composé, aucune

analyse par fragmentation n’a pu être réalisée pour établirla structure de ce second métabolite.
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Figure III.15 –Spectres de masse SM2 de 13 et de son métabolite formé après oxydation par le
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nM de CYP 2J2 en présence d’un système générateur de NADPH (20min). Les attributions des fragments sont indiqués
sur les structures chimiques. Le fragment (-H2O : 250) indique la perte d’une molécule d’eau du fragment de masse 268.

Une comparaison des spectres UV de13 et de son métabolite montre des caractéristiques très

analogues avec un léger déplacement vers le bleu du pic à 305-310 nm lorsqu’on passe de13 à son

métabolite. Les spectres UV de composés analogues, la 3’,4’-(methylenedioxy)propiophénone et le

catéchol correspondant sont très proches de ceux de13 et de son métabolite. On note ici aussi un

faible déplacement vers le bleu du pic à 305-310 nm en passantdu composé de type benzodioxole au

catéchol correspondant (figure III.16).

Les caractéristiques du métabolite de13en spectrométrie de masse et en UV sont donc tout à fait

en accord avec la structure de type catéchol attendu.

(b) Etudescomplémentaireset calculducoefficientdepartage.

(b)-i Corrélation entre l’oxydation de13 par le CYP 2J2 et l’inactivation de l’enzyme. Calcul

du coefficient de partager.

La figure III.17-A montre que l’inactivation par13du CYP 2J2 (mesure de l’activité enzymatique

résiduelle) varie de façon parallèle avec la formation du métabolite (catéchol), comme cela est attendu

pour des substrats suicides(Walsh, 1982; Lopez-Garcia et al., 1994; Silverman, 1995). Ceci confirme

que l’oxydation de13par le CYP 2J2 est nécessaire pour qu’il y ait inactivation de cette enzyme.
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Figure III.17 –Corrélation entre inactivation du CYP 2J2 et métabolisation du composé13 en
catéchol (A) et calcul du cofficient de partage (B). (A) : Les microsomes de cellules d’insectes exprimant le
CYP 2J2 ont été incubés avec 2µM de13et du système générateur de NADPH. Les valeurs sont la moyenne± l’erreur
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métabolite formée, dans le cas d’incubation du CYP 2J2 en présence de13 (2-20µM) et de différents temps d’incubation
(0 à 30 minutes).
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L’efficacité des inhibiteurs de type « substrat-suicide » est quantifiée d’une part par le rapport

kinact/KI mentionné plus haut, et, d’autre part, par son cœfficient de partition, r, qui est le nombre

de cycles catalytiques « productifs » (conduisant à un (ou des) métabolite(s) stable(s)) effectués par

l’enzyme en présence de l’inhibiteur avant d’être complètement inactivée. La courbe permettant le

calcul der est indiquée en figure III.17-B.

Elle correspond à la variation de l’activité résiduelle de l’enzyme après incubation avec13 et du

NADPH, en fonction de la quantité de métabolite stable (ici le catéchol) formé, exprimé en moles par

moles d’enzyme. La valeur der-1 est l’abscisse du point d’intersection de la droite obtenue avec l’axe

des abscisses(Waley, 1980). Dans le cas de13, r = 17,6± 2,8, soit 18 cycles.

(b)-ii Effet d’un inhibiteur compétitif sur l’inactivation du CYP 2J2 par13.

La figure III.18-A montre que la présence du composé4, inhibiteur compétitif du CYP 2J2 (voir

partie III-2.5), lors d’incubations du CYP 2J2 avec13et du NADPH, retarde fortement l’inactivation

de cette enzyme.

(b)-iii Effet d’un nucléophile sur l’inactivation du CYP 2J2par 13.

La figure III.18-B montre que l’addition de glutathion réduit (5 mM) à des incubations du CYP 2J2

en présence de13et de NADPH n’a pas d’effet significatif sur l’inactivation de cette enzyme. L’espèce

réactive formée par oxydation de13 dans le site actif du CYP 2J2 se fixe de façon quasi-irréversible

avec un élément du site actif (ici, il s’agit du fer), en conduisant à une inactivation irréversible de

l’enzyme, avant de pouvoir sortir du site actif et être piégépar un nucléophile comme le glutathion.

Temps d'incubation (min.) Temps d'incubation (min.)

A
ct

iv
ité

 e
nz

ym
at

iq
ue

 r
és

id
ue

lle
 (

%
)

0

20

40

60

80

100

0 10 20
0

20

40

60

80

100

0 10 20

A
ct

iv
ité

 e
nz

ym
at

iq
ue

 r
és

id
ue

lle
 (

%
)

A B

Figure III.18 –Influence de l’addition du composé4 (A) ou du glutathion réduit (B) sur l’inacti-
vation du CYP 2J2 par le composé13. Les courbes sont obtenues à partir de co-incubations du CYP 2J2 avec
le composé13 (5µM), en présence (∆) ou en absence ( ) de4 (50µM) ou du glutathion réduit (5 mM). Des incubations
témoins sans substrat suicide, mais en présence de l’inhibiteur compétitif ou du GSH ont aussi été réalisées (K). Les points
représentés sont la valeur moyenne± l’erreur standard de trois expériences distinctes.
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III-2.8 Conclusion.

En partant des structures de l’ébastine et de la terfénadone, dont l’étude en tant que substrats

du CYP 2J2 a été présentée dans le chapitre précédent, 25 dérivés ont été synthétisés et l’ensemble

des 27 composés a été testé comme inhibiteurs du CYP 2J2. Beaucoup de ces composés présentent

une bonne affinité pour le CYP 2J2 avec des CI50 de l’ordre duµM. Une étude de corrélation entre

la CI50 de ces composés et leur structure moléculaire a montré l’importance des deux substituants

en para du noyau phényl terminal. La présence d’un groupe-R hydrophobe de taille moyenne (3

carbones) au niveau terminal de la molécule et d’un groupe -CO- enpara est un élément important

pour une affinité maximum. De fait, les inhibiteurs les plus affins mis en évidence sont4 et 5. Une

étude plus détaillée des composés4, 5, 13et14a montré que4 était un inhibiteur compétitif, substrat

alternatif du CYP 2J2 avec uneKi de 160 nM. Le composé14, très affin pour le CYP 2J2 (IC50 = 400

nM), s’est révélé être un inhibiteur faisant intervenir un mécanisme d’inhibition de type « mixte »,

du fait de la complexation du fer de l’hème par le groupe imidazole de14. Les composés5 et 13

sont des inhibiteurs de type « substrat-suicide », caractérisés par des valeurs dekinact/KI de l’ordre de

3000 L.mol1.s−1. Le composé13conduit à une inactivation du CYP 2J2 par formation d’un complexe

carbénique du fer de ce cytochrome P450, qui intervient lorsd’un cycle catalytique sur 18 cycles

productifs.

L’efficacité d’inhibiteurs comme4, 5, 13 vis-à-vis du CYP 2J2 s’accompagne d’une assez bonne

sélectivité par rapport à leur action sur les principaux P450s présents en plus du CYP 2J2 au niveau

vasculaire, les CYP 2C8, 2C9, 2B6 et 3A4 (cf partie I-3.1).

On peut donc maintenant proposer un ensemble d’inhibiteurstrès sélectifs vis-à-vis de chacun des

P450s majeurs du tissu vasculaire. Il s’agit de

– la ticlopidine comme inhibiteur du CYP 2B6(Richter et al., 2004),

– le montelukast comme inhibiteur du CYP 2C8(Walsky et al., 2005),

– le sulfaphénazole comme inhibiteur du CYP 2C9(Baldwin et al., 1995),

– le ketoconazole comme inhibiteur du CYP 3A4(Baldwin et al., 1995),

– le composé4 comme inhibiteur du CYP 2J2.

Le tableau III.5 montre que chacun de ces inhibiteurs a une forte affinité pour le P450 qu’il inhibe

(CI50 compris entre 20 et 600 nM) et une grande sélectivité vis-à-vis de ce P450 (rapport des CI50 du

P450 visé par rapport aux autres au moins égal à 20).

Inhibiteur
CI50 (µM)

CYP 2B6 CYP 2C8 CYP 2C9 CYP 3A4 CYP 2J2
Ticlopidine 0,32a 100a > 200b > 50b > 50
Montelukast 11c 0,02c 1,2c 1,2-7,9c > 100

Sulfaphénazole > 100d 120d 0,6d > 200d > 150
Kétoconazole 6,3d 5,5d 16d 0,02d 3

4 28 > 100 26 7,9 0,4

Tableau III.5 –Inhibiteurs sélectifs des principaux CYP vasculaires. Les valeurs données pour le
CYP 2J2 ont été déterminées lors de ce travail. Les autres valeurs proviennent des publications suivantes : (a)Richter
et al., 2004; (b)Ha-Duong et al., 2001; (c)Walsky et al., 2005; (d)Baldwin et al., 1995
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A la suite de l’étude préliminaire des dérivés de la terfénadone comme inhibiteurs du CYP 2J2

(Article 2, Lafite et al., 2006), plusieurs applications de ces composés dans des études pharmacolo-

giques nous ont été proposées :

– Le CYP 2J2 semble être impliqué dans des phénomènes de protection des tissus vasculaires à

la suite d’un stress oxydant, consécutifs, par exemple, à une ischémie-reperfusion(Yang et al.,

2001). Pour étudier ce phénomène, des souris transgéniques surexprimant le CYP 2J2 ont été

élaborées par le Dr. Seubert à l’université d’Alberta (Canada). En étudiantex vivo le coeur

de ces animaux soumis à une ischémie-reperfusion, la récupération des fonctions cardiaques

est beaucoup plus importante par comparaison à des animaux ne surexprimant pas le CYP 2J2

(Seubert et al., 2004). Il a été montré que ces phénomènes impliquaient la formation d’époxydes

d’acide arachidonique. Cependant, aucun inhibiteur sélectif du CYP 2J2 n’étant disponible, les

études d’inhibition pour montrer l’importance de ce CYP ont été réalisée avec un inhibiteur

de P450 époxygénase non sélectif (MS-PPOH). L’utilisationdes composés présentés dans ce

travail pourrait permettre de montrer clairement le rôle duCYP 2J2 dans les phénomènes de

protection du tissu cardiaque. Dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. Seubert, l’influence

des inhibiteurs de CYP 2J2 sur ces modèles de coeurs perfusés est en cours d’étude.

– L’équipe du Dr. Bishop-Bailey (W. Harvey Research Institute,University of London) a obtenu

des résultats montrant l’activation duPeroxisome Proliferation-Activated Receptorα (PPARα)

par les époxydes d’acide arachidonique dont la formation pourrait être catalysée par le CYP 2J2.

Cette voie de signalisation pourrait être relié à leurs propriétés anti-inflammatoires et anti-

prolifératives (activité NFκB et expression de la cyclooxygénase 2)(Moraes et al., 2006). En

inhibant les cytochromes P450 présents dans des lignées cellulaires de monocytes par un inhi-

biteur non-sélectif de P450s (proadifen SKF525A), on observe une réponse pro-inflammatoire

(induction de COX-2), dont l’effet peut être inversé par addition d’un agoniste du PPARα ou

d’EETs. Ces lignées cellulaires expriment le CYP 2J2. Pour déterminer son implication éven-

tuelle dans l’activation du PPARα, l’utilisation d’inhibiteurs sélectifs du CYP 2J2 a été envisa-

gée. L’effet des inhibiteurs4, 5 et 13 sur ces lignées cellulaires sont en cours de réalisation en

collaboration avec l’équipe du Dr. Bishop-Bailey.

– Le rôle du CYP 2J2 dans les phénomènes liés à l’angiogénèse etau cancer se révèle très impor-

tant (Jiang et al., 2005; Wang et al., 2005). La transfection d’un adénovirus contenant l’ADNc

antisens codant pour le CYP 2J2 dans certaines lignées tumorales (ou dans une tumeur xeno-

greffée sur une souris) se traduit par la diminution de certains phénomènes caractéristiques des

tumeurs (croissance et migration cellulaire, résistance àl’apoptose, taille de la tumeur, . . .).

L’utilisation d’inhibiteurs non-spécifiques de l’époxydation de l’acide arachidonique a révélé

une diminution identique. Pour pouvoir compléter cette étude et peut-être ouvrir la voie à une

série de nouveaux composés anti-tumoraux, l’utilisation des inhibiteurs dérivés de l’ébastine ou

de la terfénadone est envisagée, en collaboration avec les équipes des Drs. Zeldin (NCBI, NIH,

USA) et Wang (Université de Wuhan, Chine).
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III-2.9 Article 3.

Article présenté :

P. Lafite, S. Dijols, D.C. Zeldin, P.M. Dansette and D. Mansuy,"Selective, competitive and

mechanism-based inhibitors of human cytochrome P450 2J2", Archives of Biochemistry & Biophy-

sics,464(2007) 155-168.
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L’ébastine et la terfénadone sont toutes deux efficacement transformées par le CYP 2J2, en étant

hydroxylées en bout de chaîne sur leur groupeter-butyle (voir chapitreII ). Cette oxydation à une

extrémité de la molécule suggère un positionnement particulier de ces substrats au sein du site actif

du CYP 2J2. Nous avons cherché à déterminer si certains des inhibiteurs de haute affinité caractérisés

dans le chapitre précédent étaient oxydés par le CYP 2J2, et siune variation de structure chimique

pouvait influer sur la régiosélectivité de cette oxydation.

A la suite de ce travail, une étude par modélisation moléculaire du CYP 2J2 etdockingdes dérivés

de la terfénadone a été mise en oeuvre pour comprendre les différentes interactions pouvant exister

entre les substrats et les amino acides du site actif du CYP 2J2.

IV-1 Oxydation des dérivés de la terfénadone par le CYP 2J2.

Nous avons choisi d’étudier l’oxydation par le CYP 2J2 d’une série de composés dont la structure

est inspirée de la terfénadone (voir tableau IV.1). Ces composés portent une chaîneR de longueur

variant entre 1 et 4 carbones, ce qui en fait des substrats possibles du CYP 2J2 car aucun motif

pouvant complexer le fer ou inactiver l’enzyme n’est présent. Nous avons choisi d’ajouter le composé

5 à cette liste, car il s’agissait du substrat suicide le plus affin pour le CYP 2J2 (voir tableau III.1),

dont certaines caractéristiques de son mode d’inhibition ont été étudiées précédemment.

Tableau IV.1 –Analogues de la terfénadone testés comme substrats potentiels du CYP 2J2.
Composé -R

OH N
O

R

1 -(CH3)3
2 -CH3

3 -CH2-CH3

4 -CH2-CH2-CH3

5 -CH2-CH=CH2

6 -CH2-CH2-CH2-CH3

IV-1.1 Activités hydroxylases catalysées par le CYP 2J2.

L’étude de l’oxydation des composés1 à 6 par des microsomes de cellules d’insectes exprimant

le CYP 2J2 en présence de NADPH par CLHP/SM montre que tous ces composés sont hydroxylés,

ce qui se traduit par l’apparition d’un ou plusieurs pics dont la masse est augmentée de 16 (masse

molaire d’un atome d’oxygène) par rapport à la masse des substrats de départ. Un exemple de chro-

matogramme obtenu par incubation de3 avec le CYP 2J2, ainsi que l’analyse des masses du substrat

et des différents métabolites sont présentés en figure IV.1.On observe l’apparition de deux métabo-

lites, notés3a et 3b dont la masse est augmentée de 16 par rapport à celle de3. Dans le cas des

composés4, 5 et 6, plusieurs métabolites sont également formés après oxydation de ces substrats (3,

3 et 4 métabolites, respectivement), mais on observe toujours la présence d’un métabolite majoritaire

(> 85 %). Le dérivé2, portant une fonction méthyle, ne donne, lui, qu’un seul métabolite de masse
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M+16. Dans le cas du composé5, on observe l’apparition d’un métabolite majoritaire dontla masse

est augmentée de 16, mais également un produit très polaire dont la masse est augmentée de 34, qui

pourrait correspondre au diol obtenu par hydrolyse d’une fonction époxyde.
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Figure IV.1 –Chromatogrammes CLHP/SM obtenus après incubation du dérivé3 avec le CYP
2J2 en présence de NADPH. Les deux chromatogrammes ont été obtenus pour un temps d’incubation de 0 minute
(noir) et de 30 minutes (rouge). Les spectres de masse du substrat 3, ainsi que des métabolites3a, 3b, à 30 minutes
d’incubation, sont indiqués à droite du chromatogramme. tR : temps de rétention.

Les vitesses de formation des métabolites, calculées en sommant les aires des pics correspondant

aux différents métabolites, sont indiquées dans la figure IV.2. Il est à noter que l’activité d’oxydation

augmente avec la longueur de chaîne à oxyder. Ainsi, le composé2 est faiblement oxydé, sa vitesse

d’hydroxylation est 100 fois inférieure à celle observée pour le composé6.

Les constantes de Michaelis-Menten de formation du composéprincipal ont ensuite été détermi-

nées et sont indiquées dans le tableau IV.2. Du fait de la faible activité d’oxydation du composé2, la

détection des métabolites pour des concentrations inférieures à 5µM en substrat n’est pas possible,

et les constantes cinétiques de métabolisation de ce substrat n’ont pu être mesurées.

Le rapport de la constante de vitessekcat sur la constante de MichaelisKm est plus représentatif

de l’efficacité de la réaction enzymatique par rapport aux activités présentées dans la figure IV.2.

La comparaison de ce rapport pour tous les substrats indiqueque le composé4 est le substrat le

plus efficacement métabolisé, bien que lakcat correspondant à son oxydation soit inférieure à celle

obtenue pour d’autres substrats. Les dérivés de la terfénadone testés sont donc des substrats du CYP

2J2, certains comme le substrat4 étant très efficacement métabolisés par ce cytochrome P450.
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Figure IV.2 –Activités d’oxydation par le CYP 2J2 des composés analoguesde la terfénadone.
La concentration en substrat est de 20µM, pour une incubation de 30 minutes. Les valeurs obtenues sont calculées en
moyennant les résultats obtenus pour 3 expériences distinctes, les barres d’erreurs représentant l’erreur standard.

Tableau IV.2 –Constantes cinétiques d’oxydation des dérivés de la terfénadone par le CYP 2J2.
Composé Km (µM) kcat (min−1) kcat/Km (µM−1.min−1)
Ebastine 0,52± 0,08a 35± 3 70

1 0,39± 0,01 36± 2 90
2 n.d.b n.d. n.d.
3 0,24± 0,07 5,4± 0,6 23
4 0,14± 0,02 19± 1 141
5 0,21± 0,02 23± 2 110
6 0,32± 0,02 42± 5 132

(a) : Les valeurs obtenues sont la moyenne± l’erreur standard d’après 3 expériences indépendantes.
(b) : Non-déterminée.
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IV-1.2 Régiosélectivité de l’oxydation des composés3 à5.

IV-1.2.1 Une régiosélectivité inattendue.

L’identification de la structure des différents régioisomères formés a été réalisée par analyse SM2

d’incubations du substrat à étudier et les microsomes de cellules d’insectes exprimant le CYP 2J2.

Par exemple, pour identifier les métabolites3a et 3b formés après oxydation de3 par le CYP 2J2,

on étudie les spectres SM2 des pics présentés en figure IV.1, de m/z = 442 et 458 (figure IV.3).

Les spectres SM2 du substrat et du métabolite3b, ainsi que l’identification des fragments observés

sont représentés en figure IV.3. La faible quantité de métabolite 3a formé par le CYP 2J2 ne permet

pas d’obtenir un spectre de masse SM2 assez intense pour identifier ce métabolite. Cependant, ce

métabolite est le métabolite principal après oxydation de3 par le CYP 3A4 (voir plus loin). Le spectre

SM2 du métabolite3aprésenté en figure IV.3 a donc été obtenu après une incubationdu CYP 3A4 en

présence de3.

– Une comparaison des spectres SM2 du substrat avec ceux des deux métabolites montre que

l’oxydation a bien lieu sur le groupe ethyle situé enpara de la cétone, car seuls les fragments

contenant ce groupe alkyle ont une masse augmentée de 16 dansle cas des métabolites (m/z

à 191 et 149, au lieu de 175 et 133 pour le substrat). Par contre, la masse des fragments ne

contenant pas la chaîne éthyle oxydée est la même dans le cas des métabolites et du substrat

(m/z = 250 et 268).

– Le composé7, présenté dans le chapitre précédent, est un métabolite authentique de l’oxydation

en bout de chaîne de3. La co-injection de7 en CLHP/UV avec un incubat du3 et du CYP 2J2

(ou du CYP 3A4) montre que3b a le même temps de rétention que7 (non montré). D’autre

part, les fragments obtenus par SM2 du composé7 correspondent à ceux de3b (voir partie

expérimentale). On en déduit donc que3b est le régioisomère dont la fonction alcool est située

en position homo-benzylique.

– Le fragment de masse m/z = 176 observé dans le spectre de3a est caractéristique du groupe

-OH situé en position benzylique, et permet d’identifier3a. Ce fragment est également obtenu

par fragmentation SM3 du fragment de masse 191, ce qui montre la filiation entre les deux

fragments. Par déduction, on suppose donc que3aporte la fonction OH en position benzylique.

Des analyses identiques des métabolites dans le cas des composés4 et5 ont permis d’identifier les

régioisomères formés après oxydation par le CYP 2J2. Les spectres SM2 correspondants sont indiqués

en annexe B. Dans le cas de6, l’analyse par SM2 n’a pas permis d’identifier les régioisomères formés.

La proportion des différents métabolites caractérisés pour les substrats3 à 5 ainsi que la nomen-

clature utilisée pour définir les sites d’hydroxylation sont indiquées dans le tableau IV.3.

Tous ces composés sont oxydés majoritairement sur le carbone β de la chaîne carbonée. Ceci est

en accord avec la faible vitesse d’hydroxylation du composé2 observée dans la figure IV.2. Lorsque

la chaîne carbonée est plus longue, on observe toujours une hydroxylation majoritaire de ce carbone,

comme dans le cas du substrat4. Dans le cas du composé5, on observe majoritairement l’époxydation

de l’alcène terminal, qui est hydrolysé en diol, détecté également par spectrométrie de masse (voir

annexe B).
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Figure IV.3 –Spectres de fragmentation SM2 et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolites3a et3b (m/z = 458) formés après oxydation du composé3 par le CYP 2J2 et
le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respectivement en rouge) représentent les fragments dont la masse ne
change pas (respectivement dont la masse augmente de 16) après oxydation. Le fragment caractéristique du métabolite3a
est indiqué en vert.

Tableau IV.3 –Régiosélectivité d’oxydation des analogues de terfénadone par le CYP 2J2.

OH N
O α

β
γ

Composé
Position d’hydroxylation
α β γ

3 2 % 98 % -
4 5 % 85 % 10 %
5 1% 99 %a

(a) : époxydation de la double liaison.
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La positionβ , ouhomobenzylique, favorisée dans le cas du CYP 2J2, n’est pas la plus réactive sur

le plan chimique. En effet, le carbonebenzyliqueest toujours le plus réactif vis-à-vis des oxydants.

Un résultat analogue est obtenu dans le cas du composé5, car la position benzylique-allyliqueα est

chimiquement très réactive et pourtant peu hydroxylée par le CYP 2J2.

Pour expliquer une telle régiosélectivité, qui ne va pas dans le sens de la réactivité chimique des

différentes liaisons C-H, il faut supposer que les substratssoient bien reconnus par le site actif du

CYP 2J2 (valeurs deKm faibles) et que cette reconnaissance s’accompagne d’un positionnement très

contraint au sein de ce site actif qui maintiendrait la position benzylique trop loin du fer pour qu’elle

puisse être oxydée.

IV-1.2.2 Comparaison avec le CYP 3A4.

Nous avons décidé de comparer la régiosélectivité du CYP 2J2 avec celle du CYP 3A4. Cette

isoforme, la plus abondante au niveau hépatique chez l’homme, possède un large site actif ce qui

implique que la régiosélectivité des réactions catalyséespar le CYP 3A4 est souvent déterminée par

la réactivité chimique intrinsèque des sites à oxyder(Smith et Jones, 1992). De plus, le CYP 3A4

est capable d’hydroxyler l’ébastine et la terfénadone sur le même site que le CYP 2J2, même si

cette hydroxylation est minoritaire par rapport à la N-déalkylation oxydante de sa fonction amine

(cf chapitreII ). Les activités d’hydroxylation des dérivés de la terfénadone par le CYP 3A4 ont été

mesurées et sont représentées en figure IV.4.
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Figure IV.4 –Activités d’oxydation par le CYP 3A4 des composés analoguesde la terfénadone.
La concentration en substrat est de 20µM, pour une incubation de 30 minutes. Les valeurs obtenues sont calculées en
moyennant les résultats obtenus pour 3 expériences distinctes, les barres d’erreurs représentant l’erreur standard.

Les activités d’oxydation du groupeR sont du même ordre de grandeur quel que soit le substrat

(0,4 à 1,6 nmol/mol P450−1/min−1) et sont généralement très inférieures à celles relevées pour le

CYP 2J2 (figure IV.2), comme cela avait été montré pour l’ébastine et la terfénadone (voir chapitre

II ). La structure des composés formés à la suite de l’oxydationpar le CYP 3A4 a également été

déterminée, et les proportions de ces régioisomères sont indiquées dans le tableau IV.4.
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Tableau IV.4 –Régiosélectivité d’oxydation des analogues de terfénadone par le CYP 3A4.

OH N
O α

β
γ

Composé
Position d’hydroxylation

α β γ
3 98 % 2 % -
4 88 % 9 % 3 %
5 81 % 19 %a

(a) : époxydation de la double liaison.

Contrairement au CYP 2J2, la position benzyliqueα est favorisée dans tous les cas, ce qui est en

accord avec la vitesse d’hydroxylation du composé2 proche de celles des autres composés. Dans le

cas de cette isoforme dont le large site actif ne permet pas unpositionnement contraint des substrats,

le site d’hydroxylation favorisé est la position sur la chaîne carbonée la plus réactive.

Le cas particulier du composé5, substrat suicide du CYP 2J2 (voir partie III-2.7), permet d’illus-

trer l’implication de la différence de régiosélectivité des CYP 2J2 et 3A4 dans le caractère inactivant

de cet inhibiteur. En effet, la fixation covalente de5 se produit après oxydation de la double liaison.

Le CYP 2J2 catalyse principalement cette réaction, tandis que le CYP 3A4 n’oxyde qu’à 19 % cette

double liaison. On pourrait donc s’attendre à ce que5 ne soit pas ou très peu substrat suicide du CYP

3A4. L’inhibition du CYP 3A4 par5 est en effet peu dépendante du temps, comme l’indique la figure

IV.5, qui compare l’inhibition dépendante du temps par5 observée pour le CYP 2J2 et le CYP 3A4.
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Figure IV.5 – Inhibition dépendante du temps par 5 du CYP 3A4, comparé au CYP 2J2. Les
activités résiduelles de 6β -hydroxylation de la testostérone (pour le CYP 3A4) ont été calculées à partir de trois expé-
riences indépendantes. Les incubations ont été réalisées en présence de système générateur de NADPH et de 20µM de5
( ). Deux expériences témoins ont été réalisées, l’une en absence de5 ( ), l’autre en absence de système générateur de
NADPH (2). L’inhibition par5 de l’activité d’hydroxylation de l’ébastine par le CYP 2J2 (#) est issue de la figure III.10.

Le CYP 3A4, qui possède un large site actif, oxyde le groupeR des dérivés de la terfénadone en

positionbenzylique, plus réactive. Ceci appuie notre hypothèse d’un site actif du CYP 2J2 plus res-

treint, qui favoriserait l’oxydation en position homo-benzylique, moins réactive, par positionnement

contraint des substrats.
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IV-1.3 Importance de la cétone enparadu groupe R dans la reconnaissance et

la régiosélectivité d’hydroxylation des composés3 à5 par le CYP 2J2.

Nous avons décidé d’étudier l’importance de la fonction cétone dans la régiosélectivité d’hydroxy-

lation des composés3-5. L’analyse des CI50 des différents inhibiteurs du CYP 2J2 présentés dans le

chapitreIII a montré que cette fonction cétone était très importante pour l’affinité (tableau IV.5).

Tableau IV.5 –Variation de l’affinité des inhibiteurs en présence ou en absence de la fonction
cétone.

Composé -X -R CI50 (µM) X

OH N X R

16 -CH2- -(CH3)3 3,6± 0,7a

1 -CO -(CH3)3 0,7± 0,1
17 -CH2- -CH2-CH2-CH3 4,1± 0,9
4 -CO -CH2-CH2-CH3 0,4± 0,1

(a) : les valeurs indiquées sont celles du tableau III.1.

Nous avons également étudié la régiosélectivité d’hydroxylation du composé17 par le CYP 2J2.

Ce composé est identique au composé4, sans fonction cétone. Une analyse du milieu d’incubation

par CLHP/SM2 nous a permis d’identifier les métabolites formés (les spectres correspondants sont

indiqués dans l’annexe B). Le schéma IV.6 indique la proportion des alcools obtenus après incubation.

OH N

66 %

33 %
< 1 %

Figure IV.6 –Régiosélectivité de l’hydroxylation du composé17 par le CYP 2J2.

Le composé17 ne présente pas la même régiosélectivité d’hydroxylation que le dérivé4, car

33% de l’hydroxylation se produit sur le site benzylique, contre 5% pour4. Ainsi, la fonction cétone

confère aux substrats dérivés de la terfénadone une bonne affinité vis-à-vis du CYP 2J2, et participe

à la régiosélectivité observée. On peut donc en déduire que cette fonction chimique pourrait jouer un

rôle dans le positionnement contraint des substrats au seindu site actif du CYP 2J2.

IV-1.4 Discussion.

Certains dérivés de la terfénadone sont des substrats plus efficacement métabolisés que les sub-

strats précédemment décrits, comme l’ébastine ou la terfénadone. Une affinité importante couplée à

une bonne constante de vitesse en font d’excellents substrats utilisables comme marqueurs d’activité

possibles du CYP 2J2.

L’étude de l’oxydation des composés3 à 5 permet également de compléter l’analyse structure-

affinité des dérivés de la terfénadone pour le CYP 2J2 esquissée dans le chapitre précédent. En effet,

l’étude des CI50 des différents inhibiteurs avait permis d’identifier les motifs structuraux importants
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pour l’affinité de ces composés, ainsi que d’émettre certaines hypothèses sur le site actif du CYP 2J2,

rappelées ici :

– la présence d’un groupeR hydrophobe et relativement petit est nécessaire pour avoirdes com-

posés affins (voir tableau IV.6). Par conséquent, on peut supposer que le site actif près de l’hème

doit être assez restreint et bordé par des résidus hydrophobes.

Tableau IV.6 –Evolution de l’affinité des inhibiteurs en fonction de la taille et de la polarité du
groupe R.

OH N
O

R

Groupe Polaire

Taille importante

Groupe Hydrophobe

Composé -R IC50 (µM)

11 -Br 8

12 -CH2-CHF2 2,2

10 -OCH3 7,6

15 -(CH2)2-NHAc 23

7 -CH2-CH2-OH 1,3

8 -(CH2)3-OH 1,9

9 -(CH2)3-OAc 2,5

13 -O-CH2-O- 6,7

1 -C(CH3)3 0,7

6 -(CH2)3-CH3 0,7

5 -CH2-CH=CH2 0,4

4 -CH2-CH2-CH3 0,4

3 -CH2-CH3 0,6

2 -CH3 0,7

– la fonction cétone enpara deR assure également une bonne affinité des dérivés de la terféna-

done pour le CYP 2J2. Celle-ci doit donc être impliquée dans la fixation des inhibiteurs au sein

du site actif.

– la présence d’une fonction polaire située à l’extrémité opposée au groupeR n’est pas déter-

minante pour l’affinité. Par contre, les deux noyaux phényles semblent être importants pour la

reconnaissance des inhibiteurs par le CYP 2J2.

L’étude de la régiosélectivité d’oxydation des dérivés de la terfénadone par le CYP 2J2 montre

qu’il y a un positionnement contraint de ces composés dans lesite actif. En effet, seule une contrainte

de distance entre la position benzyliqueα deR et le fer de l’hème pourrait expliquer la faible oxyda-

tion de ce carbone. En revanche, la position homo-benzylique pourrait être favorisée grâce au position-

nement contraint des substrats favorisant l’accès de cetteposition au fer de l’hème. Cette hypothèse

est appuyée par la régiosélectivité très différente d’oxydation des composés3 à 5 par le CYP 3A4,

dont le site actif plus large ne permettrait pas un tel positionnement contraint des substrats.

Cette étude a également confirmé l’importance de la cétone située enpara du groupeR dans la

reconnaissance des dérivés de la terfénadone. En effet, la perte de cette fonction s’accompagne d’une

perte partielle de la régiosélectivité observée en faveur de la position homo-benzyliqueβ . Ainsi, cette

fonction serait impliquée dans le positionnement contraint des substrats dans le site actif du CYP

2J2, par exemple grâce à une liaison hydrogène entre cette cétone et un groupe donneur de liaison

hydrogène de la protéine (voir figure IV.7).
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Figure IV.7 –Schéma des interactions supposées entre les substrats analogues de la terfénadone
et le site actif du CYP 2J2 en présence (A) ou en absence (B) de lafonction cétone du substrat.

IV-2 Construction et utilisation d’un modèle 3D du CYP 2J2.

Les expériencesin vitro précédentes nous ont permis de caractériser des interactions importantes

entre les analogues de terfénadone et le site actif du CYP 2J2.L’absence de structure cristallogra-

phique du CYP 2J2 nous a amené à construire un modèle par homologie de ce P450, qui a ensuite

été utilisé pour ydockercertains composés au sein du site actif pour essayer de rendre compte des

interactions mises en jeu lors de la fixation des analogues deterfénadone.

IV-2.1 Construction d’un modèle 3D du CYP 2J2 par homologie.

IV-2.1.1 Le serveur Swiss-Model comme outil de modélisation par homologie des P450s.

Pour la construction du modèle, nous avons choisi d’utiliser le programme Swiss-Model ver-

sion 3.5(Schwede et al., 2003)accessible sur le serveur suisse ExPASy à l’adresse suivante : http:

//Swiss-Model.expasy.org. Comme toute construction de modèle par homologie, cette méthode né-

cessite l’utilisation de structures 3D de référence, appeléestemplates, dont la séquence protéique doit

être la plus proche possible de celle de la protéine à modéliser. Le modèle est ensuite construit en se

basant sur un alignement des structures destemplates, alignement qui dépend très sensiblement de

la qualité de l’alignement des séquences primaires correspondantes. Dans la pratique, l’alignement

structural devient fiable pour des séquences homologues à plus de 30 %. Ce logiciel présente l’avan-

tage de permettre à un opérateur de laisser le programme construire automatiquement le modèle, mais

également de manipuler tous les paramètres manuellement. Il est composé de plusieurs modules qui

ont chacun leur rôle à jouer tout au long de la construction dumodèle :
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Recherche des structurestemplatesà utiliser. Après soumission sur le serveur de la séquence de

la protéine à modéliser, le module BLASTP la compare avec les séquences des protéines dont

les structures 3D sont disponibles (Protein Data Bank), et enextrait les séquences les plus

homologues(Altschul et al., 1990).

Définition des zones à modéliser.Le programme ne retient que les séquences dont l’identité locale

de séquence est supérieure à 25 %, et définit les fragments de la séquence cible qui seront

modélisés, en fonction de la similarité des séquencestemplates.

Alignement structural des templateset construction du modèle.Le programme ProMod(Peitsch,

1996)aligne les structures 3D destemplates. Puis, les parties structurales des templates qui sont

proches (spatialement) sont alors utilisées pour définir unnouvel alignement structural en sé-

quences primaires destemplates. La séquence de la protéine à modéliser est alors alignée surcet

alignement multiple. Les parties de la séquence cible qui n’ont pu être alignées (généralement

les boucles) sont alors modélisées à partir d’une bibliothèque de fragments issue de la Protein

Data Bank.

Minimisation énergétique. La minimisation énergétique de la structure obtenue est ensuite assurée

par le logiciel GROMOS96(Scott et al., 1999).

Le principal avantage pratique de cette méthode est sa rapidité, il faut compter environ 10 minutes

pour générer un modèle, avec une bonne facilité d’utilisation. En revanche, le programme excluant

les groupes prosthétiques, l’hème n’est pas présent dans lemodèle obtenu, il faut donc le rajouter et

minimiser l’ensemble P450 + hème.

Cette méthode automatique a été utilisée précédemment pour construire des modèles par homo-

logie des CYP 2B6(Bathelt et al., 2002), 11A1 (P450scc) (Sivozhelezov et Nicolini, 2005)et 2E1

(Vidali et al., 2004; Collom et al., 2007). Pour valider cette méthode et affiner les paramètres à utiliser

dans le cas du CYP 2J2, nous avons donc décidé de construire plusieurs modèles préliminaires de

CYP dont la structure RX était résolue, sans optimisation supplémentaire, en comparant le modèle

avec la structure cristallographique. Cette étude préliminaire ayant été réalisée fin 2004, je n’ai uti-

lisé que les structures de P450s de mammifères disponibles àce moment là, celles des CYP 2B4 (2

structures), 2C5 (3 structures), 2C8 (1 structure), 2C9 (3 structures) et 3A4 (4 structures).

Nous nous sommes affranchis de la recherche automatique desstructures proches en séquence

du CYP à modéliser, en sélectionnant nous-même lestemplatesstructuraux à utiliser pour construire

le modèle. Le tableau IV.7 rapporte les résultats obtenus dans le cas du CYP 2C8. En partant de la

séquence protéique et après utilisation de Swiss-Model, une comparaison globale du modèle obtenu

avec la structure obtenue par diffraction de rayons X (pdb code 1PQ2), en terme de distance moyenne

(au sens des moindres carrés, ouRoot Mean Square Deviation; RMSD) entre les carbonesα ou entre

les atomes du squelette peptidique, a été réalisée. Le choixdes templatess’est porté soit sur une

unique structure cristallographique, soit sur un groupe de4 ou 5 structures.
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Tableau IV.7 –Comparaison des RMSDs entre la structure RX du CYP 2C8 et le modèle de 2C8
généré par Swiss-Model en partant des structures RX des CYP 2B4, 2C5, 2C9 et 3A4 comme
templates.

P450a pdb Substrat Identitéb Homologieb
RMSD (Å)c

Cα Squelette
Utilisation d’un uniquetemplate

2B4
1PO5 - 50 % 69 % 5,31 5,27
1SUO CPId 50 % 69 % 1,73 1,71

2C5
1DT6 - 70 % 81 % 2,33 2,27
1NR6 Diclofenac 70 % 81 % 1,28 1,28
1N6B DMZ 70 % 81 % 1,21 1,19

2C9
1OG2 - 75 % 84 % 1,09 1,13
1OG5 Warfarine 75 % 84 % 1,08 1,13
1R9O Flurbiprofène 75 % 84 % 2,77 2,74

3A4

1TQN - 23 % 38 % 4,32 4,25
1W0E - 23 % 38 % 3,24 4,25
1W0G Metyrapone 23 % 38 % 2,91 2,89

Utilisation d’une combinaison detemplates
2C5 1NR6 Diclofenac

70 % 81 %

1,00 1,03
2C5 1N6B DMZ
2C9 1R9O Flurbiprofène

70 % 81 %2C9 1OG2 -
2C9 1OG5 Warfarine
2B4 1SUO CPI 50 % 69 %

1,48 1,45
2C5 1N6B DMZd 70 % 81 %
2C9 1OG5 Warfarine 75 % 84 %
3A4 1W0E - 23 % 38 %

(a) : Les lignes du tableau représentent les différents modèles de 2C8 générés à partir de la structure tridimensionnelle du

P450 indiqué.

(b) : Les calculs d’identité et d’homologie de séquence ont été réalisés en utilisant le programme CLUSTALW (http:

//www.ebi.ac.uk/clustalw).

(c) : Le calcul de RMSD a été effectué après superposition desdeux structures par le logiciel Swiss-pdb-viewer (en

utilisant l’otionmagic fit) (Guex et Peitsch, 1997). (d) : CPI : 4-Chlorophénylimidazole ; DMZ : 4-methyl-N-methyl-N(2-

phenyl-2H-pyrazol-3-yl)benzenesulfonamide.

Les modèles de CYP 2C8 obtenus sont pour certains très proches de la structure 3D de l’enzyme,

avec des RMSD proches de 1 Å, calculés sur les Cα ou le squelette peptidique. Les meilleurs résultats

sont obtenus en utilisant les structures du CYP 2C5 complexé avec le diclofénac ou le MDZ, certaines

structures du CYP 2C9, mais également une combinaison de ces structures. Mais l’utilisation du CYP

2B4 (pdb 1SUO) donne également un résultat relativement correct (RMSD = 1,7 Å), malgré une

identité de séquence plus faible. Les modèles obtenus en utilisant le CYP 3A4 sont évidemment

moins proches de la structure RX du CYP 2C8, car la faible identité de séquence avec le 3A4 ne

permet pas d’obtenir un bon modèle.

Le même protocole a été employé pour construire des modèles des CYPs 2B4, 2C5 et 2C9. Dans

la majorité des cas, une précision surprenante du RMSD calculé pour les carbonesα ou le squelette
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peptidique a été obtenue compte tenu de l’automaticité et dela rapidité de la méthode. Nous avons

ainsi pu construire un modèle de CYP 2B4 en utilisant des structures RX plus récentes de la famille 2

(CYPs 2A6, 2C8 et 2C9 ; pdb 1Z11, 1PQ2, 1OG2) dont le RMSD avec la structure RX du CYP 2B4

contenant le chlorophénylimidazole (pdb 1SUO) était inférieur à 1,5 Å sur l’ensemble du squelette

peptidique.

Enfin, le positionnement des chaînes latérales des résidus du site actif est proche de celui observé

dans les structures RX. Par exemple, un calcul de RMSD de l’ensemble des atomes d’une trentaine

de résidus du site actif, entre un modèle de CYP 2C9 et la structure RX correspondante (pdb 1R9O)

est de l’ordre de 1 Å. De plus, ces différences ne sont pas plusgrandes que celles observées dans

les autres modèles de P450s générés au laboratoire, comme par exemple pour les résidus importants

pour la reconnaissance des substrats par le CYP 2C9 (voir figureIV.8). Le modèle présenté est issu

de la thèse de C. Marques-Soares(Marques-Soares, 2002); un autre modèle généré par C. Minoletti

(Minoletti, 1998), qui donne le même résultat n’est pas représenté pour plus declarté.

A B

F114

F476

S365

F114

F476

S365

Figure IV.8 –Comparaison du positionnement des résidus F114, S365 et F476 du CYP 2C9 dans
différents modèles et dans la structure cristallographique. Deux vues (A) et (B) sont représentées. La
structure obtenue par RX (pdb 1RO9) est représentée en gris,le modèle généré dans cette étude par Swiss-Model en vert,
celui obtenu par C. Marques en orange.

Ainsi, sans optimisation particulière, le modèle généré est relativement précis et acceptable. Plu-

sieurs conclusions ressortent de cette étude préliminaire, qui peuvent permettre d’améliorer l’utilisa-

tion de ce protocole :

– Plusieurs structures de départ doivent être utilisées comme templates, car la précision semble

être meilleure par rapport à l’utilisation d’un seultemplate.

– La forte représentativité des CYPs 2C peut impliquer des erreurs dans le modèle d’un P450

autre que 2C, car en utilisant beaucoup de structures de la sous-famille 2C, le modèle obtenu

serait très proche des CYPs 2C. Il faut donc éviter de choisir trop detemplatesparmi cette

sous-famille pour ne pas biaiser la construction du modèle.

– La structure ouverte du CYP 2B4 (pdb 1PO5, voir figure I.16) esttrop différente des autres

structures de P450s de la famille 2. Son utilisation commetemplatepourrait générer un modèle

trop ouvert, ce qui n’est pas envisagé.

– L’utilisation du CYP 3A4 commetemplatepour modéliser les CYPs de la famille 2 ne semble
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pas être judicieuce, car le logiciel exclut souvent cette isoforme, du fait de la faible homolo-

gie de séquence (proche de 25%). De plus, le repliement des hélices F-G dans les différentes

structures de 3A4 publiées semble être un cas à part chez les P450s(Scott et Halpert, 2005).

Le serveur Swiss-Model permet de construire des modèles de P450s relativement proches des

structures RX de ces mêmes P450s. Il est donc envisageable d’utiliser un tel programme pour modé-

liser par homologie le CYP 2J2.

IV-2.1.2 Construction et validation du modèle.

Notre choix detemplatess’est porté sur les structures cristallographiques des cytochromes de la

famille 2. Avec plus de 40 % d’identité, ce sont des structures de choix pour construire un modèle de

P450 de cette même famille. Cependant, le serveur n’acceptant que 5templatesinitiaux, nous avons

donc restreint notre choix en se basant sur plusieurs critères :

– Toutes les sous-familles de P450s pour lesquels une structure RX a été publiée (2A, 2B, 2C et

2D) sont utilisées pour fournir lestemplates, afin de permettre un spectre plus large de struc-

tures.

– Parmi toutes les structures RX de la famille 2, 8 ont un substrat ou ligand au sein de leur site

actif, 5 sont des CYPs sans substrat. Les variations de chaînes latérales et de repliement pouvant

varier fortement en présence ou non de substrat(Wester et al., 2003b; Scott et al., 2003, 2004),

nous avons choisi commetemplatesdes structures avec et sans substrat.

En prenant en considération tous ces critères de choix, nousavons décidé d’utiliser les structures

cristallographiques de 5 P450s différents (tableau IV.8).

Tableau IV.8 –Structures utilisés pour construire le modèle de CYP 2J2.

CYP Code pdb Substrat Nombre d’acides aminés
Identité (Homologie)

de séquence avec le CYP 2J2
2A6 1Z11 Methoxalène 476 42% (62%)
2B4 2BDM Bifonazole 476 44% (64%)
2C5 1NR6 Diclofénac 473 41% (61%)
2C8 1PQ2 - 476 41% (59%)
2D6 2F9Q - 479 42% (61%)

Après soumission de la séquence protéique du CYP 2J2 (code SwissProt P51589) au serveur

Swiss-Model et sélection destemplatesà utiliser, le programme a généré un modèle privé de son

hème. Le fichier des évènements créé lors de la construction du modèle par Swiss-Model est indiqué

dans l’annexe C. A ce niveau de la modélisation par homologie,une pré-validation du modèle a été

possible. En effet, le logiciel fournit également des outils pour valider le modèle en le testant par les

algorithmes ANOLEA et WHATCHECK(Hooft et al., 1996; Melo et al., 1997; Melo et Feytmans,

1998). Le premier étudie les irrégularités énergétiques qui peuvent apparaître dans le modèle, tan-

dis que le second se base sur des critères géométriques. Le résultat fourni par ANOLEA a été très

proche de ceux obtenus pour des structures RX, et n’a pas présenté d’aberration au niveau énergé-
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tique, comme l’illustre la figure IV.9. Un extrait du rapportfourni par WHATCHECK est également

indiqué en annexe C, indiquant que le modèle a montré quelquesimperfections mineures dans la

structure tridimensionnelle de la protéine. Cependant, le modèle n’était pas encore affiné et ne conte-

nait pas d’hème, les résultats des tests de validité présentés à ce niveau de la construction n’étaient

pas représentatifs du modèle final obtenu après avoir ajoutél’hème et optimisé la structure.
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Figure IV.9 –Courbes d’énergies calculée par ANOLEA du modèle de CYP 2J2, comparée à
celle du CYP 2C8. L’énergie calculée par le programme est divisée par la valeur kbT où kb est la constante de
Boltzmann. On considère que les résidus dont l’énergie calculée est positive subissent des contraintes stériques fortes.
Dans le cas du CYP 2J2, 4,3% de résidus sont dans ce cas, contre3,5% pour le CYP 2C8.

L’hème est ajouté manuellement au sein du modèle en utilisant les coordonnées de ce groupe pros-

thétique dans une des structures cristallographiques utilisées précédemment (CYP 2C8, pdb 1PQ2).

Comme tous lestemplatespossédent un hème dans leur structure, le modèle contient encore l’espace

correspondant, et l’hème peut être ajouté sans créer de contraintes stériques trop importantes.

La validation et l’optimisation du modèle 3D de CYP 2J2 ont étéréalisées en collaboration avec

l’équipe du Dr. F. André, du CEA de Saclay. L’optimisation et l’affinement du modèle sont réali-

sés par plusieurs cycles de dynamique moléculairein vacuoet de minimisation, jusqu’à atteindre

un minimum d’énergie de l’ordre de -6000 kcal/mol (énergie relative propre au logiciel Sybyl, voir

chapitreVII ).

Plusieurs outils ont permis de valider ce modèle final :

– Le logiciel PROCHECK, couramment utilisé pour évaluer des structures tridimensionnelles

(Laskowski et al., 1993), a été utilisé. Ce programme calcule notamment un diagramme de

Ramachandran représenté en figure IV.10. Dans le cas du CYP 2J2,la proportion de résidus

dans la zone la plus probable est de 81 % (le même pourcentage calculé pour les 5 stuctures RX

templatesvarie entre 84 % et 89 %). Le programme Procheck effectue une analyse géométrique

de tous les résidus et extrait un score global de qualité. Le score calculé pour le modèle du CYP

2J2 est de 0,29, ce qui est considéré comme un modèle de bonne qualité, car inférieur à la valeur

limite de 0,5(Morris et al., 1992). D’autre part, ce score issu de Procheck se situe dans la zone

définie par les scores calculés dans les mêmes conditions pour les 5 templates(0,17 à 0,39).

Le modèle obtenu après insertion de l’hème et optimisation énergétique est donc d’une qualité
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comparable aux structures cristallographiques dont il estissu.

– La qualité du modèle est liée à la présence de toutes les interactions qui permettent la stabilité de

la protéine, notamment en assurant la structuration et le repliement de la chaîne peptidique. Pour

s’assurer d’une stabilité importante du modèle généré, unelongue dynamiquein vacuoà 300 K

a été réalisée pendant 1 ns. Généralement, les dynamiques dans le vide ne dépassent pas 150 K

pour éviter une dénaturation de la protéine. La stabilité d’une structure dans une dynamique

dans le vide à 300 K est donc un bon test de la qualité du repliement. La structure tertiaire

globale du modèle de CYP 2J2 est préservée tout au long de cettedynamique. La minimisation

énergétique du modèle n’a pas mené sur un minimum local d’énergie qui aurait été surmonté

lors de cette dynamique. On peut donc considérer que la structure du modèle obtenu est bien

optimisée.
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Figure IV.10 –Diagramme de Ramachandran du modèle de CYP 2J2. Les triangles correspondent aux
résidus glycine et proline de la protéine, les carrés indiquent les autres résidus. Les résidus sont situés à 81 % (respective-
ment 18,5 et 0,5 %) dans les régions favorables (défavorables et interdites, respectivement).

IV-2.1.3 Description du modèle.

(a) Structuregénérale.

Les éléments de structures secondaires que présente le CYP 2J2 sont indiqués sur la figure IV.11,

qui montre également l’alignement de la séquence du CYP 2J2 avec les résidus des 5templatesréalisé

par le programme Swiss-Model. Ces éléments structuraux sontalignés entre eux, et le repliement du

modèle final du CYP 2J2 est identique à celui des autres P450s, comme l’illustre la figure IV.12. Cette
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homologie entre les structures est peu étonnante, du fait del’utilisation de 5 P450s possédant cette

structure tertiaire.

CYP2J2 40 P K N Y P P G P W R L P F L G N F F L V D F E Q S H L E V Q L F V K K Y G N L F S L E L G D I S A V L I T G L P L I K E

CYP2A6 30 K G K L P P G P T P L P F I G N Y L Q L N T E Q M Y N S L M K I S E R Y G P V F T I H L G P R R V V V L C G H D A V R E

CYP2B4 28 G K L P P G P S P L P V L G N L L Q M D R K G L L R S F L R L R E K Y G D V F T V Y L G S R P V V V L C G T D A I R E

CYP2C5 27 G K L P P G P T P F P I I G N I L Q I D A K D I S K S L T K F S E C Y G P V F T V Y L G M K P T V V L H G Y E A V K E

CYP2C8 28 K L P P G P T P L P I I G N M L Q I D V K D I C K S F T N F S K V Y G P V F T V Y F G M N P I V V F H G Y E A V K E

CYP2D6 34 P P G P L P L P Q N T P Y C F D Q L R R R F G D V F S L Q L A W T P V V V L N G L A A V R E

CYP2J2 100 A L I H M D Q N F G N R P V T P M R E H I - - - F K K N G L I M S - S G Q A W K E Q R R F T L T A L R N F G L G K K S L

CYP2A6 90 A L V D Q A E E F S G R G E Q A T F D W V - - - F K G Y G V V F S - N G E R A K Q L R R F S I A T L R D F G V G K R G I

CYP2B4 87 A L V D Q A E A F S G R G K I A V V D P I - - - F Q G Y G V I F A - N G E R W R A L R R F S L A T M R D F G M G K R S V

CYP2C5 86 A L V D L G E E F A G R G S V P I L E K V - - - S K G L G I A F S - N A K T W K E M R R F S L M T L R N F G M G K R S I

CYP2C8 86 A L I D N G E E F S G R G N S P I S Q R I - - - T K G L G I I S S - N G K R W K E I R R F S L T T L R N F G M G K R S I

CYP2D6 90 A L V T H G E D T A D R P P V P I T Q I L G F G P R S Q G V F L A R Y G P A W R E Q R R F S V S T L R N L G L G K K S L

CYP2J2 156 E E R I Q E E A Q H L T E A I K E E N G Q P F D P H F K I N N A V S N I I C S I T F G E R F E Y Q D S W F Q Q L L K L L

CYP2A6 146 E E R I Q E E A G F L I D A L R G T G G A N I D P T F F L S R T V S N V I S S I V F G D R F D Y K D K E F L S L L R M M

CYP2B4 143 E E R I Q E E A R C L V E E L R K S K G A L L D N T L L F H S I T S N I I C S I V F G K R F D Y K D P V F L R L L D L F

CYP2C5 142 E D R I Q E E A R C L V E E L R K T N A S P C D P T F I L G C A P C N V I C S V I F H N R F D Y K D E E F L K L M E S L

CYP2C8 142 E D R V Q E E A H C L V E E L R K T K A S P C D P T F I L G C A P C N V I C S V V F Q K R F D Y K D Q N F L T L M K R F

CYP2D6 150 E QW V T E E A A C L C A A F A N H S G R P F R P N G L L D K A V S N V I A S L T C G R R F E Y D D P R F L R L L D L A

CYP2J2 216 D E V T Y L E A S K T C Q L Y N V F P W I M K F L P G P H Q T L F S N W K K L K L F V S H M I D K H R K D W N P A E T -

CYP2A6 206 L G I F Q F T S T S T G Q L Y E M F S S V M K H L P G P Q Q Q A F Q L L Q G L E D F I A K K V E H N Q R T L D P N S P -

CYP2B4 203 F Q S F S L I S S F S S Q V F E L F S G F L K Y F P G T H R Q I Y R N L Q E I N T F I G Q S V E K H R A T L D P S N P -

CYP2C5 202 H E N V E L L G T P W L Q V Y N N F P A L L D Y F P G I H K T L L K N A D Y I K N F I M E K V K E H Q K L L D V N N P -

CYP2C8 202 N E N F R I L N S P W I Q V C N N F P L L I D C F P G T H N K V L K N V A L T R S Y I R E K V K E H Q A S L D V N N P -

CYP2D6 210 Q E G L K E E S G F L R E V L N A V P - V D R H I P A L A G K V L R F Q K A F L T Q L D E L L T E H R M T W D P A Q P P

CYP2J2 275 R D F I D A Y L K E M S K H T G N P T S S F H E E N L I C S T L D L F F A G T E T T S T T L R W A L L Y M A L Y P E I Q

CYP2A6 265 R D F I D S F L I R M Q E E E K N P N T E F Y L K N L V M T T L N L F I G G T E T V S T T L R Y G F L L L M K H P E V E

CYP2B4 262 R D F I D V Y L L R M E K D K S D P S S E F H H Q N L I L T V L S L F F A G T E T T S T T L R Y G F L L M L K Y P H V T

CYP2C5 261 R D F I D C F L I K M E Q E N N - - - L E F T L E S L V I A V S D L F G A G T E T T S T T L R Y S L L L L L K H P E V A

CYP2C8 261 R D F I D C F L I K M E Q E K D N Q K S E F N I E N L V G T V A D L F V A G T E T T S T T L R Y G L L L L L K H P E V T

CYP2D6 269 R D L T E A F L A E M E K A K G N P E S S F N D E N L R I V V A D L F S A G M V T T S T T L A W G L L L M I L H P D V Q

CYP2J2 335 E K V Q A E I D R V I G Q G Q Q P S T A A R E S M P Y T N A V I H E V Q R M G N I I P L N V P R E V T V D T T L A G Y H

CYP2A6 325 A K V H E E I D R V I G K N R Q P K F E D R A K M P Y M E A V I H E I Q R F G D V I P M S L A R R V K K D T K F R D F F

CYP2B4 322 E R V Q K E I E Q V I G S H R P P A L D D R A K M P Y T D A V I H E I Q R L G D L I P F G V P H T V T K D T Q F R G Y V

CYP2C5 318 A R V Q E E I E R V I G R H R S P C M Q D R S R M P Y T D A V I H E I Q R F I D L L P T N L P H A V T R D V R F R N Y F

CYP2C8 321 A K V Q E E I D H V I G R H R S P C M Q D R S H M P Y T D A V V H E I Q R Y S D L V P T G V P H A V T T D T K F R N Y L

CYP2D6 329 R R V Q Q E I D D V I G Q V R R P E M G D Q A H M P Y T T A V I H E V Q R F G D I V P L G M T H M T S R D I E V Q G F R

CYP2J2 395 L P K G T M I L T N L T A L H R D P T E W A T P D T F N P D H F L E - N G Q F K K R E A F M P F S I G K R A C L G E Q L

CYP2A6 385 L P K G T E V Y P M L G S V L R D P S F F S N P Q D F N P Q H F L N E K G Q F K K S D A F V P F S I G K R N C F G E G L

CYP2B4 382 I P K N T E V F P V L S S A L H D P R Y F E T P N T F N P G H F L D A N G A L K R N E G F M P F S L G K R I C L G E G I

CYP2C5 378 I P K G T D I I T S L T S V L H D E K A F P N P K V F D P G H F L D E S G N F K K S D Y F M P F S A G K R M C V G E G L

CYP2C8 381 I P K G T T I M A L L T S V L H D D K E F P N P N I F D P G H F L D K N G N F K K S D Y F M P F S A G K R I C A G E G L

CYP2D6 389 I P K G T T L I T N L S S V L K D E A V W E K P F R F H P E H F L D A Q G H F V K P E A F L P F S A G R R A C L G E P L

CYP2J2 454 A R T E L F I F F T S L M Q K F T F R P P N N E - K L S L K F R - M G I T I S P V S H R L C A V P Q V

CYP2A6 445 A R M E L F L F F T T V M Q N F R L K S S Q S P K D I D V S P K H V G F A T I P R N Y T M S F L P R H H

CYP2B4 442 A R T E L F L F F T T I L Q N F S I A S P V P P E D I D L T P R E S G V G N V P P S Y Q I R F L A R H

CYP2C5 438 A R M E L F L F L T S I L Q N F K L Q S L V E P K D L D I T A V V N G F V S V P P S Y Q L C F I P I H

CYP2C8 441 A R M E L F L F L T T I L Q N F N L K S V D D L K N L N T T A V T K G I V S L P P S Y Q I C F I P V

CYP2D6 449 A R M E L F L F F T S L L Q H F S F S V P T G Q P R P S H H G V - F A F L V S P S P Y E L C A V P R

A' A B

B' C

D E F

F' G' G

H I

J J' K

K' K"

L L'

β1-1 β1-2

β1-3

β2-1

β1-4 β3-1 β3-2

β1-5 β4-2β4-1

β2-2 β5-1 β5-2 β2-3

Figure IV.11 –Alignement de séquence entre le CYP 2J2 et les P450s utiliséscomme structures
de référence, et éléments de stucture secondaire du modèle de CYP 2J2. Les résidus communs à la
totalité (resp. à la moitié) des 6 P450s sont en noir (resp. engris). Les hélices sont indiquées en vert, les feuillets en rouge.
Les éléments de stuctures secondaires sont nommées par référence àPoulos et al., 1985(voir introduction).
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Figure IV.12 –Structure du modèle de CYP 2J2 obtenu, comparée à la structure RX du CYP
2C8 (pdb 1PQ2).

CYP 2C8CYP 2J2

(b) Descriptiondusiteactif.

(b)-i Volume de la cavité.

La cavité définie par les résidus du site actif a été calculée par le logiciel VOIDOO(Kleywegt et

Jones, 1994), utilisé pour caractériser le site actif de certaines structures RX de P450s de mammifères

(Schoch et al., 2004; Yano et al., 2005). Afin de pouvoir comparer le volume de ce site actif avec ceux

des autres P450s de mammifères de structure RX connue, différents modes de calcul ont été utilisés.

Pour déterminer l’existence d’une cavité, tous les programmes (comme CASTP ou MOLCAD) uti-

lisent une sphère (dont le rayon correspond généralement à celui d’une molécule d’eau) qui balaye

l’espace disponible. Deux types de volumes sont alors calculés, définis respectivement par deux types

de surfaces : la surface accessible au solvant (SAS), définie par le centre de la sphère, et la surface

moléculaireaccessible au solvant (SMAS) définie par les contacts de Van der Waals entre la protéine

et la sphère (voir chapitreVII ). Le volume dans le cas d’une cavité de typeSASest toujours inférieur

à celui de la cavité correspondante de typeSMAS. Le protocole de détermination de la cavité et de

calcul du volume correspondant sont indiqués dans le chapitre VII "Protocoles Expérimentaux". Il

est à noter que, dans certains cas, les cavités sont ouvertessur l’extérieur par l’existence de canaux.

Afin de calculer une valeur du volume, il est nécessaire de boucher virtuellement ces canaux par des

molécules d’eau dont les coordonnées sont ajoutées manuellement au fichier de coordonnées de la

structure du P450. On peut donc considérer que la valeur du volume indiquée est indicative, et qu’une

erreur de plus ou moins 100 Å3, liée à la définition de l’embouchure des canaux doit être envisagée.
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Tableau IV.9 –Volumes de site actif des cytochromes P450 de mammifères de structures RX
publiées, d’une structure de CYP 3A4 (pdb 1TQN) après dynamique moléculaire, et du modèle
de CYP 2J2.

P450 Code pdb Substrat
Volume calculé (Å3) Valeurs de la littérature
SMAS SAS SMAS SAS

CYP 2A6
1Z10 Coumarine 286 56 - -
1Z11 Methoxalène 262 49 - -

CYP 2B4
1PO5a - -a -a - -
1SUO Chlorophénylimidazole 271 32 - -

CYP 2D6 2F9Q - 484 65 - -

CYP 2C5
1DT6 - 924 295 - 360c

1NR6 Diclofénac 730 173 645d -
1N6B DMZ 714 150 - -

CYP 2J2 - - 995 146 - -
CYP8A1 2IAG - 981 113 - 350e

CYP 2C9
1OG2 - 1450 441 - 670f

1OG5 Warfarine 1617 467 - 470g

1R9O Flurbiprofène 1114 239 - -

CYP 2C8
1PQ2 - 1578 345 1438d -

- Acide rétinoïqueh 1663 442 - -

CYP 3A4

1W0E - 1289 364 950 i 520i

1W0F Progesterone 1318 394 - -
1W0G Metyrapone 1415 461 - -
1TQN - 1576 354 1386j -

- Dynamique 1713 447 - -
2J0C Kétoconazole 2080 737 1650i -
2J0D Erythromycine ≈ 2300b ≈ 900b ≈2000i -

(a) La structure est trop ouverte pour détecter une cavité.
(b) Les structures présentent une grande ouverture qui renddifficile un calcul exact du volume.
(c)Williams et al., 2000.
(d)Schoch et al., 2004.
(e)Chiang et al., 2006.
(f) Williams et al., 2004.
(g)Williams et al., 2003.
(h) Cette structure RX nous a été fournie par l’équipe de E.F.Johnson (Scripps Institute, La Jolla, CA, USA).
(i) Ekroos et Sjogren, 2006.
(j) Yano et al., 2004.

Les quelques valeurs volume de site actif de P450s, données par la littérature ont été calculées

en utilisant l’un des deux modes de calcul (SASou SMAS), ce qui ne permettait pas de comparer les

différentes valeurs de volume entre elles. Pour pouvoir comparer ces valeurs avec le volume du site

actif du CYP 2J2 calculé dans ce travail, toutes les cavités des structures RX de P450s de mammifères

ont été déterminées et les volumes correspondant ont été calculés en utilisant ces deux modes. Les

valeurs obtenues, ainsi que celles données par la littérature sont reportées dans le tableau IV.9.

Pour s’assurer d’une faible variation de volume après une expérience de dynamique moléculaire,

le volume du site actif du CYP 3A4 (pdb 1TQN) a été également calculé après une dynamique de
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2ns dans l’eau. Une autre structure de P450 a été ajoutée à cette série, qui n’a pas été publiée, mais

qui nous a été fournie par l’équipe de E.F. Johnson, du Scripps Research Institute (La Jolla, USA). Il

s’agit du CYP 2C8 contenant 2 molécules d’acide rétinoïque, dont une est proche du fer de l’hème.

Par définition, le volume correspondant à la surface de Van der Waals (SMAS) de la cavité repré-

sente mieux l’espace disponible au sein du site actif. A partir des volumes de typeSMASprésentés,

on peut classer les différents P450s en fonction de la taillede leur site actif :

– Les cytochromes 2A6 et 2B4 présentent les sites actifs les plus petits (≈ 300 Å3). Ces P450s

sont connus pour oxyder des substrats de petite taille(Guengerich, 2005).

– Quatre isoformes, dont les CYPs 2C5, 2D6 et 8A1 présentent desvolumes de taille intermé-

diaire, compris entre 500 et 1000 Å3. Le volume calculé pour le modèle de CYP 2J2 est de 995

Å3, ce qui l’inclut dans ce groupe.

– Enfin, les CYPs 2C9, 2C8 et 3A4 ont les sites actifs les plus gros.Ces tailles importantes avaient

déjà été indiquées pour les CYPs 2C8 et 3A4, capables de métaboliser des composés de très

grande taille. Le volume est supérieur à 1000 Å3 et peut atteindre 2300 Å3, après déforma-

tion par un ou plusieurs substrats. On peut noter également que la dynamique n’induit qu’un

changement de volume de moins de 10 % par rapport à la structure de 3A4 initiale.

(b)-ii Description de la cavité.

La valeur du volume de la cavité ne permet pas d’obtenir des informations tridimensionnelles de

ce site actif. Il est donc nécessaire de s’intéresser à la forme de la cavité, notamment à proximité

de l’hème. Dans le cas du CYP 2J2, cette cavité est en forme de cône tronqué, bordée par les hé-

lices I, B’, F et F’ et possède deux extensions qui s’étendent jusqu’au feuilletβ1 (voir figure IV.13).

Contrairement à certaines structures cristallographiques, il n’y a pas de canal visible dans la structure.

Hélice A

Boucle K-β1

Boucle B'-C

Hélice B'

Hélice I

Hélice F Feuillet β4

Hélice F' Feuillet β1

E222
I489

I376

M116

V380

I127
R117

F310
L90

L83L402

L378Hème

Hélice A

Boucle K-β1

Boucle B'-C

Hélice B'
Hélice I

Hélice F
Hélice F'

Feuillet β1

E222

I489

I376

M116

V380I127

R117

F310
L90

L83

L402

L378

T315

Hème

Figure IV.13 –Site actif du modèle de CYP 2J2. La surface de la cavité du site actif calculée par Voidoo est
représentée en grillage vert. Les deux vues correspondent àune vue axiale (gauche) et coplanaire (droite) par rapport à
l’hème.

Comparée à d’autres P450s dont le volume du site actif est équivalent, la partie de la cavité proche

de l’hème est rétrécie dans le cas du CYP 2J2. Ceci est illustré par la figure IV.14, qui compare cette

cavité à celle du CYP 2C5.
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CYP 2C5
CYP 2J2

Hélice F

Hélice I

Hélice F

Hélice I

Figure IV.14 –Comparaison de la cavité du site actif près de l’hème pour le CYP 2C5 (pdb
1NR6) et CYP 2J2. La cavité du site actif est représentée sous forme de grillage bleu.

Les résidus qui bordent le site actif sont indiqués en figure IV.13. Dans le cas du CYP 2J2, les

acides aminés proches de l’hème sont plutôt hydrophobes et relativement encombrants (isoleucines,

phénylalanine, valine, alanine et thréonine). La restriction de l’accès au fer de l’hème observée en

figure IV.14 est due à l’encombrement stérique important deschaînes latérales de ces résidus (figure

IV.15).

F310

I127

I376

I375

V380

A311
T315

Boucle B'-C

Hélice I

Boucle K"-β4

Figure IV.15 –Résidus restreignant l’accès au fer de l’hème dans le site actif du CYP 2J2. L’hème
est représenté en rouge, les chaînes latérales des résidus impliqués sont représentées en sphères de Van der Waals.
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IV-3 Docking des dérivés de la terfénadone dans le site actif du

modèle de CYP 2J2.

Les expériences dedockingont été réalisées au CEA de Saclay (dans l’équipe de F. André).Afin

de pouvoir déterminer le positionnement de la chaîne où a lieu l’hydroxylation et de tenter d’expliquer

la régiosélectivité observée, les composés1, 2, 3 et4 ont été utilisés comme substrats pour ledocking.

L’importance de la fonction cétone dans la reconnaissance des substrats a pu être appréhendée en

dockantle dérivé17 au sein du site actif. Toutes les expériences de mise au pointet d’affinement des

paramètres ont été menées en utilisant la terfénadone commeligand.

IV-3.1 Choix de la méthode dedockingsous contraintes douces.

On distingue généralement plusieurs méthodes dedocking, en fonction du modèle théorique dont

elles s’inspirent :

– Les méthodes dites « rigides » où la protéine et le ligand sont fixes, selon l’approche« Lock &

Key »(clé-serrure) du complexe ligand-récepteur(Fischer, 1894).

– D’autres méthodes, appelées « semi-flexibles » ou « flexibles » font varier la conformation du

ligand ou/et de la protéine pour chercher les positionnements les plus favorables. Ces méthodes

tendent à rendre compte de l’« Induced Fit », modèle selon lequel la complexation ligand-

récepteur s’accompagne de changements conformationnels de chacun des partenaires(Kosh-

land, 1958).

Pour les P450s, enzymes dont l’adaptabilité de structure à la présence d’un substrat est très im-

portante (voir partie I-1.3 de l’introduction), la flexibilité de l’enzyme et du substrat doit être prise en

compte pour estimer le positionnement d’un substrat. D’autre part, le site actif est situé à l’intérieur

de la protéine, sans ouverture vers l’extérieur clairementdéfinie et dans certains cas, notamment pour

le CYP 3A4, un phénomène de coopérativité entre substrats peut être observé.

Afin de pouvoir s’affranchir de toutes ces contraintes, l’équipe de F. André a mis au point une

technique dedockingapplicable au cas des P450s, appelée« Soft-Restrained Molecular Dynamics

Docking »(Dockingpar dynamique moléculaire sous contraintes douces) qui consiste à faire rentrer

le substrat dans le site actif(André et al., 2004; Delaforge et al., 2005). Après avoir placé le substrat à

l’extérieur de la protéine (voir figure IV.16), on applique une ou plusieurs contraintes de distance entre

le ligand et le P450 lors d’une dynamique moléculaire, ce quia pour effet de rapprocher le ligand du

P450 (A). Si les paramètres des contraintes sont judicieusement choisis, le ligand peut trouver sa voie

d’entrée au site actif, en passant par un canal d’accès, sansdénaturer la protéine (B). Enfin, la force

à la sortie du canal est supprimée, et le ligand évolue de lui-même dans le site actif du P450 pour

trouver un positionnement optimisant les interactions stabilisantes (C). Tous les paramètres utilisés

lors de ces expériences sont indiqués dans la partie expérimentale de ce manuscrit.
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L
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F

Fe

L
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Fe

L

P450 P450 P450

A B C

Figure IV.16 –Schéma du protocole dedocking par dynamique moléculaire sous contraintes
douces. Le ligand (L) subit la contrainte (~F), qui diminue au fur et à mesure vers une force de plus faible intensité~f,
pour être annulée à la fin dudockinget laisser évoluer le complexe ligand-P450. D’aprèsAndré et al., 2004.

Cette approche a l’avantage de prendre en compte le changement de structure éventuel qui peut in-

tervenir lors de l’entrée du substrat dans le canal d’accès.Mais un canal d’accès aux substrats doit être

clairement identifié, afin d’orienter convenablement le substrat hors du P450, et de définir la contrainte

initiale à appliquer. Dans le cas du CYP 2J2 et des composés àdocker, le site actif est relativement

étroit et allongé (8 Å sur 20 Å), tout comme les substrats (longueur de l’ordre de 25 Å) ; le substrat

doit donc occuper en partie le canal d’accès et interagir avec les résidus formant ce canal d’accès.

Ainsi, pour caractériser toutes les interactions qui pourraient intervenir dans la reconnaissance de ces

composés, l’identification préalable du canal d’accès est nécessaire.

IV-3.2 Choix du canal d’entrée des substrats.

Plusieurs preuves expérimentales et arguments calulatoires démontrent l’existence chez les P450s

bactériens d’un canal d’accès des substrats dont l’entrée est située entre la boucle F-G, l’hélice B’

et le domaine en feuilletβ (voir partie I-1.3 de l’introduction). Cependant aucune desstructures RX

des P450s de mammifères ne présente de canal d’accès clairement défini. Pour déterminer le canal

à utiliser dans nos expériences dedocking, plusieurs résultats issus de la littérature ont orienté nos

choix :

– Dans la structure du CYP 2B4 sans substrat (pdb 1PO5), une rotation des hélices F, G, F’

et G’ autour de l’hélice I, par rapport à la structure contenant un substrat (pdb 1SUO) (voir

figure I.16), a pour effet « d’ouvrir » la structure. Cette variation dans la structure de ce P450

membranaire montre la très grande flexibilité de cette région de l’enzyme, appuyant le choix

d’un canal défini dans cette zone.

– Les différentes structures cristallographiques de P450smicrosomaux, comme celles des P450s

solubles, présentent des facteurs de température élevés dela boucle B-C, indiquant une flexibi-

lité importante de cet élément structural.

– Les études de sortie de substrats par dynamique moléculaire menées par l’équipe de R.C. Wade

(Wade et al., 2005; Cojocaru et al., 2007)montrent que trois canaux peuvent généralement
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permettre l’accès des substrats dans le cas des P450s de mammifères. Les entrées de ces 3

canaux sont définies autour de l’hélice B’.

– Une autre étude par dynamique moléculaire sur la structureRX du CYP 2C9 a identifié un

possible canal d’accès du substrat situé entre le feuilletβ1 et l’hélice B’ (Seifert et al., 2006).

A partir de ces considérations et de l’observation visuellede la cavité du site actif du CYP 2J2,

nous avons décidé de choisir trois canaux, représentés en figure IV.17, pour tester notre méthode de

docking.

A B
Canal 3

Canal 3

Canal 2

Canal 2

Canal 1

Canal 1

I
I

F

FG

G

G'

G'
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Feuillets β
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COOH

NH2

H2N

Figure IV.17 –Canaux testés dans les expériences dedocking. L’hème est représenté en sphères de Van
der Waals, les hélices par des tubes (modecartoon).

Les trois canaux choisis présentent les caractéristiques suivantes :

– Le canal 1est parallèle à l’hélice I et son entrée est délimitée par la boucle B’-C et les hélices

I et G. Ce canal avait été identifié comme possible entrée des substrats par l’équipe de E.F

Johnson dans le cas du CYP 2C5(Wester et al., 2003a).

– Le canal 2est situé perpendiculairement à l’hème, et son entrée est bordée par les hélices F, I

et par le feuilletβ5 de la partie C-terminale. Ce canal est usuellement considéré comme le canal

du solvant(Cojocaru et al., 2007), par lequel les molécules d’eau participant à la catalyse ouà

la structuration du site actif, arrivent dans la cavité.

– Le troisième canalest le canal « historique » identifié chez les P450s cytosolubles. Son entrée

est encadrée par les hélices B’, G’ et le feuilletβ1.
Les résidus utilisés pour définir les entrées respectives des canaux d’accès sont indiqués dans le

tableau IV.10.

Afin de déterminer le canal à utiliser pourdockerles 5 substrats au sein du site actif du CYP 2J2,

une approche expérimentale a été envisagée. Le protocole dedockingutilisant les mêmes paramètres a

été appliqué à la terfénadone en utilisant les trois canaux décris précédemment. La discrimination d’un

canal a été réalisée en se basant sur plusieurs critères expérimentaux, qui ont permis de déterminer le
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chemin d’accès le plus énergétiquement favorable.

Tableau IV.10 –Résidus encadrant les entrées des canaux d’accès aux substrats.

Canal Résidus
1 Ile120, Gln245, Trp251, Lys255, Cys303
2 Asp179, Asp216, Trp220, Arg495, Lys497
3 Phe52, Gly84, Ile86, Val113, Pro115, Asn231
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Figure IV.18 –Energies potentielles calculées lors dudocking de la terfénadone au travers des
trois canaux. L’énergie présentée est l’énergie donnée par le logiciel Sybyl, pour laquelle l’énergie potentielle de la
contrainte a été soustraite. Les énergies sont obtenues pour une contrainte globale d’entrée de 12 kcal/mol.

– Pour chaque canal, plusieursdockingsont été réalisés en diminuant progressivement la valeur

de la contrainte imposée à la terfénadone (12, 9, 6 et 3 kcal/mol). Dans le cas des canaux 1 et

2, le substrat est stoppé dans le canal et la distance entre l’extrémité du substrat et le fer reste

supérieure à 12 Å, indiquant que le composé ne traverse pas entièrement les deux canaux.

– L’analyse énergétique au cours des différentsdockingsmontre que la barrière d’énergie à fran-

chir est la plus importante dans le cas des canaux 1 et 2, par rapport au canal 3 (figure IV.18).

Suite à ces études préliminaires, lecanal 3 a été choisi comme canal d’accès des substrats lors

desdockings.

IV-3.3 Description des complexes enzyme-substrat obtenus.

Les dérivés1, 2, 3, 4 et 17 ont étédockésdans le site actif du modèle de CYP 2J2, par le ca-

nal 3. Pour chaque composé, 3dockingsdifférents ont été réalisés, en changeant l’orientation ini-

tiale du substrat avant l’entrée dans le canal. Ce positionnement est tel que la liaison C-H subissant
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l’hydroxylation pointe toujours vers le fer, car le site d’hydroxylation est bien identifié par les tests

enzymologiques présentés précédemment. Il est nécessairede préciser ici que ces expériences dedo-

ckingont pour but d’expliquer les résultats biochimiques obtenus et non de prédire le métabolisme du

composé. Par conséquent, les substratsdockésdans le site actif ont toujours été orientés pour observer

l’oxydation sur le groupeR enparade la fonction cétone.

80 %20 %

Boucle C-term

Boucle K-β1

Hélice I

Hélice B'

Hélice F'

Hélice G

Hème

Boucle C-term

Boucle K-β1

Hélice I

Hélice B'

Hélice F'

Hélice G

Hème

Figure IV.19 –Positionnements du substrat2 au sein du site actif du CYP 2J2. Ces deux positionne-
ments obtenus avec le composé2 sont représentatifs des positionnements obtenus avec tousles autres substrats.

Après minimination énergétique des 15dockingsréalisés (pour une contrainte totale de 9 kcal/mol,

voir chapitreVII ), nous avons obtenu 3 modèles de complexe enzyme-substrat par composé. Dans

tous les cas, l’énergie potentielle du complexe est inférieure à la somme des énergies potentielles

calculées séparément de l’enzyme et du substrat, dans les mêmes conformations. Ceci indique que les

interactions entre le substrat et la protéine sont globalement stabilisantes.

On observe deux positionnements représentés en figure IV.19, dont l’un est très majoritaire (80 %

de l’ensemble desdockings, observés pour chacun des composés). La différence principale entre les

deux positionnements est l’orientation de la fonction cétone, qui pointe soit vers l’hélice B’ (80 %),

soit vers la boucle K’-β1. Nous avons choisi d’analyser le positionnement majoritaire, car plus repro-

ductible et commun à tous les substrats testés.

Les composés prennent place au sein de la cavité représentéeen figure IV.13, le groupeR près de

l’hème et les deux noyaux phényles proches du feuilletβ1. Un schéma récapitulatif des interactions

relevées est indiqué en figure IV.20. Plusieurs interactions importantes pour la reconnaissance des

dérivés de la terfénadone par le site actif du CYP 2J2 sont observées (dans l’ordre, en s’éloignant

progressivement de l’hème) :

– La partie de la molécule qui est oxydée est en contact avec les résidus hydrophobes et encom-

brants présentés en figure IV.15 (Ile127, Phe310, Ile376, Val380).

– Le groupe phényle n’a pas d’interaction de typeπ-stackingavec Phe310, mais la cétone est liée

à la protéine par le résidu Arg117. Cette fixation du composé est stabilisée par une ou deux

liaisons hydrogènes, selon le complexe CYP 2J2-substrat considéré.
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Figure IV.20 –Interactions relevées dans les complexes CYP 2J2-substrats obtenus pardocking.
Les interactions de Van der Waals sont indiquées en rouge, les liaisons hydrogènes en bleu. Une faible interaction polaire
impliquant la fonction alcool de la terfenadone est représentée en vert.

– Il n’y a pas d’interaction notable entre la protéine et la longue chaîne carbonée au centre le la

molécule, à part quelques interactions de type hydrophobe avec des résidus comme Met116.

– Les deux groupes phényles sont en contact avec plusieurs leucines, présentes dans le domaine

des brinsβ . Les chaînes latérales de ces résidus entourent les deux noyaux aromatiques assurant

un environnement hydrophobe optimal.

– Dans cette région, il n’y a pas de résidu pouvant interagir directement avec le groupe alcool. Le

résidu polaire le plus proche, Thr488 est situé à 6 Å de cette fonction. Une petite poche moins

hydrophobe est néanmoins présente dans cette partie de la cavité, dans laquelle se place cette

fonction alcool.

Importance de Arg117 dans la régiosélectivité observéin vitro.

L’arginine 117 semble jouer un rôle important dans la fixation des substrats au sein du site actif.

En effet, une comparaison dudockingdu composé4 et de son analogue sans cétone17 montre une

grande variation de positionnement due à l’absence d’interactions avec Arg117 (figure IV.21).

Le composé17n’est plus maintenu par l’arginine et il peut se rapprocher de l’hème. Les distances

obtenues entre les différents carbones hydroxylables du groupeR des composésdockéset le fer sont

indiquées dans le tableau IV.11.

Dans les structures de complexes P450-substrat publiées dans la littérature, les distances observées

entre le fer de l’hème et le carbone hydroxylé varient généralement entre 4 et 5 Å(Poulos et Johnson,

2005). On observe généralement une corrélation entre la distanceFeIII -C et la régiosélectivité, même

si les structures ne sont pas celles de l’état FeV=O où la liaison C-H est rompue (voir figure IV.22).
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A B

Hélice B'
Hélice B'

Hélice I Hélice I

Arg117
Arg117

4 17

Figure IV.21 –Positionnement des dérivés4 (A) et 17 (B) au sein du site actif du CYP 2J2.

Tableau IV.11 –Distances (Å) entre les carbones hydroxylables et le fer pour les composés2, 3,
4 et17 et comparaison avec la régiosélectivité d’hydroxylation par le CYP 2J2.

Substrat (R)
Modélisation Enzymologie
Distancea (Å) Régiosélectivitéb

Cα Cβ Cγ Cα Cβ Cγ

2 (CH3) 4,0± 0,1 - - 100 % - -
3 (CH2-CH3) 5,1± 0,1 3,9± 0,1 - 2 % 98 % -
4 (CH2-CH2-CH3) 4,9± 0,2 3,8± 0,1 4,6± 0,1 5 % 85 % 10 %
17 (CH2-CH2-CH3) 4,2± 0,5 4,4± 0,5 4,6± 0,1 33 % 66 % < 1 %

(a) : Les valeurs indiquées correspondent aux moyennes des distances obtenues pour les différentsdockings.
(b) : D’après les données du tableau IV.3 et de la figure IV.6.

Les distances Fe-C figurant dans le tableau IV.11 sont dans cette fourchette puisqu’elles varient

entre 3,8± 0,1 et 5,1± 0,1 Å. Toutefois, les valeurs absolues de ces distances doivent être considé-

rées avec précaution puisqu’elles sont issues de ce qui n’est qu’un modèle. Il est néanmoins frappant

de constater l’excellent corrélation entre ces distances calculées d’après le modèle et les valeurs ex-

périmentales de régiosélectivité. Ainsi, l’hydroxylation majoritaire en position homobenzylique des

composés3 et 4 est en parfait accord avec les distances Fe-Cβ les plus courtes (3,9 Å pour3, à com-

parer avec 5,1 Å pour la distance Fe-Cα ; 3,8 Å pour4, à comparer avec 4,6 Å et 4,9 Å pour Fe-Cγ et

Fe-Cα ). Dans le cas du composé17, les distance Fe-C deviennent très proches, ce qui est en accord

avec la perte de régiosélectivité observée.

Le modèle construit pour le CYP 2J2 permet donc de bien rendre compte de la régiosélectivité

surprenante observée pour les hydroxylations des composés3 et4.
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Figure IV.22 –Distances supposées entre le fer du complexe activé Fer-oxoet le carbone subis-
sant l’hydroxylation .

IV-4 Conclusion.

La construction d’un modèle de CYP 2J2 et ledockingde certains composés permettent de mieux

comprendre les résultats expérimentaux obtenus dans le chapitre précédent concernant les inhibiteurs

et leur affinité, et les résultats d’hydroxylation de certains dérivés de la terfénadone par le CYP 2J2,

présentés plus haut. De nombreuses hypothèses émises dans la partie IV-1 se trouvent ainsi confirmées

par l’analyse du modèle ou desdockings. De plus, l’approche par modélisation moléculaire permet

d’identifier les résidus clés impliqués dans ces interactions :

1. Le site actif est très rétréci au voisinage direct de l’hème, car de nombreux résidus hydro-

phobes et de taille importante encombrent l’accès des substrats à l’hème. Cet espace d’accès

des substrats au voisinage immédiat de l’hème explique l’affinité particulière des dérivés de la

terfénadone porteurs d’un groupeR relativement petit et hydrophobe (affinité maximale pour

R = propyle ou allyle). L’existence de cette petite cavité hydrophobe permet aussi d’expliquer

la régiosélectivité surprenante en faveur de la position homobenzylique, observée pour l’hy-

droxylation des composés3 et 4. Cet encombrement stérique courbe notamment la chaîne de

trois carbones du groupe propyle (figure IV.21), éloignant ainsi le carbone terminal du fer, ce

qui pourrait expliquer l’hydroxylation minoritaire (10 %)observée sur la positionγ (tableau

IV.3).

2. Le groupe bi-phényle, situé à l’opposé de la partie hydroxylée, interagit avec la protéine par des

interactions de type hydrophobe avec un grand nombre de leucines, sans qu’il y ait d’interaction

de typeπ-stacking. Il n’y a pas d’interaction particulière avec la fonction alcool des dérivés de

la terfénadone, ce qui confirme également les résultats expérimentaux, car cette fonction ne

semblait pas avoir d’impact important sur l’affinité (tableaux III.1, III.2 et III.3).

3. Le rôle important de la fonction cétone dans la reconnaissance des substrats et son influence sur

la régiosélectivité est expliquée par l’étude des structures CYP 2J2-substrat. Un résidu polaire,

Arg117, interagirait avec cette fonction en augmentant l’affinité des composés porteurs de la

fonction cétone. D’autre part, l’analyse des distances entre les carbones hydroxylables et le fer

montre que cette interaction joue un rôle important dans le positionnement des substrats. Les

distances relatives pour chaque substrat corrèlent bien avec les sites d’hydroxylation observés.

Ainsi, dans le cas des composés3 et4, la position homo-benzylique est plus proche du fer ; c’est

aussi la position majoritaire d’hydroxylation. Le groupe propyle du composé17est globalement
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plus proche du fer, du fait de l’absence de liaison hydrogèneavec Arg117. Dans le cas de ce

composé, les distances des carbones du groupe propyle au ferdeviennent équivalentes, d’où la

perte de régiosélectivité observée par rapport au cas de4. Il y a bien sûr une grande incertitude

sur les distances fer-carbones estimées, et il est délicat de faire une corrélation quantitative entre

ces distances et les régiosélectivités observées, d’autant plus que les distances importantes pour

la détermination de la régiosélectivité ne sont pas les distances C-FeIII du complexe 2J2-substrat

à l’état natif, mais les distances C-FeV du complexe fer-oxo intermédiaire. Mais globalement,

l’idée d’un glissement du composé vers le fer permet d’expliquer la régiosélectivité observée

qui ne privilégie plus uniquement la position homo-benzylique.

Cette étude de la topologie du site actif du CYP 2J2 a été réalisée en combinant une analyse enzy-

mologique sur une série de dérivés qui permet de déterminer les fonctions importantes des substrats

pour la reconnaissance, et une étudein silico qui permet de proposer la nature des résidus de la pro-

téine importants dans cette reconnaissance. La synthèse denouveaux substrats ou d’inhibiteurs du

CYP 2J2, plus affins et spécifiques pourra être envisagée au vu des résultats obtenus.

Arg117

CYP 2C8 (Ser103)
Ser103

Arg117

CYP 2D6 (Thr107)

Thr107
Arg117

CYP 2C5 (Leu103)

Leu103

Figure IV.23 –Comparaison du positionnement de l’arginine 117 du CYP 2J2 avec celui des
résidus correspondants dans le cas des CYP 2C5, 2C8 et 2D6. Les structures RX des CYP 2C5, 2C8
et 2C9 (code pdb 1NR6, 1PQ2 et 2F9Q, respectivement) ont été superposées sur le modèle du CYP 2J2 en utilisant le
logiciel PYMOL.

De même, l’identification d’un résidu important pour la fixation des substrats qui comportent

une fonction cétone, l’Arg117, permet de mieux prédire la reconnaissance de nouveaux composés.

Cet acide aminé pointe au dessus de l’hème, au centre de la cavité, et sa longueur lui assure un

rôle particulier au sein du site actif. Le positionnement dece résidu ne semble pas être issu d’une

erreur de modélisation par homologie, car l’acide aminé aligné avec Arg117 dans les autres structures

cristallographiques de P450s de mammifères est orienté et placé de la même façon, même pour des

structures qui n’ont pas été utilisées commetemplatespour construire le modèle de CYP 2J2 (figure

IV.23).

Dans ces structures cristallographiques, ce résidu est soit hydrophobe (Phe, Val, Leu ou Ala),

soit contient un groupe hydroxy (Ser ou Thr), et a été identifié pour les CYPs 2A6, 2C5, 2C8 et

2C9 comme constituant le site actif(Wester et al., 2003a,b; Schoch et al., 2004; Wester et al., 2004;

Yano et al., 2005). Nous proposons donc que ce résidu, très long et très polaireparticipe à la fixation

des substrats au sein du site actif du CYP 2J2. Ce travail devrait être complété par la construction
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d’un CYP 2J2 possédant une mutation de Arg117, et en analysantla régiosélectivité d’hydroxylation

éventuelle des dérivés de la terfénadone. Cette étude pourraconfirmer ou infirmer l’importance de

Arg117 dans la reconnaissance des substrats. Dans le cadre de notre collaboration avec le groupe de

D. Zeldin, ce travail est en cours ; des CYP 2J2 mutés en Arg117 sont en cours d’expression, et seront

utilisés dans des expériences ultérieures.

IV-5 Article 4

P. Lafite, F. André, D.Z. Zeldin, P.M. Dansette and D. Mansuy,"Unusual regioselectivity and

active site topology of human cytochrome P450 2J2". Biochemistry,sous presse.
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Le CYP 2J2 est majoritairement exprimé dans le cœur et les tissus vasculaires. Il catalyse la for-

mation des EETs qui sont des médiateurs importants dans de nombreuses cascades de signalisation ;

ces EETs sont notamment impliqués dans la relaxation vasculaire (voie EDHF) et dans la protection

du tissu vasculaire dans des situations de stress, en particulier oxydant (cf. chapitreI ). Le but des

études qui suivent a été de savoir quelles molécules impliquées dans les voies de relaxation vasculaire

(voies de l’EDRF, de l’EDHF et des prostaglandines) et, de manière plus générale, dans la cascade

arachidonique, étaient susceptibles d’interagir avec le CYP 2J2. Les effets de l’acide linoléique ont

également été étudiés, car cet acide et les époxydes qui en dérivent ont des propriétés cytotoxiques

importantes(Bylund et al., 1998a,b; Moran et al., 2000).

Les CI50 de ces molécules vis-à-vis d’une activité du CYP 2J2 (hydroxylation de l’ébastine) ont

été mesurées. Certains de ces composés étaient connus comme substrats du CYP 2J2 (acides arachi-

donique et linoléique, 15-HPETE, cf chapitreI ). Dans ces cas particuliers, le but de ce travail a été

d’avoir une idée de l’affinité de ces substrats pour le CYP 2J2,dans la mesure où les résultats décrits

dans la littérature ne donnaient pas accès auxKm etkcatde leur transformation par le CYP 2J2.

La biosynthèse des EETs au niveau vasculaire fait aussi intervenir d’autres P450s, en particulier

les CYP 2C8 et 2C9. Nous avons réalisé une étude comparée des effets de ces molécules mentionnées

plus haut sur les CYP 2C8, 2C9 et 2J2 (en complétant ce qui avait été fait précédemment au laboratoire

sur le CYP 2C8(Marques-Soares, 2002)).

V-1 Effets des dérivés issus de la voie de biosynthèse de NO sur

les CYP 2C8, 2C9 et 2J2.

La synthèse du monoxyde d’azote NO est assurée dans les cellules endothéliales par la NO-

synthase endothéliale (eNOS). Comme les deux autres isoformes de NO-synthases (NOS), la eNOS

catalyse l’oxydation de l’arginine en N-hydroxyarginine (NOHA), puis en citrulline, comme l’indique

le schéma V.1.
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Figure V.1 –Mécanisme réactionnel de synthèse du monoxyde d’azote par les NOS.

Le monoxyde d’azote se dégrade rapidement dans les cellulesendothéliales (t1/2 ≈ 5 s), pour for-

mer très majoritairement des ions nitrites, qui sont généralement oxydés partiellement en nitrates en
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milieu enzymatique oxydant(Ignarro, 1990; Ignarro et al., 1993). Par ailleurs, la présence simultanée

d’anion superoxyde Ō•2 et de monoxyde d’azote peut mener à une réaction très rapide,dont la vitesse

est limitée par la diffusion (k ∝ 109M−1.s−1), conduisant à l’ion peroxynitrite ONOO−.

Les constantes d’inhibition CI50 vis-à-vis des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 ont été mesurées pour tous les

dérivés impliqués dans la chaîne de biosynthèse et de dégradation du monoxyde d’azote (tableau V.1).

Tableau V.1 –Constantes inhibitrices à 50 % des dérivés des voies de biosynthèse et de dégrada-
tion de NO.

Inhibiteur
CI50(µM)

CYP 2C8 CYP 2C9 CYP 2J2
Arginine > 550a n.d. > 200
Citrulline > 550 n.d. > 200

N-hydroxyarginine > 550 n.d. > 200
NO 6± 2 25± 5 260± 20

NO−2 > 550 n.d. > 500
NO−3 360 n.d. >500

ONOO− 100± 12 n.d. 65± 4

(a) : Les valeurs limites indiquent une inhibition inférieure à 50 % pour la concentration indiquée.
n.d.: non déterminée.

Parmi tous les composés testés, seuls le monoxyde d’azote etle peroxynitrite présentent des CI50

inférieures à 100µM :

– La CI50 de NO est environ 40 fois plus importante pour le CYP 2C8 que pourle CYP 2J2.

Une étude précédente(Marques-Soares, 2002)a montré que l’inhibition du CYP 2C8 par le

monoxyde d’azote était compétitive, par fixation réversible de NO sur le fer de l’hème. D’autre

part, le tableau V.2 montre que, parmi les P450s vasculaires, le CYP 2C8 présente la meilleure

affinité pour NO.

Tableau V.2 –Inhibition de certaines isoformes de P450s par NO.
P450 2B1a 2C8 2C9 2E1b 2J2 3A4
CI50 8 à 60µM 6 ± 2 25± 5 > 150c 260± 20 > 150c

Outre la valeur obtenue pour le CYP 2J2, les autres données proviennent de la thèse de C. Marques(Marques-Soares,
2002), ou de la littérature (a) :Wink et al., 1993; (b) :Gergel et al., 1997.
(c) moins de 50 % d’inhibition observée à 150µM.

– On observe une tendance inverse pour l’ion peroxynitrite.La CI50 pour le CYP 2J2 est légère-

ment plus basse que celle mesurée pour le CYP 2C8. Cette inhibition semble dépendre peu de la

concentration en substrat, comme l’indique le graphique V.2 et ne semble pas être compétitive,

ce qui est peu surprenant, au vu de la très grande réactivité chimique de l’anion peroxynitrite,

qui doit conduire à une inactivation de l’enzyme.
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Figure V.2 –Inhibition de l’hydroxylation de l’ébastine par ONOO −.

V-2 Effets des acides arachidonique et linoléique.

Pour savoir dans quelle mesure les différentes isoformes deP450s participaient à l’époxydation de

l’acide arachidonique au niveau vasculaire, il nous a semblé important de déterminer l’affinité de cet

acide gras vis-à-vis des P450s 2C8, 2C9 et 2J2. Par ailleurs, nous avons également déterminé l’affinité

de l’acide linoléique, dont l’oxydation peut être reliée à une protection des tissus vasculaires(Yang

et al., 2001; Moran et al., 2000), mais également à une cytotoxicité, à haute concentration(Moran

et al., 2000).

Nous avons mesuré les CI50 de ces deux acides gras pour les trois isoformes de P450s étudiées.

Les activités diclofénac 4’-hydroxylase et ébastine hydroxylase ont été utilisées comme activités en-

zymatiques de référence pour les cytochromes P450 2C9 et 2J2,respectivement. Dans le cas du CYP

2C8, la N-déséthylation de l’amodiaquine a été préférée à la 6α-hydroxylation du taxol, car la détec-

tion de l’hydroxy-taxol est rendue difficile par la présencedes acides gras.

Le tableau V.3 compare les CI50 des acides arachidonique et linoléique vis-à-vis des CYP 2C8,

2C9 et 2J2 exprimés dans des cellules d’insectes.

Tableau V.3 –Constantes inhibitrices à 50 % des acides arachidonique et linoléique vis-à-vis des
CYP 2C8, 2C9 et 2J2, exprimés dans des cellules d’insectes.

P450
CI50 (µM)

Acide Arachidonique Acide linoléique
2C8 14± 4 18± 1
2C9 18± 3 8± 2
2J2 48± 1 86± 5

Les valeurs obtenues pour l’acide arachidonique vis-à-visdes CYP 2C8 et 2C9 sont en accord

avec les valeurs deKm de l’époxydation de cet acide gras par ces P450s données par la littérature (6
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et 14µM, respectivement(Barbosa-Sicard et al., 2005)), si l’on admet une inhibition compétitive de

ces P450s par l’acide arachidonique (dans ce casKm≈Ki ≈CI50/2). Il est à noter que les deux acides

gras testés semblent être moins affins pour le CYP 2J2 que pour les P450s de la famille 2C.

V-3 Effets des dérivés de la cascade arachidonique sur les CYP

2C8, 2C9 et 2J2.

L’étude des effets éventuels des composés impliqués dans lacascade arachidonique sur les activi-

tés enzymatiques des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 a été réalisée en deux étapes. Tout d’abord, un screening

rapide des effets inhibiteurs de ces composés à une concentration de 50µM a permis d’identifier des

inhibiteurs potentiellement affins de ces CYPs. A la suite de cette étude préliminaire, une mesure des

CI50 pour ces bons inhibiteurs a été réalisée pour comparer les affinités relatives vis-à-vis des P450s

époxygénases vasculaires.

Deux groupes de dérivés ont été testés, au vu du métabolisme de l’acide arachidonique (voir figure

I.22 de l’introduction). Une première série de composés a concerné les prostaglandines PGE2 et PGH2
et la prostacycline PGI2 (figure V.3). La prostaglandine PGH2, vasocontractante, est le composé pré-

curseur de biosynthèse des deux prostaglandines PGE2 et PGI2. Aucune de ces trois prostaglandines

(50 µM) ne semble inhiber les trois isoformes de P450s, indiquantune faible affinité de ces composés

pour les CYP 2C8, 2C9 et 2J2.
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Figure V.3 –Inhibition des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 par les prostaglandines PGE2, PGH2 et PGI2
(50 µM) .

Une autre série de composés testés comme inhibiteurs des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 a été constituée

des dérivés issus des voies lipoxygénases et P450s époxygénases (hydroperoxydes HPETE, leuco-

triène LTB4, alcools HETE et époxydes EET). Les variations d’activité observées pour une concen-

tration en inhibiteur de 50µM sont indiquées dans la figure V.4.
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Figure V.4 –Inhibition des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 par certains dérivés de la cascade arachido-
nique (concentration de 50µM) . * : non mesuré.

A partir de ces données, les composés les plus inhibiteurs dechacune des isoformes ont été sélec-

tionnés et leur CI50 ont été déterminées (tableau V.4). Les concentrations en substrat étaient fixées à

la valeur de laKm, afin de pouvoir comparer les CI50.

Tableau V.4 –CI50 mesurées pour certains dérivés de la cascade arachidonique, vis-à-vis des
CYP 2C8, 2C9 et 2J2.

Inhibiteur
CI50(µM)

CYP 2C8 CYP 2C9 CYP 2J2
5-HETE n.d. n.d. 25± 2

15(S)-HETE 26± 4 n.d. n.d.
15(R)-HETE 95± 8 n.d. n.d.
11,12-EET 41± 7 n.d. 25± 4
14,15-EET 7,5± 1,2 7,0± 1,8 8± 2

15(S)-HPETE 8± 2 n.d. 34± 7
LTB4 40± 3 n.d. n.d.

n.d.: non déterminée

Plusieurs valeurs de CI50 sont remarquables :

– Le 15(S)-HPETE, malgré sa forte réactivité due à sa fonction hydroperoxyde, n’inhibe signi-

ficativement le CYP 2J2 qu’à des concentrations relativementélevées (CI50 = 34 µM), alors

que son pouvoir inhibiteur est plus important vis-à-vis du CYP 2C8 (CI50 = 8 µM). On peut

noter que cet hydroperoxyde a un effet inhibiteur plus important que l’alcool correspondant.

Cette fonction hydroperoxyde ROOH mise en présence d’un cytochrome FeIII peut subir une

coupure homolytique et former un radical RO•, qui peut dégrader l’hémoprotéine en se fixant

irréversiblement sur l’hème ou sur l’apoprotéine(Iba et al., 1993; Yao et al., 1993; Barr et al.,

1996).

– Le leucotriène B4, impliqué dans les phénomènes d’inflammation, possède une affinité relati-

vement moyenne pour le CYP 2C8, et est mal reconnu par le CYP 2J2.
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– Les deux époxydes d’acide arachidonique testés sont relativement affins pour les trois iso-

formes. Il est à noter que le régioisomère 14,15-EET possèdeune meilleure affinité (de 2 à

5 fois) par rapport au 11,12-EET, pour les deux isoformes CYP 2C8 et CYP 2J2, alors que les

deux isomères sont formés en quantité équivalente par les CYP2C8, 2C9 et 2J2.

V-4 Discussion et conclusion.

De toutesles molécules impliquées dans les voies de relaxation vasculaire (voie EDRF, voie

des prostaglandines et voie de l’EDHF)dont les effets vis-à-vis des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 ont été

étudiésci-dessus, c’est-à-dire :

– les différents composés apparaissant lors de la biosynthèse et la biodégradation de NO (arginine,

citruline, NOHA, NO, NO−2 , NO−3 et ONOO−),

– certains composés apparaissant dans la cascade arachidonique, soit :

• l’acide arachidonique lui-même,

• via la voie des cyclooxygénases (PGE2, PGH2 et PGI2),

• via la voie des lipoxygénases (5-, 12- et 15-HETE, 15-HPETE et LTB4)

• via la voie des époxygénases (11,12- et 14,15-EET),

seules quelques unes ont des CI50 inférieures à 50µM . Il s’agit de NO, des 15(S)-HETE et

HPETE, du LTB4, des 11,12- et 14,15-EET, ainsi que des acides arachidonique et linoléique pour le

CYP 2C8. Il ne s’agit que du 5(S)-HETE, du 15(S)-HPETE, des 11,12- et 14,15-EET et de l’acide

arachidonique pour le CYP 2J2 (voir tableau V.5).

Tableau V.5 –Dérivés testés présentant une CI50 inférieure à 50µM, vis-à-vis des CYP 2C8, 2C9
et 2J2.

CYP 2C8 CYP 2C9 CYP 2J2
NO + + -

ONOO− - n.d. -
PGE2, PGH2, PGI2 - - -

5-HETE - - +
15(S)-HETE + - -
15(R)-HETE - n.d. -
15(S)-HPETE + n.d. +

LTB4 + - -
11,12-EET + n.d. +
14,15-EET + + +

Acide arachidonique + + -
Acide linoléique + + -

+ : CI50 < 50µM; - : CI50 > 50µM.
n.d.: non déterminée

L’acide arachidonique est substrat des CYP 2C et du CYP 2J2 (cf. chapitreI ). Il montre une plus

grande affinité pour les CYP 2C que pour le CYP 2J2. Le rapport desCI50 mesurées est d’environ 4,

ce qui suggère qu’à faibles concentrations en acide arachidonique, les CYP 2C8 et 2C9 pourraient être
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les enzymes majoritairement responsables de la formation des EETs. Il faudrait toutefois connaître

les constanteskcat des réactions d’époxydation de l’acide arachidonique par ces P450s pour pouvoir

conclure. Ces constantes ne sont pas connues à l’heure actuelle pour le CYP 2J2, et nous n’avons pas

eu le temps, à la fin de ce travail de thèse, de faire les études (assez longues) correspondantes.

L’acide linoléique a une affinité aussi bonne (voire meilleure pour le CYP 2C9) que l’acide ara-

chidonique pour les CYP 2C8 et 2C9. Dans certaines pathologies liées à un stress oxydant (brulûres,

choc systémique, . . .), cet acide gras semble jouer un rôle important dans la cytotoxicité résultante,

à des concentrations élevées (100-500µM). Des travaux montrent également l’implication possible

des époxydes d’acide linoléique dans cette toxicité(Moran et al., 2000). Mais à faibles concentrations

(5nM-5µM), l’acide linoléique et ses époxydes peuvent diminuer la lyse cellulaire, et protéger ainsi

les tissus(Yang et al., 2001). Lors d’un stress oxydant, l’augmentation importante de l’acide lino-

léique aurait donc moins d’influence sur l’activité catalytique du CYP 2J2, par rapport aux CYP 2C,

permettant ainsi à cette enzyme de jouer son rôle protecteurdes vaisseaux, en formant les EETs.

NO et ONOO− sont les deux seules espèces impliquées dans la voie EDRF qui peuvent inhiber

efficacement les CYP 2C8 et 2J2.

– Le monoxyde d’azote NOest un bien meilleur inhibiteur du CYP 2C8 que du CYP 2J2 (rap-

port des CI50 supérieur à 40). A des concentrations comprises entre 10 et 100 µM, NO inhibe

très fortement le CYP 2C8 alors qu’il n’a pas d’effet significatif sur le CYP 2J2. Dans les

vaisseaux présentant une forte activité de production de NO(voie EDRF très active), la for-

mation des EETs devrait être majoritairement dépendante duCYP 2J2 dans la mesure où les

CYP 2C seraient inhibés par NO. Dans cette situation, le CYP 2J2ne serait que minoritai-

rement impliqué dans la relaxation vasculaire via l’EDHF. Il pourrait par contre assurer une

synthèse plus « basale » des EETs pour des rôles physiologiques autres que la relaxation (anti-

inflammatoires, anti-thrombotiques, cf chapitreI ). A l’inverse, dans des situations vasculaires

de trop faible production de NO (voie EDRF peu active dans des situations pathologiques de

faible activité des eNOS, ou cas des vaisseaux de faible diamètre (Nagao et al., 1992; Shi-

mokawa et al., 1996)), dans lesquelles la voie EDHF jouerait un rôle compensatoire pour la

relaxation vasculaire(Bauersachs et al., 1996), la biosynthèse des EETs pourrait être fortement

dépendante des CYP 2Cs et ne dépendrait que de façon minoritaire du CYP 2J2. Ces sugges-

tions qui dérivent de nos résultats restent à établir par desétudes de systèmes biologiques plus

complexes (cellules endothéliales, tissusin vivo). De telles études sont d’autant plus nécessaires

que d’autres effets peuvent intervenir dans l’interactionentre les voies EDRF et EDHF, comme

l’effet inducteur de NO vis-à-vis de certains P450s (4A ou 2J4 chez le rat)(Yaghi et al., 2004;

Tunctan et al., 2006).

– Le peroxynitrite est une espèce chimique très réactive susceptible de modifier de façon irréver-

sible de nombreuses protéines, par oxydation ou nitration(Cassina et al., 2000; Daiber et al.,

2000a,b). Ainsi, le Ki d’inactivation de la prostacycline synthase par ONOO− est de l’ordre

de 50 nM(Zou et Ullrich, 1996). Certains travaux ont montré que le CYP 2J2 pouvait être

impliqué dans une protection des tissus vasculaires soumisà un fort stress oxydant, (hypoxie-

réoxygénation, . . .)(Yang et al., 2001; Spiecker et Liao, 2005). La bonne résistance des CYP
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2C8 et 2J2 à l’inhibition par ONOO− (CI50 supérieures à 60µM, tableau V.1) suggère que,

même en présence d’un stress oxydant important et à des concentrations en ONOO− de 1 à

50 µM, le CYP 2J2 pourrait continuer à jouer un rôle de protection en synthétisant les EETs

qui ont des activités anti-inflammatoires et anti-thrombotiques.

Les composés issus de la voiecyclooxygénasetestés ici, les prostaglandines PGH2, PGE2 et PGI2
n’ont pas d’effet inhibiteur significatif sur les CYP 2C8, 2C9 et2J2. Ils ne devraient pas avoir d’effets

directs importants sur la biosynthèse des EETs dans le vaisseau. Cependant, les époxydes formés

par le CYP 2C9 peuvent, eux, influer sur la formation des prostaglandines, notamment en induisant

l’expression de la cyclooxygénase 2, catalysant la formation de la prostaglandine PGE2 (Michaelis

et al., 2005).
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Figure V.5 –Voies de synthèse des triols dérivés de l’acide arachidonique, d’après(Pfister et al.,
2003b). sEH : Epoxyde hydrolase soluble ; THETA : Acide Trihydroxyeicosatriènoïque.

Parmi les dérivés issus de lavoie lipoxygénase, seuls les5-HETE et 15-HPETE ont des CI50
inférieures à 50µM vis-à-vis du CYP 2J2. Un travail réalisé en collaboration avec des équipes amé-

ricaines, dont la publication correspondante(Pfister et al., 2003b)est insérée en annexe A a montré

l’implication du CYP 2J2 dans l’isomérisation du 15-HPETE endeux hydroxy-époxydes d’acide ara-

chidonique, les 11-hydroxy-14,15-EET et en 15-hydroxy-11,12-EET (voir figure V.5). Cette réaction

est suivie d’une hydrolyse de ces époxydes, probablement catalysée par des époxydes hydrolases

pour donner deux triols, les acides 11,14,15- and 11,12,15-trihydroxyeicosatrienoïques (THETA).

Les deux hydroxy-époxydes et les deux triols correspondants sont vasorelaxants, et pourraient parti-

ciper au mécanisme EDHF(Pfister et al., 1998; Campbell et al., 2003).

Le leucotriène B4 n’a pas d’effet significatif sur l’activité du CYP 2J2, alors qu’il inhibe le CYP

2C8 avec une CI50de 40µM (tableau V.4). Ce composé est un médiateur important de l’inflammation,

son activité chimiotactique permettant d’attirer sur le site inflammatoire les polynucléraires et les
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monocytes(Devchand et al., 1996). A l’inverse, les époxydes d’acide arachidonique synthétisés par le

CYP 2J2 ont des propriétés anti-inflammatoires(Node et al., 1999; Spiecker et Liao, 2005). L’absence

d’effet du LTB4 sur le CYP 2J2 pourrait contribuer à expliquer l’importance de ce P450 dans la

protection des tissus vasculaires.

Les époxydes d’arachidoniquetestés, les 11,12- et 14,15-EET, ont des affinités notables pour

le CYP 2J2 et pour le CYP 2C8, le second étant le plus affin dans les deux cas (CI50 de 8 et 7

µM respectivement, tableau V.4). Ces deux époxydes sont présents en quantités équivalentes dans

le coeur, l’endothélium ou le plasma humain(Wu et al., 1996; Node et al., 1999; Spiecker et Liao,

2005), avec des concentrations intracellulaires variant entre 0,1 µM et 0,3 µM, selon les auteurs.

Ces concentrations sont faibles si on les compare aux CI50 mesurées pour les CYP 2J2 et 2C8, ce

qui suggère que ces EET devraient avoir peu d’effet sur les activités catalytiques de ces P450s. De

plus, des quatre régioisomères issus de l’époxydation de l’acide arachidonique, celui qui présente les

activités anti-inflammatoires, anti-thrombotiques et vasorelaxantes les plus importantes est le 11,12-

EET. Il est intéressant de noter, à cet égard, que des deux époxydes que nous avons testés, le 11,12-

EET est celui qui inhibe le moins les CYP 2J2 et 2C8.

Il est à noter que les concentrations cellulaires locales des différents composés testés ne peuvent

être déterminées en temps réel, et sont généralement plus faibles que les concentrations utilisées dans

nos tests d’inhibition. De plus, ces concentrations cellulaires sont dépendantes de nombreux facteurs

physiologiques dans des milieux assez complexes (membranes, ...), et la notion deconcentration

localeainsi que les mécanismes deflux métaboliqueprennent toute leur importance pour définir une

concentration d’un médiateur donné. Nous nous sommes attachés à étudier l’influence de concentra-

tions usuellement utilisées dans le cas d’études sur les cytochromes P450, afin de pouvoir différencier

les trois P450s (CYP 2C8, 2C9 et 2J2) qui sont susceptibles de synthétiser dans les tissus vasculaires

les médiateurs très importants que sont les époxydes d’acide archidonique.

L’ensemble de ces résultats conforte l’hypothèse de la participation du CYP 2J2 dans les phé-

nomènes liés à la protection des tissus vasculaires,via, en particulier, la formation d’EETs anti-

inflammatoires. Le tableau récapitulatif V.5 illustre bienque contrairement aux CYP 2C, le CYP

2J2 semble très peu affecté par des médiateurs vasculaires importants comme NO, le LTB4 et l’acide

linoléique. Dans des situations de stress où ces médiateurssont produits en quantités importantes, on

peut s’attendre à une inhibition des CYP 2C, alors que le CYP 2J2 devrait l’être moins et pourrait

continuer à produire des EETs protecteurs. Par contre, en cequi concerne la voie de relaxation de

l’EDHF, qui prend une grande importance dans le cas d’une déficience de production de NO (voie

EDRF peu active), les CYP 2Cs, non inhibés par NO dans ces conditions, pourraient participer à une

synthèse des EETs qui seraient médiateurs de l’EDHF. Ceci va dans le sens de divers résultats de

la littérature, y compris venant d’étudesin vivo, qui privilégient un rôle majeur du CYP 2J2 dans la

protection du tissu vasculaire(Larsen et al., 2007; Seubert et al., 2007), et d’un rôle plus important

des CYP 2Cs dans la relaxation des vaisseaux(Fisslthaler et al., 1999; Bolz et al., 2000; Fisslthaler

et al., 2000; Fleming, 2001; Fleming et al., 2001; Bauersachset al., 2002; Larsen et al., 2006).
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Comme cela était indiqué à la fin du chapitreI , le but général de ce travail de thèse était de mieux

connaître le CYP 2J2, cytochrome P450 de découverte beaucoupplus récente que la plupart des

isoenzymes impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques ou dans la biosynthèse des hormones

stéroïdiennes. De façon plus précise, les deux objectifs visés à court terme étaient : (i) de mettre au

point des substrats et des inhibiteurs sélectifs pour ce P450, qui soit utilisables comme outils pour la

détermination des rôles biologiques de ce P450 chez l’hommeet (ii) de déterminer la topologie de

son site actif.

Pour atteindre le premier objectif, nous avons synthétisé 25 composésdérivant de l’ébastine

et de la terfénadine. Une comparaison des effets inhibiteurs de ces composés vis-à-vis du CYP 2J2 et

des autres principaux P450s humains présents dans les vaisseauxnous a permis de sélectionner 4

molécules:

– 4 est un inhibiteur compétitif sélectif et un substrat à hauteaffinité du CYP 2J2 (Km et Ki ≃

150 nM).

– 5 et 13 sont des inhibiteurs sélectifs, de type substrat-suicide,du CYP 2J2, présentant des

valeurs dekinact/KI de l’ordre de 3 000 L.mol1.s−1.

– 14 est un inhibiteur affin (CI50 ≃ 400 nM), utilisable pour bloquer l’ensemble des P450s vas-

culaires et donc la formation des EETs dans les vaisseaux.

Une étude détaillée de l’oxydation de certains de ces dérivés de la terfénadone par le CYP 2J2a

révélé une régiosélectivité surprenante de ce P450, qui favorise l’hydroxylation de ces dérivés en

position homobenzylique. A l’inverse, le CYP 3A4 hydroxyle ces mêmes substrats majoritairement

en position benzylique, la plus réactive aux oxydations.

Pour interpréter ces résultats concernant ces nouveaux inhibiteurs et substrats du CYP 2J2, et pour

atteindre le deuxième objectif indiqué ci-dessus, nous avons construit un modèle 3D par homologie

du CYP 2J2 et nous avonsdockédivers dérivés de la terfénadone dans son site actif. L’utilisation de

ce modèle quidonne une première approche en 3D de ce que pourrait être le site actif de ce

P450, fournit une explication de la régiosélectivité surprenante du CYP 2J2 évoquée précédemment.

Elle serait due à un positionnement très contraint des substrats dans le site actif, et àune approche

de l’hème du CYP 2J2 très restreinte, d’une part, par une petite cavité hydrophobe due à des ré-

sidus encombrants au voisinage de l’hème, et d’autre part, par une liaison hydrogène possible entre

l’arginine 117 et une fonction carbonyle des substrats.

De façon plus générale, l’étude des interactions entre les résidus du site actif du CYP 2J2 et des

dérivés de la terfénadone a permis de comprendre l’origine des facteurs structuraux importants pour

une bonne reconnaissance d’un composé par ce P450 :

– la présence d’un groupe terminalR hydrophobe et de petite taille (3 carbones),

– la présence d’une fonction CO enparadeR sur le noyau aromatique porteur deR,

– la présence de groupes hydrophobes (phényles) à l’autre extrémité (non hydroxylée) du com-

posé.

Pour confirmer nos hypothèses concernant la nature des aminoacides impliqués dans la recon-

naissance des substrats, il conviendrait de construire lesmutants correspondants et d’étudier leur

régiosélectivité et leur affinité pour les dérivés de la terfénadone. Comme indiqué à la fin du chapitre
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IV , la construction de certains mutants, notamment de l’arigine 117, est en cours dans le laboratoire

de D. Zeldin (NIEHS, NIH, USA). L’obtention d’une structureRX du CYP 2J2 serait aussi un point

important ; ceci a été discuté avec E.F. Johnson (Scripps Institute, La Jolla, USA).

Quoiqu’il en soit, des études dedockingutilisant notre modèle devrait déjà permettre de mettre au

point des substrats et/ou inhibiteurs encore plus affins et sélectifs du CYP 2J2. Elles devraient aussi

être très utiles pour savoirquelles molécules endogènes sont les plus susceptibles d’être substrats

(autres que l’acide arachidonique), ou, de façon plus générale, d’interagir efficacement avec le CYP

2J2. Ceci devrait permettre de déterminer les différents rôles de ce P450 humain particulier du fait

de son tropisme pour le système cardiovasculaire. Ceci devrait être également utile pour comprendre

les effets de diverses molécules endogènes, présentes en particulier au niveau vasculaire, susceptibles

d’interagir avec les activités biologiques du CYP 2J2. Les études décrites dans le chapitreV consti-

tuent une première approche dans cette perspective. Elles doivent être confirmées par des études au

niveau cellulaire, ouin vivo, mais elles suggèrent déjà les points suivants :

– Le rôle majeur du CYP 2J2 au niveau vasculaire devrait être la protection des tissus vis-

à-vis du stress oxydatif, via la formation d’EETs anti-inflammatoires et anti-thrombotiques.

En effet, le fait qu’il soit très peu inhibé par de nombreux médiateurs comme NO, le LTB4 ou

l’acide linoléique, fait qu’il peut continuer à produire des EETs protecteurs, au contraire des

CYP 2C8 et 2C9 qui sont fortement inhibés par ces médiateurs.

– Le rôle majeur des CYPs (2C8 et 2C9) dans le système cardiovasculaire pourrait se situer

au niveau de la vasorelaxation (EDHF), pincipalement dans les situations de déficit de

production de NO (situations physiopathologiques où les eNOS ont une activité insuffisante,

petits vaisseaux où la voie EDRF est peu active, ...). Dans cesconditions, les CYP 2Cs ne

seraient pas inhibés par NO et pourraient être majoritairement responsables de la biosynthèse

des EETs, qui participent fortement au mécanisme EDHF.
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VII-1 Méthodes Biochimiques.

VII-1.1 Produits et enzymes employées.

VII-1.1.1 Produits chimiques.

Le NADP+, le glucose-6-phosphate (G6P) et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH)

et le NADPH proviennent de Boehringer-Mannheim (Mannheim, Allemagne). L’ébastine nous a été

fournie par Pharmafarm (filiale de Almirall ProdesFarma, Barcelone, Espagne). L’amodiaquine, le

diclofénac, le paclitaxel (taxol), la 7-benzyloxyrésorufine, la résorufine, la testostérone, le sulfaphé-

nazole, la ticlopidine, le kétoconazole, la terfénadine, l’astémizole, la cinnarizine, la flunarizine, le

GBR12909, le GBR12935, l’arginine, la nitro-arginine (NOHA), la citrulline, le nitrite de sodium,

le nitrate de sodium, l’acide linoléique et l’acide arachidonique proviennent de Sigma Chemicals (St

Quentin Fallavier, France). Le montélukast provient de Sequoia Research (Oxkord, UK). La majorité

des différents métabolites des substrats utilisés pour lesétudes quantitatives nous a été fournie par

l’équipe de D. Buisson de l’UMR 8601. La solution de peroxynitrite a été préparée au laboratoire par

J-L. Boucher, en suivant la méthode décrite par(Pryor et al., 1995), à partir du peroxyde d’hydrogène

et du nitrite.

(a) Synthèsedesdérivésd’ébastineet deterfénadone.

Les protocoles de synthèse, ainsi que la caractérisation par RMN 1H et spectrométrie de masse

tandem des composés dérivés de la terfénadone, de l’ébastine et de la déhydroterfénadone utilisés

dans les chapitresIII et IV sont indiqués dans l’article 3 (partie III-2.9).

(b) Purificationetdosagedesacidesgras.

L’acide linoléique et l’acide arachidonique sont purifiés sur cartouche de silice Sep-Pak (Waters,

St Quentin en Yvelines). Pour éviter l’oxydation de l’acidegras au cours de sa purification, toutes

les opérations sont effectuées sous argon et les solvants sont désaérés par un courant d’argon. La car-

touche de silice est lavée par 5 mL d’éther puis équilibrée avec 10 à 15 mL d’hexane, premier solvant

d’élution. 100 à 200µmoles (soit environ 25 à 50µL) d’acide gras sont déposés sur la colonne. Trois

fractions d’élution sont recueillies : 5 ml d’hexane, 20 mL d’un mélange hexane/éther (95/5 v:v) et

5 ml d’éther. La fraction intermédiaire est évaporée sous vide sans chauffage. Le résidu peut être

dissous dans 10 mL de tampon Tris 0,05 M pH = 9 contenant 0.1 mM de DETAPAC et 2 à 5 gouttes

d’ammoniaque 2 M. La concentration (environ 10 mM) est déterminée en mesurant à partir d’un ali-

quot de la préparation purifiée la quantité de 13-HPOD (pour l’acide linoléique) ou de 15(S)-HPETE

(pour l’acide arachidonique) formé totalement à pH = 9 sous l’action de la lipoxygénase 1 de soja à

5 nM (voir plus loin). La solution d’acide gras purifié est répartie en fractions aliquotées de 100µL

et conservée à -20˚C.
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(c) Synthèseetdosagedu15(S)-HPETE.

L’incubation a lieu à pH=9 dans le tampon Tris 0,05 M (0,1 mM deDETAPAC) contenant de la

lipoxygénase 1 de soja (5 à 10 nM). L’acide arachidonique (100 µM) est ensuite ajouté à la solution.

Avant cette incubation, le tampon (100 mL) est d’abord saturé d’oxygène pendant 10 minutes par un

courant d’oxygène et amené à environ 4˚C dans la glace. Cette température, le courant d’oxygène ainsi

qu’une agitation mécanique sont maintenus pendant toute ladurée de l’incubation. La lipoxygénase

puis l’acide gras sont ajoutés. La réaction est suivie en mesurant à intervalles réguliers, la DO à

234 nm. Lorsque la réaction est terminée et totale (DO maximale) la solution est aussitôt acidifiée à

pH 4,5 avec une solution d’HCI à 1 M.

L’hydroperoxyde est extrait en utilisant une cartouche Sep-Pak de silice greffée C 18. La cartouche

est d’abord lavée par 1 à 2 mL de méthanol, puis équilibrée avec 10 à 15 ml d’eau acidifiée à pH 4,5

avec HCl 1 M. L’incubation est alors passée à travers la cartouche qui est ensuite lavée à l’eau acide

(10 mL), puis à l’eau pure (10 mL), puis séchée par aspirationsous vide. L’hydroperoxyde est élué

par 1 mL de méthanol et stocké à -20˚C.

Le dosage du 15(S)-HPETE est réalisé par spectrométrie UV-visible, à 234 nm (avec un coefficient

d’extinction molaireε = 25 000 M−1.cm−1).

VII-1.1.2 Microsomes exprimant les P450s humains.

(a) Cellulesd’insectes.

Les microsomes de cellules d’insectes exprimant le cytochrome P450 2J2 humain nous ont été

fournis par le laboratoire de D.C. Zeldin. L’expression simultanée du CYP2J2 et la cytochrome P450

réductase humaine dans des cellules d’insectesSpodoptera Frugiperda(Sf9) est réalisée en utilisant

le vecteur d’expression pAcUw51 (Dr. Cosette Serabjit-Singh, GlaxoSmithKline, NC, USA) et le

système d’expression baculovirus BaculoGold (BD PharMingen, San Diego, CA, USA). Le protocole

d’obtention de la protéine recombinante est décrite dans plusieurs travaux précédents(Wu et al., 1997;

Ma et al., 1999; Qu et al., 2001; King et al., 2002).

Les microsomes de cellules d’insectes exprimant les 15 P450s humains (1A1, 1A2, 1B1, 2A6,

2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5, 2J2) qui sont utilisés dans le chapitreII nous ont

été fournis par le laboratoire de H.V. Gelboin, et sont d’origine commerciale. Les CYPs 2C19, 3A4

et 3A5 sont des BaculosomesR© fournis par Panvera (Invitrogen, CA, USA), les autres isoformes sont

des SupersomesR© de Gentest (BD Biosciences, CA, USA). Dans les deux cas, la cytochrome P450

réductase (de lapin pour les Baculosomes, humaine pour les Supersomes) est également exprimée

dans les microsomes de cellules d’insectes. La concentration en P450 des microsomes de cellules,

fournies par le fabriquant, variaient entre 1 à 2µM.

(b) Microsomesdelevures.

Les microsomes de levures exprimant les P450s ont été obtenus dans la levureSaccharomyces

cerevisiae(les souches sont indiquées dans le tableau VII.1). Toutes les souches ont été construites
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selon la méthode de D. Pompon au Centre de Génétique Moléculaire (Gif/Yvette, France)(Urban

et al., 1994; Pompon et al., 1996), soit par son équipe, soit par l’équipe de P. Beaune (U490 In-

serm/Université Paris 5), soit par l’équipe de F. Broly (Université de Lille 1).

P450 Origine Souche
[P450] [Protéines] [CPR]
(µM) (mg.mL−1) (µM)

2B6 P. Beaune W(R) 2,2 25 1,8
2C8 P. Beaune W(R) Fur 2,5 65 11
2C9 D. Pompon W(R) Fur 2,2 80 13
3A4 D. Pompon W(hR) 6,9 40 6,8
4F12 F.Broly W(R) 0,02 24 0,7

Tableau VII.1 –Origines et composition des microsomes de levures utilisés. CPR : Cytochrome P450
Réductase.

Les microsomes ont été préparés selon les méthodes précédemment décrites(Bellamine et al.,

1994; Peyronneau et al., 1992; Melet, 2004). Les microsomes des CYPs 2C et 3A4 ont été obtenus

au laboratoire. Après culture et induction du P450 et de la P450-réductase dans les cellules de levure,

la fraction microsomale est obtenue par centrifugation différentielle. Toutes les manipulations sont

réalisées à 4˚C.

Les cellules sont d’abord cassées mécaniquement par des billes de verre (0,45-0,50 mm ; Braun

Biotech International) en agitant manuellement 10 minutes à4˚C ou à l’aide d’un broyeur (4-5

broyages de 30 secondes espacées de 30 secondes). Les billessont ensuite retirées par filtration sur

verre fritté. Le broyat est alors centrifugé à 10 000 tr/min pendant 10 minutes, afin de séparer les

débris cellulaires (culot) du cytosol et des microsomes (surnageant). Le surnageant est centrifugé à

35 000 tr/min (100 000 g) pendant 1h30, puis le culot est homogénéisé dans un tampon Tris 50 mM,

EDTA 1 mM, glycérol 20 %, pH = 7,4. La suspension microsomale est ensuite aliquotée, congelée

dans l’azote liquide et conservée à -80˚C jusqu’à utilisation.

VII-1.1.3 Microsomes humains.

Les microsomes de foie humains ont été préparés par l’équipede D.C. Zeldin, à partir de plu-

sieurs échantillons de foie. Les microsomes intestinaux humains nous ont été fournis par Biopredic

(Rennes).

VII-1.1.4 Anticorps monoclonaux.

La préparation des anticorps monoclonaux a été réalisée au sein du laboratoire de H. Gelboin

par K. Krausz (Center for Cancer Research, NCI, MD, USA) dont le protocole d’obtention a été

décrit précédemment(Gelboin et al., 1998; Gelboin et Krausz, 2006). En résumé, trois souris Balb/c

sont immunisées avec 10µg de microsomes de cellules d’insectes exprimant le CYP 2J2 dans 0,2

mL d’adjuvant, une fois par semaine pendant trois semaines.Les cellules de la rate sont isolées et

fusionnées avec des cellules de myelomes de souris, et une détection par ELISA est réalisée pour

déterminer une production d’anticorps. Parmi les 1000 hybridomes testés, trois clones spécifiques ont

été isolés, pour être testés comme spécifiquement affins et inhibiteurs.
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VII-1.2 Conditions d’incubation.

VII-1.2.1 Mesure d’activité hydroxylase.

Ce protocole a été utilisé dans le cas de l’hydroxylation de l’ébastine, de la terfénadone et de leurs

dérivés, de la 4’-hydroxylation du diclofénac, de la 6α-hydroxylation du taxol, de la 6β -hydroxylation

de la testostérone et de la N-dééthylation de l’amiodaquine.

Le milieu d’incubation contient initialement des cytochromes P450 microsomaux (concentration

finale entre 2 et 20 nM), le substrat dilué dans du DMSO, l’inhibiteur si nécessaire (dilué dans du

DMSO), dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 contenant de l’EDTA en concentration 1 mM. La

quantité de solvant organique ajoutée avec le substrat et/ou l’inhibiteur ne doit pas dépasser 1 % du

volume final d’incubation. Ce mélange est incubé 2 à 3 minutes à28˚C ou 37˚C (pour les microsomes

de levures ou de cellules d’insectes, respectivement). La réaction enzymatique est démarrée par l’ajout

d’une solution contenant du système générateur de NADPH (NADP+ 1mM, glucose-6-phosphate

10 mM, glucose-6-phosphate déshydrogénase 2U/mL) dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4,

préincubé 2 à 3 minutes à 37˚C ou 28˚C pour permettre la formation de NADPH, pour un volume

total de 200µL. Au temps désiré (voir tableau VII.2), 100µL d’une solution précipitante (CH3CN +

CH3COOH, 10 :1) à 4˚C sont ajoutés pour arrêter l’incubation. Le mélange est ensuite vortexé, puis

centrifugé à 10 000 tours/min. Le surnageant (230-250µL) est ensuite prélevé pour être injecté en

CLHP-UV (voir partie VII-2.1).

Substrat Activité P450 kcat (min−1) Km (µM) Temps d’incubation (min.)
Taxol 6α-hydroxylation CYP2C8 6 10 5

Amodiaquine N-dééthylation CYP2C8 4 1 10
Diclofénac 4’-hydroxylation CYP2C9 29 7 5
Ebastine hydroxylation CYP2J2 35 0,5 2, 4, 6

Testostérone 6β -hydroxylation CYP3A4 56 25 5

Tableau VII.2 –Données expérimentales des différentes activités enzymatiques mesurées.

– Dans le cas de l’ébastine ou de ses dérivés, plusieurs tempsd’incubation sont nécessaires pour

s’assurer de la linéarité. Dans ce cas, le volume d’incubation est généralement de 600µL. Aux

temps désirés, 180µL du milieu réactionnel sont prélevés et ajoutés à 90µL de la solution

d’arrêt.

– La concentration en substrat généralement utilisée est lavaleur de la constante du complexe de

MichaelisKm (Tableau VII.2).

– Les incubations en présence d’acide arachidonique et linoléique sont faites en ajoutant au mi-

lieu réactionnel du glutathion (10 mM) et de la glutathion-peroxydase (0,1 U/ml), afin d’éviter

l’inactivation rapide des P450s par les éventuels peroxydes présents dans la solution d’acide

gras (en proportion faible, < 0,1 %, mais non négligeable parrapport à la concentration en

P450).

– Les inhibitions par anticorps monoclonaux anti-CYP sont réalisées par pré-mélange des anti-

corps (0-1µg protéine/pmol P450 dans le cas des microsomes hépatiques,0-2 µg protéine/µg

protéine pour les microsomes intestinaux et 0-5µg protéine/pmol P450 pour le CYP 2J2 recom-
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binant) avec les cytochromes P450 dilués dans le tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 contenant

de l’EDTA 0,1 mM à 0˚C pendant 30 minutes. Puis le substrat et le système générateur sont

ajoutés pour mesurer l’activité résiduelle.

VII-1.2.2 Mesure de l’inactivation des P450s par des inhibiteurs suicides5, 12 et13.

(a) Conditionsgénéralesd’incubation.

Toutes les incubations ont été réalisées à 37˚C, et contenaient les microsomes de cellules d’in-

sectes exprimant le CYP 2J2, les substrats et le système générateur de NADPH, dans un tampon

phosphate de 0,1M à pH 7,4 contenant 1mM d’EDTA.

(b) Analysedel’oxydationde13par le CYP2J2.

Le substrat est incubé à 37˚C en présence du CYP 2J2 recombinant (10nM), et la réaction est

démarrée en ajoutant le système générateur de NADPH, préincubé à 37˚C pour permettre la formation

de NADPH (1 mL d’incubation). A t0 et à intervalles réguliers, des fractions de 200µL sont prélevées

et mélangées à la solution précipitante (100µL, CH3CN/CH3COOH 10 :1), afin d’arrêter la réaction

enzymatique. Après centifugation à 10000 tr/min pendant 10minutes, le surnageant est prélevé pour

être directement injecté pour une analyse CLHP/SM/UV, ou congelé à -40˚C.

(c) Mesuresdesconstantescinétiquesd’inactivation.

Les protocoles expérimentaux de détermination des paramètres cinétiques sont basés sur des mé-

thodes précédemment décrites(Lopez-Garcia et al., 1994; Silverman, 1995; Ha-Duong et al., 2001).

Les microsomes de cellules d’insectes (30 nM de P450) sont incubés dans les conditions décrites

plus haut, en présence de l’inhibiteur en concentrations variables (1 à 20µM). Au temps t0 et à in-

tervalles réguliers par la suite, 25µL sont prélevés et utilisés pour déterminer l’activité résiduelle.

La corrélation entre inactivation et formation du métabolite est assurée par le prélèvement simultané

d’un aliquot de 125µL pour déterminer la concentration de métabolite formé, comme décrit dans le

paragraphe précédent. Afin de corriger la contribution possible de la dégradation intrinsèque des mi-

crosomes, des incubations contrôles (sans substrat ou système générateur de NADPH) sont réalisées

simultanément aux expériences présentées.

(d) Déterminationdel’activité enzymatiquerésiduelle.

La procédure de routine pour déterminer l’activité enzymatique résiduelle à la suite d’une oxyda-

tion d’un inhibiteur suicide nécessite un substrat alternatif pour estimer l’activité lors d’une seconde

incubation(Silverman, 1995). Pour diminuer l’influence de l’inhibiteur présent dans le milieu d’in-

cubation, le prélèvement de 25µL issu de la première incubation est dilué jusqu’à 20 fois dans la

solution tampon. Le volume final de la seconde incubation estde 500µL, contenant 20µM d’ébas-

tine et le système générateur de NADPH. A temps initial (dilution des aliquots), 150µL de l’incu-

bation sont prélevés et la réaction enzymatique stoppée paraddition de 75µL de solution d’arrêt à

Page 185



CHAPITRE VII. PROTOCOLES EXPÉRIMENTAUX

4˚C (CH3CN/CH3COOH 10:1). Le mélange réactionnel restant est incubé à 37˚C et deux autres ali-

quots sont retirés au bout de 2 et 4 minutes. Dans toutes ces expériences, des incubations de contrôle

avec le substrat suicide sont réalisées en conditions non-catalytiques (sans NADPH), pour déterminer

l’activité résiduelle maximale (définie par 100 % d’activité).

(e) Influenced’un inhibiteur compétitifetduglutathionréduit sur l’inactivation.

Les incubations précédemment décrites pour déterminer l’évolution de l’inactivation de l’enzyme

au cours du temps ont été réalisées en présence d’un inhibiteur compétitif4, ou de glutathion réduit

(GSH). L’inhibiteur compétitif (50µM) ou le GSH (5 mM) sont ajoutés initialement dans le mi-

lieu d’incubation contenant 5µM de 13, avant l’ajout de système générateur de NADPH. L’activité

maximale a été déterminée lors d’incubation témoin sans système générateur de NADPH.
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VII-2 Méthodes Analytiques.

VII-2.1 Analyse des activités enzymatiques par CLHP-UV.

Le matériel utilisé pour la détection des métabolites en CLHP-UV est constitué d’une chaîne

Spectraphysics couplé à un détecteur UV Spectra FOCUS (Thermo Electron, Les Ulis, France).

VII-2.1.1 6-α-Hydroxylation du Taxol.
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VII-2.1.2 N-Déséthylation de l’Amodiaquine.
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VII-2.1.3 4’-Hydroxylation du Diclofénac.
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Colonne

Nucleosil C18 (125× 4,6 mm, 5µm)

Phase mobile

Débit 1 mL/min

Solvant A CH3CN 30% + H2O 70% + TFA 0,05%

Solvant B CH3OH

Détection

Absorption UV à 280 nm

VII-2.1.4 Hydroxylation de l’ébastine, de la terfenadone et de leurs dérivés.
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VII-2.1.5 6-β -Hydroxylation de la Testostérone.
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Colonne
Nucleosil C18 (125× 4,6 mm, 5µm)

Phase mobile
Débit 1 mL/min

Solvant A H2O 60% + CH3OH 40%
Solvant B CH3OH

Détection
Absorption UV à 247 nm

VII-2.2 Analyse par fluorimétrie de l’activité O-débenzylation de la benzy-

loxyrésorufine.

N

OO OR R = 

R = H

7-Benzyloxyresorufine

Resorufine

Le protocole utilisé pour mesurer l’oxydation de la 7-benzyloxyrésorufine (BR) par le CYP 2B6

est adapté d’une méthode spectrofluorométrique décrite parBurke et Mayer(Burke et Mayer, 1983).

Une solution contenant le substrat (0,5µM de BR) et les microsomes de levures exprimant le CYP

2B6 (10 nM en P450) dans un tampon HEPES de 100 mM à pH 7,8 contenant 5 mM de MgCl2 pour

un volume total de 985µL est incubée 3 minutes à 37˚C dans une cuve de fluorimètre, placée dans un

fluorimètre Kontron SFM 25. La réaction enzymatique est démarrée en ajoutant 10µL de NADPH

à 10 mM. La formation de la résorufine, métabolite de cette réaction, est suivie en fluorescence en

temps réel, à une longueur d’onde d’excitation de 535 nm et une longueur d’onde d’émission de 580

nm. Après 2 à 3 minutes d’incubation, l’inhibiteur (5µL) est ajouté tout en continuant d’enregistrer

la fluorescence. La présence de l’inhibiteur se traduit par un changement de pente de la courbe de

formation du métabolite en fonction du temps (voir graphique VII.1). Il est à noter que les inhibiteurs

dérivés de la terfénadone étudiés dans cette thèse n’absorbent pas aux longueurs d’ondes considérées,

on peut donc négliger les interférences de l’inhibiteur dans la mesure de la fluorescence. La quanti-

fication de la résorufine formée est réalisée ensuite en ajoutant une quantité appropriée de résorufine

(généralement 20 nM) dans la cuve, pour étalonner le graphique obtenu. Des incubations témoins sont

réalisées au cours de l’expérience, dans lesquelles on ajoute du DMSO au cours de l’incubation, sans

observer de variation de pente.
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Figure VII.1 –Evolution du signal de fluorescence de la résorufine au cours dutest d’activité
pour le CYP2B6.

VII-2.3 CLHP-SM.

L’appareil utilisé de Chromatographie Liquide à Haute Pression (CHLP) est un système Surveyor

CLHP couplé à un spectromètre de masse (SM) à trappe d’ions de Thermo Finnigan (Les Ulis).

Les composés sont ionisés par électrospray (ESI) en mode positif. Un affinement des paramètres

du spectromètre est réalisé en utilisant la procédure automatique du logiciel Tune Plus de l’appareil

(Thermo Finnigan, Les Ulis). Les paramètres utilisés pour la détection des différents composés est

indiquée dans le tableau VII.3. La fragmentation des ions est réalisée à une puissance définie par

l’appareil entre 30 et 40 %, selon le produit à analyser.

Composé
Température (˚C) Voltage

(capillaire) Source (kV) Capillaire (V)
Astemizole 275 5 5
Cinnarizine 275 5 34
Flunarizine 275 5 34
GBR 12909 275 5 5
GRB 12935 275 5 5

Dérivés
275 5 41

de la terfenadone

Tableau VII.3 –Conditions de détection des différents composés par spectrométrie de masse.
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VII-2.3.1 Oxydation des dérivés d’ébastine par le CYP2J2.
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VII-2.3.2 Formation du métabolite du composé13.
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Solvant B CH3CN/HCOOH (99 :1)

VII-2.4 Spectrophotométrie UV.

VII-2.4.1 Caractérisation des préparations microsomales.

La détermination des concentrations en cytochrome P450, protéines et P450-Réductase n’a pas été

réalisée dans le cas de microsomes de cellules d’insectes commerciaux, du fait de la faible quantité

de microsomes disponibles. Les concentrations fournies par les sociétés Gentest ou Panvera ont été

utilisées pour tous les calculs d’activité.

(a) Dosagedesprotéinesmicrosomales.

La concentration en protéines des microsomes est mesurée par la méthode de Bradford(Bradford,

1976), utilisant de l’albumine de sérum de bœuf comme étalon.

(b) Déterminationdela concentrationencytochromeP450.

La concentration en cytochrome P450 est mesurée par spectrophotométrie différentielle (Uvikon

860) selon la méthode décrite par T. Omura et R. Sato(Omura et Sato, 1964b). Les microsomes sont
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dilués dans du tampon Tris 50 mM pH 7,4 contenant 50 mM d’EDTA,afin de réduire la turbidité

(dilution de 1/20 à 1/40), puis sont répartis entre deux cuves de 500µL (trajet optique de 1 cm). Une

ligne de base est enregistrée entre 400 et 550 nm, puis le fer de l’hème est réduit par addition de

quelques grains de dithionite de sodium dans les deux cuves.La solution de la cuve échantillon est

alors saturée en CO par barbotage et le spectre d’absorption correspondant est enregistré. La concen-

tration en P450 est calculée en mesurant l’absorption caractéristique du complexe FeII -CO à 450 nm

(ε = 91 000 cm−1.M−1). Une dénaturation de la protéine (notamment par perte du ligand cystéinate du

fer) se traduit par une absorption dont le maximum est situé à420 nm (avec un coefficient d’extinction

molaire deε = 183 000 cm−1.M−1).

(c) Dosagedel’activité dela NADPH-cytochromeP450-réductase.

L’activité de la NADPH-cytochrome P450-réductase (CPR) est mesurée en suivant par spectro-

photométrie la réduction du cytochrome c par les électrons transférés par la CPR. 40µL de cyto-

chrome c 4mM et 4µL de microsomes dilués (1/20) sont dilués dans 2 mL de tampon Tris 50 mM

pH 7,4 contenant 50 mM d’EDTA, puis répartis dans deux cuves.Après avoir mesuré l’absorbance à

550 nm, la réaction est amorcée par l’addition de 5µL de NADPH 10 mM dans la cuve de mesure.

La cinétique de réduction du cytochrome c est suivie par mesure de l’absorbance à 550 nm du cyto-

chrome c réduit (ε = 21 000 cm−1.M−1). La pente de la droite obtenue permet de calculer l’activité

réductasique, exprimée en nmol de cytochrome c réduit / min /mg de protéines.

VII-2.4.2 Spectres UV des interactions entre13 et le CYP 2J2.

Le spectre d’interaction du composé13 avec le CYP2J2 a été enregistré à température ambiante

sur un spectrophotomètre Uvikon 941. Une solution de microsomes de cellules d’insectes exprimant

le CYP 2J2 (100nM de P450) dans un tampon phosphate 0,1 M à pH 7,4contenant 0,1 mM d’EDTA

est divisé en deux volumes de 150µL entre deux cuves noires en quartz de 200µL, dont la longueur

optique est de 1 cm. 5µL d’une solution du composé13 à 30 mM dans le DMSO est ajouté dans

la cuve échantillon, le même volume de DMSO étant rajouté à lacuve référence. On enregistre la

ligne de base entre 350 nm et 500 nm, puis on ajoute 2µL d’une solution de NADPH à 3 mM, et on

enregistre un spectre toutes les 2 minutes entre 350 et 500 nm.

VII-2.4.3 Dosage des espèces activées de l’azote.

(a) DosagedeNO.

La réaction rapide du monoxyde d’azote avec l’oxyhémoglobine (Feelisch et al., 1996)permet

de doser facilement NO (figure VII.2). L’apparition de la methémoglobine et la disparition concom-

mitante de l’oxyhémoglobine sont suivies par spectrophotométrie UV-visible différentielle (λmin≈

420 nm,λmax≈ 400 nm etε = 77 000 M−1cm−1).

Une solution d’hémoglobine (Hb) (300µM dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4) est partagée

dans deux cuves en quartz de 1 mL (900µL de la solution d’Hb). Le spectre de référence est tracé

entre 350 et 500 nm. Puis, avec plusieurs additions successives (1µL) de la solution de NO, on

Page 193



CHAPITRE VII. PROTOCOLES EXPÉRIMENTAUX

enregistre le spectre différentiel obtenu pour mesurer la quantité de monoxyde d’azote présente (le

faisceau de courbe possède un point isobestique à 410 nm).

Hb-FeII -O2 + NO Hb-FeIII + NO3
-

Oxy-hémoglobine

λmax = 415 nm

Methémoglobine

λmax = 400 nm

Figure VII.2 –Réaction du monoxyde d’azote avec l’oxyhémoglobine (Hb-FeII -O2).

(b) DosageduperoxynitriteONOO−.

La concentration du peroxynitrite dans une solution de soude (0,2 M) est mesurée par dosage

spectrophotométrique (λmax = 302 nm ;ε = 1 670 M−1.cm−1) (Beckman et al., 1996).

VII-2.5 Mesure de pouvoir inhibiteur.

VII-2.5.1 Calcul de la concentration inhibitrice à 50 % (CI50).

La concentration nécessaire en inhibiteur pour inhiber 50 %de l’activité contrôle (sans inhibi-

teur) est appelée concentration inhibitrice 50 ou CI50. Celle-ci est calculée en déterminant l’activité

de plusieurs incubations contenant différentes quantitésd’inhibiteur. La gamme de concentration en

inhibiteur utilisée varie généralement entre 0,1 et 10 foisla valeur estimée de la CI50. La courbe du

pourcentage d’activité en fonction du logarithme de la concentration en inhibiteur est ensuite tracée

et l’abscisse du point ayant pour ordonnée 50 % nous donne la valeur de la CI50.

VII-2.5.2 Constante d’inhibition K i pour un inhibiteur compétitif.

L’inhibition d’une activité enzymatique par un inhibiteurcompétitif peut être représenté par le

schéma cinétique suivant où S est le substrat, E l’enzyme et Il’inhibiteur.

E + S + I E-S    + I E + P + I

E-I    + S

k1

k-1

k2

k3 k-3

La vitesse de la réaction enzymatique est définie alors par l’équation suivante, où [S] est la concen-

tration en substrat, [I] celle en inhibiteur,Vmax la vitesse maximale de la réaction. Dans cette équation,

la constante de Michaelis du substratKm est définie park1/k−1 et la constante d’inhibition de l’inhi-

biteurKi park3/k−3 :

v = Vmax
[S]

Km(1+ [I]
Ki

)+ [S]

La valeur deKi peut être déterminée de deux façons différentes :
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– Tracer, pour plusieurs concentrations en substrat, les courbes 1
v = [I] et déterminer le point

d’intersection de ces droites. L’abcisse de ce point donne la valeur deKi (Dixon et Webb,

1964).

– En utilisant l’équation de Cheng-Prusoff(Cheng et Prusoff, 1973), valable dans le cas d’un

inhibiteur purement compétitif :

CI50= Ki× (1+
[S]

Km
)

et en se plaçant à une concentration en substrat égale àKm, on peut en déduire que la CI50 vaut

approximativement le double de la constanteKi.

VII-2.5.3 Mesure des constantes cinétiques d’une inactivation.

(a) Constanted’inactivationKI etvitessed’inactivationkinact.

Les paramètres cinétiques de l’inactivation sont calculésen se basant sur les modèles de Walsh

(Walsh, 1982)et de Silverman(Silverman, 1995). Ces modèles peuvent être représentés simplement

par l’équation suivante :

E + S E-S E-S*
k1

k-1

k2

k3

k4

E + P

EI

où E-S est le complexe initial enzyme-substrat transformé en une entité activée, E-S*, qui peut

réagir et donner l’enzyme libre et le produit (P), mais qui peut également réagir sur l’enzyme et

l’inactiver (EI). Le rapportk−1/k1 représente la constante de dissociationKS du complexe enzyme-

substrat, et la valeurk3/k4 (appelée coefficient de partition) qui correspond au nombrede cycles

productifs (menant à la formation du produit) effectués parl’enzyme avant de réaliser un cycle

inactivant. La constante de pseudo-premier ordre du mécanisme d’inactivation (kinact) est définie

par le rapportk2k4/(k2+ k3+ k4). La seconde constante représentative du mécanisme d’inactivation

est la constanteKI (différente de la constante d’inhibitionKi), qui correspond au quotient [(k−1+

k2)/k1][(k2+k4)/(k2+k3+k4)].

Le calcul des constanteskinactetKI a été réalisé en utilisant la méthode décrite par Kitz et Wilson

(Kitz et Wilson, 1962). On trace la courbe représentant le logarithme du pourcentage d’activité ré-

siduelle en fonction du temps d’incubation, pour différentes concentrations en substrat suicide. Pour

les faibles temps d’incubation, on peut linéariser les courbes et déterminer le temps nécessaire pour

inactiver la moitié de l’enzyme, appelé t1/2, dépendant de la concentration en substrat. On détermine

ensuite la valeur minimale de ce temps de demi-réaction, valable pour une concentration infinie en

substrat. Cette valeur, notée tmax
1/2 est estimée graphiquement, en traçant la droite t1/2 = f(1/[Substrat]),

et en déterminant l’ordonnée à l’origine, soit tmax
1/2 . Cette droite coupe également l’axe des abscisses

à la valeurKI . La réaction enzymatique étant du pseudo-premier ordre, onretrouve la valeur de la
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constantekinactpar l’équation :

kinact=
ln2
tmax1/2

(b) Mesureducœfficientdepartition r.

Un autre paramètre important à déterminer dans le cas d’une inactivation est le coefficient de par-

tition (défini park3/k4). Cette valeur représente le nombre de cycles catalytiques productifs, rapporté

au nombre de cycles menant à l’inactivation de la protéine. Dans un cas d’inactivation totale, le para-

mètrer correspond au rapport P∞/E0 où P∞ représente la quantité finale de produit, et E0 la quantité

initiale d’enzyme(Waley, 1980). Afin de déterminer la valeur de P∞, et donc der, deux méthodes

peuvent être utilisées :

– En extrapolant à des temps infinis les courbes de formation du métabolite, on peut évaluer P∞

et ainsi obtenir la valeur der.

– Une technique plus précise consiste à représenter graphiquement le pourcentage d’activité rési-

duelle de l’enzyme avec la quantité de métabolite formé. On extrapole la droite moyenne à 0 %

d’activité résiduelle (intersection de la droite moyenne et de l’axe des abscisses) et la quantité

de produit correspondante donne le nombre de cycles productifs, r correspond à cette valeur,

augmentée de 1, le cycle ajouté correspondant au cycle d’inactivation de l’enzyme.

VII-3 Méthodes Bioinformatiques.

Tous les calculs de minimisation et de dynamique moléculaire ont été réalisés sur une console

Octane 2 de Silicon Graphics (CA, USA), en utilisant le logiciel Sybyl 7.0 (Tripos Inc., Courta-

boeuf). Le champs de force utilisé est le champstripos (cut-off de 12 Å pour les minimisations,

8 Å pour les dynamiques), capable de prendre en charge des macromolécules, mais également les

groupes prosthétiques contenant un atome métallique. Le système de calcul des charges des dif-

férents molécules ou protéines est le système Gasteiger-Hückel. Les énergies indiquées dans cette

partie correspondent aux énergies relatives données par lelogiciel Sybyl. Toutes les représentations

de structures tri-dimensionnelles de ce manuscrit ont été réalisées en utilisant le logiciel PYMOL

(http://www.pymol.org).

VII-3.1 Modélisation par homologie - Optimisation du modèle.

La construction du modèle par homologie par le serveur Swiss-Model (accessible surhttp://

swissmodel.expasy.org/) a été réalisée avec l’optionFirst Approachdu logiciel, et en indiquant les

structures cristallographiques à utiliser. Aux coordonnées du modèle obtenu, on ajoute l’hème par

simple ajout des coordonnées atomiques d’une structure template (dans ce cas, la structure du CYP

2C8 pdb 1PQ2 a fourni l’hème).

Lors de la validation de la méthode par homologie par Swiss-Model, et de la construction des

modèles des CYP déjà cristallisés, le calcul de déviation desdistances moyennes (Root Mean Square
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Deviation ou RMSD) a été réalisé en utilisant le logiciel Swiss-pdb-Viewer, fourni par le serveur

suisse Expasy, accessible à l’adressewww.expasy.org/spdbv. L’alignement des deux structures à com-

parer est également effectué avec ce logiciel, et la distance moyenne est calculée en considérant soit

les carbonesα, soit les atomes du squelette peptidique.

L’optimisation du modèle de CYP 2J2 est réalisé par des cyclessuccessifs de minimisation (1000

pas, Powell(Powell, 1964)) et de courte dynamique (50 K, 0,5 ps), jusqu’à obtenir une énergie stabi-

lisée. Cette technique a pour avantage, par rapport à une minimisation simple, de pouvoir relâcher la

protéine, en facilitant le franchissement des petites barrières d’énergies nécessaires pour optimiser la

structure. Le modèle est ensuite finalisé par une longue minimisation de 10 000 pas, jusqu’à obtenir

une énergie minimum (≈ - 6 000 kcal.mol−1).

VII-3.2 Calcul de volume du site actif.

Le programme VOIDOO, accessible sur le site de l’universitéd’Uppsala en Suède (http://alpha2.

bmc.uu.se/usf/voidoo.html) permet de calculer différentes cavités pour une même structure. Dans tous

les cas, la technique utilisée est le balayage du site actif par une sphère ou « sonde », dont le rayon

peut être défini par l’utilisateur. Deux surfaces peuvent être alors calculées (voir figure VII.3).

A

A S

Surface Moléculaire Accessible au Solvant
(SMAS)

Surface Accessible au Solvant
(SAS)

Figure VII.3 –Surfaces moléculaires d’un composé A définies par le solvantS. Le solvant explore
tous les positionnement possibles autour de A. La surface moléculaire accessible au solvant (ou surface de Connoly) est
définie par les contacts de Van derWaals entre la sonde et le composé A(Connolly, 1983). La surface accessible au solvant
est définie par la surface balayée par le centre de la sonde(Lee et Richards, 1971)

Les volumes indiqués par les différents auteurs des articles concernant les structures de P450s de

mammifères sont calculés par l’une ou l’autre de ces méthodes. Le rayon de la sonde est défini à 1,4

Å (taille généralement utilisée pour une molécule d’eau). Il est nécessaire de définir un point de la

cavité pour accélérer la recherche de la surface.
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VII-3.3 Protocole dedockingdynamique sous contraintes.

Le principe dudockingdynamique sous contraintes douces à l’avantage de pouvoir tenir compte

de l’évolution conformationnelle du ligand et de la protéine. Cependant, il est nécessaire de « geler »

une partie de la protéine afin de maintenir la structure globale du P450, qui peut être fortement pertur-

bée, notamment lors de l’entrée du substrat. Pour permettreun libre mouvement des résidus en contact

avec le substrat, nous avons choisi de maintenir fixe quelques éléments de structure secondaire oppo-

sés aux différents canaux testés par rapport à l’hème (les résidus sont indiqués dans le tableau VII.4).

Lorsque le substrat est entré dans le canal, les coordonnéesde ces atomes ne sont plus maintenues,

car les variations énergétiques sont alors peu importantespour déstabiliser la protéine. Il est à noter

que l’hème est également fixé durant le processus d’entrée dusubstrat dans le canal, pour éviter un

déplacement de l’hème vers le substrat.

Canal Résidus (Eléments structuraux)

Canal 1

39-57 (Boucle N-terminale) ; 82-87 (feuillet β1−1)
94-109 (Hélice B) ; 131-148 (Hélice C)
231-246 (Hélice G’) ; 268-297 (Hélice H)
434-466 (Hélice L)

Canal 2
147-177 (Boucle C-D/Hélice D) ; 197-206 (Boucle E-F)
281-296 (Hélice H) ; 330-361 (Hélices J/J’)
448-481 (Hélice L) ; 494-502 (Boucle C-terminale)

Canal 3
94-104 (Hélice B) ; 153-173 (Hélice D)
330-376 (Hélice J/J’) ; 406-452 (Boucle K"-L)

Tableau VII.4 –Eléments structuraux et résidus correspondants du CYP 2J2 « gelés » lors des
différents dockingsréalisés, en fonction des trois canaux d’entrée testés.

Le dockingdes différents composés est réalisé en suivant un schéma de cinq étapes (figure VII.4) :

Temps

DL

1 ps 2 ps 200 ps 200 ps

DSC DSC DL

D
is
ta
nc
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e
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 li
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ce
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la
 c

ont
ra
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0

Figure VII.4 –Représentation schématique de la séquence utilisée lors des dockings. DL : Dyna-
mique Libre ; DSC : Dynamique Sous Contraintes.

– Le composé àdockerest placé à l’extérieur de la protéine, le groupeR du composé orienté vers

l’hème, distant d’environ 30 Å. On utilise 4 acides aminés del’entrée du canal d’accès pour
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orienter convenablement le substrat. On effectue ensuite une courte dynamique moléculaire

(1 ps) à 50 K dans le vide pour équilibrer thermiquement le ligand et le P450.

– On ajoute ensuite une contrainte de distance entre le ligand et le fer de l’hème (2 ps). La somme

des intensités de toutes ces contraintes est de l’ordre de 1,5 à 2 kcal/mol, pour que le substrat

se rapproche lentement de l’hème. Dans le cas des dérivés de terfénadone, la contrainte était

répartie sur plusieurs centres (généralement les trois points représentés en figure VII.5).

OH N
O

Fe

Figure VII.5 –Points d’attache de la contrainte de distance généralementdéfinis lors dudocking
des dérivés de la terfénadone.

– Lorsque le substrat entre en contact avec les résidus de l’entrée du canal d’accès choisi, l’in-

tensité de la contrainte est augmentée (généralement 9 kcal/mol), et on effectue une dynamique

moléculaire à 50 K sur un temps plus long (200 ps). Le substratpénètre ainsi dans le canal

d’accès, et vient se positionner dans le site actif.

– Pour permettre une évolution libre du complexe enzyme-substrat formé, une dernière dyna-

mique moculaire à 100 K pendant 200 ps est effectuée sans contrainte. Une vérification de

la stabilité de ce complexe peut être effectuée en évaluant la distance fer-substrat. Si le sub-

strat s’éloigne du fer, alors la reconnaissance par le site actif n’est pas optimale, et un nouveau

dockingest nécessaire. Dans le cas contraire, le complexe semble être stable, et la structure

obtenue est ensuite optimisée.

– L’optimisation du modèledockéfinal est réalisée par plusieurs cycles de courtes dynamiques

moléculaires (1ps) - minimisations énergétiques (500 pas,Powell).
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A Article 5
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B Spectres de masse obtenus pour les métabolites d’hydroxyla-

tion des dérivés2, 4, 5 et17 (cf. chapitre IV)

B. 1 Composé2
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Figure 1 –Spectres de fragmentation SM2 et assignations structurales des fragments pour le
substrat et le métabolite2a (m/z = 444) formés après oxydation du composé2 par le CYP 2J2.
Les fragments indiqués en noir (respectivement en rouge) représentent les fragments dont la masse ne change pas (res-
pectivement dont la masse augmente de 16) après oxydation.
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B. 2 Composé4
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Figure 2 –Spectres de fragmentation SM2 et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolites inconnus4a et 4b (m/z = 472) formés après oxydation du composé4 par le
CYP 2J2 et le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respectivement en rouge) représentent les fragments dont
la masse ne change pas (respectivement dont la masse augmente de 16) après oxydation. Le fragment caractéristique du
métabolite4b est indiqué en vert.
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B. 3 Composé5

Dans ce cas, le chromatogramme CLHP/SM obtenu après injection d’une incubation de5 avec des

microsomes contenant le CYP 2J2 est présenté. Celui-ci montrebien la présence de deux métabolites

majoritaires5b et5c :
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Figure 3 –Chromatogrammes CLHP/SM obtenus par incubation du dérivé5 avec le CYP 2J2
en présence de NADPH. Les deux chromatogrammes indiqués ont été obtenus pour un temps d’incubation de 0
minute (noir) et de 30 minutes (rouge). Les spectres de massedes pics apparus au cours de l’incubation (5b et 5c) ainsi
que celui du substrat5 sont indiqués en dessous des chromatogrammes.
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Figure 4 –Spectres de fragmentation SM2 et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolites5a et5b (m/z = 470) ainsi que le métabolite secondaire5c (m/z = 488) formés
après oxydation du composé5 par le CYP 2J2 et le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respecti-
vement en rouge) représentent les fragments dont la masse nechange pas (respectivement dont la masse augmente de 16
ou de 34) après oxydation. Le fragment caractéristique de chaque métabolite est indiqué en vert.
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Figure 5 –Spectres de fragmentation SM2 et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolites17a et17b (m/z = 458) formés après oxydation du composé17 par le CYP 2J2
et le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respectivement en rouge) représentent les fragments dont la masse
ne change pas (respectivement dont la masse augmente de 16) après oxydation. Le fragment caractéristique de chaque
métabolite est indiqué en vert.
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C Construction du modèle de CYP2J2

C. 1 Fichier d’évènements créé par Swiss-ModelAlignMaster output============================================================Length of target sequene: 502 residuesReading user-defined template listExtrating template sequenesRunning pair-wise alignments with target sequeneSequene identity of templates with target:1z11A.pdb: 50.7 % identity2bdmA.pdb: 51.9 % identity1nr6A.pdb: 46.4 % identity1pq2A.pdb: 40.76 % identity2f9qA.pdb: 36.04 % identityLooking for template groupsGlobal alignment overview:Taget Sequene: |==================================================|1z11A.pdb | -------------------------------------------2bdmA.pdb | -------------------------------------------1nr6A.pdb | -------------------------------------------1pq2A.pdb | ---------------------------------------------2f9qA.pdb | ------------------------------------------AlignMaster found 1 regions to model separately:1: Using template(s) 1nr6A.pdb 1pq2A.pdb 1z11A.pdb 2bdmA.pdb 2f9qA.pdbCreating Bath files for ProMod (if any):Bath.1: residues 39 - 502 of submitted sequene.Exiting AlignMasterProModII trae log for Bath.1============================================================ProModII: 3.70 (SP3)ProModII: Loading Template: 1z11A.pdbProModII: Loading Template: 2bdmA.pdbProModII: Loading Template: 1nr6A.pdbProModII: Loading Template: 1pq2A.pdbProModII: Loading Template: 2f9qA.pdbProModII: Loading Raw SequeneProModII: Iterative Template FittingProModII: Iterative Template FittingProModII: Iterative Template FittingProModII: Iterative Template FittingProModII: Generating Strutural AlignmentProModII: Aligning Raw SequeneProModII: Refining Raw Sequene AlignmentProModII: ProModII: doing omplex assignment of bakboneProModII: N-terminal overhang trimmed for hain ' '. Start at residue: 2ProModII: ProModII: adding bloking groupsProModII: Weighting BakbonesProModII: Averaging SidehainsProModII: Adding Missing SidehainsProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;ProModII: GROMOS will repair it at residue PHE 32ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;ProModII: GROMOS will repair it at residue ALA 94ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;ProModII: GROMOS will repair it at residue SER 115
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CHAPITRE VIII. ANNEXESProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;ProModII: GROMOS will repair it at residue ARG 161ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;ProModII: GROMOS will repair it at residue MET 198ProModII: Trying Ligating with anhor residues GLU 390 and GLN 393ProModII: Trying Ligating with anhor residues LEU 389 and GLN 393ProModII: Number of Ligations found: 57ProModII: ACCEPTING loop 0: lash= 0 FF= -192.8 PP= -2.00ProModII: Optimizing SidehainsProModII: Dumping Preliminary ModelProModII: Adding HydrogensProModII: Optimizing loops and OXT (nb = 5)ProModII: Final Total Energy: 5855.536 KJ/molProModII: Removing HydrogensProModII: Fixing Atom NomenlatureProModII: Dumping Sequene Alignment
C. 2 Validation par WHATCHECK du modèle issu de Swiss-ModelWhatChek Report generated for your SWISS MODEL requestAC ode: Model: Bath.1.pdbFor details about the WhatChek output, please see:http://www.mbi.kun.nl/gv/hekhelp/-------------------------------------------------------------********************************************************************************** REPORT OF PROTEIN ANALYSIS by the WHAT IF program **********************************************************************************Date : 2006-03-07This report was reated by WHAT IF version 19970813-1517(...)# 51 # Note: Summary report for users of a strutureThis is an overall summary of the quality of the struture asompared with urrent reliable strutures. This summary is mostuseful for biologists seeking a good struture to use for modellingalulations.The seond part of the table mostly gives an impression of how wellthe model onforms to ommon refinement onstraint values. Thefirst part of the table shows a number of onstraint-independentquality indiators.Struture Z-sores, positive is better than average:1st generation paking quality : -1.0742nd generation paking quality : -1.874Ramahandran plot appearane : -0.683hi-1/hi-2 rotamer normality : 2.786Bakbone onformation : -0.778RMS Z-sores, should be lose to 1.0:Bond lengths : 1.336Bond angles : 1.308Omega angle restraints : 0.986Side hain planarity : 3.937 (loose)Improper dihedral distribution : 1.513 (loose)B-fator distribution : 2.673 (loose)Inside/Outside distribution : 1.113
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Résumé :
Ce manuscrit présente une étude fonctionnelle et structurale du cytochrome P450 2J2 humain (CYP2J2), enzyme

exprimée dans les tissus cardiovasculaires, dont les rôles biologiques sont mal connus. En utilisant la terfénadone comme
base structurale, qui est un composé oxydé régiosélectivement par le CYP2J2, plusieurs composés ont été synthétisés
se sont révélés être des inhibiteurs af� ns et sélectifs du CYP2J2. En particulier, un inhibiteur très af� n et compétitif
(Ki = 160 nM) et deux substrats suicides ef� caces du CYP2J2 (kinact/Ki 3000 L/mol/s) ont été mis en évidence.
L' étude de l' oxydation de ces composés par le CYP2J2 a révélé une régiosélectivité surprenante, en faveur d' une position
chimiquement moins réactive vis-à-vis des oxydations. La caractérisation du site actif du CYP2J2 et l' identi� cation de
résidus importants pour la reconnaissance des dérivés de terfénadone a pu être réalisée en construisant un modèle par
homologie 3D de cette enzyme et par le docking de certains dérivés dans le site actif du CYP2J2. En� n, une étude
préliminaire des rôles biologiques possibles du CYP2J2 a été réalisée en étudiant les effets inhibiteurs de ce P450. En
conclusion, ce travail a permis de caractériser les premiers outils biochimiques d' étude des rôles biologiques du CYP2J2,
de proposer une première topologie du site actif du CYP2J2, et d' af� ner les rôles biologiques du CYP2J2.

Mots clés : Hémoprotéines, monooxygénases, terfénadine, ébastine, docking sous contraintes douces, époxydation de
l' acide arachidonique.

Abstract :
This manuscript deals with the functional and structural study of human cytochrome P450 2J2 (CYP2J2), an enzyme

mainly expressed in cardiovascular tissues, whose biological roles are not well-known. We used terfenadone, regiose-
lectively oxydized by CYP2J2, as a starting point for design and synthesis of several compounds, which revealed to be
af� ne and selective inhibitors of this P450. In particular, one af� ne and selective inhibitor (Ki = 160 nM) and two ef� cient
mechanism-based inactivators (kinact/Ki 3000 L/mol/s) of CYP2J2 were identi� ed. The study of the CYP2J2-catalyzed
oxidation of some of these compounds revealed a surprising regioselectivity, favoring a less reactive position, regarding
the reactivity towards oxidation. The characterization of the active site and the identi� cation of important residues for
terfenadone derivatives recognition by CYP2J2 was achieved using an homology 3D model of this enzyme, and docking
of several substrates in the active site. Finally, a preliminary study of the potential biological roles of CYP2J2 was perfor-
med by looking at the inhibitory effect of several compounds involved in the vascular relaxation pathways. In conclusion,
this work provides the characterization of the � rst biochemical tools to study the biological roles of CYP2J2, the � rst
description of the active site topology and a study on CYP2J2 biological roles.

Keywords : Hemeproteins, monooxygenases, terfenadine, ebastine, soft-restrained dynamic docking, arachidonic acid
epoxidation.
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