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RESUME

L'acide tiéniliqgue (AT) est diurétique responsable d'hépatites autoimmunes. Dans le
sérum des patients on retrouve des autoanticorps (anti-LKM2) dirigés contre les
cvtochromes P-450 impliqués dans Ja métabolisation de I'AT et de son isomére (TAI).

La premiére pariie concerne la détermination de la nature de I'entité réactive du TAl au
moyen d'un piégeage in vifro chez le rat par le mercaptoéthanol. Deux sulfoxydes de
dinydrothiophénes ont été caractérisés qui nous permettent de proposer un sulfoxyde
de thiophéne. En présence d'un excés de mercaptoéthanol, ces deux métabolites de
piégeage évoluent en une succession de plusieurs métabolites. Afin de généraliser a
'ensemble des cytochromes P-450, nous avons mis en évidence ce nouveau
métabolisme successivement in vivo chez le rat, in vitro chez "homme et dans un systéme
modéie constitué de microsomes de levur harom revisige recombinées
exprimant le P-450 1IC9 ou le P-450 IIC10. Ces 2 cytochromes P450 possédent une
activité d'oxydation vis a vis de I'AT et du TAl.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avons fixé FAT a la sérumalbumine de boauf.
La protéine obtenue (BSA-AT) est immunogéne chez le fapin et les anticorps obtenus
(anti-AT) reconnaissent en Elisa les métabolites de I'AT ou du TAI fixés de fagon
covalente aux protéines microsomales. Ces anticorps seront un outil puissant pour
étudier la fixation covalente des métabolites de I'AT.

SUMMARY

Tienilic acid (TA) is a diuretic drug responsible for autoimmune hepatitis in a few
subjects. The sera of patients contain autoantibodies cafled anti-LKM2 wich recognize
cytochromes P450's. These P450's also catalyze the metabolic activation of TA and its
isomer (TAI).

The first part of this study concerns the determination of the reactive intermediate of TAl
by trapping it with mercaptoethanol in vitro in rats. Two dihydrothiophene sulfoxides have
been fully caracterised. They can only derived from a new reactive metabolite : a
thiophene sulfexide intermediate. In excess of mercaptoethanol the primary metabolites
are transformed into several successive metabolites. The involvement of cytochromes
P450's in the thiophene sulfoxyde formation of TAI has been generalized both in vivo in
rats and in vitro in human. In that case, human microsomes and yeast microsomes
expressing human P450 11C3 or 1IC10 where able to produce the same reactions with TA
and TAI as substrates.

The second part describes the haptenization of bovine serumalbumin with TA. This
protein injected to rabbits produce the formation of antibodies (anti-TA) which recognize
TA and TAIl metabolites bound to microsomal proteins as shown by Elisa. These
antibodies should be an efficient tool to investigate covalent binding of TA and TAl to
P450's,
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CYTOCHROMES P450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE L'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE PREMIER

UN PROBLEME DE TOXICOLOGIE

1.1. Exposition aux substances exogénes et pouvoir toxicogéne.

De toutes les relations que nous entretenons avec l'environnement, I'exposition
aux substances exogenes retiendra notre attention dans le travail qui va suivre. Ces
molécules aussi appelées xénobiotiques réalisent un flot incessant qui pénétre et
agresse notre organisme quotidiennement. L'étude de leur élimination révéle que seule
une fraction de Ia dose initiale est retrouvée intacte dans les urines ou les féces, le
reste étant sous forme de métabolites. L'existence de ce métabolisme répond a deux
impératifs qui sont la nécessité d'une élimination rapide et le besoin d'une
détoxification ; en effet les métabolites, plus hydrophiles que leurs parents, autorisent
une meilleure clairance urinaire et sont généralement dépourvus d'activité pharmaco-
logique.

Sous le terme de xénobiotique, on regroupe I'ensemble des substances qui se
différencient des composés naturels de notre organisme (protéines, lipides, glucides ou
vitamines ubiquitaires...) tels une toxine fungique, un alcaloide végétal, un alcool issu
de la fermentation mais aussi un médicament, un édulcolorant, un polluant industriel
ou un pesticide... A partir de leur administration, ces molécules étrangeres se
répandent dans I'organisme et, pour les plus hydrophobes d'entre elles, la membrane
cellulaire ne saurait guére constituer une barricre efficace. La cellule réagit a cette
intrusion de molécules en faisant intervenir le systéme multienzymatique de dé-
toxification cellulaire. Ce systéme doit prendre en charge une multitude de molécules
les plus souvent hydrophobes et peu fonctionnalisées. Il réalise ainsi des bio-
transformations peu spécifiques et trés énergétiques et c'est fréquemment au cours de
ces processus qu'apparaissent des entités réactives a I'origine du pouvoir toxicogéne,
qu'il s'agisse d'un stress oxydant, d'un vieillissement cellulaire, d'une réponse immune,
de tératotoxicité ou d'oncogenése. On parle d'activation métabolique, encore appelée
bioactivation ou toxication,




1.2. Le probléme de I'acide tiénilique.

Fruit de 1a recherche des Laboratoires Anphar-Rolland, 1'acide tiénilique (AT)
est né de I'étude syst€matique de dérivés de I'acide phénoxyacétique, motif chimique
déja présent dans les premiers diurétiques qu'étaient les dérivés mercuriels ou l'acide
éthacrynique (Thuillier et al, 1974). Sa commercialisation débute en 1976 sous
I'appellation de DIFLUREX® ; ses propriétés diurétiques au niveau rénal en faisait une
indication de choix dans 'hypertension artérielle et les rétentions hydrosodées
d'origine cardiaque avec en prime une action originale uricosurique (Doroz, 1989).

Peu aprés son introduction sur le marché américain, la vente du médicament fut
interrompue pour son imputabilité dans la survenue de rares hépatites (1 cas d'hépatite
sur environ 10 000 traitements) d'issue parfois fatale. Cette complication hépatique
comportait tous les critéres de l'idiosyncrasie : fréquence basse, période de sensibi-
lisation, absence de relation effet - dose, réapparition des symptomes a I'épreuve de
réintroduction (a proscrire). Le diagnostic d'hépatite autoimmune d'origine
médicamenteuse €tait porte.

Encore prescrit en France, le diflurex n'occasionne plus que de rares accidents,
certainement grice 2 une pharmacovigilance efficace et a une éducation dans la
prescription mais aussi a une diffusion de plus en plus restreinte. En fait vient d'étre
posé le probleme de la prédiction des accidents d'idiosyncrasie dans les phases de
développement du médicament. Il n'existe pas actuellement de modéle prédictif
d'autoimmunité spécifique d'organe d'origine médicamenteuse (Descotes, 1991).
L'alternative serait donc de comprendre

les mécanismes par lesquels s'expri-

ment ce type de pathologie et par 14 de OCH,COOH
les prévoir. La on s'arréte Fhistoire du

diflurex commence celle de l'acide 7\ ¢l
tiénilique (figure 1.1) ! s \ o 1

Figure 1.1 Structure de l'acide tiénilique.

Nous nous sommes trés tdt intéressés au cas de l'acide tiénilique. L'origine
hépatique de ses effets secondaires, sa nature hydrophobe, sa structure caractérisée par
la présence d'un noyau thiophéne au métabolisme seulement illustré de quelques
exemples nous faisaient évoquer un accident au ceeur méme du métabolisme des
xénobiotiques. Nous avons ainsi démontré la métabolisation de 'acide ti€nilique au
nivean hépatique, mis en évidence l'enzyme responsable, un cytochrome P-450, par
ailleurs découvert que ce cytochrome est I'antigéne majeur des hépatites autoimmunes
induites par 'acide tiénilique. Mais méme si la cansalité entre 'enzyme qui métabolise
et le fait qu'il devienne antigéne parait plausible, les étapes clefs de ce type de patholo-
gie nous sont encore inconnues.

Le présent travail concerne plus particuliérement I'étape d'activation métabo-
lique du noyau thiophéne. Il est clair maintenant que la métabolisation de l'acide tiéni-
ligue ou de ses dérivés s'accompagne d'une importante fixation covalente aux ma-
cromolécules intracellulaires. Quelle est la nature de cette bioactivation ? Comment et
sous quelles formes se fait la fixation covalente ? Quel(s) role(s) peut(vent) jouer ces
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Figure 1.2 Les différentes phases de 'élimination d'un médicament.

altérations de la structure intracellulaire, quelles sont leurs implications dans la
survenue d'une pathologie de type autoimmune 7 Autant de questions qui ont motivé
ce travail et qui certainement motiveront sa suite.

1.3. La superfamille des cytochromes P-450.

1.3.1. Le systéme de détoxication hépatique.

I v a pour les xénobiotiques trois principales "portes d'entrée” qui sont
l'ingestion orale, I'inhalation et l'absorption par voie transcutanée. Aprés son
administration, le devenir d'un composé dépendra de ses propriétés. Ses propriétés
physicochimiques rendent compte pour l'essentiel des paramétres pharmacocinétiques,
absorption - distribution - élimination, tandis que Ia structure chimique est le facteur
principal qui guide les biotransformations.

Ce métabolisme est présent dans tous les organes mais principalement en des
positions stratégiques que sont les poumons, la peau, les intestins, les reins et surtout le
foie, organe le plus important quantitativement oli se trouve le systéme de détoxica-
tion hépatique (figure 1.2).

Les réactions enzymatiques impliquées dans les biotransformations sont de
deux ordres. Les réactions de fransformation sont catalysées par les enzymes de la
phase I qui agissent sur le composé lui-méme réalisant une fonctionnalisation généra-
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lement oxydative comme par exemple la transformation d'un alcane en alcool (RH —>
ROH), et les réactions de conjugaison catalysées par les enzymes de la phase II qut
transférent un groupement a partir d'un donneur endogéne (glutathion, acide glucu-
ronique, aminoacides ...) (tableau 1.1). H y a souvent enchainement phase I - phase I
comme dans la formation d'un époxyde d'aréne a partir d'un composé polycyclique
aromatique catalysée par une monooxygénase de la phase I suivie de son inactivation
par I'époxyde hydrolase de la phase II. Ainsi dans I'exemple tount a fait remarquable du
benzola]pyréne, 1'action conjuguée du P-450 et de I'époxyde hydrolase est responsable
d'une activation toxique cancérigéne par formation d'un €poxyde-diol trés électrophile
qui se fixe de fagon covalente sur les acides nucléiques (figure 1.3). Nous nous
intéresserons plus particuli¢rement & 1a famille des cytochromes P-450 qui joue un
role central dans ces phénomenes d'activation métabolique.

12 1
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Figure 1.3 Métabolisme du benzo[a]pyréne (selon Hoider et al, 1974).

1.3.2. Généralités sur le cytochrome P-450.

Au cours des années cinquantes, 1a métabolisation des médicaments par les mi-
crosomes hépatiques a ét€ caractérisée (Guengerich, 1986). Paralleélement I'étude d'un
pigment des microsomes de foie de rat, au spectre particulier d'absorption a 450 nm
aprés réduction puis fixation de monoxyde de carbone, a conduit a 1a découverte d'une
hémoprotéine, le cytochrome P-450, 2 activité oxygénasique directement reliée a ce
métabolisme. Le fait que 'administration d'un médicament pouvait en elle-méme mo-
difier 1'activité du cytochrome P-450 permit Ia mise en évidence de la multiplicité de
ses isoenzymes ainsi que de leur inductibilité par les substances exogénes (Conney,
1967).




Tableau 1.1 Principales réactions impliquées dans les biotransformations
des xénobiotiques (selon Gordon Gibson et al,1986).

Réaction enzymes localisations substrats

PHASE | - TRANSFORMATION

Oxydation monooxygénases microsomes voir fig.1.7 p. @
(flavoprotéines, P-450)
monoamines oxydases mitochondries amines
alcools déshydrogénase cytosol alcools
aldéhydes déhydrogénases cytasol aldéhydes
Réduction monooxygénases
(cytochromas P-450) microsomes voir fig.1.7 p. 9
aleools déhydrogénases cytosol aldéhydes,
cétones
Hydrolyse estérases cytosal, esters
microsomes,

mitochondries
hydrolyse d'amides, d‘hydrazides, de carbamates ...

PHASES Il - CONJUGAISON

(avec)
HoO époxyde hydrolase microsomes, époxydes
cytosol
le glutathion glutathion transférases cytosol électrophiles
l'ac. glucuroniquea) giucuronyl transférases microsomes NH, OH
COCH, SH
I'ac. sulfuriqueb) suifotransférases cytosol NH, OH
un grpt méthyle® N- et O-méthyl- cytosol, NH, OH
transférases microsomes
un grpt acéty[ed) N-acéty! transférases cytosol NH, OH
un aminoacide COCH

a)} donneur = UDPGA = uridine-3',5'-diphosphoglucuronique acid ; ) PAPS = 3'-phospho-
adenosine-5'-phosphosutfate ; ¢) SAM = S-adenosylmethionine ; 9) CoA = coenzyme A.

Le cytochrome P-450 est un €lément d'un complexe enzymatique appelé mono-
oxygénase qui, en présence d'un systéme donneur d'électrons provenant du NADPH ou
du NADH, est capable de transférer un atome d'oxygéne de l'oxygeéne moléculaire sur
un substrat R selon Ia réaction schématisée ci-dessous :

P-450
R+0O2+2e +2HF — > RO+H?0

La famille des cytochromes P-450 est largement répandue dans notre orga-
nisme et se répartit en deux sous-groupes qui sont les isoenzymes dévolues au
métabolisme des xénobiotiques et les isoenzymes qui interviennent dans des voies
métaboliques endogeénes comme dans la biosynthése et la biodégradation des
hormones stéroides, des acides gras, des leucotri¢nes ou des prostaglandines... La spé-
cificité étroite et I'oxydation rapide des substrats des isoenzymes 2 visée endogene
s'opposent 4 la faible spécificité de substrat et la lenteur réactionnelle des cytochromes
P-450 du métabolisme des xénobiotiques.
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Figure 1.4 Schématisation du cytochrome P-450 cam (P-450 CI}
d'aprés les données cristallographiques. Les hélices sont représentées
par des cylindres et les feuillets B par des fléches ; la région centrale plus
foncée contient la cystéine 357, ligand axial de 'néme {d'aprés Poulos et

al, 1987D).

1.3.3. Aspects structuraux.

Le complexe multienzymatique d'une monooxygénase est composé de:

- une hémoprotéine, le cytochrome P-450, au ceeur de laquelle l'oxygéne
moléculaire est activé et réagit avec le substrat,

- une flavoprotéine, la NADPH-cytochrome P-450-réductase, qui transfére les
€lectrons du NADPH cytosolique vers les cytochromes P-450 et b5,

- une deuxi¢me flavoprotéine, la NADPH-cytochrome b5-réductase, qui trans-
fere les électrons du NADH intraluminal an cytochrome b5,

- une deuxiéme hémoprotéine, le cytochrome bS5, qui transfere les électrons vers
le P-450,

- enfin des phospholipides qui assurent la cohésion de 1'ensemble.

Les cytochromes P-450 sont membranaires, enchassés a 1a face externe du
réticulum endoplasmique pour la plupart d'entre eux - notamment ceux intéressés dans
le métabolisme des xénobiotiques -, mais I'on connait des formes mitochondriales ou
nucléaires ainsi que des formes solubles chez les bactéries. Il n'existe pas encore de
cytochrome P-450 membranaire cristallisé et le modgle le plus ressemblant nous est
fournt par le cytochrome P-450 cam, enzyme procaryotique soluble hydroxylant le
camphre dont la structure cristalline a été résolue récemment (Poulos et al, 1987a)
(figure 1.4). L'étude prédictive de la structure secondaire & partir de la séquence des
aminoacides des cytochromes P-450 de mammiféres montre une similarité avec la
structure connue de P-450 cam, toutefois insuffisante pour servir de modéle d'étude

(Nelson et al, 1989, Edwards et al, 1989).
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L'apoprotéine du P-450 contient environ 500 acides aminés ot se distinguent
plusieurs régions beaucoup conservées :

-le peptide signal et le domaine d'insertion membranaire. A la partie N-termi-
nale se trouve une séquence hydrophobe qui formerait le domaine d'ancrage
transmembranaire probablement unique (Sakaguchi et al, 1987) ; dans cette méme
partie initiale et hydrophobe de la chaine, un peptide signal permet la localisation
réticuloplasmique de I'enzyme,

-région impliquée dans la fixation de I'héme. Cette région est située a l'exiré-
mité C- terminale qui contient le plus d'aminoacides invariants, notamment la cystéine
436 (numérotation selon P-450 IIB1) impliquée dans la coordination de I'néme et
plusieurs aminoacides a proximité importants pour son environnement (figure 1.4),

- moins connues sont les régions impliquées dans les sites d'interaction avec les
transporteurs d'électrons.

1.3.4. Cycle catalytique du cytochrome P-450.

Le groupement prosthétique du cytochrome P-450 ou héme est une proto-
porphyrine IX de fer (figure 1.5 A). Au "repos” I'atome de fer est & I'état oxydé Fe®*
hexacoordiné. Quatre azotes pyrroliques du cycle porphyrinique lient le fer selon un
plan carré, le cinquieme ligand est le groupement thiolate d'un résidu cystéinyle situé
dans I'axe du plan et le sixiéme serait soit un groupement hydroxyle de I'apoprotéine
soit une molécule d'eau. Cet état du fer dit de spin faible est en équilibre avec un état
pentacoordiné de spin fort ol le fer est 1égeérement en dehors du plan (figure 1.5 B).

4
N
A - Protoporphyrine IX
de fer
CO,H  COH
H \Qz H
TE:—._-:: N‘. -'N\
________ o \ h{__-:“ _ -:. N
$ “re
Cys (P-450 ) $
Cys{P-450 )
spin faible spin fort
B - Etats de spin du fer

Figure 1.5 Structure de I'héme (A) et états de spin du fer (B) .




Figure 1.6 Cycle catalytique du cytochrome P-450. R est le subsirat, RO sa forme
oxydée ; la poche de I'héme et le site de fixation du substrat sont schématisés dans le
complexe [B] {selon Mansuy, 1978).

Proche de la poche de I'héme se trouve le site de fixation du substrat ; l'arrivée
de celui-ci provoque une transifion vers I'état de spin fort dont le potentiel rédox
augmenté d'une centaine de millivolts permet le passage d'un €lectron provenant du
NADPH et l'enclenchement du cycle catalytique (figure 1.6). Le transfert de 1'électron
(étape 2) réduit le complexe [B] en complexe [C] ferreux pentacoordiné. L'arrivée
d'une molécule d'oxygeéne est I'étape 3 qui conduit au complexe ferreux hexacoordiné
[D]. Le deuxiéme électron provient soit du NADH via le cytochrome b3, soit du
NADPH via la NADPH-cytochrome P-450-réductase et conduit, aprés élimination
d'une molécule d'eau (étapes 4 et 5), au complexe oxo & oxygeéne actif trés instable [F].
Un complexe porphyrinique [Fe¥Y=0] a été caractérisé (Groves et al, 1981). Il semble
que ce serait un complexe de ce type qui transfere l'oxygene au substrat. Cest un des
meilleurs agents oxydants connus, il est capable d'oxyder les composés les plus inertes
comme un alcane. Le complexe [A] est ensuite régénéré aprés libération du substrat
oxydé RO (étape 6).

Ce cycle, le plus fréquent, constitue la voie oxydante ; trois types de réactions y
sont prépondérants : les hydroxylations aliphatiques, les époxydations des doubles
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liaisons (aromatiques ou non) et les transferts sur un hétéroatome, surtout soufre et
azote (figure 1.7).

D'autres cycles de fonctionnement sont connus pour le cytochrome P-450 :

- comme une réductase, favorisée par l'anaérobiose, a partir du complexe [C]
(réduction d'époxydes d'arénes, de nitrés aromatiques, d'oxydes d'amines, déshalogé-
nation) (figure 1.7),

- comme une oxydase produisant de I'ion superoxyde [O7'’] par décomposition
du complexe [D] ; il s'agit d'une voie minoritaire (figure 1.7),

- en cycle court ou le donneur d'oxygéne peut &tre l'eau oxygénde,
I'hydroperoxyde de cuméne, un peracide... Il s'agit d'une propriété des porphyrines
mise a profit dans les systémes modeles (Mansuy et al, 1989).

Fellf

s N
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S N
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Figure 1.7 Les principales réactions catalysées par le P-450 {Mansuy, 1978).

1.3.5. Classification phylogénique des cytochromes P-450.

L'homme posséde au moins 32 isoenzymes de P-450 identifiées. Deux
nomenclatures sont employées, d'abord la nomenclature triviale issue de I'époque
"hérofque” ou chaque laboratoire numérotait ses P-450 au fur et 3 mesure de leur
sortie de la colonne de purification, enfin celle que nous préférons, la classification
phylogénique (Nebert et al, 1989a et 1991). Les membres de la superfamille des
cytochromes P-450 sont classés par I'homologie de séquence de leur géne. Deux
cytochromes P-45() feront partie de la méme famille si leurs génes présentent plus de
40% d'homologie et de 1a méme sous-famille si elle dépasse 55% (Nebert et al,1991).
La famille se numérote et la sous-famille s'épelle ; au sein d'une sous-famille les P-
450 sont numérotés par ordre de découverte, par exemple IIB1, IIB2, etc... En tout
152 génes connus et répartis en 27 familles ; la famille II avec ses sept sous-familles
est la plus riche. Au sein d'une méme famille, malgré l'orthologie des génes qui la
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Figure 1.8 Arbre phylogénique de la superfamille des cytochromes P-450 . Arbre
construit sur 78 séquences avec la correspondance des noms triviaux ; 'échelie est en 4ee
¢e millions d'années d'évolution (selon Nebert et al, 1989b).

composent, il sera fréquent de trouver des différences dans la régulation ou dans les
propriétés catalytiques (une simple mutation au niveau d'un aminoacide peut suffire a
modifier la nature des substrats métabolisés).

Le classement par homologie de séquence fait référence & 1'évolution des cyto-
chromes P-450 a partir d'un probable géne ancestral commun (Nebert et al, 1989b).
En estimant 1'unité d'évolution (correspondant au nombre de millions d'années
nécessaires pour modifier 1% de la séquence protéique) entre 2 et 4 (Nelson et al,
1987), on construit I'arbre phylogénique de la superfamille des cytochromes P-450
(Nebert et al, 19890 et figure 1.8). L'unité d'évolution pour une classe de protéines
reflete a la fois la contrainte structurale imposée par leurs fonctions (par exemple
unité d'évolution de 400 millions d'années pour les histones) et le besoin d'une diver-
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Figure 1.9 Structure des principaux inducteurs de cytochromes P-450.

sité génétique (par exemple unité d'évolution de 0.7 million d’'années pour les
immunoglobulines). On a attribué le "boom" génomique de la superfamille des
cytochromes P-450 de ces derniers 800 millions d'années au conflit 1ié 4 'émergence
des régnes animal et végétal (Nelson et al, 1987), autrement dit & la nécessité de
s'adapter a l'exposition aux xénobiotiques d'un monde vivant de plus en plus
diversifié.

1.3.6. Régulation, inductibilité,

Plusieurs centaines de substances inductrices du métabolisme des
xénobiotiques sont connues A ce jour ; la structure des principales est présentée sur la
figure 1.9. Ce phénomeéne est 1a réponse adaptative de l'individu a I'exposition aux
substances exogenes. La comparaison des différents inducteurs chez le rat permet de
les subdiviser en cing classes indépendantes (selon la revue Gonzalez, 1989) :

- 1a famille du TCDD ou 2,3,7,8-tétrachlorodibenzoparadioxin avec entre autres
membres le 3-méthylcholanthréne, le benzopyréne, la B-naphtoflavone... essentiel
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Figure 1.10 Quantification immunologlque des principaux cytochromes P-
450 des microsomes de fole de rat méale {Guengerich et al,1982) avec en
abscisse linducteur utilisé (ou non = témoin) ; la B-naphtoflavone (B-NF) est un
inducteur polycyciique de la famille de la Dioxine (TCDD). Cette méthode
surestime le contenu fotal en P-450 qui est environ moitié moindre lorsqu'il est
déterminé par méthode spectrale. La forme 1C11 est pour ainsi dire absente chez
la rate au profit du P-450 lIC 12.

lement des hydrocarbures aromatiques polycycliques condensés. Cette induction est
médiée par un récepteur cytosolique et concernerait, entre autres, plusicurs enzymes
telles les P-450 TA1 et IA2, une forme de glutathion transférase et une forme
d'aldéhyde déshydrogénase ;

- la familie du Phénobarbital, vaste famille sans parenté structurale évidente
au mécanisme d'induction inconnu. Suite 3 I'administration de phénobarbital, le taux
d'ARN messagers de I'époxyde hydrolase, de la NADPH-cytochrome P-450-réductase,
de 'UDP-glucuronyltransférase ainsi que de plusieurs cytochromes P-450 comme les
1IB1, IIB2, ITTA1 ou IITA2 augmentent ;

- la famille des stéroides, avec une induction par les glucocorticoides de type
dexaméthasone ou 160 cyano-prégnénolone qui agissent par activation transcription-
nelle de plusieurs cytochromes P-450 notamment des familles II et 111 Le récepteur
aux glucocorticoides serait impliqué via des séquences consensus retfrouveées en
amont de la partie codante des génes (Ged, 1990). Des macrolides comme le triacétate
d'oléandomycine (TAQ) induisent 'activité de certains des mémes cytochromes par un
mécanisme postranscriptionnel ;

- 1a famille des hypolipidémiants (clofibrate, fénofibrate, nafénopin ...) qui in-
duisent un profond remaniement uitrastructural intracellulaire avec redistribution du
réticulum et des peroxysomes. De nombreuses activités enzymatiques, dont celles des
P-450 IVA1 et IVA3, augmentent ; il y a une induction importante de l'oxydation des
acides gras ;

- 'éthanol, inducteur peu puissant, qui constitue la derniére catégorie d'induc-
teurs avec également I'acétone et 'isoniazide. L'induction des P-450 concerne la sous-
famille IIE.
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Ainsi selon le protocole d'induction employé, le contenu en cytochromes P-450
de la fraction microsomale hépatique présentera un profil caractéristique. Toutefois la
quantification exacte de chaque forme est techniquement difficile et la littérature ne
fournit que des données incomplétes ; une approche immunologique est présentée & la
figure 1.10 (quelques exemples de quantification : Thomas et al, 1981, Guengerich et
al, 1982, Waxman et al, 1985). A coté de l'induction par les substances exogenes, bien
décrite pour les cytochromes P-450 hépatiques, il existe d'autres régulations que nous
ne ferons que citer : régulation au cours du développement, expression différentielle
selon la nature des tissus, expression dépendante du sexe, dépendante de I'dge...

1.3.7. Polymorphisme génétique.

Savoir si un médicament va étre ou non métabolisé est parfois une question
primordiale en thérapeutique. Le profil d'activités des enzymes du systtme de
détoxification dépend de I'état d'induction mais aussi de I'intervention d'interactions
médicamenteuses, par exemple comme dans une simple inhibition compétitive de
deux médicaments sur un méme cytochrome ou plus complexe comme dans
l'inactivation de certaines isoenzymes par le TAO (antibiotique). Une troisiéme va-
riable est une hétérogénéité dans la métabolisation des médicaments, de nature
héréditaire, appelée polymorphisme génétique. De nombreuses enzymes comme les P-
450 de la famille 11 présentent une grande variabilité, tant au niveau de 'expression de
leurs apoprotéines que du nombre d'alléles des génes dont elles sont issues. Parmi les
nombreux cas décrits, citons les plus connus : les individus acétyleurs lents qui
métabolisent peu l'isoniazide - la non-adaptation des taux sériques thérapeutiques
conduit & des complications neurologiques -, les polymorphismes d'hydroxylation de
la débrisoquine (anti-hypertenseur) et de la méphénytoine (anticonvulsivant) qui, au
sein de la population, ont une distribution bimodale de leur vitesse d'hydroxylation.
Ces trois polymorphismes se transmettent sur le mode autosomique récessif (revue

Relling, 1989).

1.4. Activation métabolique et systéme de détoxification.

1.4.1. Toxicité chimique et activation métabolique.

Le primum movens de 1'activation métabolique est la transformation d'un
composé anodin par une enzyme de I'organisme en un toxique vrai. Ce mécanisme en
apparence fortuit prend toute sa mesure lorsquil est médié par le systéme de déto-
xification. La production au sein du cytochrome P-450 d'entités réactives mal
contrdlées rend compte de la majeure partie des toxicités chimiques par activation
métabolique (Nelson et al, 1986). Le foie est de fait un organe particulierement exposé
A des accidents médicamenteux comme une hépatite aigué toxique, une hépatite
autoimmune, une fibrose, des manifestations de cholestase ou encore un hépatome...

(Sherlock, 1986).

1.4.2. Entités réactives et cytochromes P-450.

Les cytochromes P-450 sont capables de générer deux grands types d'entités
réactives. Le premier type, largement majoritaire, est constitué de composés €lectro-




14

HN-COCH, $.450 HN-COCHj

OH

OH OH

Acétaminophéne
P-450
- HN-C

N-COCH, Glatathion OCH,
S-Glutathion

o OH

NAPQI

Figure 1.11 Métabolisme de I"'acétaminophéne.
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Figure 1.12 Formation des acides mercapturiques.

philes qui sont capables de se lier aux groupements nucléophiles des macromolécules
d'otr leur appellation "d'agents alkylants". La voie oxydative du cytochrome P-450 est
responsable de la formation de la majorité de ces entités. Le deuxieme type regroupe
des entités susceptibles d'activer 'oxygéne moléculaire en un ion superoxyde (0,7),

essentiellement des oxydoréducteurs et des radicaux libres issus de la voie réductrice

(Mansuy, 1985).

1.4.3. Réle du glutathion.

Le glutathion, y-glutamyl-L-cystéinylglycine (GSH), grice a son groupement
thiol nucléophile et réducteur et sa forte concentration de I'ordre de 5 mM au sein de la
cellule hépatique, joue un rdle majeur dans le contréle de ces entité€s. Par exemple,
l'acétaminophéne (Paracétamol®) est hydroxylé en 3 en un dérivé non toxique par les
P-450 qui réalisent également une oxydation en N-acétyl-p-benzoquinone imine
(NAPQI) conjuguée rapidement par le glutathion (revue Nelson et al, 1986 ou Tarloff
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et al, 1990 et figure 1.11). Un surdosage de l'acétaminophéne, exceptionnel en
pratique courante (dose supérieure a 175 mg/kg en une prise, soit plus de 24 compri-
més pour un individu de 70 kg), entraine une déplétion du glutathion. Le NAPQI peut
alors réagir avec les groupements thiols des cystéines libres des protéines et donner
une importante fixation covalente ou encore induire un stress oxydant qui provoquera
une nécrose centrolobulaire hépatique irréversible en 24 h et des atteintes rénales.

La conjugaison par le glutathion est catalysée par la famille des glutathion
transférases. Les conjugués sont ensuite €liminés sous la forme d'acides mer-
capturiques dans les urines ou les féces via la bile. Ces dérivés sont I'équivalent d'une
conjugaison par la N-acétylcystéine : I'acide glutamique du glutathion est coupé par la
v-glutamyl transférase, la glycine par une glycine peptidase, enfin I'amine libérée est
acétylée par une N-acétyl transférase (revue Tarloff et al, 1990 et figure 1.12). La N-
acétylcystéine peut étre utilisée in vitro pour piéger l'entité réactive électrophile et
accéder au métabolite final de ce métabolisme (figure 1.12) ; dans le cas de
I'intoxication 3 I'acétaminophéne, elle constitue le traitement de premiére intention
avec le lavage gastrique précoce (revue Prescott, 1986).

1.4.4. Activation métabolique oxydative.

La voie principale de détoxification, par oxydation des xénobiotiques, aboutit 2
des entités particulierement €électrophiles. L'exemple de I'époxydation des noyaux
polyaromatiques rappelé en début de ce chapitre (activation du benzopyréne, figure
1.3, p. 4) montre l'activation métabolique malencontreusement réalisée aprés I'échec
de T'enzyme époxyde hydrolase chargée d'inactiver ce type de composé. La capacité
d'intercalation des diols-époxydes des composés polyaromatiques les rend particu-
ligrement réactifs vis & vis des groupements nucléophiles des acides nucléiques d'ou
leur pouvoir mutagéne et leur implication dans des mécanismes d'oncogenese.

oF ':l, Hépatite
3—C aigué
P-450 ci
?r
CFQ han (? - H
cl
Halothane o
P-450 + O2 il Hépatiie
CFz—C-Ci chronique
autoimmune

Figure 1.13 Métabolisme de I'hatothane

1.4.5. Activation métabolique réductive.

Ce type de bioactivation a été décrit au cours de la réduction des groupements
nitroaromatiques ou de celle des composés halogénés. L'activation métabolique du
tétrachlorure de carbone implique la formation du radical trichlorométhyle qui est a
T'origine d'une fixation covalente aux macromolécules et d'un stress oxydant (Noguchi
et al, 1982). L'halothane, 1-bromo-1-chloro-2,2,2-trifluoroéthane, anesthésique puis-
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Figure 1.14 Activation métabolique des dihaloalcanes par le glutathion. L'ion épisulfonium
formé est capable de réagir avec 'ADN.

sant couramment utilisé en clinique, subit une déhalogénation oxydative par les cyto-
chromes P-450 en chlorure d'acide qui s'hydrolyse en acide trifluoroacétique ou acyle
les protéines. Cette voie métabolique est impliquée dans I'apparition d'hépatites auto-
immunes (revue Pohl et al, 1988). En présence d'une faible pression partielle en
oxygéne tissulaire, un métabolisme réductif s'effectue avec production de radicaux
libres qui sont sources d'hépatites aigugs (Gandolfi et al, 1980 et figure 1.13).

1.4.6. Activation métabolique par conjugaison.

Des enzymes de la phase II sont également retrouvées dans des processus de
bioactivation. Le glutathion est aussi particuliérement impliqué, soit par une activation
directe comme dans la formation d'ions épisulfonium alkylants catalysée par la
glutathion transférase a partir de dihaloalcanes vicinaux (figure 1.14), soit dans le
transport et le stockage d'entités réactives sous la forme de conjugués (Slatter et al,
1991, Monks et al, 1990).

1.5. Métabolisme des dérivés thiophéniques et de 1'acide tiénilique.

1.5.1. Rappels sur le métabolisme des dérivés soufrés non thiophéniques.

Le soufre par la variété de ses états d'oxydation présente une chimie complexe.
Son faible degré d'oxydation dans la majorité des xénobiotiques fait de ses doublets
libres un élément privilégié de I'oxydation par les enzymes de la détoxification. Cette
S-oxydation est largement catalysée par les cytochromes P-450 et les flavine-
monoxygénases (figure 1.15 et Ziegler, 1984). La S-méthylation est une autre voie
importante de biotransformation des xénobiotiques soufrés (Damani et al, 1989,

volume 2A p. 211).

1.5.2. Caractére aromatique du noyau thiophéne des thiaaréenes.

Le thioph&ne 2 est un hétérocycle aromatique. Toutefois ce caractére peut varier
d'intensité selon la nature des substituants, en particulier lorsque le noyau thiopheéne
est inséré au sein d'un systéme polycyclique. Parmi les composés polycycliques
soufrés insaturés, seuls les noyaux thiophénes situés en position terminale comme
dans le benzothiophéne 3 présentent un caractére aromatique marqué. Le
dibenzothioph&ne 4 se rapproche plus d'un thioéther.

2 3 4

S
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Thioéthers A—S—R o, R—SO—R [o1 R—S0,—R
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Figure 1.15 S-oxydation de quelques composés souirés.

1.5.3. Métabolisme des dérivés thiophéniques.

Leur métabolisme est peu connu mais toutefois, selon l'intensité du caractére
aromatique du noyau thiophéne, on peut distinguer plusieurs cas.

Thiaargnes apparentés au dibenzothiophéne - I1 s'agit des cas de thiaarénes on le noyau
thioph&ne ne posséde pas ou peu de caractdre aromatique. L'oxydation réalisée par les
enzymes de la détoxification est soit une S-oxydation en sulfoxyde stable, soit une
époxydation au niveau des noyaux benzéniques (quelques exemples : Jacob et a,
1991). Ainsi le dibenzothiophéne 4 est métabolisé en sulfoxyde puis en sulfone (Hoodi
et al, 1984). Ce type de métabolisme est donc identique 4 la S-oxydation des dérives
du tétrahydrothiophéne 5 réalisée par les monooxygénases (Damani et al, 1989,

volume 1B p.229).

Benzothiophéne et dérivés - Dans le cas du benzothiophéne 3, plusieurs structures de
métabolites ont été proposées comme un dérivé hydroxylé en 2 excrété dans les urines
sous forme de glucuronide 3a chez Ie lapin et un acide 3-mercapturique 3b (revue
Rance, 1989 et figure 1.16). Dans le cas du mobam 3¢ qui est un benzothiophéne
substitué aux propriétés insecticides, un sulfoxyde stable 3d a ét€ caractérisé dans les
urines de différents animaux (Robbins et al, 1970) (figure 1.16).

mOGIu 3a
—"’-—d“_’ S
@ “:: SCH,CHCOOH
o e : [ NHcocH,
3

\
g 3b
OCONHCH; 0OSO;H
D D
S S\+
3c ag ©

Figure 1.16 Métabolisme du benzothiophéne. Différents
métabolites proposés et S-oxydation du mobam.
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Figure 1.17 5-Hydroxylation des dérivés 2-aroylthiophénes.
Cas de l'acide tiénilique et apparentés.

Dérivés 2-aroyl-thiophénes - La 5-hydroxylation des dérivés 2-aroyl-thiophénes par
oxydation enzymatique :

F\ o O A\ o

s HO™ g

R R

a été suggérée pour la premiére fois en 1972 comme réaction intermédiaire de
l'oxydation microbienne de 1'acide thioph&ne-2-carboxylique ("R" = OH) (Cripps,
1973). 1l faut attendre 1984, dans le cas de la métabolisation de l'acide tiénilique, pour
que soit caractérisé sans ambigiiité le premier dérivé 5-hydroxylé 6 (figure 1.17 et
Mansuy et al, 1984). Cette hydroxylation est catalysée par les cytochromes P-450
(Mansuy et al, 1987) et s'est avérée une voie majoritaire de I'oxydation microsomale
des dérivés 2-aroyl-thiophénes (Neau et al, 1990). Depuis la littérature s'est enrichie de
nombreux exemples de 5-hydroxylation, soit de dérivés 2-aroyl-thiophénes, soit de
thiophénes ayant un systéme m-accepteur en 2 (Damani 1989, volume 1B p.223 et
figure 1.17). En solution aqueuse & pH 7,4, le dérivé 5-hydroxylé 6 de l'acide
tiénilique existe sous une forme dianionique (le pK de I'hydroxyle est de 2,5) :

¢ cCl

o o s

- pH7, = -

o /S\ OCH,C00  ~— o OMOCHQCOO
3

L'absorption intense de ce dianion 4 390 nm est 4 la base d'une quantification de la 5-
hydroxylation de I'AT par spectroscopie d'absorption U.V. in vitro qui est aussi
applicable & 'ensemble des dérivés 2-aroyl-thiophénes (Nean et al, 1990).

Le pyrantel 7a est un antihelmintique métabolisé également en dérivé 5-hydro-
xylé 7b (figure 1.17). L'étude in vivo du métabolisme de son analogue méthylé en 3,
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Figure 1.18 Métabolisme du morantel 7¢. 5-Hydroxylation et
proposition d'un époxyde 7g intermédiaire et de son piégeage par le
glutathion en un dérivé 7 non-caractérisé.

le morantel 7¢, retrouve un dérivé 5-hydroxylé 7d, un dérivé Ze non-caractéris€é qui
pourrait provenir d'un piégeage d'une entité réactive par le glutathion ainsi qu'un
métabolite 7f issu de I'oxydation du noyau tétrahydropyrimidine (Lynch et al, 1987 et
figure 1.18). In vitro, ce métabolisme a été reproduit et un époxyde en position 4 et 5
7g a été€ proposé comme intermédiaire réactionnel de I'oxydation du noyau thiophéne
avec une possibilité de réarrangement - 2 'image des époxydes d'arénes - en dérive 5-
hydroxylé 7d.

Métabolisme du thioph&ne - Une étude plus ancienne du métabolisme du thiophéne 2
chez le rat avait conduit 2 l'isolement de 2 métabolites urinaires de type
mercapturique. En fonction de la structure du deuxiéme métabolite 9 obtenu par
aromatisation du premier et des éléments spectroscopiques dont disposaient les
auteurs i I'épogue (masse, I.R.), la structure § avait été proposée. Cette structure
suggérait le piégeage par le glutathion d'un époxyde intermédiaire (figure 1.19 et Bray
et al, 1971).

OH

H
[y o | VP ool S,H 0 N
S A= = | N67"<s cHon,coom s STHCHZCOOH
2 8 NHCOGH, 9 NHCOCH,

Figure 1.19 Métabolisme postulé pour le thiophéne in vivo chez le rat (Bray et al, 1971).
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Autres dérivés thiophéniques - Les composés de type 2-allyl-thiophéne seraient
oxydés préférentiellement en o de la chaine latérale aboutissant a une coupure oxy-
dante libérant soit de I'acide thioph&ne-2-carboxylique, soit du 2-hydroxyméthyl-
thioph&ne (Damani et al, 1989, volume 1B, p. 226). La littérature ne fournit aucune
donnée sur les dérivés 3-aroyl-thioph&nes en dehors de la fixation covalente aux
protéines hépatiques de 1'isomeére en 3 de l'acide tiénilique 10 (TAI) (figure 1.20)
sur laquelle nous reviendrons. Les
auntres exemples se résument dans les
grandes voies présentées ci-dessus, o

montrant la pauvreté fie nos OGH,COOH
connaissances sur le métabolisme des 3

dérivés thiophéniques de plus en plus /N
utilisés dans la synthése de nouveaux S 10
principes actifs.

Cl Gl

Figure 1.20 Structure de I'isomére en 3
de I'acide tiénilique (TAl, 10).

1.5.4, Caractéristiques du métabolisme de l'acide tiénilique.

Métabolisme de I'acide tiénilique in vitro et in vivo - Les différents aspects de ce

métabolisme connus 4 ce jour sont résumés sur la figure 1.21. La 5-hydroxylation
représente 65% du métabolisme in vitro avec des microsomes de foie de rat et 45%

du métabolisme in vivo chez I'homme (Dansette et al, 1990 et Mansuy et al, 1984). La
coupure oxydante conduisant au diacide 20 rend compte de 3% du métabolisme total
in vitro avec des microsomes de foie de rat, de 10% du métabolisme total de différents
animauox de laboratoire (Levron et al, 1977) et de moins de 1% du métabolisme total
chez 'homme (Mansuy et al, 1984). Une réaction de fixation covalente aux protéines
microsomales a été mise en évidence in vitro (30% du métabolisme total en présence

de microsomes de foie de rat). Enfin le métabolite 12 de réduction de la cétone, non
retrouvé in vitro chez le rat, représente 11% des métabolites urinaires excrétés chez
I'homme (Mansuy et al, 1984) et 80% du métabolisme total in vivo chez le chien

{Levron et al, 1977).
Cytochromes P-450 métabolisant l'acide tiénilique - Les réactions de 5-hydroxylation

et de fixation covalente aux protéines sont sous la dépendance des cytochromes P-450.
L'isomére de l'acide tiénilique est métabolisé par les mémes P-450. Chez le rat non-
induit, le cytochrome P-450 IIC11 est majoritairement responsable de ces activités.
Deux nouveaux P-450 hydroxylent I'acide tiénilique apres traitement des rats par le
phénobarbital, ce sont les P-450 IIB1 et IIB2. Cette activité est également fortement
induite chez le rat par le clofibrate sans que le ou les P-450 impliqués aient été iden-
tifiés (Neau, 1989). Chez 'homme, I'hydroxylation de I'AT est sous la dépendance des
cytochromes de la famille IIC qui contient au moins 7 génes associés au polymor-
phisme d'hydroxylation de la méphénytoine ; l'identification exacte des isoenzymes
impliquées est en cours d'étude.

Fixation covalente de I'acide tiénilique et de son isomére aux protéines microsomales
hépatiques in vitro - L'acide tiénilique est activé par les cytochromes P-450 en une

entité réactive qui se fixe de maniére covalente aux protéines microsomales. En présen-
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Figure 1.21 Métabolisme de 'acide tiénilique.

ce de glutathion ou d'un thiol comme la cystéine ou la cystéamine, cette réaction est
inhibée presque totalement. La voie principale du métabolisme in vitro de ' AT est son
hydroxylation en 5, tandis que 'activation métabolique de son isomére conduit majori-
tairement 2 la fixation de ses métabolites sur les protéines microsomales (80% du
métabolisme du TAI in vitro). Cette fixation covalente du TAI est également inhibée
par I'addition de thiols comme le GSH au milien d'incubation (tableaun 1.2).

Tableau 1.2 Influence du glutathion sur la fixation covalente de méta-
bolites de I'acide tiénilique (AT) ou de son isomére (TAI) aux protéines
lors de I'oxydation de ces composés par des microsomes de foie de
rat.

AT" AT + GSH TAl TAl + GSH
Métabolites solubles 49" 78 27 ™
Fixation covalente 25 0,28 11,9 2,0

* AT ot TAI 100 pM, GSH 6 mM, 2 uM P-450 PB,
™ en nmol/nmol P-450/20 min.,
™" non-étudié.

Toxicité de I'acide tiéniligue et de son isomere in vivo - La dose 1étale 50 (DL5p) du
TAI est de 900 mg/kg per os chez la souris alors que celle de I'AT est en moyenne de

2100 mg/kg per os (Thuillier et al, 1974 et Sellman et al, 1981). Le TAI provoque une
baisse du taux de glutathion hépatique de 70% au dela de 100 mg TAI/kg per os chez
le rat contre seulement 30%, méme 2 doses supérieures, pour l'acide tiénilique. La
fixation covalente de l'acétaminophéne aux macromolécules intracellulaires est
connue pour ne se produire in vivo qu'aprés effondrement d'au moins 70% du taux de

glutathion (Hinson et al, 1981). L'isomere de Yacide tiénilique est le troisieme
exemple de dérivé du thiophéne, avec I'acide tiénilique et le thiopheéne lui-méme (Bray
et al, 1971), connu pour &tre activé en métabolite électrophile lors de sa
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biotransformation. On a d'ailleurs proposé 1'implication de cet isomere dans la genése
de I'hépatite induite par la prise d'acide tiénilique 2 cause de sa présence comme
impureté A un taux supérieur dans la présentation américaine, pays ot I'hépatite a eu
une incidence 10 fois plus élevée et entrainé 1'arrét de la commercialisation de l'acide
tiénilique.

1.6. Immunetoxicité de I'acide tiénilique.

1.6.1. Maladie autoimmune induite par 'acide tiénilique.

Peu aprés son introduction sur le marché, I'acide tiénilique a éié rapidement mis
en cause dans la survenue d'hépatites autoimmunes (1 cas sur 10 000 en France). Cette
complication comportait en effet tous les criteres d'une maladie autoimmune
secondaire i la prise d'un médicament, c'est 4 dire une fréquence basse, une période de
sensibilisation, une absence de relation effet - dose et une réapparition des symptémes
en cas de réintroduction accidentelle (rechute rapide et plus intense de 'hépatite). Il
s'agit d'une réaction immunitaire spécifique d'organe ot les réponses de I'individu sont
dirigées contre des auto-antigénes et I'organe cible est ici le foie.

Aspects clinigues, histologiques et biologiques - L'hépatite induite par I'acide

tiénilique donne le tableau clinique d'une hépatite chronique active (HCA) dont le
profil histologique caractéristique est fait d'infiltrats inflammatoires mononucléés
envahissant les lobules avec des lésions de fibrose et de nécrose dans les formes
complétes. Dans le sérum des patients malades, on peut mettre en évidence des auto-
anticorps appelés anti-LKM2 (voir ci-dessous) (Homberg et al, 1984).

1.6.2. Hépatopathies autoimmunes et médicaments.

Hépatopathies autoimmunes et médicaments - Les maladies autoimmunes hépatiques
se partagent entre les hépatites chroniques actives, la cirrhose biliaire primitive et

certaines cirrhoses mal caractérisées d'origine inconnue. De nombreux médicaments
comme 1'halothane, 1'acide tiénilique, I'oxyphénisatine, la nitrofurantoine, la papa-
vérine, 'c-méthyldopa, l'iproniazide ou encore la dihydralazine... sont a l'origine de
complications hépatiques qui comportent les stigmates d'une maladie autoimmune. Le
plus souvent leur expression clinique prend la forme d'une HCA (tableau 1.3).

Etiologies des HCA - Les étiologies sont virales (virus des hépatites B, C et D), auto-

immunes ou idiopathiques et médicamenteuses (revue Maddrey, 1987 et tableau 1.3).
Les HCA idiopathiques sont actuellement partagées en trois sous-groupes. D'abord le
sous-groupe des HCA autoimmunes de type I décrit en premier par Waldenstrém
(Waldenstrém, 1950 et historique dans Fenton Schaffner, 1986) sous la forme d'un
syndrome associant une hypergammaglobulinémie polyclonale et des infiltrations du
parenchyme hépatique atteignant électivement la femme jeune. On note la présence
d'autoanticorps circulants, des associations fréquentes avec d'autres maladies
autoimmunes et une prévalence accrue des marqueurs d'histocompatibilité HLA B8 et
DR3. Le terme d'hépatite lupoide a été utilisé par la suite griace a 1a mise en évidence
fréquente d'une sérologie antinucléaire (ANA) chez ce type de patient (Mackay et al,
1956) puis d'une sérologie anti-muscle lisse (SMA) plus spécifique. Le deuxieme
sous-groupe, appelé HCA autoimmune de type II, a été individualisé plus récemment
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Tableau 1.3 Classification des hépatites chroniques actives.

Etiologies anticorps anti-tissus

VIRALES hépatite virale B
hépatite virale D
hépatite virale C

IDICPATHIQUES type | anti-muscle lisse (actine)
ANA
type Il anti-LKM1
autres SLA
MEDICAMENTEUSES oxyphénisatine
o-méthyldopa

nitrofurantoine
acide tiénilique anti-LKM2 {(100%)

halothane anti-LKM1 {25%)
iproniazide anti-Mé
aminepting

clométacine

dihydralazine...  anti-LM

par la présence dans le sérum de certains patients d'anticorps dirigés contre les mem-
branes du réticulum endoplasmique de foie et de rein (anti-LKM1) et atteignant
volontiers l'enfant (Homberg et al, 1987). Actuellement on individualise un troisicme
sous-groupe marqué par la présence d'anticorps dirigés contre des antigénes
hépatiques solubles (SLA) (tableau 1.3).

1.6.3. Anticorps anti-tissus en pathologie hépatique autoimmune.

Les anticorps anti-tissus, nommés ainsi pour leur capacité a reconnaitre des
sous-structures cellulaires indépendamment de I'organe ou l'espéce d'origine, ont, dans
ces pathologies, une valeur diagnostique toute particuliere. Il semble que chaque cadre
étiologique soit associé a un profil caractéristique de ces auto-anticorps. L'immuno-
fluorescence indirecte sur coupe de tissus de divers organes est la méthode de choix
de leur détection (revue Calmus et al, 1987). Ainsi on distingue :

- les anticorps anti-noyaux (ANA), non spécifiques des affections hépatiques
mais souvent présents dans les HCA autoimmunes de type I,

- les anticorps anti-muscle lisse (SMA) dans 25% des HCA ou ils sont spéci-
fiques quand leur titre est supérieur a 80 et de toutes mani¢res propres aux pathologies
hépatiques et souvent associ€s aux ANA ; la molécule cible serait I'actine (Pedersen et
al, 1982),

- les anticorps anti-antigénes hépatiques cytoplasmiques (anti-SLA) détectés
par les techniques radioimmunologiques et définissant le troisi®éme sous-groupe des
HCA autoimmunes ; la cytokératine a été proposée comme étant 'antigéne endogéne
reconnu (Wichter et al, 1990),

- les anticorps antimitochondries (AMA), de M1 4 M9 selon leur profil
histologique de reconnaissance ; les anti-M2 sont présents dans la cirrhose biliaire
primitive ol ils reconnaissent des composants du complexe multienzymatique de la
pyruvate déshydrogénase (revue Yeaman, 1991) ; I'anti-M6 est spécifique d'un effet
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secondaire a la prise d'iproniazide et est dirigé contre la monoamine oxydase B (Pons,
1989),

- les anticorps anti-microsomes de foie et de rein (anti-LKM) qui sont de trois
types : les anti-LKM1 retrouvés dans les HCA autoimmunes de type II et spécifiques
du segment P3 du tube contourné proximal du rein, les anti-LKM2 qui n'ont été
détectés que dans les hépatites secondaires a la prise d'acide tiénilique et qui sont
dirigés contre les segments P1 et P2, enfin les anti-LKM3 mis en évidence dans
certaines hépatites a virus 8. Un nouveau type a été décrit récemment (Sacher et al,
1990). L'autoantigéne est dans les cas connus un cytochrome P-450 (voir ci-dessous),

- les anticorps anti-microsomes de foie (anti-LM) sont retrouvés dans les HCA
induites par la dihydralazine et encore dirigés contre un cytochrome P-450, le P-450
1A2 (Bourdi et al, 1990).

A coté des anticorps anti-tissus, d'autres types d'anticorps peuvent étre mis en
évidence dans les hépatopathies antoimmunes. Des anticorps anti-médicament sont
présents dans certaines étiologies médicamenteuses et dirigés contre le médicament ou
un métabolite réactif, voire une protéine hapténisée appelée néoantigéne. Des auto-
anticorps dirigés contre la membrane des hépatocytes sont fréquemment retrouvés
(revue Meyer zum Biischenfelde et al, 1990). Les antigénes sont dans ce cas des
protéines spécifiques du foie obtenues par fractionnement d'un homogénat cellulaire

-(anti-LSP), ou des fractions de protéines membranaires hépatiques (anti-LMA) ou
encore les membranes elles-mémes (anti-HMP). Le probléme est de savoir si
I'autoanticorps est cause ou conséquence de 1a dysrégulation immunitaire et ce contre
quoi il est dirigé. Actuellement, seuls les anticorps anti-microsomes ont ét€ définis
avec précision d'on leur valeur dans le diagnostic et la compréhension des maladies
autoimmunes hépatiques.

1.6.4. Exemples d'hépatopathies autoimmunes.

Hépatite a 1'halothane - Ii s'agit d'une hépatite rare qui présente souvent des 1ésions
histologiques d'HCA apparaissant 2 la suite d'expositions répétées a I'anesthésique (1
cas /30000). Les antigénes ont été identifiés sous la forme de protéines membranaires
hapténisées par le groupement trifluoroacétyle issu de la voie oxydative du métabo-
lisme de 1'halothane (figure 1.13, p. 15). Les sérums des patients reconnaissent
I'hapténe et la séquence protéique sous-jacente. Plusieurs néoantigeénes apparaissent
systématiquement chez 1'animal aprés une exposition a I'halothane, les protéines
correspondant a certains d'entre-eux ont ét€ identifiées comme par exemple
I'endoplasmine (100 kDa), une carboxylestérase (59 kDa), la disulfure isomérase (57
kDa) et un cytochrome P-450 induit par le phénobarbital (54 kDa). Le mécanisme
proposé pour expliquer la formation de ces néoantigénes est une activation métabo-
lique de 'halothane réalisée par les P-450 qui conduirait & une trifluoroacétylation de
ces protéines dans le lumen du réticulum ou elles sont concentrées avant d'étre
exportées vers la membrane plasmique (revue Kenna, 1991).

HCA autoimmune de type II - Les auto-anticorps anti-LKM1 reconnaissent une bande
unique a 50 kDa par immunotransfert de protéines microsomales hépatiques qui n'est
autre que le cytochrome P-450 IID6 (Manns et al, 1989, Gueguen et al, 1989, Kiffel
et al, 1989). L'activité de ce P-450 est inhibée par les auto-anticorps anti-LKM1
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(Manns et al, 1990a). L'épitope pourrait étre unique dans la région 258-270 et reconnu
de maniére consensuelle par tous les sérums. Une homologie avec la séquence du
virus Herpés simplex de type I (HSV1) a €té proposée par plusieurs auteurs (Manns et
al, 1991 et Gueguen et al, 1991). Un facteur de l'environnement a aussi été suspecté
dans la genése de ces hépatites (Krawitt et al, 1987).

HCA induite par la dihydralazine - Les sérums des patients atteints d'une hépatite
secondaire 4 la prise de dihydralazine reconnaissent et inhibent le P-450 TA2 ; le rdle
de ce cytochrome P-450 dans le métabolisme de la dihydralazine n'est pas formel-
lement démontré (Bourdi et al, 1990). Ce méme cytochrome est reconnu par le sérum
d'un unique cas rapporté d'HCA autoimmune idiopathique avec une sérologie de type
LKM (Sacher et al, 1990 et Manns et al, 1990b).

1.6.5. Hépatite induite par 1'acide tiénilique.

L'étude rétrospective des antoanticorps retrouvés dans les maladies hépatiques
révéle que les auto-anticorps de type anti-LKM2 sont apparus peu de temps apres la
commercialisation de l'acide tiénilique. Inversement, on retrouve systématiquement
une prise d'acide tiénilique chez les patients oii des anticorps anti-LKM?2 avaient été
détectés (Homberg et al, 1984). Les anti-LKM2 sont donc spécifiques de I'hépatite
induite par la prise d'acide tiénilique. IlIs reconnaissent des autoantigénes qui ont €té
identifiés aux cytochromes P-450 de 1a famille IIC (Beaune et al, 1987). Ces P-450
sont responsables de la 5-hydroxylation de l'acide tiénilique chez I'homme et sont
inhibés par les anti-LKM2. Sur des coupes de foie feetaux humains ot ces P-450 ne
sont pas exprimés, les sérums contenant des anticorps anti-LKM?2 ne reconnaissent

aucune protéine.

L'hypothése "d'activation-fixation-externalisation” - Ces résultats ont permis d'émettre

une hypothése sur les mécanismes intracellulaires qui conduisent a I'apparition de
nouveaux antigénes présents a la surface de la cellule, c'est Thypothése "d'activation-
fixation-externalisation” (figure 1.22). Dans ce modgle, le P-450 réalise une activation
métabolique de l'acide tiénilique qui va en retour se fixer sur ce méme P-450. Cette
protéine modifiée est ensuite externalisée sur la face externe de la membrane
plasmique et devient un nouvel antigéne exposé 2 1a réaction du systéme immunitaire.

Actuellement nous savons que ce sont un ou plusieurs P-450 de la sous-famille
IIC qui métabolisent 1'acide tiénilique chez I'homme. Cette métabolisation s'ac-
compagne d'une activation métabolique visible in vitro sous la forme d'une fixation
covalente aux protéines microsomales. Par autoradiographie, Michele Sonnier a pu
montrer au laboratoire que cette fixation covalente €tait située an niveau des P-450.
Catherine Pons a également développé un modéle d'étude chez le rat non-induit dans
lequel le P-450 de rat IIC11 joue le réle de cible reconnue par les anti-LKM2. De
méme que chez 'nomme, ce P-450 métabolise 1'acide tiénilique et est inhibé par les
anti-LKM2 (Pons, 1989). Par immunofluorescence indirecte sur hépatocytes de rat en
survie, elle a montré au moyen de ce modéle qu'un traitement des rats par du clofibrate
puis par de l'acide tiénilique faisait apparaitre un néoantigéne reconnu par les anti-
LKM?2 2 la surface de leur membrane plasmique ainsi que le P-450 IIC11 (Pons et al,
1991).
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Figure 1.22 Mécanisme proposé pour expliquer I'apparition de néoantigénes a la surface de la
cellule hépatique dans le cas de l'acide tiénilique.

1.7. Problémes posés.

En prenant comme support de raisonnement I'hypothése d'apparition de
nouveaux antigénes 2 la surface de la membrane plasmique, plusieurs interrogations
persistent sur les phénomenes qui se produisent entre I'arrivée de I'AT dans la cellule
et l'action da systeéme immunitaire. Nous pouvons les scinder en 4 problemes
indépendants :

1 - Quelle est la nature du ou des métabolites réactifs formés par oxydation de
I'AT ou de son isomere par les P-450 hépatiques ? Ce probie¢me entre dans le cadre
plus général du métabolisme des dérivés thioph&niques qui est, comme nous avons pu
le voir, peu connu 3 part la réaction de 5-hydroxylation des dérivés 2-aroylthiophenes
dont on ignore d'ailleurs le mécanisme ;

2 - Quels sont le ou les P-450 de 1a famille IIC responsables de ['activation de
I'AT et de son isomére dans le foie humain ?

3 - Quelle est la nature des néoantigénes produits par l'activation métabolique
de 'AT ? En particulier quels sont le ou les sites de fixation covalente sur les P-450
IIC, les acides aminés impliqués, le mécanisme de l'apparition des néoantigénes a la
surface de la membrane plasmique (il existe de nombreuses possibilités comme leur
formation in situ sur la membrane plasmique par des P-450 membranaires fonctionnels
a ce niveau (Loeper et al, 1990) ou encore via les molécules d'histocompatibilité de
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classe I qui sont responsables de I'exposition des antigénes intracellulaires a la surface
cellulaire sous forme de peptides...) ?

4 - Quels sont les déterminants structuraux reconnus par les anticorps anti-
LKM2 ? En particulier quelles sont la ou les séquences peptidiques des P-450 IIC
concernées et 1'éventuelle reconnaissance de métabolites de 'AT fixés de fagon
covalente & ces protéines ?

Pour répondre a la premiere question, nous avons essayé de piéger le ou les
métabolites réactifs du TAI par différents nucléophiles & fonction thiol. En fait,
diverses incubations d'AT avec des microsomes hépatiques en présence de nucléo-
philes soufrés comme le GSH nous avaient montré (tableau 1.2, p. 21) que si la
fixation covalente des métabolites de I'AT sur les protéines hépatiques diminuait
fortement en présence de ces nucléophiles, aucun métabolite de piégeage n'était formé.
Par contre, 1a formation d'un métabolite nouveau avait pu €tre mise en évidence lors
d'incubations de 1isomére de I'AT dans ces mémes conditions. Le chapitre II de ce
travail décrit nos résultats concernant la détermination de la nature du métabolite
réactif formé par activation du TAI par les P-450 hépatiques a partir de 1a structure des
métabolites de pi€geage par des nucléophiles soufrés.

Dans le cadre du chapitre III, nous avons abordé successivement plusieurs
problémes du métabolisme microsomal du TAI qui sont la vérification de la formation
de ce métabolite réactif in vivo chez le rat, la comparaison des résultats concernant la
nature du métabolite réactif du TAI obtenu avec des microsomes hépatiques de rats et
des microsomes hépatiques humains et l'identification d'un P-450 humain de la famille
IIC responsable de la métabolisation du TAI et de 1'hydroxylation de I'AT au moyen de
la fraction microsomale d'une levure Saccharomyces cerevisiae contenant le géne
d'un P-450 inséré au sein d'un plasmide. Dans un sous-chapitre a part, nous avons
abordé le probléme de 1a fixation covalente du métabolite réactif du TAI aux protéines
microsomales en essayant d'identifier le ou les acides aminés avec lesquels il est
capable de réagir pour donner éventuellement lieu & une fixation covalente,

Dans le chapitre IV, nous avons poursuivi un travail commencé par Catherine
Pons sur 'obtention d'anticorps anti-acide tiénilique. Plus exactement, Il s'agit
d'essayer de produire des anticorps chez le lapin capables de reconnaitre spécifi-
quement les métabolites de I'AT ou de son isomere fixés de fagon covalente aux
protéines aprés activation par les P-450 et ainsi de se donner un outil puissant qui
permettra d'aborder les points 3 et 4 ci-dessus. A l'aide des résultats obtenus sur la
nature de l'activation métabolique du TAI, nous avons construit un hapténe que ['on
peut penser Etre de structure analogue a celle des métabolites de I'AT fixés de manicre
covalente aux protéines microsomales et procédé 4 une immunisation chez le lapin.
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE L'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE DEUXIEME
ACTIVATION METABOLIQUE DE L'ISOMERE DE
L'ACIDE TIENILIQUE :

MISE EN EVIDENCE DE LA FORMATION D'UN
SULFOXYDE DE THIOPHENE IN VITRO

Diverses incubations de TAI en présence de microsomes hépatiques de rat, d'un
systeme générateur de NADPH et de mercaptoéthanol ont été réalisées. La composition
du milieu réactionnel a été analysée en fin de réaction, les protocoles expérimentaux
sont décrits dans la partie expérimentale (chapitre VI). Le choix du thiol a été guidé
par le souci de simplifier les profils chromatographiques et les spectres R.M.N. des
divers métabolites de piégeage obtenus, c'est la raison qui nous a fait préférer le
mercaptoéthanol au glutathion ou 4 la N-acétylcystéine dans un premier temps.

2.1. Métabolisme de I'isomére de 'acide tiénilique avec des microsomes hépati-
ques de rat.

2.1.1. En I'absence de mercaptoéthanol.

Avec des microsomes induits par le phénobarbital (PB) - Sur la figure 2.1 sont présen-

tés 1'élugramme et le radiochromatogramme d'une incubation analytique de TAI en
présence de microsomes PB (P-450 1 uM, TAI 100 uM, 20 min. a 37°C, protocole

décrit au paragraphe 6.4.1, p. 138). Entre 10 et 20 min. le radiochromatogramme
présente un fond de radicactivité composé d'une multitude de métabolites absorbant en
U.V. autour de 260 nm. Un seul pic est individualisable au temps de rétention de 14,5
min, le métabolite 11 de maximum d'absorption U.V. a 315 nm. La présence de ces

métabolites est dépendante de celle du systéme générateur de NADPH car en son
absence le radiochromatogramme ne montre aucune radioactivité en dehors de celle du
pic de TAI. La mesure en parallele de la fixation covalente aux protéines
microsomales permet de répartir la métabolisation du TAI (métabolisme total, 17%)
en fixation covalente (6%) et métabolites solubles (11%) (tableaun 2.1, p. 33).
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Figure 2.1 Incubation analytique de TAl en présence de microsomes PB {en haut) ou CLO (en
bas) (élugrammes avec détection & 310 nm et radiochromatogrammes, P-450 1 uM, TAI 100 pM,

incubations 20 min. & 37°C, gradient H.P.L.C. A, radioactiviié exprimée en nmol/m! d'incubat par
fraction de collection de 30 s).
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Figure 2.2 Incubation analytique de TAl en présence de microsomes CLO ¢t de mercapto-
éthanol 100 M (en haut) ou 15 mM (en bas) (éiugrammes avec détection & 280 cu 310 nm et
radiochromatogrammes, P-450 1 uM, TAI 70 uM, 20 min. & 37°C).
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Figure 2.3 Evolution!, en fonction de la concentration initiale du mercaptogthanol
présent dans le milieu réactionnel, de la fixation covalente aux protéines micro-
somales et des concentrations finales des métabolites 13 , 14, 15 et 16 d'une incu-
bation de TAI (70 uM, 20 min. & 37°C) en présence de microsomes CLO (P-450 1

uM).

Avec des microsomes induits par le clofibrate (CLO) - La métabolisation est 3 fois

plus importante avec un métabolisme total de 48% se répartissant en 14% de
métabolites fixés aux protéines et 34% de métabolites solubles (tableau 2.1). De
nombreux métabolites dont 11 sont visibles mais aucun ne compte pour plus de 2% du
métabolisme total (figure 2.1).

2.1.2. En présence de mercaptoéthanol.
Avec des microsomes induits par le clofibrate - Le mercaptoéthanol est utilisé a diffé-
rentes concentrations variant de S0 uM a 20 mM. Les échantillons sont chromatogra-

phiés par H.P.L.C. selon la méthode de gradient B (gradient étagé, voir partie expéri-
mentale 6.1.5, p.138). Dans ces conditions, la majorité du fond de radioactivité sort

1 Pour construire ce diagramme, les concentrations des métabolites 13 et 14 ont été calculées par
intégration de la radioactivité sous leur pic commun du radicchromatogramme. Cette radioactivité a
&té ensuite répartie selon lntégration de fa surface des deux pics mesurée a leur longueur d'onde
d'égale abserption molaire (285 nm). Un traitement identigue & été nécessaire pour le pic de radio-
activité commun aux métabolites 15 et 18 qui possédent un coefficient d'absorption molaire identique
4325 nm.
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Tableau 2.1. Répartition du métabolisme total du TAl entre la fixation
covalente aux protéines microsomales et les métabolites solubles selon les
différents types de microsomes employés (P-450 1 uM, TAI 100 uM, incu-
bations 20 min. &4 37°C).

Métabolisme fixation métabolites métabolite
total covalente solubles dont 12 12
Microsomes PB 17 <] 11 5,0
Micresomes CLO 48 14 34 1-2

* résultats exprimés en % du TAl total.

en téte vers 11 min. et 4 métabolites de piégeage, dépendants de la présence de
mercaptoéthanol et du systéme générateur de NADPH, sont identifiés sur I'élugramme.
Ce sont, par ordre d'apparition, les métabolites 13, 14, 15 et 16. Sur la figure 2.2 sont
présentés les élugrammes et les radiochromatogrammes d'incubations réalisées en
présence de mercaptoéthanol 150 uM et 15 mM.

La concentration en fin d'incubation de ces quatre métabolites varie en fonction

de la concentration initiale de mercaptoéthanol présente dans le milieu réactionnel
(figure 2.3). Les métabolites 13 et 14 apparaissent ensemble 2 faible concentration en
mercaptoéthanol, dans un rapport 20/80, puis disparaissent progressivement au fur et a
mesure que celle-ci augmente, au profit des métabolites 16 puis 13, Le métabolisme
total passe par un maximum pour une concentration de 100 UM en mercaptoéthanol
(figure 2.3). La fixation covalente aux protéines microsomales diminue progressi-
vement.
Avec des microsomes induits par le phénobarbital - En présence de microsomes PB et
de différentes concentrations en mercaptoéthanol, 'évolution de 1'élugramme est simi-
laire mais le métabolisme total ne dépasse jamais 16% et donc reste trés inférieur au
métabolisme observé avec les microsomes CLO.

2.1.3. Plan d'étude.

Nous nous attacherons dans un premier temps a caractériser les métabolites
primaires de piégeage 13 et 14 qui apparaissent aux faibles concentrations en mercap-
toéthanol. Nous établirons ensuite la structure des métabolites 135 et 16 et enfin les
incertitudes sur les structures proposées seront levées par des expériences de deutéria-
tion sélective. Les microsomes CLO ont été choisis pour préparer ces métabolites.

2.2. Détermination de la structure des métabolites primaires 13 et 14 de
piégeage par le mercaptoéthanol.

2.2.1. Etude des métabolites 13 et 14.

Préparation - Des volumes d'incubation de 50 ml (TAI 70 uM, P-450 CLO 1,2 uM et
mercaptoéthanol 100 M, voir partie expérimentale, paragraphe 6.1.9, p. 140) don-
nent, aprés purification par H.P.L.C. préparative, des quantités des deux métabolites de
l'ordre du mg avec un rendement de 50% par rapport au TAI initial. Leur séparation
nécessite des chromatographies H.P.L.C. itératives 4 pH 6,7 au moyen d'un gradient de
faible pente.
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Figure 2.4 Spectre d'absorption U.V. du métabolite 14 4 pH
neutre et & pH 10 (NaOH).

Description - Les sels d'ammonium des
métabolites 13 et 14 se présentent sous

la forme d'une poudre orangée extré- Tableau 2.2 Caractéristiques d'absorption
P . £ U.V. des métabolites 13 et 14 en solution

mement hygroscopique, trés soluble aqueuse 3 pH 7,4 et a pH 10.

dans 1'eau, le DMSO ou le méthanol,

) . A max £ max
peu soluble dans l'acétone et insoluble thm) (M omty
dans l'acétonitrile. Leurs solutions )
aqueuses sont stables 3 pH neutre un Métabolite 13 287 7200

Métabolite 14 292 6400

NN . . o
jour a 4°C, plusieurs mois a -80°C avec 3 pH 10 (N2OH) a5 21200

une légére dégradation les premiéres
semaines. Elles virent & 'orange foncé
en milieu basique (NaOH, pH entre 8,5

et 10) et donnent un précipité jaune d'or en milieu acide (HCI, pH inférieur 2 3,5). Ces
réactions sont renversables entre pH 3 et 10. En milieu acide (HC1 0,IN ou acide
trifluoroacétique 70% dans l'ean), les deux métabolites se transforment en un nouveau
métabolite 17, peu polaire, de temps de rétention de 17,5 min. (méthode de gradient
H.P.L.C. A). Cette réaction est significative an dessous de pH 1 4 37°C et est quantita-
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tive avec HC! (HCl entre 0,1 et 2N). Le métabolite 14 se transforme plus rapidement
que le métabolite 13 (t12 = 25 + 5 min. contre 210 + 30 min. avec HCI 1N a 37°C).

Spectres d'absorption U.V. - En solution aqueuse, ces deux métabolites ont un spectre
d'absorption U.V. similaire avec un maximum vers 290 nm. En augmentant le pH au
moyen de soude, leurs spectres se transforment par apparition d'une bande d'absorp-
tion intense & 345 nm de mémes caractéristiques (tableau 2.2 et figure 2.4). Cette
réaction est renversable par HCI et 1'étude des variations de I'absorption U.V. d'une
solution des métabolites 13 et 14 en fonction du pH conduit & un pKa de l'ordre de 8,3.

Interconversion des métabolites 13 et 14 en milieu basique - Un contrle par H.P.1.C.

(pH 4,6) de la composition d'une solution des métabolites 13 et 14 traitée par NaOH
montre des variations qui ne dépendent pas du mélange initial mais du pH auquel il a
été porté. Ainsi, aprés pH 13, le métabolite 13 représente moins de 1% du mélange, a
pH 10 5%, 2 pH 8 14% et enfin, en redescendant lentement le pH 2 neutralité, 17%.

Ces variations peuvent s'expliquer par l'existence d'un équilibre. L'inter-
conversion du métabolite 13 en 14, presque complete aprés traitement en milieu
basique, est facilement mise en évidence par H.P.L.C. Par contre la réaction inverse,
transformation du métabolite 14 en 13, est plus difficile & caractériser car ce dernier
reste toujours minoritaire et se différencie mal de plusieurs impuretés qui apparaissent
sur 1'élugramme aprés traitement basique. Pour ce faire, une solution fraichement
isolée par H.P.L.C. de métabolite 14 est amenée a pH 8 au moyen de soude. Aprés
neutralisation puis injection sur la colonne H.P.L.C. en conditions isocratiques (33%
solvant B), on mélange le solvant en sortie de colonne avec NaOH 0,1N, 2 ml/min,
avant l'analyse U.V. qui a lieu & pH 10. Dans ces conditions, la bande intense
d'absorption 2 345 nm apparait pour les deux métabolites qui sont alors aisément
identifiés sur 1'élugramme. La mise en évidence, au moyen de ce procédé, dun
métabolite 13 obtenu 2 partir d'une solution de métabolite 14 traitée par NaOH a
permis de montrer la transformation de 14 en 13. Cette réaction demande plusieurs
minutes 4 pH 8,5 tandis que 1a réaction inverse est au moins 10 fois plus rapide. [In'a
jamais été observé d'interconversion entre les deux métabolites conservés a pH neutre
ou acide.

Le parallélisme des propriétés de ces deux métabolites en fait de probables
isomeres : temps de rétention H.P.L.C. presque identiques, spectres U.V. semblables,
aptitude i se transformer en métabolite 17 en milieu acide et interconversion via un
double équilibre acido-basique.

Etude par R.M.N.!H_du métabolite majoritaire 14 - Le spectre R M.N.IH de ce méta-
bolite, purifié par H.P.L.C. sous forme de sel d'ammonium, a été enregistré & 400 MHz

dans de 1'eau lourde légérement acidifiée 2 pH 4 au moyen d'acide acétique deutérié. Il
présente tous les signaux attendus pour la partie 4-céto-2-3-dichlorophénoxyacétate du
TAI (figure 2.5 et tableau 2.3), soit pour le OCH; un singulet intégrant pour deux
protons a 4,66 p.p.m. et pour les deux protons aromatiques deux doublets couplés (J =
8,8 Hz) intégrant chacun pour un proton & 7,45 et 6,96 p.p.m. Un résidu mercapto-
éthanol est visible sous 1'aspect d'un triplet & 3,89 p.p.m. intégrant pour 2 protons et
dun doublet de triplets & 3,03 p.p.m. de méme intégration (figure 2.5¢). Il reste 4
protons non attribués dont un sous forme de singulet a 5,44 p.p.m. et un systeme de 3
protons couplés deux a deux : un proton & 3,83 p.p.m. (J = 3,4 Hz, doublet), un proton
vinylique 2 7,02 p.p.m. (J = 3,4 Hz, doublet) et un proton 4 4,57 p.p.m. (J =2 Hz et 20
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Hz, quadruplet). Dans ces conditions de solvant, ce dernier proton est échangé avec un
deutérium & plus de 90% et son appartenance a la molécule est montrée par la
disparition de ses constantes de couplage aprés 1rrad1at10n sélective des deux autres
protons situés 2 3,83 p.p.m. et 7,02 p.p.m.

A pH neutre dans l'eau lourde, Ie proton 2 4,57 p.p.m. est presque totalement
échangé et celui 4 3,85 p.p.m. s'échange en quelques jours (ou aprés traitement par
NaOD, figure 2.5¢) ; le proton vinylique apparait alors sous la forme d'un singulet
(figure 2.5a). Ce métabolite doublement deutérié 18 s'est avéré important par la suite
comme point de départ pour des expériences de deutériation sélective (paragraphe 2.4,
p. 39). L'étude dans un mélange eau lourde-acétonitrile deutérié (en présence de DCl
pour protoner la fonction carboxylate) évite cet échange et les trois protons prennent
alors 1'aspect de doublets de doublets (figure 2.5d et tableau 2.3).

Seule une double liaison sur les carbones 3 et 4 fournit une structure de la
chafne carbonée du noyau thiophéne initial compatible avec les déplacements chimi-
ques et les couplages observés enire ces trois protons. Le résidu mercaptoéthanol se
positionne par défaut sur le carbone 2 avec le proton H2 en singulet. Il ne reste que les
carbones 2 et 5 avec des positions libres pour lier éventuellement le soufre. Le motif
de structure résultant, présenté sur la figure 2.6, doit &tre présent dans le métabolite 14,
sa masse est de 408.

Etude par R.M.N.!H du métabolite minoritaire 13 - Le métabolite minoritaire 13,
partiellement purifié par HP.L.C,, a été étudié dans les mémes conditions (figure 2.5).

Ses caractéristiques en R.M.N.IH sont résumées dans le tableau 2.3 et sont trés proches
de celles du métabolite 14. Ce sont certainement deux diastéréoisomeres. Le proton
Hsb de ce métabolite s'échange plus lentement que le proton Hsb du métabolite 14 et
son équivalent dideutérié n'a jamais ét€ mis en évidence, probablement a cause de la
transformation en son isomére lors du traitement basique nécessaire a 1'échange rapide
des protons Hs.

Figure 2.6 Motif de structure dont la
présence dans les métabolites 13 et
14 est imposée par les résultats de
I'étude par R.M.N.TH.
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Hs (18)

E pH <7
DCI

pH>9

NaOD
+14
Ho: {14) x
H4(1_4)I Ha (14)
14 (13)
N
2s 2 2T 2 78 &9 68 &7

Figure 2.5a Spectres R.M.N.'H des métabolites 13 et 14 dans D0 (pH 4, CD3COOD, 400 MHz).

Partie des spectres montrant les protons aromatiques et vinyliques avec de bas en haut : le métabolite
14 partiellement purifié, une préparation enrichie en métabolite 13, cefte méme préparation amenée a

pH basigue {voir texie) puis de nouveau a pH acide.
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Hz (18)

f He (19)
f DCI
L pH >9
NaQD
Hz (13}
Voo 13+ 14

Figure 2.5b Spectres R.M.N.TH des métabolites 13 et 14 dans D,0 (pH 4, CD;COOD, 400 MHz).

Partie des spectres montrant le proton Ho avec de bas en haut : le métabolite 14 partiellement purifié,
une préparation enrichie en métabolite 13, cette méme préparation amenée & pH basique (voir texte)

puis de nouveau a pH acide.
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N OCHy (14)

HOD
T i T
?ﬂ ﬂfg 3I8 ‘1‘7 fl.LS ﬂ'b 4.F4 4,3 i, 2 a
Hz- (14)
14 (13)
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Hsa (14)
Hz- (13)
V Hy- (13)
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poM

Figure 2.5¢ Spectre R.M.N."H du métabolite 14 dans D>0 {(pH 4, CD;COO0D, 400 MH2).

Partie restante du spectre du métabolite 14, enregistrée sur une préparation partieliement purifiée,
montrant en haut le signal des protons OCH, celui du proton Hg, presque totalement échangé avec
un deutérium de I'eau lourde (le proton Hgy du métabolite 13 est aussi visible car bien que ce
métabolite soit minoritaire, son proton Hgp est moins échangé), en bas les signaux du residu

mercaptoéthanol et celui du proton Hs,.
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Ha- (14)

Hsa (

™
rs

Hsp (14)

l

PRy

Figure 2.5d Spectre R.M.N.'H des métabolites 13 et 14 dans D,0/CD3CN/DCI (250 MHz).

Parties des spectres montrant les signaux des trois protons Hy, Hs, et Hgp, sous forme de quadruplet.
Dans ces conditions d'observation, il n'y a pas d'échange de Hs, ou de Hgy, avec un deutérium de

leau lourde.
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Tableau 2.3 Caractéristiques R.M.N.1H des métabolites 13, 14, et 19.

H2 Hg4 Hsa® Hsb ™
Métabolite 14 5,44 7,02 3,83 4,57 ***
D20 s d:3.4 d:3,4 dd:2-20
Métabolite 14 5,17 6,67 3,52 4,25
D-O/CHICN/DG s dd:3,7-1,5| dd:3,7-20 | dd:1,5-20
Métabolite 13 5,67 6,74 n.id. ¥ 428
020 s massif d:18 dd:3,4-18
Métabolite 19 5,15 6,82 : ;
DO + NaGD s s 1 anion + 1 deutérium
Ho' Hy OCH2 Hi" Hor
Metabolite 14 7,45 6,96 4,66 3,89 3,02 1H
D0 d:88 d:88 5, 2H t:6,2H | 3,021H
dt:14-6
Métabolite 14 7,29 6,94 476 3,71 2,86 1H
DoO/CHZCN/DCI d:88 d:88 s,2H t:62H | 2,90 1H
dt:14-6
Métabolite 13 7,42 6,95 456 3,78 289 2H
020 d:88 d:8,8 s, 2H t:6,2H |di:12-86
Métabolite 19 7,19 6,88 4,60 3,881H | 2,89 1H
DoO + NaOD d:8 d:8 5,2H 3,901H | 3,091H
di:14-6 |di:14-86

13,14

3 en p.p.m./Si(CH3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, dd = doublet de doublets,

dt = doublet de triplets.

* Hga s'échange rapidement au dessus de pH 7,

** Hgb s'échange rapidement au dessus de pH 3,

“+ achange presque complet de Hsb avec un deutérium de I'eau lourde,

*++ 1y id. = non identifié (Hsa de 13 est masqué par le massif des Hy~ de 14 mais l'rradiation a cet
endroit voit la disparition de la constante de couplage de 18 Hz de Hsb et le proton Hg s'affiner).
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Tableau 2.4 Spectre de masse du mélange des métabolites 13 et 14 en ionisation chimique {(NH3).

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 424
331 25%, Clp’ TAl + H*

407 100%, Cly M+ H*-H0

424 10%, Cly M+ NHg* - H20

331

’ 424

377 389 1
1|!|H“n s .1’i||l||l!l| ;ﬁir-};}h.ll 1 .l!. "T"

iy IToe L .}l“”n |!|.
rrrrrrrr bR P HEH et T T
300 320 340 hi=tul X3¢ 400 420 440 4502 480

* Clo indique un triplet isotopique correspondant 4 la présence des deux chiores.

Spectre de masse - L'étude en spectrométriec de masse a été réalisée sur une
préparation des deux isoméres 13 et 14 non séparés. Le résultat en ionisation chimique
(INH3) est détaillé ci-dessus (tableau 2.4). En impact électronique, seuls des fragments
de bas poids moléculaire sont retrouvés qui n'apportent pas de renseignements
complémentaires. La présence des deux chlores dans la molécule est signée par
I'existence de pics sous forme de triplet isotopique dans un rapport 9/6/1 en rapport
avec la distribution naturelle des isotopes 35Cl et 37Cl.

Le pic principal 2 407 (ou son correspondant & 424, soit 17 ou NH; en plus)
posséde deux unités de masse de moins que la masse M + H* de 409 de I'élément de
structure proposé par I'étude en R.M.N.IH (voir figure 2.6, p. 36). Une déshydratation
des métabolites 13 et 14 lors du passage dans le spectrométre de masse peut €tre sup-
posée ; ceci revient, en effet, 3 proposer un oxygeéne supplémentaire a cet élément de
structure, oxygene attendu de par 'origine des métabolites. L'oxygéne peut participer a
un cycle 2 6 (figure 2.7A) ou étre sous forme de sulfoxyde (figure 2.7B).
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Q o} o)
Ar H, Ar
={ ={ _
H
SR SR Hga 2
$-0 08 Hgb” S+ "SCH,CH,OH
A B

Figure 2.7 Propositions de structure pour les métabolites
13et14.

Seule la structure B avec un sulfoxyde chiral est compatible avec la présence de
deux diastéréoisomeres 13 et 14. La grande constante de couplage géminale de 18 Hz
des protons Hj est en accord avec la présence en o d'un groupement fortement électro-
attracteur. Cet effet électro-attracteur du groupe sulfoxyde et la stabilisation due 2 la
délocalisation d'un anion en C5 (figure 2.8) expliquent également 'acidité des protons
Hs. L'absorption intense a 345 nm, qui apparait lorsque les métabolites 13 et 14 sont &
pH supérieur 2 8, est compatible avec un tel anion.

o o
Ar Ar
- - R e /
Hs ? SR Hy §+ SR
o o

x9N

I e

Ar Ar

N
Hs™ 87 Ngp Hs™™ g7 ™gn

Figure 2.8 Délocalisation d'un anion en C5.

Etude par R.M.N.1H en milieu basique - L'étude par R.M.N.1H d'une solution dans D,0
des métabolites 13 et 14, aprés addition de NaOD (jusqu'au virage de la couleur de la
solution par apparition de 1a bande d'absorption intense 2 345 nm), met en évidence un
nouveau produit 19 majoritaire et le métabolite 14 minoritaire (des produits
minoritaires de dégradation sont aussi visibles) ; aprés neutralisation par DCI, seul le
métabolite dideutérié¢ 18 est retrouvé (figure 2.5). Les deux signaux singulets identifiés
sur le spectre de 19 a 6,82 p.p.m. (Hy, vinylique) et 5,15 p.p.m. (Hjy) sont en accord
avec l'anion proposé sur la figure 2.8. Le carbone 5 porte un deutérinm que l'on
retrouve sur le métabolite dideutérié 18 aprés retour a pH neutre (figure 2.9).
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o) o) 0
Ar H, Ar Ar
Hga - NaQD -/ \ _H, DC1 D -
He” TS TSR DO b s “sR p” 7S+ “sh
o o o
13,14 19 18

Figure 2.8 Hypothése de deutériation des métabolites 13 et 14 en 18 via un
intermédiaire anionique monodeutérié 19.

Spectre d'absorption infrarouge - L'étude du spectre infrarouge du mélange des méta-
bolites primaires 13 et 14 montre une bande large d'absorption intense 3 1055 cm-!
compatible avec une vibration S-O. Toutefois le spectre infraronge du TAI présente
également une bande d'absorption, certes plus fine, dans cette région a 1061 cm-!
(figure 2.10). Le diacide 20 :

.o

HooC OCH,COCH

20

posséde aussi cette bande d'absorption, qui donc proviendrait de la partie phénoxy-
acétique de cette famille des métabolites du TAI, avec vraisemblablement superpo-
sition 2 une bande due 2 la liaison S-O (1030 cm-1 ?) dans le cas des métabolites 13 et

14.
Etudes complémentaires sur la structure proposée - Au terme de ce travail prélimi-

naire, il apparait clair que seule une structure comportant un groupe sulfoxyde répond
aux données observées. Toutefois, nous avons fait une hypotheése sur une éventuelle
perte d'une molécule d'eau lors du passage dans le spectrometre de masse ; afin
d'observer une masse exacte, le produit de la méthylation par le diazométhane des
métabolites 13 et 14 a ét€ étudié. Cette étude s'est révélée plus complexe que prévue et
est présentée en annexe (paragraphe 7.1, p. 155). La transformation des métabolites 13
et 14 en milieu acide est une réaction qui conduit 2 un produit stable et unique 17 avec
perte de 1a chiralité. Nous avons caractérisé ce métabolite de transformation. Au cours
d'expériences de deutériation sélective, nous avons par ailleurs vérifié I'attribution des
signaux R.M.N. des protons Hs par corrélation avec le proton Hs du TAI et le proton
Hs du métabolite 17 (voir paragraphe 2.4, p. 59).

2.2.2. Etude du métabolite 17.

Préparation - Le traitement par un excés d'HCL 2N des métabolites 13 et 14 en solution
aqueuse conduit au métabolite 17 (partie expérimentale 6.1.10, p. 140) qui est méthylé
par le diazométhane en métabolite 21 (temps de rétention de 8,4 min. par analyse
H.P.L.C. en condition isocratique 100% de solvant B).
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Figure 2.10 Spectres d’absorption Infrarouge des métabolites 13 et 14 (en haut) et du TAl
(en bas) {en pastille de KBr, sels d'ammonium, méme spectre dans le lubrot pour 13 et 14).

+ & (M‘l.cm'l)

Spectre U.V. - visibl
métabolite 17 - Le spectre
d'absorption U.V. de sa solu-
tion aqueuse tamponnée a pH
7,4 montre 3 maxima 2 240, 20000 —
277 et 358 nm (€240, 277 ot 358
= 20800, 15700 et 8200 cm. 358
M-1, figure 2.12). Le spectre
d'absorption de la forme
méthylée lui est super-
posable.

10000 - |

300 400 A (nm)

Figure 2.11 Spectre d'absorption U.V. du métabolite
17 en solution aqueuse tamponnée & pH 7,4.




46

Tableau 2.5 Caractéristiques R.M.N.'H du métabolite 17 et de 21.

Hor | Hy |OCHz | Hov | Hi* | Ha Hs | CH3

17 7,37 6,97 4,66 333 | 3,93 7,12 7.30
D20 d:88 | d:88| s,2H | t:6 | t:6 |d:58 |d:58
17 7,38 7,12 4,90 3,16 | 373 6,91 7,39
DMSO d:80 | d:8,0 s, 2H t:6 t:6 d:5 d:5
2 7,27 6,83 4,79 325 | 3,93 6,97 7,13 3,81
CDoCl2 | d:9,0 | d:90 | s,2H t:6 | g":6 |d:55 | d55 | s, 3H

OCH,COO(CH,)

& en p.p.m./ Si{CH3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, 1 = triplet.
" quadruplet large par couplage avec le proton de I'alcool.

OCH3
Hq»

|’ ,lUJ i L
How
e ’lMJ M‘WWM‘#! f’M J \,\Nj‘\_\// 2 &"’*"‘W\m
7.[6 ''''' 5,'@ ‘ ﬂ,IS ' ﬂ.lB N li,if?ap’; S.IS ' S.IE ‘ 5.r15 ' 3.!2 Y ng
17 (DMSO-Dg) .
Ho Ha
I s L " | N H 1 i gl(CDZCilz)
E 7.2 7.0 .8 6.6 _

B o

Figure 2.12 Spectre R.M.N.1H du métabolite 17 dans le DMSO-Dg (sel d'ammonium) et spectre du
métabolite 21 dans CD5Cls {signaux des protons aromatiques).
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Figure 2.13 Déshydratation des métabolites
13 et 14 en métabolite 17 avec perte de chiralité.

Etude par RM.N.IH - Cette étude a ét€ conduite dans différentes conditions de solvant
présentées dans le tableau 2.5. Le spectre est simple avec les protons du résidu 4-céto-
2-3-dichlorophénoxyacétique et ceux d'un résidu mercaptoéthanol facilement identi-
fiés. Il reste deux protons & bas champ couplés par une constante de 5 & 6 Hz (figure
2.12 et tableau 2.5). Un effet Nucléaire Overhauser (NOE) intense entre le OCH; et le
proton H3' a ét€ observé sur ce métabolite :

Cl Cl

OCH,COO(H)

R
H H.,. JNOE

2 3

Déja constaté dans le cas du TAI, cet effet a permis l'attribution du proton Hz' :
le proton Hp' est toujours le plus déblindé€ et ne donne pas de NOE avec les protons
OCH,. Cette différence de déplacement chimique a ét€ 4 la base de l'attribution de ces
deux protons dans les métabolites 13 et 14.

Les propriétés de ce métabolite peu polaire, stable, & forte absorption dans
l'ultraviolet, aux protons dérivant de la partie thiophénique du TAI trés déblindés,
évoquent une structure aromatique. Les deux protons a 7,12 et 7,30 p.p.m. ont la
constante de couplage de 5,8 Hz attendue pour 2 protons thiophéniques en position 4
et 5 (Cagniant et al, 1985), La structure proposée, obtenue par simple introduction
d'un groupe mercaptoéthanol en position 2 du TAI, provient d'une déshydratation des
deux sulfoxydes 13 et 14 (figure 2.13). L'étude en R.M.N.IH du métabolite 21, obtenu
par traitement au diazométhane du métabolite 17, confirme la structure proposée avec
une seule méthylation sur la fonction carboxyle visible sous 'aspect d'un singulet a
3,81 p.p.m. intégrant pour 3 protons (tableau 2.5).

Spectres de masse des métabolites 17 et 21 - Leurs résultats sont détaillés ci-dessous

(tableau 2.6). De méme qu'avec les métabolites 13 et 14, seule l'ionisation chimique
(NHsz) fournit des fragments de haut poids moléculaire. Le pic de masse principal
observé 4 407 est en accord avec la masse proposée de 406 (M + HT = 407). Le dérivé
21, obtenu aprés traitement au diazométhane, a un pic de masse M + Ht de 421
indiguant une monométhylation.
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Tableau 2.6 Spectres de masse des métabolites 17 et 21 en ionisation chimique (NHz) et
présentation du spectre du métabolite 17.

Métabolite 17

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 406
111 80% thénoylium

161 100% S-mercaptoéthanol-thiophéne + H*
331 40%, Cly’ TAl + H*

348 5%, Cly TAl + NHg*

353 45% M - HCI - HoO + H*

371 3% M- HCl+ H*

388 3% M - HCI + NH*+

407 80%, Cly M+ Ht

424 3%, Cl, M + NHs*

Métabolite 21

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 420
367 60% M - HG! - HaO +H*

385 18% M- HCl + H*

421 100%, Clz M+ H*

438 1% M + NHg*

et

Z4g . )

l ' 353 I 388

Nirmi TR A

N R i s L L T B

T
20 40 60 380 400 420 240

L S e I B
480 480 SO

* Clo indique un triplet isotopique correspondant a 1a présence des deux chlores.

Les résultats de 'étude R.M.N.1H, de la masse et de 1'U.V. recueillis pour le
métabolite 17 indiquent une structure de thioph&ne substitué en 2 par un résidu mer-
captoéthanol. La similitude de son spectre de masse avec celui des métabolites 13 et 14
montre qu'il y a bien eu perte d'une molécule d'eau dans le spectrométre et confirme la
structure de sulfoxyde de dihydrothiophéne pour 13 et 14 qui, par déshydratation,
conduit & la structure aromatique de 17 ( voir tableaux 2.3 et 2.6).




49

1
4 16 —~ 15 — TAI
7.4-12
- 16 — 1
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Figure 2.14 Evolutions de 13 et de 14 en fonction du pH en présence de mercaptoéthanol.

2.3. Détermination de la structure des métabolites 15 ef 16.

2.3.1. Réactivité des sulfoxydes 13 et 14 avec le mercaptoéthanol.

Une solution des métabolites 13 et 14 fraichement purifiés par H.P.L.C. est mise
en présence de mercaptoéthanol dans différentes conditions & 37°C. Le produit de la
réaction est étudié par H.P.L.C. (méthode B).

Entre pH 2.0 et 6.5, transformation en métabolite 16 - Dans ce domaine de pH, ces

deux métabolites se transforment quantitativement en métabolite 16. Cette réaction est
d'autant plus rapide que le pH est élevé et la concentration en mercaptoéthanol impor-
tante. Par exemple en présence de mercaptoéthanol 5 mM, plus de 95% des sulfoxydes
ont réagi en 20 minutes a pH 4,6 (tampon acétate de sodium 100 mM), cette propor-
tion tombe 2 10% avec 0,5 mM mais remonte 3 95% si le pH est alors amené 2 6,5.

A pH 7.4 et plus, transformation en métabolite 16 puis 15 - Au dessus de la neutralité,

la formation du métabolite 16 s'accompagne de celle du métabolite 15 ; par exemple,
toujours avec 0,5 mM de mercaptoéthanol, les sulfoxydes se transforment en 20 min. a
pH 7,4 (tampon phosphate de sodium 100 mM)} en 90% de métabolite 16 et 10% de
15. A pH 12 en présence de mercaptoéthanol 5 mM, seul le métabolite 15 est obtenu ;
la réaction se termine en 3 min, Le métabolite 16 se transforme en 15 en présence de
mercaptoéthanol, ce qui montre le caractére séquentiel de la transformation de 13 (ou
14) en 16 puis en 15. Des concentrations €levées de mercaptoéthanol (jusqu'a 0,5 M)
sont sans effet sur ce dernier métabolite qui en font le métabolite final de la transfor-
mation. Au deld de pH 12 (NaOH), le métabolite 15 redonne le TAL

A pH 1,35 (HCI 0.05N), transformation en métabolite 22 - Autour de pH 1,35 (HCI]

= (0,05 M), il existe une fenétre de pH ofl, en présence de fortes concentrations de
mercaptoéthanol, les deux sulfoxydes se transforment majoritairement en un nouveau
métabolite 22. Ainsi A ce pH, en présence du thiol 10 mM, 80% des sulfoxydes ont
réagi en 45 min. pour donner 10% de métabolite 16, 70% de 22 et moins de 2% d'aro-
matique 17. Cette réaction nécessite la présence de mercaptoéthanol comme le prouve
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Tableau 2.7 Caractéristiques R.M.N.TH du métabolites 16 et 23.

Ho Hy OCH; Hz Hy Hss Hsp CHs
16 7,45 6,96 4,66 7.73 442 3,31 3,53
D,O d:88 | d:88 s, 2H S dd: 6 {dd: 10 dd:6
10 14 -14
23 717 6,80 4,77 7,29 4,39 3,27 3,55 3,80
CD,Cly d:9 d:9 s, 2H s dd:10 | dd:6 dd:10 s, 3H
6 14 14
mercaptoéthanol 1 | mercaptoéthanol 2 | mercaptoéthanol 3 OH
16 3,00t:6,2H 287et288" 294t:6,2H
D50 3,73t:6,2H 3.82et3,83 387t:6,2H
23 2,841:6,2H 29* 29 2,16 1H
CD,Cl, 3,85 * 3,85* 3,8 232 2H

16 et 23 (R = C(Hg)2C(H1-)20H)

Hi~ Ha-
Ha
" . i
Hsp  Hsa
M
: : L E i L L L 1 I L L
3 E E) s E) 5.5 1.4 [ 7.0 7% 36 B! 3.2
PEK

8 en p.p.m./Si(CH3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, t = triplet, g = quadruplet.
* étudiés & 400 MHz,

** & protons H1" en massif & 3,85 p.p.m. et 4 protons H2" en massif 4 2,90 p.p.m.
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Figure 2.15 Spectre d'absorption U.V. du métaboiite 16.

une réaction témoin sans thiol ol seulement un peu de 17 apparait. Si la concentration
de I'HCI est augmentée (supéricure 3 1 M), la transformation en 17 devient majoritaire
(>90% en présence de 10 mM de mercaptoéthanol et HCI 1N).

2.3.2. Etude du métabolite 16.

Préparation, description - Des incubations conduites en présence de 1 2 10 mM de
mercaptoéthanol A pH 7,4 fournissent aprés purification par H.P.L.C. selon le gradient
A une fraction au temps de rétention de 18 min. qui, rechromatographiée en condition
isocratique (40% de solvant B), se sépare en deux pics homogenes, le métabolite 15 au

temps de rétention de 9,4 min, et le métabolite 16 & 12 min., dans des proportions qui
dépendent de la concentration du mercaptoéthanol et du temps d'incubation (voir
figure 2.3, p. 32). Aprés lyophilisation, le métabolite 16 se présente sous la forme
d'une poudre blanche. Sa solution aqueuse est stable et posséde un maximum
d'absorption U.V. 2 317 nm (€ = 20800 M-1.cm], figure 2.15). Ce métabolite est éga-

lement stable en milieu acide (HCI 0,1N, 15 min. & 37°C) et en milieu basique jusqu'a
pH 12 (NaOH) au dela duquel il se transforme en TAI Aprds traitement au diazo-
méthane, on obtient le dérivé méthylé 23, de spectre d'absorption U.V. semblable
(Amax = 314 nm) et de temps de rétention 4,9 min. (H.P.L.C. isocratique 100% solvant

B).

Etude par RM.N.'H des métabolites 16 et 23 - Cette étude a €té réalis€e dans I'eau

lourde pour le sel d'ammonium du métabolite 16 et dans le dichlorométhane deutérié
pour le dérivé méthylé. A coté des signaux attendus pour les protons du groupe
dichlorophénoxyacétique, le spectre présente des signaux correspondant 3 un proton
vinylique trés déblindé (singulet & 7,73 p.p.m.), & un systéme de trois protons couplés
deux 2 deux (Hsa, H5p et Hy) ainsi qu'a trois résidus mercaptoéthanols (six massifs

prenant I'aspect de triplets intégrant chacun pour 2 protons et couplés deux & deux)
(tableau 2.7). Les protons Hsa et Hsp sont géminaux avec une constante de couplage
de 14 Hz négative comme l'indique l'intensité des pics de corrélation vus sur une expé-
rience de COSY 45. Le métabolite 23 est monométhylé (singulet supplémentaire
intégrant pour trois protons a 3,80 p.p.m.).




Figure 2,16 Structure partielle du métabolite 16.

Le déplacement chimique & bas champ de H? est en accord avec une position
sur une double liaison que 1'on conjugue avec la cétone pour rendre compte de la forte
absorption 2 317 nm. L'existence d'un NOE intense entre les protons Hs et Hy et dun
couplage longue distance entre Ha et Hy" du mercaptoéthanol-1 (expérience de Cosy
Long Range) positionne Hj en cis du groupe COAr (figure 2.16). La chaine carbonée
restante porte donc 3 protons, deux groupes mercaptoéthanols et un soufre. Le
couplage 2 longue distance entre les protons Hp» du mercaptoéthanol-1 et Hz rend peu
probable la présence d'un pont dithioéther sur C2 qui en ferait un couplage en 57 ;
nous le positionnons donc en C5 pour respecter la position du soufre dans le TAI
(figure 2.17). Il ne semble pas possible aux vues des données disponibles de
positionner le troisiéme mercaptoéthanol en C4 ou en C5 ; ce probleme a été résolu
par des expériences de deutériation sélective (voir paragraphe 2.4, p. 59).

Spectres de masse des métabolite 16 et 23 -

Les spectres de masse en ionisation Q
chimique (NH3) du métabolite 16 et de son Ar
équivalent méthylé 23 sont présentés dans HOCH,CH,S

le tableau 2.8. Le pic de masse la plus éle- <\ Hy
vée observé pour 1§ est de 563, soit 562, L SorcHoH

masse de la structure proposée, plus H* ; le
dérivé 23 est monométhylé avec un pic a SCHZCH,OH
577, soit 562 + Ht + CH,.

Figure 2.17 Structure du métabotite 16.

Réduction du métabolite 16 - La présence d'un pont dithioéther impliquait une
possibilité de sa réduction. Le mercaptoéthanol est évidemment le premier réducteur

testé, en présence duquel le métabolite 16 se transforme quantitativement en

métabolite final 15 (par exemple mercaptoéthanol 1 mM, 30 min. 3 37°CapH 7.4 en
tampon phosphate de sodium 100 mM). Cette réaction est reproduite sans apparition
de produits secondaires en présence de faibles concentrations de dithiotréitol
(dithiotréitol 150 uM, 80% de transformation en métabolite 15 en 60 min, & 37°C a pH
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Tableau 2.8 Spectres de masse des métabolites 16 et 23 (en ioni-
sation chimigue {NHz3)).

Métabolite 16

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 562
172 100%

331 80%, Cl, * TAl + H¥

348 40%, Clp TAI + NHg*

377 5%, Cla

391 12%, Cly TAl + H* + 1 mercaptoét. - H2O
408 10%, Cl, TAIl + NH4* + 1 mercaptoét. - HoO
424 1%, Cl, M + NH4* - 2 mercaptoéthanol
451 1,5%, Clp TAl + H* + 2 mercaptoét. -2 HoO
467 2%, Cly M + H¥ - HoO - 1 mercaptoéthanol
485 5%, Cls M + H* - 1 mercaptoéthanol

502 1%, Cl2 M + NHgt - 1 mercaptoéthanol
545 0,5%, Cl, M+ H* - HoO

563 1%, Cty M+ HY

Métabolite 23

m/z % pic de base fragments proposés avec M =576
345 100%, Clp TAl + H*

362 50%, Clp TA! + NHa*

391 90%

423 10%, Gl

499 30%, Gly M + H* - 1 mercaptoéthanol

577 5%, Cl, M+ HY

* Clo indique un triplet isotopique correspondant & la présence des deux
chlores.

7.4). Le chlorure stanneux a été essayé avec succes ; ainsi, en 45 min. a 70°C et SnCI2
1 mM en solution aqueuse, le métabolite 16 se transforme quantitativement en
métabolite 15 (sans transformation en I'absence du sel d'étain). Nous concluons que la
transformation du métabolite 16 en métabolite final 15 obéit & un mécanisme de

réduction.

2.3.3. Etude du métabolite 13.

Préparation, description - Sa préparation est aisée notamment en traitant le milieu
réactionnel en fin d'incubation par un excés de mercaptoéthanol. Plusieurs milli-
grammes de ce métabolite final ont pu étre préparés avec un rendement supérieur a
90% par rapport au TAI initial. Sa solution aqueuse est jaune avec un maximum
d'absorption U.V. & 334 nm (€334 = 22000 M-L.cm!, 4 pH 7,4, figure 2.18), elle est
stable en milieu acide ou basique de pH inférieur & 12, pH au dessus duquel le
métabolite 15 redonne le TAI ; cette transformation en TAI se produit également sur
plusieurs mois lorsque 13 est conservé en solution. Il est insensible aux fortes
concentrations de mercaptoéthanol (au moins 0,5 M, 60 min. a 37°C et pH 7,4). Sa
forme méthylée 24 est obtenue aprés traitement au diazométhane et est purifiée par
H.P.L.C. au temps de rétention de 6,5 min. (conditions isocratiques 100% de solvant
B) ; son spectre d'aborption U.V, est semblable (Amax = 330 nm).
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Tableau 2.9 Caractéristiques R.M.NTH. des métabolites 15 et 24.

OCH2 H2 H4 H5a Hsp
15 4,65 7,71 480" 3,58 4,03
Ds0 s, 2H s, 1H dd:8,5 | dd:1,5 | dd:85
1,5 13 13
24 4,78 7,14 4,81 3,50 3,98
CD2Clo s, 2H s, 1H dd:8 dd: 12 dd: 12
1,5 1,5 8
sz H3| H1n H2u CH3
15 7,28 6,96 3.82 2,91
D0 d:85 d:85 t:6,2H | m*:6,2H
24 7,20 6,80 3,83 2,85 3,80
CDoClo d:9 d:9 |[m™6,2H  m™:6,2H] s, 3H

OCH,COO(CHy)

Hq-

Hae

Hy

Ha-
Hg

BrM

15 (D20)

8 en p.p.m./Si{CH3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, t = triplet.

* vu par les techniques d'effacement du pic de l'eau,
** agpect de multiplet ol I'on ne voit que le couplage 2J de 6 Hz a cause des déplacements chimiques

presque isochrones des deux protons géminaux Hsg et Hsp.
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Figure 2.18 Specire d'absorption U.V. du métabolite 15.

Etude par R.M.N.1H des métabolites 15 et 24 - Cette étude a été effectuée dans l'eau
lourde pour le sel d'ammonium du métabolite 15 et le dichlorométhane deutérié pour

la forme méthylée (tableau 2.9). Les signaux correspondant a un groupe dichloro-
phénoxyacétique, un mercaptoéthanol, un proton vinylique H; et trois protons couplés

deux & deux sont visibles sur le spectre. Le carbone portant le proton vinylique Hj et
Ia double liaison est attribué a C2, seule position oll Hj soit singulet. Confirmant cette
hypothése, un NOE intense est trouvé entre ce proton vinylique Hy et le proton
aromatique Hy. La double liaison est donc conjuguée avec la cétone et les doublets
libres du soufre, en accord avec l'absorption U.V. intense aux longueurs d'ondes

€levées déja observée avec le métabolite 16. Il ne reste que quatre positions vacantes
sur la chafne carbonée ; on ferme le cycle mais il n'est pas possible d'attribuer la
position du résidu mercaptoéthanol sur C4 ou sur C5. Le spectre du dérivé méthylé 24
est semblable avec un seul groupement méthyle visible sous 1'aspect d'un singulet
intégrant pour 3 protons & 3,80 p.p.m. La structure proposée, un dihydrothiophéne,
obtenue par réduction du pont dithioéther du métabolite 16, doit logiquement redonner
le TAI aprés une élimination du mercaptoéthanol catalysée par une base forte comme
OH- (figure 2.19).

o o) 0
Ar Ar Ar
RS _
RSH OH
(\ H, As— D—H, —— [ D—n,
o &S
s SR ReSR S s

i
SR 16 15 TAIL

Figure 2.19 Proposition de siructure du métabolite 15 formé par
réduction du métabolite 16 et conduisant au TAl en mifieu basique.

Etude par R.M.N.13C du métabolite 15 - Sept milligrammes de ce métabolite ont pu
étre préparés et une étude comparée avec le TAI en R.M.N.13C réalisée (voir Tables

13C dans le tableau 2.13 p. 64). Quinze carbones sont identifiés sur le spectre, la
multiplicité des hydrogénes portés par chacun est déduite d'une expérience de DEPT
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(Pegg et al, 1982). L'attribution des carbones portés par le noyau aromatique repose
sur les couplages 3J 13C-1H observés par des expériences d'INEPT sélectifs (Bax, 1983)
A partir des protons Hy, Hy et OCH;. La comparaison, entre le métabolite 15 et le
TAI, des déplacements chimiques et des couplages sur les spectres 1H et des
déplacements chimiques et de la multiplicité sur les spectres 13C ne montre que des
différences situées sur le noyau thiophéne. Le métabolite 135 présente, au niveau de sa
partie issue du noyau thiophéne du TAI, un carbone, C4 ou C5, de type CHp, un
carbone, C4 ou C35, de type CH, un carbone C3 quaternaire, un carbone C2 de type CH
et une structure cyclique affirmée sur les couplages 3J 13C-1H observés entre le proton
H; et les carbones C4 et C5 (et inversement entre les protons Hs et Hy et le carbone
C2). Deux carbones supplémentaires 3 haut-champ (35,10 et 63,32 p.p.m.) sont en
accord avec la présence d'un groupe mercaptoéthanol. Ces observations confirment la
structure proposée pour 18 d'un 4,5-dihydrothiophéne substitué par un résidu
mercaptoéthanol (en C4 ou en C5).

Dans le but d'attribuer les signaux & 3,58, 4,03 et 4,80 p.p.m. aux protons H4 et
Hjs, nous avons recherché des couplages 3J 13C-1H avec le carbone du carbonyle. Seul
le proton Hj est couplé, mais avec un signal trop faible pour permettre une attribution
définitive. Dans Ie paragraphe 2.4.2 (p. 61), ce positionnement sera réalisé au moyen
d'une expérience de deutériation sélective.

Spectres de masse des métabolites 15 et 24 - Les spectres de masse en ionisation

chimique (NH3) du métabolite 15 et de son produit de méthylation 24 sont présentés
dans le tableau 2.10. La masse la plus élevée observée pour 13 est de 409, soit 408,
masse de la structure proposée, plus Ht ; le dérivé 24 est monométhylé avec un pic a
423, soit 408 + H+ + CH».

Tableau 2.10 Spectres de masse des métabolites 15 et 24
(en ionisation chimique (NHaz)).

Métabolite 15

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 408
172 100%

331 50%, Cly’ TAI + H*

348 60%, Cl» TAl + NHq*

391 2%, Clp M+ H* - H20

409 10%, Cl, M+ H*

426 4%, Clp M + NH4+

Métabolite 24

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 422
345 100%, Clp TAl + Ht

362 60%, Cl, TAI + NH4*

423 30%, Ch M + H*

440 3%, Cl, M + NHg*

* Cl, indique un triplet isotopique correspondant & la présence
des deux chlores.
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2.3.4. Etude du métabelite 22.

Préparation, description - Ie métabolite 22 est préparé par incubation des sulfoxydes 13
et 14 2 37°C pendant 45 min. dans un mélange HpO/HC1 0,IN v/v (pH 1,35) en pré-

sence de mercaptoéthanol 10 mM. Par
H.P.L.C., on sépare le métabolite 22
(70%) des métabolites 13 et 14 n'ayant
pas réagi (20%) et du métabolite 16
(10%). Le métabolite 22 est contaminé
par un peu de métabolite aromatique 17
qui sort au méme temps de rétention de
18 min. (méthode de gradient A ou B).
La solution aqueuse du métabolite 22
absorbe en U.V. avec un maximum 2
315 nm (€315 = 19000 M-1, et s ﬁgure

2.20). Stable en milieu acide et 4 pH
neutre, il se transforme en quelques
minutes en TAI au deld de pH 8
(NaOH). Aprés traitement au diazo-
méthane, on obtient le dérivé méthylé 25
(temps de rétention de 6,1 min. en
conditions isocratiques 100% solvant B,
spectre U.V, similaire de Amax 3 311

nm).

Etude par RM.N.1H des métabolites 22
et 25 - Etude effectuée dans 1'eau lourde

pour le sel d'ammonium du métabolite
22 et le dichlorométhane deutérié pour
Ia forme méthylée 25 (tableau 2.11). Les
signaux correspondant a deux résidus
mercaptoéthanols et au groupe phénoxy-
acétique sont visibles sur le spectre, de
méme que ceux d'un proton vinylique
H2 (singulet) et de 2 protons & bas
champs (en doublets, J = 10 Hz), dont le

4 EMlem?)
15000+
10000
5000+
0 . . -
300 400 A ().

Figure 2.20 Spectre d'absorption U.V. du métabo-
lite 22 en solution agueuse.

moins déblindé Hy est couplé, dans le dérivé méthylé, par une petite constante de 1,5
Hz avec le proton Hj (tableau 2.11). Les déplacements chimiques des protons de la
partie phénoxyacétique, de H2 et du mercaptoéthanol-1 sont presque identiques a ceux
du métabolite ouvert 16 (8 Hp 4 7,73 et 7,70 p.p.m. (16 et 22), 8 Hp" 4 3,00 et 3,01
p-pam. et 6 Hy" & 3,73 et 3,73 respectivement ; les déplacements chimiques du groupe
phénoxyacétique sont identiques et doivent correspondre 4 un méme environnement

autour du carbone C2 :
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Tableau 211 Caractéristiques R.M.N.H des métabolites 29 et 25.

' mercaptoéthanols
734 | 694 520 | 665 (301116 2891:6
Ds0 d:88 d:88 d:1io d:10 3,731:8 3791:96
29 479 7.22 6,80 7,%1 6,24 6,49 3,80 286t 8
s, 2H d:9 g:9 ] dd:1,519:10 massif 2.961:6
10

s SR

I R, = Ry = CHy"CH{"OH

22,28

Hz

Hy

S enppm/ Si{CHa3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, t= triplet.
™ singulet élargi ou le couplage en W 2J avec Ho estvu par la disparition de 1a constante de 1 5 HzdeHz

aprés irradiation sélective de Ha-

- Les déplacements chimiques & bas-champ de Hs et H; obligent considérer une
double liaison entre C4 et C5 ; leur couplage vicinal de 10 Hz positionne c&s deux
rotons en Cis (Jackman et al, 1969). Comme dans le métabolite 16, seul un pont
dithioéther peut répondre au groupe mercaptoéthanol restant. Formellement deux
giructures sont compatibles avec les données de la RMN.IH de 22:

0 8]
H4 Ar H4 Af
Hs / \ H2 Hs / \ H2
s &R SR Sl
iSF{ SR

A B
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Tableau 2.12 Spectres de masse des métabolites 22 ot 25
(en ionisation chimique (NHz)).

Métabolite 26

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 484
172 100%

331 85%, Clz ~ TAl + H*

348 40%, Clo TAI + NHg*

391 10%, Cla TAIl + H¥ + 1 mercaptoét. - HpO
407 35%, Clz M + H* - 1 mercaptoét.

424 5%, Ci M + NH4% - 1 mercaptoét.

485 5%, Clo M+ H+

Métabolite 29

m/z % pic de base fragments proposés avec M = 498

345 100%, Cl» TAI + H*

362 5%, Clo TAl + NH4*

389 25%, Clo

421 10%, Clz M + H* - 1 mercaptoét.
499 20%, Cl2 M+ Ht

* Cla indique un triplet isotopique correspondant & la présence
des deux chlores.

Par analogie avec le métabolite 16, le dithioéther se positionne en C5 et la
structure A est probablement vraie. Mais cette attribution repose sur un simple coupla-
ge en 4J entre Hj et Hy» observé dans le métabolite 16 ; dans la conclusion nous
renforcerons ce positionnement & partir des mécanismes réactionnels probables de
formation de ces métabolites.

Spectres de masse des métabolites 22 et 25 - Le spectre de masse en ionisation
chimique (NH3) du métabolite 22 et de son produit de méthylation 25 sont présentés
dans le tableau 2.12. La masse la plus élevée observée pour 22 est de 485, soit 484,
masse de la structure proposée, plus HY ; le dérivé 24 est monométhylé avec un pic a
499, soit 484 + H* + CH,.

Réduction du métabolite 22 - Cette propriété est commune au métabolite 16, avec
transformation quantitative en TAI de 22 en présence de mercaptoéthanol ou de
faibles concentrations de dithiotréitol {en 15 min. 3 37°C en présence de 100 uM de
dithiotréitol). En présence de chlorure stanneux, la réaction est moins propre ; aprés
une heure & 70°C, il y a transformation de 22 en TAI et en deux nouveaux
métabolites, moins polaires, non étudiés.

2.4. Expériences de deutériation sélective,

L'évolution des métabolites de piégeage obtenus lors d'une incubation de TAI
en présence de microsomes CLO, en fonction de la concentration initiale du mercapto-
éthanol, montre une succession de plusieurs composés (figure 2.3, p. 32) qui com-
mence par la formation de deux sulfoxydes de dihydrothiophéne diastéréoisomeéres 13
et 14, Ceux-ci évoluent ensuite, sous l'action du mercaptoéthanol, en métabolite 16 par
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Figure 2.21 Récapitulatif des différentes structures des metabolites du TAI obtenus en
présence de mercaptoéthanol au cours d'une incubation avec des microsomes CLO et
retour au TAl en milieu basique.

ouverture du cycle avec perte d'une molécule d'eau et addition de deux résidus
mercaptoéthanols supplémentaires puis secondairement en métabolite 15 aprés
recyclisation au cours d'un processus de réduction (figure 2.21).

La position d'un groupe mercaptoéthanol en C4 ou en C3 pour les métabolites
16 et 15 reste indéterminée. Les métabolites 13 et 14 se deutérient facilement en
position 5 et nous avons tenté de mettre  profit ce marquage du carbone 5 en conser-
vant ces deutériums au cours de la transformation des métabolites 13 et 14 en 16.
Aprés transformation dans 1'eau lourde (et non dans I'eau 1égere car il y aurait perte
des deutériums), la nature des trois hydrogénes sur C4 et C5 devrait nous permettre de
positionner ce mercaptoéthanol. Si le carbone C4 est la position d'addition du mercap-
toéthanol, alors deux deutériums géminaux se retrouverons sur C5 (figure 2.22). Si
nous supposons que les métabolites 13 et 14 sont en équilibre avec une forme ouverte
de type acide sulfénique, une double liaison apparait sur les carbones C4-CS5 ;
l'addition du thiol sur celle-ci dans le cas d'une addition sur C4 donnera aussi deux
deutériums géminaux sur C5 tandis qu'en C5 ce sera deux deutériums vicinaux en C4
et C5 (figure 2.22).
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Figure 2.22 Principe de la détermination de la position du mercapto-
éthanol en C4 ou C5 par une expérience de deutériation sélective.
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Aprés avoir effectué cette premiére deutériation (paragraphe 2.4.1), nous avons
fait évoluer le métabolite 16 deutérié en métabolite 15 deutérié puis en TAI deutérié
(paragraphe 2.4.2). Enfin nous avons attribué de maniére indépendante les signaux des
protons thiophéniques du TAI (paragraphe 2.4.3) afin de confirmer la position du
deutérium retenu au cours de cette transformation, ce qui évitait le biais d'une éven-
tuelle deutériotropie. Il nous a paru intéressant de vérifier la position des deutériums
au cours des deux autres évolutions possibles du métabolite 18 dideutérié que sont
l'aromatisation en 17 et l'ouverture en 22. Ces deux transformations ont été réalisées
dans H,O, 2 un pH suffisamment acide pour limiter la réaction inverse de
remplacement des deutériums par des protons de 1'eau. Nous avons ainsi confirmé la
position des signaux Hs en RM.N.IH du métabolite 14 par deux méthodes indépen-
dantes (paragraphe 2.4.4).

2.4.1. Préparation du métabolite 16 deutérié.

Une solution dans D,0 du sulfoxyde dideutérié 18 est amenée a pH 4,5 au
moyen de DCIL. Aprés addition de mercaptoéthanol & concentration finale de 50 mM,
I'apparition du métabolite 16 est suivie par HP.L.C. L'étude en R M.N.!H de ce méta-
bolite montre une disparition des signaux des protons Hsa et Hsb (figure 2.23) qui
sont remplacés par deux deutériums ; comme ces deutériums se positionnent sur un
méme carbone, celui-ci ne peut étre que C5, carbone qui portait les deutériums dans
les sulfoxydes 13 et 14. Le mercaptoéthanol-2 du métabolite 16 se positionne par
défaut sur C4.

2.4.2. Transformation du métabolite 16 dideutérié en métabolite 15 dideutérié
puis en TAI deutérié.

Transformation en métabolite 135 - Le métabolite 16 dideutérié est transformé quantita-

tivement en métabolite 15 dans HO par le mercaptoéthanol (mercaptoéthanol SmM,
pH 7,4 tamponné par le phosphate de sodium 100 mM, 60 min. a 37°C). L'étude en
R.M.N.1H de ce métabolite montre une disparition des signaux des protons Hsa et Hsb
(figure 2.24). Deux deutériums remplacent ces protons que l'on situe par filiation en
C5, le groupe mercaptoéthanol restant en position 4.

Aromatisation en TAI - Le pH de la solution du métabolite 15 dideutérié est amené a

13 au moyen de soude ; la transformation en TAI est lente et nécessite plusieurs
minutes de chauffage & 70°C pour s'achever. L'étude R.M.N.1H montre la disparition

du signal Hs et donc le remplacement du proton correspondant par un deutérium (voir
figure 2.26, p. 66).

2.4.3. Attribution des signaux des protons thiophéniques du TAL

Le but est d'attribuer les trois signaux des protons thiophéniques du TAI et d'en
déduire 1a position du deutérium sur le TAI deutérié obtenu au terme de la précédente

expérience.
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Figure 2.23 Spectre R.M.N.1H du métabollte 16 (en bas) et aprés deutériation (en haut)
(dans D50 & 250 MHz sous forme de sel d’ammonium).
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Figure 2.24 Spectre R.M.NTH. du métabolite 15 (en bas) et aprés deutériation (en haut), le
proton Hy est vu apres déplacement du pic du I'eau par élévation de la température & 70°C (dans D50
4 250 MHz sous forme de sel d'ammonium) a 4,80 p.p.m.

Recherche du solvant adéquat - Que ce soit dans le méthanol deutérié (TAI sous forme
acide) ou dans l'eau lourde (TAI sous forme de sel d'ammonium), deux protons
thiophéniques sortent au méme déplacement chimique et sont donc indifférentiables.
Le DMSO-Dg s'est révélé un solvant satisfaisant avec trois signaux indépendants non
recouverts par les signaux des deux protons aromatiques! (tableaun 2.13). Les signaux
a 7,48 et 7,69 p.p.m. des protons Hs et Hs sont identifiés par leur constante de
couplage de 5 Hz tandis que le signal & 8,12 p.p.m. est attribué au proton Hp par son
déplacement chimique 2 plus bas-champ et ses petites constantes de couplage en W
avec les protons Hs et Hy.

I Les déplacements chimiques des protons du noyau thiophéne du TAl sont constants a l'opposé de
ceux des protons benzéniques H2' ef H3' et des protons OCH2 qui montrent des variations d'autant
plus importantes que I'on se rapproche de la fonction carboxyle (OCH2 > H3' > H2"). Cette impos-

sibilité de controler le pH des solutions R.M.N. dans le DMSO a été compensée par la vérification,
pour chacun des spectres enregistrés, d'une relation linéaire entre ces variations qui refléte la
contribution dépendante du pH de chacune des deux formes carboxylique et carboxylate {par exemple
:docHz - 4,30 = 2,65 x [8 ha - 5,80] expérimentalement).
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Tableau 2.13 Tables R.M.N.TH et 13C du TAI et du métabolite 15.

gt | TAI | TAL | 15 12 TAI TAL® 15*
D20 |DMSO | D20 D20 DMSO D20
co |14192 (13735 |161,33 Ha 8,12 809 7.71
CH CH CH t dd 315 s
C3 14352 | 1413 |139,85
ca [13118 |12842 | 5137 Ha 7,56 7,46 480°
cH’ CH CH massif dd5-1,5 |dd8515
cs [12992 |12718 | 4532 Hsq 7,56 7,68 3,58
CH CH CHz massif dd 5-3 dd 13-1,5
Hsp 4,03
dd 13-8,5
c6 |186,37 | 187,02 |191,53
C1' 11345 |131,62 |134,35
co |130.88 12771 |129,80 Hy 7,44 7,38 7,29
CH CH CH do d85 485
oy |11383 |11195 | 113,65 Ha 6,97 6,02 6,96
CH CH CH 49 d85 d85
c4 |1s020 | 157,06 |158.44
C5 | 123 121,00 |124,50
ce' l13335 [12041 |13042
o7 | 7083 | 6831 | 7015 OCHy 457 4,39 4,65
CHa CHp CHo s s 5
C8 |178,03 | 189,28 [177,70
c1 63,32 Hy» 3,82
t:6, 2H
cer 35,10 Hos 291
m, 2H ;
cl ol

HOGC"(H1") L4 "(Hz")a\s
N3/, HpCy OO(H)

HS:\:} rﬁ} 2-{4

et \S

. denppm/ S|(13CH3)4, muitiplicité par expérience DEPT,
. & en p.p.m./ Si(C'Hs)4., J en Hz, s = singulet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet,
.10 mg de TAI sous forme de sel d'ammonium, voir note 1 p. 83,
7 mg de 15 sous forme de sel d'ammonium.
. constantes de couplage non-déterminées car H4 et Hs isochrones,
. constantes de couplage déterminées par irradiations sélectives,
. C4 et C5 du TAl non attribués dans F'eau,
. recouvert par le pic de HDO 4 20°C.

0N @O W -
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Attribution des signaux R.M.N. des protons et Hs du TAI - Nous avons d'abord
recherché les couplages 3J 1H-13C avec le carbone 13C6 du carbonyle :

Cette expérience s'est heurtée a la proximité des déplacements chimiques des
protons Hy et Hy'. L'impossibilité de réaliser une impulsion sélective sur Hy sans
toucher a Hy', méme & 400 MHz, a rendu impossible l'interprétation du signal intense
observé sur le carbone du carbonyle aprés irradiation de Hy et son absence apres celle
de Hs.

Figure 2.25 Eifet Nucléaire Overhauser relais &4 70°C entre H4 et H3". La fleche blanche
représente l'irradiation de H3' et les fléches fines les NOE observés (+ et - leur signe).

La recherche d'un NOE entre Hy et Hy a rencontré la méme difficulté
technique. Finalement, grice 2 l'intensité du NOE entre les deux protons vicinaux du
noyau aromatique Hy et Hs,, nous avons recherché un NOE relais avec Hy a partir de
Hy. A 70°C seulement, nous avons observé un signal avec Hy (sans réponse avec s).
Sur la figure 2.25, on voit que seul le proton porté par Ie carbone C4 est suffisamment
proche de Ha pour permettre un NOE relais. Nous pouvons ainsi attribuer le signal Hy
au proton Hy porté par C4. En conclusion le ou les deutériums présents dans les
composés 16, 13 et le TAI formés 2 partir de 18 (D-14) sont portés par le carbone C5.

Deutériation par l'acide heptafluorobutyrique deutéri€ - La substitution électrophile sur

les noyaux thiophénes est une réaction connue. Sa régiosélectivité selon la nature des
différents substituants est décrite et 1'on s'attend, en présence d'un groupement
carbonyle en C3, & une substitution des protons des carbones C2 et C5 par un
deutérium en présence de 1'acide D* (revue Meth-cohn, 1979). Nous avons utilisé
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Figure 2.27 Etude R.M.N.TH du métabolite 21 : spectre normal (en bas), aprés deutériation par aro-
matisation du métabolite 18 puis méthylation (au milieu) et aprés traitement par F'acide CF3CF,CF-
COOH de 21 et nouvelle méthylation (en haut) (spectres réalisés dans le dichlorométhane deutérie).
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cette méthode pour effectuer une attribution complémentaire des signaux des protons
du TAI L'acide heptafluorobutyrique deutérié a été utilisé (24 heures a 105°C, voir
partie expérimentale 6.1.11, p. 140). Le signal du proton H; montre un échange a 50%
avec un deutérium tandis que le signal 4 7,48 p.p.m. a disparu et donc correspond au
signal du proton Hs (figure 2.26). Cette deuxiéme attribution est en accord avec le
résultat obtenu par le NOE relais.

2.4.4. Transformation du métabolite 18 dideutérié en métabolite 21 deutérié et en
métabolite 22 deutérié ; attribution des signaux R.M.N.

Préparation du métabolite 21 deutérié - Le sulfoxyde dideutérié 18 est traité par HCI
(HC1 2N dans HpO/CH30H v/v, 120 min. 2 37°C) et le métabolite 17 obtenu purifié puis
méthylé en 21. L'étude par R.M.N.1H dans le dichlorométhane deutérié de ce
métabolite (conditions dans lesquelles les protons thiophéniques sont bien séparés et
distincts des protons aromatiques) montre une disparition compléte du signal Hs
(figure 2.27). Il y a donc rétention d'un des deux deutériums du métabolite 18.

Atribution des protons thiophénigues du métabolite 21 - Le but est encore de détermi-
ner le proton qui a été substitué par un deutérium dans 'expérience précédente en
attribuant les signaux des deux protons thiophéniques du métabolite 21 ; nous avons
employé la démarche utilisée pour le TAI Tout d'abord nous avons recherché un NOE
entre ces protons et le proton Hy du cycle benzénique. Malheureusement les résultats
obtenus montrent de nombreux NOE relais complexes qui nous ont fait renoncer &
cette méthodel. La substitution par un deutérium en milieu acide est théoriquement
orientée en C5 par la présence d'un groupement carbonyle sur C3 et celle dun
thioéther sur C2 (revue Meth-Cohn, 1979). L'étude par R.M.N.1H du métabolite 21,
trait€é 12 heures a 100°C en solution dans un mélange DMSO/acide hepta-
fluorobutyrique deutérié, montre la disparition & 85% du signal le plus déblindé Hjs
(partie expérimentale 6.1.11, p. 141, l1a fonction carboxyle a du étre reméthylée). Le
proton correspondant a ce signal est échangé avec un deutérium a 85% et se
positionne en C5 (figure 2.27). L'aromatisation dans l'eau 1égére du sulfoxyde 18
dideutérié s'effectue avec rétention d'un seul deutérium que !'on retrouve en position 5
sur le cycle thiophénique de 17. Ce résultat est en accord avec le positionnement des
protons Hsa et Hsb du métabolite 14 en C5.

Préparation du métabolite 22 deutérié et transformation en TAI deutérié - Le

sulfoxyde dideutérié¢ 18 est repris par un mélange H,O/HCl 0,1N v/v auquel on ajoute
immédiatement le mercaptoéthanol 2 la concentration finale de 10 mM ; la réaction est
suivie par H.P.L.C. La transformation du sulfoxyde se termine en 260 min. 4 37°C sans
apparition de métabolite 16 mais seulement d'un peu de métabolite aromatique 17
contaminant le pic du métabolite 22, La réaction est alors arrétée par passage sur Sep-
pack puis 22 est purifié par H.P.L.C. L'étude en R.M.N.1H dans D,0 du composé
obtenu montre une disparition de 50% du signal Hs correspondant & la rétention

1 Le métabolite aromatique méthylé 21 a été étudié dans le dichlorométhane deutéré ol les 4 protons
peuvent étre irradiés individuellement & 400 MHz. Plusieurs NOE sont trouvés, entre les protons
QCH2 et le proton Ha' & proximité, entre les protons vicinaux H4 et Hs ainsi que Hy et H3' et enfin
entre Hg et Hg d'une part et Ho' et Hg' d'auvire part. Malheureusement 'absence de cohérence dans
les signes de ces derniers effets (impossibilité de discerner les NOE primaires des NOE secondaires)
ne permet pas d'atiribuer les signaux de Hq et de Hs.
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partielle d'un deutérium du métabolite 18 de départ (figure 2.28). Le métabolite 22 est
dans un deuxiéme temps aromatisé en TAI par simple élévation du pH 2 8§ NaOH) ; la
réaction est rapide (3 min.). L'étude RM.N.!H du TAl issu de cette expérience montre
la disparition de 50% du signal du proton Hs qui correspond 2 la rétention partielle
d'un deutérium sur C5 (figure 2.26).

Q
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Dea H'/RSH pH 1,35 / \ H
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M D0 s sn
o |
SR
14 (18) D22

Figure 2.28 Spectre R.M.N.1H du métabolite 22 (en bas) et aprés deutériation {en haut). Les
signaux noircis correspondent a une contamination par 17 qui est un sous-produit de la réaction
difficilement séparable de 22 par H.P.L.C., les specires sont enregistrés dans D20 & 250 MHz).
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2.5. Discussion.

2.5.1. Récapitulatif des structures des métabolites de piégeage.

En présence de microsomes et d'un systéme générateur de NADPH, le TAI est
métabolisé en une entité réactive que nous avons piégée au moyen dun thiol, le
mercaptoéthanol. Le résultat de ce piégeage en fonction de la concentration du
mercaptoéthanol dans le milien réactionnel (figure 2.3, p. 32) montre 1'apparition de
deux métabolites primaires de piégeage diastéréoisomeres 13 et 14 qui peuvent
&voluer sous l'action du thiol selon plusieurs voies dépendantes du pH. Nous pouvons
maintenant proposer un schéma global de ces transformations (figure 2.29).

Les métabolites primaires sont des sulfoxydes de dihydrothiophéne - Rappelons les

points importants qui ont conduit & 1'élucidation de la structure des métabolites
primaires. Les données de la R.M.N.1H indiquent la présence d'un résidu mercapto-
éthanol, d'une double liaison entre les carbones C3 et C4 et de deux protons géminaux
portés par le carbone 5. Nous avons vérifié la position de ces deux protons par leur
corrélation au proton Hs du TAI au moyen d'une expérience de deutériation sélective.
A la chafne carbonée obtenue nous ajoutons, en C2 ou en C5, un soufre et un élément
chiral inconnu, source de la diastéréoisomérie et des différences entre les deux protons
H;s (leurs déplacements chimiques sont distants de 0,7 p.p.m. et leurs acidités different
d'au moins 3 unités de pK). L'acidité des protons Hs et 'apparition de I'anion 19 en
milien basique ne se comprend que par la présence concomitante dun groupement
électroattracteur  proximité. Cette présence est également signée par l'importance de
la constante de couplage géminale de 18 2 20 Hz des ces deux protons.

Le spectre de masse ne peut s'expliquer que par une fragmentation de la molé-
cule pour observer une masse de 406, valeur correspondant 4 la masse de la structure
minimale proposée par la R.M.N. moins 2 (chaine carbonée plus le soufre mais sans
'€lément chiral). C'est aussi la masse du métabolite aromatique 17 obtenu par
transformation en milieu acide. La structure de ce dernier métabolite est simple, nous
ne reprendrons donc pas le raisonnement qui a conduit & son élucidation.

Les cytochromes P-450 sont impliqués dans 'activation métabolique du TAI et
donc dans la formation des métabolites de piégeage (voir ci-dessous). Nous pouvons
émettre une hypothese sur la présence d'un atome d'oxygéne supplémentaire dans les
métabolites primaires. Si nous positionnons cet atome d'oxygeéne sur le soufre sous
forme de sulfoxyde, nous observons la concordance des faits suivants : une chiralité
apparait sur le soufre, les protons Hs en o seront échangeables avec le deutérium de
l'ean lourde, leur acidité devient compatible avec le pKa observé vers pH 8,5 et enfin il
y a présence d'un groupement électroattracteur en o de C3. La perte d'une molécule
d'eau conduit 2 la structure aromatique du métabolite 17. Cette déshydratation a €té
décrite comme une réaction aisée pour les sulfoxydes de 2,5-dihydrothiophéne (Cava
et al, 1966), en particulier ceux possédant un groupement mésomere accepteur en
position 2 ou 4 (Takaya et al, 1968). Dans le cas présent, Ia similitude des spectres de
masse des métabolites primaires et du métabolite 17 confirme cette perte d'une molé-
cule d'eau. L'ensemble de ces observations nous permet de conclure sur la structure
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Figure 2.29 Formation d'un sulfoxyde de dihydrothioph&ne lors du métabolisme micro-
somal du TAI et différentes évolutions possibles de ce sulfoxyde en présence de mercap-
toéthanol et en fonction du pH.

des deux métabolites 13 et 14 : deux sulfoxydes de dihydrothiophéne diastéréo-
isomeéres.

Structure des métabolites 15, 16 et 22 de transformation des métabolites primaires en
présence de mercaptoéthanol - La détermination de ces structures a posé en fait 3
problémes qui sont la position du troisi®me résidu mercaptoéthanol en C4 ou en C5
dans les métabolites 15 et 16 et I'existence ainsi que la position d'un pont dithioéther
dans les métabolites 16 et 22.

Grice aux expériences de deutériation sélective, le troisiéme résidu mercapto-
éthanol est positionné en C4. Le métabolite 16 a, aprés deutériation, deux deutériums
géminaux dont un au moins provient de Ia rétention d'un deutérium en C5 de 18. Ces
deux deutériums sont retrouvés sur 135 et, aprés €limination du groupe
mercaptoéthanol, un des deux deutériums est effectivement retrouvé sur le carbone C5
du TAL

La différence entre la somme des masses du TAI et des résidus
mercaptoéthanols et la masse du métabolite trouvée par spectrométrie est de 2 dans le
cas des métabolites 16 et 22. Ce défaut de masse refléte un degré d'oxydation supplé-
mentaire dont la liaison dithioéther rend compte. Plusieurs faits sont en accord avec sa
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présence : les arguments de masse ci-dessus, le nombre de protons portés par la chaine
carbonée et la possibilité de réduction de ces deux métabolites par différents
réducteurs. L'autre indétermination est sa position, en C2 ou en C5, qui est
probablement la mé&me dans les deux métabolites car les déplacements chimiques des
protons situés autour du carbone C2 sont identiques dans ces deux molécules :

Cl Cl

OCH,CO0H

Hy'
C
/ %
S H;

|
C(Hy")2C(H;0H

Hy'

Dans le métabolite 16, H; est attribué par son NOE avec Hy et les protons Hy»
du résidu mercaptoéthanol-1 par leur couplage en 4J avec Hp, couplage qui rend peu
probable la présence du dithioéther 3 ce niveau. Un argument mécanistique vient
compléter cette attribution. La réduction du pont dithioéther dans le métabolite 16
conduit 2 la cyclisation en 13. Seule sa position en C5 est compatible avec une telle
réaction car le thiol libéré peut alors s'additionner en C2 sur la double liaison et élimi-
ner en retour le mercaptoéthanol-1, réaction difficilement compréhensible avec un
thiol libre sur C2 (figure 2.30).

° o
RS Ar RS Ar
\ B
c \ .RS
A~ d- o
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Figure 2.30 Réduction du pont dithioéther du métabolite 16 et réaction de cyclisation
en métabolite 15. Les deux positions en C2 ou C5 sont envisagées ; seule la position en C5
du dithioéther permet une cyclisation.
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Figure 2.31 Hypothéses de piégeage soit d'un époxyde du TA,
soit d'un sulfoxyde de thiophéne. Seule une addition sur le sulfoxyde
de thiophéne conduit & la structure observée des métabolites 13 et 14.

2.5.2, Aspects nouveaux duo métabolisme du TAI et hypothéses sur les
mécanismes réactionnels

Une entité réactive issue du_métabolisme du TAIT par les cytochromes P-450 a été
piégée par le mercaptoéthanol - Sur la figore 2.3 (p. 32) nous observons que l'appa-
rition des métabolites primaires se fait aux dépens de la réaction de fixation covalente
aux protéines microsomales. Il y a bien eu piégeage de l'entité réactive responsable de
cette fixation et nous savons que celle-ci est sous la dépendance des cytochromes P-
450 (Dansette et al,1990).

Les sulfoxydes de thiophéne en tant qu'entités réactives nouvelles - La connaissance

de la structure des métabolites primaires de piégeage doit nous renseigner sur celle de
I'entité réactive. Par exemple, I'€poxyde 4-5 proposé comme entité réactive issue de
l'oxydation du noyau thiophéne par le systéme de détoxification (voir introduction,
paragraphe 1.5.3, p. 17) conduirait & I'addition d'un mercaptoéthanol avec apparition
d'un alcool en C4 ou C5 (figure 2.31). La présence d'un atome d'oxygene sur le soufre
est en compléte contradiction avec une telle hypothése. L'élimination formelle du
résidu mercaptoéthano! des métabolites primaires 13 et 14 conduit & Ia soustraction
d'un des deux protons H35 et fait apparaftre une double liaison supplémentaire. Cette
structure de sulfoxyde de thiophéne A est la véritable entité réactive initiale. Le
piégeage primaire consiste donc en une addition 1-4 sur un digne activé en o (C2) par
le sulfoxyde. La cétone oriente cette addition en 2 (figure 2.31).

Les sulfoxydes de thiophéne forment une classe de molécules chimiques peu
connues et le sulfoxyde de thiophéne proprement-dit 26 n'a jamais été isolé. Par la
présence du sulfoxyde, les doubles liaisons se comportent comme un di¢ne déficient
en électrons et particulieérement réactif (revue Patai, 1988). Cette difficulté rencontrée
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pour les isoler explique qu'on ne leur connait que des réactions de type Diels-Alder,
soit sur eux-mémes in situ soit sur des diénes ou des diénophiles présents dans le
milieu (voir par exemple Torsell, 1976). Seuls ont été purifiés et caractérisés des
sulfoxydes de dérivés du thiophéne fortement encombrés sur les positions 2 et 5
comme le sulfoxyde de 2,5-di-ter-butylthiophéne 27 (Mock, 1970 et figure 2.32). On
comprend les difficultés rencontrées pour mettre en évidence des entités aussi
instables et le présent travail montre, du moins dans le cas

du TAI, que seules des conditions
particuliéres permettent l'isolement des

entités primaires de piégeage. L.e TAI ﬂ @
est donc le premier exemple de dérivé s sy

de thiophéne pour lequel un sulfoxyde & o

ait ét€ mis en évidence comme produit

de l'oxydation catalysée par les P-450. 26 i

La réaction de piégeage par le mercap-

toéthanol serait la premiére addition Figure 2.32 Structure du sulfoxyde
nucléophile décrite sur un sulfoxyde de de thiophéne 26 et du sulfoxyde de

thiophéne. 2 5-di- ter-butyithioph&ne 27.

Isomérie et forme anionique. hypothése d'un acide sulfénique - L'acidité des protons
Hjs des métabolites 13 et 14 s'explique par le caractére électroattracteur du sulfoxyde et

la délocalisation de I'anion correspondant. Par contre le passage de 13314 etde 143
13 en milieu basique semble plus difficile & comprendre. L'échange avec des deuté-
riums des protons situés en o d'un sulfoxyde est connu pour se faire avec rétention de
configuration au niveau du sulfoxyde (par exemple Hutchinson et al, 1969). La seule
solution pour expliquer 1isomérie autour de 1a liaison S-C2 est un mécanisme ot il y a
rupture de cette liaison. De telles coupures en ¢« d'un sulfoxyde ont déja été€ décrites
sous le nom de cis-élimination (Kingsbury et al, 1960) :

9

Dans le cas présent, la configuration des métabolites 13 et 14 ne permet pas une
telle réaction mais, par l'intermédiaire de la double liaison C3-C4, I'arrachement d'un
proton Hs en milieu basique pourrait conduire & une ouverture du cycle avec libération
d'un ion sulfénate :

0 0
Ar Ar
/- Hs (7 _C, —_— \ + BH
SR SR
g “T’i) SO”
o

Sulfénate

RSCH + ﬁ
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De telles ouvertures en milieu basique de sulfoxydes de dihydrothiophéne ont
déja été proposées comme réactions intermédiaires avant méthylation des sulfénates
libérés (Crumbie et al, 1981). Pour interpréter le passage du métabolite 14 au métabo-
lite 13 en milieu basique, nous proposons un équilibre du métabolite majoritaire 14
avec l'anion majoritaire 19 qui pourrait, aprés ouverture, conduire A un sulfénate
ouvert B. Ce sulfénate serait en équilibre avec le diastéréoisomeére C de l'anion 19 qui,
apres protonation, conduirait au métabolite 13 (figure 2.33). Toutes ces réactions sont
renversables et expliquent aussi le passage du métabolite 13 an métabolite 14 en milieu
basique. Une telle hypothése est en accord avec les variations observées des propor-
tions des métabolites 13 et 14 selon le pH de leur solution. La protonation des anions
est une réaction rapide et la neutralisation puis I'injection en H.P.L.C. d'une solution
des métabolites 13 et 14 verrait, pour un pH de la solution initiale trés basique, essen-
tiellement I'équilibre des anions 19 et C et, pour un pH autour de 8,5, 1'équilibre des
métabolites 13 et 14. L'équilibre des deux anions est déplacé au profit de 19 et C n'a
jamais €té détecté comme de méme le sulfénate B,

_ o -
Ar
..\ SR
SO
//’ B \
o 0
Ar Ar
(/) —
8¢) oA ) S+ "SR
0" 19 o C
_H+l .
O 0]
Ar Ar
s TOR $ "SR
o o
14 13

Figure 2.33 Proposition d'ouverture des anlons des métabolites
13 et 14 en milieu basique avec formation d'un sulfénate. La succes-
sion des equilibres permet une isomérisation des métabolites 13 et 14
(la stéréochimie de la liaison sulfoxyde est arbifraire sur ce schéma
mais fixée au cours des équilibres)




76
o
. Ar
o
s SCH,CH,0H
o 13,14
™ l =
HOCH,CH,S 5
P
SCH,CH,OH
— \ sl
HOCH,CH, Z—{i
SCH,CH,OH
E
- HZO
o
HOCH,CH,S. Ar

/ SCHQCHZOH

HOGH,CHS S SCHECHaoH 16

- RS™ + RSSR
o
HOCHQCHQSB Ar
Hs L
e 1s
- RSH
(o}
Ar
/\
8 TAI

Figure 2.34 Proposition d'un mécanisme de formation du métabolite 16 par addition
de Michaé! d'un mercaptoéthanol en C4 des sulfoxydes de dihydrothiophéne 13 et 14.
Une réduction de 16 par un mercaptoéthanol conduit au métabolite 15.



o B o} 7] o o}
Ar . Ar Ar Ar
— H — Hzo p—— +
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Y # | () TS 57
o | OH |
13,14 D

Figure 2.35 Mécanisme possible pour I'aromatisation des métabolites 13 et 14 catalysée par
H*.

Aromatisation par déshydratation - La facilité de déshydratation des sulfoxydes de
dihydrothiophéne est, rappelons-le, une réaction connue (Cava et al, 1966). En parti-
culier, elle dépend de la nature des substituants (Takaya et al, 1968) et une cétone en
position 3 est un facteur favorable. La premiére étape de cette réaction est vraisembla-
blement une protonation du sulfoxyde en intermédiaire D ; une possibilité réaction-
nelle est 1'élimination consécutive d'une molécule d'eau favorisée par la labilité du
proton Hs suivie d'un réarrangement du sulfonium obtenu avec perte du proton Hy

(figure 2.35).

Deuxiéme addition de Michidel, formation dumn dithioéther et sa réduction - La
structure des métabolites 13 et 14 présente une cétone o,f-insaturée et donc une possi-
bilité d'addition de type Michaél en C4. Le sulfoxyde pourrait étre un groupe partant
qui favoriserait cette réaction. Les acides sulféniques sont connus pour réagir facile-
ment avec les thiols en donnant un dithioéther (Hogg, 1979) qui, dans le cas présent,
n'est autre que le métabolite 16. Nous proposons une addition de Michagl du mercap-
toéthanol en C4 des métabolites 13 et 14 avec formation d'un acide sulfénique F,
intermédiaire qui réagit rapidement avec un deuxiéme mercaptoéthanol en formant un
dithioéther 16 (figure 2.34). Cette réaction d'ouverture est fondamentalement la méme
que celle proposée pour l'isomérisation des métabolites primaires puisqu'elle fait inter-
venir deux intermédiaires pareillement chargés négativement (-8 sur C3 de
I'intermédiaire E).

Retour au TAI en milieu basigue - L'arrachement de H5 de 15 en milieu basique
conduit a 1'élimination du résidu mercaptoéthanol et a l'aromatisation du

dihydrothiophéne (figure 2.34).

Formation du métabolite 22 - La transformation du sulfoxyde dideutérié 18 en 22 est
environ 6 fois plus lente que celle de 14. 11 s'agit probablement d'un effet isotopique
gui montre que i'arrachement d'un H5 est une étape limitante & la formation du
métabolite 22, Un mécanisme possible serait une ouverture du sulfoxyde de dihydro-
thiophene aprés arrachement de Hjs suivie d'un piégeage de 'acide sulfénique G libéré
(figure 2.36). Si la concentration en HCI est supérieure 2 1 M, la protonation du
sulfoxyde suivie de la perte d'une molécule d'eau devient majoritaire.
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o] 3 Q 7] O
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Figure 2.36 Mécanisme probable de la formation du métabolite 22

2.5.3. Bilan métabolique du TAI et conséquences sur le métabolisme des
composés contenant un noyau thiophéne.

Bilan métaboligue du métabolisme du TAI - Nous pouvons maintenant écrire le
schéma métabolique globale de 1'oxydation du TAI par les cytochromes P-450 avec

piégeage par le mercaptoéthanol dans les conditions d'incubation & pH 7.4 (figure
2.37). La premiére étape est la S-oxydation du noyau thioph&ne ; cette premiére réac-
tion concerne probablement la totalité du TAI métabolisé par les P-450. En effet, aux
fortes concentrations en mercaptoéthanol, la presque totalité de ce métabolisme est
déviée vers la formation de métabolites de piégeage. Dans le chapitre suivant nous
confirmerons l'intervention et la nature des cytochromes P-450 impliqués dans
I'activation métabolique du TAI par le foie humain.

La deuxidme étape est une addition en position 2 du mercaptoéthanol. Cette
réaction apparait dés les plus faibles concentrations en mercaptoéthanol testées (50
uUM) et les métabolites 13 et 14 qui en résultent sont majoritaires jusqua une
concentration de thiol de 250 uM. La complexité des structures découvertes souligne
le bien-fondé du choix d'un thiol simple, le mercaptoéthanol, pour piéger l'entité
réactive. Nous savons que la N-acétylcystéine ou le glutathion réalisent ce piégeage in
vitro puisqu'en leur présence la fixation aux protéines microsomales s'effondre
(Dansette et al,1990). Avec une concentration de l'ordre de 5 mM, le glutathion
intrahépatique doit également réaliser ce piégeage in vivo.

La troisiéme étape est 'addition d'un deuxieme mercaptoéthanol en C4 avec
ouverture du cycle et attaque du mercaptoéthanol sur un acide sulfénique intermé-
diaire. Ce résultat confirme l'extréme complexité du métabolisme des dérivés thiophé-
niques. L'entité réactive, dans le cas des dérivés 3-aroyl, est donc capable
d'additionner plusieurs nucléophiles.

La dernigre étape est la réduction de la liaison dithioéther avec cyclisation en
métabolite 15. Le bilan de ces deux derniéres étapes est une réduction du sulfoxyde
par deux molécules de mercaptoéthanols (RSH) avec échange de la position du thiol de
C2enC4:

13{oul1d4)+ 2RSH —> 16 ——> 15 + RSSR + HO

Dans le chapitre suivant nous étudierons la nature des métabolites urinaires
éliminés chez le rat consécutivement 3 une administration de TAI Plus exactement
nous essayerons de savoir dans quelle mesure 'entité réactive, le piégeage et les réac-
tions de transformation observés in vitro en présence de mercaptoéthanol se
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Figure 2.37 Métabolisme in vitro du TAl en présence de P-450 et de mercaptoéthanol.

produisent in vivo chez un animal de laboratoire. Il est probable que les thiols des

cystéines sont impliqués au premier plan dans les réactions de fixation covalente du
TAI aux protéines intracellulaires. Nous essayerons de répondre également a cette
question.

Analogie avec le benzothiophéne - Une étude a été conduite en paralléle au laboratoire
avec le benzothiophéne 3. Une oxydation métabolique au niveau du soufre, proposée
dans la littérature (voir introduction), est confirmée. De plus, Ie sulfoxyde de benzo-
thiophéne Je obtenu est réactif vis & vis des thiols et peut additionner une N-acétyl-
cystéine (NAC) en B du sulfoxyde pour donner 3f (figure 2.38). Ces faits confirment
deux résultats importants observés avec le TAI, & savoir que l'oxydation du noyau
thiophéne ou de ses dérivés conduit 4 des dérivés de type sulfoxyde de thiophéne qui

sont réactifs vis 2 vis des nucléophiles comme les thiols.
SCH,CHCOOH
P-450 C I
% Q—\> Q—g NHCOCH,
s [ 8¢
3 2- &

NA
de 3f
Figure 2.38 Métabolisme du benzothiophéne mis en évidence au laboratoire
{Mansuy et al, 1991 et travaux en cours).
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Cas des dérivés 2-argylthiophénes - Nous allons envisager le cas de 1'acide tiénilique.
11 semble logique de proposer le sulfoxyde de l'acide tiénilique comme produit de son
oxydation par les cytochromes P-450. De méme que pour le sulfoxyde du TAI, la
fonction sulfoxyde et la cétone activeraient le diéne obtenu, en particulier la position
5. La nucléophilie d'un ion hydroxyde pourrait étre alors suffisante pour réaliser la
premieére addition de Michaél et la déshydratation du sulfoxyde de dihydrothiophéne
obtenu (par exemple un 4,5-dihydrothiophene) conduirait & un dérivé aromatique qui
n'est autre que le dérivé 5-hydroxylé § de l'acide tiénilique (figure 2.39). Dans une
telle hypothése de métabolisme, ['oxygéne du dérivé § proviendrait de I'eau et non de
l'air. Toutefois les diverses tentatives de piégeage de 'entité réactive de 1'acide tiéni-
lique sont restées pour l'instant infructueuses. En particulier, le mercaptoéthanol, dans
une gamme de concentration similaire 2 celle testée pour le TAI, conduit au contraire
a une augmentation de la 5-hydroxylation au dépend de la fixation covalente aux
protéines. Ce résultat ne peut étre compris que si un piégeage primaire d'un sulfoxyde
de thiophéne conduit secondairement soit au dérivé §, soit a de l'acide tiénilique 2
nouveau métabolisé. Le mécanisme de la 5-hydroxylation des dérivés 2-aroyl-thio-
phénes est loin d'avoir délivré tous ses secrets.

Figure 2.39 Proposition d'un mécanisme pour la 5-hydroxylation de I'acide tiénilique.
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE L'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE TROISIEME

ETUDE DE L'OXYDATION
MICROSOMALE DU TAI

In vivo, le glutathion est le thiol endogéne responsable du piégeage des entités
électrophiles générées par les cytochromes P-450 (voir introduction). Le métabolisme
du TAI, tel que nous pouvons le concevoir dans la cellule hépatique avec les résultats
du chapitre précédent, pourrait donc comporter trois étapes qui sont 1) oxydation du
TAI par les P-450 en sulfoxyde de TAI, 2) réaction de ce sulfoxyde avec les
nucléophiles des protéines et en particulier avec les thiols des cystéines ou 3) réaction
de ce sulfoxyde avec le glutathion et formation de métabolites de piégeage
secondairement éliminés. L'objectif de ce chapitre est de préciser ce métabolisme
microsomal en essayant de répondre aux questions que nous nous étions posés dans
l'introduction, a savoir : quelle est la nature de 'entité réactive in vivo chez le rat et in
vitro chez 1'homme, quels sont le ou les P-450 responsables chez 'homme de ce
métabolisme et quels sont le ou les acides aminés impliqués dans la réaction de fixa-
tion covalente aux protéines ?

Dans une premiére partie, nous avons essayé de mettre en évidence une S-
oxydation du TAI d'abord ir vivo chez le rat, par la recherche de métabolites de
piégeage par le glutathion sous la forme de dérivés mercapturiques dans les urines
recueillies aprés une administration de TAI, et ir vitro sur un lot de microsomes
humains par la recherche des métabolites de piégeage du sulfoxyde de TAI par le
mercaptoéthanol. Pour identifier le ou les cytochromes P-450 responsables de ce
métabolisme chez I'homme, nous avons employé la technique de l'expression
hétérologue chez la levure. Il est particulidrement délicat d'étudier un cytochrome P-
450 donné au sein des nombreuses isoenzymes présentes dans la fraction microsomale
hépatique. L'oxydation de I'AT est, chez I'homme, sous la dépendance de la sous-
famille IIC qui comporte au moins 7 isoenzymes dont certaines sont associées au
polymorphisme d'hydroxylation de la méphénytoine (voir introduction, p. 13). Au
début de ce travail, 2 P-450 étaient bien décrits!, les P-450 IIC8 et IIC9, ainsi que de
nombreux variants alléliques (revue Nebert et al, 1991). L'équipe de F.P. Guengerich

! Depuis, trois nouveaux génes humains ont été découverts qui codent pour les P-450 IC17, IC18 et
IC18 {(Romkes &t al, 1991). Le P-450 HC18 pourrait étre responsable de 'hydroxylation de ia
méphénytoine.
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(Nashville, E.U.) a exprimé chez la levure Saccharomyces cerevisiae deux P-450 de
cette famille, les protéines MP4 (IIC9) et MP8 (IIC10), probablement issues de génes
alléliques, qui différent par seulement 2 acides aminés. La protéine MPR8 est
fonctionnelle dans ce systéme d'expression et a une activité importante
d'hydroxylation du tolbutamide mais pas de la méphénytoine (Brian et al, 1989).
Gréice 2 une collaboration avec F. Guengerich et Ph, Beaune (C.H.U. Necker, Paris),
nous possédons ces deux levures et nous avons recherché une activité vis a vis de I'AT
et du TAI dans leur fraction microsomale.

Dans la deuxigme partie de ce chapitre, nous nous sommes intéressés a la
réaction de fixation covalente in vitro des métabolites du TAI aux protéines micro-
somales hépatiques. Dans un premier temps, nous avons dosé les thiols des cystéines
de la fraction microsomale et identifié les nucléophiles des protéines qui sont capables
de réagir avec le sulfoxyde de TAIL Dans un deuxi®me temps, nous avons comparé les
propriétés chimiques des métabolites fixés aux protéines microsomales a celles des
produits du piégeage du sulfoxyde de TAI par le mercaptoéthanol.

L'étude du métabolisme du TAI in vivo chez le rat est le fruit d'une colla-
boration avec Claudine Amar (URA 400, CNRS). Le travail sur les levures exprimant
les P-450 IIC9 et IIC10 a été réalisé avec I'aide puis developpé par Pilar Lopez (URA
400, CNRS). Les résuliats de 1'étude du métabolisme du TAI par les microsomes
humains ont été obtenus dans le cadre du D.E.A. d'Eric Bonierbale.
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PREMIERE PARTIE

RECHERCHE D'UNE S-OXYDATION
MICROSOMALE DU TAI IN VIVO CHEZ LE RAT ET
IN VITRO CHEZ L'THOMME

3.1. Mise en évidence d'une S-oxydation du TAI in vivo chez le rat.

Aprés la caractérisation des métabolites de piégeage in vitro du sulfoxyde de
TAI par de la N-acétylcystéine (NAC), nous rechercherons ces acides mercapturiques
dans les urines de rats recueillies aprés une administration unique de TAL

3.1.1. Etude du métabolisme de piégeage du TAI in vitro par la N-acétylcystéine.

L'étude des métabolites de piégeage par la N-acétylcystéine conduit & des
résultats similaires & ceux obtenus avec le mercaptoéthanol. A la concentration de 100
HM en N-acétylcystéine, 4 métabolites diastéréoisomeres 28, p.cq apparaissent sur
I'élugramme sous la forme de deux composés majoritaires et deux composés mino-
ritaires aux spectres d'absorption U.V. semblables & ceux des métabolites 13 et 14 (voir
figure 3.1 et conditions d'incubation dans la partie expérimentale 6.2.1, p. 141). Leur
structure de sulfoxyde de dihydrothiophéne a été établie par leur propriété carac-
téristique de déshydratation en milieu acide (HCI IN, 2 heures & 37°C, conditions
expérimentales dans le paragraphe 6.2.1, p. 141). Le métabolite aromatique 29 obtenu
présente en R.M.N.'H les signaux attendus pour un TAI substitué en 2 sur le noyau
thiopheéne par un résidu N-acétylcystéine (tableau 3.2) et une masse M de 491 en
accord avec cette structure (m/z (NH,) : 509 [50%, M + NH,*}, 492 [100%, M + H1).

Avec 1 mM de N-acétylcystéine, un seul pic est présent sur I'élugramme (temps
de rétention de 12,5 min. en gradient HP.L.C. A, figure 3.1) qui correspond proba-
blement aux 2 diastéréoisomeéres 30 d'un métabolite ouvert substitué par 3 N-
acétylcystéines (spectre d'absorption U.V. similaire a celui du métabolite 16).

En présence de 5 mM de N-acétylcystéine un nouveau pic 31 apparait sur 1'élu-
gramme (temps de rétention de 16 min. en gradient HP.L.C. A, figure 3.1) avec un
spectre d'absorption U.V. superposable a celui de 15. En fait ce pic présente un aspect
dédoublé mais les métabolites correspondant, 31. et 31, ne sont séparables par
H.P.L.C. qu'aprés méthylation en 32, et 32, (voir conditions préparatives dans la partie
expérimentale 6.2.1, p. 142). Les dérivés méthylés 32, et 32;, purifiés ont en RM.N.1H
les caractéristiques attendues pour deux 4,5-dihydrothiophénes substitués en 4 par une
N-acétylcystéine avec un systéme de trois protons H4-H5, 1 couplés deux a deux
comme dans le métabolite 15 (tableau 3.2) et un pic de masse a 522 (M + HY) en
accord avec la masse M attendue de 521 (tableau 3.3).




86

28.bcd 29 30 o, 32,
Temps rétention 13,76t 13,9 16,5 12,5 16,0 11,6et13,0
, {CH3CN/H20
HP.LCA (min) | 14,1et143 a5 VA
Amax (nm) 284 278 (11000) 319 334 330
(€ mtem)) 289 358 (17000) 334 330
C e} o
Ar RS Ar RS Ar
- RSH \ RSH \
S+ SR ? SR s
o SR
28ab.cd 30 3lab
H* CH,N,
COO{CH
R = CH,CH, e ¢l c
? NHCOCH, o)
Ar RS OCH,COOCH;
s SR s
29 32ab
[NAC] au début de fixation métabolisme h
Fincubation 28 apcd 30 Hap covalente totat
0 0" 0 0 15,6 59
100 pM 71 traces traces 5,8 a0
1 mM 8 62 2 2.3 90
5 mM 0 73 <] 1,0 89
10 mM 0 68 8 0,7 86

* nmo¥/mi dincubat

Tableau 3.1 Caractéristiques du métabolisme de piégeage du TAI par la N-acétylcystéine
(série d'incubations conduites en présence de différentes concentrations en N-acétylcysteine, P-450
CLO 1 uM, TAI 100 uM, incubation 20 min. & 37°C, voir partie expérimentale 6.2.1, p. 141).
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D.O.280
28a,b,c,d
100 uM
D 0-310 30
1 mM
h&m .
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D.OC.a40
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3ia,b
[Nac] . | L,_{L¢ .
0 5 10 15 20 min.

Figure 3.1 Elugrammes d'incubations de TAl conduites en présence de microsomes CLO et
de diverses concentrations en N-acétylcystéine (incubation 20 min. & 37°C, TAl 100 uM, P-450

CLO 1 uM, H.P.L.C. selon le gradient A).

Le piégeage du sulfoxyde de TAI réalis€ par la N-acétylcystéine est donc
identique & celui observé avec le mercaptoéthanol. L'ensemble des caractéristiques
recueillies sur ce métabolisme est résumé dans le tableau 3.1. Les variations, en fonc-
tion de la concentration en N-acétylcystéine dans le milieu réactionnel, du métabo-
lisme total, de la fixation covalente aux protéines microsomales et de la concentration
en fin d'incubation des divers métabolites de piégeage se superposent a celles obser-
vées avec le mercaptoéthanol (voir figure 2.3, p. 32). Seule la dernidre étape de
transformation du métabolite 3§ en 31 est plus lente, de 'ordre d'un facteur 15.
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Tableau 3.2 Caractéristiques en R.M.N1H. des métabolites 29, 324, 32p et 33

Hy Hgz' OCH> OCHzy OCH3» COCHjg NH
29 7.28 6,86 4,32 1,83 7.60°
DMSO d:85 d:85 s, 2H s, 3H d;8
32, 7,18 6,80 4,78 3,80 3,78 2,00 8,48
CDClp d:9 d:9 s, 2H s, 3H s, 3H s, 3H dd:5-2
32y 7.21 6,81 4,79 3,80 3,72 2,11 7,43
CDCly d:9 d:9 s, 2H s, 3H s, 3H s, 3H d:10
33 7,28 6,81 4,79 3,80 3,76 .
CD5Clp d:8 d:8 s, 2H s, 3H s, 3H
Hy» Hy» Ho Hy H5a Hsb
29 3,28 ™ 4,12 6,90 7,34
DMSO 3,51 * dd : 5-3 d:45 d:45
32, 3,23dd:14-5 4,83 7,12 4,82 3,94 3,45
CD2Cls 3,14dd: 145 dd:5-2 $ dd:8-1,5 dd:13-8 dd:13-1,5
32, 3,27dd:15-5 5,02 717 4,70 3,95 3,48
CDCly 3,01 dd :14-5 dt:10-5 s dd : 8-1 dd:13-8 dd : 13-1
a3 3,04dd:14-5 4,54 7.20 4,89 3,96 3,51
€D4Cly 3,13dd:14-5 t:5 s dd:8-1,5 dd:13-8 |dd:13-1,5
OGH," Cl Cl
OCH,COOH C{D
/CHZ"C(H1')2_S OCHZCOO{CH:,,')
NH Hy
S i R Hsa H3'
ClHy % Ht” ST He
CH,"
/N
CH,CONH COOH
29 R=COCHy 325 et32ph

R=H

33

& en p.p.m./Si{CHa3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublst, t = tripiet, dt = doubiet de triplets.
* échangeable avec un deutérium de F'eau lourde,

** NH2 sous le pic de 'eau & 1,55 p.p.m., l'irradiation de ce pic voit les signaux des Ho- s'affiner

par perte d'une petite constante de couplage en 4] de l'ordre de 1 Hz,

*dkk

2 protons Hy- situés de part et d'autre de la base du pic de I'eau et vus par irradiations

sélectives de chaque coté du pic de I'eau ; il s'agit probablement de 2 doublets de doublets,

wdAk

massif 1H prenarnt l'aspect d'un triplet aprés échange des NHz dans I'eau lourde.
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Tableau 3.3 Comparaison des spectires de
masse des métabolites 323 et 32, avec ceux
des métabolites | et Il (en ionisation chimique

{NHz)).

Pics cbservés 32=z 1 32b 1]
539 025" 0 4 3
522 4 3 35 20
362 10 5 5 40
345 100 80 80 a0
178 100 100
Masse proposée 521 521 521 521

* an % du pic de base (100%),

3.1.2. Recherche de dérivés mercapturiques dans les urines de rats.

Traitement des rats - Deux rats males Sprague-Dawley regoivent une injection intra-
péritonéale d'une solution de TAI & la dose de 30 mg/kg (0,1 uCifumol chez I'un des
deux). Les urines sont recueillies pendant 24 heures avant sacrifice. 20% de la dose
injectée sont récupérés dans les urines avec un pic d'excrétion maximale entre 2 et 4
heures (voir figure 3.2 et partie expérimentale 6.2.2, p. 142).

6 % radioactivité excrété /heure

3 6 12 24 heures

Figure 3.2 Elimination urinaire de la radioactivité consécutive a
une injection i.p. de TAl radioactif chez le rat Sprage Dawley
(exprimée en % de la dose totale injectée excréte et ramene a un taux
horaire moyen).

Extraction par Sep-pack - Chaque fraction est purifiée par passage sur un systéme
Sep-pack, la radioactivité est retrouvée sans perte dans cette nouvelle fraction (partie
expérimentale 6.2.2, p. 142). Un aliquot de la fraction 2-4 heures contenant le pic de
radioactivité est étudié par H.P.L.C. selon la méthode de gradient A (figure 3.3) ; la
fraction issue des urines du rat n'ayant pas recu de TAI radioactif donne un élugramme
similaire. Quatre pics de radioactivité sont individualisables sur le radiochromato-

gramme dont un pic de TAI non métabolisé comptant pour 25% et un pic de temps de
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Figure 3.3 Analyse de la fraction 2-4 heures par H.P.L.C. Elugramme
avec détection & 340 nm (en haut) et radiochromatogramme
correspondant (en bas) avec en ordonné le % de la radicactivité de
l'ensemble de la fraction 2-4 heures pour chaque collection de 30 s.

rétention (16 min.) et d'absorption U.V. (Amax 334 nm) identiques & ceux des

métabolites finaux 31, et 31, de piégeage par la N-acétylcystéine.

Extraction et méthylation - Les éluats des Sep-pack sont rassemblés et le méthanol
évaporé sous flux d'azote. Le résidu est repris par un peu d'eau puis acidifié a pH 1 au
moyen d'HCL. Les métabolites sont alors extraits par de l'acétate d'éthyle. 8% de la
radioactivité ne sont pas extractibles par cette méthode mais un contrdle par H.P.L.C.
montre que le pic absorbant & 334 nm se retrouve dans la phase organique. Cette
phase est alors méthylée au diazométhane et les métabolites obtenus étudiés par
H.P.L..C. en conditions isocratiques 45 ou 50% CH3CN/H0 v/iv.

Résultats de 1'étude H.P.L.C. - Sur I'élugramme et le radiochromatogramme de la
figure 3.4, cinq pics apparaissent entre 5 et 20 min. qui sont successivement le
métabolite I de temps de rétention et d'absorption U.V. identiques 3 ceux du
métabolite de piégeage 3L, (7% de la fraction méthylée), le métabolite II avec les
mémes remarques vis a vis du métabolite 31y, (4%), le métabolite II] immédiatement
aprés, de méme chromophore U.V. (6%), un métabolite IV inconnu a 13 min.
absorbant a 303 nm (5%) et enfin le TAI non-métabolisé méthylé (35%). Avec
détection 3 280 nm, I'élugramme ne montre pas de contamination de ces métabolites

par d'autres composés.




91

A
D.0.a40
1),
1]
R W o W
L
[N T ( . -
0 5 fi 10 15 min.
Py
P
4% ’: : t
radioactivité/fiole Pl
[ ' i
o
1 : ;
15 B
ca
T
P
10 e
H i
F
£ : :
5 '
) 5 10 15 20 25 30 a5 N° fiole

Figure 3.4 Analyse par H.P.L.C. des métabolites extraits des urines de
rat par Sep-Pack puis par l'acétate d'éthyle et méthylés. Elugramme
avec détection & 340 nm et radiochromatogramme correspondant (exprimé
en % de la radioactivité totale de la fraction méthylée par coliection de 30 s},
chromatographie en conditions isocratiques (CH3CN/H20 viv).

Etude du métabolite I - Ce métabolite a été purifié par H.P.L.C. préparative (mémes
conditions que I'analytique) puis étudié en R.M.N.1H en solution dans le dichloro-
méthane deutérié et en spectroscopie de masse. Il posséde les mémes caractéristiques
d'absorption U.V., le méme temps de rétention en H.P.L.C., des signaux R.M.N.
superposables (malgré la présence d'impuretés probablement issues des urines donnant
des signaux 2 haut-champ) (tableau 3.2 et figure 3.5) et un méme spectre de masse
(tableau 3.3) que le métabolite 32.. Le métabolite final de piégeage du sulfoxyde de
TAI par la N-acétylcystéine est donc retrouvé dans les urines d'un rat ayant regu une
injection de TAI. Ce métabolite représente 1,3% de la dose totale injectée, 6,5% de la
radioactivité excrétée par les urines et 9,6% des métabolites urinaires.

Etude du métabolite II - Des résultats identiques sont obtenus ; la R.M.N.1H est
toutefois de mauvaise qualité car les quantités disponibles sont faibles mais
indiscutablement les signaux du métabolites 325, sont présents. Le métabolite final de
piégeage par la N-acétylcystéine 32y est retrouvé dans les urines d'un rat traité par le
TAIL Ce métabolite représente 0,75% de la dose totale injectée, 3,6% de la radio-
activité excrétée par les urines et 5,4% des métabolites urinaires.
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Figure 3.5 Comparaison des spectres R.M.N.1H des métabolites 32, et ]
en solution dans le dichlorométhane deutérié sur la partie & bas-champ du

spectre.

Etude du métabolite ITI (33) - L'étude en R.M.N.1H indique une structure de 4,5-

dihydrothioph&ne substitué en 4 par un thioéther qui était déja suggérée par son
spectre d'absorption U.V., identique & celui des deux autres métabolites 1 et IL. Tous

les signaux attendus pour une N-acétylcystéine sont présents sauf le singulet de
l'acétyl. Inversement, les signaux de plusieurs protons échangeables avec les
deutériums de I'eau lourde et couplés avec le proton H;~ sont situés sous le massif du
pic de l'eau, vers 1,55 p.p.m. Ces données sont en accord avec un métabolite substitué
par une cystéine n'ayant pas subi l'action de la N-acétyl-transférase (voir tableaun 3.2,
p. 88 et figure 1.12, p. 14). Ce métabolite s'est révélé peu stable sous forme non-
protonée en se transformant rapidement en TAI. Le métabolite 33 représente 1,1% de
la dose totale injectée, 5,5% de la radioactivité excrétée par les urines et 8,1% des

métabolites urinaires.

3.1.3. Conclusion.

In vitro, la N-acétylcystéine réalise un piégeage du sulfoxyde de TAI, issu de la
métabolisation du TAI par les microsomes de rat, identique a celui obtenu avec le
mercaptoéthanol. La présence d'un carbone asymétrique supplémentaire entraine un
dédoublement diastéréoisomérique : 4 sulfoxydes de dihydrothiophéne, un seul
produit d'aromatisation et deux diastéréoisoméres finaux de transformation en
présence du thiol. Nous n'avons pas établi 1a structure du métabolite intermédiaire 30 a
trois N-acétylcystéines mais nous pouvons supposer sa nature grice aux éléments
suivants : 1) il existe un intermédiaire réactionnel entre les métabolites primaires de
piégeage 28.1 .4 et les métabolites finaux 31,y qui occupe la méme position que le
métabolite 16 dans le schéma réactionnel de transformation des métabolites de
piégeage par le mercaptoéthanol et 2) son spectre d'absorption U.V. indique la
présence d'un chromophore identique a celui du métabolite 16. La réduction de ce
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métabolite en métabolite final 31 par la N-acétylcystéine est environ 15 fois plus lente
que la réduction du métabolite 16 par le mercaptoéthanol. Ce fait peut étre interprété
en terme d'encombrement stérique plus important autour du soufre de la N-
acétylcystéine.

In vivo chez le rat, 20% d'une dose de TAI (30 mg/kg) administrée par voie i.p.
sont retrouvés dans les urines de 24 heures. 14% sont éliminés rapidement sous la
forme d'un pic d'excrétion maximale environ 160 min. aprés l'injection. Un tiers de
cette excrétion se fait sous forme de TAI non-métabolisé, on note la présence d'un pic
de radioactivité de méme temps de rétention et d'absorption U.V. que les métabolites
finaux de piégeage par la N-acétylcystéine. Ce pic est extrait en milieu acide et apres
méthylation, il se sépare par H.P.L.C. en 3 composés possédant le chromophore
recherché. Les deux premiers correspondent aux deux métabolites finaux 32, de
piégeage par la N-acétylcystéine, le troisidme n'est pas N-acétylé. Ces trois
métabolites représentent 23% des métabolites urinaires du TAIL Le TAI est donc
métabolisé, du moins en partie, en sulfoxyde de thiophéne in vivo chez le rat. Ce
sulfoxyde est piégé par le glutathion et les métabolites primaires de piégeage subissent
I'ensemble des transformations chimiques qui ont été mises en évidence avec le
mercaptoéthanol, I est probable qu'une grande partie des métabolites dérivés de ces
transformations est éliminée avec les féces. En comparant les données recueillies in
vivo et in vitro, la S-oxydation du TAI in vive pourrait représenter plus que les 5,2%
de la dose injectée retrouvés dans les urines. Le dérivé 5-hydroxylé § de l'acide
tiénilique, excrété dans les mémes conditions (Mansuy et al, 1984), représente 32% de
la dose totale injectée chez le rat ; hors, ce sont les mémes cytochromes P-450 qui
métabolisent le TAI et I'AT et in vitro l'oxydation du TAI est plus importante que celle
de I'AT pour une méme quantité de P-450.

3.2. Etude du métabolisme du TAI avec des microsomes hépatiques humains.

Notre motivation a été de montrer que l'oxydation du TAI catalysée par les
microsomes hépatiques humains est une S-oxydation comme avec les microsomes de
rat. Nous avons recherché ce métabolisme avec des microsomes hépatiques provenant
dun seul individu.

3.2.1. Méthode d'étude.

Origine du foie humain SP1 - Un fragment de foie immédiatement congel€ dans
l'azote liquide a été prélevé sur un homme de 53 ans décédé accidentellement et dont

le foie était récusé pour la greffe hépatique.

Préparation de la fraction microsomale du foie humain SP1 - Le protocole est iden-

tique & celui utilisé pour préparer les microsomes de rat (voir partie expérimentale
6.1.2, p. 135) & part un broyage a I'Ulira-Turrax avant 'nhomogénéisation par I'appareil
de Potter-Elvejhem. Les caractéristiques des ces microsomes sont P-450 0,17 nmol/mg
protéines et cytochrome b5 0,084 nmol/mg protéines.

Réalisation et analyse des incubations - Le protocole employé pour ces incubations,
leurs analyses par H.P.L.C., la réalisation des radiochromatogrammes ainsi que la

mesure du taux de fixation covalente aux protéines microsomales sont identiques aux
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Figure 3.6 Analyse par H.P.L.C. d'incubations de TAIl en présence de microsomes SP1 et de
différentes concentrations de mercaptoéthanol (TAI 100 uM, P-450 SFP1 0,4 pM, mercaptoéthanol

100 uM et 1mM, incubation 20 min. & 37°C).
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Tableau 3.4 Métabolisme du TAl en présence de microsomes SP1 et de
mercaptoéthanol (TAI 100 uM, P-450 SP1 0,4 pM, incubation 20 min. & 37°C).

fmercaptoéthanol] 13 14 16 15 34 fixation métabolisme
covalente total

0 o’ 0 0 0 5,8 3,8 9,6

100 pM 1,1 45 0 0 5,8 1,3 12,5

1 mM ¢ 0 5.2 2,8 57 0,5 14,2

5 mM 0 0 1,3 586 5,4 0,3 12,6

* nmel/ml d'incubat

méthodes utilisées pour les microsomes de rat (partie expérimentale 6.1.4 2 6, p. 138).
Nous avons utilisé une concentration plus faible en P-450, de 0,4 uM, par souci
d'économie de ces microsomes. Les expériences d'inhibition par les anticorps anti-
LKM?2 sont conduites selon le protocole décrit par Catherine Pons (Pons, 1989) :
différents volumes des sérums (0, 20 et 50 ul de sérum/nmol de P-450) ont été
préincubés 20 min. 3 4°C en présence de microsomes SP1 (P-450 0,4uM) et de TAI
(100 pM) pour un volume final de 150 pl. Aprés addition de mercaptoéthanol (5 mM),
le milieu réactionnel a été préincubé 3 min. 4 37°C puis la réaction amorcée par
l'addition du systéme générateur de NADPH. Au bout de 20 min., les échantillons
H.P.L.C. ont été préparés selon le protocole décrit pour les microsomes de rat (partie
expérimentale 6.1.5, p. 138).

3.2.2. Métabolisme du TAI en présence de microsomes SP1.

Métabolisme en absence de mercaptoéthanol - Le TAI (100 uM, 25 pCi/umol) est
incubé 20 min. & 37°C en présence de microsomes SP1 (P-450 0,4 pM). A coté d'une

importante réaction de fixation covalente aux protéines microsomales (2,4 £ 0,7
nmol/mg/20 min.) et de nombreux métabolites solubles non-caractérisables
(métabolisme total de 4,8 £ 1 nmoi/mg/20 min.), un nouveau métabolite 34 est présent,
immédiatement avant le TAI sur les chromatogrammes, absorbant peu dans 1'U.V.
(Amax 280 nm). Ce métabolite représente 2,4 £ 0,3 nmol/mg/20 min., soit la moiti€ du

métabolisme total (figure 3.6 et tableau 3.4).

Métabolisme en présence de mercaptoéthanol - Au fur et 2 mesure que I'on augmente

la concentration du mercaptoéthanol dans le milieu réactionnel, des métabolites de
piégeage de mémes temps de rétention et de mémes spectres d'absorption U.V. que les
métabolites étudiés in vitro avec les microsomes de rat apparaissent. La fixation
covalente aux protéines microsomales est fortement inhibé tandis que le métabolisme
total augmente (5,4 + 0,6 nmol/mg/20 min. avec mercaptoéthanol 5 mM) (tableau 3.4

et figure 3.6).

Comparaison du métabolite 34 avec 'alcool obtenu par réduction de la fonction cétone

du TAI - Le métabolite 34 est issu d'une réduction de la cétone du TAI en alcool. En
effet, ces deux composés présentent un méme spectre d'absorption U.V., un temps de
rétention en H.P.L.C. et une masse (en ionisation chimique (NH3)) identiques ainsi que
des spectres en R.M.N.!H analogues (voir partie expérimentale 6.2.3, p. 142). La
nature de ce nouveau métabolite nous a été suggérée par son caractére peu polaire,
absorbant peu dans 1'U.V. et par l'existence chez 'homme et Ie chien d'un métabolisme
de I'AT similaire (Mansuy et al, 1984).
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Figure 3.7 Inhibition par les anticorps anti-LKM2 de Ia S-
oxydation du TAIl catalysée par les microsomes humains mise en
évidence sur la réaction de fixation covalente aux protéines
microsomales (microsomes H97, Pons 1989, en haut) et sur la
formation des métabolites de plégeage 16 et 15 en présence de
mercaptoéthanol 5 mM {microsomes SP1, en bas).

3.2.3. Inhibition de la S-oxydation du TAI par les anticorps anti-LKM2.

Nous avons testé deux sérums contenant des anticorps anti-LKM2 (KUT et
JOR) ainsi gu'un sérum témoin (TEM). L'utilisation d'une forte concentration de
mercaptoéthanol au cours des incubations nous a permis de mesurer la partie du
métabolisme provenant de la S-oxydation du TAI par simple dosage des métabolites
de piégeage 16 et 15. Aprés chromatographie par H.P.L.C. selon le gradient A, ces
métabolites ont été dosés par intégration de 1'absorption & 325 nm de leur pic commun
et le pourcentage d'inhibition calculé par rapport aux résultats obtenus sur l'incubation
ne contenant aucun sérum. Un traitement identique a été€ effectué pour le métabolite
réduit 34 par intégration 2 280 nm de son pic sur I'élugramme.

Les résultats de cette expérience sont présentés dans la figure 3.7 et comparés 2
ceux obtenus par Catherine Pons qui avait effectué des inhibitions analogues en
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mesurant seulement le taux de fixation covalente aux protéines microsomales au cours
d'incubations en absence de thiol (microsomes H97 P-450 1,33 uM, TAI 100 uM,
volume d'incubation 150 pl, incubation 20 min. a 37°C, Pons, 1989). De méme que
pour la réaction de fixation covalente, la formation des métabolites de piégeage est
spécifiquement inhibée A plus de 90% par les anticorps anti-LKM2 (aucune inhibition
par le sérum témoin). Il n'y a pas d'inhibition de la formation du métabolite réduit 34.

3.2.4. Conclusion.

La métabolisation du TAI par les microsomes hépatiques humains se fait selon
deux voies métaboliques catalysées par des enzymes différentes. Une voie réductrice
conduit & une réduction de la cétone du TAI en alcool. Cette réaction n'est pas inhibée
par les anticorps anti-LKM2 et représente la moitié du métabolisme sur le lot de
microsomes étudi€. Une voie oxydative conduit & une activation métabolique
responsable d'une importante fixation covalente aux protéines microsomales et est
inhibée par les anticorps anti-LKM2. Nous savons que cette activité est sous la
dépendance des cytochromes P-450 de la famille IIC qui hydroxylent également I'AT
en position 5 (Pons, 1989, Dansette et al, 1991). En présence de différentes concentra-
tions de mercaptoéthanol, nous retrouvons, aux dépens de la fixation covalente aux
protéines microsomales et pour des concentrations du thiol équivalentes, la succession
des métabolites de piégeage constatée in vitro chez le rat. Les anticorps anti-LKM2
inhibent la formation de ces métabolites. Nous pouvons conclure que 'activation
métabolique du TAI est réalisée in vitro par les cytochromes P-450 humains de la
sous-famille IIC et impligue une oxydation au niveau du soufre avec formation dun
sulfoxyde de thiophéne.

3.3. Etude préliminaire de la S-Oxydation du TAI et de la 5-hydroxylation de
I'AT par des levures exprimant les P-450 IIC9 et HC10.

Deux souches de levure Saccharomyces cerevisiae qui contiennent le plasmide
PAAHS portant soit le géne de la protéine MP4 (cyp 2C9), soit celui de 1a protéine
MP8 (cyp 2C10) sous la dépendance du promoteur de 1'alcool déshydrogénase, ainsi
qu'une levure témoin ne possédant que le vecteur seul, nous ont été données par F.P.
Guengerich (Nashville, E.U.) et Ph. Beaune (C.H.U. Necker, Paris). Aprés avoir
reproduit la culture des cellules et la préparation de la fraction des microsomes, nous
avons recherché une activité de 5-hydroxylation de I'AT et de S-oxydation du TAI

3.3.1. Cultures des cellules, préparation de la fraction microsomale et réalisation
des incubats.

11 s'agit de souches de levure Saccharomyces cerevisiae D12, anaérobies et auxotro-

phes pour la leucine. La composition des milieux de culture, les conditions de culture
ainsi que la conservation des souches sont décrites dans la partie expérimentale 6.2.4
(p. 144). La préparation de la fraction microsomale et le dosage des cytochromes P-
450 sur cellules entieres sont réalisés selon les protocoles décrits par Oeda (Oeda et al,
1985) (partie exprérimentale 6.2.4, p. 144). Le dosage du P-450 de la fraction microso-
male est identique a celui utilisé pour les microsomes de rat (partie expérimentale

6.1.3, p. 136).
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Figure 3.8 Analyse par H.P.L.C. d'une incubation de TAl avec des
microsomes de fa levure exprimant le P-450 MP8B en présence de mercapto-
éthanol 5 mM {(gradient H.P.L.C. A, élugramme avec détection a 310 nm, TAI 100
M, P-450 MP8& 0,2 pM, mercaptoéthanol 5 mM, 60 min. & 37°C).

A l'arrét des cultures, la quantité en P-450 est de 1'ordre de 80 pmol/10° cellules.
Les préparations microsomales ont une quantité de P-450 de 0,05 = 0,01 nmol/mg de
protéines. Le rendement de purification est de 40 + 10%. Les microsomes issus des
levures t€émoins ne montrent pas de pic d'absorption & 450 nm en présence de CO.

Réalisation et analyse des incubations - Le protocole des incubations est identique 2
celui utilisé€ pour les microsomes de rat. Les microsomes sont utilisés a la concentra-

tion en P-450 de 0,2 M (ou une quantité égale de protéines pour les microsomes issus
des levures témoins). Du glycérol est également présent (10% en volume) avec pour
effet une augmentation des activités obtenues, probablement par stabilisation des
membranes microsomales des levures & 37°C (P. Lopez et al, publication en prépara-
tion). La durée de I'incubation est de 10 min. Les expériences d'inhibition par les
anticorps anti-LKM2 ont été conduites selon le protocole décrit par Catherine Pons
(Pons, 1989). Pour les incubations en présence d'AT (100 uM), du GSH est présent 2
la concentration de 5 mM, La forte turbidité des suspensions microsomales de levure
nous a empéché de mesurer la 5-hydroxylation de I'AT directement en U.V. selon la
méthode d'E. Neau (Neau et al, 1990). Nous avons donc développé un nouveau test
gui repose sur un dosage du dérivé § en fin d'incubation par spectroscopie d'absorption
U.V. aprés précipitation des protéines et destruction du NADPH (partie expérimentale
6.2.4, p. 145). Pour les incubations en présence de TAI (100uM), différentes concen-
trations en mercaptoéthanol ont été employées ; la préparation des ¢chantillons
H.P.L.C ainsi que leur analyse et la mesure de la fixation covalente aux protéines
microsomales sont identiques aux méthodes décrites pour les microsomes de rat
(partie expérimentale 6.1.4 4 6, p. 138).

3.3.2. Mise en évidence d'une 5-hydroxylation de I'AT ef d'une réaction de
fixation covalente du TAI aux protéines microsomales.

Les incubations d'AT avec les microsomes de levure contenant les P-450 MP4
ou MP8 montrent 1'apparition d'un pic d'absorption & 390 nm dépendant de la présence
du systéme générateur de NADPH et de celle des P-450 (absence de ce pic en I'absen-
ce du systéme générateur ou en présence de microsomes de levure témoin). Ce pic
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en rapport avec une formation de dérivé § et donc & une 5-hydroxylation de I'AT
{Neau et al, 1990). Il n'y a pas de différence significative entre les activités des P-450
MP4 (20,2 + 0,2 nmol §/nmol P-450/10 min.) et MP8 (20,4 £ 3,1 nmol §/nmol P-
450/10 min.). De la méme maniére, le TAI est métabolisé sous la forme d'une
importante réaction de fixation covalente aux protéines microsomales (MP4 : 23,7 +
9,4 nmol/nmol P-450/10 min. et MP8 : 25,3 * 9,4 nmol/nmol P-450/10 min.).

Inhibition par les anticorps anti-LKM?2 - L'effet des anticorps anti-LKM2 est une
inhibition de 'activité de 5-hydroxylation de I'AT des deux P-450, MP4 et MP8. Cet
effet atteint un plateau avec 20 pl sérum/nmol de P-450 pour le sérum KUT qui donne
une inhibition maximale de 90% de la 5-hydroxylation de I'AT et avec 50 pl
sérum/nmol de P-450 pour le sérum de JOR dont I'inhibition maximale de 80% est
légérement plus faible. Il n'y a pas d'inhibition en présence de sérum témoin.

3.3.3. Mise en évidence d'une S-oxydation du TAIL

Nous avons recherché un piégeage par le mercaptoéthanol de I'entité réactive du
TAI responsable de la fixation covalente aux protéines microsomales. A la concen-
tration de mercaptoéthanol 100 uM, ni I'élugramme ni le radiochromatogramme ne
sont modifiés par rapport 2 ceux d'une incubation témoin sans thiol. En présence de 5
mM de mercaptoéthanol, 1a fixation covalente s'effondre et les métabolites de piégeage
15 et 16 apparaissent sur 1'élugramme (15 majoritaire pour une durée de l'incubation de
60 min., figure 3.8).

3.3.4. Conclusion.

Les P-450 IICO et IIC10 que l'on sait fonctionnels dans ce systéme d'expression
ont une activité vis a vis de I'AT et du TAI Ces activités sont identiques 2 celles qui
dépendent des cytochromes P-450 dans les microsomes humains, c'est a dire 5-hydro-
xylation de I'AT et réaction de fixation covalente aux protéines microsomales pour le
TAI Il n'y a pas de différence significative entre les activité€s des protéines MP4 et
MP8 comme le suggérait la trés forte homologie de leur séquence d'acides aminés.
L'oxydation du TAI se fait au niveau du soufre comme le prouve ['apparition des
métabolites de piégeage 16 et 1S en présence de mercaptoéthanol 5 mM. Toutefois,
nous n'avons pas observé les métabolites primaires 13 et 14 avec, dans le milieu
d'incubation, du mercaptoéthanol 2 la concentration de 100 uM. La faible concen-
tration des P-450 dans les préparations microsomales obtenues & partir de ces levures
recombinées nous a obligé 4 réaliser des incubations contenant une forte concentration
de protéines. Le dosage des thiols libres protéiques par le réactif d'Ellman (partie
expérimentale 6.2.4, p. 144) trouve une concentration de 50 nmol de SH libres/mg
protéines microsomales. Dans les conditions d'incubation employées (0,2 pM P-450, 4
mg protéines/ml), la concentration en cystéines libres est donc de l'ordre de 200 uM.
Avec une concentration de 100 UM, le mercaptoéthanol est en quantité moindre que
celle des thiols protéiques, les métabolites 13 et 14 ne peuvent alors se former et la
fixation anx protéines reste prépondérante. Avec une concentration de 5 mM, le
mercaptoéthanol est en quantité suffisante pour réaliser le piégeage du sulfoxyde de
TAI et les métabolites 15 et 16 apparaissent.
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3.4. Discussion.

Que ce soit avec des microsomes hépatiques humains ou de rat, le TAI est
capable de se fixer de fagon covalente aux protéines (voir infroduction). En présence
de mercaptoéthanol i différentes concentrations dans les milieux d'incubation, nous
observons une succession de métabolites aux propriétés caractéristiques dont les
structures ont été établies dans le chapitre précédent. L'entité réactive mise en jeu dans
ces deux types de microsomes est donc le sulfoxyde de TAI qui se fixe sur les pro-
téines en l'absence de mercaptoéthanol ou est piégé sous forme de sulfoxyde de
dihydrothiophéne en sa présence.

L'étude du piégeage de ce sulfoxyde par la N-acétylcystéine met en évidence
des métabolites de structures analogues. La détection, dans les urines de rats ayant
recu du TAI, du métabolite final de piégeage par la N-acétylcystéine nous permet
d'affirmer qu'un piégeage de sulfoxyde de TAI par le glutathion se produit in vivo,
probablement au niveau du foie. Ce résultat nous indique que l'activation métabolique
du TAI in vivo chez le rat est une formation de sulfoxyde de TAI ; il nous permet éga-
lement d'expliquer la déplétion en glutathion intrahépatique que l'on observe au cours
d'une admistration de fortes doses de TAL

L'activité enzymatique des cytochromes P-450 qui conduit 2 la formation de
sulfoxyde de TAI est une S-oxydation. Ce résultat, observé avec les microsomes de rat
dans le chapitre précédent, est aussi vrai pour les microsomes humains puisque nous
mettons en évidence les mémes métabolites de piégeage avec le mercaptoéthanol.
Cette activité est inhibée par les anticorps anti-LKM2. Ce résultat est analogue a
I'inhibition par les anticorps anti-LKM?2 constatée sur la réaction de fixation covalente
aux protéines microsomales du TAI par Catherine Pons (Pons, 1989). Ces deux
activités ont donc la méme origine : une S-oxydation du TAI catalysée par les
cytochromes P-450 de la sous-famille IIC. Nous avons obtenu deux P-450
fonctionnels (IIC9 et IIC10) & partir de levures possédant chacune un gene de P-450
mntégré dans un plasmide et mis en évidence dans ce modele d'étude les activités de 5-
hydroxylation de I'AT et de S-oxydation du TAI Ces deux activités sont effectivement
inhibées par les anticorps anti-LKM?2 qui donc reconnaissent ces deux protéines. Nous
avons donc identifié deux P-450 de la sous-famille IIC, les P-450 IIC9 et IIC10,
responsables de la métabolisation de I'AT et de son isomére chez 'homme. Les
caractéristiques de ces activités sont en cours d'étude au laboratoire (Pilar Lopez).
Nous espérons dans un proche avenir disposer de l'ensemble des P-450 humains de la
- famille IIC exprimés dans des levures et déterminer les éventuelles autres isoenzymes
capables de métaboliser 'AT et son isomeére.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE PRELIMINAIRE
DE LA FIXATION COVALENTE DU TAI
AUX PROTEINES MICROSOMALES

Le mercaptoéthanol est un bon nucléophile vis & vis du sulfoxyde de TAI La
fonction thiol est a4 l'origine de cette propriété que 1'on retrouve avec la N-acétyl-
cystéine et le glutathion. En 1'absence de thiol ajouté au milieu réactionnel, le
sulfoxyde de TAI se fixe aux protéines microsomales, ce sont donc les nucléophiles de
ces protéines qui réalisent le piégeage dans ces conditions et les cystéines qui
possedent une fonction thiol libre pourraient €tre impliquées au premier plan. Les
questions que nous nous sommes posés sont de savoir d'une part quels types d'acides
aminés sont impliqués dans cette réaction et d'aufre part quelle est la structure de ces
métabolites fixés de fagon covalente ? Nous avons tenté d'aborder ce probléme par 3
approches différentes. Premi¢rement nous avons dosé les thiols libres des cystéines sur
la fraction microsomale hépatique de rats induits par le clofibrate. La raison du choix
de ce type de microsomes est encore une fois leur activité importante vis a vis du TAI
qui en fait un moyen de produire le sulfoxyde de TAI en quantit€ appréciable. Le
résultat de ce dosage est identique 2 celui des microsomes de levures, soit 52 + 2 nmol
thiols libres/mg protéines microsomales (partie expérimentale 6.2.4, p. 146).
Deuxiémement nous avons recherché les acides aminés capables de réagir avec le
sulfoxyde de TAI et essayé de quantifier leur réactivité. Enfin dans un troisiéme
temps, nous avons comparé les propriétés des métabolites fixés de maniére covalente
aux protéines avec celles des composés 13 et 14 pour déterminer la part de ceux qui
potentiellement auraient une structure semblable.

3.5. Etude de Ia réactivité du sulfoxyde de TAI avec différents nucléophiles.

Nous nous sommes intéressés aux acides aminés qui possédent des
groupements nucléophiles impliqués dans des réactions de fixation covalente. Ce sont
principalement la cystéine, Ia lysine et 'histidine. Nous avons également étudié les
effets d'une amine secondaire, la morpholine, ainsi que ceux de la tyrosine.

3.5.1. Protocofe d'étude.

Le sulfoxyde de TAI est produit au cours d'une incubation de TAI (100 uM, 25
uCi/fumol) en présence de microsomes CLO (P-450 1uM). Les acides aminés, sous
forme N-acétylée (série L), et la morpholine sont préincubés avec les microsomes
avant I'addition du systéme générateur de NADPH. Le protocole des incubations ainsi
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T lys Tyr Cys His Mor
Métabolites solubles
B Fixation covalente
nggagies  baler,  messene

1 Témoin (T) 68 az 100% *
2  N-acétyllysine (Lys} 1 mM 9 32 101
3 10 mM 65 33 98
4 N-acétyltyrosine (Tyr} 1 mM 59 a2 101
5 10 mM 72 29 104
6  N-acétylcystéine (Cys) 100 uM 143 10 153
7 1 mM 149 4 153
8 10 mM 145 1.2 146
9  N-acétylhistidine {(His) 1 mM 78 33 11
10 10 mM 122 28 150
11 Morpholine (Mor) 1 mM 88 27 115
12 10 mM 115 16 131

* résultats en % du métabolisme total du témoin.

Tableau 3.5 Effets de différents nucléophiles sur le métabotisme du TAI

(TAI 100 uM, P-450 CLO 1 1M, 20 min. 2 37°C).
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que leur analyse sont identiques & ceux décrits dans la partie expérimentale 6.1.4 2 6
(p. 138 et suivantes).

3.5.2. Résultats.

Dans le tableau 3.5 est présenté 'ensemble des résultats de cette série d'expé-
riences. La N-acétyllysine et la N-acétyltyrosine sont sans effet, méme a la concen-
tration de 10 mM, sur la fixation covalente du TAI et ont des effets négligeables sur
les métabolites solubles (apparition de nouveaux métabolites trés minoritaires). L.a N-
acétylcystéine donne les résultats que l'on sait : inhibition importante de la fixation
covalente d&s les plus faibles concentrations (100 uM) et apparition des métabolites de
piégeage avec augmentation du métabolisme total. La morpholine donne un résultat
similaire mais il faut une concentration 100 fois plus forte (10 mM) pour voir la
fixation covalente diminuer, Les élugrammes d'H.P.L.C. montrent 1'apparition, a partir
de 1 mM en morpholine, de quatre nouveaux métabolites : 35a (temps de rétention en
gradient HP.L.C. A 13 min., Amax = 292 nm), 38b (13,5 min., Amax = 315 nm, =10% du
métabolisme total avec 1 ou 10 mM de morpholine, compté avec 33a), 35¢ (15 min.,
Amax = 304 nm, 4% du métabolisme total avecl mM de morpholine et 8 avec 10 mM)
et le métabolite 354 sortant dans la queue du pic du TAI non métabolisé, au spectre
d'absorption U.V. particulier avec plusieurs maxima dont un situé¢ au dela de 350 nm
qui rappelle celui du métabolite aromatique 17. Avec la N-acétylhistidine, plusieurs
métabolites apparaissent dont un majoritaire 36 (19 min., Amax 275 nm, 16% du méta-
bolisme total avec 10 mM de N-acétylhistidine) de temps de rétention et de spectre
d'absorption U.V. identique & un métabolite minoritaire présent en l'absence de
nucléophile. Nous avons tenté d'étudier ce métabolite qui malheureusement se dégrade
rapidement aprés la purification ou se transforme en TAI au cours de son extraction et
de sa méthylation par le diazométhane.

3.5.3. Conclusion.

La cystéine est 'acide aminé le plus réactif vis a vis du sulfoxyde de TAIL La
morpholine montre une réactivité environ 100 fois plus faible mais appréciable.
Toutefois, on ne trouve pas d'amines secondaires libres dans les protéines a I'exception
des rares prolines N-terminales. L'histidine réagit également, dans un domaine de
concentrations similaire & celui de la morpholine. La lysine et la tyrosine ne sont
probablement pas impliquées dans la réaction de fixation covalente du sulfoxyde de
TAI aux protéines microsomales dans les conditions étudiées.

3.6. Propriétés des métabolites du TAI fixés aux protéines microsomales.

Nous nous sommes intéressés a 2 propriétés particuliéres des métabolites 13 et
14 qui sont leur réactivité vis 4 vis du mercaptoéthanol et leur déshydratation en milieu
acide. En présence de mercaptoéthanol ces deux métabolites évoluent vers le composé
15 avec un fait particulier qui est la rupture de la Haison entre le noyau dihydrothio-
phéne et le mercaptoéthanol ayant réagi en premier avec le sulfoxyde de TAL Si une
cystéine des protéines réagit avec le sulfoxyde de TAI pour donner un métabolite de
structure analogue aux métabolites 13 et 14, on peut s'attendre 4 un décrochage de ce
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Figure 3.9 Influence du mercapteéthanol sur la fixation covalente des
métabolites du TAIl aux protéines microsomales (résultats exprimés en %
de metabolites encore fixés aux protéines aprés un traitement par du
mercaptosthano! a différentes concentrations, incubation 30 min. 37°C, TAl
100 uM, P-450 CLO 1 uM, puis traitement au mercaptoéthanol 60 min. 3 37°C).

métabolite en présence d'un exces de mercaptoéthanol avec formation du composé 185.
Apreés traitement en milieu acide, le métabolite fixé pourrait s'aromatiser devenant
alors non-réactif vis a vis du mercaptoéthanol. Pour effectuer ce travail nous avons
conduit les expériences en deux temps qui sont d'abord une incubation initiale de TAI
(100 uM) avec des microsomes CLO (P-450 1 uM) afin de fixer les métabolites sur les
protéines, et ensuite un traitement de ces métabolites fixés selon différentes

conditions.

3.6.1. Méthodes et résultats.
Les protocoles sont décrits dans la partie expérimentale 6.2.5 (p. 146).

Effet du mercaptoéthanol sur la fixation covalente du TAI - Le taux de fixation cova-

lente est mesuré en fin de premiére incubation, du mercaptoéthanol est alors ajouté et
aprés une deuxiéme incubation on mesure & nouveau la fixation covalente. On étudie
donc Yeffet du mercaptoéthanol sur les métabolites fixés.

La premiére incubation est de 30 min. a 37°C. Des aliquots sont alors mélangés
avec une solution de mercaptoéthanol a différentes concentrations (100 UM a 2 M) et,
deuxiéme temps de l'expérience, 'incubation est poursuivie pendant 60 min. 4 37°C
avant la deuxieéme mesure de la fixation covalente. Dans ces conditions, 1a fixation co-
valente chute rapidement de 60% entre 0,1 et 5 mM de mercaptoéthanol, Au dessus de
5 mM en mercaptoéthanol, elle continue 2 diminuer progressivement jusqu'a un pla-
tean & 20% de sa valeur initiale, atteint avec 250 mM en mercaptoéthanol (figure 3.9).

Une expérience semblable est réalisée ot l'on ajoute du SDS 3% (sodium
dodecyl suifate) en plus du mercaptoéthanol. Le but est de dénaturer les protéines afin
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Figure 3.10 Evolution en fonction du temps d'incubation du pourcentage
de métabolites fixés aux protéines non-libérés par ie traitement au
mercaptoéthanol (P-450 CLO 1 uM, TAI 100 pM, incubation & 37°C, temps
d'incubation variable, puis traitement par le mercaptoéthanol 1 M 30 min. &
37°C)

que l'ensemble des métabolites fixés de facon covalente montre la méme accessibilité
vis & vis du mercaptoéthanol. Ses résultats sont identiques 2 ceux présentés sur la
figure 3.9, en particulier le S.D.S. ne modifie pas la valeur du plateau de 20%.

Influence de la durée de la premiére incubation sur la stabilité des métabolites fixés

vis & vis du mercaptoéthanol - Une partie des métabolites fixés de fagon covalente aux
protéines microsomales n'est pas décrochée par le mercaptoéthanol (plateau de 20%
dans l'expérience précédente). S'agit-il de métabolites qui réagissent en donnant
directement une structure ot la liaison covalente avec les protéines n'est pas rompue
en présence dun exceés de mercaptoéthanol ou au contraire s'agit-il d'une évolution
secondaire, lente, de ces métabolites ? Autrement dit, le plateau de 20% est-il constant
quelle que soit la durée de l'incubation ou contraire présente-t-il des variations,
comme par exemple une augmentation au cours de 'incubation (qui serait le reflet de
réactions secondaires de transformations des métabolites fixés) ? Pour répondre 2 cette
question nous avons fait varier la durée de la premidre incubation (de 1 min. 2 3
heures) et, dans le deuxiéme temps de I'expérience, traité les métabolites fixés par une
forte concentration de mercaptoéthanol de maniére 2 atteindre le plateau observé dans
'expérience précédente.

A différents temps de la premi¢re incubation, on mesure la fixation covalente
aux protéines, on ajoute alors du mercaptoéthanol 1 M et au bout de 30 min. & 37°C
on mesure a nouveau la fixation covalente. Pour chaque temps on calcule la valeur du
plateau en faisant le rapport entre la fixation covalente mesurée en fin de traitement
par le mercaptoéthanol et celle mesurée juste avant traitement. Sur la figure 3,10, on
voit que le pourcentage de métabolites fixés non-libérés par le mercaptoéthanol
augmente rapidement durant les premiéres 60 min. d'incubation en passant de 0 3
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Figure 3.11 Analyse par H.P.L.C. des métabolites libérés par traite-
ment au mercaptoéthanol de protéines ayant fixé des métabolites du
TAI {H.P.L.C. selon ie gradient B, élugramme avec détection & 310 nm,
radicchromatogramme correspondant, TAI 160 pM, P-450 CLO 1 uM, 30
min, & 37°C, lavage des protéines au méthanol puis traitement par le
mercaptoéthanol 500 mM, 60 min. 37°C).

27%. Au deld de cette premilre heure, le platean augmente progressivement et
linéairement pour atteindre la valeur de 35% au bout de 3 heures d'incubation.

Etude par H.P.L.C. des composés libérés par le traitement des protéines microsomales
par le mercaptoéthanol - La connaissance des métabolites libérés par le mercapto-
éthanol doit nous renseigner sur la nature de la fixation covalente initiale, en particu-
lier un métabolite fixé sur une cystéine, avec une structure analogue a celle des
métabolites 13 et 14, évoluera vers le métabolite 15 en présence d'une forte
concentration de mercaptoéthanol.

Des protéines incubées ont €té lavées plusieurs fois par du méthanol dans des
conditions oili I'ensemble du TAI non-métabolisé et de ses métabolites non-fixés est
éliminé, Ces protéines sont, dans un deuxiéme temps, incubées pendant 60 min. &
37°C en présence de mercaptoéthanol 500 mM. Aprés séparation des protéines par
centrifugation, le surnageant a ét€ analysé par H.P.L.C. (gradient B). L'élugramme
montre 3 pics principaux, retrouvés sur le radiochromatogramme, qui sont succes-
sivement le métabolite 15 (25%), un métabolite inconnu 37, de spectre d'absorption
U.V. semblable a celui du métabolite 36 de piégeage par la N-acétylhistidine (30%), et
enfin du TAI (34% de la radioactivité récupérée) (figure 3.11).
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Stabilité des métabolites fixés. vis 3 vis du mercaptoéthanol, aprés un fraitement par

HCIl - Pour étudier l'effet d'un traitement par HCI sur les métabolites fixés aux
protéines, et en particulier pour savoir si dans ces conditions la liaison covalente
devient stable vis 4 vis du mercaptoéthanol, 1'expérience est conduite en trois temps
qui sont incubation du TAI avec les protéines microsomales, traitement des protéines
par HCL, puis par le mercaptoéthanol.

Les protéines incubées (20 min., 37°C) sont déposées sur des filtres de fibres de
verre que l'on immerge dans de 1'HC1 1 N pendant 60 min. a 37°C puis dans une
solution tamponnée (pH 7,4) de mercaptoéthanol 1 M pendant 30 min. & 37°C. Le taux
de fixation covalente est mesurée par comptage de la radioactivité retenue sur les
filtres. On réalise également une mesure sans le traitement par HCl (remplacé par du
tampon phosphate de sodium, pH 7,4).

Les filtres traités par HCI puis par le mercaptoéthanol donnent des résultats de
fixation covalente qui ne sont que légérement inférieurs aux mesures obtenues en
I'absence de tout traitement (11,7 contre 12,8 nmol/nmol P-450). Dans les filtres
témoins ot 'HC1 est remplacé par du tampon pH 7,4, on retrouve une fixation
covalente résiduelle de 30%.

Echecs expérimentaux - Nous n'avons pas réussi a doser 1'évolution de la concen-
tration des thiols libres au cours d'une incubation, ni & bloquer les thiols au préalable
sans altérer les activités P-450. L'étude par H.P.L.C. de l'hydrolysat de protéines
incubées (hydrolyse acide par HCI) est ininterprétable.

3.6.2. Conclusion.

Les résultats de la premiére expérience nous indiquent que les métabolites du
TALI fixés sur les protéines se répartissent en 3 groupes suivant leur réactivité vis 2 vis
du mercaptoéthanol. Environ 60% de ces métabolite sont réactifs avec le mercapto-
&thanol A une concentration inférieure 4 5 mM. Ces réactions s'accompagnent d'un
décrochage de ces métabolites des protéines. 20% sont également libérés par le
mercaptoéthanol mais dans un domaine de concentrations supérieures, entre 5 et 250
mM. L'étude des métabolites libérés par le mercaptoéthanol met en évidence 3 com-
posés principaux dont deux sont connus : le TAI (34%) et le métabolite 15 (25%). Si
au préalable, on traite les protéines par de I'HCI, alors ces métabolites ne sont pas
libérés. Enfin les 20% restant correspondent a4 des métabolites dont la liaison
covalente avec les protéines persiste en présence de mercaptoéthanol. Cette stabilité
est en relation avec une évolution secondaire, sur les protéines, de ces métabolites. En
effet, aux temps courts de l'incubation, la proportion de métabolites non-décrochés par
le mercaptoéthanol est plus faible pour étre, par extrapolation, nulle au temps 0.

En conclusion plusieurs structures sont présentes au sein des métabolites fixés
aux protéines. Au moins 15% (25% x 60%) de ceux-ci ont des propriétés identiques 2
celles des métabolites 13 et 14 qui sont 1) une réactivité avec le mercaptoéthanol a une
concentration inférieure 3 5 mM, 2) une transformation en composé 15 en présence de
mercaptoéthanol et 3), aprés traitement par HCL, une absence de rupture de la liaison
covalente entre le premier nucléophile et le sulfoxyde de TAI en présence de

mercaptoéthanol.
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Figure 3.12 Hypothése de structure du premier métabolite
de piégeage H du sulfoxyde de TAl par les cystéines des
protéines.

3.7. Discussion.

Les résultats obtenus sur le pieégeage in sifu du sulfoxyde de TAI par différents
nucléophiles nous permet de les classer par ordre de réactivité décroissante, Les thiols
comme le mercaptoéthanol ou la N-acétylcystéine sont les meilleurs nucléophiles. Les
amines secondaires de pKa relativement bas comme la morpholine (pKa 8,33) ou
I'histidine(pKa 6,05) viennent ensuite avec une réactivité environ 100 fois plus faible.
Les amines primaires (N-acétyllysine ou acides aminés non N-acétylés (résultats préli-
minaires non-montrés)) ne sont pas réactives dans nos conditions expérimentales.
Nous n'avons pas observé de réactivité appréciable avec la N-acétyltyrosine.

Ces résultats sont toutefois incomplets car la N-acétylarginine et la N-acétyl-
méthionine n'ont pas €té testées a la concentration de 10 mM (Ia N-acétylarginine ne
modifie pas le métabolisme du TAI a la concentration de 1 mM, résultat préliminaire
non-montré) mais sont parfois impliquées dans des réactions de fixation covalente de
métabolites électrophiles aux protéines (Hinson et al, 1992).

Parmi les nucléophiles présents dans les protéines que nous avons testés, la
cystéine sera donc l'acide aminé le plus réactif ; l'histidine vient ensuite avec une
réactivité au moins 100 fois plus faible. Ces résultats ne sont probablement valables
que pour des acides aminés situés 2 la surface des protéines. Dans le cceur des
protéines, les valeurs des pKa peuvent varier, en particulier la lysine peut étre sous
une forme non-protonée. Il n'est pas exclu qu'elle puise réagir avec le sulfoxyde de
TAI et une telle éventualité pourrait se produire au sein méme du P-450 ou le
sulfoxyde est généré. '

Le dosage des thiols des cystéines libres des protéines microsomales hépatiques
permet d'estimer leur concentration A environ 40 UM au cours des incubations. Dans
ce domaine de concentrations, le mercaptoéthanol piége largement le sulfoxyde de
TAI sous forme de sulfoxyde de dihydrothiophéne (voir figure 2.3, p. 32). La concen-
tration en protéines microsomales est d'environ 0,67 mg/ml au cours des incubations,
$o0it, en comptant un poids moléculaire moyen de 100 Daltons par acide aminé, une
concentration équivalente en acides aminés de l'ordre de 6,7 mM. L'histidine est un
acide aminé peu représenté au sein des protéines, sa proportion par rapport aux autres
acides aminés est inférieure a 2% (Lehninger, 1970), ce qui représente une concen-
tration équivalente en histidine de l'ordre de 134 uM lors des incubations. L'histidine
est environ 100 fois moins réactive que la cystéine, les 134 M d'histidine sont donc
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Figure 3.13 Proposition d'évolution du métabolite H en présence d'une lysine
a proximité sur la protéine.

équivalents, du point de vue de la réactivité avec le sulfoxyde de TAIL 2 1,4 uM de
cystéine. Dans nos conditions expérimentales, la cystéine est donc I'acide aminé majo-
ritairement impliqué dans la réaction de fixation covalente du sulfoxyde de TAI aux
protéines microsomales.

Ce résultats nous permet de comparer avec raison les propriétés des métabolites
fixés avec celles des composés 13 et 14, composés résultant de la réaction d'un thiol, le
mercaptoéthanol, avec le sulfoxyde de TAIL L'attaque de ce sulfoxyde par le thiol du
mercaptoéthanol ou celui de la N-acétylcystéine a lieu en position 2 avec une régio-
sélectivité de 100%. Il en est donc probablement de méme avec le thiol des cystéines
protéiques et la structure H de sulfoxyde de dihydrothiophéne substitué en 2 par le
thiol d'une cystéine doit apparaitre en premier sur les protéines (figure 3.12). La
présence de ce motif H doit s'accompagner de 3 propriétés qui sont 1) la rupture de la
liaison avec la protéine en présence d'une concentration en mercaptoéthanol inférieure.
a 5 mM, 2) I'apparition du composé 1§ dans ces conditions et 3) 'absence de rupture
apres traitement par HCI. Seuls 15% des métabolites fixés possédent ces 3 propriétés et
ont donc une structure de sulfoxyde de dihydrothiophéne, Les 80% restants résultent
donc d'une évolution secondaire du sulfoxyde de dihydrothiophne 2 la surface des
protéines. Ces évolutions sont au moins au nombre de 3 tranformations majoritaires
qui sont 1) évolution lente vers des métabolites qui restent liés de fagon covalente aux
protéines, méme en présence de fories concentrations en mercaptoéthanol, 2)
évolution vers un métabolite libéré sous forme de TAI en présence de mercaptoéthanol
et 3) évolution vers un métabolite libéré sous forme du composé inconnu 37 en
présence de mercaptoéthanol.

Le piégeage du sulfoxyde de TAI par la cystéine met en évidence un métabolite
final analogue a celui obtenu avec du mercaptoéthanol ou de la N-acétylcystéine. Par
contre, 1'étude préliminaire des métabolites intermédiaires (résultats non-montrés)
montre des différences avec en particulier, a la concentration de cystéine de 100 puM,
un métabolite majoritaire de piégeage qui se présente sous la forme d'un pic en
H.P.L.C. d'absorption U.V. trés différente de celle des composés 13 ou 14 (maximum &
305 nm). La seule libération de I'amine de la N-acétylcystéine conduit 3 un métabo-
lisme intermédiaire entre le sulfoxyde de TAI et les composés finaux 31a et 31b
différent. Ce résultat nous montre I'importance que pourrait avoir la présence de
lysines a proximité de la structure H sur son évolution. Une possibilité est une




110

o}

Ar Cysiéine

Histidine

Y Pas0 7l e e ?
S ) Arginine ?
@ Méthionine ?
@ P-450
o 0
& w @ .
7\ @ toutes = i
s/ protéines s S—Cys-Proléine 9
e} o
A H
o)
o
RSH Ar
@ @ RS Ar
. \
S >
T s
o)

Figure 3.14 Récapitulatif du métabolisme microsomal du TAL
1 - activation metabolique du TAl en sulfoxyde de TAI A réalisée par les P-450,
2 - fixation covalente de A dans des sites protéiques spécifiques (ex. P-450 7},
3 - fixation covalente de A & la surface des protéines par formation majoritaire du composé H,
4 - évolution de H par au moins 3 voies majoritaires,
5 - piégeage in situ de A par un thiol présent dans le milieu réactionnel {ex. GSH in vivo),
6 - évolution du sulfoxyde de dihydrothiophéne vers un dihydrothiophéne substitué en 4.

ouverture de H en acide sulfénique qui pourrait alors réagir avec les amines des
lysines en donnant la structure [ (figure 3.13), structure analogue au composé 22 qui
en présence de mercaptoéthanol devrait redonner le TAL

Nous allons pour conclure récapituler le métabolisme microsomal du TAI tel
que nous pouvons maitenant le comprendre. Le TAI est activé en sulfoxyde par les P-
450 (étape 1 sur la figure 3.14). Au sein du P-450, ou dans des sites privilégi€s ayant
une affinité particuliére pour ce métabolite, le sulfoxyde peut potenticllement se fixer
de maniere covalente (étape 2). Les acides aminés qui peuvent étre impliqués dans
cette étape sont la cystéine, l'histidine, la lysine, mais encore l'arginine ou la
méthionine dont nous n'avons pas étudi€ la capacité de pi€geage du sulfoxyde de TAL
Dans Ie milieu réactionel, le sulfoxyde réagit majoritairement avec les cystéines des
protéines pour donmner la structure EF (étape 3). Cette structure est instable sur la
protéine et va évoluer par au moins 3 voies différentes (étape 4). En présence de thiols
(étape 3), le sulfoxyde est piégé sous forme de sulfoxyde de dihydrothiophéne ; ce
sulfoxyde va évoluer, sous l'action du thiol, vers un dihydrothiophéne substitué en 4
qui est le composé final de ces transformations (€tape 6).

In vivo, RSH est le glutathion. Sa concentration intracellulaire hépatique de 5
mM fait de I'étape 5 la voie prépondérante de transformation du sulfoxyde de TAI,
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c'est par elle que passe la toxicité du TAI en entrainant une déplétion du glutathion
intracellulaire. Si les intermédiaires de 1'étape 6 restent a déterminer, ces transfor-
mations peuvent aller jusqu'au composé dihydrothioph&éne substitué en 4 que 1'on
retrouve dans les urines. L'étape 3 doit étre minoritaire puisque 1a majeure partie du
sulfoxyde est piégée par le glutathion. Il reste 1'étape 2 que 1'on peut penser &tre moins
influencée que I'étape 3 par la présence de glutathion puisqu'il s'agit d'une fixation
covalente du sulfoxyde dans des sites privilégiés. En fait, nous ne pouvons que
supposer l'existence de cette étape dans le cas du TAI, par contre, dans le cas de 'AT
nous savons qu'il y a une réaction de fixation covalente spécifique au niveau des P-
450. C'est par cette voie que passerait l'immunotoxicité de I'AT. Les acides aminés
proposés ne sont évidemment pas valables pour l'intermédiaire réactif de I'AT que
nous n'avons pas réussi a piéger jusqu'a présent. L'étape 4 du métabolisme du TAI
montre que, dans l'environnement particulier des protéines, 1'évolution du métabolite
de piégeage peut étre complétement différente de celle observée dans le milieu
réactionnel. La raison pour laquelle l'intermédiaire réactif de I'AT peut se fixer sur les
protéines, jusqu'a totaliser par cette voie 30% du métabolisme, sans que l'on puisse le
piéger par un thiol ajouté au milieu réactionnel pourrait 12 peut-étre trouver son
origine. Une approche pour piéger l'intermédiaire serait d'utiliser des dipeptides
comme par exemple Cys-Lys.
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE L'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE QUATRIEME

PREPARATION D'ANTICORPS
ANTI-ACIDE TIENILIQUE

Catherine Pons avait tenté au laboratoire d'obtenir des anticorps (Ac)
polyclonaux dirigés contre les métabolites de l'acide tiénilique fixés de fagon
covalente sur les protéines hépatiques (Ac anti-AT)! (Pons, 1989). Des hépatocytes en
survie, de rats traités par du clofibrate puis par de I'AT, expriment 2 la face externe de
leur membrane plasmique des néoantigénes reconnus par les anticorps anti-LKM?2
(Pons et al, 1991, voir introduction). Des métabolites de I'AT sont-ils fixés sur ces
néoantigénes 7 Les anticorps anti-LKM?2 reconnaissent-ils ces métabolites 7 L'intérét
de posséder des anticorps anti-AT est de nous aider a répondre & ces deux questions.
L'existence d'anticorps anti-médicament n'a en fait jamais été rapportée pour I'acide
tiénilique mais est une conséquence fréquente de I'activation métabolique (revue Park
et al, 1987). Cette réponse n'est pas dirigée contre le médicament lui-méme mais
contre le motif chimique constitué par un métabolite réactif fixé de fagon covalente sur
les protéines, ce qui fait toute la difficulté de sa mise en évidence. Si l'on obtient des
anticorps qui reconnaissent ce motif dans le cas de I'AT, 1a protéine modifiée qui aura
servi & immuniser les animaux ressemblera par symétrie a ce motif (figure 4.1). Elle
pourra donc a son tour &tre utilisée pour détecter et étudier la présence éventuelle
d'anticorps anti-médicament dans le sérum des patients atteints d'hépatite autoimmune
induite par 'AT. L'intérét de produire des anticorps anti-AT est donc double, c'est
dune part se donner un outil puissant d'étude des protéines hapténisées par les
métabolites réactifs de I'AT et c'est d'autre part se donner un moyen de mettre en
évidence la présence d'anticorps anti-médicament dans les sérums anti-LKM?2,

L'échec des premiers anticorps produits par C. Pons s'explique par le mode de
couplage retenu, un couplage entre les lysines de l'albumine et 1a fonction carboxyle
de I'AT (figure 4.2). Il est clair que l'activation métabolique de I'AT ou de son isomeére

! Dans la suite de cet exposé, le terme anticorps anti-AT désignera des anticorps capables de recon-
naitre le motif chimique constitué par un métabalite de I'AT fixé de fagon covalente sur les protéines.
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Figure 4.1 Hypothése de reconnaissance croisée entre les Ac anti-

LKM2 et les Ac anti-AT.
1 - les métabolites fixés de I'AT entrainent peut-étre I'apparition d'Ac anti-

médicament présents dans les Ac anti-LKM2,
2 - limmunisation par fa BSA modifiée entraine I'apparition d'Ac anti-AT,
3 - si les Ac anti-AT reconnaissent fe motif chimique constitué par un méta-

bolite fixé sur une protéine,
4 - alors ii est possible que les Ac anti-LKM2 reconnaissent la BSA modifige.

se fait au niveau du noyau thioph&ne et les nucléophiles protéiques doivent réagir
avec l'entité réactive de I'AT pour donner des structures qui pourraient ressembler 2
celles mises en évidence pour son isomére dans le chapitre II. Compte tenu de ces
remarques, il nous faut coupler I'AT 4 une protéine porteuse au niveau du noyau
thiophéne pour espérer avoir une reconnaissance des métabolites de 'AT fixés aux

protéines.
cl Cl 1- isobutyl- ¢ d
7\ chlorocarbonate
] OCH,COOH - { \ OCH,CO-NH (Lys)-BSA
) 2- NH2-(Lys)-BSA S A
Acide tiénilique

Figure 4.2 Principe du couplage de I'AT & I'albumine par sa fonction carboxyle (Pons, 1989).

4.1. Couplage de I'acide tiénilique 3 Ia BSA au niveau du noyau thiophéne.

4.1.1. Stratégie de couplage.

L'ensemble des métabolites de piégeage du TAI a une structure commune qui
comprend une double liaison conjuguée avec la cétone et la partie 2,3-dichloro-
phénoxyacétique. Ce motif est présent dans la structure d'un diurétique de la méme
famille, l'acide éthacrynique 36 (figure 4.3) et aussi dans le dérivé g de I'AT. Nous
devons construire un hapténe qui posséde ce motif, I'idéal serait une substitution en 5
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Motif commun aux métabolites Acide éthacrynique 36
de piégeage par le mercaptoéthanol
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Figure 4.3 Motif chimique commun & I'ensemble des métabolites de
piégeage du TAIl et analogie avec la structure de I'acide éthacrynique.

de I'AT par un thioéther qui pourrait mimer un éventuel piégeage du sulfoxyde de 'AT
par le thiol d'une cystéine suivi d'une aromatisation par perte d'une molécule d'eau
(voir figure 2.40, p. 80, proposition d'un mécanisme de 5-hydroxylation de I'AT).
Patrick Dansette avait montré au laboratoire que le chlore du dérivé 5-chloro-AT 39
peut étre substitué par un thiol en milieu aqueux vers pH 10. Pour réaliser un couplage
entre ce dérivé et la BSA, nous avons choisi de fixer en préalable des thiols sur
I'albumine par la méthode au N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate (SPDP)
(Carlsson et al, 1978) puis de les faire réagir avec 39 dans un deuxiéme temps. Le
SPDP est un réactif bifonctionnel avec un acide 3-mercaptopropionique a la fonction
acide activée par un groupe N-succinimide ester et un thiol bloqué dans une liaison
dithioéther facilement réductible. La premiére étape est la formation & pH neutre d'une
liaison amide entre le carboxyle activé et les amines libres des lysines de la BSA suivie
immédiatement d'une libération des thiols par addition de dithiotréitol (DTT) (figure
4.4). Aprés purification, la BSA thiolée est mise a réagir avec le S-chloro-AT 39 en
anaérobiose a pH 10,3 et en fin de réaction, les éventuels thiols libres sont bloqués par
l'iodoacétamide. Cette méthode fournit théoriquement une BSA substituée au niveau
des lysines par de I'AT en position 5 via une chaine intermédiaire de 4 atomes (BSA-
AT) qui répond aux contraintes fixées par la stratégie de couplage.

1- couplage aux fonctions

BSA-(Lys)-NH, amines (lysines), pH>7
+ BSA ~NHCOGH,CH,SH
(0]
Q
m— i 2- réduction des ponts
NP SSCH,CH,-C-O-N dithioéthers par le DTT
SPDP ©
BSA~NHCOCH,CH,SH . B &
Ly 3- 5-chloroAT 39 an‘ exces BSA-AT
{pH 10,3, anaérobiose,

+ 14 jours & 40°C}
7\ BSA—NHCOCHZCHZS—ﬂ\n, Ar
Ar 8

Ci™™g 39 4 - iodoacétamide o
O

Figure 4.4 Principe de la méthode de couplage de I'AT & la BSA au niveau du noyau thiophéne.
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4.1.2. Résultats.

Synthése de 1a BSA-AT - Les conditions expérimentales sont décrites dans le para-

graphe 6.3.1 (p. 147). A la fin de premigre étape, il y a fixation quantitative des 30
équivalents de thiols mis & réagir avec l'albumine (dosage par le réactif d'Ellman,
Ellman,1959). L'atilisation de dérivé 39 radiomarqué a permis la quantification de Ia
deuxieme étape, soit 14,6 molécules d’'AT fixées par molécule de BSA-AT,

Caractérisation de la BSA-AT - La
comparaison du spectre d'absorption
U.V. de la BSA-AT & celui de la BSA A BSA-AT
montre, a coté de la bande d'absorption £
a 280 nm des acides aminés aroma-
tiques, un pic d'absorption intense a 364
nm (coefficient d'absorption molaire par
AT de 15300 M-1.cm1).

Le dérivé 5-S-mercaptoéthanol-
thiopheéne! 40, obtenu par substitution
du chlore du composé 39 par le
mercaptoéthanol, posséde une bande
d'absorption U.V. similaire 2 362 nm
(coefficient d'absorption molaire de
15700 M-l.em 1) (figure 4.5).

Figure 4.5 Comparaison des spectres d'ab-
sorption U.V. de la BSA-AT, de la BSA et du
dérivé 5-S-mercaptoéthanol-thiophéne 40 BSA
{seuls les specires de la BSA ef de la BSA-AT
sont & ia méme échelle).

T T Ll .
300 400 A, (nm)

4.2. Protocole d'immunisation et obtention des sérums chez le lapin. Mise en évi-
dence d'une sérologie anti-acide tiénilique et choix du lapin meilleur répondeur.

4.2.1. Méthodes et résultats.

Immunisation des animaux, obtention des sérums - Cing lapines New Zealand dgées
de 3 mois, numérotées de 1 4 5, ont été immunisées contre Ia BSA-AT. Le sang est
prélevé 10 a 15 jours suivant chaque rappel et les sérums préparés (partie expérimen-
tale 6.3.2, p. 148). Cinqg prélévements ont été ainsi collectés : prélévement O (sérums
préimmuns, avant toute immunisation) puis I a I'V.

! je terme "mercaptoéthanol” doit &tre considéré comme une abréviation et non comme une nomen-
clature (voir également les composési? et 45).
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Figure 4.6 Arcs de précipitation (technique d'Ouchteriony) entre la BSA-AT
ou la BSA et les sérums du prélévement V.

Etude de 1a réponse anti-BSA-AT par double diffusion en gel d'agarose - Nous avons

utilisé la méthode de double diffusion en gel d'agarose (technique d'Ouchterlony) pour
étudier la réponse anti-BSA-AT sur les différents prélévements. Des gels d'agar
tamponnés a pH 7,4 ont été coulés sur une plaque de Gel-bond avec une épaisseur de
1,5 mm. A l'aide d'une empreinte, les puits destinés aux sérums 3 tester ont &té creusés
selon un maillage hexagonal centré par un puits ol a été déposé soit une solution de
BSA-AT, soit une solution de BSA 2 différentes concentrations (1 mg/ml a 31,5 pg/ml
dilué de 2 en 2). Nous avons également étudié l'influence, sur l'apparition des arcs de
précipitation du prélévement IV, de I'AT (1 mM) ou du 5-S-mercaptoéthanol-AT 40 (1
mM) préincubé 60 min. avec les sérums 2 tester et incorporé au sein du gel d'agar.
Aprés un jour a 4°C, les arcs de précipitation sont révélés au bleu de Coomassie
(partie expérimentale 6.3.3, p. 149).

Les résultats sont présentés dans le tableau 4.1. Tous les sérums issus du préle-
vement IV donnent, en présence de BSA-AT, un arc de précipitation intense et
confluent, maximum pour les lapins 2 et 4 (arcs fins pour 1 mg BSA-AT/ml) (figure
4.6). En présence d'AT ou de 40, ces arcs n'apparaissent pas. Il existe un deuxiéme arc,
moyennement intense, présent chez les lapins 2 et 5. Une réponse anti-BSA, peu inten-
se, est détectée chez les lapins 1, 2, 4 et 5 (arcs fins pour BSA 62 plg/ml). Les sérums
préimmuns (prélévement 0) ne donne aucun arc de précipitation avec la BSA-AT,
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Tableau 4.1 Analyse semi-quantitative des arcs de précipitation mis en évidence par
la technigue d'Ouchterlony entre les différents sérums et la BSA-AT ou la BSA.

Lapin 1 2 3 4 5
Préléavement O
BSA-AT o [+] 0 o 0
Préiévement IV
BSA-AT +++ (1 000)1 ++++ (1000) + (500) ++ {500) +++ {1000}
+ (250) +/- {125)
+AToudd1imM o 0 o 0 0
BSA +- (31} +/-- (31) o +- (31) +- (31}
Prélévement |
BSA-AT +++ (1000) ++++ (1000) ++ (500) ++ (500) +4+4 (1000)
+- (250) +- (250)
+/- (62) + (62) +/- (62}
BSA o o} o + (62) + {62)
+ (62) + (62)

1 lintensité des arcs de précipitation est appréciée a I'eil nu selon une échelle de 7
valeurs (0, +/-, +/~, +, ++, +++, ++++), entre parenthéses est donnée la concentration de

BSA-AT ou de BSA qui donne l'arc le plus fin et le plus médian, en pg/m!)

Les arcs donnés par le prélévement I se différencient de ceux donnés par les autres
prélévements par un dédoublement des réponses anti-BSA-AT et anti-BSA (tableau

4.1).

Mise en évidence par test Elisa d'une réponse dirigée contre les métabolites du TAI
fixés de facon covalente aux protéines microsomales - Nous avons d'abord travaillé

avec le TAI A cause des quantités importantes de métabolites fixés sur les protéines
microsomales que 1'on peut obtenir avec ce substrat. Dans un premier temps, nous
avons préparé des protéines microsomales avant de les fixer sur les plaques Elisa.

Les métabolites du TAI fixés sur les protéines de manidre covalente sont
instables ; pour résoudre ce probléme, nous avons utilisé un résultat du chapitre
précédent, A savoir qu'un traitement par HCI stabilise ces métabolites, en particulier vis
a vis d'one attaque nucléophile.

Une incubation (20 min. a 37°C) de TAI (100 uM) en présence de microsomes
CLO (P-450 1 uM) avec ou sans systéme générateur de NADPH a été traitée par de
I'HCI (2N) pendant une heure & 37°C. Aprés plusieurs lavages au méthanol, les
protéines microsomales ont été remises en solution dans de la soude 0,1N avant dilu-
tion choisie dans le tampon de sensibilisation de I'Elisa (partie expérimentale 6.3.4, p.
149). L'utilisation de TAI radioactif a permis de quantifier les différentes étapes. La
quantité de métabolites fixés aux protéines issues de l'incubation en présence de
systeme générateur de NADPH est comparable a celle mesurée par la technique de
précipitation sur filtre. Le lavage au méthanol s'est révélé efficace puisque la quantité
de radioactivité présente dans les protéines issues de l'incubation en 1'absence de
systéme générateur de NADPH est négligeable. Toutefois nous n'avons pas réussi &
doser correctement les protéines ayant subi le traitement par HCI1 (voir partie

expérimentale 6.3.4, p. 149).
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Figure 4.7 Courbes Elisa obtenues avec le préle-
vement IV du lapin 2. les puits sont activés avec des
protéines issues d'incubations de TAl avec des
microsomes CLO en présence (e) ou en absence (o) de
systéme générateur de NADPH (75 pmol de métabolites
du TA! fixés aux protéines par puits) ; voir également les
courbes de calibration du test Elisa sur la figure 6.6, p.
151.

Le protocole des tests Elisa (Enzyme-linked immunosorbent assay) est détaillé
dans la partie expérimentale 6.3.4 (p. 149). Les puits ont été activés par 75 pmol de
métabolites de TAI fixés de maniére covalente aux protéines microsomales traitées
selon le protocole précédent. Les puits témoins contiennent une quantité équivalente
de protéines microsomales issues des incubations sans systéme générateur. La fixation
non-spécifique des anticorps anti-AT a été bloquée par de la gélatine. Les complexes
antigéne-anticorps ont €t€ révélés par des anticorps anti-Ig de lapin marqués 2 la
peroxydase avec I'ABTS comme substrat (20 min. & 37°C). Tous les prélévements ont
été testés avec des dilutions de 4 en 4, du 1/200iéme au 1/204800iéme. Chaque mesure
a été réalisée en duplicat,

Tous les sérums immuns donnent un signal intense (en moyenne 1 unité de D.O.
avec les sérums dilués au 1/200iéme) dans les puits sensibilisés par des protéines
microsomales issues d'incubation de TAI en présence de systéme générateur en
NADPH, au contraire des puits témoins ot la coloration est au moins 10 fois plus
faible et disparait plus rapidement au fur et 3 mesure des dilutions. L'ensemble des
titres (définis par la dilution du sérum qui donne une coloration d'intensité moitié de
l'intensité maximale) est résumé dans le tableau 4.2. Ces titres sont compris entre
1/5000ieme et 1/50000ieéme (prélévement IV, lapin 2). Les lapins I et 2 donnent les
titres les plus forts, le sérum préimmun du lapin 2 ne donne aucun signal (figure 4.7).
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Figure 4.8 Structure des Inhibiteurs testés.
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Tableau 4.2 Titres Elisa observés sur I'ensemble des prélévements.

Lapin 1 2 3 4 5
Prélévement O pas de titre

Prélévement | 1/8000 1/20000 1/5000 1/4000 1/5000
Préiévement i 1/13000 1/25000 1/12000 1/13000 1/10000
Prélevement Il 1/8000 1/15000 1/5000 1/6000 1/5000
Prélevement iV 1/14000 1/50000 1/6000 1/8000 1/5000
Titre moyen 110000 1/27000 1/7000 1/8000 1/6000

4.2.2. Conclusion préliminaire.

L'immunisation chez le lapin contre la BSA-AT conduit a 1'apparition d'anti-
corps spécifiquement dirigés contre 'hapténe fixé sur la BSA-AT puisque la
reconnaissance est inhibée par I'AT et le dérivé 40. Ces anticorps n'existaient pas avant
l'immunisation, Il existe une réponse faible dirigée contre la protéine porteuse. La
présence d'un deuxiéme arc, moins intense, chez les lapins 2 et 5 dans les derniers
prélévements, inhibée par 1'AT, peut s'interpréter en terme de reconnaissance de
I'hapténe et de la séquence protéique sous-jacente au niveau d'un épitope différent de
celui reconnu dans I'arc principal. Le dédoublement des arcs obtenus avec les sérums
du prélévement I est probablement dit 4 des immunoglobulines M de 1a réponse
immunitaire primaire,

Par la technique de 1'Elisa, les sérums immuns reconnaissent trés spécifique-
ment les protéines microsomales hépatiques de rat sur lesquelles le TAI s'est fixé de
maniere covalente aprés activation métabolique en présence des P-450 et d'un systéme
générateur de NADPH. Avec les sérums du prélévement I'V, nous avons également
mesuré l'affinité des anticorps pour le TAI et la quantité d'immunoglobulines (Ig)
capables de reconnaitre le TAI présente (voir annexe 7.2, p. 158).

Les sérums prélevés sur le lapin 2 donnent les arcs de précipitation les plus
intenses en Quchterlony et les meilleurs titres en Elisa. Nous avons regroupé
I'ensemble des prélévements de ce lapin meilleur répondeur (a I'exception des préle-
vements 0 et I) et préparé la fraction des immunoglobulines par précipitation au sulfate
d'ammonium (partie expérimentale 6.3.2, p. 148).

4.3. Caractérisation de 1'épitope de I'acide tiénilique reconnu par les anticorps
anti-AT.

Pour identifier 1a nature des déterminants chimiques reconnus par les anticorps
anti-AT, nous avons testé la capacité de différents analogues de structure de I'AT a
inhiber par compétition, dans le test Elisa mis au point précédemment, Ia
reconnaissance de métabolites du TAI ou de I'AT fixés sur les protéines microsomales.
Le but est premidrement de déterminer la nature de I'épitope reconnu par ces anticorps
et deuxi®mement de déterminer les critéres structuraux qui feront qu'un métabolite de
I'AT ou du TAI sera ou non reconnu par ces anticorps.
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4.3.1. Méthodes.

Les Ig du lapin 2 sont préincubées une nuit & 4°C en présence de l'inhibiteur a
différentes concentrations {entre 1 nM et 1 mM selon les inhibiteurs), de tween et de
gélatine (mémes concentrations que dans 1'Elisa). Dans un deuxiéme temps, un test
Elisa est réalisé et la concentration pour laguelle l'inhibiteur diminue de 50% le signal
obtenu en l'absence de tout inhibiteur est déterminée.

Les plaques ont été sensibilisées par des protéines microsomales ayant fix€ des
métabolites soit du TAI soit de I'AT et traitées par HCI (partie expérimentale 6.3.4,
p-149). Les blancs ont été réalisés par sensibilisation des puits au moyen de protéines
microsomales issues d'incubations sans systéme générateur en NADPH. Les tests Elisa
ont été calibrés pour donner le meilleur signal (partie expérimentale 6.3.4, p.149). La
nomenclature et les formules des inhibiteurs testés sont présentées dans la figure 4.8,
l'origine et les différentes synthéses d'inhibiteurs sont décrites dans la partie expéri-
mentale 6.3.5 (p.152). Pour les plagues sensibilisées par du TAI, chaque point est le
résultat de 8 mesures (4 signaux, 4 blancs, en 2 expériences réalisées en duplicat sur
des séries de plaques manipulées des jours différents) (4 mesures pour les plaques
sensibilisées par I'AT).

4.3.2. Résultats.

Avec 20 pmol/puits de métabolites du TAI fixés de maniére covalente aux
protéines microsomales, les Ig du lapin 2 diluées au 1/20000i¢me et une révélation 2
I'ABTS de 20 min. & 37°C, le test Elisa donne une coloration reproductible de 500
mDQ,. En présence de concentrations croissantes des différents inhibiteurs, le signal
décroit régulierement jusqu'z abolition compléte selon une courbe sigmoide (figure
4.9) sauf pour le dérivé 45 dont le caractére peu soluble limite son utilisation au dela

Tableau 4.3 Inhibition compétitive par des analegues de
"AT de la reconnaissance par les Ac anti-AT. {concentration
en nM pour laguelle chague analogue diminue le signal de
i'Elisa de 50% ; les plaques sont activées avec des proiéines
microsomales ayant fixé soit des métabolites du TAl, soit des
métabolites de I'AT).

Plaques activées par des métabolites

Inhibiteur du TAI de 'AT
(nM) (nM)
5-S-mercaptoéthancl-AT 40 23
AT 1 7.5 4,5
TAl 10 17 4,5
2-S-mercaptoéthanol-TAl 17 31
15 39
Ac. éthacrynique 38 50 13,5
5-hydroxy-AT ] 80
Ac. dihydroéthacrynique 43 150
16 260
12 1400
41 8800
42 10600 4800
Ac. dichlorophénoxyacétiqus 44 32800 29700
45 460000 4800
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Figure 4.9 Courbes d'inhibition compétitive du test Elisa (en haut les puits sont activés
par des métabolites de I'AT fixés aux protéines microsomales et en bas avec ceux du TAl),

de 210 uM. Dans le tableau 4.3 est indiquée la concentration de chacun des inhibiteurs
qui diminue le signal de 50% (point d'inflexion de la sigmoide), cette valeur a été
extrapolée pour le dérivé 45.

Dans le cas de I'AT fixé de maniére covalente aux protéines microsomales (10
pmol/puits, Ig du lapin 2 diluées au 1/5000iéme), le signal est de 550 mDO en
I'absence d'inhibiteur (révélation & I'ABTS 20 min. & 37°C) et décroit réguliérement
aux concentrations croissanies de chacun des inhibiteurs testés jusqu'a un platean de
100 mDO (figure 4.9). Les valeurs des concentrations qui inhibent 50% de I'amplitude
du signal (amplitude de 325 mDO entre la valeur mesurée sans inhibiteur et le plateau
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de 100 mDO) sont du méme ordre de grandeur que celles observées avec les
métabolites du TAI fixés aux protéines microsomales sauf pour le dérivé 45 qui est un
meilleur inhibiteur dans cette expérience.

4.4. Discussion.

Nous nous sommes donnés pour but de produire des anticorps polyclonaux chez
le lapin capables de reconnaitre les métabolites de I'AT fixés de maniére covalente aux
protéines microsomales aprés activation métabolique réalisée par les cytochromes P-
450. Pour cela il nous fallait fixer sur une protéine porteuse un hapténe dont la
structure devait ressembler & celle des métabolites de I'AT. La nature de l'entité
réactive de I'AT est pour l'instant inconnue mais nous savons 1) qu'il s'agit
probablement du sulfoxyde de I'AT, 2) qu'un métabolite de I'AT, le composé §,
posséde un noyau thiophéne substitué€ en 2 et 3) que l'ensemble des métabolites du
TAI, issus des transformations du sulfoxyde de TAI, a un motif structural commun qui
est l'acide éthacrynique. Le dérivé 5-S-mercaptoéthanol-thiophéne 40 différe de I'AT
au niveau du noyau thiophéne, il est substitué€ en position 2 du noyau thiophéne et il
possede le motif de 1'acide éthacrynique. Ce composé est donc le meilleur hapténe
compte tenu de nos connaissances sur les métabolismes de I'AT et du TAIL Pour
construire ce motif sur la BSA, nous avons dans un premier temps fixé 30 thiols sur la
BSA puis fait réagir cette BSA thiolée avec le composé 39. Le spectre d'absorption
U.V. de la protéine obtenue (BSA-AT) comporte une bande d'absorption & 364 nm en
plus de la bande & 280 nm des acides aminés aromatiques. Cette bande a les mémes
caractéristiques que le spectre du dérivé 5-S-mercaptoéthanol-thiophéne 40. L'AT est
donc bien fixé par l'intermédiaire d'une chaine comportant un soufre qui substitue le
noyau thioph&ne en position 5. Le nombre de molécules fixées par molécule de BSA,
14,6, est suffisant pour envisager une immunisation.

Pour étudier les sérums immuns, nous avons développé un test Elisa dans lequel
les plaques ont &été sensibilisées par des protéines microsomales ayant fixé ou non les
métabolites réactifs du TAI (en présence ou en absence de systéme générateur de
NADPH). Les sérums immuns reconnaissent trés spécifiquement les protéines issues
d'incubations conduites en présence de systéme générateur de NADPH. Nous pouvons
conclure que l'ensemble des lapins a répondu en produisant des anticorps spécifiques
des métabolites du TAI fixés de maniére covalente aux protéines microsomales. Les
sérums du lapin 2 donnent le meilleur titre dans ce test, par la suite nous avons
uniquement travaillé avec la fraction des Ig des sérums immuns de ce lapin. Une
reconnaissance des métabolites de I'AT fixés de maniére covalente aux protéines
microsomales est également observée avec ces Ig, il y a donc reconnaissance croisée
entre les métabolites du TAI et ceux de I'AT.

Dans un deuxiéme temps nous avons étudié la nature des déterminants
chimiques reconnus par ces anticorps par inhibition compétitive du test Elisa par des
analogues de I'AT. Dans les expériences d'inhibitions oli des métabolites du TAI sont
fixés aux protéines microsomales, tous les inhibiteurs (4 part le cas particulier du
dérivé 45) inhibent complétement, & fortes concentrations, la fixation des anticorps
anti-AT. L'épitope reconnu sur ces métabolites est donc unique (il n'y a qu'un seul site
de reconnaissance de ces métabolites par les anticorps anti-AT). Le dérivé 40 qui
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présente le plus d'analogie avec 1'hapténe de la BSA-AT est le meilleur compétiteur.
L'AT, le TAI et le dérivé 17 forment le groupe des inhibiteurs ol la partie
thiophénique est aromatique et le noyau phénoxyacétique présent. Ces composés
inhibent a 50% la fixation des anticorps pour une concentration moyenne de 16 nM.
La présence du résidu mercaptoéthanol est donc peu importante dans la
reconnaissance des métabolites par les Ac anti-AT. Le rapport des concentrations qui
inhibent le signal de 50% pour deux inhibiteurs est un moyen souvent utilisé pour
estimer l'affinité relative des anticorps vis 2 vis de 1'élément de structure qui les
différencie (voir par exemple Potter et al, 1989). La comparaison des inhibitions
réalisées par le dérivé 40 et par I'AT montre une différence d'un facteur 3. On peut
donc estimer a 3 la contribution du résidu mercaptoéthanol dans la reconnaissance du
dérivé 40 par les anticorps anti-AT.

Un deuxieéme groupe est constitué par les dérivés qui comportent le motif acide
éthacrynique, ce sont les dérivés 185, 16 et l'acide éthacrynique 38. Ces composés
inhibent le test Elisa de 50% a la concentration moyenne de 116 nM, ce sont donc de
bons inhibiteurs. Ce résultat montre que nous avons atteint I'objectif défini avec la
stratégie de couplage, a savoir que nous voulions des anticorps capables de reconnaitre
le motif commun & 'ensemble des métabolites de piégeage du TAI (figure 4.3). Par
comparaison avec les dérivés du premier groupe, la disparition du noyau thiophéne
diminue I'affinité des Ac anti-AT d'un facteur de l'ordre de 7 (116/16 # 7). Le dérivé 6,
malgré la présence d'une charge négative sur sa partie thiophénique, reste un bon
inhibiteur (80 nM).

La double liaison de I'acide éthacrynique intervient pour un facteur 3 estimé par
comparaison des inhibitions réalisées par l'acide éthacrynique et l'acide dihydro-
éthacrynique (43/38 = 150/50 = 3). Le noyau thiophé&ne contribue donc pour un facteur
de l'ordre de 20 (#3x7). La perte de 1a fonction cétone s'accompagne d'une diminution
importante de I'affinité des anticorps d'un facteur d'environ 200 que l'on trouve soit en
comparant I'AT réduit 12 avec 'AT (1400/7,5 # 190), soit en comparant 1'acide
dichlorophénoxyacétique 44 avec l'acide dihydroéthacrynique 43 (32800/150 = 220).
Les deux chlores fournissent une contribution importante de l'ordre de 1400, soit
environ 40 par atome de chlore. Mais le facteur le plus grand provient du groupe
carboxylique qui est, en comparant le dérivé 41 avec I'AT, de l'ordre de 1200 (figure
4.10). En conclusion, les anticorps anti-AT que nous avons obtenu reconnaissent les
métabolites du TAI par la partie non-thiophénique du TAI, c'est a dire par le motif 4-
céto, 2,3-dichlorophénoxyacétique. Trois déterminants chimiques sont a l'origine de
cette reconnaissance, ce sont la fonction cétone, les deux atomes de chlore et le groupe
carboxyle ; le noyau benzénique intervient probablement en fixant une orientation
spatiale précise 2 l'ensemble.

Dans le cas des expériences d'inhibition réalisées avec des plaques sensibilisées
par des métabolites de I'AT fixé€s aux protéines microsomales, 1'inhibition n'est jamais
compléte mais garde 1'aspect d'une sigmoide avec un plateau identigue pour chacun
des inhibiteurs. I parait plus vraisemblable que cette D.O. résiduelle soit un artefact,
par exemple dii & 1a plus forte concentration en anticorps anti-AT utilisée dans cette
expérience, plutdt que le reflet d'une fixation sur d'autres déterminants chimiques que
I'AT ne pourrait pas inhiber,
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1400 = 402

Figure 4.10 Effets des différents déterminants chimiques du dérivé 40 sur la
reconnaissance par les Ac anti-AT estimés par les expériences d'inhibition du
test Elisa. Les valeurs données sont calculees en comparant la capacité de divers
analogues de structure & inhiber compétitivement la fixation des Ac anti-AT dans
le test Elisa, scit a) AT comparé & 40, b) acide dihydroéthacrynique comparé &
I'AT, ¢) 12 comparé a I'AT, d) 42 comparé a ['AT et e) 41 comparé & I'AT.

Le dérivé 45 est un bien meilleur inhibiteur dans ce test. Ce motif pourrait
participer 4 la reconnaissance des métabolites de 1'AT fixés aux protéines micro-
somales par les anticorps anti-AT. Autrement dit la structure 5-thioéther, 2-aroyl-
thiophéne pourrait faire partie de 'épitope reconnu dans les protéines incubées avec
I'AT et étre absent de celui présent dans les protéines incubées avec le TAL

Les anticorps obtenus par immunisation chez le lapin par de la BSA-AT
reconnaissent spécifiquement les métabolites de I'AT ou du TAI fixés de fagon
covalente aux protéines microsomales. Cette reconnaissance se fait principalement par
I'intermédiaire du motif 4-céto-2,3-dichlorophénoxyacétique. Ce motif est probable-
ment présent dans I'ensemble de ces métabolites qui sont donc 2 priori tous reconnus
par les Ac anti-AT. Ces anticorps vont pouvoir servir d'outil pour étudier les protéines
modifiées par ces composés aussi bien in vitro qu'in vivo. Des résultats préliminaires
laissent penser qu'ils sont plus sensibles, par la technique d'immunotransfert, que
I'autoradiographie au moyen d'AT radioactif. Des résultats préliminaires ont été
également obtenus sur la reconnaissance par les Ac anti-LKM2 de la protéine BSA-AT
qui sont en faveur de la présence d'Ac anti-médicament dans les sérums de patients
victimes d'une hépatite autoimmune induite par la prise ¢'AT.
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE
DANS LE CAS DE L'ACIDE TIENILIQUE.

CHAPITRE CINQUIEME

CONCLUSION

L'acide tiénilique a été retiré du marche francais au début de 1992, ce qui fait
une quinzaine d'années d'existence pour ce médicament contreversé qui semble
disparaitre sans que son métabolisme ne soit connu. Qui semble seulement, et
c'est 12 le résultat important de ce travail, car nous avons maintenant des
arguments positifs qui nous donnent presque la certitude de penser que le
métabolisme oxydatif des dérivés thiophéniques passe par une oxydation du
soufre en sulfoxyde de thiophéne.

Le premier objectif que nous cherchions a atteindre était d'étudier in vitro le
piégeage par le mercaptoéthanol de l'entité réactive de l'isomeére de l'acide
tiénilique, dérivé du thiophéne également toxique. Quatre métabolites, 13, 14, 15
et 16, ont été isolés, purifiés et caractérisés. Les métabolites 13 et 14 apparaissent
pour de faibles concentrations en mercaptoéthanol et se transforment successi-
vement en composé 16 puis en composé 15. Les deux métabolites 13 et 14 sont
diastéréoisomeres et, en milieu acide, ils perdent facilement une molécule d'ean en
donnant un composé unique 17 qui posséde une structure de noyau thiophéne
substitué en 2 par un résidu mercaptoéthanol. Les données de R.M.N.1H, de masse
et d'LR. recueillies sur les composés 13 et 14 sont en accord avec une structure de
sulfoxyde de 2,5-dihydrothioph&ne substitué en 2 par un résidu mercaptoéthanol.

La détermination de ces structures nous permet de proposer le sulfoxyde de
TAI comme produit de I'oxydation du TAI réalisée par les P-450. 11 s'agit de la
premiére caractérisation de la S-oxydation d'un thiophéne et la réactivité
particuliére de ce nouveau métabolite vis 4 vis des nucléophiles rend compte de
ses évolutions successives en présence de thiols.

Trois propriétés singuliéres des composés 13 et 14 sont & l'origine de la
diversité de leurs évolutions. Ce sont 1) la perte d'une molécule d'eau en milieu
acide, propriété des sulfoxydes de dihydrothiophéne, 2) 1a présence en position 4
d'un centre électrophile sur lequel un mercaptoéthanol peut réaliser une addition
et 3) un équilibre entre le sulfoxyde cyclique et un acide sulfénique ouvert. La
forme acide sulfénique, que nous n'avons jamais isolée, peut réagir avec le
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mercaptoéthanol pour donner des structures qui comportent un dithioéther. Ainsi
le composé 16 a une structure ouverte substituée par 2 résidus mercaptoéthanols
en 2 et en 4 et un dithioéther en 5 sur lequel est présent un troisiéme résidu
mercaptoéthanol. Pour déterminer la position du motif mercaptoéthanol en 4,
nous avons effectué une deutériation sélective du composé 14 en position 5 et
repéré la position de ce deutérium au cours des différentes évolutions de 14.

Le métabolisme du TAI in vitro en présence de mercaptoéthanol se résume
ainsi : le TAI est métabolisé par un P-450 en sulfoxyde. Une premidre addition de
Michaél d'un mercaptoéthanol en position 2 du sulfoxyde de TAI conduit aux
compos€s 13 et 14. Une deuxiéme addition de Michaél en position 4 peut ouvrir le
cycle et la formation d'une liaison dithioéther entre I'acide sulfénique libéré et un
mercaptoéthanol fait apparaitre le composé 16. La réduction de cette derniére -
liaison par le mercaptoéthanol entralne une cyclisation qui conduit au composé
15, métabolite final de ce métabolisme.

L'idée suivanie €tait par voie de conséquence de généraliser la formation du
sulfoxyde de TAI a différents modeles d'étude de l'oxydation microsomale
réalisée par les P-450. Nous avons tout d'abord poursuivi notre étude in vivo chez
le rat ol nous avons isolé dans les urines des acides mercapturiques contenant le
motif structural 4,5-dihydrothiophene substitué en 4 par un thioéther, motif
présent dans le composé 15. Pour obtenir ce résultat, nous avons étudié le
piégeage du sulfoxyde de TAI in vitro sur la fraction microsomale de foie de rat
par la N-acétylcystéine qui s'est avéré identique a celui réalisé par le
mercaptoéthanol. Ces deux observations nous permettent de conclure que 1) le
TATI est activé par les P-450 in vivo en sulfoxyde de TAI et 2) ce sulfoxyde est y
alors piégé par le glutathion en sulfoxyde de 2,5-dihydrothiophéne qui va ensuite
évoluer, sous l'action de la forte concentration en GSH intracellulaire, vers la
structure finale du composé 13. L.e nombre et la complexité des réactions rendent
compte de la faible quantité de métabolite final récupérée dans les urines {aun
moins 9 étapes entre le TAI et l'acide mercapturique).

Notre attention s'est ensuite portée sur la métabolisation in vitro avec des
microsomes humains. Sur un lot de microsome issu d'un seul individu, nous avons
caractérisé 2 voies métaboliques distinctes et d'égale importance qui sont une voie
réductrice impliquant la réduction de la fonction cétone de TAI et une voie
oxydative catalysée par les P-450 de la sous-famille IIC. Par piégeage au moyen
de mercaptoéthanol, nous avons retrouvé l'ensemble des composés précédemment
observés avec les microsomes de rat. La S-oxydation du TAI est donc une voie
métabolique commune a I'ensemble des P-450 que 1'on sait impliqués dans le
métabolisme oxydatif du TAIL

Pour affiner ces résultats et essayer d'identifier le ou les P-450 responsables
chez 'homme du métabolisme de I'AT et de son isomeére, notre intérét s'est porté
sur un systéme d'expression hétérologue que constitue la levure recombinée avec
un géne de P-450 inséré dans un plasmide. Nous avons obtenu de F. Guengerich
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(Naschville, U.S.A.) 2 souches de levures possédant un géne de P-450 de la
famille IIC. Ces deux P-450, que l'on sait fonctionnels dans ce systéme
d'expression, sont la protéine MP8 (IIC10) et la protéine MP4 (JIC9). Nous avons
pu mettre en évidence 3 activités sur la fraction microsomale de ces levures : une
activité de 5-hydroxylation de I'AT (20,2 + 0,2 nmol §/nmol MP4/10 min.,
respectivement 20,4 + 3,1 pour MPS8), une fixation covalente du TAI aux
protéines microsomales (23,7 + 9,4 nmol/nmol MP4, respectivement 23,7 + 9,4
pour MP8) et une formation des métabolites de piégeage du TAI 15 et 16 en
présence de mercaptoéthanol 5 mM dans le milieu d'incubation. It n'y a pas de
différence significative entre les activités portées par ces deux P-450 qui ne
différent en fait que par 2 acides aminés et qui proviennent probablement de
génes alléliques. Nous confirmons ainsi le rdle des P-450 IIC chez I'homme dans
le métabolisme de I'AT et par 1a méme nous avons identifié un des P-450, parmi
les 7 au moins que compte la sous-famille P-450 IIC humaine, capable
d'’hydroxyler I'AT. Cette activité va de pair avec une métabolisation du TAIL
Grice 2 la mise en évidence pour le TAI des mémes métabolites de piégeage par
le mercaptoéthanol qu'in vitro chez le rat, nous pouvons affirmer que les P-450
IICS et IIC10 réalisent une S-oxydation du TAI.

Le sulfoxyde de TAI est responsable de 1a réaction de fixation covalente aux
protéines microsomales. Nous avons essayé d'identifier les acides aminés
impliqués dans cette activité. S'il ne s'agit pour l'instant que de résultats
incomplets et préliminaires, plusieurs constatations méritent d'étre soulignées.
Premiérement, la concentration en cystéines libres dans le milieu d'incubation, de
I'ordre de 40 UM avec une concentration en protéines microsomales de 0,7 mg/ml,
est largement suffisante pour piéger efficacement le sulfoxyde de TAIL Parmi les
principaux nucléophiles des protéines, Ia cystéine est 1a plus réactive. Parmi les
autres acides aminés, seule I'histidine semble pour 1'instant avoir une capacité de
piégeage importante, toutefois au moins 100 fois plus faible que celle de la
cystéine. Il n'est pas exclu que dans le cceur des protéines comme par exemple au
sein du P-450, le sulfoxyde puisse se fixer sur des acides aminés autres que la
cystéine et I'histidine comme par exemple la lysine. A partir de la comparaison
entre les propriétés des métabolites de piégeage 13 et 14 et celles des métabolites
fixés, nous avons identifié au moins 15% de ces derniers sous forme de sulfoxyde
de dihydrothiophéne substitué en 2 par le thiol d'une cystéine protéique. En
I'absence de thiol présent dans le milieu réactionnel, la cysiéine semble étre
I'acide aminé majoritairement responsable de la réaction de fixation covalente du
sulfoxyde de TAI aux protéines microsomales.

L'apparition de métabolites de I'AT fixés aux protéines hépatiques est une
¢tape clé dans la survenue des hépatites autoimmunes induites par 'AT. Pour
étudier ces néoantigénes et leur reconnaissance par les anti-LKM2, nous nous
sommes donnés comme dernier but d'obtenir des anticorps capables de recon-
naftre ces métabolites. Compte tenu de I'échec d'une précédente tentative ol I'AT
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était fixé a la protéine porteuse par sa fonction carboxyle et compte tenu des
nouveaux €léments dont nous disposions sur le métabolisme des dérivés aroyl-
thiophénes, nous avons défini une stratégie de couplage qui devait répondre & 3
criteres : 1) le motif de I'acide éthacrynique doit étre présent dans la structure de
I'hapténe (motif présent dans tous les métabolites connus de I'AT ou du TAI), 2)
I'hapténe doit étre fixé de fagon covalente & la protéine porteuse au niveau du
noyau thiophéne (ot il est activé), 3) idéalement la partie thiophénique est
aromatique et substituée en 5 par un thiol (comme le suggére un possible piégeage
dun sulfoxyde de I'AT en 5 par un thiol suivi de la perte d'une molécule d'eau).
Nous avons choisi de fixer dans un premier temps des thiols sur de la BSA puis
de les faire réagir avec le dérivé 5-chloro-AT. La protéine obtenue posséde
environ 15 molécules d'AT substituées par les thiols sur la position 5§ du
thiophéne. Cette protéine est immunogene chez le lapin et entraine I'apparition
d'anticorps qui reconnaissent l'hapténe. Nous avons développé un test Elisa de
reconnaissance des métabolites fixés de facon covalente sur les protéines
microsomales. Les titres obtenus sont forts et spécifiques des protéines provenant
d'incubations avec un syst¢me générateur de NADPH. 1l y a donc reconnaissance
spécifique des métabolites fixés par les anticorps anti-AT. Par compétition avec
des analogues de structure de I'AT, nous pouvons affirmer que cette
reconnaissance se fait essentiellement par la partie céto-dichloro-phénoxyacétique
de la molécule. Ce motif est probablement présent dans tous les métabolites de
I'AT et du TAI qui, par conséquent, doivent étre tous étre reconnus par nos
anticorps. Ces anticorps anti-AT sont en cours d'application au laboratoire.
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE L'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE SIXIEME

PARTIE EXPERIMENTALE

Cette partie expérimentale reprend le plan des trois chapitres II 4 I'V.

6.1. Mise en évidence de la formation d'un sulfoxyde de thiophéne in vifro.

6.1.1. Produits chimiques.
L'origine des produits chimiques utilisés est précisée dans le tableau 6.1.

6.1.2. Induction des animaux et préparation de Ia fraction microsomale de foie de
rat.

Origine des animaux - Il s'agit de rats méles de souche Sprague Dawley (Iffa Credo)
pesant environ 200 g. Apres une période d'acclimatation de 10 jours (température
constante de 24°C, éclairement nychtéméral, nourriture (AO4 de chez UAR) et eau ad
{ibitum), un protocole d'induction spécifique de 3 jours est institué€. Aprés une derniére
nuit de jeiine, les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale puis exsanguinés par
section carotidienne. Le foie est immédiatement prélevé et la fraction microsomale
préparée.

Protocole d'induction au phénobarbital - On pratique une injection intrapéritonéale
journaliére 2 la dose de 80 mg/kg, soit 1 ml d'une solution & 16 mg/mi dans du sérum
physiologique par jour pendant trois jours.

Protocole d'induction au clofibrate - Quatre injections intrapéritonéales (i.p.) de
clofibrate 2 partir d'une solution 2 10% v/v dans 'huile de mais (1 ml équivalent & 100
mg de clofibrate) selon le protocole suivant :

Ja. .. ... 18h.. .. .... 250mgkg (.p.)

J1..o L. 10h-18h. . .. 500 mg/kg (i.p.) en 2 injections
2000 ... i6h.. .. .. .. 1000 mgrkg (i.p.)

J3...... 1oh........ %

Protocole de préparation des microsomes - 3 4 6 foies de rat sont traités a chaque

préparation. Le protocole employé est décrit sur la figure 6.1 ; I'étape de lavage au
pyrophosphate permet 1'élimination de I'hémoglobine (Kremers et al, 1981).
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Tableau 6.1 Origine des produits chimigues.

Produit chimigue

origine

et [0'%cH2] 39 (25 pCifumol]

EERBR

2-Acétyl-5-chlorothiophéne
Acide azino-2-2' di{éthyl-3' benzthiazoline sulfonique (ABTS)
Acide chlorhydrique 9,46N
Acide 2,3-dichlorophénoxyacétique
Acide ethacrynique
Acide tiénilique AT
[ecH]AT (43 uCiumol)
Adjuvants de Freund
Agar noble
Anhydride de I'acide heptafluorobutyrique
DETAPAC
Dithiotréitot
EDTA
Isomére de 'AT TAI
[1*COAITAI (25 pCi/pmol)
lodoacétamide
Glucose-6-phosphate déshydrogénase
B-Mercaptoéthanol
Merthiolate (thimérosal)
N-acétyl-L-cystéine
N-acétyl-L-lysine
N-acétyl-L-histidine
N-acétyl-L-tyrosine
Nicotinamide-adénine-dinucléotide-phosphate oxydé (NADP)
N-succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)propionate (SPDP)
PEG (polyéthylénegiycol) 4000
PMSF
2-thiényl-4-méthoxyphénylcétone
Trizma-base
Tween 20
Véronal

Amphar-Roltand

P. Dansstte (URA 400)
Amersham

P. Dansette (URA 400}
Amphar-Rolland
Aldrich

Sigma

Merck

Janssen

Sigma,
Amphar-Rolland
CEA-URA400{DOCACT.)
Sigma

Difco

Aldrich

Sigma

Sigma

Sigma
Amphar-Rolland
Amphar-Roltand
Merck
Boehringer-mannhein
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Boehringer-mannhein
Sigma

Prolabo

Sigma

Ega-chemie

Sigma

Merck

Sigma

Les autres produits chimiques utilisés sont de la meilleure qualité commercialement disponible.

6.1.3. Dosage des protéines, du contenu en cytochromes P-450 et de l'activité AT-
5-hydroxyliase.

Dosage des protéines - La concentration en protéines microsomales est mesurée selon
la méthode de Lowry avec la sérumalbumine de beeuf comme standard (Lowry et al,

1961a).

Dosage du contenu en cytochromes P-450 - Ce dosage est effectué selon la méthode
de Omura et Sato (Omura et Sato, 1962) : aprés dilution choisie dans du tampon

phosphate de sodium 0,1 M pH 7,4, Ia suspension microsomale est répartie dans deux
cuves 2 bords noirs limitant la diffusion de la lumigre. On réduit les hémoprotéines par
addition de quelques grains de dithionite de sodium puis la cuve échantillon est
saturée en monoxyde de carbone par barbotage. La bande d'absorption a 450 nm du
complexe P-450-CO est alors mesurée par spectrophotométrie d'absorption
différentielle sur un spectrophotométre KONTRON 820 (€450 . 490 = 91 cm"L.mM1),
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Perfusion du foie jusqu'a décoloration
au moyen de sérum physiologique
Découpage en dés dans du tampon sucrose
{sucrose 0,2 M, Tris 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,4, 4°C)

Homogénéisation par appareil de Potter - Elvejhem
(20 & 40 g de foie pour 100 mi de tampon sucrose)
Centrifugation 5 min. 800 g puis 20 min. 13500 g

Centrifugation du surnageant 60 min. 100 000 g
(précipitation microsomes et glycogéne)

Homogénéisation du culot dans tampon
pyrophosphate de sodium 100 mM pH 7,4
Centrifugation 30 min. 100 000g

Homogénéisation du culot dans du tampon phosphate
de sodium 100 mM, glycérol 20%, pH 7,4
Congélation dans I'azote liquide
Conservation 3 -80°C

Figure 6.1 Préparation de la fraction microsomale de foie
de rat. Toutes les manipulations sont effectuées a 4°C, le
contenu en cytochrome b5 est immédiatement dosé (€427 - 410
= 181 cm-1.mM- sur seule réduction de la cuve échantilion),
puis celui en cytochrome P-450 (€450 - 490 = 91 cm-t.mM-1)

Dosage de l'activité de 5-hydroxylation de I'acide tiénilique - Ce dosage est pratiqué
selon la méthode mise au point par Elisabeth Neau (Neau, 1989) : une suspension

microsomale fraichement préparée, 2 la concentration en P-450 de 1 UM, additionnée
du systéme générateur en NADPH (voir ci-dessous), est répartie dans deux cuves &
bords noirs de 1 cm de trajet optique maintenues 2 une température constante de 37°C.,
La réaction est démarrée par 1'addition de 1% en volume d'une solution méthanolique
d'acide tiénilique 10 mM dans la cuve échantillon, et est immédiatement suivie par
enregistrement successif de spectres d'absorption différentielle entre 380 et 450 nm.
La vitesse initiale d'apparition du dérivé § est mesurée 2 390 nm ol se situe son
maximum d'absorption (€age = 27000 crr1.M-1).

Caractéristiques des préparations microsomales - Les caractéristiques des principales
préparations utilisées dans ce travail sont regroupées dans le tableau 6.2. Les micro-

somes contrdles (CONT) sont préparés 2 partir de foies de rats qui ne regoivent aucune
injection. Les préparations de microsomes CLO ont ét€ multiples car utilisées pour la
préparation de grandes quantités des différents métabolites. Seules celles employées
pour l'étude du métabolisme total et de la réaction de fixation covalente aux protéines
microsomales ont été complétement caractérisées.
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Tableau 6.2 Caractéristiques des préparations microsomales.

Induction ombre P-450 .. b5 5—hg roxylation
e rats nmol/mg protéines  nmol/mg nmdl § /min./nmof P-450

CONT 3 1,05 0,48 1.2
PB 6 2,48 0,54

5 2,60 0,57 0,42

8 2,64 0,62 0,56
CLO 10 1,40 0,41 44

5 1,61 0,49 3,7
SPi1 - 0,17 0,084 0,37

1 Microsomes humains (voir paragraphe 3.2.1, p. 93).

6.1.4. Réalisation des incubats et des échantillons H.P.L.C.

Incubations analytigues - Les incubations sont réalisées dans des tubes & hémolyse
pour un volume final de 150 pl par mélange a 4°C, dans un tampon phosphate de
sodium (0.1 M, DETAPAC 1 mM, pH 7.4), de microsomes fraichement décongelés a Ia
concentration en P-450 de 1 uM, de substrat (TAI 100 uM & partir d'une solution
aqueuse 5 mM) et d'un éventuel piégeur. Aprés préincubation de 3 min. & 37°C sous
agitation, la réaction est démarrée par 1'addition du systéme générateur de NADPH
(glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) 2 U/ml, glucose-6-phosphate (G6P)
10 mM et NADP 1 mM). Le systéme générateur, obtenu par mélange d'une solution de
G6PDH 2 100 U/ml et d'une solution de G6P & 200 mM et NADP a 20 mM dans des
proportions 2/5 v/v, est également préincubé 3 min. afin de réduire le NADP en
NADPH. Le milieu réactionnel est agité vivement pendant 20 minutes 3 37°C en
présence de l'oxygene de l'air. Les incubations témoins sont réalisées en I'absence de
systtme générateur de NADPH (remplacé par du tampon phosphate pH 7,4).

Préparation des échantillons HP.L..C. - L'incubation est arrétée soit en milieu neutre
par addition d'un demi-volume d'acétonitrile, soit en milieu acide a pH 4,0 final par un
mélange acétonitrile-acide acétique (CH3CN/CH3COOH 72,5/7,5 v/v) dans un rapport
de 80 pl pour 150 pl d'incubat. Apres 10 min. & 4°C, les protéines sont séparées au
moyen d'une centrifugation 3 14000 g de 10 min. (centrifugeuse Mikroliter de chez
Hettich pour microtubes). L'acétonitrile est évaporé du surnageant par un flux d'azote
et le résidu repris par un excds de tampon acétate de sodium 100 mM pH 4,6 et
conservé a -80°C avant 'analyse par HP.L.C.

Incubations préparatives et prépurification sur Sep-Pack - Des volumes de 10 2 50 ml

permettent la préparation de quantités utiles des métabolites. L'incubation est agitée
doucement durant 20 & 60 min. & 37°C afin de limiter la floculation des microsomes,
puis refroidie A 4°C avant une centrifugation de 10 min. 4 2000 g. Le surnageant est
passé sur une petite colonne (C18, systéme Sep-Pack) et, aprés ringage 2 1'eau pure, les
métabolites sont élués par 2 ml de méthanol. Le bilan réactionnel et les rendements
sont calculés grace & un marquage faible du TAI 2 0,5 Ci/mol.

6.1.5. Réalisation des élugrammes H.P.L.C. et des radiochromatogrammes.

Les échantillons sont chromatographiés sous haute pression (H.P.L.C.) dans une
colonne 2 polarité de phase inverse (MOS HYPERSIL C18 5um, 250 x 4,6 mm) €luce
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Tableau 6.3. Méthodes de gradient H.P.L.C.
[colonne MOS HYPERSIL. C18 5um, 250 x 4,6 mm, 1 ml/min. tampon A
CHaCOONa 100 mM pH 4,8, solvant B HoO/CH3CN viv].

Méthode H.P.L.C. A {gradient continu)  0-100% solvant B en 20 min.
(départat=60s)

Méthode H.P.L.C. B (gradient étagé) 33% isocratique at=o
45% at= 6 min.
45-100% continu en 7 min.
at=13 min.

au débit de 1 mi/min. par un mélange de deux solvants A et B. Le solvant polaire A est
un tampon acétate de sodium 100 mM pH 4,6 (excepté pour la préparation des
sulfoxydes 13 et 14, voir ci-dessous), et le solvant B, un mélange eau-acétonitrile
50/50 v/v. Les deux conditions de gradients utilisées, décrites dans le tablean 6.3, sont
un gradient continu (gradient A) et un gradient étagé (gradient B). Le gradient B a un
meilleur pouvoir séparateur sur les composés €lués entre 15 et 20 min. par le gradient
A, mais est seulement utilisable sur de faibles quantités de produits. Des conditions
isocratiques ont parfois été employées.

En sortie de colonne, les élugrammes sont enregistrés par spectrophotométrie
d'absorption U.V. ou visible multilongueur d'onde en temps réel au moyen du systeme
Spectra FOCUS de chez Spectra-Physics. Une collection par fractions de 0,5 ml
chaque 30 secondes dans des tubes de propyléne de 3 ml, aprés addition de 2 ml de
liquide scintillant (Picofluor 30, Packard), fournit le radiochromatogramme par
comptage de la radioactivité au moyen d'un compteur a scintillation Packard Tri-carb
4500 (correction de l'extinction par étalonnage externe).

6.1.6. Mesure de Ia fixation covalente aux protéines microsomales.

La méthode employée est une adaptation de la technique décrite par Fenselau et
Wallin (Fenselau, 1970 et Wallin et al, 1981). Des aliquots de 50 pil d'incubat sont
déposés sur des filtres de fibres de verre (GF/B de chez Whatman) qui sont immergés
immédiatement dans une solution aqueuse d'acide trifluoroacétique 10 % qui précipite
les protéines. Aprés transfert dans deux bains de lavage au méthanol de 10 min. et un
dernier bain dans de l'acétate d'éthyle (bains de 100 ml pour une vingtaine de filtres),
les filtres sont séchés & l'air libre puis déposés chacun dans une fiole de polyéthyiéne.
La radioactivité est comptée aprés addition de 3 ml de toluéne scintillant (Packard).
Chaque mesure est effectuée en duplicat.

6.1.7. Etudes en Résonance Magnétique Nucléaire (R.M.N.).

Les échantillons purifiés par H.P.L.C. sont lyophilisés et repris par 0,3 ml de
solvant deutérié (selon les solubilités : D,O 100%, CD,Cl, 100%, DMSO-Dg 100%,
CD3CN 100% sur carbonate de potassium...). Le tube est éventuellement scellé aprés
dégazage sous vide avant la recherche des NOE.

Les spectres de R.M.N.1H sont enregistrés sur un spectrometre 250 MHz
(Brucker WM 250) ou 400 MHz (Brucker AM 400 4 1'Ecole Normale Supérieure de
Paris). Les déplacements chimiques & sont exprimés en p.p.m. par rapport au signal du
tétraméthylsilane Si(CHs),.
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Pour les spectres réalisés dans 1'eau lourde, il a éi€ parfois nécessaire d'éliminer
le pic de I'eau 1égere résiduelle (HOD 2 4,80 p.p.m.), soit par présaturation du pic de
l'eau ou par des techniques de relaxation différentielle (expérience de type WEFT) ou
encore par déplacement de ce pic 2 haute température (70°C).

6.1.8. Autres techniques spectroscopiques.

Les spectres d'absorption U.V.-visible sont enregistrés sur un appareil
KONTRON 820 ; les spectres d'absorption infrarouge ont été réalisés sur un appareil
Nicolet NIC 5DX (pastille KBr) ou sur un Perkin FT IR (lubrol). Les spectres de masse
sont obtenus sur un appareil NERMAG R10-10 par impact électronique ou par
lonisation chimique (NHs3). Les résultats sont exprimés en pourcentage du pic de base
(100%) ; 1e terme Clz indique la présence un fragment dichloré identifié par un triplet
isotopique (M, M + 2, M + 4) dans un rapport 9/6/1 correspondant 2 la distribution
naturelle des isotopes 3°Cl et 37CL

6.1.9. Préparation des métabolites 13 et 14.

Préparation des métabolites 13 et 14 - L'utilisation de mercaptoéthanol 3 la

concentration de 100 uM, de TAI 70 uM et de P-450 CLO i la concentration de 1,2
uM pour une durée d'incubation de 35 min. perinet un rendement de 60 % en
métabolites 13 et 14, soit 45 nmol/ml d'incubat. Le volume des incubations varie entre
20 et 40 ml. Ce type d'incubation s'est révélé de plus intéressant par la pureté des
métabolites obtenus ; ainsi, aprés évaporation par un flux d'azote du méthanol de
I'éluat du Sep-pack, reprise par de I'eau du résidu, 1égere acidifification au moyen
d'HC1 (pH 3 afin de protoner le carboxylate) et extraction par l'acétate d'éthyle,
I'élugramme de la figure 6.2 est couramment observé, Cette fraction a été un point de
départ couramment employé pour 1'obtention de l'ensemble des métabolites de
piégeage décrits dans le chapitre I1.

Séparation des métabolites 13 et 14 - Les deux métabolites sont collectés ensemble au
temps de rétention de 15,5 min. avec la méthode de gradient H.P.L.C. A, puis séparés

par un gradient de faible pente 25-33 % de solvant B en 20 min. Pour éviter leur
dégradation au décours de I'étape de lyophilisation, il est nécessaire d'utiliser un
solvant A ne contenant que de l'acétate de sodium 50 mM. L'utilisation de ce solvant
abaisse le seuil de saturation de la colonne qui n'autorise plus la séparation dans des
quantités préparatives. Des solutions pour analyse R.M.N. presque pures en
métabolites 13 ou 14 ont été obtenues par réitération de I'étape de purification utilisant
le gradient de faible pente et le solvant A acétate de sodium 50 mM. Un traitement
intermédiaire 2 pH 8,5 pendant 3 4 4 min. & 37°C du métabolite 14 permet sa
conversion partielle en 13 dont le rendement est ainsi augmenté.

6.1.10. Préparation du métabolite 17.

La fraction contenant les métabolites 13 et 14 issue de la premiére purification
par HP.L.C. (gradient A) est reprise par un exceés d'HCI 2N et incubée 2 heures a 37°C.
L'extrait par de l'acétate d'éthyle de cette nouvelle incubation est ensuite purifié par
H.P.L.C. selon la méthode de gradient A et conduit & l'isolement du métabolite 17
(temps de rétention de 18,5 min.). Une variante consiste au traitement direct de
I'incubation par l'acide chlorhydrique. Le rendement atteint 50% du TAI initial avec
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Figure 6.2 Etude H.P.L.C. d'une incubation préparative de 13eti4
[méthode de gradient HRLC.type A, élugramme avec détection & 280 nm].

des microsomes CLO, les quantités obtenues varient de quelques g 2 1 mg selon la
quantité de sulfoxydes 13 et 14 traitée.

6.1.11. Deutériation du TAI et de 21 par I'acide heptafluorobutyrique deutérié.
Préparation de l'acide heptafluorcbutyrigue deutéri¢ - Cet acide est obtenu par

mélange équimolaire de I'anhydride commercial et de D20.

Deutériation du TAI - 5 mg de TAI sont dissous dans 400 ul d'acide heptafluoro-
butyrique deutérié. Aprés chauffage 24 heures a 105°C (la réaction est suivie en
R.M.N.1H), l'acide est évaporé sous vide et le résidu repris par 500 ul d'ammoniaque
0,5N puis par du DMSO-Dg aprés lyophilisation. Toutes les manipulations ont été
effectuées dans le tube utilisé pour 'étude en R.M.N.1H.

Deutériation du métabolite 21 - 1 mg du composé 21 est porté 12 heures & 100°C en
solution dans 400 pl dun mélange DMSO-Dg/acide heptafiuorobutyrique deutérié v/v.
Aprés lyophilisation, le résidu est méthylé au diazométhane puis remis en solution
dans du CD2Cls. Toutes les manipulations ont été effectuées dans le tube utilisé pour

l'étude en R.M.N.1H.

6.2. Etude de la S-oxydation du TAI in vive chez le rat et in vitro chez I'homme,

L'origine des produits chimiques utilisés dans le chapitre II est précisée dans le
tableau 6.1 (p. 135).

6.2.1. Métabolisme du TAI en présence de N-acétylcystéine in vitro chez le rat.

Incubations analytiques en présence de N-Acétylcystéine - Les incubations ont été

réalisées et analysées selon les mémes protocoles que ceux décrits précédemment avec
le mercaptoéthanol comme piége (paragraphes 6.1.4 & 6.1.6). Les microsomes
proviennent de rats induits par le clofibrate et sont a la concentration de 1 UM en P-

450.
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Préparation_du_dérivé 29 - La méthodologie est identique 2 celle employée pour
préparer le dérivé 17 (partie expérimentale 6.1.10, p. 140). Le volume d'incubation est
de 20 ml (P-450 CLO 1 uM, TAI 100 uM, NAC 100 uM). Au bout de 30 min., le
milieu est acidifié par de 'HCI jusqu'a la concentration de 1 M et l'incubation poursui-
vie 120 min. Le métabolite 29 est d'abord purifié sur Sep-pack puis par H.P.L.C. selon
le gradient A.

Préparation des dérivés méthylés 324 et 32p - Un milieu réactionnel de 40 ml
contenant du TAI (100 uM), de la N-acétylcysi€ine (5 mM) est incubé 120 min, 3

37°C en présence de microsomes CLO (P-450 2 uM). Aprés purification sur Sep-pack,
I'€luat au méthanol est évaporé sous flux d'azote, repris par 0,5 ml d'eau puis acidifié
au moyen d’'HC1 (jusqu'a pH 1). Les métabolites sont alors extraits par de l'acétate
d'éthyle et immédiatement méthylés par le diazométhane. Les métabolites 324 et 32
sont séparés et purifiés par H.P.L.C. en conditions isocratiques CH3CN/H20 45%/55%
v/v. Le métabolite 30 méthylé, présent en quantité importante, n'a pas ét€ étudié.

6.2.2. Métabolisme du TAI in vivo chez le rat.

Traitement des rats - Deux rats méles Sprague-Dawley de 300 g ont regu une injection
intrapéritonéale d'une solution de TAI (sel de tris, Trizma, Sigma) & 1a dose de 30
mg/kg. Du TAI radioactif (0,1 uCi/umol) a été utilisé chez I'un des 2 rats. Les rats
sont immédiatement placés chacun dans une cage munie 3 sa partie inférieure d'un
systéme d'entonneir qui assure la collection des urines. L'eau et 'alimentation sont
données ad libitum. A différents temps, le systéme de collection est rincé par de I'eau
qui est recueillie puis complétée 2 un volume final de 22 ml. Le comptage, sur un
aliquot de chaque fraction, a permis la mesure de 1'élimination urinaire de la
radioactivité au cours du temps. Cinq fractions ont ét€ ainsi collectées : 0-1h, 1-2h, 2-
4h, 4-6h et enfin 6-24h. Les rats sont alors sacrifiés.

Traitement des recueils urinairgs - Chaque fraction est purifiée par passage sur un
systéme Sep-pack. Les métabolites retenus sont élués par 2 ml de méthanol et la radio-
activité est retrouvée sans perte dans cetie nouvelle fraction. Aprés analyse H.P.L.C.,
les éluats des Sep-pack sont rassemblés et le méthanol évaporé sous flux d'azote. Le
résidu est repris par un peu d'ean, acidifié 2 pH 1 au moyen d'HCI et enfin extrait par
de l'acétate d'éthyle. Cette phase est alors méthylée au diazométhane et les métabolites
obtenus étudiés par H.P.L.C.

6.2.3. Etude du métabolisme du TAI par des microsomes hépatiques humains.

Préparation d'un échantillon authentique de l'alcool 34 obtenu par réduction de la

fonction cétone du TAI - A une solution isopropanolique de TAI (5 mg dans 2 ml), on
ajoute NaBHy en large exces. La réaction est arrétée au bout de 360 min. & température
ambiante par de 1'eau (1 ml). Aprés évaporation partielle de 1'alcool sous flux d'azote,
le pH est descendu a 1 au moyen d'HCI et les produits de 1a réaction extraits par de.
l'acétate d'éthyle. Une chromatographie sur plaque de silice (toludne/acétate
d'éthyle/acide acétique 15/60/5 v/v/v) conduit & un produit majoritaire (zf = 0,42) qui
répond aux caractéristiques attendues pour un produit de réduction de la cétone en
alcool avec une masse M de 332 (m/z (NH3) = 315 (20%, CL,, M - H,0 + HY), 332 (2%,
Clp, M - H,O + NH4*) et m/z (E.L, impact électronique) = 332 (10%, Cl,, M), 247 (10%,
Cl,, perte du noyau thiophéne et de deux hydrogénes)). Le spectre RM.N.1H du sel
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Figure 6.3 Comparaison des spectres R.M.N.TH du métabolite 34 (en
haut) et d’'un authentique obtenu par réduction de la fonction cétone du
TAIl (en bas) (en solution dans le DMSQ-Dg sous forme de sels d'ammonium).

d'ammonium de ce composé en solution dans le DMSO-Dg comporte le signal d'un
proton supplémentaire en singulet (1H) a 5,98 p.p.m. 2 coté des signaux du groupe
phénoxyacétate (OCH3 (4,16 p.p.m., s, 2H), Hx (7,41 p.p.m., 1 H, d 9 Hz) et Hy (6,81
p.p.m., 1H, d 9 Hz)), et de ceux des trois protons du noyau thiophéne (H; (7,21
p.p.m.,1H, dd 1,5-3 Hz), H; (6,96 p.p.m., 1H, dd 1,5-5 Hz) et Hs (7,40 p.p.m., 1H, dd
3-5 Hz)) (figure 6.3).

Préparation du métabolite 34 - Du TAI (100 uM) est incubé en présence de
microsomes SP1 (P-450 0,4 uM, voir paragraphe 3.2.1, p. 93), d'un systéme généra-
teur de NADPH et de mercaptoéthanol (5 mM) pendant 30 min. & 37°C (volume de
I'incubation 25 ml). Les métabolites sont prépurifiés par passage sur un systéme sep-
pack et séparés par H.P.L.C. selon le gradient A. Le métabolite 34 est recueilli et
analysé en R.M.N.IH en solution dans le DMSO-Dg et en spectrométrie de masse. Le
spectre de masse en ionisation chimique (NHz3) retrouve les fragments a 315 (100%,
Clz, M - H20 + H*) et & 332 (20%, Clz, M - H,O + NHyt) tandis que 'étude en
R.M.N.IH montre un spectre superposable 2 celui de I'authentique (figure 6.3).
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Tableau 6.4 Composition des milieux de culture (Brian et ai,
1989, Ph. Beaune, communication personnelle).

Composition du mélange aa-mix {en mg, acides aminés série L)

Phénylalanine 100 asparagine 30
Sérine 750 lysine (1 HCI) 60
Tyrosine 60 arginine (HCI) 40
Cystéine 80 valine 300
Tryptophane 80 alanine 80
Proline 80 ac. aspartique 200
Histidine 40 glycine 80
Glutamine 80 glutamate 200
isoleucine 80 {monosadique)

Methionine 40 uracile 40
Thréonine 400 adénine (hémisulfate) 83

Composition et préparation du milieu minimum

Ajouter dans lordre :

1 - Yeast Nitrogen Base (Difco).... 6,7¢g

Pl -T2 011 S 139

3-HO.. o 200 mi

4 - autoctaver 30min. 4 120°C

5 - Glucose 20% autoclavé. . . . ... 100 ml
1000 ml

6.2.4. Etude de la S-Oxydation du TAI par des levures exprimant les P-450 IIC9
et HC10.

Conservation des souches - Les souches originelles données par F. Guengerich
(Naschville, E.U.) et Ph, Beaune (C.H.U. Necker)) ont été conservées & - 80°C & partir
de cultures initiales auxquelles ont été ajoutées 15% de glycérol v/v avant congélation.
Des réensemencements successifs sur milieu solide dans des boftes de Petri
conservées a 4°C mettent les souches a disposition en permanence.

Composition et préparation du milieu de culture - Il s'agit d'un milieu minimum stérile

qui contient du glucose, une source d'azote et un mélange d'acides aminés exempt de
leucine comprenant également de l'uracile et de 1'adénine (mélange aa-mix)
(composition et préparation des milieux dans le tableau 6.4). Quelques colonies sont
prélevées sur une boite de Petri au moyen d'une anse de platine préalablement
stérilisée 2 la flamme et servent 4 ensemencer une préculture de petit volume (50 a
100 ml). La pousse des cellules se fait en anaérobiose partielle 2 28°C dans des fioles
de type Erlenmeyer, 2 moitié remplies et agitées réguliérement, et est suivie par
estimation de la turbidité en mesurant I'absorbance 2 600 nm (en phase exponentielle
de croissance, le temps de division cellulaire est de I'ordre de 140 min.). En fonction
de la pousse de la préculture, on ensemence les cultures de grand volume (1,5 1) qui
sont arrétées par refroidissement a 4°C lorsque la densité optique atteint 1,8 4 2 de
D.O. (trajet optique de 1 cm).

Dosage du P-450 sur cellules entiéres - L'utilisation de souches anaérobies rend
possible le dosage des P-450 sur cellules enti¢res par 1'absence des hémoprotéines

mitochondriales absorbant dans cette région (Oeda et al, 1985). Apres lavage, les
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Arrét des cultures entre 1,8 et2 de D.C.
par refroidissement 4 4°C
Centrifugation 150's, 2500 g
Lavage par H,0O
{congélation possible des cellules
dans 'azote liquide)

|

Reprise par tampon A (tris{HCI10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5),
DTT 0,1 mM, Lyticase 250 U/mi (Sigma), PMSF 0,4 mM et sorbitol 2M
dans 1/20éme du volume de culture (# 2.10° cellules/my)
Incubation 60 min. & 30°C (diminution d'au moins 70% de la DO s00)
Centrifugation 240 s, 10000 g

|

Reprise avec précaution par tampon A + 2 M sorbitol 4 0°C
Centrifugation 240 s 10000 g

Reprise par tampon A + 0,6 M sorbitol et 0,4 mM PMSF 4 0°C
Sonication 140 W, 4x5 s
Centrifugation 20 min. 10000g
Centrifugation du sumageant 80 min. 125000g

Reprise selon concentration en P-450 désirée
par tampon Tris(HC50 mM, EDTA 1 mM, glycérol 20% viv pH 7,4
Congélation dans azote fiquide

Figure 6.4 Preparation de la fraction microsomale de levure (Oeda
et ai, 1985 et Brian et al, 1989).

cellules sont reprises dans de l'eau pure a la concentration de 10° cellules/ml (en
comptant 1 unité de D.O.gop = 3.107 cellules) puis transférées dans deux cuves 2 bords

noirs de 1 cm de trajet optique qui sont disposées prés de la source lumineuse
(appareil UVIKON 820). L'addition de dithionite de sodium ("une pointe de spatule")
dans les deux cuves puis un bullage de CO dans la cuve échantillon aprés mise en
mémoire de la ligne de base permet d'enregistrer un spectre de type P-450 similaire 2
celui reporté pour les souches MP4 ou MP8 (Brian et al, 1989).

Préparation de la fraction microsomale - La fraction microsomale est préparée selon
une méthode initialement décrite par Oeda (Oeda et al, 1985) (figure 6.4).

Nouvelle méthode de dosage de la S-hydroxylation de l'acide tiénilique - Les

incubations d'AT (de volume 150 pl) sont arrétées par l'addition d'un mélange




146

acétonitrile/acide acétique 75/7,5 v/v (addition de 80 ul pour 150 pl d'incubat, pH 4
final réguliérement contrdlé) puis tranférées dans des microtubes. Aprés 10 min. a
4°C, les protéines sont séparées par centrifugation 5 min. a 14000 g et le surnageant
est incubé 120 min. & 37°C, Le dérivé § de I'AT est alors dosé par absorption U.V. a
390 nm aprés transfert dans des microcuves de 100 ul de volume. En I'absence
d'acidification, ce dosage est peu précis & cause de l'absorbance importante du
NADPH. Le NADPH est instable en milien acide (Lowry et al, 1961b) et, dans un
mélange tampon phosphate 100 mM, pH 7,4/acétonitrile/acide acétique 150/75/7,5
v/v/v pH 4 final, il disparait avec un temps de demi-vie de 17 min. Aprés 120 min.
d'incubation a 30°C, le NADPH est complétement détruit alors que le dérivé § reste
stable sous sa forme ionisée. Nous avons obtenu par cette méthode des résultats avec
des microsomes de rat CLO comparables a ceux donnés par la méthode d'E. Neau

{Neau et al, 1990).

Dosage des thiols libres microsomaux - Ce dosage utilise la méthode d'Ellman &
l'acide (5,5'-dithiobis)2-nitrobenzoique (DTNB) (Ellman, 1959). 50 pl de préparation
microsomale sont mélangés avec 150 ul de tampon phosphate de sodium 100 mM pH
7,4, 200 ul d'une solution de DTNB 1 mg/ml dans le méme tampon et 500 pl
d'acétonitrile. Aprés 10 min. a 4°C, les protéines sont éliminées par centrifugation 5
min. a 14000g. Les thiols sont dosés par spectrophotométrie d'absorption visible 4 412
nm {€/thiol= 13600 M-l.cm-!, non modifié par la présence de l'acétonitrile) ; la
référence est réalisée par séparation des protéines apres précipitation 2 1'acétonitrile et
centrifugation avant 1'addition de la solution de DTNB. La concentration des thiols
libres des protéines microsomales de levures mesurée par cette méthode est de 50+ 5
nmol SH/mg de protéines microsomales. Un protocole identique a été employé pour le
dosage des thiols libres des microsomes CLO. La valeur obtenue sur trois lots
différents est de 52 + 2 nmol SH/mg de protéines microsomales.

6.2.5. Propriéiés des métabolites du TAI fixés aux protéines microsomales.

Réalisation des incubations - Toutes les incubations sont conduites avec des micro-
somes CLO (P-450 1 uM) et du TAI 2 la concentration de 100 uM (25 pCi/uM). Le
taux de fixation covalente aux protéines microsomales est mesuré en duplicat par
prises d'essai de S0 pul sur filtres Whatman (partie expérimentale 6.1.6, p. 139).

Effet du mercaptoéthanol sur la fixation covalente du TAI - Au bout de 30 min.
d'incubation (150 ul, 30 min. & 37°C), des aliquots de 70 ul d'incubat sont mélangés
avec un volume équivalent d'une solution de mercaptoéthanol a différentes concen-
trations (100 uM a 2 M dans du tampon phosphate 100 mM pH 7,4} contenant
éventuellement du SDS 6%. Aprés 60 min. d'incubation & 37°C, on mesure le taux de
fixation covalente du TAI aux protéines microsomales. Une série de filtres issus
d'incubations en I'absence de systéme générateur est traitée selon le méme protocole.
Une expérience a été réalisée avec SDS et une sans SDS.

Etude par H.P.L C. des composés libérés par traitement au mercaptoéthanol de
protéines microsomales avant fixé les métabolites du TAI - Les protéines d'une incu-

bation de volume 5 ml (30 min. & 37°C) sont précipitées par un mélange
CH3CN/CH3COOH (partie expérimentale 6.1.4, p. 138). Aprés centrifugation 10 min. a
1000 g, le culot est lavé trois fois 3 4°C par 10 m! d'un mélange HpO/CH30H v/v. Les
protéines sont alors incubées & 37°C pendant 60 min. en présence de 0,5 ml d'une
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solution de mercaptoéthanol 500 mM dans du tampon phosphate de sodium 100 mM
pH 7.,4. Aprés centrifugation a 14000 g, le surnageant est étudié par H.P.L.C.
L'expérience a été faite 2 fois.

Influence du temps d'incubation sur la stabilité des métabolites fixés vis a vis du
mercapto€thanol - A différents temps de l'incubation (incubation de 150 ul, 37°C), une
mesure de la fixation covalente aux protéines est effectuée et des aliquots de 70 1l sont
mélangés avec du mercaptoéthanol 2 M dans du tampon phosphate de sodium 100
mM pH 7,4. Aprés 30 min. d'incubation 2 37°C, la fixation covalente aux protéines est
mesurée. Une série de filtres issue d'incubations en I'absence de systéme générateur en
NADPH est traitée selon le méme protocole.

Stabilité des métabolites fixés, vis a vis du mercaptoéthanol, aprés un traitement par
HCI - Les protéines d'un aliquot de 50 ul de chaque incubation (150 ul, 30 min. a 37°)
sont déposées sur des filtres de fibres de verre whatman que l'on dépose chacun dans
un tube & hémolyse de 7 ml. On ajoute alors 4 ml d'HC1 1 N par tube. Aprés 60 min.
d'incubation & 37°C, les filtres sont traités par du mercaptoéthanol 1 M (dans du
tampon phosphate pH 7,4 controlé aprés immersion des filtres) 30 min. & 37°C avant
mesure de la radioactivité (paragraphe 6.1.6, p. 139). Une série de filtres issue
d'incubations en I'absence de systéme générateur en NADPH est traitée selon le méme

protocole.

6.3. Préparation d'anticorps anti-acide tiénilique.

L'origine des produits chimiques utilisés dans le chapitre III est précisée dans le
tableau 6.1 (p. 136).

6.3.1. Synthese de Ia BSA-AT par la méthode au SPDP.

Thiolation de la BSA - Dans un ballon, on mélange successivement 3 ml de tampon
phosphate de sodium 100 mM, pH 7,5, dégazé sous argon, 33 mg de BSA puis 300 ul,
goutte & goutte, d'une solution méthanolique de SPDP (N-succinimidyl-3-(2-pyridyl-
dithio)propionate, 4,65 mg soit 30 équivalents par rapport & la BSA). Aprés 60 min. &
température ambiante, en atmosphére neutre et sous agitation douce, on ajoute 1,1 ml
d'une solution de DTT 100 mM et on laisse & nouveau réagir pendant 60 min. La BSA
thiolée est alors purifiée sur une colonne (IBF 16G400, @ 2 cm, 2 ml/min) contenant un
gel de trisacryl GFO5M élué par du tampon phosphate de sodium 100 mM, pH 5,
dégazé sous argon, NaCl 100 mM et DTT 0,1 mM. La protéine sort dans la fraction de
téte (10 min.) sous un volume de 18 ml. Les thiols sont alors dosés par le réactif
d’Ellman (voir p. 146) avec le tampon d'élution comme référence et la concentration
de BSA est mesurée par son absorption dans 1.V, 4 278 nm (Ap7g = 0,63 unité de D.O.

pour une solution de BSA 4 1 mg/ml). On trouve 32 thiols par molécule de BSA, soit
une fixation quantitative du SPDP,

Couplage avec I'acide S-chloro-tiénilique 39 - Le pH de la fraction contenant la BSA
thiolée est amené a 9,3 au moyen de K2CO3. Aprés addition d'un ml d'une solution
aqueuse de 39 20 mM (0,2 uCi/umol), le milieu réactionnel est agité doucement a
I'abri de la lumigre. Au troisiéme jour le pH est monté a 10,3 et la température & 40°C;
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au huitiéme, une anaérobiose stricte est obtenue par surpression d'argon, la réaction est
arrétée au quatorziéme jour. Le nombre de molécules d'acide tiénilique fixées par
molécule de BSA est mesuré réguliérement sur des aliquotes par précipitation des
protéines en milieu acide sur filtre Whatman et comptage de la radioactivité retenue
(partie expérimentale 6.1.6, p.139). En fin de réaction, le pH est redescendu & 7 au
moyen d'acide acétique et la BSA-AT est purifiée sur la méme colonne éluée par un
tampon acétate de sodium 100 mM pH 5,5. Le pH de la fraction qui contient les
protéines (A 10 min.) est amené a 10 (Trizma, Sigma) et on ajoute de l'iodoacétamide 3
mM. Aprés 30 min. a 40°C, on lave les protéines par deux fois 30 volumes de tampon
acétate de sodium 100 mM pH 5,5 aprés concentrations successives par ultrafiltration
(Systéeme Aminko, membrane d'exclusion & 30000 Daltons). Aprés lyophylisation, on
récupére 13 mg de BSA-AT avec un rendement de 40% par rapport 4 la BSA initiale. Il
existe une deuxiéme fraction, qui sort au temps d'élution de 60 min., contenant
également des protéines mais qui ne sont pas retenues par la membrane d'ultra-
filtration, il s'agit donc de peptides issus de coupures de la BSA.

6.3.2. Protocole d'immunisation, obtention des sérums et de la fraction des
immunoglobulines.

Le protocole et les techniques employés pour cette immunisation sont usuels
(Catty et al, 1988, Dresser, 1986).

Immunisation - Une solution dans du sérum physiologique de BSA-AT est émul-
sionnée avec un méme volume d'adjuvant de Freund avant d'étre administrée en de
multiples points d'injection sous-cutanée au flanc de chaque lapin. La premigre
injection contient 500 pg de BSA-AT et de 'adjuvant complet, les rappels sont
effectués tous les deux mois avec de l'adjuvant incomplet et 500 pg de BSA-AT pour
le premier rappel puis 100 Lg pour les suivants. A partir du deuxiéme rappel, le sang
est collecté 10 a 15 jours aprés I'injection (respectivement 10, 14, 12 et 14 jours pour
les prélévements I 2 IV).

Réalisation des prélévements et préparation des sérums - Le revétement cutané de

l'oreille est désinfecté au moyen d'alcool a 70°. La veine externe est vasodilatée par du
toluéne appliqué avec un morceau de coton puis sectionnée franchement au moyen
d'une lame de bistouri. 40 2 50 ml de sang sont collectés par lapin. Les prélévements
sont ensuite incubés 60 min. 4 37°C puis une nuit 4 4°C. Les sérums sont séparés des
coagulums et conservés par congélation a -20°C.

Obtention de 1a fraction des immunoglobulines du lapin 2 - Les immunoglobulines

sont fractionnées en une étape par précipitation au sulfate d'ammonium (méthodologie
selon Ternick et Avrameas, 1987). A 60 ml de sérum du lapin 2 (prélévements II, IIT et
IV), on additionne 40 ml de tampon phosphate de sodium 100 mM pH 7,4, NaCl 150
mM (PBS) puis, goutte a goutte, 133 ml d'une solution saturée de sulfate d'ammonium.
La précipitation s'achéve a 4°C en 10 min. Le précipité est centrifugé 20 min. 2 3000 g
puis repris par 100 ml d'une solution de sulfate d'ammonium & 40% de saturation.
Aprés un deuxidme lavage par 50 ml de cette solution, la fraction des
immunoglobulines est remise en solution dans 30 m! de PBS puis dialysée pendant 24
heures contre du PBS. On récupére les immunoglobulines dans un volume de 60 ml
que l'on ajuste par ultrafiltration & un volume moitié du volume de sérum initial soit 30
ml. Le dosage des protéines selon la méthode de Lowry (Lowry et al, 1961a) est de
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40,6 mg/ml, soit le chiffre habituel de 20 g Ig/l de sérum. 4 ml de cette préparation ont
été conservés a 4°C en présence d'azoture de sodium (10 mM) puis utilisés pour
I'étude de la réponse anti-AT ; le reste a été congelé.

6.3.3. Technique de double diffusion sur gel d'agarose (Ouchterlony).

Sur une plaque de Gel-bond disposée sur une table mise & niveau, on coule un
gel d'agar 125x125x1,5 mm (soit 23 ml) tamponné par du véronal 2 pH 7,4 de
composition donnée dans le tableau 6.6. Dés qu'il est solidifié, on creuse 6 séries de 12
puits au moyen d'une empreinte : puits de 3 mm de diamétre distants des plus proches
voisins de 5 mm selon un maillage hexagonal (figure 4.6, p. 117). Dans les puits
externes sont déposés 8 Ul des différents sérums 2 tester et dans les 2 puits centraux 8§
ul soit d'une solution de BSA-AT (dans du PBS), soit de BSA. Aprés une nuit
d'incubation & 4°C sous atmosphére saturée en vapeur d'eau, les gels sont lavés dans
du sérum physiologique (2x60 min.). L'eau du gel est ensuite absorbée par plusieurs
épaisseurs de papier filtre (5x Wattman 3mm) disposées sur le gel et maintenues sous
pression. Aprés séchage complet au séche-cheveux, les arcs de précipitation sont
révélés au bleu de Coomassie (solution colorante : MeOH/CH3COOH/H,0 5/1/5 vfv
plus quelques grammes de bleu de Coomassie (# 5 g/1), solution décolorante : idem
sans le bleu, la coloration est réversible).

Tableau 6.6 Composition des gels d'agar utilisés
dans la technique double-diffusion.

Pour 200 ml d'eau :

Véronal 60 mM 2430 mg
(tampon Sigma, pH ajusté par HCI)

Merthiolate 0,01% 20 myg
Agar noble 1,25% (Difco) 2500 mg
PEG 4000 2% 4000 mg

6.3.4. Techniques Elisa.
Préparation des métabolites du TAI ou de I'AT fixés aux protéines microsomales - Les

métabolites du TAI fixés aux protéines microsomales ont été traités en fin
d'incubation par de 'HCI afin de les stabiliser, le traitement des métabolites de I'AT
fixés aux protéines a été de méme. Du TAI (ou de I'AT) 100 uM est incubé en
présence de microsomes CLO (P-450 1 ou 2 uM) et de systéme générateur de NADPH
(de tampon dans les incubations de référence) & 37°C pendant 20 min. La réaction est
arrétée par de 1'HCI 2N. Aprés une heure d'incubation & 37°C, les protéines sont
centrigugées 30 min. & 700 g dans des tubes en polypropyléne. Le culot est ensuite
lavé 3 fois par 20 ml de méthanol (lavages alternés par des centrifugations de 15 min,
4 10000 g dans des tubes en polycarbonate). Le culot est alors dissous dans de la
soude 0,1N (moitié du volume de l'incubation initiale) par sonication & 75 Watts 0,5
s/s & 0°C pendant 10 min. (la solution dans la soude des protéines issues des
incubations d'AT présentent une couleur jaune). Deux aliquots sont prélevés pour le
dosage des protéines et du taux de fixation covalente avant dilution choisie dans du
tampon de sensibilisation pH 9,5 de 1'Elisa et congélation immédiate. Le dosage de la
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100 pl tampon de sensibilisation + antigéne

. B0 min. 37°C et/ou 16 heures 3 4°C
. 1 lavage PBS

100 ul gélatine 0,5% dans PBS

. 30 min. 37°C
. 3 lavages PBS-tween

100 u! PBS-tween-gélatine + sérum

. 120 min. 37°C ou 16 heures 4°C I PROTOCOLE ELISA I

. 5 lavages PBS-tween

100 ui Anticorps anti-lapin marqués a la peroxydase
{Dakopatis P217 1/5008) dans PBS-tween-gélatine

. 60 min. 37°C
. 5 lavages PBS-tween

100 pi solution révélation

. 20 min. 37°C
. arrét par refroidissement 4 0°C

Lecture 4490 nm

EBS tampon phosphate pH 7,4 salin
pour 1000 mi, 100 mf tampon phosphate de sadium 100 mM pH 7.4,
8,7 g de NaCl, compléter & 1 1 par de I'eau purs.

PBS-tween 0,1%
tween 20 1 mi pour 1000 mf de PBS

!'a‘é 'Qilﬂﬁ 50£
25 g de gélatine alimentaire dissous a chaud dans 500 ml d'eau pure,
réchauifage au four & microondes avant emploi.

PBS-gélatine-(tween)

gélatine 5% 1 mi & compléter & 10 ml par du PBS-(iween)

Tampon de sensibilisation pH 9,5 (bicarbonate 0,05 M)

dans 1 | d'eau pure ;

Na2COs  159g
NaHCO3 293g
NalN3 02 g
Solution de révélation Tampon citrate pH 5,6
{préparée immédiatement avant emploi} NazHPC4 206g
ABTS {Sigma) 20 mg Ac. citrique 4459
H202 30% 20ui eau pure 500 ml

tampon citrate pH 5,6 25 ml ajuster le pH par HCI concentré

Figure 6.5 Protocole des tests Elisa avec la composition des solutions employées (les sels
proviennent de chez Merck). (N.B. il semble & postériori que fa concentration en eau oxygénée soit
environ trois fois trop élevée avec pour conséquence une diminution de l'intensité du signal de I'Elisa)
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Figure 6.6 Calibrage de la sensibilisation des plaques Elisa par les
proteines microsomales contenant des métabolites du TAl fixés de fagon
covalente (chaque mesure est corrigée par |a valeur du puits témoin et
est effectuée en duplicat).

attendues (19,25 et 18,8 nmol TAI/nmol P-450 et 3,5 nmol AT/nmol P-450) avec une
absence de fixation sur les protéines des incubations de référence (0,12 (TAD et 0,13
(AT) nmol/nmol P-450). Le dosage des protéines, que se soit par la méthode de Lowry
ou la méthode a l'acide bicinchoninique (BCA-kit, Pierce), ne retrouve que 60% des
protéines attendues. Il semble que ce phénoméne apparaisse 2 la suite du traitement
par HCI et ne serait pas du 2 une perte des protéines au cours des différents lavages
(observation sur des expériences en cours au laboratoire) comme le montre les chiffres
de la fixation covalente.

Protocole des tests Elisa - Ces tests ont ét€ réalisés sur des plaques de 96 puits (Nunc,
4-68667) selon le protocole de Ternynck et Avrameas (Temynck et al, 1987 et figure
6.5). Les puits ont €t€ sensibilisés soit par de la BSA-AT avec de la BSA dans les puits
témoins, soit par des protéines microsomales contenant des métabolites du TAI ou de
I'AT fixés de manilre covalente selon le protocole décrit dans le précédent paragraphe
(protéines issues des incubations sans systéme générateur de NADPH 2 la méme
dilution dans les puits témoins), Le PBS employé ne contient que des sels de sodium,
la révélation utilise 'ABTS comme substrat de la peroxydase, la lecture est faite par
mesure de l'absorbance 4 490 nm sur un appareil Microplate (Bio-tek instruments).
Chaque mesure est corrigée de I'absorbance du puits témoin et est faite en duplicat.

Calibrage des tests Elisa - Au préalable de I'étude de la reconnaissance de I'AT par les
Ig du lapin 2, les plagues Elisa ont été calibrées pour la meilleure sensibilisation par
les protéines microsomales. Des courbes de titrage en fonction de la dilution des Ig
(exprimée en équivalent de dilution des sérums) ont été réalisées en sensibilisant les
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plaques par des protéines microsomales soit contenant des métabolites du TAI fixés
aux protéines sur une gamme de 1,25 & 80 pmol/puits, soit des métabolites de I'AT de
1,25 a 40 pmol/puits (figure 6.6). Les anticorps anti-IgG de lapin marqués 2 la
peroxydase sont utilisés a la dilution recommandée par le fabricant (Dakopatts P217
au 1/500iéme) et 1a révélation 4 I'ABTS standardisée sur 20 min. 4 37°C.

Pour les métabolites du TAI fixés, le meilleur signal est obtenu avec 20
pmol/puits avec une DOmax de 1,1, 20 fois supérieure au signal du blanc, et un titre de
1/16000iéme. Pour les métabolites de I'AT, le meilleur signal est obtenu avec 10
pmol/puit avec une DOmax de 1,0, 10 fois supérieure au blanc, et un titre de
1/9000ieme. :

6.3.5. Origine et synthése des inhibiteurs.

Les composés 18, 16 et 17 ont ét€ préparés selon les protocoles décrits
précédemment, 15 et 16 ont été repurifiés avant leur utilisation afin d'éliminer toute
trace de TAI éventuellement apparue par décomposition. 45, 42 et 43 ont éié
synthétisés (voir ci-dessous), l'origine des autres inhibiteurs est précisée dans le

tableau 6.1 (p. 136).

Synthése du 2-acétyl, 5-S-mercaptoéthanol-thiophéne 45 - 20 mg de 2-acétyl-5-chloro-

thiophéne en solution dans 2 ml de méthanol sont mis i réagir avec du mercapto-
gthanol (100 ul). Une pincée de carbonate de potassium démarre la réaction qui est
suivie pendant 300 min. & 50°C par chromatographie sur plaque de silice (éluant
dichlorométhane). A coté du produit de départ (rf 0,7), apparait un nouveau produit
plus polaire (rf 0,25) qui se présente apres purification sur plaque préparative de 1 mm
d'épaisseur sous l'aspect d'un solide blanc (13,8 mg). Sa solution dans Ie dichloro-
méthane deutérié présente en R.M.N.1H les caractéristiques attendues pour le produit
48, soit deux protons vinyliques en doublet (J = 3,7 Hz) 4 7,54 et 7,68 p.p.m., un
acétyl en singulet (3H) a 2,48 p.p.m. et les 5 protons du résidu mercaptoéthanol en
deux triplets (2H, J = 6 Hz) a 3,13 et 3,79 p.p.m. dont le plus déblindé est couplé avec
un singulet €élargi & 1,91 p.p.m., échangeable avec un deutérium de l'eau lourde corres-
pondant au proton de la fonction alcool. La spectrométrie de masse en ionisation
chimique (NHj3) est en accord avec cette structure de masse M é€gale a 202 (m/z (NHjz)
: 203 (100%, M + HY) et 220 (65%, M + NHy ™).

Svynthése de ['acide dihydroéthacrynique 43 - 117 mg d'acide éthacrynique en solution

dans 2 m! de méthanol réagissent avec de I'hydrogéne en surpression (80 cm d'eau) en
présence de 11 mg de palladium (10% sur charbon). La réaction d'hydrogénation est
suivie par chromatographie sur plaque de silice (solvant MeOH/CH3COQOH/acétate
d'éthyle 1/1/9 v/v/v). Aprés 180 min. A température ambiante et agitation douce,
I'acide éthacrynique (rf 0,7) s'est complétement transformé en un nouveau produit
moins polaire migrant a la limite du front de solvant. La purification préparative sur
plaque de silice de 1 mm (solvant : hexane/CH;Cly/acétate d'éthyle/CH3COOH
50/45/4/1 viv/viv, rf 0,5) conduit 4 une huile jaune. Sa solution dans le
dichlorométhane deutérié présente en R.M.N.1H les caractéristiques de l'ester de
méthyle du produit attendu avac deux protons aromatiques & 7,27 (d, 9 Hz) et 6,79
p-p.m. (d, 9 Hz), le OCH; en singulet intégrant pour deux protons a4 4,77 p.p.m., un
acétyl en singulet 3H a 2,40 p.p.m., un doublet 3H 4 0,91 p.p.m. (J = 3,5 Hz), un
triplet 3H & 1,14 p.p.m. (J = 3,5 Hz), un quintuplet 1H a 3,17 p.p.m. (J = 3 Hz) et deux
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massifs 1H & 1,41 et 1,75 p.p.m. L'ester de méthyle est hydrolysé par la soude 0,5N
dans le méthanol en 300 min. 2 température ambiante ; la réaction est totale (suivie par
H.P.L.C.). On récupére 70 mg d'une poudre blanche (homogéne par chromatographie
sur plaque de silice), de maximun d'absorption U.V. 4 264 nm et de spectre de masse
en accord avec la structure recherchée 43 (m/z (NHs) : 322 (100%, Cip, M + NH41) et
305 (35%, Cly, M + Ht), 247 (40%, Cly, aroylium) et 264 (40%, Clp, aroylium + NH3)
avec M = 304).

Synthése de 42 - Selon une méthode utilisée pour la synthése de 1'acide ti€nilique
(Herbert et al, 1976}, le produit 42 a été synthétisé en 2 étapes a partir du 2-thiényl-4-

méthoxyphénylcétone 50 : le monochloracétate de sodium est condensé sur le sel de
sodium du composé 51 obtenu par déméthylation de S0 par action du chlorure
d'aluminium dans le benzeéne a reflux (synthése selon Herbert et al, 1976, effectuée par
Quang Nguyen N. au laboratoire ; RM.N.1H (CDCl3) 51 : 1H 7,82 p.p.m. (dd 3-1,5

Hz), 1H 7,53 p.p.m. (dd 5-1,5 Hz), 1H 7,35 p.p.m. (dd 3-5 Hz), 1H 7,24 p.p.m. (s), 2H
7,30 p.p.m. (d 9 Hz) et 2H 6,84 p.p.m. (d 9 Hz) ; m/z (NH3) : 205 (100%, M + H* avec

M =204) et 222 (15%, M + NH4™1)).

A 2 ml de DMF anhydre sont successivement ajoutés 30 mg d'hydrure de
sodium, 35 mg de 51 et 40 mg de monochloracétate de sodium. Aprés 1080 min. &
100°C, T'hydrure de sodium est détruit par de 1'eau et les produits de la réaction extraits
& l'éther apres acidification (HCl). La purification sur plaque de silice (solvant
tolugne/acétate d'éthyle/CH3COOH 15/60/5 v/v/v) conduit & coté du produit de départ
(rf 0,63) & un nouveau produit (rf 0,31) qui est remis en solution dans de
I'ammoniaque 0,1N. Aprés extraction d'impuretés provenant de la plaque de silice par
I'acétate d'éthyle puis lyophilisation, on récupere avec 33% de rendement un produit
pur qui répond aux caractéristiques attendues pour le produit 42 : spectre d'absorption
U.V. superposable a celui de Pacide tiénilique de maximum 2 310 nm, en R.M.N.1H
(DMSO-Dg) : 2H 7,79 p.p.m. (d 9 Hz), 2H 6,92 p.p.m. (d 9 Hz), 1H 8,04 p.p.m. (d 5
Hz), 1H 7,70 p.p.m. (d 5 Hz), 1H 7,26 p.p.m. (t 5 Hz) et OCH2 4,67 p.p.m. (s) et en
spectrométrie de masse : m/z (NHz3) : 263 (100%, M + HT avec M = 262) et 280 (65%,
M + NHy™).
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CYTOCHROMES P-450 ET ACTIVATION METABOLIQUE DU NOYAU THIOPHENE :
EXEMPLE DE I'ACIDE TIENILIQUE ET DE SES DERIVES

CHAPITRE SEPTIEME

ANNEXE

7.1. Méthylation des métabolites 13 et 14.

Le composé 46 est obtenu par traitement au diazométhane des métabolites 13 et
14. L'étude de ce composé est présentée dans cette annexe.

Préparation et purification du métabolite 46 - Aprés acidification au moyen d'HCI 2 pH

3, la fraction des métabolites 13 et 14 isolée par H.P.L.C. A (paragraphe 6.1.9, p. 140)

est extraite par de I'acétate d'éthyle puis traitée par le diazométhane. La purification
par H.P.L.C. en conditions isocratiques (H>O/CH3CN 60/40 v/v) permet I'isolement d'un

métabolite unique 46 au temps de rétention de 7,0 min. ayant un maximum
d'absorption U.V. 4 266 nm. Le rendement globale est de 53% par rapport au TAI
initial pour des quantités des métabolites 13 et 14 de I'ordre de 1,5 umol.

Etude en R.M.N.'H du métabolite 46 - L'étude est réalisée dans du chloroforme
deutéri€ ; a 85°C le spectre se modifie réversiblement, probablement par rupture d'une
liaison hydrogéne intramoléculaire, les protons sont alors mieux individualisés
(tableau 7.1). Les deux protons aromatiques, le OCHa , un groupement méthyle sont
identifi€s, ainsi que le résidu mercaptoéthanol avec Ie proton de la fonction alcool
caractérisé par son déplacement chimique 3 1,73 p.p.m., son caractére échangeable
avec un deutérium de I'ean lourde et son couplage avec les protons Hy". Il reste six
protons, H; a Hg, avec Hg en singulet isolé 4 4,53 p.p.m. et cinq protons, H; a2 Hs, en
réseau complexe de couplage présenté sous forme de diagramme dans le tablean 7.1.
Les protons Hj et Hy sont géminaux avec une constante de couplage négative indiquée
par I'intensité des pics de corrélation vus sur une expérience de COSY 45. D'une
mani€re semblable, les protons H; et H3 ainsi que H> et H3z sont vicinaux avec des
constantes de couplage positives. La proximité des déplacements chimiques de H3 et
Hj et d'un écho de couplage commun avec le proton H5 empéche 1'attribution du signe
de Ia constante de couplage de 14 Hz entre Hy et Hs.
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Tableau 7.1 Caractéristiques en R.M.N.TH du métabolite 46 (CDCl3 & 85°C) et diagramme de
couplage des protons Hy a He.

Ho' Hy OCH?2 CH3 Hyv Hon OH
7,48 6,80 4.80 3,82 3,50* 270dt:15-6 1,73*
d:8,75 d:8,75 s, 2H s, 3H massif, 2H | 2,50dt:15-6 | massif, 1H

Hi Ho Hj Hy4 Hs Hg
1,57 2,62 2,892 3,01 3,39 4,53
ddd: 1,5 dd : ddd :5 d:14 ddd : 1,5 S
5:+9 5:-5 +5 1 +8 5:14

OCH,COOCH, 4 Hy . H,
Z
/ HS
Hs + +5Hz

44 Diagramme de couplage

%

CH,
Haq

Ha

Hsg

My

8 en p.p.m./ Si{CH3)4, J en Hz, s = singulet, d = doublet, dd doublet de doublets, ddd = doublet de
doublets de doublets, dt = doublet de triplets (valeurs des couplages déterminées par irradiations
sélectives et signes d'aprés lintensité des pics de corrélation d'une expérience de COSY 45).

* H1" en massif qui s'affine aprés échange de OH en OD en présence de D50,

** échangeable avec un deutérium de D,0O.
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Figure 7.1 Formation d'un cyclopropane par cycloaddition 1-3 dipoi-
aire du diazométhane sur une double liaison {en haut) selon Dirr et al,
1968 et hypothése de formation du métabolite 46 (en bas).

Le carboxyle de T'acide dichlorophénoxyacétique est présent sous sa forme
méthylée (singulet a 3,82 p.p.m. intégrant pour 3 protons). La présence de deux
protons en plus des quatre protons des sulfoxydes 13 et 14, intégrés dans un réseau
complexe de couplage, ne peut avoir comme origine que l'introduction d'un motif CHp
supplémentaire. Cette deuxieme méthylation par le diazométhane pourrait avoir lieu
sur 1'autre fonction acide de la molécule, en C5 ou sur ['une ses formes mésomeéres,
mais le groupement méthyle obtenu donnerait alors un singulet en RM.N.1H ; le motif
CH; est donc incorporé au cycle du dihydrothiopheéne. Les deux protons Hy et Hs,
couplés par une constante de 14 Hz et distants de 0,38 p.p.m. ressemblent aux deux
protons géminaux Hsg p de 13 et 14. Le proton Hjs est, de par ses couplages, situé entre
les protons Hy et Hs et les deux protons géminaux Hj et Ha. Ces deux derniers protons
appartiennent probablement au motif CH; issu du diazométhane. Seul un cyclopropane
branché sur C3 et C4 admet une chaine monocarbonée partant de C3 avec disparition
de la double Liaison C3-C4 (figure 7.1). Les déplacements chimiques & haut-champ des
protons Hj, Hy et H3 de 46 ainsi que la petite constante géminale de -5 Hz entre H;j et
H, sont en accord avec ceux proposés par la littérature pour un cyclopropane
(Jackman et al, 1969). Cette hypothése est compatible avec une cycloaddition 1-3
dipolaire sur la double liaison C3-C4 du sulfoxyde de dihydrothiophéne 14. Cette
réaction du diazométhane a été décrite sur une double liaison en o d'une cétone 47
(Diirr et al, 1968) et dans un cas semblable au nétre, sur un sulfoxyde de 2,5-
dihydrothiophéne (Takaya et al, 1967). Aprés formation d'une Al-pyrazoline 48
instable, un cyclopropane 49 est formé par thermolyse ou photolyse ; cette réaction est
encore connue sous 'appellation de synthése de Biichner-Curtius (Elguero, 1984)
(figure 7.1). De plus, une des incubations préparatives du métabolite 46 a conduit &
I'isolement d'un intermédiaire instable, qui s'est transformé en métabolite 46,
probablement sous l'action de la lumiere U.V.
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Tableau 7.2 Spectre de masse du métabolite 46.

En ionisation chimique (NH3)

m/z % pic de base  fragment proposé avec M = 452
359 80%, Clp ~ TAl + H* + 2CH,

376 30%, Cly TAl + NH.* + 2CH;

405 20%, Clo

435 35%, Clp M+ H*-HO

453 100%, Clp M+H*

470 10%, Cly M+ NH,*

En “impact éfactronique

m/z % pic de base  fragment proposé avec M = 452
261 100%, Cly

359 10°/o, Clz TAl + H+

452 8%, Clp M

* Cl» indique un triplst isotopique comraspondant & la préssnce
de deux chlores.

Spectre de_masse du métabolite 46 - Le spectre de masse est réalisé en impact

électronique et en ionisation chimique (NHj3) ; son résultat est détaillé ci-dessus
(tableau 7.2). La diméthylation est visible sur le pic du TAI qui sort a 339, soit sa
masse plus 2CH + H*. Le pic de masse la plus élevée a 453 est en accord avec la
structure proposée de masse 452 et se décompose en 453 =424 + 2x14 +1 =M +
2CH, + H* avec M égal & 424, masse des métabolites 13 ou 14 qui apparait ici sans
perte d'une molécule d'eau. Cette perte est malgré tout visible sur le métabolite 46
avec un fragment de masse 435 (453 -18).

7.2. Estimation de l'affinité des anticorps anti-AT pour le TAL

La mesure de I'affinit€ d'un anticorps par la méthode de précipitation au suifate
d’ammonium (méthodologie décrite par Steward, 1986) est de réalisation simple pour
peu que 1'on dispose d'un antigéne radioactif. Nous avons appliqué cette méthode aux
différents sérums du préleévement 1V et estimé 1'affinité des anticorps anti-AT pour le
TAI, dans le but de compléter les éléments du choix du lapin meilleur répondeur.

Méthode - On mélange, dans des tubes Eppendorf de 400 pl, 10 ul de sérum avec 40
pl de solution de TAI (25 nCi/umol) dans du PBS dans une gamme de concentrations
de 1,25 4 17,5 uM. Au bout de 60 min. 3 4°C, on additionne 50 pl d'une solution de
sulfate d'ammoninm saturée a température ambiante. Aprés précipitation des Ig et
centrifugation 3 min. 4 14000 g, le culot est lavé 2 fois par 100 pl d'une solution de
sulfate d'ammonium 4 50% de la saturation 3 4°C. Le culot est ensuite remis en
solution dans du PBS et la radioactivité retenue compiée. La fixation non-spécifique
du TAI sur les Ig est mesurée a partir d'expériences analogues réalisées avec les
sérums préimmuns (prélévement 0). Chaque mesure est réalisée en duplicat.
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Figure 7.2 Estimation de I'affinité des Ac anti-AT pour le
TAI par la méthode de précipitation au sulfate d'ammonium
(sérum IV du lapin 2, échelle des ordonnées en rapport avec
une dilution au 1/5iéme du sérum).

Résultats - Le comptage fournit la fraction liée (concentration de TAI 1lié aux Ig
mesurée par différence avec la valeur obtenue avec le sérum préimmun) ; la fraction
libre est calculée par soustraction de la fraction liée & I'ensembie du TAI présent.

Le signal non-spécifique obtenu avec les sérums préimmuns est entre 30 et 40
fois inférieur au signal obtenu avec les sérums immuns. La représentation de l'inverse
de la fraction li€e en fonction de F'inverse de la fraction libre met en évidence, pour
chacun des sérums, une linéarité€ qui refléte I'équilibre antigéne-anticorps (figure 7.2).
La capacit€ de fixation maximale du sérum pour le TAI correspond A la fraction liée
extrapolée pour une concentration de TAI infinie (lorsque la droite de régression
coupe I'axe des ordonnées, c'est & dire pour une valeur de I'inverse de la fraction libre
€gale a 0) et la constante d'affinité a l'inverse de la concentration qui donne la moitié
de cette fixation maximale (tableau 7.3). En supposant 2 sites de fixation par Ig, on
peut calculer 1a concentration en Ig G spécifiques du TAI présente dans chaque sérum
(avec un poids moléculaire de 150000 Daltons par Ig G, les autres Ig ont été
négligées).

Tableau 7.3 Fixatlions maximales des sérums et
constantes d'affinité Kaobs. des Ac anti-AT pour
le TAI mesurées sur les sérums du prélévement [V
par la méthode de précipitation au sulfate d'am-
meonium.

Lapin fixation maximale lgG Ka obs.

1 15 uM 2,25 mg/ml 1,406 M’
2 45 8,75 5.105
4 10 1,5 1,5.108
5 25 3,75 1,4.106
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Conclusion - Les sérums des lapins immunisés par la BSA-AT ont une affinité
spécifique pour le TAI avec une capacité maximale de fixation importante surtout
pour le lapin 2. Les Ka obsvervés sont faibles, de 1'ordre de 106 mais ne préjugent pas
de la présence de sous-populations d'Ig G d'affinité beaucoup plus importante (la
méthode utilisée considére essentiellement les anticorps de faible affinité).

7.3. Publications issues de ce travail.
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RESUME

L'acide tiénilique {AT) est diurétique responsable d'hépatites autoimmunes. Dans le
sérum des patients on retrouve des aufoanticorps (anti-LKM2) dirigés contre les gytochromes
P-450 impliqués dans la métabolisation de I'AT et de son isomére (TAl).

La premiére partie concerne la détermination de la nature de I'entité réactive du TAl au
moyen d'un piégeage in vitro chez le rat par le mercaptoéthanol. Deux sulfoxydes de
dihydrothiophénes ont été caractérisés qui nous permettent de proposer un gulfoxyde de
thiophéne. En présence d'un excés de mercaptoéthanol, ces deux métabolites de piégeage
évoluent en une succession de plusieurs métabolites. Afin de généraliser & 'ensemble des
cytochromes P-450, nous avons mis en évidence ce nouveau métabolisme successivement in
vivo chez le rat, in vitro chez 'homme et dans un sysiéme modéle constitué de microsomes de
levures Saccharomyces cerevisiae recombinées exprimant le P-450 11C9 ou le P-450 11C10. Ces
2 cytochromes P450 possédent une activiié d'oxydation vis & vis de I'AT et du TAI

Dans la deuxieme partie de ce travail nous avons fixé I'AT a ia sérumalbumine de beeuf.
La proiéine obtenue (BSA-AT) est immunogéne chez le lapin et les anticorps obtenus (anti-AT)
reconnaissent en Elisa les métabolites de I'AT ou du TAl fixés de fagon covalente aux protéines
microsomales. Ces anticorps seront un outil puissant pour étudier la fixation covalenie des
métabolites de 'AT. '

SUMMARY

Tienilic_acid (TA) is a diuretic drug responsible for auteimmune hepatitis in a few
subjects. The sera of patients contain autoantibodies called anti-LKM2 wich recognize cyto-
chromes P450's. These P450's also catalyze the metabolic activation of TA and its isomer (TAI).

The first part of this study concerns the determination of the reactive intermediate of TAl
by trapping it with mercaptoethanol in vitro in rats. Two dihydrothiophene sulfoxides have been
fully caracterised. They can only derived from a new reactive metabolite : a thiophene sulfoxide
intermediate. In excess of mercaptoethancl the primary metabolites are transformed into several
successive metabolites. The involvement of cytochromes P450's in the thiophene sulfoxyde
formation of TAI has been generalized both in vivo in rats and in vitro in human. In that case,
human microsomes and yeast microsomes expressing human P450 [IC9 or [IC10 where able to
produce the same reactions with TA and TAl as substrates.

The second part describes the haptenization of bovine serumalbumin with TA. This
protein injected to rabhits produce the formation of antibodies {anti-TA) which recognize TA
and TAI metabolites bound to microsomal proteins as shown by Elisa. These antibodies should
be an efficient tool 1o investigate covalent binding of TA and TAI {o P450's.

MOTS CLES acide tiénilique, hépatite autoimmune, cytochrome P450, thiophéne-S-oxyde,
anticorps anti-LKM2, autoimmunité.
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