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Sujet: Métabolisme et origine des effets hépatoprotecteurs des dérivés

de 1'anisyldithiolthione.

L'anisyldithiolthione (SULFARLEM, ADT) est utilisé comme cholérétique
depuis 1947. Cette molécule n'est pas toxique chez 1'homme. De plus,
récemment, des propriétés hépatoprotistrices lui ont é&té attribuées en se
basant sur le fait que 1'ADT protége les souris contre la mortalité
provoquée par le paracétamol ou le tétrachlorure de carbone
(hépatotoxiques) (O.Foussard.Blanpin et M.0.Christen, résultats non
publiés, LTM).

En 1983, Bueding a constaté que les taux des transaminqﬁgs sanguiﬁé chez
des souris prétraitées par 500 mg/kg d'ADT puis into:aﬂgées par le
paracétamol ou le tétrachlorure de carbone restent normaux. Ces taux
augmentent chez des souris traitées uniquement par le tétrachlorure de
carbone ou par le paracétamol. Ces résultats suggdrent que 1'ADT prévient
la cytolyse Thépatique et confirment qu'il posséde des propriétés
hépatoprotectrices mais ne permettent pas d'expliquer les mécanismes par
lesquels il agit. De plus, ces effets ont &té constatés A des doses d'ADT

~
trés supérieures aux doses utilisées chez 1'homme.

Nous nous sommes intéressés & 1'étude de 1'origine des effets
hépatoprotecteurs de 1'ADT.

Le tétrachlorure de carbone et le paracétamol exercent leur toxicité
hépatique en induisant wune peroxydation des lipides qui produit des
radicaux libres toxiques. D'ol 1'idée d'étudier 1'effet de 1'ADT sur la

peroxydation des lipides induite in vitro et in vivo.

Dans les expériences in vitro, des microsomes hépatiques de rats traités
par le phénobarbital ont é&té wutilisés. La peroxydation des 1lipides
microsomaux a &té induite par une production de radicaux libres soit
chimiquement, par 1le sulfate ferreux qui réduit 0, en 52 soit
enzymatiquement par la réduction du CCl, en tClS en présence des
cytochromes P-450 et de NADPH.

Nous avons montré que 1'ADT est un bon inhibiteur de la peroxydation des
lipides induite par le CCl,. Il exerce sur la peroxydation des lipides

induite chimiquement un effet inhibiteur similaire. Dans ce systéme cette
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inhibibition ne peut s'expliquer que par un piégeage des radicaux libres

(effet antioxydant). L'inhibition de 1la peroxydation des 1lipides n'est
donc pas simplement due & un blocage du métabolisme du CClA en bC13.

Dans le systéme chimique les produits testés vis a vis de la peroxydation
de lipides ne sont pas métabolisés. Nous pouvons donc estimer 1'activité
spécifique du produit étudié. Ainsi, nous avons pu montrer, aprés une
étude comparative de 1'ADT et de certains de ses dérivés, que la structure
dithiolthione est indispensable aux effets antioxydants de 1'ADT.

Pour é&tudier 1l'effet de 1'ADT sur la peroxydation des lipides in vivo,
nous avons mis au point un test permettant d'estimer la peroxydation des
lipides chez 1'animal vivant. Les 1lipides peroxydés se fragmentent en
produisant des hydrocarbures volatils, notamment dé 1'ééhane qui peut étre
dosé par chromatographie phase gazeuse dans 1l'air eipiré par 1'animal.
Nous avons utilisé le paracétamol et le CCl, pour induire une péroxydation
des 1lipides hépatiques chez la souris et le rat, et le paraquat et la
bléomycine pour induire une peroxydation des lipides pulmonaires.

Nous avons obtenu les premiers résultats montrant que 1'ADT est un
inhibiteur de 1la peroxydation des lipides induite in vyivo. De plus,
1'originalité de nos résultats est d'avoir montré que cet effet est exercé
a& des doses proches de celles utilisées en thérapeutique humaine. En effet
4 des doses de 1l'ordre de 1 mg/kg, 1'ADT dinhibite complétement la
peroxydation des 1lipides induite chez 1la souris par 500 mg/kg de
paracétamol. Cette dinhibition s‘accompagne d'une protection importante
contre la mortalité (70% a 5 mg/kg) ou totale & des doses supérieures ou
égales 3 25mg/kg. Il est ainsi, le meilleur protecteur connu & ce jour vis
3 vis de 1'hépatotoxicité du paracétamol.

L'ADT est aussi un inhibiteur efficace de la peroxydation des lipides
hépatiques induite par le CCl,. Il dinhibe moins efficacement celle des
lipides pulmonaires induite par le paraquat ou par la bléomycine. Il est
donc surtout un hépatoprotecteur. Néanmoins, le fait gque 1'ADT inhibe 1la
peroxydation des lipides induite par la bléomycine prouve bien qu'il pizée
les radicaux libres formés in vivo. En effet, il est connu que la toxicité
de la bléomycine est due 3 sa capacité de catalyser la production d'dz et
non pas 3 une activation métabolique.

L'étude des effets de quelques analogues structuraux de 1'ADT et de
certains de ses dérivés sur la peroxydation des lipides a montré que la
structure dithiolthione joue un rdle important dans les effets

antioxydants de 1'ADT in vivo.



La derpiére partie de notre travail était 1'étude du métabolisme et de la
pharmacocinétique de 1'ADT.

Nous avons identifif les métabolites formés aprés incubation de 1'ADT
radioactif en présence de microsomes hépatiques de rats et nous les avons

synthétisés chimiquement.

Les métabolites &liminés dans les urines de rats traités par 1'ADT
radioactif ont &té aussi isolés et identifiés.

Nous avons, enfin, mis au point des conditions de chromatographie liquide
haute performance qui nous ont permis de doser en UV les métabolites de
1'ADT dans le sang et les urines humaines.

La comparaison du métabolisme dell‘ADT chez 1'homme, la souris et le rat a
montré qu'il subit chez ces trois espéces deux réactions importantes, une

0-déméthylation et une désulfuration oxydative.
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I - INTRODUCTION GENERALE

R - ;
I-1 SULFARLEM : Structure chimique et indications thérapeutiques

CH0

p-méthoxyphényl-5 dithia-1,2 cyclopenténe

3-thione (Anisyldithiolthione, ADT)

P

La molécule d'ADT est le seul princpa actif médicamenteux présentant
dans sa formule chimique le motif structural E—S—S. Elle entre dans la
composition d'un médicament commercialisé pour la premiére fois en 1947 sous
le nom de SULFARLEM. C'est un cholérétique proposé dans le traitement sympto-

matique des troubles dvspeptigues (1)

- ballonnements épigastriques
- lenteur & la digestion

- éructations

— flatulences

- états nauséeux

En 1971, le SULFARLEM S 25 est mis sur le marché. Il a la méme
composition chimique que le SULFARLEM sauf que la dose d'ADT est de 25 mg
par comprimé dragéifié au lieu de 12,5 mg par granule dans le cas du SULFARLEM.
On remarque aussi une extension de ses indications thérapeutiques. En plus de
son utilisation en tant que cholérétique, il est indiqué dans le traitement
~des insuffisances salivaires induites par 1'emploi de diverses thérapeutiques
médicamenteuses ou par les irradiations, d'ou son utilisation actuelle dans

les cas (1)

- d'hyposialies médicamenteuses dues aux neuroleptiques, antidépresseurs,
inhibiteurs des monoaminooxydases, tranquillisants,antiparkinsoniens

et autres médications entrainant des sécheresses buccales
- hyposialies consécutives & 1'irradiation de la sphére ORL

- hyposialies d'origines diverses dés lors qu'il existe encore des

possibilités de stimulation du parenchyme salivaire.



Malgré 1'utilisation de 1'ADT en médecine humaine depuis 1947,

ses propriétés biochimiques ont été trés peu étudiées.

Les rapports industriels internes de la firme Latéma mentionnent
que le prétraitement de souris par 1'ADT avant de leur injecter des fortes
doses de tétrachlorure de carbone ou de paracétamol les protége contre la
mortalité. Ces deux molécules étant des hépatotoxiques, la conclusion tirée

est que 1'ADT posséde des propriétés hépatoprotectrices.

En dehors de ces résultats, les seuls travaux mentionnés dans la
littérature, concernant les propriétés hépatoprotectrices de 1'ADT, ont
été publiés en 1983 (2) par Bueding et Coll. Ces auteurs constatent que les
souris traitées par 1'ADT avant de leur injecter de fortes doses de paracé-
tamol ou de CCl4 sont non seulement protégées contre la mortalité, mais
aussi que les taux des transaminases glutamate -pyruvate et glutamate-oxalo-
acétate ainsi que de sorbitol deshydrogénase dans leur sang sont normaux.
Ces taux augmentent chez les souris traitées uniquement par le CCl4 cu le
paracétamol. Ces résultats suggérent que 1'ADT prévient la cytolyse hépatique

et confirment qu'il posséde des propriétés hépatoprotectrices, mais ne

ermettent pas d'expliquer les mécanismes biochimiques par lesquels il agit.
P P q P q g

D'un autre cdté, le métabolisme des dithiolthiones est mal connu.
Parmi cette famille de molécules, une seule a été bien étudiée, c'est la
4-méthyl-5(2-pyrazinyl)-1,2-dithiocle-3—thione (OLTIPRAZ) (3).

N
N

N ~

En ce qui concerne 1'ADT, les résultats d'une étude trés incompléte
de son métabolisme chez le rat et le chien nous ont été communiqués par la
firme Latéma. Environ 25 7 seulement de la dose d'ADT administrée ont été re-

trouvés dans les urines dont 0,5 % sous forme de produit initial et 6 % sous



(o8

forme d'ADT déméthylé, libre, sulfo ou glucuroconjuguée. Les autres métabo-

lites (93,5 Z des métabolites urinaires) n'ont pas été identifiés.

Dans le sang, des dosages de la radioactivité globale ont été ef-
fectués aprés administration aux animaux de 1'ADT radioactif, mais aucun

métabolite n'a été identifié.

Ces résultats ne donnent aucune indication sur le métabolisme du

cycle dithiolthione.

De plus, le métabolisme de 1'Oltipraz ne donne pas de renseignements

sur celui de 1'ADT. En effet, la présence d'un méthyl sur le carbone 4 et
d'une pyrazine sur le carbone 5 du cycle dithiolthione de 1'Oltipraz au lieu
d'un hydrogéne et de 1'anisole respectivement dans le cas de 1'ADT change

complétement les voies métaboliques que ces deux molécules subissent.

Etant données les carences de connaissances en ce qui concerne
le métabolisme et les propriétés biochimiques du motif structural C4;S-S et
l'utilisation de '1'ADT depuis prés de 40 ans en thérapeutique humaine sans
engendrer de toxicité, nous nous sommes intéressés au métabolisme et aux
activités biologiques de 1'ADT et en particulier & 1'implication du motif

4
structural original (C” -S-S) dans ses effets hépatoprotecteurs.

Notre étude comporte deux parties :

- 1'étude du métabolisme de 1'ADT

- 1l'effet de 1'ADT et plus particuliérement du motif structural
23 iy
¢~ -5-8 vis-a-vis des agressions oxydantes

I-2 Les systémes enzymatiques du métabolisme des xénobiotiques

I-2-1 La phase I et la phase II

Les xénobiotiques possédent généralement des groupements hydro-

phobes (R-H). Transportées au niveau sanguin par 1'albumine (4), ces substances



TABLEAU 1

REACTIONS CATALISEES PAR LE CYTOCHROME P450 MICROSOMIQUE HEPATINUE

D'APRES WISLOCKI ET CcOLL. (8)

TYPE DE REACTION

EXEMPLE DE SUBSTRAT

PRODUIT

Réactions d'oxydations :

Hydroxylation aliphatique
Oxydation arctmatique

Epoxydation d'alcenes

N-désalkylation et
désamination oxydative

O-désalkylation

N-oxydation

DésuEFuratiGn oxydative

Déshalogénation oxydative

Dénitrification oxydative

Réactions de réduction :

Nitro réduction
Azo réduction

Réduction des N-oxydes d'amines
tertiaires

Réduction des arénes oxydes

Déshalogénation réductive

Acide laurique
Cyclo hexane
Testosterone
Benzéne
Benzo(a)pyrene
Aniline

Aflatoxine B1

Benzphétamine

Amphétamine

4 nitroanisole

7-éthoxycoumarine

Amphétamines
Parathion

Chloroforme

2-nitropropane

RND2

Amaranthg

Imipramine N-oxyde

Benzo(a)pyreéne
4-5 oxyde

Tétrachlorure de
carbone

Acide W-hydroxy-
laurique
Cyclohexanol
OH-testosterone

Phénol

3-0H benzo(a)pyréne
4-amino-phénol
Epoxyde en 2-3
N-desméthyl-benzpné-

tamine + Formol
Phénylacétone

4-nitro phénol +
Formol
7-0H-coumarine +
acétaldéhyde

N-OH amphétamines

Para-oxon

Phosgéne

Acétone + nitrite

RNHOH

Imipramine

Benzo(a)pyréne

Chloroforme

/

—
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pénétrent facilement dans les cellules. Dans le cytoplasme, le transport

se fait grdce & la ligandine ou a la protéine Z (5). Ainsi, le composé

parvient au réticulum endoplasmique ol il peut €tre métabolisé par les enzy-
mes de la phase I (fonctionnmalisation). Il s'agit généralement d'hydroxylation
par des monooxygénases a cytochrome P-450 , puis par les enzymes de la phase IT
(conjugaisoq? (Figure 1). Au cours de ces deux phases, un xénobiotique subit
des transfof%é%ions sans lesquelles il serait stocké indéfiniment dans les
structures lipophiles des membranes cellulaires. Ainsi transformé en métabo-
lites plus polaires, il est éliminé plus facilement dans la bile ou dans les

urines (6, 7).

Cyt P-450 R' )
RH ——— 3 R-0-H R-0-H — gp R-0O-R /
L)
0,, NADPH

e,

PHASE 1 PHASE 1II
2 . 3
P I T
Transformation du substrat Conjugaison avec un. substituant

hydrophobe : Fonctionnalisation  hydrophile R' qui permet une meilleure

élimination du substrat
Figure 1 Schéma général du métabolisme d'un xénobiotique

I-2-1-1 Les enzymes de la phase I

Ce sont en général les monooxygénases dépendant du cytochrome
P-450 (cyt.P-450). Ces enzymes dont le role général est d'introduire un
atome d'oxygéne sur la substance hydrophobe (Figure 1), peuvent catalyser

plusieurs types de réactions qui sont résumées dans le Tableau 1 (8).

Ce tableau montre que le cytochrome P-450 peut agir comme catalyseur

non seulement de réactions d'oxydation mais également de réactions de réduc-



TABLEAU 2

PRINCIPALES REACTIONS DE CONJUGAISON

REACTION DE CONJUGAISON

FONCTION CONJUGUEE

REACTIF CONJUGANT

Glucuronidation

Glucosidation

Sulfatation

Méthylation

Acétylation

Synthése des acides

mercapturiques

Conjugaison par la glycine

et la glutamine

Epoxyde hydrolase

~OH, ~COOH, -NH, R}H

NH, R3N+ _H, -SH,
Ar-OH, Ar—NHZ, Al-OH
AT-OH, -NH,, NH,=N,
- SH

ATNH,, Al-NH, q

hydrazides, -S0 -NH

2’ 2

Sty

ArX, Ar-NO,, Ar-époxydes

A AR epats do

Ar-COOH, Al-COOH

Epoxydes

UDP glucuronate

UDP glucose

P P8

S-adénosylméthionine

AcétylCoA

G-SH

Glycine et glutamine

[

D'aprés les Références 6 et 9.

Ar = Aromatique ; Al = Aliphatique

CoA
GSH

Coenzyme A

glutathion

PAPS = phosphoadénosylphosphosulfate




tion ; de plus, le tableau met bien en évidence la grande variété de

substrats que cette enzyme est capable de transformer.

I-2-1-2 Les enzymes de la phase II

Les xénobiotiques subissent, selon leur structure chimique,
différentes réactions de conjugaison catalysées par les enzymes de la phase Il
(Tableau 2). Trois de ces réactions nous intéressent directement et seront

développées.

a - La sulfo et la glucuroconjugaison

Elles concernent les hydrocarbures aliphatiques ou aromatiques
qui pessédent des fonctions - OH ou NH, ainsi que d'autres molécules (Ta-

bleau 2).

2

b - La conjugaison avec le glutathion (GSH)

Elle concerne les molécules électrophiles et aboutit & la formation

de mercapturates.

Le résultat global est 1'augmentation de 1'hydrophilie de la molé-

cule exogéne hydrophobe permettant ainsi son élimination (6, 7, 9).

I-2-1-2-1 La glucuroconjugaison (10)

La plupart des xénobiotiques sont éliminés en majorité sous forme
de glucuronides. La glucuronidation est une réaction de condensation de
1'acide D-glucuronique sur la molécule & éliminer. Elle nécessite une acti-
vation de 1'acide glucuronique en acide (X -uridine-5'-diphosphoglucuronique
(AUDPG). Les molécules glucuronidées sont plus acides que les molécules
de départ grdce au groupement carboxylique libre qu'elles acquiérent (Figure 2).
Les glucuronides sont de ce fait plus ionisés a pH physiologique. Ce genre

de composés traverse difficilement les membranes cellulaires et ne subit



Figure 2 : Glucuronidation d'un substrat fonctiomnalisé RXH :
cas particulier du phénol (10)

AUDPGC + RXH glucuronyl . g x_gcA +UDP
0 Transférase RX - glucuronide
X = 0, C-0, NH ou S
OH
AUDPG
OJ\N H? HO o
+ CHQO—ﬁ’—O—ﬁ-—O HO/OH
OHH OH
phénol O

glucuronyl transférase

U D P (uridine diphosphate)

CO-H
OO
HO
OH
OH
phénylglucuronide
Figure 3 : Sul foconjugaison d'un substrat RXH : Exemple du phénol (10)
sul fokinase
PAPS +RXH - = R—X7503H + 3'phosphoadénosine-5"
phosphate (PAP)
X =0 ou NH
PAPS
ﬁr-
O=p—-0"
4 _
o)
4! 5! I
phénol ]'CH CHOH CH—CH—CH,0—P—0S503
L o) o | I

O

sul fokinase
PAP

OSOzH
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qu'une trés faible réabsorption rénale ce qui accélére leur élimination.

I-2-1-2-2 La sulfoconjugaison (10)

Cette forme de conjugaison est moins importante que celle impliquant
l1'acide glucuronique en raison de la concentration limitée de la cellule

en sulfates. La sulfoconjugaison nécessite d'abord 1'activation des sulfates

SOA en 3'mphosphoadénosine~5'—phosphosulfape (PAPS) par une série de réactions
qui utilisent de 1'ATP. Le transfert d'un groupement sulfate du PAPS & la
molécule réceptrice est catalysé par une sulfokinase.

Parmi les molécules sulfoconjuguées figurent des phénols, des
alcools et des composés aminés. La Figure 3 représente une réaction générale

de sulfoconjugaison ainsi que l'exemple de conjugaison du phénol.

1-2-1-2-3 TFormation d'acides mercapturiques (10)

Le glutathion ( 'Ymglutamyl—cystéinyl—glycine) se combine avec
divers agents alkylants ou arylants (Tableau 2) pour conduire 2 des mercaptu-

rates facilement éliminés dans les urines.

La Figure 4 représente les différentes réactions qu'un glutathion-

conjugué subit pour aboutir au mercapturate.

Les autres types de conjugaison ne nous intéressent pas directement

et ne seront donc pas développés ici.

I-2-1-3 Localisation subcellulaire et tissulaire du

cytochrome P-450

Le cytochrome P-450 responsable de la détoxification des xénobio-
tiques est principalement localisé dans le réticulum endoplasmique (microsomes)
des hépatocytes (11). D'autres tissus contiennent également du cytochrome
P-450 5 ce sont par exemple : les reins (12), les poumons (13), 1'intestin

(13, 14), les glandes surrénales (15), les testicules (16), les ovaires (17),



GLUTATHION (GSH)

THz CHZSH

|
HOOC - CH - CH2 - CH, - CO - NH - CH - CO - NH - CH2 - COOH

2

GLUTATHION-S-TRANSFERASE

THZ ' fHZ—S—R

HOOC - CH - CH2 = CH2 -~ CO - NH - CH - CO - NH - CH2 - COO0H

Y -GLUTAMYLTRANSPEPTIDASE

?HZ—S—R
H2N - CH - CO - NH - CHZ - COOH
PEPTIDASE

R - S - CH, - CH - COOH
I

NH
2 0

Il
CH3 - C - S - CoA acétyl CoA

ACETYLTRANSFERASE

R—=8 ~— CH2 - CH -"COOH + HS - CoA
I
NH - C - CH
I 3
J
mercapturate coenzyme A

Figure 4 Synthése d'un mercapturate A partir d'un substrat RX. RX peut &@tre un hydro-
carbure aliphatique ou aromatique halogéné. D'aprés la référence 10.



la peau (18) et le cerveau (19).

Dans le foie, les reins, les glandes surrénales et les gonades,
les mitochondries contiennent également des cytochromes P-450 (20, 21, 22, 23).
Mais 2 1'opposé des cytochromes P-450 du réticulum endoplasmique des cellules
hépatiques, pulmonaires ou rénales, ce type de cytochromes posséde une étroite
spécificité de substrat et de réaction : hydroxylation des stéroides dans les

surrénales et les gonades, 1- & -hydroxylase de la vit D, rénale, hydroxylation

3

d'acides biliaires hépatiques...

1-2-1-4 Multiplicité et inductibilité du cytochrome P-450

Du faitqu'un grand nombre de molécules de structures chimiques
complaétement différentes sont substrats du cytochrome P-450, le probleéme de
1'unicité ou de la multiplicité du cytochrome P-450 s'est posé., On pensait
au départ qu'il s'agissait d'une enzyme unique et aspécifique. Mais les constan-:
tes amélioraticns des technigues de purification enzymatique ont abouti a
1'isolement de différents cytochromes P-450 et ont du meéme coup apporté la
preuve de la diversité de ces enzymes. Actuellement, plusieurs isoenzymes du
cytochrome P-450 ont été isolées & partir des membranes microsomales de

foie de rats et de souris (24, 25, 26).

Les cytochromes P-450 sont différemment inductibles, la résultante
du phénoméne d'induction est une augmentation de la concentration des cyt.P-450
dans le foie (Tableau 3). Cette induction procéde d'une synthése de novo d'hé-
moprotéines puisqu'elle peut etre bloquée par les inhibiteurs de la synthése

protéique comme 1'actinomycine, le cycloheximide et la puromycine (27, 28).

Nous remarquons dans le Tableau 3, qu'un seul inducteur augmente
différemment plusieurs activités enzymatiques. Ce tableau résume les effets
des inducteurs classiques , phénobarbital, 3-méthylcholanthréne et l'aroclor
1254 (biphényl-polychloré) sur les activités monooxygénasiques dépendant du
cytochrome P-450 : L'aniline hydroxylase est peu sensible aux inducteurs (29,
30), la benzphétamine-N-déméthylase est principalement augmentée par le phéno-

barbital, la benzo(a)pyréne hydroxylase et la 7-éthoxycoumarine-0-dééthylase



EFFETS DU PHENOBARBITAL (PB), du 3-METHYL-CHOLANTHRENE

Tableau 3

L'AROCHLOR 1254 SUR LES MICROSOMES HEPATIQUES DE RATS

(3 MC) ET DE

TRAITEMENT 0 PB 3 MC AROCHLOR 1254
2 . a)
Protéines microsomales 17 23 17 23
Cytochrome P—ASO(b) 0.7 23 1.7 2
o (c)
Aniline hydroxylase 0.6 1.15 1.35 1.13
I 5 (c) L
Benzphétamine-N-déméthylase 2ol 24.3 2.3 12.2
. (c)
Benzopyréne-hydroxylase 0.07 0.27 0.9 0.7
7—éthoxycoumarine-ofdééthylase(C) 0.2 2.2 5.4 -
Inhibdgion par la métyrapone 52 72 0 =
2102y
par 1' (¢-naphtoflavone 1O_SM(d) 5 3 90 -
‘- =1 ; ; :

(a) = mg protéines x g foie (poids frais)

(b) = nmol x mg_] protéines

(c) = nmol x mind] x mg protéines

(d) = pourcentage d'inhibition

d'aprés Alvares et Kappas (29)
et Ullrich (31)




~

!par le 3-méthylcholanthréne. De plus la sensibilité aux inhibiteurs varie

fortement selon le traitement des animaux.

Ces résultats sont une illustration de l'existence de plusieurs

isoenzymes du cyt.P-450 & large spécificité de substrats.

I-2-1-5 Constitution d'une monooxygénase & cytochrome P-450
Y& Y

C'est un complexe multienzymatique localisé dans la membrane du
réticulum endoplasmique et constitué de 3 &léments indispensables & son acti-
vité (Tableau 4). Il s'agit de flavoprotéines et de cytochromes qui fonctionnent
comme des transporteurs d'électrons ou des activateurs de 1'oxygéne moléculaire.
Au cours d'étapes nécessitant de 1'oxygene et des nucléotides pyridiniques
réduits, l'ensemble de ces réactions permet de transformer les xénobiotiques

en métabolites plus polaires.

I-2-1-5-1 Le cytochrome P-450

C'est une hémoprotéine décrite pour la premiére fois par Klingenberg
(32) et Grafinkel (33). Elle doit son nom & la position du pic d'absorption
2 450 nm (bande de soret) qui apparalt sur le spectre UV-visible du complexe

cyt. P-450 réduit-C0,

- La partie protéique est constituée d'une seule chaine polypeptidique
et différe selon les isoenzymes par sa composition en aminoacides. Une portion
de cette protéine est fortement hydrophobe. C'est sur cette partie, appelée
site actif, que vont se fixer les substrats par des interactions hydrophobes

non spécifiques.

- L'héme, isolé du milieu aqueux par la protéine, est la protoporphyrine IX
du fer, dans laquelle le fer, a 1'état d'ion ferrique FeIII, est 1ié aux quatré
atomes d'azote du cycle porphyrinique. D'autre part le cytochrome P-450 natif

(A, Figure 6) est en équilibre sous deux formes : une forme haut spin, penta-
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Tableau & COMPOSANTS DU SYSTEME D'OXYDATIONS MICROSOMALES HEPATIQUES ET LEURS FONCTIONS

3 e

<

\d

(VN

CYTOCHROME P-450

GROUPE PROSTHETIQUE Fer - Protoporphyrine IX
FONCTIONS : 1 - Site de liaison de H_OM et de divers substrats
7 - Détermine la spécificité de substrat du systdéme : formes multiples

avec des spécificités de substrat croisées

NADPH - CYTOCHROME P-450 REDUCTASE

GROUPE PROSTHETIQUE : FMN et FAD

—
WY FONCTION : Transferts d'électrons du NADPH au cytochrome P-450

PHOSPHOLIPIDES

COMPOSANT ACTIF : Phosphatidylcholine (55 %) et autres phospholipides
FONCTION : Facilitent le transfert d'électrons de la réductase au cytochrome
P-450 et la formation de complexe entre les deux composants

mais ils ne sont pas transporteurs d'électrons par eux-memes.

@
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coordinée, ol 1'héme est fixé de facgon non covalente & la protéine qui 1'en-
toure par 1l'intermédiaire d'une liaison axiale entre 1'ion FeIII et un ligand
thiolate provenant d'une cystéine (34) et une forme bas spin, hexacoordinée,
par une deuxiéme liaison axiale entre le FeIII et une fonction -0OH d'un amino-

acide ou de HZO.

I-2-1-5-2 La NADPH cyt P-450 réductase

C'est une enzyme réductrice qui assure le transfert au cyt.P-450
des électrons provenant du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
(NADPH). Cette enzyme microsomale est une flavoprotéine de poids moléculaire
80.000, sz purification & partir du foie et ses propriétés ont été décrites
par Strobel et Coll. (33). Elle ne contient pas de métaux, mais deux cofacteurs
flaviniques : La flavine mononucléotide (FMN) et la flavine adénine dinucléo-

tide (FAD) (1 mole de chaque cofacteur/mole d'enzyme ) (36).
I-2-1-5-3 Les lipides

Les lipides sont 1l'un des trois composants indispensables au fonc-
tionnement catalytique du systéme oxydatif des microsomes (37, 38). La phos-
phatidylcholine en est le composant majeur (55 %). Bien que le mécanisme de
1'effet des lipides sur l'activité du systéme ne soit pas bien connu, il semble
qu'ils facilitent la formation du complexe substrat-cyt.P-450 ainsi que le
transport des électrons entre la NADPH cyt. P-450 réductase et le cytochrome
P-450 (39). De plus, il est probable que les lipides ont un role protecteur
et stabilisateur du cyt.P-450 ; en effet, lorsque celui-ci est isolé de la
membrane microsomale et solubilisé, il peut se dénaturer rapidement en cyto-
chrome P-420. Les lipides minimisent cette conversion. Les détergents mnon
ioniques, par leur structure physicochimique, peuvent lorsqu'ils sont liés au
cytochrome P-450 jouer ce méme role protecteur et assurer le fonctionnement

catalytique du systéme oxydatif reconstitué (40).

Les lipides modulent aussi la fixation du substrat sur le cytochrome

P-450 (41). Ils jouent également un role important dans 1'induction in vivo



du cyt.P-450 microsomal hépatique par le phénobarbital (42).

La chalne de transport des électrons durant 1'oxydation d'un
substrat RH par une monooxygénase & cyt,P-450 est décrite sur la Figure 5.
Pour assurer cette oxydation le cyt.P-450 est réduit a deux électrons. Le
premier provient du NADPH, tandis que le deuxiéme peut provenir soit du NADPH
par 1'intermédiaire de la NADPH cyt, P-450 réductase, soit du NADH par l'inter-
médiaire de la cyt.b_. réductase.

5

Le cytochrome b_ est une hémoprotéine présente dans le réticulum

5
endoplasmique, mais également dans les mitochondries. Sa purification a

partir des microsomes de foie ainsi que ses propriétés sont définies (43).

Bien que possédant, comme le cyt.P-450, un atome de fer 1ié aux quatre noyaux
pvrrole de 1'héme, celui-ci est incapable de fixer des ligands comme 1'oxygene
ou 1l'oxyde de carbone. En effet, les six positions de coordination du fer,
contrairement & celles du cyt.P-450, sont occupées par des atomes de la protéi-

ne. 11 ne posséde aucune activité catalytique connue & ce jour et son taux

reste inchangé aprés traitement par des inducteurs.

0
P—450 Fe'l L 11
] P-450 Fe 0,
RH
NADPH forme oxydée Cyt-"S?eII NAD
NADPH Cyt.P-450 réductase fEduEt
uctase
NADP forme réduite III
o w8 cyt.b Fe NADH
: 111 -
P-450 Pe P—450 Pello?
:RH 2
P-450 Pell
ROH + H,0
RH

Figure 5. Chaine de transport des électrons durant l'hydroxylation d'un

alcane R-H en alcool R-OH en présence d'une monooxygénase a cytochrome P-450.



1-2-1-6 Cycle catalytique du cytochrome P-450

1 — Dans une premidre étape, le substrat lipophile RH vient se fixer
dans la cavité hydrophobe de 1'hémoprotéine pour former un complexe
enzyme-substrat RH-cyt.P-450 Fe(III) . Ceci provoque une modifica-

.

tion conformationnelle de la protéine et son passage a l'état haut
spin j ainsi 1'équilibre entre les formes bas spin et haut spin (B)

est déplacé vers la deuxiéme forme.

2 - Réduction du Fe(III1) par un électron provenant du NADPH via la
NADPH cyt.P-450 réductase et formation du complexe RH-cyteP-450
Fe(I11) . Cette étape nécessite la présence d'un phospholipide

(Strobel et Coll. 39) qui faciliterait le transfert d'électrons (&44).

3 _— Fixation réversible d'une molécule d'oxygéne sur le site de coordi-
nation vacant du Fe(II) pour former le complexe oxycytochrome P-450

(D) qui pourrait conduire 2 un complexe superoxo du Fe(III) (33).

P-450 Fe(II)(Oz) -— P—&SOFe(III)(Oé_)

forme mésomére qui fait apparaitre la structure de l'anion superoxyde

4 — Réduction de ce complexe par un second électron qui conduit & un
complexe peroxo du Fe(III), c'est un complexe a oxygeéne actif (E)
qui peut s'écrire sous les formes suivantes :

P-450 Fe(HI)(OZZ_) ou P-450 Pel Tap-

5 - Le complexe (E) est trés instable, il se décompose par transfert
d'un atome d'oxygéne sur le substrat et élimination d'une molécule

d'eau.

La réaction globale s'écrit

RH+02+2e'+2H+———;—-R0H+H20




Deux mécanismes sont actuellement proposés (45) pour expliquer

1'intercalation d'un atome d'oxygéne sur un substrat R-H.

a) Le complexe peroxo pourrait aprés protonation réagir comme un
peracide

p_450 Felll 2007 + H———— g p-450""" _o-_om

P-450 FelII—O—OH + RH ——— ¥ P—QSOIII -OH + ROH

b) Un complexe oxo du fer, intermédiaire, serait formé par double
protonation et élimination d'eau

+
H

111

P-450 Fe Z0-0" + H —3=P-450 T

T oo ——gee P=450Fe = 0 + H,0

P_450 Fe'=0 —agt—3p— P—450 Pet el & B e BOH & B-450 Felll

¥ "
H rﬁ-ue,’[?u.
Dans ce cas. la cassure de la liaison 0-0 se produit avant le

transfert de 1'atome d'oxygéne au substrat.
De nombreux arguments sont en faveur de la deuxiéme hypothése

- Certaines hémoprotéines (catalase, peroxydases) réagissent avec H202
en provoquant une cassure de la liaison 0-0 et en produisant un complexe
oxo du fer, comme cela a pu étre montré sans ambiguité par des méthodes

spectroscopiques en raison de la plus grande stabilité de ces intermédiaires

(46).
. - H0
' (ap) Farl % H,0, ..____+__,...(HP)FeIH—00H g (Hp)Fe'=0
- H +
+ H

On est en présence d'une situation tout-a-fait analogue avec le
cytochrome P-450, 1'oxygéne subissant une réduction & deux électrons, con-

duisant ainsi a 1'état peroxydique 022—



'\LD (4,

= I
Cyt. P-450 FeIII + O2 + 2 e + H+——>- Cyt.P-450 Fe 11—OOH

Cyt.P-450 FeV:O

- Il est possible de remplacer l'oxygéne (en présence de NADPH) par
divers oxydants donneurs d'atome d'oxygéne tel que 1'iodosobenzéne C H, 10 (47)
des hydroperoxydes ROOH (48), NaOCl (49) ou NaIOer (50) sans changer considéra-

—

blement les spécificités d'oxydations catalysées par le cyt.P-450 1in vitro,
ainsi que les distributions des produits,
11 est donc généralement admis que le complexe 3 oxygéne actif

contient un seul atome d'oxygéne plutot qu'un groupe peroxo.

1-3 Toxicité due & des agressions oxydantes : Implication des dérivés

de réduction de 1'oxygéne et role de la péroxydation des lipides

I-3-1 Introduction

L'oxygéne est indispensable & la vie de toutes les cellules aéro-
bies. Sa réduction en eau au niveau des mitochondries apporte 1'énergie
nécessaire 2 la phosphorylation de 1'adénosine diphosphate (ADP) en adénosine
triphosphate (ATP) (51). Cet ATP contient des liaisons phosphate (P-P) riches
en énergie et constitue le principal réservoir énergétique que la cellule

utilise pour accomplir un grand nombre de réactions métaboliques (51).

La réduction de 1'oxygéne au niveau des mitochondries fait inter-
venir des réactions d'oxydoréduction couplées et se passe au niveau de la
chalne respiratoire composée de catalyseurs de transfert d'électrons (nucléo-
tides pyridiniques, flavoprotéines (Fp), fer non héminique (FeNH), protéines

fer-soufre (Fe-S), ubiquinone (Q), cytochromes dont des cyt. b et ¢ et la



cytochrome oxydase) (52). Environ 95 % de 1'oxygéne cellulaire subissent
une réduction 2 4 électrons par la cytochrome oxydase mitochondriale et
sont transformés en une seule étape en eau sans passage par des intermé-
diaires réactifs libres (53). En effet des dérivés de 1'oxygeéne réduit par-

tiellement ont été détectés mais liés a l'enzyme (54).

4 cyt.c(II) + Cyt. oxydase — — ggu & cyt.c(HI)

+ cyt. oxydase
(oxyde) (réduit)

) +
0, + cyt. oxydase (réduit) + 4 H ~——3me cyt. oxydase (oxydé) + 2 H,0
ou

0. + te + 4H — g 2 H-O-H

[N

les 5 % d'oxygéne restant sont réduits par étapes au niveau des
mitochondries ou d'autres compartiments de la cellule au cours de réactions
enzymatiques ol apparaissent des intermédiaires réactifs dangereux, respon-

sables d'une peroxydation des lipides (55, 56).

I-3-2 Les dérivés de réduction de 1'oxygene

La réduction monoélectronique de 1'oxygéne moléculaire condult 2
yg

la formation de l'anion-radical superoxyde Oé—

-_' '..-_ iians
0-0 — 3 '0-0 (02)

Cette réduction a été réalisée expérimentalement par des systeémes physico-

chimiques (57) etenzymatiques (58) et 0, a été détectée sans ambiguité par

différentes méthodes physiques (59) et chimiques (60).

Ces expériences ont montré que 02

est instable et subit trés rapi-



dement des réactions qui produisent d'autres dérivés de réduction de

1'oxygéne trés réactifs.

1 - Oé_ se dismute en effet spontanément dés sa formation dans le

milieu de réaction. Cette dismutation est trés rapide et produit H,0, et
1'oxygene singulet (]02). D'un autre coté, il a été montré qu'en présence
de superoxyde dismutase (SOD : Metalloenzyme qui catalyse la dismutation de
Oi_), la dismutation d'Oé_ produit 1'eau okygénée et 1l'oxygeéne moléculaire
3 1'état fondamental triplet 3O2 (61).

- ¥ I e é'./)
B
20, + ZH 0, * 0 Lk

SOD /i
zoé' PR 1 0,0, # 302 (Lwﬁ}hdﬂ)-

2 - Oé_ peut donner selon la réaction d'Haber-Weiss, en présence d'H202

des radicaux 'OH trés réactifs (62)

+ .

0, + HO0, + H —0_  + 'OH + HO
2 272 2 2
La formation des radicaux ‘OH par cette réaction a été étudiée dans des
systémes chimiques et biologiques et elle s'est avérée trés lente. Ce n'est
qu'en présence de traces de métaux de transitions chélatées ou non que la

production d'"OH est importante (63).

B + catalyseur
. .
O2 + H202 + H — 02 + OH + HZO
p IIL . ’ ; . . .
En présence de Fe , la réaction d'Haber-Weiss se fait en deux étapes
distinctes : Réaction de Fenton
.- IIT IT
0 + F S +
9 e 02 Fe
II . - I11

B0, + Fe ——— = OH + OH + Fe



3 - HZOZ peut aussi réagir avec une quinone réduite (Q7) et former

des radicaux ‘OH (64).

Q + HZOZ + H+_____)- Q + "OH + H20

4 - A faibles pH, OZ donne par protonation une entité HOé trés réactive.

+

S = -
B + 02 —_— Y Ho2 (65)

Cette meme entité peut aussi etre formée & partir de H202 en présence de

FEIII.

LEIL o .
H, 0, + Te == H + HC, o+ rell (66)

Tous ces dérivés de réduction de 1'oxygéne (Tableau 5) sont dan-
gereux et peuvent s'ils sont formés in vivo en quantités trop fortes déclen-

cher la péroxydation des lipides des membranes cellulaires.

1-3-3 Production des dérivés de réduction de 1'oxygéne par une

cellule aérobie a 1'état physiologique normal

Au niveau cellulaire, O; et 3202 peuvent provenir de l'activité
aérobie de certaines enzymes ou de l1'autoxydation de certains constituants
cellulaires. Ces deux entités sont maintenues & des taux cellulaires treés
faibles grace aux systémes de détoxification de 1'organisme. Produits a un
taux physiologique normal, ils sont donc atoxidues, mais si leur production
est accélérée et s'ils accumulent a trop fortes concentrations dans la
cellule, ils seraient responsables de la production de radicaux "OH tres
réactifs, capables d'induire une peroxydation des lipides membranaires. Chi-
miquement, la formation du radical "OH 2 partir d'O; et d'HZO2 a été prouvée
(64), 11 est donc important de connaitre les systémes enzymatiques et les

constituants cellulaires autoxydables, responsables de la production d'O; et

HZOZ'



1-3-3-1 Enzymes produisant H202 et 02T

L'eau oxygénée et 1l'anion-radical superoxyde sont prodults in vivo

par diverses oxvdases, dans la plupart des compartiments subcellulaires.

Les enzymes responsables de la production d'H202 sont surtout les flavo-
protéines oxydases et les cuproprotéines oxydases alors que 0; est surtout
produit par les molybdoflavoprotéines oxydases (xanthine oxydase), les
flavoprotéines déshydrogénases (NADPH cyt.P—&SO réductase) et les polymorpho-
nucléaires neutrophiles (Tableau 6). Les neutrophiles constitueraient le
systéme physiologique le plus producteur d'O; (67). L'enzyme responsable de
cette activité est une flavoprotéine : la NADPH oxydase, elle est normalement
inactive, mais est activée au cours de la phagocytose ol 1'augmentation de la

production d'O; est responsable en partie du pouvoir bactéricide (68).

I-3-3-1-1 Production d'O; et H202 par la xanthine

oxvdase

lLa xanthine oxydase est une molybdoflavoprotéine qui se trouve
dans le lait maternel et dont le role est de catalyser 1'oxydation de la

xanthine en urate.

En 1949, Horecker et Heppel ont constaté que 1'oxydation de la
xanthine par la xanthine oxydase s'accompagne d'une réduction du cytochrome C
et que cette réduction dépend de la concentration en oxygéne (70). Plus tard,
Mc Cord et Fridovich (71) ont montré que, d'une fagon générale, si la réduction
o
Enfin, 1'inhibition par la superoxyde dismutase de la réduction du cytochrome c

du cytochrome C est oxygene—dépendante, c'est la preuve d'une production d'O
¥ 5 P p P

en présence de xanthine et de xanthine oxydase (72) a apporté une preuve sup-

plémentaire de la formation d'O2

par la xanthine oxydase au cours de son

cycle catalytique.



2o+o \
A\ O +2}‘I+202

H

Xanthine Acide Urique

Ficure 7 : Production d'0. au cours de 1'oxydation de la xanthine en
o 2 o

acide urique par la xanthine oxydase.

1-3-3-1-2 Production d'O2 et H,0, par la NADPH

cytochrome P=450 réductase

La NADPH cytochrome P-450 réductase est une flavoprotéine (Fp)
hépatique qui assure le transfert au cytochrome F-450 de deux électrons
provenant du NADPH. Elle n'est capable de transférer qu'un électron a la
fois et peut ainsi réaliser une réduction moncélectronique de 1'oxygéne en

9,

NADP forme oxydée []72—---------|-{‘,‘,02
NADPH Cyt.P-450 réductas
NADP forme réduite 02

FIGURE 8 : Production d'[]; et H,0, par la NADPH

cytochrome P-450 réductase.
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En 1957, Gillette et Coll. (73) étaient les premiers & remarquer

que les microsomes hépatiques de foie de rat catalysent laréduction de

1'oxygéne moléculaire en 0; et HZOZ ; mais ils étaient incapables de dire

si ces dérivés sont produits par la NADPH cytochrome F-450 réductase ou le

cytochrome P=450.

En 1977, Bortoli et Coll. (74) ont travaillé sur des microsomes

préparés & partir de foie de rat en cours de développement et ils ont étudié

la production d'O2 par ces microsomes en fonction des taux de NADPH cyto-
chrome P-450 réductase et de cytochrome P-450 qu'ils contiennent. Ils en

déduisent ainsi le taux d'O; produit par chacune des deux enzymes. Leur con-

2
de rat adulte est formé par la NADPH cytochrome P-450 réductase.

clusion était que 50 % de la totalité d'O. produit par des microsomes de foie

En 1981, Bosterling et Trudell (75) et Graves et Piette (76) tra-
vaillent sur la NADPH cytochrome P-450 réductase purifiée et montrent défini-

tivement qu'elle catalyse la réduction monoélectronique d‘02 en O;.

I1-3-3-1-3 Production d'O; et H,0, par le cytochrome

P-450 au cours de son cycle catalytique (Figure 9)

Les complexes Fell—— 02 et Fe;zl—oz_ du cyt. P-450 (paragraphe
I1.2.1.1) peuvent se dissocier en redonnant le cyt.P-450 Fe111 et respective-

ment 02 et HZOZ'

e

S

pasord! p.450Fel

\
\

H,O,--O,’\
™

P450 FO—G pasord o
\_{

Figure 9 : Production d'ég et H202 par le cyt. P-450 au coums de son cycle
catalytique (77).



. 1 +
I1-3-3-2 Production d O2 et H202

constituants cellulaires

par autoxydation des

La production d‘O; et H202 au cours de l'autoxydation de plusieurs

constituants cellulaires est maintenant prouvée expérimentalement. L'hémo-
globine et 1'oxyhémoglobine (78), le cytochrome bg (79) (transporteur d'é-
lectrons du NADH vers le cytochrome F-450), 1'ubiquinone (80) (une quinone
de la chalne respiratoire mitochondriale qui sert de transporteur d'élec-
trons vers 02) et les flavines réduites sont des exemples de constituants

cellulaires qui produisent O2 et H202 au cours de leur autoxydation.

1-3-3-2-1 Formation d'0] et H, 0, au cours de 1'auto-

2 22
oxydation de 1'hémoglobine et de 1'oxyhémoglobine
s 2
2 L . ) » 11 .
X L'hémoglobine (Hb) est une hémoprotéine (HbFe ~). Au niveau pulmo-

e = naﬁrﬁ, elle fixe 1'oxygéne et le transporte dans les cellules. La liaison

5 ngre le Fe ~ et 1'oxygeéne est réversible. C'est ainsi qu'au cours d'un cycle
-’-.2 11
éf?*f 2Lrl .

4~ @ MYis la présence d'anions dans la poche héminique hydrophobe (1'eau par exem-

SIS |

mal d'oxygénation, 1'oxyhémoglobine (HbOz) se dissocie en 0, et HbFe

-

“ple) favorise la libération dTOZ (80) et aboutit & la formation de la méthé-
moglobine (Felll) incapable de fixer 0, (Figure 10).
Chez un individu sain, environ 3 % de 1'hémoglobine circulante

sont transformés chaque jour, par ce mécanisme en méthémoglobine (81).

3+
—_Fe_

1

3

Figure 10 : Formation d'0] et de méthémoglobine & partir de l'oxyhémo-
globine selon“Carrel et Coll. (82). 2—des petites distor-
sions de la poche héminique peuvent favoriser la pénétration

d'eau ce qui engendre la formation d'O; et de MetHb.



I-3-3-2-2 TFormation d'O; et H202 dans les mito-

chondries par autoxydation de certains constituants

- . .
de la chaine respiratoire

La production d'O; et H202 au niveau des mitochondries a été mise

en évidence par plusieurs équipes. Boveris et Chance (83) ont montré, en
particulier, que les mitochondries hépatiques isolées et incubées in vitro

dans des conditions similaires aux conditions physiologiques réduisent envi-
ron 2 % de la totalité d'oxygéne qu'ils consomment en O; et H202. Enfin une
étude détaillée a permis & Loschen de démontrer qu'au niveau des mitochondries

H O, provient de la dismutation d'O2

272
2 électrons (84).

et non d'une réduction de 1'oxygdne a

Plusieurs composants de la chalne respiratoire mitochondriale peu-
vent réaliser une réduction monoélectronique de l'oxygéne moléculaire. Les
cytochromes b, 1l'ubiquinone, la NADPH déshydrogénase sont capables de produire
O; au niveau des mitochondries. Mais O; est surtout formé par l'autoxvdation
de 1'ubiquinone réduite (Q7) (85). Le mécanisme de formation d'0O. et K, O, est

2 2
représenté sur la Figure 11,

I-3-4 Role des dérivés de réductions de 1'oxygéne dans la péro-

xydation des lipides

I-3-4-1 TIntroduction
La péroxydation des lipides a été définie par Tappel (86) comme

étant une détérioration oxydative des acides gras polyinsaturés des lipides

des membranes cellulaires.

VM —— Du point de vue incidence, elle touche tous les systémes biologiques
aérobies. Au niveau cellulaire, tous les compartiments de la cellule (lyso-

somes, mitochondries, etc ...) peuvent la subir. Quant aux conséquences, elle
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engendre une dégénérescence cellulaire avec les perturbations enzymatiques,

métaboliques et biologiques qui en découlent.

Du point de vue physiologique, elle se traduit par une lyse cellu-
laire et par conséquent une nécrose tissulaire plus ou moins importante selon

le degré de 1'atteinte. f

Chez 1'homme, la péroxydation des lipides a été incriminée dans le
vieillissement cellulaire (87) et serait responsable de 1'apparition des
"pigments d'age" chez les personnes agées. D'autre part, elle serait la cause
principale de la toxicité d'une large gamme de substances chimiques d'ou 1'in- {

téret de plus en plus grandissant qu'elle suscite chez les toxicologues,
P P g q &

1-3-4-2 Mécanismes du déclenchement de la péroxydation des

lipides

la peroxydation des lipides est une réaction entre 1'oxygéne et les
lipides polvinsaturés. Cette réaction forme des radicaux hydroperoxylipidiques
et des lipohydroperoxydes qui engendrent des réactions radicalaires en chaine.
Ces réactions en chaine se déroulent en trois étapes (87) et aboutissent i la
fragmentation des lipides et donc a la désorganisation des membranes cellu-

laires.

I-3-4-2-1 La phase d'initiation

Cette phase est 1'étape clé des réactions radicalaires en chaine ;
elle génére a partir d'un lipide (LH) un radical lipidique (L°) qui, en réagis-
sant avec 1'oxygéne moléculaire, provoque le déclenchement de la peroxydation

des lipides.

L'oxygéne moléculaire, & 1'état fondamental triplet, 302, posséde

~

deux électrons célibatraires a spins paralléles et peut etre considéré comme

un biradical stable (88) peu réactif et incapable d'arracher un hydrogéne



lipidique. Par contre, certains de ses dérivés de réduction sont trés
réactifs et peuvent arracher un hydrogéne lipidique et former des radicaux
(L*). Des radicaux organiques R ( 'CCl3 par exemple) peuvent aussi arracher

un hydrogéne lipidique et sont la cause d'une péroxydation des lipides (89).

La capacité d'arracher un hydrogéne lipidique par les différents
P Y g P

dérivés de réduction de 1'oxygéne est trés discutée dans la littérature.

1 - Dans les conditions physiologiques, O; est le dérivé de réduction

de l'oxygéne prédominant, mais du point de vue réactivité chimique, il est
impossible qu'O; arrache un hydrogéne lipidique. De plus, Fong et Coll. (90)

ont montré que la peroxydation des lipides induite in vitro par 1l'oxydation

e
P ——— ]

du NADPH via la NADPH cytochrome P=450 réductase nécessite la présence d'un
chélate de FeIII et est inhibée par les piégeurs de radicaux OH (mannitol,
éthanol et benzoate) : ils en concluent qu'O; produit par la NADPH cytochrome 4
F-450 réductase n'est pas directement responsable de 1'induction de la pero-
xvdation des lipides.

0, peut donner par protonation une entité HO%

dont la capacité d'induire la peroxydation des lipides a été démontrée dans

suffisamment réactive

des systémes chimiques in vitro (65), mais cette protonation se fait & pH 1
faible et la formation d'HO] n'est possible in vivo que dans les vacuoles
2 —_

phagocytaires des neutrophiles od le pH est assez faible.

2 - La dismutation spontanée d'O; dans une cellule aérobie est improbable |

car la superoxyde dismutase existe dans toutes les cellules aérobies et elle

5 cellulaire en H202 et O2 (62). I1

: ; ; 1 . . .
est donc improbable qu'in vivo O, formé par dismutation d'0] soit responsable
— 2

2
de la peroxydation des lipides, en plus H202 en absence de traces de métaux

catalyse la dismutation de la majorité d'O

de transition n'est pas inducteur de la peroxydation des lipides (91).

3 - L'implication directe des radicaux "OH dans 1'initiation de la
peroxydation des lipides a été récemment prouvée grace a l'utilisation des

systemes chimiques (63). D'autre part, la péroxydation des lipides induite
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par la xanthine oxydase en présence de xanthine est inhibée par les piégeurs
de radicaux 'OH ce qui confirme 1'implication de ces radicaux dans le dé-

clenchement des réactions de peroxydation lipidique (92).

4 - Récemment, Bucher et Coll. (93) ont remarqué que le FeII ou le

LE = 5 i
FeI en présence d'un chélateur (EDTA, ADP, ATP) catalysent la peroxydation

des lipides in vitro. Dans ce cas, O; réduit le FeIII en FeII avec formation
d'un complexe chélateur—FeII—Ozd»ﬁb—IEI IﬂOZ capable d'arracher un hydrogéne
lipidique. Le et L chélaté peut aussi catalyser la production des radicaux

"OH qui induisent la peroxydation des lipides (94, 95).

Actuellement, on admet que les dérivés de réduction de 1'oxygéne
capables d'induire la peroxydation des lipides in vivo sont soit les radicaux
‘OH soit les complexes chélates de métaux de transion - 02. Ces dérivés tout
comme certains radicaux organiques (R') sont capables d'arracher un hydrogeéne

allylique d'un lipide et de former des radicaux (L'), point de départ des

réactions radicalaires en chaine (87).

R’ RH _
LH . L L

" m 2

1-3-4-2-2 La phase de propagation

c'est une réaction en chaine ol les radicaux L' formés lors de la
phase d'initiation réagissent avec 1'oxygéne moléculaire pour former des ra-

dicaux lipohydroperoxy L00" (93).

L LOO




- Un radical LOO" peut arracher un hydrogéne a un autre lipide
insaturé et perpétuer ainsi la chalne des réactions radicalaire.

¥ 1
L0 + L'H — 3= LOOH + L (87)

- Deux radicaux LOO" peuvent réagir ensemble et donner par dis-

mutation spontanée de 1'oxygéne singulet.

+
H
LOO" + LOO — 3= LOH + lo2 + LO (87)
- Les lipohydroperoxydes LOOH peuvenf :
a) réagir sur G: et produire des radicaux LO’
Logﬁ_{:g 00 ————® LO° + 0, + OH (87)

'*4:;."
o %

¢
b) subir une déé%@position catalysée par des traces de métaux de transi-

tion et prod%&;e des radicauxsl0 et LOO .

-

>

3 11 ' - 5
LOOH + Fe ——3= LO + + OH (87)
LOOH + FeIII—)» Loo® + Fell + W' (87)

\
- Les radicaux LO° et LOO peuvent non seulement réintégrer le
circuit des réactions radicalaires et contribuer & leur propagation
mals se fragmentent ce qui aboutit & la désorganisation de la

structure des membranes cellulaires.

I-3-4-2-3 La phase de terminaison

Cette phase est constituée par une série de réactions qui permettent

le piégeage des radicaux formés.

L o I seeeeeomme  I&E (a)
L° + L1L00" — =  LOOL (b)



Lo;_ + LOé ————3= LOOL + o2 (c)

En réalité les réactions a, b et ¢ ne sont pas aussi simples. Deux
radicaux peuvent non seulement se combiner pour donner un produit non radica-

laire, mais aussi former des produits comme des oléfines, des alcools, des

alcanes et des produits carboxylés (87).

En particulier, il est connu que la réaction ¢ forme d'abord un é

tétraoxyde LOOOOL qui se décompose en deux radicaux LO et en 02. Les deux

radiceux alkoxy se combinent et donnent LOOL ou réintégrent le circuit des ‘

. . . . -
réactions radicalaires en chaine.

L'importance relative des réactions a, b et c dépend de la pression &

partielle 4'0 (p07). A faibles pOz, les radicaux L' sont plus abondants que

2

LOO ., donc la réaction a est favorisée alors que si la p0, est forte, la con- =

2
centration de LOD" est supérieure a celle de L' et la réaction c est favorisde.

1-3-4-3 Froduits formés lors de la péroxydation des lipides

Aux produits déja formés lors des phases d'initiation et de propa- a
gation (diénes conjugués, LOO , LOOH et LO'), s'ajoutent des pro@uits qui {
proviennent de la fragmentation des radicaux alkoxy (LO") et lip;peroxy(LOD').
La Figure 12 représente les différentes étapes de la peroxydation de 1'acide

linoléique 2 partir de la phase d'initiation jusqu'a la fragmentagion. {

La cassure des radicaux LO aboutit notamment & la formation de
radicaux alkyls ou alcényls et d'aldéhvdes lipidiques. Les radicaux alkyls
ou alcényls arrachent un hvdrogeéne lipidique et se transforment en alcanes
ou alcEnes correspondants, alors que L formé, réintégre le circuilt des
réactions radicalaires en chalne. La Figure 12 montre clalreﬂqat que 1'éthane

est formé a partir des acides gras insaturés en position 3 du cdﬂ CH, termi-

3

nal ( () - Dacides gras) alors gue le n-pentane provient des (- 6 acides gras

(91).



- La fragmentation des radicaux L0OO' aboutit & la formation
de malondialdéhyde de radicaux alcényls ou alkyls et
d'aldéhydes lipidiques insaturés. Cette fragmentation n'est
pas directe, le radical LOO " subit une cyclisation en radical
endoperoxy (91) qui aprés un réarrangement intramoléculaire
fixe 02 puls arrache un hydrogéne lipidique et se transforme
ainsi en endoperoxyhvdroperoxyde. Celui-ci est le précurseur

directe du malcndizlaehyde (Figure 12).

- Le malondialdéhyde formé au cours des réactions de peroxydation
des lipides in vivo, réagit rapidement avec des molécules bio-
logiques renfermant des fonctions amines primaires. 11 se forme
une base de Schiff conjuguée ayant la structure générale suilvante

R - N=CH--CH=CH~-NH - R ol R peut etre un aminoacide, une

protéine ou un acide nucléique (87). -

1-3-4-4 Techniques de mesure de la peroxydation des lipides

1-3-4-4-1 Dosage du malondialdehyde (MDA)

C'est la technique la plus utilisée. Le malondialdéhyde se condense
4 chaud et & pH acide avec 1'acide thiobarbiturique (TBA) et donne un composé
rose dosé par colorimétrie (91). Cette technique donne des résultats sa-
tisfaisants quand il s'agit de mesurer le taux de peroxydation lipidique in
vitro. Elle a aussi été utilisée couramment in vivo, faute de moyens d'investi-
gations directes. Dans ce cas, on mesure le malondialdéhyde dans le sang,
les tissus ou les organes aprés sacrifice de 1'animal. Le probléme est que le
malondialdéhyde est dégradé in vivo (96) et réagit rapidement sur certains
composants cellulaires (87). Il faut de ce fait interpréter avec prudence les
résultats in vivo, particuliérement si le taux de peroxydation dépasse de peu
la péroxydation normale, comme cela devrait etre le cas dans les intoxications
chroniques ou au cours de certaines maladies. Dans ces cas bien particuliers
mais assez courants, l'incapacité de détecter les substances réactives vis-a-
vis du TBA ne devrait etre interprétée en aucun cas comme une évidence de

1'absence de peroxydation lipidique.



1-3-4-4-2 Dosage des lipofuschines (pigments d'age)

Le malondialdehyde réagit rapidement in vivo avec les amines pri-
maires, le produit formé est une base de schiff conjuguée ayant la structure
générale suivante : R - N = CH - CH = CH - NH - R ol R peut étre un amino-
acide, une protéine ou un acide nucléique (87). Ce produit communément désigné
sous le nom de pigment d'age est fluorescent et stable in vivo . Il permet
donc aprds extraction et purification sur colonne de Séphadex (87) d'évaluer

la peroxydation des lipides in vivo.

1-3-4-4-3 Dosage de l'éthane ou du pentane

C'est la méthode la plus récente. Son avantage est de permettre
la mesure de la peroxvdation des lipides sur des animaux vivants. Riely,
Cohen et Liberman ont les premiers remarqué que des souris traitées au tétra—~
chlorure de carbone exhalent de 1'éthane & un taux plus élevé que le taux
physiologique normal (97). Plus tard, ce phénoméne a été confirmé et attribué
a2 la peroxydation des lipides (98). D'autres études sont venues confirmer
que 1'éthane et le pentane sont produits dans divers cas d'agressions oxydan-

tes induites in vivo chez 1'animal par différents produits lipoperoxydants

tel que le paraquat toxique pulmonaire trés pulssant (99, 100).
Cette technique peut aussi etre utilisée in vitro dans le cas

d'étude de la peroxydation des lipides induite dans des homogénats d'organes

d'animaux ou de préparations microsomales de divers organes.

I1-3-5 Les svstémes biologiques de défense contre les dérivés

de réduction de 1'oxygéne

Les cellules aérobies sont continuellement le sigge de plusieurs

réactions produisant des dérivés de réduction de 1'oxygéne responsables de



1'initiation et de la propagation de la péroxydation des lipides. En consé-
quence, ces cellules ont développé des moyens de défense contre ces dérivés

de réduction (Tableau 7).

1-3-5-1 Les superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD sont des métalloprotéines cytoplasmiques présentes dans
toutes les cellules adrobies (91) . Elles catalysent la dismutation de la
majorité d'O; produit par une cellule saine en O2 et H202 (61). Les SOD
agissent au niveau de la phase d'initiation de la peroxydation des lipides
et protégent uniquement contre la toxicité d'O;. En effet, HZOZ prodult, peut

donner en présence d'un métal de transition des radicaux OH, selon la réac-

tion de Fenton.

1-3-5-2 La catalase et la glutathion peroxydase

Ce sont deux enzymes qui controlent la concentration d'H202 dans
1a cellule. La catalase est une hémoprotéine qui se trouve dans les peroxy-
somes et catalyse spécifiquement la réduction d'HZOZ’ alors que la glutathion
peroxydase est une sélénoenzyme qui catalyse la réduction de tous les hydro-

peroxydes organiques (31).

2 H,O _— 2 H20 + 0
catalase

2 GSH + ROOH T ROH + GS-SG + H,0
GSH peroxydase

Cette synergie dans la réduction d'H202 entre la catalase et la GSH peroxy-
dase prévient la décomposition d'HZO2 selon la réaction de Fenton et empéche
la formation des radicaux "OH. Le résultat est unme inhibition de la peroxyda-

tion des lipides au niveau de la phase d'initiation.

La sélénoprotéine-glutathion peroxydase réduit expérimentalement



les lipohydroperoxydes isolés en alcools (101), mais elle est incapable de
réduire les lipohydroperoxydes présents dans les phospholipides intactes
(Grossman et Wendel 1983 (108) . Pour ces raisons, on ignore jusqu'a mainte-
nant si 1aGSH peroxydase est capable, in vivo, de réduire les hydroperoxydes
lipidiques dans les membranes cellulaires. Si la réponse est oui, elle peut
empécher la réduction des lipohydroperoxydes (LOOH) selon la réaction de
Fenton en LO" et LOO' et inhiber ainsi la péroxydation des lipides au niveau

de la phase de propagation.

Des études récentes effectuées entre 1982 et 1983 ont permis de
découvrir une protéine capable de réduire les hydroperoxydes membranaires.

C'est une protéine qui a une activité similaire & celle de la GSH peroxydase

(103) et serait responsable de la réduction des lipohydroperoxydes membranaires |

in vivo.

Enfin, Sévanian et Coll. en 1981 et 1983 (104) et Grossman et
Wendel en 1983 (105) montrent que la phospholipase A2 est activée au cours
de la peroxydation des lipides et lib&re les lipohydroperoxydes formés de
leurs membranes cellulaires, permettant ainsi leur réduction en LOH par la

glutathion peroxydase et donc une inhibition de la phase de propagation des

réactions radicalaires en chaine de la peroxydation des lipides.

La GSH peroxydase utilise spécifiquement le GSH comme donneur
d'hydrogéne pour réduire les hydroperoxydes en alcools correspondants.
L'efficacité de cette réduction dépend donc de la concentration cellulaire

en GSH. Dans le cas d'un stress oxydant, il y a surproduction d'hydroperoxy-

des dont la réduction par la glutathion peroxydase s'accompagne d'une oxydation
g j% Y pag y

du GSH en GS-SG. Comme la concentration de GSH dans la cellule est limitée,
il est trés important que celui-ci puisse etre réduit au fur et a mesure de
son oxvdation : C'est le role de la glutathion réductase, une enzyme cytoso-
lique & coenzyme flavinique qui catalyse en présence de NADPH la réduction

du GS-SG (106).

+
GS-SG + NADPH + H ——— 3= 2 GSH + NADP



+ . A .
Le NADP est lui-meme réduit en présence de glucose-6-phosphate
(G6P) par la glucose-6-phosphate deshydrogénase (G6PDH) ce qui permet la

régulation de la concentration de GSH dans la cellule (106).

i G-6-PDH i
G-6-P + NADP —~———————3 G-phosphogluconate + NADPH, H

La GSH peroxydase, la GS-SG réductase et la glucose-6-phosphate
deshydrogénase agissent donc en synergile, selon le schéma suivant, pour

assurer la réduction des hydroperoxydes formés dans la cellule.

G—6-P / NADP ‘\ /w 2 GSH \/ ROOH

GSH peroxydas%

NADPH, H+/ \GS—SG /\ROH + H.0

2

GS-SG réductase

I-3-5-3 Les caroténoides : [g—caroténe et vitamine A

L'activité antioxydante du B-—caroténe est liée a sa capacité
d'inactiver 102. Physiquement, le transfert d'énergie de 102 vers le 5 -
carotdne et son retour & 1'état triplet est connu depuis 1968 (107). Mais
c'est Mattheus (108) qui a apporté la preuve que le B —caroténe inactive

O, in vivo. Cet auteur a montré que la coadministration & des sourls du
B -caroténe en meme temps qu'un photosensibilisateur (hématoporphyrine) les
protége contre l'effet léthal photodynamique alors que les souris qui ne
recoivent pas du ﬁg-caroténe meurent. Comme les photooxydations font inter-

. R . . 1
il conclut que le ﬂawcarotene inactive O

L]
venir 02, 2"

I-3-5-4 Les antioxydants

Ce sont des molécules biologiques qui protégent les lipides des
membranes cellulaires contre les intermédiaires radicalaires formés au cours

des réactions en chaine. Ces molécules pi2gent les radicaux trés réactifs



en formant des radicaux plus stables. Il en résulte une diminution de

vitesse des réactions radicalaires en chaine.

Ces moyens de défense sont centrés sur deux types d'antioxydants
biologiques : Les antioxydants hydrosolubles représentés principalement
par 1'acide ascorbique et le GSH, et un antioxydant liposoluble, 1' @ -toco-

phérol ou Vitamine E (Vit E-OH).
I1-3-5-4-1 La Vitamine E
La vitzmine E est localisée dans les membranes cellulaires a proxi-

mité des lipides ; elle est, de ce fait, 1l'antioxydant biologique le plus
efficace. L' ® -tocophérol réagit aussi bien avec les radicaux L° que LOO".
Elle les transforme en LH et LOOH et se transforme elle-meme en radical
(Vit E-0') relativement stable (109).

Vit E-OH + L' ————3®=— 1H + Vit E-0°

Vit E-OH + LOQ"'— = LOOH + Vit E-0°
(Vit E-0") peut étre réduit par certaines molécules biologiques et régénérer

(Vit E-OH). Parmi les molécules réductrices figurent 1'acide ascorbique (Vit C)
g q

et secondairement le glutathion ( (111).
GSH Vit E-0° Vit C
GS* Vit E-OH Vit C°

1-3-5-4-2 Le glutathion et 1'acide ascorbigue

Le GSH réagit avec les radicaux libres (112) et se transforme
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Nl
(o

en radical GS°

GSH + L' —————— == 1H + GS’

GS® n'est pas un radical inerte, il peut réagir directement avec les
nucléophiles cellulaires (113) ou fixer 1'oxygeéne moléculaire et former un

radical peroxy (GS00') qui peut par dismutation donner 102 (114).

GS. + 0 _r____>, Gsoo‘ .
: )
P2
R
T SO0 e DHSE b 0, /QQ .

Le glutathion comme 1l'acide ascorbique ne parraissent pas réagir
directement sur les radicaux lipidiques (110, 111, 115). Ils exercent plutot
une inhibition de la peroxydation des lipides en régénérant la vit E a partir —

du radical vit E-0".

1-3-5-5 Autres systémes de défense

p
La nature des membranes cellulaires constitue déja un moyen deggs—
fense contre les réactions de peroxydation des lipides. La membrane celluldire
est constituée d'une partie hydrophobe internme et riche en protéines (11 ;}
enrobéde entre deux couches hydrophiles. Les lipides insaturés sont constitués
d'une partie hydrophobe dirigée vers le centre de la membrane et d'une gartie
hydrophile dirigée vers 1'extérieur. La membrane cellulaire constitue aigéi
une barridre qui protége les lipides contre les agressions oxydantESqu;sﬁﬁe
les radicaux qui sont en général de nature anionique ou cationique ne ?é&vent

as pénétrer a l'intérieur de cette membrane et restent loin des hydrogépes
p p ¥ g
b

allyliques faciles a arracher. gl
L

D'un autre coté, la transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine

séquestrent le Fer de 1l'organisme et jouent ainsi un role antioxydant puigqu'ils
q g ] ) P q

minimisent la formation de complexes Fellwo2 et la décomposition des hydré}
peroxydes lipidiques (117). ;1’
“.-.’ vﬂ

p



1-3-6 Rapport entre la production et la réduction des dérivés

oxygénés réactifs a 1'état physiologique normal (Figure

Biologiquement, l'activation de 1'oxygéne est sans trop de consé-
quences graves pour l'organisme. D'une part, parce que la quantité d'oxygéne
activée par une cellule saine est faible pour provoquer des dommages notoires,
et de 1'autre, parce que l'organisme est bien équipé pour se défendre contre

ces entités réactives.

Dans les conditions physiologiques normales, les systémes de dé-
fense sont rarement dépassés par la production des dérivés de réduction de

1'oxygéne. Il existe en général un équilibre entre leur production et leur ré-

duction immédiate si bien qu'ils sont maintenus a des concentrations cellulaires

tellement faibles qu'il est trés difficile de détecter la peroxydation des

lipides phvsiologique normale.

Dans certains cas pathologiques, comme les intoxications involontai-
res par des produits chimiques ou dans certaines thérapeutiques comme la
chimiothérapie du cancer, la nature chimique des produits & laquelle la cel-
lule se trouve confrontée, fait qu'il y a hyperproduction d'entités réactives
de 1'oxygéne au cours de certaines étapes du métabolisme. Une agression
oxydante pourrait alors s'établir d'autant plus importante que l'organisme

est appauvri en ses moyens de défense naturels.

I1-3-7 Les causes de surproduction des dérivés de réduction de

1'oxveeéne et le déclenchement de la peroxydation des lipides
yg P ¥ P

La phase d'initiation de la peroxydation des lipides peut atre
déclenchée, soit par des radicaux organiques R’ qui arrachent directement un
hydrogéne allylique aux lipides membranaires (89), soit par un dérivé de

. s I
réduction de 1'oxygeéne généralement "OH ou ADP-Fe I—O2 (95). Ces deux cas
ne different que par la phase d'initiation, la phase de propagation et la

phase terminale sont les mémes et 1'entretien de la phase de propagation se



fait par une activation continue de 1'oxygene moléculaire.

Une peroxydation des lipides peut donc etre induite in wvivo
soit par une forte dose d'un produit organique métabolisé en radical

R' réactif, soit par des xénobiotiques qui catalysent la réduction de

=

2

géne moléculaire en O

1'oxy-
. . II
puis en OH ou ADP-Fe —02.
I-3-7-1 Composés exoglnes agissant par surproduction d'O;
La plupart des compartiments subcellulaires contiennent des oxydo-

réductases a coenzymes flaviniques ou métalliques (Tableau 6) qui cata

le transfert d'un électron du NADPH ou du NADH & différents substrats.

lysent

Ces

enzymes produisent normalement O], mais la vitesse de cette réaction est
2

faible.

Plusieurs molécules exogdnes peuvent etre réduites par ces e
puis se réoxydent facilement catalysant ainsi la production d'O:. C'es
cas de plusieurs familles de composés organiques dont des médicaments

herbicides et autres (91).

nzymes
t le

des

NADPH ou NADH forme oxvdée O2
oxydoréductase Réaction lente
+ - .
NADP ou NAD forme réduite 0

NADPH ou NADH forme oxydée R—'] o;
Réacti
NADP+ ou NAD+ forme réduite [R] 02 rapide

Figure 13 : Catalyse de la réduction de l'oxygéne en O2

on



I-3-7-1-1 Les sels de bipyridinium du type

paraquat et diquat

Le paraquat est un herbicide qui peut subir une réduction & un
électron par les flavoenzymes et former ainsi un cation radical stable.
En 1933, Michaelis et Hill montrent que ce radical peut réduire 1'oxygene
moléculaire en O; (119).

En 1960, Homes et Coll. travaillant sur des analogues structuraux %
du paraquat, trouvent une corrélation entre leur potentiel de réduction et a

leur activité herbicide et suggérent que la réduction du paraquat est a la

base de cette activité (120).

D'un autre coté, il a été montré que l'activité herbicide du para-
quat nécessite de 1'oxygéne (121) et que cette activité s'accompagne d'une - fd
accumulation de malondialdéhyde chez les plantes (122). Il a été déduit que
le paraquat est réduit dans les chloroplastes au cours de la photosynthése
en cation radical yqui en s'oxydantyréduit 1'oxygéne moléculaire avec formation

d'0T responsable de la peroxydation des lipides et de l'activité herbicide.
2 P P

Les expériences sur les animaux de laboratoire ont montré que le
paraquat s'accumule dans les poumons et provoque une fibrose pulmonaire sou-
vent mortelle (123). La superoxyde dismutase diminue 1'ampleur de cette fi-

brose suggérant ainsi que cette toxicité est due au moins en partie a une

2
ont montré que les souris traitées par le paraquat expirent plus d'éthane

surproduction d'C. au niveau des poumons (124). Enfin, d'autres expériences
que des souris témoins, ce qui prouve son implication dans le processus d'ini-

tiation de la peroxydation des lipides (99).

Chez 1'homme, plusieurs cas d'intoxication par le paraquat ont
été rapportés. Cette intoxication provoque 1'apparition d'une fibrose pulmo-
naire similaire & celle observée chez les animaux de laboratoire intoxiqués
par le paraquat, l'évolution de cette fibrose est généralement défavorable

(1251},
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NADPH forme oxydée
y R

NADPH cyt.P=450

réductase

y A 4% TNy
NADP forme réduite 02

Figure 14 : Activation de 1'oxygene par le Paraquat selon la référence 126.

I-3-7-1-2 1Les dérivés aromatiques ou hétéro-—

cyeliques nitrés

Le nitrobenzéne et plusieurs médicaments antibactériens nitrés

provoquent a hautes doses une toxicité qui semble etre due & une surproduction’

d'O: . En effet, les composés de structure ArNO, sont réduits en présence

2
de nitroréductases intestinales ou hépatiques en anion radical ArNO

IE

anion radical nitro peut se transformer en dérivé nitroso Ar-N=0 ou revenir

Cet

par un mécanisme proche de celui du paraquat rapidement au dérivé nitré de
départ en réduisant 1'oxygéne en p*(127). C'est ainsi que la nitrofurantoine
antibactérien urinaire puissant et le métronidazole, antiamibien, provoquent

a4 fortes doses une toxicité pulmonaire attribuée & la production d'G) et

2
H, 0, (128).
22 o
. I
OzNQ\CHzN_N\I(NH O,N T%CHB
o CH,—CH;—OH
Nitrofurantoine Métronidazole

I-3-7-1-3 Les dérivés quinoniques ou apparentés

Les molécules & structure quinonique peuvent subir une réduction



monoélectronique in vive et donner des semiquinones. Diverses flavoenzymes
sont capables de réaliser cette réduction. La NADPH-cytochrome P-450 réduc-

tase, la NADH-cytochrome b_ réductase et la NADH-ubiquinone oxydoréductase

5
catalysent expérimentalement cette réduction (129).

Les structures semi-quinoniques formées sont autoxydables. En
redonnant les quinones de départ, elles catalysent la réduction d’O2 en O;

avec formation ultérieure d'eau oxygénée.

Parmi les molécules a structure quinonique pour lesquelles de telles
réactions ont été démontrées figurent l'adriamycine (antibiotique antimito-

tique)(130) et la ménadione antihémorragique dérivé de la naphtoquinone)(131).

Les hyvdroquinones peuvent aussi etre oxydéesen semiquinones par
les myéloperoxvdases et lactoperoxydases (132) en présence d‘HZO2 et etre
ainsi capable de réduire 1'oxygeéne en O;.

0; + 2 u :
NADPH ou NADH — = HO + 0

0@0 \ 0, \ ) 2
' SOD
" +
0T + 2 H
H,0,
NADP® ou NAD 0

peroxydase

Figure 15 : Formation d'un radical semiquinone (Q°) & partir de la quinone
ou de 1'hydroquinone correspondante et réduction de 1'oxygéne
moléculaire en O, ; figure modifiée de la référence (132b)

[
_ )
S =y 3P LG
=2 jr' QBF':zléi GQ
By 6,12 Q

N
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1-3-7-2 Composés exogénes qui agissent par production

de radicaux R’ réactifs

Les hydrocarbures halogénés sont réduits par le cytochrome P-450
puis éliminés de 1'organisme sous forme d'alcanes ou d'alcénes correspondants
(133). Cette réduction se fait par étapes successives & un électron qui
produisent des intermédiaires métaboliques radicalaires trés réactifs. Ces 4
radicaux peuvent se lier d'une fagon covalente aux macromolécules cellulaires,
détruire le cytochrome P-450, causer la libération des enzymes cytosoliques

dans le sang et sont capables de déclencher la phase d'initiation de la

péroxydation des lipides.

Exemple du tétrachlorure du carbone

ol | e et

La réduction métabolique du tétrachlorure de carbone forme transi-

toirement des radicaux 'CClB et 9C13—OO' (Figure ]6) qul réagissent sur les

lipides cellulaires et induisent leur peroxydation.

LH ' —~ —» PEROXYDATION DES LIPIDES 1
"00CClI, \ /i_ HOOCCI, g
2 O,
" LH ' —— —» PEROXYDATION DES LIPIDES ‘l
____*e- _ ‘ccl \ /I,._ HCCl,
-CI™ 4
P-450
N I
) 9; +H,0
COE g MC0L, o Bl=0 . 65,
-CI~ Cl

FIGURE 16 : ypies &intermédiaires métaboliques du CCl, . LH = lipide ; L* = radical

:
lipidique (référence 138). t
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Dans\lférgaﬂssme, le CClA subit une premiére réduction en radical

' 'ln

"CCl,. Une preuve indi&ecte en est fournie pour la premiére fois en 1975

3
(134) par Bini et Coll. qui ont identifié dans les tissus d'animaux traités par

-}
4 un produit de dimérisation de 'CC13 : L'hexachlroéthane. Depuis,

la réduction de CCl4 en 'CC13 a été formellement prouvée par des méthodes

physiques (135) et par des expériences réalisées avec un systéme monooxygé-

le CC1

nasique reconstitué & partir de NADPH cyt.P-450 réductase, de vésicules de
phospholipides et de cyt.P-450 purifiés (136). Trudell et Coll. ont identifié
en incubant le CCl4 en présence de ce systéme le 9- et le 10-trichlorométhyl-

stéarate qui provienment probablement de la réaction entre 'CCl, et la dio-

, 3
léovlphosphatidyvlcholine. J

“CCl. est réduit en chloroforme en arrachant un hydrogéne & un 1

3

lipide et déclenche du méme coup la phase d'initiation de la peroxydation
des lipides. La preuve que cette réduction se fait par une réaction entre

"CCl, et un lipide (réaction 3) et non pas aprés une réduction de "CCl, en

3 3

carbanion trichloromethvl  CCl, puis protonation est donnée en 1981 par Q

Kubie et Anders (89). Ces auteuis ont étudié le métabolisme du CCl4 en pré-
sence de microscmes hépatiques et D2O, et ils ont montré que la quantité

de CCla métabolisé en deutérochloroforme est négligeable par rapport a la
gquantité totale de chloroforme formée ce qui élimine 1'hypothése d'une pro-
tonation de _CClB. @

‘CCl, peut aussi réagir avec 1'oxygéne et former un radical

3
peroxy ~00CCl, (réaction 2). Celui-ci peut arracher un proton lipidique a

3
et déclenche ainsi la phase d'initiation de la peroxydation des lipides (137).

Les réactions 2 et 3 conduisent finalement au phosgéne puis au
dioxyde de carbone,deux métabolites connus du CCla, alors que la réaction 4

peut donner en plus de ces deux métabolites,du monooxyde de carbone (138).
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1-3-7-3 Cas particulier du paracétamol

Le paracétamol, p-hydroxyacétophénétidine (PHAP), est un médicament
analgésique dont le surdosage cause une nécrose hépatique sévére et souvent
mortelle aussi bien chez 1'homme que chez 1'animal de laboratoire (139). Cette
toxicité a été associée a la peroxydation des lipides membranaires de 1'hépa-
tocyte (140) et serait due & une bioactivation du composé de départ par
le cyt.P-450 en un intermédiaire réactif (141).

I1 est actuellement communément admis que le paracétamol exerce sa toxicité
au moins en partie par production de N-acétyl-p-benzoquinonimine (NAPQI).

Ce composé serait détoxifié par conjugaison avec le GSH (l42), mais en cas

de surdosage, les capacités de conjugaison seraient dépassées par épuisement
du stock de GSH cellulaire et une liaison avec les macromolécules cellulaires
5; un stress oxydant s'installe,déclenchant des phénoménes toxiques qui

entrainent la mort de la cellule (143).

La formation de NAPQI au cours du métabolisme du paracétamol n'est
prouvée qu'indirectement. Les seuls résultats concrets dont on dispose a
propos du métabolisme et de la toxicité du paracétamol se résument dans les

quatre points suivants :

- A doses thérapeutiques, la majeure partie duparacétamol s'élimine

inchangé dans les urines sous formes glucuro et sulfoconjuguées (144)

- Chez 1'homme ou 1'animal 4 & 7 %Z du paracétamol administré s'élimine

dans les urines sous forme de mercapturate (144).

- La peroxydation des lipides induite in vivo chez la souris par le
paracétamol est 25 fois plus importante chez des souris qui ont été
traitées de facon a diminuer leur taux de GSH cellulaire que chez

des souris témoins (140).

- Chez 1'animal traité au paracétamol, la liaison covalente aux macro-
molécules de la cellule ne se manifeste qu'a des doses qui diminuent

de 70 Z ou plus le taux de GSH cellulaire (145).
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Ces informations montrent que le paracétamol est métabolisé
en partie en un intermédiaire électrophile détoxifié par le GSH. Tout
le monde s'accorde & penser que le NAPQI est cet intermédiaire (146) et
plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer sa formation. De

ces mécanismes, on ne retiendra que les deux plus probables (Figure 17).

1 - Le paracétamol en présence de cyt.P-450 est oxydé en un premier
temps en N~hydroxyparacétamol qui- par perte d'une molécule d'eau

donnerait la NAPQI (147)

2 - Le paracétamol subit une oxydation monoélectronique en donnant un
dérivé radicalaire qui par transfert d'un électron & 1l'oxygéne

se transforme en NAPQI avec formation d'02 responsable du déclen=

chement de la peroxydation des lipides (147).

Le N-hydroxyparacétamol a été derniérement synthétisé ; il est
encore plus toxique que le paracétamol mais sa vitesse de déshydratation en
NAPQI s'est révélée trés faible (148). L'hypothése la plus probable est
donc celle qui propose le passage par un dérivé radicalaire. En effet, il
a été montré que la superoxyde dismutase responsable de la dismutation
d'0. inhibe la peroxydation des lipides due & un surdosage de paracétamol

2
chez 1'animal de laboratoire (149).

Récemment, la NAPQI a été synthétisée chimiquement (150) et électro-
chimiquement (151). Cette molécule réagit spontanément avec le GSH et la N-
acétylcystéine et donne les mémes composés d'addition que donmne le paracéta-
mol lorsqu'il est incubé en présence de microsomes hépatiques de rat et les
mémes nucléophiles (151). De plus, elle s'est avérée beaucoup plus toxique

que le paracétamol chez la souris (151).

I-3-8 Conséquences biochimiques de la peroxydation des lipides

La peroxydation des lipides a des prolongements toxiques beaucoup

plus graves que l'effet de base qui est la détérioration des lipides membra-
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naires. La juxtaposition des lipides et des protéines membranaires au
niveau cellulaire favorise des réactions secondaires entre les lipides
activés et les protéines avoisinantes. Les enzymes membranaires sont
constituées par une partie protéique enfouie dans un environnement lipidique
qui est une partie intégrante de 1'enzyme et qui module son activité. Au
cours de la peroxydation des lipides et surtout au cours de la phase finale
de piégeage des radicaux, deux radicaux lipidiques (L', LO", LOO" ) peuvent
s'associer et forment un produit non radicalaire. Dans ce cas, le lipide

ne peut plus faciliter le transfert des électrons vers les cyt.P-450 par
exemple, ce qui provoque une perturbation de 1'activité enzymatique (152).
Les radicaux LOO" pour leur part pourraient arracher des atomes d'hydrogéne
aux protéines avoisinantes d'ou la formation de liaisons protéine-protéine
ou lipide-protéine (153); avec en conséquence la perturbation des structures
et des activités enzymatiques membranaires. Tappel (154) a démontré que les
enzymes & fonction -SH sont les plus sensibles & 1'inactivation par lipo-
peroxyvdation aussi bien par altération de la structure membranaire que par
formation de pont disulfure. Ainsi donc les conséquences biochimiques d'une
agression oxydante au niveau membranaire sont trés complexes et dépassent
le simple stade de peroxydation lipidique pour perturber les protéines,
partie intégrante de la membrane cellulaire. Les membranes mitochondriales
et du réticulum endoplasmique renferment une forte proportion d'acides gras
insaturés (155). Ils sont riches en hémoprotéines (cyt,P-450) et en Fer,
tous deux des catalyseurs de la lipoperoxydation. Ils sont donc trés sensibles
aux peroxydations avec toutes les perturbations enzymatiques et biologiques

qui en découlent.

La peroxydation des lipides cause enfin une lyse cellulaire. Dans
ce cas non seulement la cellule ne peut plus assurer ses activités physio-
logiques, mais elle libére dans le sang ses enzymes et les produits de

cassure des lipides peroxydés (156) dont le malondialdéhyde qui s'est révélé

cancérogéne chez la souris (157) et mutagéne dans le test d'Ames (158).

En conclusion, les complications dues & une peroxydation des 1i-
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pides sont trés complexes et trés difficiles a cerner en totalité. La
peroxydation des lipides une fois déclenchée ne s'arréte que par 1l'inter-
vention d'antioxydants piégeurs de radicaux ou par 1'épuisement des lipides
membranaires ce qui explique 1'étendue des manifestations toxiques qu'elle

engendre.

I-4 Buts et plan du travail

I-4-1 Résumé des situations qui augmentent la production des

dérivés de réduction de 1'oxygéne
yg

La production des dérivés de réduction de 1'oxygéne est augmentée

dans 1'organisme principalement dans trois cas :

I - Par les produits exogénes (médicaments ou toxiques) qui s'inter-

calent dans la chalne des réactions d'oxydoréduction du métabolisme

de 1'oxygéne et catalysent la production d'O2

Parmi ces produits, le paraquat, l'adriamycine, la mitomycine c,

la 6-hydroxylopamine, 1l'alloxane, la nitrofurantoine, le métronidazole et

la bléomycine, etc... sont des producteurs potentiels d'O2

2 - Par les produits exogénes (RH) métabolisés dans 1'organisme en
radicaux R® réactifs qui arrachent un hydrogéne lipidique et
favorisent ainsi la réduction de 1'oxygéne par les radicaux L°
formés. Parmi ces produits, on peut citer le tétrachlorure de
carbone, 1'éthanol, les barbiturates, la cocaine et les organo-

phosphates (91).

3 - Par certaines maladies : Les anémies hémolytiques, les thalassé-
mies, 1'ischémie, 1'hyperuricémie, les inflammations, la dystro-
phie musculaire, 1'infarctus du mybcarde, la cirrhose hépatique
et 1'athérosclérose ont été attribués en partie 3 la peroxydation

des lipides (91).



Des complications de nature cancérigéne ont été attribuées
a la peroxydation des lipides aprés que certains chercheurs aient montré
que le malondialdéhyde est mutagéne dans le test d'Ames (157) et cancérigéne

chez la souris (158).
I-4-2 Buts

Etant donné 1'implication de la peroxydation des lipides dans
de trés nombreux cas de pathologie, il est intéressant du point de vue cli-
nique de trouver des composés non toxiques, capables de contrdler une agres-—

sion oxydante, dans le but de les utiliser :

- En association avec les médicaments dont les effets secondaires

sont dus & une peroxydation des lipides

- Comme piégeurs de radicaux libres produits lors du traitement de

certains cancers par les rayonnements

- Dans les cas d'intoxication par des produits organiques qui provo-

quent une peroxydation des lipides

Notre intérét s'est porté sur 1'ADT car c'est une molécule qui
a été utilisée depuis 1947 en thérapeutique humaine sans engendrer le moindre
cas de toxicité. De plus, elle posséde des propriétés hépato et radio-

protectrices (3) qui ont été trés peu étudiées.

- Comme son métabolisme est mal connu, nous l'avons étudié in vitro

et in vivo.

- Nous nous sommes en plus intéressés & voir s'il y avait une relation
entre ses propriétés hépatoprotectrices et un éventuel pouvoir

antioxydant

- Nous avons enfin étudié la relation structure-activité pharmacolo-
gique en testant comparativement 1'ADT par rapport & des analogues

structuraux synthétisés dans le laboratoire.
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I-4-3 Plan du travail

Ce travail comporte trois parties.

1 - Métabolisme in vivo et in vitro de 1'ADT {

2 - Comportement de 1'ADT vis-a-vis de la peroxydation des lipides q
2-1 Induite in vitro

{

2-2 Induite in vivo

3 - Détermination des mécanismes biochimiques et chimiques de 1'inhi-
bition de la peroxydation des lipides par 1'ADT grace & une étude

comparative de 1'ADT et de certains de ses dérivés
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IT - METABOLISME ET PHARMACOCINETIQUE DE L'ADT

II-1 Etude du métabolisme du 14C —ADT in vitro

5
I1-1-1 Méthode employée
. : 14 iz g " 7 .
Le métabolisme du CS~ADT a eéte étudie en présence de microsomes

de foie(de rat traité par le phénobarbitallet de NADPH, cofacteur des mono-
oxygénases a cytochrome P-450 mais en absence des cofacteurs des enzymes de
conjugaison. Dans ce systéme, seules les réactions réalisées par les enzymes

de la phase I sont catalysées.

Aprés un temps déterminé d'incubation & 37°C, le mélange réaction-
nel est extrait immédiatement plusieurs fois par deux fois son volume d'acé-
tate d'éthyle jusqu'a disparition compléte de la radioactivité dans la phase

aqueuse.

Les différents extraits d'acétate d'éthyle sont regroupés et éva-
porés a sec sous azote ou a l'aide d'un rotavapor. L'extrait sec est alors
dissous dans un volume de méthanol égal au cinquiéme du volume réactionnel
de départ. Cette solution méthanolique servira pour 1'analyse des métabolites
de 1'ADT en chromatographie liquide haute performance (CLHP).

14

I1-1-2 Profil CLHP des métabolites du CS—ADT

Les métabolites du 1['C5—ADT ont été séparés et isolés par CLHP
phase inverse. Nous travaillons dans des conditions isocratiques avec une
phase mobile constituée d'un mélange de méthanol et d'eau contenant de 1'a-
cide acétique et une colonne analytique remplie de silice comportant des
chaines hydrocarbonées C,g- Les métabolites sont détectés a la fois par radio-

activité et par leur absorption en UV.

La Figure 18 représente le profil d'élution en CLHP D'un extrait

. ; 5 1 ; : .
méthanolique d'un mélange de 4CS—AD'I‘ et de microsomes incubés pendant
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FIGURE 19 : Profil d'élution en CLHP des métabolites d'ADT obtenus
par synthése chimique. Les conditions CLHP sont les memes que
pour la FIGURE 18 mis & part la détection réalisée ici enm UV (310nm)
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I-3-7-3 Cas particulier du paracétamol

Le paracétamol, p-hydroxyacétophénétidine (PHAP), est un médicament
analgésique dont le surdosage cause une nécrose hépatique sévére et souvent
mortelle aussi bien chez 1'homme que chez 1'animal de laboratoire (139). Cette
toxicité a été associée 3 la peroxydation des lipides membranaires de 1'hépa-
tocyte (140) et serait due & une biocactivation du composé de départ par
le cyt.P-450 en un intermédiaire réactif (141).

I1 est actuellement communément admis que le paracétamol exerce sa toxicité
au moins en partie par production de N-acétyl-p-benzoquinonimine (NAPQI).

Ce composé serait détoxifié par conjugaison avec le GSH (142), mais en cas

de surdosage, les capacités de conjugaison seraient dépassées par épuisement
du stock de GSH cellulaire et une liaison avec les macromolécules cellulaires
~

ou un stress oxydant s'installe,déclenchant des phénoménes toxiques qui

entrainent la mort de la cellule (143).

lLa formation de NAPQI au cours du métabolisme du paracétamol n'est
prouvée qu'indirectement. Les seuls résultats concrets dont on dispose a
propos du métabolisme et de la toxicité du paracétamol se résument dans les

quatre points suivants :

— A doses thérapeutiques, la majeure partie duparacétamol s'élimine

inchangé dans les urines sous formes glucuro et sulfoconjuguées (144)

— Chez 1'homme ou 1'animal 4 & 7 % du paracétamol administré s'élimine

dans les urines sous forme de mercapturate (144).

- La peroxydation des lipides induite in vivo chez la souris par le
paracétamol est 25 fois plus importante chez des souris qui ont été
traitées de facon & diminuer leur taux de GSH cellulaire que chez

des souris témoins (140). |

— Chez 1'animal traité au paracétamol, la liaison covalente aux macro-
molécules de la cellule ne se manifeste qu'a des doses qui diminuent

de 70 % ou plus le taux de GSH cellulaire (145).
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Ces informations montrent que le paracétamol est métabolisé
en partie en un intermédiaire électrophile détoxifié par le GSH. Tout
le monde s'accorde & penser que le NAPQI est cet intermédiaire (146) et
plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer sa formation. De

ces mécanismes, on ne retiendra que les deux plus probables (Figure 17).

1 - Le paracétamol en présence de cyt.P-450 est oxydé en un premier
temps en N-hydroxyparacétamol qui- par perte d'une molécule d'eau

donnerait la NAPQIL (147)

2 - Le paracétamol subit une oxydation monoélectronique en donnant un
dérivé radicalaire qui par transfert d'un électron a 1'oxygene
se transforme en NAPQI avec formation d'O; responsable du déclen-

chement de la peroxydation des lipides (147).

Le N-hydroxyparacétamol a été derniérement synthétisé ; il est
encore plus toxique que le paracétamol mais sa vitesse de déshydratation en
NAPQI s'est révélée trés faible (148). L'hypothése la plus probable est
donc celle qui propose le passage par un dérivé radicalaire. En effet, il
a été montré que la superoxyde dismutase responsable de la dismutation
d'07 inhibe la peroxydation des lipides due & un surdosage de paracétamol

2
chez 1'animal de laboratoire (149).

Récemment, la NAPQI a été synthétisée chimiquement (150) et électro-
chimiquement (151). Cette molécule réagit spontanément avec le GSH et la N-
acétyleystéine et donne les mémes composés d'addition que donne le paracéta-
mol lorsqu'il est incubé en présence de microsomes hépatiques de rat et les
mémes nucléophiles (151). De plus, elle s'est avérée beaucoup plus toxique

que le paracétamol chez la souris (151).

I-3-8 Conséquences biochimiques de la peroxydation des lipides

La peroxydation des lipides a des prolongements toxiques beaucoup

plus graves que 1'effet de base qui est la détérioration des lipides membra-
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naires. La juxtaposition des lipides et des protéines membranaires au
niveau cellulaire favorise des réactions secondaires entre les lipides
activés et les protéines avoisinantes. Les enzymes membranaires sont
constituées par une partie protéique enfouie dans un environnement lipidique
qui est une partie intégrante de 1'enzyme et qui module son activité. Au
cours de la peroxydation des lipides et surtout au cours de la phase finale

de piégeage des radicaux, deux radicaux lipidiques (L', LO , LOO" ) peuvent
s'associer et forment un produit non radicalaire. Dans ce cas, le lipide

ne peut plus faciliter le transfert des électrons vers les cyt.P-450 par
exemple, ce qui provoque une perturbation de 1'activité enzymatique (152).
Les radicaux LOO' pour leur part pourraient arracher des atomes d'hydrogéne
aux protéines avoisinantes d'od la formation de liaisons protéine-protéine
ou lipide-protéine (153), avec en conséquence la perturbation des structures
et des activités enzymatiques membranaires. Tappel (154) a démontré que les
enzymes a fonction -SH sont les plus sensibles a 1'inactivation par lipo-
peroxydation aussi bien par altération de la structure membranaire que par
formation de pont disulfure. Ainsi donc les conséquences biochimiques d'une
agression oxydante au niveau membranaire sont trés complexes et dépassent

le simple stade de peroxydation lipidique pour perturber les protéines,
partie intégrante de la membrane cellulaire. Les membranes mitochondriales
et du réticulum endoplasmique renferment une forte proportion d'acides gras
insaturés (155). Ils sont riches en hémoprotéines (cyt.P-450) et en Fer,
tous deux des catalyseurs de la lipoperoxydation. Ils sont donc trés sensibles
aux peroxydations avec toutes les perturbations enzymatiques et biologiques

qui en découlent.

La peroxydation des lipides cause enfin une lyse cellulaire. Dans
ce cas non seulement la cellule ne peut plus assurer ses activités physio-
logiques, mais elle libére dans le sang ses enzymes et les produits de
cassure des lipides peroxydés (156) dont le malondialdéhyde qui s'est révélé

cancérogéne chez la souris (157) et mutagéne dans le test d'Ames (158).

En conclusion, les complications dues a une peroxydation des li-



pides sont trés complexes et trés difficiles & cerner en totalité. La
peroxydation des lipides une fois déclenchée ne s'arréte que par 1l'inter-
vention d'antioxydants piégeurs de radicaux ou par 1'épuisement des lipides
membranaires ce qui explique 1'étendue des manifestations toxiques qu'elle

engendre.

I-4 Buts et plan du travail

I-4-1 Résumé des situations qui augmentent la production des

dérivés de réduction de 1'oxygéne

La production des dérivés de réduction de 1'oxygéne est augmentée

dans 1'organisme principalement dans trois cas :

1 - Par les produits exogénes (médicaments ou toxiques) qui s'inter-

calent dans la chaine des réactions d'oxydoréduction du métabolisme

de 1'oxygéne et catalysent la production d'O2

Parmi ces produits, le paraquat, 1'adriamycine, la mitomycine c,

la 6-hydroxylopamine, 1'alloxane, la nitrofurantoine, le métronidazole et

la bléomycine, etc... sont des producteurs potentiels d'O2

2 - Par les produits exogénes (RH) métabolisés dans 1'organisme en
radicaux R’ réactifs qui arrachent un hydrogéne lipidique et
favorisent ainsi la réduction de 1'oxygéne par les radicaux L*
formés. Parmi ces produits, on peut citer le tétrachlorure de
carbone, 1'éthanol, les barbiturates, la cocaine et les organo-

phosphates (91).

3 - Par certaines maladies : Les anémies hémolytiques, les thalassé-
mies, 1'ischémie, 1'hyperuricémie, les inflammations, la dystro-
phie musculaire, 1'infarctus du myocarde, la cirrhose hépatique
et 1'athérosclérose ont été attribués en partie a la peroxydation

des lipides (91).



Des complications de nature cancérigéne ont été attribuées
a4 la peroxydation des lipides aprés que certains chercheurs aient montré
que le malondialdéhyde est mutagéne dans le test d'Ames (157) et cancérigéne

chez la souris (158).
I-4-2 Buts

Etant donné 1'implication de la peroxydation des lipides dans
de trés nombreux cas de pathologie, il est intéressant du point de vue cli- {
nique de trouver des composés non toxiques, capables de controler une agres-

sion oxydante, dans le but de les utiliser :

- En association avec les médicaments dont les effets secondaires

sont dus & une peroxydation des lipides

- Comme piégeurs de radicaux libres produits lors du traitement de -

certains cancers par les rayonnements q

- Dans les cas d'intoxication par des produits organiques qui provo-

quent une peroxydation des lipides

Notre intérét s'est porté sur 1'ADT car c'est une molécule qui
a été utilisée depuis 1947 en thérapeutique humaine sans engendrer le moindre
cas de toxicité. De plus, elle posséde des propriétés hépato et radio-

protectrices (3) qui ont été trés peu étudiées.

— Comme son métabolisme est mal connu, nous 1'avons étudié in vitro |

et in vivo.

- Nous nous sommes en plus intéressés & voir s'il y avait une relation
entre ses propriétés hépatoprotectrices et un éventuel pouvoir

antioxydant

— Nous avons enfin étudié la relation structure-activité pharmacolo-
gique en testant comparativement 1'ADT par rapport & des analogues

structuraux synthétisés dans le laboratoire.
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I-4-3 Plan du travail

Ce travail comporte trois parties.

1 - Métabolisme in vivo et in vitro de 1'ADT

2 - Comportement de 1'ADT vis-a-vis de la peroxydation des lipides
2-1 Induite in vitro
2-2 TInduite in vivo

3 - Détermination des mécanismes biochimiques et chimiques de 1'inhi-
bition de la peroxydation des lipides par 1'ADT grice & une étude

comparative de 1'ADT et de certains de ses dérives

{



47

I1 - METABOLISME ET PHARMACOCINETIQUE DE L'ADT

II-1 Etude du métabolisme du lZ'KC5—ADT in vitro

I1I-1-1 Méthode employée

Le métabolisme du 1!“LCS—ADT a été étudié en présence de microsomes
de foie(de rat traité par le phénobarbitaldet de NADPH, cofacteur des mono-
oxygénases a cytochrome P-450 mais en absence des cofacteurs des enzymes de
conjugaison. Dans ce systéme, seules les réactions réalisées par les enzymes

de la phase I sont catalysées.

Aprés un temps déterminé d'incubation & 37°C, le mélange réaction-
nel est extrait immédiatement plusieurs fois par deux fois son volume d'acé-
tate d'éthyle jusqu'd disparition compléte de la radioactivité dans la phase

aqueuse.

Les différents extraits d'acétate d'éthyle sont regroupés et éva-
porés & sec sous azote ou a4 1'aide d'un rotavapor. L'extrait sec est alors
dissous dans un volume de méthanol égal au cinquiéme du volume réactionnel
de départ. Cette solution méthanolique servira pour l'analyse des métabolites

de 1'ADT en chromatographie liquide haute performance (CLHP).

I1I-1-2 Profil CLHP des métabolites du 14CS—AD'I‘

Les métabolites du 14CS—ADT ont été séparés et isolés par CLHP

phase inverse. Nous travaillons dans des conditions isocratiques avec une
phase mobile constituée d'un mélange de méthanol et d'eau contenant de 1'a-
cide acétique et une colonne analytique remplie de silice comportant des

chaines hydrocarbonées ¢ Les métabolites sont détectés & la fois par radio-

18"

activité et par leur absorption en UV.

La Figure 18 représente le profil d'élution en CLHP D'un extrait

méthanolique d'un mélange de 14CS—ADT et de microsomes incubés pendant

{
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2 min & 37°C. Cette figure montre qu'en plus de 1'ADT (pic n° 7), il y a
six produits radioactifs qui apparaissent dans le mélange réactionnel

aprés seulement 2 minutes d'incubation.

II-1-3 Détermination de la structure des métabolites de 1'ADT

Pour déterminer la structure chimique des métabolites de 1'ADT,
on incube de 1'ADT non radioactif en présence de microsomes hépatiques dans
les conditions décrites précédemment, mais on travaille sur une quantité
beaucoup plus importante d'ADT de facon & pouvoir isoler en CLHP des quan-
tités suffisantes de métabolites pour les analvser en spectrométrie de

masse, UV-visible et RMN.

La durée d'incubation est de 10 min et les sept produits sont

détectés par leur absorption en lumiére UV & 310 nm et isolés.

II-1-3-1 Produit correspondant au pic n° 7

Les données de ce produit en spectrophotométrie UV-visible et en
S e 1 ; x
spectrométrie de masse et de RMN H correspondent parfaitement a celles de

1'ADT (Tableaux 8 et 9). Ce produit est donc de 1'ADT non métabolisé.

II-1-3-2 Produit correspondant au pic n® 6

L'analyse en spectrométrie de masse de ce produit (Tableau 9)
montre que son poids moléculaire est de 224 soit une perte de masse de
16 par rapport & 1'ADT. Les données spectrales en RMN (Tableau 8) montrent
que ce métabolite contient encore 4 protons aromatiques symétriques deux a
deux et qui donnent deux doublets correspondant chacun a 2 protons. Le

doublet (d) & 7,63 ppm avec une constante de couplage J = 8,5 Hz correspond

aux protons 2' et 6' alors que le doublet a 7,03 ppm (J 8,5 Hz) correspond
aux protons 3' et 5'. Sur le spectre RMN sont présents en plus deux singulets,

1'un & 3,90 ppm qui intégre pour 3 protons : ce sont les 3 protons de la
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fonction méthoxy en position 4'du phényl, 1'autre a 6,81 ppm et intégre
pour 1 proton, c'est le proton en position 4 du cycle dithia-1,2-cyclo-

penténe.

En comparant les données spectrales du métabolite N° 6 et de {
1'ADT, on remarque que ce métabolite renferme encore la structure p-méthoxy-
phényl-5 dithia-1,2-cyclopenténe, mais que son poids moléculaire est de 224 74
au lieu de 240 pour 1'ADT. Cette différence correspond au remplacement de
la fonction C=S5 de 1'ADT par une fonction C=0, on conclut que le métabolite {

o

n® 6 est la paraméthoxyphényl-5-dithia-1,2-cyclopenténe-3-one (ADO). L'ADO

a été synthétisé chimiquement en faisant réagir sur 1'ADT 1'acétate de mercure

&
9

en présence d'acide acétique (159). Cet authentique de synthése a les memes

caractéristiques spectrales que le produit n°® 6 isolé aprés incubation de 1'ADT
en présence de microsomes. Son temps de rétention en CLHP correspond parfai- ?
tement & celui du pic n° 6 (Figure 19), ce qui confirme d'une facon univoque

que ce dernier correspond bien & 1'ADO. ’]

I1I-1-3-3 Produit correspondant au pic n° 5 {

Les caractéristiques complétes de ce produit en spectrométrie de
masse sont indiquées sur le Tableau 9. C'est un métabolite dont le poids f

moléculaire est 226, soit une perte de masse de 14 par rapport & 1'ADT. q

Les caractéristiques de ce produit en RMNlH sont indiquées sur
le Tableau 8. Sur le spectre RMN, on remarque deux doublets & 7,94 ppm
(J = 8,5 Hz) et 7,14 ppm (J = 8,5 Hz) ; ils correspondent respectivement
aux protons aromatiques (2',6') et (3',5') ; un singulet a 7,66 ppm qui
intégre pour un seul proton, c'est le proton en position 4 du cycle dithia-
1,2-cyclopenténe, mais par rapport au spectre de 1'ADT, on remarque 1'absence
du singulet a4 3,90 ppm qui correspond aux 3 protons de la fonction méthoxy
sur le carbone n° 4' du phényl. Par contre, sur ce spectre il y a apparition
d'un singulet & 9,52 ppm qui n'existe pas sur le spectre de 1'ADT. Ce singu-

let intégre pour un proton et correspond a un hydrogéne phénolique. On
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conclut d'aprés ces données RMN' H et en spectrométrie de masse que le
métabolite n° 5 est 1'ADT déméthylé, p-hydroxyphényl-5-dithia-l,2~-cyto-
penténe-3-thione (dm-ADT).

Le dmADT a été synthétisé chimiquement en faisant réagir sur 1
1'ADT du chlorhydrate de pyridinium dans des conditions déja décrites (160).
Cet authentique de synthése a les mBmes caractéristiques spectrales que q
le métabolite n°® 5 isolé & partir d'incubations microsomales en présence
d'ADT. Son temps de rétention correspond & celui du pic n° 5 (Figures 18, 1

19), donc celui-ci correspond bien au dmADT.

I1I-1-3-4 Métabolite correspondant au pic n° 3 ¢

Sur le spectre RMNlH de ce métabolite, on remarque la présence Q

d"un singulet & 9,42 ppm. Ce singulet n'existe pas sur le spectre de 1'ADT ¢
et intégre pour 1 proton. Par contre, le singulet a 3,92 ppm qui existe sur -

le spectre de 1'ADT et qui correspond aux 3 protons de la fonction méthoxy ‘

en position 4'sur le phényl n'existe plus sur ce spectre ; on conclut que q

{

le produit n°® 3 est un dérivé phénolique qui provient de la déméthylation
de la fonction ether de 1'ADT. On retrouve sur le spectre tous les autres

protons que contient 1'ADT (Tableau 8). i

De plus, la spectrométrie de masse montre que ce produit a un
poids moléculaire de 210, soit une perte de masse de 16 par rapport au
dmADT, ce qui correspond a un remplacement du C=S du dmADT par un C=0.
{
Les données spectrales en RMN et en masse combinées suggérent que
ce métabolite est le p-hydroxyphényl-5-dithia-1,2-cyclopenténe-3-one,
(dmADO) .

Le dmADO a été synthétisé chimiquement & partir de 1'ADO selon
une méthode déja décrite (160). Les données spectrales et le temps de

rétention en CLHP (Figures 18, 19) de cet authentique de synthése ont con-
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firmé d'une facon définitive que le métabolite qui correspond au pic n° 3

est bien le dmADO.

I1I-1-3-5 Métabolite correspondant au pic n° 1 de la

Figure 18

Ce métabolite a été isolé & partir d'incubations microsomales
contenant de 1'ADT. Il a été identifié, par son temps de rétention, en CLHP
(Figures 18 et 19) et ses données spectrales en RMN et en masse, & la para-

hvdroxyacétophénone

II-1-3-6 Métabolites correspondant aux pics n° 2 et 4

Figure 18

Ce sont deux métabolites qui ont été isolés et identifiés selon
leurs données spectrales et leur temps de rétention en CLHP, mais dont la
structure ne sera pas donnée pour des raisons de confidentialité. Ils seront

dénommés X et Y.

I1-1-3-7 Représentation schématique des voies de

synthése des métabolites de 1'ADT

Me O OH
ADT dm ADT
= A _ —
gt s~
MeO B B OH
A
ADO " dm ADO
S o) S
g O s
FIGURE 20 : A : déméthylation par le chlorure de pyridinium

: désulfuration par 1'acétate de mercure

-
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II-1-4 Etude comparative des proportions des métabolites

en fonction du temps d'incubation

. 1 . 4 ;
On incube le 4CS—ADT en présence de microsomes de foie de rats
traités par le phénobarbital et de NADPH et on arréte les réactions aprés

des temps d'incubation & 37°C variant entre 1 et 30 min.

Les milieux réactionnels sont ensuite traités de la facon décrite
au paragraphe II-1-1, ce qui nous permet d'obtenir un extrait méthanolique

directement analysable en CLHP.

A la sortie de la colonne de CLHP, les métabolites sont collectés
3 1'aide d'un collecteur de fraction. Chaque fraction collectée est ensuite
analvsée & 1'aide d'un compteur de radiocactivité & scintillation liquide
et la proportion de chaque métabolite présent dans 1'extrait est calculée

par rapport & la radioactivité totale de 1'extrait.
Cette étude nous a permis d'établir la figure 21 qui représente
1'évolution des proportions de chaque métabolite en fonction du temps d'in-

cubation de 1'ADT en présence de microsomes hépatiques.

II-1-4-1 Disparition de 1'ADT du milieu réactionnel

La disparition de 1'ADT du milieu réactionnel est linéaire jus-
qu'd 4 min aprés le début de 1'incubation. En 4 minutes, 75 % de 1'ADT
est transformé en métabolites et en 15 min plus de 95 7 de 1'ADT est déja

métabolisé.

En tenant compte du fait que le milieu réactionnel contient
100 nmoles d'ADT (IO_AM) pour 2 mg de protéines microsomales, la vitesse
initiale de dégradation de 1'ADT est d'environ 10 nmoles/mg de protéine/
min.

En une minute, les six métabolites de 1'ADT déja mentionnés

apparaissent dans le milieu réactionnel.

e



I1I-1-4-2 Apparition du dmADT dans le milieu réactionnel

Le dmADT est un métabolite qui provient directement de 1'ADT
aprés une O-déméthylation par les monooxygénases a cyt.P-450, c'est le
métabolite qui apparait le plus vite. La vitesse de son apparition est
linéaire entre O et 2 min, et elle est de 6 nmol/mg de protéines/min. Cette
vitesse décroit entre 2 et 6 min si bien que la concentration du dmADT dans
le milieu réactionnel atteint un plateau (0,4 x IO-AM) entre 6 et 12 min,

puis décroit montrant ainsi que le dmADT est lui-méme métabolisé.

11-1-4-3 Apparition de 1'ADO dans le milieu réactionnel

Ce métabolite apparait moins vite que le dmADT, c'est le deuxiéme
métabolite avec le dmADT qui ne peut provenir que de 1'ADT directement aprés
une désulfuration oxydative de celui-ci par les monooxygénases & cyt«P-450.
Sa vitesse d'apparition est linéaire entre 0 et 6 min et elle est de
1.25 nmol/mg de protéines/min. La concentration d'ADO dans le milieu réac-
tionnel atteint un plateau (0,22 x lO_aM) 4 la l0éme minute, reste stable
jusqu'd 15 min puis décroit progressivement ce qui indique que ce produit
est un intermédiaire métabolique lui-méme métabolisé au fur et a mesure

de sa formation.

II-1-4-4 Evolution de la concentration du dmADO dans

le milieu réactionnel

En 2 minutes, la concentration du dmADO dans le milieu réactionnel
atteint 0.025 x 10_4M, soit 2,5 7 de la concentration de départ de 1'ADT.
Cette concentration reste stable dans le milieu réactionnel jusqu'a 30 min
d'incubation ce qui suggére que le dmADO est un intermédiaire métabolique

dégradé au fur et a mesure de sa formation.

Notons que le dmADO est le métabolite commun de 1'ADO et du dmADT.
En effet, celui-ci peut €tre formé par une O-déméthylation du premier ou une

désulfuration oxydative du deuxiéme.
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II-1-4-5 Evolution de la concentration de la para-

hydroxyacétophénone dans le milieu réactionnel

en fonction du temps

La parahydroxyacétophénone est le métabolite de 1'ADT qui s'accu-
mule dans le milieu réactionnel. La vitesse initiale de sa formation est
de 1.25 nmol/mg de protéines/min. Au bout de 30 min d'incubation, il repré-
sente 35 7% des métabolites présents dans le milieu, alors que dmADT, ADO,
dmADO, X et Y représentent respectivement 10, 15, 2,5, 8 et 6 7 de la tota-

lité des métabolites.

I11-1-4-6 Evolution des concentrations des métabolites

X et Y en fonction du temps d'incubation

Ces deux produits sont des intermédiaires métaboliques de 1'ADT.
Ils sont dégradés aussi vite qu'ils sont formés puisque leur proportion
dans le milieu réactionnel reste constante & partir de la 6éme minute d'in-

cubation : X = 8 7 et Y = 6 7.

II-1-5 Discussion des résultats du métabolisme de 1'ADT in

vitro

L'ADT en présence de microsomes de foie de rat traité par du PB subit
rapidement une O-déméthylation et une désulfuration oxydative qui conduisent
au dmADT et & 1'ADO. Ces deux produits sont eux-mémes métabolisés au fur et

a mesure de leur formation en dmADO.

La parahydroxyacétophénone, métabolite final qui s'accumule le
plus dans le milieu réactionnel peut provenir du dmADT ou du dmADO apreés
une coupure oxydante du cycle dithiolthione ou dithiolone, mais nous n'avons
pas d'indications sur le nombre d'étapes de cette réaction car on n'a pas
détecté des métabolites de structures intermédiaires entre la parahydroxy-

acétophénone et le dmADT ou le dmADO.
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II-2 Etude de 1'élimination urinaire du 1L}CS—ADT chez le rat

11-2-1 Méthode employée

Des rats males Sprague-Dawley pesant 250 g en moyenne et ayant
libre accés a 1'eau et & la nourriture sont utilisés. Chaque rat recoit
par injection intrapéritonéale 24 mg/kg d'ADT radioactif. Les rats sont
placés dans des cages & métabolisme juste aprés 1'injection et les urines
sont recueillies aux temps voulus et sont conservées au congélateur & - 20°C

ou étudiées immédiatement.

11-2-2 ©Profil CLHP des métabolites urinaires du 14CS—ADT

Les conditions d'analyse sont différentes de celles utilisées
in vitro. Dans le cas présent, la colonne est une semi-préparative et la
phase mobile est la méme que précédemment, mais les métabolites ont été E
séparés par un gradient de solvant (0 & 100 % de méthanol). Ces conditions

nous ont permis

1 - de mieux séparer les métabolites de 1'ADT des produits endogénes

urinaires

2 - de reconnaitre les métabolites éliminés sous forme conjuguée
et ceux éliminés sous forme libre en injectant en CLHP 1'urine

avant et aprés traitement par la sulfatase et la glucuronidase

3 - d'isoler facilement des quantités de métabolites suffisantes pour

les analyses physiques (RMN, masse, UV-visible)

La figure 22 représente le profil d'élution des métabolites du
1l}C5—ADT obtenu en analysant en CLHP un échantillon d'urine radioactive

collectée 6 heures aprés l'injection de 1'ADT aux rats. Les métabolites ont

été collectés a la sortie de la colonne puis dosés par radioactivité.
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métabolites du

La Figure 23 représente le profil d'élution en CLHP des métabo-—

lites de 1'ADT synthétisés chimiquement.

En comparant les deux figures, on remarque que le métabolite

correspondant au pic n° 5 de la figure 22 a le méme temps de rétention que

le dmADT synthétisé chimiquement (Figure 24). Le métabolite correspondant

au pic n® 1 de la figure 22 a le méme

acétophénone commerciale (Figure 23).

temps de rétention que la parahydroxy-

L'ADT, 1'ADO et le dmADO existent dans les urines en quantités

négligeables & peine détectées en radiocactivite (Figure 22).

En plus des métabolites de 1'ADT déja identifiés in vitro, deux

métabolites majoritaires apparaissent
1 P
4CS—ADT éliminés dans

bolites qui correspondent aux pics S1

de rétention ne correspondent a aucun

synthétisés chimiquement, et ils sont

sur le profil d'élution en CLHP des
les urines de rat. Ce sont les méta-
et S2 de la Figure 22. Leurs temps
de ceux des métabolites de 1'ADT

encore plus polaires que ces derniers,

il est donc probable qu'il s'agisse de métabolites conjugués.

II-2-3 Détermination de la nature des métabolites correspondant

aux pics Sl et S2

de la Figure 22

Pour déterminer la structure chimique de ces deux métabolites,

les deux manipulations suivantes ont été faites.

1 - Un échantillon d'urine de rat traité par du '“C5-ADT a été incubé

en présence de sulfatase. Etant donné

que cette enzyme commerciale contient

aussi un peu de glucuronidase, pour étudier spécifiquement 1l'action de la

sulfatase, nous avons été obligés d'ajouter dans le milieu réactionnel

un inhibiteur de la glucuronidase : la

3 -saccharolactone. Aprés incubation

de cet échantillon d'urine & 37°C pendant 12 heures, on 1l'extrait & 1'acé-

tate d'éthyle jusqu'a ce que la phase

aqueuse ne soit plus radioactive.
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L'extrait est alors évaporé a sec et dissout dans du méthanol. Cette
solution a été ensuite analysée en CLHP dans les conditions décrites

au paragraphe II-2-2,

La Figure 24 représente le profil d'élution CLHP des métabolites
urinaires de 1'ADT aprés traitement des urines & la sulfatase. Sur ce pro-

fil, les piecs S, et 82 (Figure 22) n'existent plus, ils ont été remplacés

1
par les pics 5 et 3. De plus, toute la radioactivité contenue dans les
fractions collectées correspondant aux pics Sl et S2 de la figure 22 est

retrouvée respectivement dans les fractions collectées correspondant aux

pics n° 5 et 3 de la Figure 24.

Les produits n° 5 et 3 ont les temps de rétention respectifs du
dmADT et du dmADO. Ces deux produits ont été isolés en utilisant la totalité
des urines de 24 heures de deux rats. Les données spectrales en masse,

RMKIH et UV-visible, confirment que ce sont le dmADO (pic n° 3, Figure 24)
et le dmADT (pic n°® 5, Figure 24) (données spectrales déja discutées dans

le chapitre II-3-1 et mentionnées aux tableaux 8 et 9).

Le métabolite S2 (Figure 22) est donc le sulfate du dmADO alors
que le métabolite Sl est le sulfate du dmADT.

Le traitement & la sulfatase n'affecte que ces deux produits,
ils sont donc les seuls métabolites de 1'ADT éliminés dans les urines de

rat sous forme de sulfate.

2 - Pour voir s'il y a des métabolites de 1'ADT éliminés dans les
urines de rat sous forme glucuroconjuguée, un deuxiéme échantillon d'urine
est incubé en présence de glucuronidase pure pendant 12 heures puis traité
de la fagon décrite précédemment. La solution méthanolique obtenue
4 la fin a été analysée en CLHP, mais aucune variation du chromatogramme

des métabolites de 1'ADT n'a été observée.

De plus, l'importance quantitative de chaque métabolite reste
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la méme aprés traitement de 1'urine & la glucuronidase ce qui prouve

qu'aucun métabolite de 1'ADT n'est éliminé sous forme glucuronidée.

II-2-4 Bilan de 1'élimination urinaire et biliaire

La radicactivité globale éliminée dans les urines de rats traités
au 1405—ADT (24 mg/kg & 0,2 mCi/mmole) est mesurée en fonction du temps
jusqu'a 120 heures aprés injection intrapéritonéale du médicament. La
Figure 25 montre 1'évolution de cette élimination. Dans les urines, on ne
retrouve que 49 = 3,5 % de la radioactivité totale administrée, 1'essentiel
de 1'élimination se fait entre O et 40 heures aprés administration de 1'ADT

puis devient négligeable & partir de 48 heures.

Tous les métabolites majeurs éliminés dans les urines en 24 heures

(environ 40 % de la dose administrée) ont été identifiés.

Le Tableau 10 représente un bilan détaillé de 1'élimination de

chaque métabolite en fonction du temps.

La radicactivité qui ne s'élimine pas dans les urines a été recher-
chée dans les fécés. Une étude sommaire nous a permis de détecter la présence
d'au moins le dmADT et le dmADO dans les déjections des rats. Mais notre
but était plus simplement de quantifier la radicactivité éliminée par cette
voie. Pour cela, les fécés sont séchés dans une étuve & 80°C pendant une
semaine, puis ils sont pesés et 80 g¥ont mis & digérer par 1 ml de Soludne™
pendant 2 jours. On décolore alors par 100 pl H202 9 M, on ajoute le liquide

scintillant et on compte la radicactivité. Environ 30 7% de la radioactivité

totale administrée au rat est éliminée dans les fggés en 4 jours.

Le bilan total d'élimination de la radiocactivité dans les urines
% + .. P .
et les féces est de 80 - 6 Z de la dose administrée au rat en 4 jours, la
Figure 25 représente en détail 1'élimination fécale et urinaire de la radio-

activité en fonction du temps.



‘Iav-0y; n®

$93TE131 SIBI SIUIIPIJTP 9P SOITBUTIN SUOTTTIUBYDY SIP INS S23IUBPUIAIPUT SUOTIBPUTWISIPP # 3P WSH 3 IBIINS
—21 o7 3s2 nea[qel 9] suep a9nbIpuT InsTea enbey) -SaUTIN S2T SUBP PIUTWITI ITATIOBOTPEI 3P 23Tauenb ef

mmv y us (7) ‘3Jea ne PIISTUTWPE JTIOBOTIPRI IAV,P @SOp BT 2P % U2 (]) S9ATIBTA1 suorirodoid sanal 32
Lav- U._NH ne mm\wuﬂmHu sjeax mﬁ mmﬁHHS m.mH mﬁ.:wmu mmﬂwﬁudm@ﬂ mmuﬂﬂcﬂmumﬁ MUEMMWMMH@ m.m;u Mﬂu.m.ﬁﬁu..m&.muwu Sdmﬁﬂmrﬁ O._. ﬂN&HLMH
m
S9TJITIUPT
5 7 899 AN s VAFA L5 n c°18 T°1 T = s@3TTOoqEIgW S3IP TERIO]
0
< - (4 - (3 € - € 4 2o 1 ~
S0 7 01 1°0 = §°2 50 = 0°€ L50 7 §°0 \LrJM“MW/
dVHd OH dVHd
5 W
- < s < _ < _ P Q'@’OHOAI j
[ AV A ¢ €0°0 7 S0 o |
mn oqvup @p 23e3TNS |
]
SaS _
- € - € - € oz 3 S |
£ By L0 = 8°01 ¢ 7 6S L0 7 €£°8 dosH _
1avup °p 23e3IINS ﬂ
: ” m
G0 - 8°C 1°0 = L°0 20 - §°C mo.oum VA ST _
+ + + + =
H Iqvup _
1gvun oH |
id
SENTMN SAT SNVA HANIWITI TAALSINIHAY SANTYN SAT SNVA HANTWITH AAMISINIHMAY
AITATLOVOIQVY V1 Ha ¥ (2) 4500 V1 Za z (1) AIIAILOVOIQVY V1 ad % (Z) 1500 VI Ia % (1) SALITOIVLAW
H #7-9 SANI¥N H 9-0 SIANTYN
g



1I-2-5 Etude de 1'influence de 1'administration répétée

d'ADT chez le rat sur son propre métabolisme

L'influence de 1'administration répétée d'ADT sur son propre
métabolisme a été étudiée chez le rat. Dans ce but, les rats regoivent
i.p. pendant 4 jours, une dose d'ADT non radioactif de 50 mg/kg, puis, au
Séme jour, ils sont traités par 24 mg de 14C5~ADT/kg.

L'élimination urinaire de 1'ADT et de ses métabolites dans les
urines a été suivie dans le temps en mesurant la radiocactivité présente
dans les échantillons urinaires collectés a différents temps aprés 1'in-
jection du médicament. La courbe représentant la radioactivité (en pour-
cent de la dose administrée)éliminée dans les urines en fonction du temps
est identique aux erreurs prés & celle de la figure 25 . 42 - 2 % de la
radioactivité totale administrée sont éliminés dans les urines de 24 heures
et 96 heures aprés l'injection du lL'C -ADT, on récupére dans les urines

5
+ . ; i ;
48 - 3,5 7 de la totalité de la radiocactivité injectée au rat.

Le profil CLHP des métabolites de 1'ADT présents dans les urines
de rat prétraité & 1'ADT est également identique & celui obtenu avec les

urines de rat non prétraité.

L'incubation des urines avec la glucuronidase et la sulfatase
puis leur analyse en CLHP confirme que la structure chimique des métabolites
ainsi que leurs proportions relatives me changent pas dans les urines de

rat prétraité par 1'ADT.

Le dosage en CLHP des métabolites urinaires de 1'ADT aprés
leur déconjugaison montre qu'environ 50, 17 et 16 Z de la radioactivité
éliminée dans les urines de 24 heures correspondent respectivement au dmADT,
dmADO et a la parahydroxyacétophénone. Ces résultats sont identiques aux

erreurs prés,a ceux obtenus avec les urines de rat non prétraité par 1'ADT.
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II-2-6 Discussion

I1-2-6-1 Discussion des principales transformations

métaboliques que 1'ADT subit avant son élimina-

tion dans les urines de rats (Figure 26)

L'étude des métabolites de 1'ADT dans les urines de rats montre
que cette molécule subit surtout deuxréactions d'oxydation : une O-déméthy-

lation et une oxydation de sa fonction thione.

La O-déméthylation est quantitativement la réaction la plus impor-
tante ; elle conduit au dmADT, le métabolite majoritaire de 1'ADT présent
dans les urines de rat principalement sous forme de sulfate et secondairement

sous forme libre en plus faibles quantités (Tableau 10).

Le deuxiéme métabolite prépondérant dans les urines est le sulfate
de dmADO (Tableau 10). In vivo, ce produit peut &tre formé & partir de 1'ADT

par trois voies différentes (Figure 26)

"a) Une désulfuration oxydative du sulfate de dmADT si elle se produit

conduirait directement au sulfate de dmADO.

b) Une désulfuration oxydative du dmADT en dmADO suivie d'une sulfo-

conjugaison conduirait aussi au sulfate de dmADO.

c) Le sulfate de dmADO pourrait enfin provenir de l'oxydation de 1'ADT
en ADO, suivie par une déméthylation en dmADO et une sulfoconjugai-

son de la fonction phénol du dmADO.

La parahydroxyacétophénone est quantitativement le troisiéme
métabolite du point de vue importance dans les urines de rat 0-24 h
(Tableau 10). Ce métabolite est éliminé sous forme libre et est proportion-

nellement plus important dans les urines de 6-24 h que dans celles de 0-6 h.



“(€) @ou21p3p1 B uoTas zeadrI[Q,] °p SWSTTOQEIPN : [T 21nT1d

=50

zeidnjo

o HY N s, 'HD y

e -
I —— | T L) | —

NN ~s N

L]



L'ADO et le dmADO sont présents dans les urines de rats a 1'état
de traces, ce sont donc des intermédiaires métaboliques de 1'ADT, lui-m€me

non détecté dans tous les échantillons urinaires analysés.

L'ADO est presque aussi hydrophobe que 1'ADT lui-mé€me, ce qui
rend son élimination rénale trés difficile ; il est possible que dés sa
formation, il subisse une déméthylation qui aboutisse au dmADO facilement

éliminable aprés conjugaison.

I1-2-6-2 Comparaison du métabolisme de 1'0Oltipraz et de
1'ADT

La molécule d'Oltipraz (Chapitre I-1) renferme comme 1'ADT dans
sa structure le cycle original dithia-1,2-cyclopenténethione-3 et posséde
des propriétés antiparasitaires. Le métabolisme de cette molécule a été
étudié en détail (3) chez 1'homme, le rat et la souris. La Figure 27 repré-
sente les différentes transformations métaboliques que la molécule d'Olti-

praz subit avant son élimination urinaire.

Tout comme 1'ADT, 1'(Qltipraz inchangé est présent en treés faibles
quantités dans les urines (moins de 1 %Z de la dose administrée)(3) ; il su-
bit aussi comme 1'ADT une désulfuration oxydative de sa fonction thiomne,
mais le métabolite correspondant est minoritaire alors qu'il est quantita-

tivement le deuxiéme métabolite dans le cas de 1'ADT.

A part cette réaction de désulfuration oxydative commune au méta-
bolisme de 1'ADT et de 1'Qltipraz, le reste du métabolisme de ces deux mo-
lécules est complétement différent. Le métabolisme de 1'Oltipraz est carac-—
térisé par une participation du cycle dithiolthione et une modification
profonde de la molécule qui aboutit & des métabolites ne contenant plus la
structure dithia-1,2-cyclopenténe (Figure 27). Ces métabolites représentent
plus de 90 7 de la totalité des métabolites de 1'Oltipraz présents dans les

urines de rats.
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Dans le cas de 1'ADT, environ 68 7% des métabolites présents dans
les urines de rats renferment la structure dithio-1,2-cyclopenténe avec
la fonction thione inchangée sur le carbone n° 3 (dmADT libre ou conijugué)
ou oxydée en fonction cétone (dmADO libre ou conjugué). Dans le cas
ou le cycle dithia-1,2-cyclopenténe s'ouvre au cours du métabolisme de
1'ADT, on n'observe aucun réarrangement de la molécule comme dans le cas de
1'0ltipraz, mais tout simplement une perte compléte de la structure
C - S-S avec une formation de molécules de structure plus simple comme

1
S

la parahydroxyacétophénone par exemple.

En conclusion, on constate qu'alors que le métabolisme de 1'QOlti-
rraz est caractérisé par une ouverture d'emblée du cycle dithiolthione sui-
vie par un réarrangement en une molécule qui a perdu complétement la struc-
ture 692 S - S, le métabolisme de 1'ADT touche plutot le cycle dithio-1,2-

cvclopenténe thione-3. Ce cycle est surtout oxydé et secondairement ouvert. =

11-2-6-3 Discussion de 1'effet de 1'administration

répétée de 1'ADT aux rats sur son métabolisme

L'administration répétée d'ADT aux rats n'engendre ni une accélé-
ration de son élimination urinaire ni 1'apparition de métabolites nouveaux
dans les urines. Exactement les mémes métabolites déjid identifiés dans les
urines de rats non prétraités & 1'ADT sont retrouvés et aucun changement

significatif dans les rapports relatifs de ces métabolites n'a été observé.

Les rats prétraités pendant 4 jours avec une dose journaliére

14CS—ADT ont été

sacrifiés 24 h aprés l'injection de 1'ADT radioactif et leurs foies ont été

d'ADT i.p. de 50 mg/kg puis au 5&me jour avec 24 mg/kg de

utilisés pour préparer des microsomes. Aucune augmentation de la concentra-
tion des cyt.P-450 dans ces microsomes n'a été observée par rapport a des
microsomes de foies de rats n'ayant regu aucun traitement. Ce résultat montre
que 1'ADT n'est pas inducteur des cyt.P-450 et explique en partie pourquoi

il n'a aucune influence qualitative ou quantitative sur son propre métabolisme.

Vob um Tty woysn A 4 EH. (255%)  camne {70l

U d'mh\ o 'w»)“mk (4}-



I1I-2-6-4 Discussion des différences entre le métabolisme

in vitro et in vivo de 1'ADT

La comparaison des métabolites d'ADT identifiés dans les urines
de rat a ceux obtenus aprés incubation avec des microsomes hépatiques de
rat traité au PB montre qu'in vivo, le dmADT et le dmADO sont éliminés ra-
pidement dans les urines aprés conjugaison. Cette conjugaison évite 1'ou-
verture métabolique du cycle dithia-],2-cyclopenténe ce qui explique que
la parahydroxyacétophénone est retrouvée uniquement en faibles quantités
dans les urines de rats par rapport aux dmADO et dmADT conjugués.

"

Par contre, en absence q#Q’cofacteurs des enzymes de conjugaison
dans les microsomes hépatiques de rat, le dmADO et le dmADT sont métaboli-
sés en méme temps qu'ils se forment et ne s'accumulent pas dans le milieu
réactionnel. Ce métabolisme intéresse le cycle dithia—l,Z—cyclopeBténe pro-
voquant son ouverture et la perte de la structure CcL S - S ou COL 8.= 5
et la formation d'un métabolite qui s'accumule dans le milieu réactionnel

la parahydroxvacétophénone

II-3 Etude de 1'élimination urinaire de 1'ADT et de ses métabolites

chez 1'homme et la souris en utilisant de 1'ADT non radioactif

L'utilisation de 1'ADT radioactif nous a facilité la mise au
point d'une méthode CLHP qui permet de séparer tous les métabolites de
1'ADT obtenus aprés incubation, in vitro, en présence de microsomes de
foie de rats traités au PB. D'autre part, 1l'étude, in vivo, de 1'élimina-
tion urinaire du 14CS--ADT et de ses métabolites chez le rat, montre qu'a-
prés déconjugaison, on a les mémes métabolites que ceux obtenus, in vitro,
avec une distribution quantitative différente. Tous ces métabolites détectés
au départ par radioactivité présentent une absorption UV a 310 nm. Il a donc
été possible de mettre au point un dosage UV des métabolites de 1'ADT

aprés séparation CLHP. Ce dosage peut s'appliquer & tous les liquides bio-
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dose unique d'ADT de 125 mg.



logiques et plus particuliérement au sang et aux urines. 11 ne nécessite

pas d'ADT marqué et a l'avantage d'étre sensible et rapide. Il permet de
doser facilement la totalité des métabolites présents dans le sang en une
seule injection en CLHP. Dans les urines, il permet également le dosage

de tous les métabolites & 1'exception de la parahydroxyacétophénone, produit
hydrophile, élué. au front du solvant avec une multitude d'autres produits
endogénes et qui rendent tout dosage UV de ce produit impossible dans nos

conditions.

II-3-1 Analyse qualitative en CLHP des métabolites urinaires

de 1'ADT chez 1'homme

Les échantillons d'urine humaine recueillis 48 heures aprés une
prise orale d'ADT de 125 mg ont été analysés en CLHP semi-préparative avant

et aprés traitement a la glucuronidase ou & la sulfatase.

Les analyses en CLHP se font en gradient de solvant comme au

paragraphe I11-2-2,

- La Figure 29 représente le profil CLHP d'un échantillon urinaire

traité a la glucuronidase pure.

- La Figure 28 représente le profil CLHP d'un échantillon urinaire

non traité & la glucuronidase ou & la sulfatase.

- Le profil CLHP d'un échantillon urinaire traité a la sulfatase
en présence d'inhibiteur de la glucuronidase est identique au profil de la
Figure 28, ce qui signifie qu'il n'y a pas de métabolites éliminés sous forme

de sulfate dans les urines humaines.

En comparant les Figures 28 et 29, on remarque que le traitement
a2 la glucuronidase fait apparaitre dans 1'urine le produit correspondant
au pic n°® 5 de la Figure 29 et fait disparaitre le produit correspondant au

pic G, de la Figure 28.

1
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FIGURE 29 : Profil en CPLH semi-préparative et en gradient de solvent
d'un échantillon d'urine humaine apr&s traitement a la

glucuronidase. Les métabolites d"ADT sont détectés en UV a

310 nm.



Le produit Gl (Figure 28)est donc un glucuronide. Le produit

déconjugué qu'il donne aprés traitement & la glucuronidase a un temps de
rétention en CLHP identique au dmADT. Ce produit a été par la suite isolé
et identifié par spectrométrie de masse et RMN comme étant le glucuronide

du dmADT (Paragraphe I1I-3-3).

D'autres métabolites de 1'ADT difficiles a détecter dans les
urines non traitées a la glucuronidase sont visibles sur le profil CLHP
quand ils sont déconjugués. C'est le cas du dmADO et Y (pics n° 3 et 2,
Figure 29). Ces métabolites ont été isolés des urines humaines seulement
aprés incubation avec un mélange de glucuronidase etde sulfatase et leur

structure a été étudiée en spectrométrie de masse et en RMN.

11-3-2 Caractérisation de la structure chimique des métabolites

de 1'ADT éliminés dans les urines humaines

a - Glucuronide du dmADT

3 2 1 S
S
4 5
a-1 Caractéristiques RMNIH

Proton n°® 1 2 et 5 3 et 4 1! 2%, 3! et 4! 57
Signal s d d d multiplet d
Déplacement| 7,45 7,13 7,76 By 1.7 3,26 a 3,65 ppm 4,06
chimique (1 H) (2 H) (2 H) | (1 H) (3 H) (1 H)
(ppm)

s = singulet ; d = doublet



a-2 Caractéristiques en spectrométrie de masse

Le pic moléculaire du glucuronide de dmADT n'existe pas sur
le spectre de masse obtenu en impact électronique, par contre, on observe
un pic d'intensité relative 3 7 a m/e = 193 et qui peut correspondre au

fragment glucuronique.

COOH
OO+
HO OH
OH

b - Les métabolites Y et dmADO ont été isolés aprés traitement des
urines par un mélange de glucuronidase et de sulfatase. La structure de Y
ne sera pas donnée pour des raisons de confidentialité. Par contre, les
caractéristiques du dmADO en spectrométrie de masse et en RNNIH sont déja

mentionnées dans les Tableaux 8 et 9.

11-3-3 Dosage UV des métabolites de 1'ADT dans les urines

humaines

Le dosage des métabolites urinaires de 1'ADT chez 1'homme est
réalisé par CLHP phase inverse sur une colonne analytique. On travaille
dans des conditions isocratiques avec un solvant constitué d'un mélange

d'eau, d'acide acétique et de méthanol.

Les métabolites sont dosés sur des échantillons d'urine incubée
avec un mélange de glucuronidase et de sulfatase si bien que tous les méta-

bolites que 1'on dose sont sous forme déconjuguée..

L'ADT pris oralement sous sa forme galénique est éliminé dans les
urines humaines exclusivement sous forme de métabolites. Dans les fractions
urinaires collectées, 6 h, 24 h et 48 h aprés la prise du médicament, 1'ADT

lui-méme n'a pu etre détecté.
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48
heures

2 Evolution en fonction du temps de la concentration des métabolites

de 1'ADT éliminés dans les urines humaines apr&s une prise orale de

. . +
125 mg d'ADT. Chaque détermination est le résultat — ESM de trois

dosages sur chaque échantillon urinaire humain.



Les métabolites majoritaires dans les urines humaines sont
les glucuronides du dmADT et du dmADO et le produit Y. Dans les urines
collectées 48 heures aprés la prise du médicament, la somme de ces trois
métabolites représente 45 7% de la dose d'ADT administrée. Le glucuronide
de dmADT représente a lui-seul 29 7 de cette dose alors que Y et le glucu-

ronide de dmADO ne représentent respectivement que 12,5 et 4,8 7 de la dose.

L'évolution de 1'élimination de chacun de ces métabolites dans
les urines en fonction du temps retient 1'attention. En effet, on remarque
sur la Figure 30 que dans la fraction urinaire 0-6 h il y a presque autant
de métabolite Y que de glucuronide de dmADT . A partirde 6 h, la quan-
tité de métabolite Y éliminé dans les urines devient trés faible, et est
pratiquement négligeable au dela de 24 h alors que le glucuronide de dmADT
continue & @tre éliminé en quantités beaucoup plus importantes et pratique-
ment constantes en fonction du temps jusqu'ad 48 h aprés la prise du médica-

ment.

La plupart du glucuronide de dmADO retrouvé dans les urines est
éliminé entre 0 et 24 h. Au-dela de 24 h, la quantité de ce métabolite de-

vient négligeable dans les urines humaines.

A partir de 24 heures aprés la prise du médicament, 1'ADT n'est
donc plus métabolisé qu'en dmADT qui est glucuronidé puis éliminé dans les
urines, les autres métabolites ne sont plus formés probablement a cause
de la baisse de concentration de 1'ADT dans les hépatocytes, ce qui favorise
sa déméthylation et sa rapide élimination aprés conjugaison sans que le

cycle dithiolthione ne soit métabolisé.

I1-3-4 Dosage UV des métabolites éliminés dans les urines de

souris

Les métabolites d'ADT éliminés dans les urines de souris ont été



it
193

dosés seulement dans la fraction urinaire collectée 24 h aprés injection

intrapéritonéale de 1'ADT.

La méthode CLHP utilisée est la méme que celle décrite pour le
dosage des métabolites urinaires chez 1'homme. Une injection en CLHP d'un
échantillon urinaire non traité avec les enzymes de déconjugaison nous a
montré que le dmADO et le dmADT qui sont les métabolites majoritaires dans o
les urines de souris ne sont pas éliminés ‘sous forme nonconjuguée, mais
nous ne nous sommes pas intéressés a déterminer la nature de la conjugaison.
Les métabolites sont dosés uniquement aprés traitement de 1'urine avec un

mélange de sulfatase et de glucuronidase.

Une étude trés succincte sur les urines de souris traitées par
1'"ADT, montre que 20 % de la dose administrée (12.5 pmol/souris) sont €liminés -
sous forme de dmADT sulfo- ou glucuroconjugué (2 “mol} et de dmADO sulfo-
ou glucuroconjugué (O.S;imol) dans les premiéres 24 heures. I1 faut tenir
compte dans 1'étude des métabolites urinaires aussi bien chez 1'homme que
chez le rat ou la souris que la parahydroxyacétophénone est trés difficile

a doser en UV dans les conditions utilisées.

II-3-5 Discussion de 1'élimination urinaire de 1'ADT chez

1'homme, le rat et la souris

L'étude des métabolites de 1'ADT dans les urines d'homme, de

souris et de rat montre que :

1 - aprés incubation des urines avec un mélange de glucuronidase
et de sulfatase, deux métabolites majoritaires sont retrouvés dans les
urines des trois espéces étudiées, ce sont le dmADT et le dmADO. La para-
hydroxyacétophénone a été dosée par radioactivité dans les urines de rats
traitésparl'ADT radicactif, mais chez 1'homme et la souris, 1'étude a été
faite en utilisant de 1'ADT non radioactif. L'analyse de 1'urine humaine

en CLHP selon la méthode décrite au paragraphe I1-3-1 donne un pic UV qui



a le méme temps de rétention que le pic correspondant a la parahydroxy-
acétophénone (Figures 28 et 29, pic n° 1). Mais le produit n'a pu étre
isolé pur et par conséquent, les preuves de sa structure n'ont pu etre

établies. Le méme probléme s'est posé lors de 1'étude des urines de souris.

2 - En plus de ces trois métabolites, on retrouve dans les urines
humaines le métabolite Y en quantités importantes surtout dans la fraction ==
urinaire collectée 6 h aprés prise du médicament. Ce métabolite n'a pas
été détecté dans les urines de souris ou de rats, ce qui indique qu'il y a
une légére différence dans le métabolisme de 1'ADT chez 1'homme et chez

le rat et la souris.

3 - La nature de la conjugaison différe selon les espéces. En effet,
alors que le dmADT et dmADO sont éliminés dans les urines de rat sous forme
sulfoconjuguée, ils sont exclusivement glucuroconjugués chez 1'homme. Chez
la souris, la nature de la conjugaison de ces deux métabolites n'a pas été
étudiée, mais 1'analyse CLHP des urines avant et aprés traitement avec un
mélange de sulfatase et de glucuronidase montre qu'il s'agit de métabolites

conjugués.

Enfin, la parahydroxyacétophénone est assez hydrophile et s'élimine
non conjuguée dans les urines de rat. Chez 1'homme, le pic n° 1 (Figures 28
et 29) dont le temps de rétention correspond & celui de la parahydroxyacéto-
phénone ne disparait pas aprés traitement de 1'urine & la glucuronidase

et & la sulfatase, c'est donc un produit non sulfo ou glucuroconjugué.

II-4 Etude succincte de la pharmacocinétique de 1'ADT chez 1'homme

la souris et le rat

L'ADT et ses métabolites ont été dosés dans le sang d'homme, de
souris et de rat aprés traitement du plasma ou du sang total par un mélange

de glucuronidase et de sulfatase suivi d'une concentration des métabolites
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Le dosage des métabolites a été réalisé par CLHP phasp in®ense o
sur une colonne analytique et avec une détection UV. On travailep dans ‘ﬁgﬁﬁ
des conditions isocratiques avec un solvant constitué d'un mélange gfééu '
Millipore, d'acide acétique et de méthanol. o < g
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II-4-1 Etude effectuée chez le rat
. Q
II-4-1-1 Nature des dérivés de 1'ADT présents dans le P

sang de rats

Le sang de rats Sprague-Dawley de poids moyen 200 g, traité i.p;
avec une dose de 24 mg/Kg d'ADT est recueilli & des intervalles réguliers de

temps aprés l'injection du médicament. .

L'extraction d'un échantillon sanguin avant traitement & la glucu-
ronidase et a la sulfatase, et 1'analyse de l'extrait en CLHP révele la pré-
sence d'ADT et d'ADO dans le sang circulant, mais aucune trace de dmADT et de
dmADO libres n'a été détectée dans les extraits quel que soit le temps du i

prélévement sanguin. f

Avec la méthode isocratique de CLHP utilisée, on sait que les glu-
curonides et les sulfates de dmADT et de dmADO sont élués au front du solvant.
Afin de pouvoir doser ces métabolites, des échantillons sanguins ont été (
traités & la glucuronidase et & la sulfatase, puls les métabolites de 1'ADT
ont été dosés aprés extraction.

-

En plus de 1'ADT et de 1'ADO déj&dﬁentionnés, on observe alors

sur le profil CLHP des pics UV correspondant aux deux métabolites urinaires-x

!

-

les plus importants chez le rat : le dmADT et le dmADO.

i b

o

Les métabolites X et Y n'ont pas été détectés. En plus, dans le

sang, il y a moins de produits endogénes qui genent la détection et le
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dosage de la parahydroxyacétophénone si bien que nous pouvons affirmer
que ces trois métabolites, méme s'ils sont présents dans le sang de rats,
le sont en quantités négligeables par rapport aux quatre métabolites déja
mentionnés. V\. - (__D;.F- (.é: _\é_-- ® TQL

G

I1-4-1-2 Evolution en fonction du temps de la concentration

des métabolites de 1'ADT dans le sang de rats

Le premier prélévement sanguin a été effectué 30 min aprés
injection intrapéritonéale du médicament. Déja a 30 minutes, on remarque
sur la Figure 31 que le sulfate de dmADT est le métabolite prépondérant dans
le sang, suivi par ordre d'importance par le sulfate de dmADO et enfin par

1'ADT et 1'ADO.

La concentration du sulfate de dmADT dans le sang atteint trés
5}#5/** tot aprés 1'injection du médicament un maximum (0,1 % de la dose injectée/ml),
zo}yfb reste presque constante entre 30 min et 3 h, puis commence & décroitre liné-
airement et atteint environ 0,007 Z de la dose injectée/ml 8 heures aprés,
sa demi-vie plasmaquue est de 2 h 20 min. )/ i
Co: Bopg b AVC Lo so s ul B
" 21 La concentration du sulfate de dmADO dans le sang de rat est
presque toujours 10 fois plus faible que celle du sulfate de dmADT, sa
concentration maximale sanguine est atteinte 2 heures aprés 1l'injection du

médicament au rat et sa demi-vie est de 1 h 15 min.

La concentration de 1'ADT dans le sang de rat est maximale 30 min
aprés 1'injection du médicament, elle n'excéde guére 1 nmol/ml de sang
(0,005 Z de la dose/ml) et décroit rapidement pour devenir trés faible

aprés 8 heures (0.1 nmol/ml de sang), sa dem17v1e plasmatique est de 1 h

A 5
50 m1n . st LA V& - ,Ig
B 1 Mt = Y Low W A\
f\‘ 2 N'M\ » f}f_r -F"‘{ E-,H‘é Y o
:‘5 LV l{-!i w{L “’Mﬁt ‘ : Ui“ﬂ - < ¢ \'&h-—“'
[\ ‘v e La concentration sanguine d' ADO chez le rat est la plus faible

des quatre métabolites ; un maximum de 0,001 % de la dose/ml de sang est

atteint & 2 heures et sa demi-vie plasmatique est la plus courte (environ

-
1 heure). p
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% concentrations dans le sang. o
T “-’ﬂ%
i
i N II-4-2-2 Evolution en fonction du temps de la concen-
i~ N o X .
~ Q ; tration des métabolites de 1'ADT dans le sang
\ ~ | :
5, 4 £ de souris
¥ ~3 e S LSS S o
. Z
3\\ 5 R * ....t
fkan N Le métabolite le .pTus important dans le sang de souris esfi;aussi
9 = \ 5 . . . s 3
~ ﬁé s le dmADT sulfo ou glucuroc gué. Une heure apreés injection intra esltoneaﬁb
Y \é Y de 1'ADT, il atteint une qgncentration maximale dans le sang (0,5 7 de 1a’
.\% i dose injectée/ml) puis céfte concentration décroit linéairement fonction™®
m @ ¢ du temps, la demi-vie plgsmatique de ce métabolite étant de 4 ‘}‘?ures ; n..
3 Y '
Y ‘é /
i @5 Contrairement a ce qu'on a trouvé chez le rat, le deuxiéme mét%r
I .~ o . . . . . & o~
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11-4-2 FEtude effectuée chez la souris

11-4-2-1 Nature des dérivés de 1'ADT présents dans le

sang de souris

Les métabolites d'ADT présents dans le sang de souris traitées

i.p. avec 100 mg/kg d'ADT ont été étudiés avant et aprés traitement des

échantillons sanguins avec un mélange de glucuronidase et de sulfatdse.

e/

Comme chez le rat, 1'ADT et 1'ADO sont présents sous forme libre

C.-
dans le sang de souris, alors que le dmADT et le dmADO sont présents excluzp

sivement sous forme conjuguée mais la nature de #a conjugaison n'a pas etd
-

[- S
A’f

étudiée. Nous nous sommes contentés tout simplement de les déconjuguer
puis de les doser. Hg
s

non plus été détectés dans le sang de souris non pas a cause d'un défaut |

£

de la méthode mais parce qu'ils sont inexistants ou présents a trés faibl

L T
Les métabolites X, Y et la parahydro¥Yacétophénone n'ont pas
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un maximum environ 2 heures aprés 1'injection du médicament, reste stable
puis décroit linéairement en fonction du temps & partir de 5 heures. La
concentration maximale de 1'ADT atteinte dans le sang de souris est de
0,25 7 de la dose injectée/ml de sang et sa demi-vie plasmatique est d'en-

viron 2 h 40 min.

Le dmADO conjugué et 1'ADO atteignent respectivement 1 heure et
2 h 30 apres 1'injection de 1'ADT des taux sanguins de 0,032 Z et 0,024 %
de la dose injectée/ml. Leurs demi-vies plasmatiques respectives sont d'en-
viron Zhb 30 eﬁ 2 h 45 min (Figure %2). , e f;lj L /“”‘*df el

b . o - : / - o4 v
A [vio CE o aaM S P e e 2

{

1I-4-3 Etude effectuée chez 1'homme

II-4-3-1 Nature des dérivés de 1'ADT présents dans

le sang humain

La méthode CLHP utilisée pour 1'étude des métabolites sanguins
de 1'"ADT chez 1'homme est la méme que celle utilisée pour 1'étude des méta-
bolites sanguins de 1'ADT chez le rat et chez la souris, mais le mode
d'administration du médicament est oral chez 1'homme (10 comprimés dosés

a4 12,5 mg d'ADT , soit 1,8 et 2,2 mg/kg).

L'analyse comparative d'extraits d'échantillons sanguins humains
en CLHP avant et aprés traitement du sang total par de la glucuronidase
pure ou de la sulfatase en présence d'un inhibiteur de la glucuronidase
montre que les seuls métabolites détectables dans le sang humain sont le

dmADT et le dmADO présents sous forme glucuroconjuguée.

Le métabolite Y présent dans les urines humaines n'a pas été
détecté dans le sang, de méme que 1'ADT, 1'ADO, le métabolite X et la para-
hydroxyacétophénone. S'ils sont présents dans le sang humain, ces métabolites
doivent 1'@tre en quantités trop faibles qui sont en dessous du seuil de

la sensibilité de notre méthode de détection UV.
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II-4-3-2 Evolution en fonction du temps de la concen-

tration des métabolites de 1'ADT dans le sang

humain

La concentration du glucuronide de dmADT dans le sang humain
atteint un maximum 6 heures aprés la prise orale de 125 mg d'ADT. Ce maxi-
mum correspond & 0,0006 7 de la dose injectée/ml de sang. La demi-vie plas-
matique de ce métabolite est de 15 heures, et il est encore détectable dans

le sang humain 48 heures aprés la prise orale du médicament.

La concentration sanguine du glucuronide de dmADO ne présente pas
un pic plasmatique, ce métabolite apparait lentement dans le sang humain et
atteint vers 10 heures aprés la prise orale de 1'ADT une concentration équi-
valente a 0,00004 %Z de la dose injectée/ml de sang. Cette concentration

reste presque constante jusqu'd 48 heures.

I1-4-4 Discussion des résultats de 1'étude pharmacocinétique chez

1'homme, la souris et le rat

1 - dmADT

— Les figures 31, 32 et 33 montrent que le dmADT conjugué est
le métabolite le plus important dans le sang des trois espéces

étudiées

- Sa concentration sanguine est toujours, au moins 10 fois plus

importante que celle des autres métabolites

- I1 est presque le seul métabolite détecté dans le sang humain

2 - ADT

- L'ADT est présent a des concentrations trés faibles dans le

sang de rat



- I1 est non détecté dans le sang humain

- I1 subsiste en concentrations importantes dans le sang de

souris {

3 - ADO

- L'ADO est présent dans le sang de souris et de rat a faibles

concentrations

- I1 n'a pas été détecté dans le sang humain i
4 - dmADO

Ce métabolite a été détecté, toujours sous forme conjuguée,
dans le sang des trois espéces étudiées, sa concentration
sanguine est en général trés faible (toujours au moins 10 fois

moins importante que celle du dmADT conjugué).

5 - La parahydroxyacétophénone

C'est un métabolite assez hydrophile pour pouvoir s'éliminer
dans les urines trés vite aprés sa formation, ce qui explique
qu'il n'a jamais été détecté dans le sang d'aucune des espéces

étudiées.

6 - Différences de métabolisme chez 1'homme et 1'animal

— L'"étude des métabolites sanguins fait apparaitre les deux

différences suivantes :

- Dans le sang humain , seuls le dmADT et le dmADO conjugués
ont été détectés, alors que dans le sang de souris et de
rats, sont présents en plus de ces deux métabolites 1'ADO

1'ADT lui-méme



— Le dmADO et le dmADT sont exclusivement glucuro-

conjugués chez 1'homme alors que chez le rat, ils sont

sulfatés.

- La comparaison des résultats des études faites sur le sang

et les urines montrent que :

- L'ADT et 1'ADO sont, selon 1'espéce, soit non détectés
soit présents a4 1'état de traces dans les urines.
Leur présence dans le sang de certaines espéces, mais
pas dans les urines, peut s'expliquer par le fait qu'ils
sont trés hydrophobes, ils sont donc métabolisés avant

leur élimination.

- Le métabolite Y présent dans les urines humaines n'a été

détecté ni dans le sang humain ni dans les urines ou le =
sang de souris et de rat. Il y a donc une légére différence
entre le métabolisme de 1'ADT chez 1'homme et son métabolisme
chez le rat et la souris. Notons a cette occasion que la

voie d'administration chez 1'homme était orale alors gqu'elle

était i.p. chez la souris et le rat.



III - EFFETS DE L'ADT ET DE SES DERIVES SUR LA PEROXYDATION DES LIPIDES

IN VITRO ET IN VIVO : ORIGINE DE SES EFFETS HEPATOPROTECTEURS

III-1 Etat du probléme au début de 1'étude

Les propriétés biochimiques de 1'ADT ont été trés peu étudiées.
Dans 1'unique publication parue dans la littérature concernant ce produit
(2), Bueding et Coll. n'ont fait que montrer certaines de ses propriétés
protectrices bien précises contre quelques unes des nombreuses manifesta-
tions de 1'hépatotoxicité du paracétamol et du CCl4. Aucune explication

biochimique de ces effets n'a été proposée.

Bueding et Coll. ont constaté simplement que 1l'administration
orale de 500 mg/kg d'ADT & des souris 4 et 2 jours avant intoxication par

de fortes doses de paracétamol ou de CCla, les protége contre ¢

1 - La mortalité

2 - L'élévation des taux des transaminases glutamate-pyruvate
et glutamate-oxaloacétate et de sorbitol déshydrogénase dans le

sang

3 - La chute du taux de glutathion hépatique

Dans la méme publication, Bueding rapporte que le traitement
de souris témoins par 1'ADT augmente de 4 & 6 fois l'activité de la gluta-
thion-S-transférase hépatique, enzyme responsable de la conjugaison et

de la détoxification des métabolites électrophiles des xénobiotiques.

Avant que ces résultats n'apparaissent, nous avions évoqué au
laboratoire 1'hypothése selon laquelle 1'ADT exercait ses propriétés hépato-
protectrices par le biais d'une inhibition de la peroxydation des lipides.

Nous avons donc étudié la capacité de 1'ADT d'inhiber la peroxydation des
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lipides induite in vitro ou in vivo de différentes maniéres,

I1I-2 Choix des modéles expérimentaux et arguments qui justifient

ce choix
III-2-1 1In vitro

Plusieurs techniques d'induction de la peroxydation des lipides

X in vitro, existent dans la littérature. Dans l'introduction ont été men-

tionnés deux systémes enzymatiques ; la NADPH cyt, P-450 réductase et la
xanthine oxydase qui, in vitro, additionnées & un milieu contenant des

lipides induisent leur peroxydation. Cette peroxydation a comme point de

départ la production d'O2

que (90, 92).

par ces enzymes au cours de leur cycle catalyti-

D'autres systémes, utilisant les lipides des microsomes hépati-
ques de rat peuvent étre utilisés pour 1'étude de la peroxydation des 1li-
pides. La production de radicaux responsables de 1l'initiation de la pero-

xydation des lipides microsomaux peut €tre réalisée de deux facons

a - Par voie chimique, en présence de sulfate ferreux et d'un réducteur

(cystéine ou ascorbate)

" 11 II1T
Dans ces systemes, le Fe en s'oxydant en Fe est responsable
de la réduction monoélectronique de 1'oxygéne en 0., alors que le réducteur,

. . . e e I1T
EX( incapable de réduire 1'oxygéne en E , sert uniquement a réduire le Fe

(161). 0{

b - Par voie enzymatique

Dans ce cas, c'est la réduction métabolique de CCl4 par les cyto-

1T . 5 . i
chromes P-450 Fe des microsomes hépatiques en présence de NADPH qui pro-
duit les radicaux "CCl, responsables de 1l'initiation de la peroxydation des

3
lipides.
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Pour 1'étude in vitro de 1'effet de 1'ADT sur la peroxydation

des lipides, nous avons utilisé ces deux derniers systémes.

III-2-1-1 Avantages et inconvénients du systéme

CCl, + NADPH + microsomes de foie de rat
9

Les expériences, utilisant ce systéme, sont faciles a réaliser
et permettent une reproductibilité des résultats satisfaisante. En contre-
partie, ce systéme est le méme que celui utilisé pour 1l'étude, in vitro,
du métabolisme de 1'ADT, il contient tous les enzymes de la phase I avec
leur cofacteur. L'ADT va donc étre métabolisé et il est trés difficile de
savoir si c'est 1'ADT ou 1'un de ses métabolites qui est responsable de

1'inhibition de la peroxydation des lipides observée.

T11-2-1-2 Avantages et inconvénients des systémes

composés de fer ferreux, d'un réducteur et de microsomes”

Dans ces systémes, les produits inhibiteurs de la peroxydation
des lipides étudiés ne subissent aucun métabolisme faute de NADPH. L'inhi-
bition observée est donc attribuée spécifiquement au produit utilisé et non
& ses métabolites. Grice a4 ces systémes on a pu étudier la relation structure-
activité de toute une famille de composés dérivés ou métabolites de 1'ADT,
ce qui nous a permis de déterminer les facteurs structuraux de la molécule

d'ADT responsables de 1l'effet inhibiteur de la peroxydation des lipides.

I111-2-2 1In vivo
Pour 1'étude des molécules qui protégent contre la peroxydation
des lipides, il est trés important de pouvoir maintenir 1'animal en vie
au cours de 1'expérience tout en mesurant le taux de peroxydation lipidique.
Une telle possibilité permet de corréler 1'inhibition de la peroxydation
des lipides a certaines manifestations physiologiques et 4 la mortalité.
La découverte en 1974 (97) que les animaux chez lesquels on induit une

péroxydation des lipides expirent certains hydrocarbures volatils tels que



1'éthane, le pentane, 1'éthyléne etc... (chapitre I-3-4-4-3), permet
1'étude de la peroxydation des lipides induite in vivo chez 1'animal

sans obligation de le sacrifier & la fin de 1'expérience.

Pour toutes les études réalisées sur 1l'animal in vivo, la mesure

du taux d'éthane expiré a servi comme indice d'évaluation de la peroxydation

des lipides. Le choix de la mesure de 1'éthane plutdt que celle du pentane
ou de 1'éthyléne a été dicté par des considérations métaboliques et d'éli-

mination pulmonaire. En effet, alors que 1'éthane est peu métabolisé avant

son élimination pulmonaire, le pentane et 1'éthyléne subissent un métabolisme

beaucoup plus important (162) et sont, de ce fait, éliminés par les poumons

en quantités difficiles & détecter en chromatographie en phase gazeuse.

Pour induire une peroxydation des lipides expérimentale chez le

rat ou la souris, quatre produits ont été utilisés : le CCl le paracé-

4.‘
tamol, le paraquat et la bléomycine. Ces produits ont été choisis dans le

souci d'étudier & la fois 1l'effet de 1'ADT vis-a-vis de la peroxydation

—

des lipides hépatiques (CCl4 ou paracétamol) et vis—a-vis de la peroxydation 4

des lipides pulmonaires (paraquat ou bléomycine).

IIT-2-2-1 Toxicité induite par le tétrachlorure

de carbone

Aprés introduction dans 1'organisme, le tétrachlorure de carbone
passe dans le sang, une partie s'élimine par voie pulmonaire et le reste
se distribue dans les organes riches en lipides (systéeme nerveux, foie,
reins, moélle osseuse, coeur ...). Au niveau de ces organes et en présence
de cyt.P-450 FeII, le CCl, est réduit en radical 'CCl3 responsable d'une

toxicité directe par liaison aux macromolécules cellulaires et d'une toxi-

cité indirecte par induction de peroxydation des lipides.

Dans 1'organisme, les hépatocytes sont les cellules les plus

riches en structures réticuloendothéliales contenant a la fois beaucoup
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de phospholipides du type phosphatidylcholine et les monooxygénases a
cyt,P-450 responsables de 1'activation des produits susceptibles d'8tre
métabolisés en intermédiaires réactifs. Toutes ces raisons font que le
foie est le premier organe ol la toxicité due & 1l'activation de produits
exogénes en intermédiaires réactifs se manifeste. Ce n'est que plus tard
que la néphro ou la cardiotoxicité se manifeste. Nous avons donc utilisé
le CCl4 pour créer une hépatotoxicité expérimentale aigu€ chez 1'animal de
laboratoire et nous avons essayé de protéger contre cette hépatotoxicité
par une série de molécules contenant un cycle dithiolthione en mesurant

1'éthane expiré par les animaux comme indice de peroxydation des lipides.

I11-2-2-2 Toxicité induite par le paracétamol

Nous avons déja mentionné (paragraphe I-3-7-3) qu'aussi bien

chez 1'homme que chez 1'animal, environ 4 % seulement de la dose de para-

cétamol sont transformés en métabolite électrophile éliminé dans les urines
apres conjugaison avec le glutathion. La toxicité de ce métabolite ne se
manifeste que s'il est formé en quantités importantes qui diminuent de 70 ¥

ou plus la concentration de glutathion hépatique (4 mM) (140, 145).

Utilisant ces données, Mitchell et Coll. (163) ont fait un calcul
qui leur a permis de conclure que chez 1'homme le paracétamol n'est hépato-

toxique qu'd des doses supérieures & 15 g. Ce calcul est le suivant

a) Quantité de métabolite, exprimée en mmol, nécessaire pour diminuer

de 70 Z la concentration de GSH hépatique

Q = 70%Z x 1,5 x 4 = 4,2 mmol.

I T

Poids moyen du foie Concentration de GSH

humain (kg) dans le foie (mM)
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b) Q = 4 7 de la dose de paracétamol (D)
Q
D = x 100 = 105 mmol. = 0.105 mol
4
D =0,105x% 161 = 16,9 g

Poids moléculaire du paracétamol

Ce méme calcul appliqué & des souris dont le poids est de 25 g
et celui de leur foie est d'environ 500 mg montre que la quantité de
métabolite réactif nécessaire pour créer une nécrose hépatique expérimentale
due au paracétamol chez la souris doit €tre au moins de l4 x 10_4 mmol (70 %
=D 10"“ kg de foie x 4 mM) soit une dose de paracétamol de 5,6 mg par
souris ( = 250 mg/kg). Or & cette dose et méme & la dose de 500 mg/kg,
aucune augmentation du taux d'éthane expiré par les souris n'est détectée,
bien que 1'augmentation du taux des transaminases dans le sang témoigne
d'une lyse des cellules hépatiques et que le taux de GSH hépatique chute de
plus de 50 7 (140, 145).

En 1983, Wendel (140) a montré que 1'injection i.p. de 500 mg/kg
de paracétamol & des souris dont le taux de glutathion a été diminué
artificiellement en les faisant jelner pendant 24 ou 48 heures, provoque
en plus de la nécrose hépatique une expiration trés importante d'éthane,

signe d'une peroxydation des lipides induite chez ces souris.
Au laboratoire, des souris & jeun pendant 72 heures ont été
utilisées pour étudier 1'effet de certaines dithiolthiones vis-a-vis de

la péroxydation des lipides comparativement & des antioxydants connus.

III-2-2-3 Toxicité induite par le paraquat

Chez la souris, l'injection i.p. de paraquat augmente le taux
d'éthane expiré comparativement au taux expiré par des souris témoins.

Cette augmentation est beaucoup plus importante si la souris est traitée
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en méme temps par du sulfate ferreux et du paraquat et serait due & une
peroxydation des lipides pulmonaires provoquée par une augmentation de la

production des dérivés de réduction de 1'oxygéne (chapitre I-3-7-1-1).
Au laboratoire, la coadministration de FeSO4 et de paraquat a
des souris nous a permis d'induire une peroxydation de lipides expérimen-

tale, 1'effet de 1'ADT sur cette peroxydation a été étudié.

111-2-2-4 Toxicité induite par la bléomycine

La bléomycine est un antinéoplasique utilisé en thérapeutique
humaine. Le mécanisme par lequel il exerce sa toxicité vis-a-vis des
cellules tumorales n'est pas bien connu. Cette toxicité serait due a une
activation par la bléomycine de la réduction de 1'oxygéne moléculaire en

0, (91).

N

~

Cette activation de 1'oxygéne, occasionne & cGté de 1'effet thé-
rapeutique une toxicité pulmonaire attribuée & une peroxydation de lipides.
Chez la souris, cette peroxydation est augmentée en présence de sulfate
ferreux et serait due & la formation de complexe bloémycine—FeII capable

de déclencher par lui-m@me une peroxydation de lipides (91) ou de réduire

2
I1 » 3 A -
pitre I). L'association (Fe ~-bléomycine) nous a permis en effet de déclen-

1'oxygéne moléculaire en 0. responsable des réactions de peroxydation (Cha-

cher une peroxydation lipidique chez la souris.

III-3 Etude des effets de 1'ADT sur la peroxydation des lipides

induite in wvitro

L'inhibition de la peroxydation des lipides induite in vitro,
en présence de microsomes de foies de rats prétraités au phénobarbital,
a été étudiée. La peroxydation des lipides microsomaux est induite soit par
la cystéine ou l'acide ascorbique en présence de FeSOA (systémes chimiques)

soit par du CCl, en présence de NADPH (systéme enzymatique) et le taux de

4

Uy
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malondialdéhyde ou d'éthane formé aprés incubation des microsomes & 37°C
en présence ou en absence d'inhibiteurs sert d'indice d'évaluation de la

peroxydation des lipides.

II1I-3-1 Effet de 1'ADT sur la production de malondialdéhyde

(MDA) due a une peroxydation de lipides induite par

par la réduction enzymatique de CClq dans des micro-

somes hépatiques de rats

III-3-1-1 Cinétique de formation de malondialdéhyde

par ce systéme

La formation de malondialdéhyde par des microsomes hépatiques
(de rats traités au phénobarbital) incubés en présence de NADPH (1 mM)
et de CCl4 (5 mM) a37°C est linéaire entre 0 et 5 minutes aprés le début
de 1'incubation puis diminue progressivement. Aprés 10 minutes d'incuba-
tion, le MDA atteint dans le milieu réactionnel un taux qui varie faible-
ment en fonction du temps. Ce taux correspond & environ 8 fois le taux de
MDA présent dans un milieu réactionnel ne contenant pas de CClq (Figure 34).
La méme figure montre que 1'ADT lO_SM, inhibe complétement la production
de MDA induite par la réduction enzymatique de CCl4 en 'CCl3.

Cet essai préliminaire montre que 1'ADT est un inhibiteur de la
peroxydation des lipides microsomaux hépatiques induite in vitro, enzymati-

quement aprés réduction de CCl, par les cyt.P=450 microsomaux en présence

4
de NADPH. Pour déterminer la relation entre la dose d'ADT et son effet sur
la peroxydation des lipides, les microsomes hépatiques de rats ont été in-
cubés pendant 10 minutes en présence de NADPH, de CCl4 et de différentes
concentrations d'ADT;aprés quoi, la concentration de MDA dans le milieu

réactionnel a été mesurée puis corrélée a la concentration d'ADT.

Le choix de 10 minutes comme temps d'incubation est jusfifié

par les faibles variations de la concentration de MDA & partir de ce temps
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dans le milieu réactionnel ce qui permet d'obtenir des résultats avec

un domaine d'erreur faible.

I11-3-1-2 Détermination de la relation dose d'ADT-

Inhibition de la production de MDA par des microsomes

hépatiques en présence de NADPH et de tétrachlorure

de carbone

L'ADT s'est révélé un puissant inhibiteur de la peroxydation des

ﬁ?V‘ lipides microsomaux hépatiques induite in vitro, par 'CClB
4 ————
réduction enzymatique de CCl4 par les cytochromes P-450 en présence de

provenant de la

NADPH. Son effet inhibiteur commence a 8tre visible & la concentration de
0,5 uM. A 10 pM, il inhibe complétement la production de malondialdéhyde

provenant de la peroxydation des lipides microsomaux induite par "CCl, puis

3
leur fragmentation (Figure 35).

La méme figure montre que la CI de 1'ADT, concentration qui ré-

50
duit de 50 7 la production de malondialdéhyde par comparaison au taux observé

+
en absence d'inhibiteur est de 2 - 0,1 pM.

I1I-3-2 Inhibition par 1'ADT de la production de MDA au

cours de la peroxydation de lipides induite chimique-

ment par FeSO4 et un réducteur dans des microsomes

hépatiques de rats

II1-3-2-1 Cinétique de formation de MDA par ces
systémes

Dans le cas ou le réducteur utilisé est 1'acide ascorbique, la
formation de malondialdéhyde par les microsomes hépatiques incubés a 37°C
est linéaire entre 0 et 10 minutes aprés le début de 1'incubation. A partir
de 15 minutes, le taux de malondialdéhyde varie trés faiblement dans le

milieu réactionnel et se stabilise au bout de 30 minutes & un taux qui
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correspond a environ 20 fois le taux de MDA produit par des microsomes

incubés en absence de FeSOa.

Quand le réducteur utilisé est la cystéine, la formation de MDA
en fonction du temps est moins rapide. Au bout de 30 minutes, le taux de

MDA dans le milieu réactionnel atteint une concentration qui correspond

4 environ 9 fois le taux de MDA produit par des microsomes incubés en absence

de FeSO4 (Figure 36).

Cette méme figure montre que la cinétique de formation de MDA
par les microscomes incubés en présence d'ADT 10 puM en plus de FeSOLF et du
réducteur est identique a celle obtenue avec des microsomes incubés unique-
ment en présence de réducteur incapable d'induire & lui seul la péroxydation
des lipides. Donc, & cette concentration d'ADT, 1'inhibition de la peroxy-

dation des lipides est totale.

Dans le but de déterminer la CI50 de 1'ADT vis-a-vis de la pero-
xydation des lipides induite par ces systémes chimiques, des incubations
ont été réalisées avec différentes concentrations d'ADT dans le milieu
réactionnel et arr@tées au bout de 15 minutes si le réducteur utilisé est

1'acide ascorbique ou 30 minutes si c'est la cystéine.

I1II-3-2-2 Détermination de la relation entre la dose

d'ADT et 1'inhibition de la production de MDA par des

microsomes hépatiques en présence de FeSOlr et d'un ré-

ducteur

L'ADT inhibe aussi efficacement la peroxydation des lipides
microsomaux hépatiques induite in vitro, chimiquement par une association
soit de FeSO, et d'ascorbate, soit de FeSO

4 4
de la formation de MDA commence & une concentration d'ADT dans le milieu

et de cystéine. L'inhibition

réactionnel de 1'ordre de 0,5 uM et est totale & la concentration de 10 pM,

+ &
la CI5O étant de 3 - 0,1 uM comme le montrent la figure 37 (réducteur =

cystéine) et les tableaux 11 et 12.

|
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111-3-3 Comparaison de la capacité de 1'ADT d'inhiber la

peroxydation des lipides & celles d'antioxydants

connus

Les antioxydants testés comparativement & 1'ADT vis-a-vis de
1'inhibition de la peroxydation des lipides sont : la prométhazine (PZ),
le propylgallate (PG), le lévamisole, le diéthyldithiocarbamate (DDC) et

la vitamine E.

Pour chaque antioxydant utilisé, une courbe schématisant la
relation entre la concentration d'antioxydant dans le milieu réactionnel
et 1'inhibition de la peroxydation des lipides microsomaux, induite aussi
bien chimiquement qu'enzymatiquement, a été établie, en mesurant le taux de

MDA produit en fonction de la concentration d'inhibiteur utilisée. Les

conditions expérimentales sont les mémes que celles utilisées pour les expé-

riences avec 1'ADT et les CI obtenues et ont été regroupées dans le ta-

50
bleau 11.

1T11-3-3-1 Résultats obtenus avec le systéme enzymatique

La Figure 38 représente a titre d'exemple 1'effet de différentes
concentrations d'ADT, de DDC, de lévamisole, de vitamine E et de PZ sur la
péroxydation des lipides induite enzymatiquement dans des microsomes hépa-
tiques de rats par réduction de CCl4 en 'CCl3 par les cyt,P-450 en présence
de NADPH. On remarque que la vitamine E qui est 1'antioxydant biologique le

plus puissant (91) n'inhibe pas la peroxydation des lipides dans ce systéme

méme A la concentration de 100 pM, il en est de méme du lévamisole qui inhibe

in vivo la peroxydation des lipides induite par le tétrachlorure de carbone
chez le rat (164) mais qui est complétement inefficace dans ce systéme a une

concentration aussi forte que 100 pM.

La courbe représentant 1'inhibition par le propylgallate de la
peroxydation des lipides en fonction de la concentration n'est pas représen-

tée sur cette figure, mais elle se situe entre celles de 1'ADT et du DDC.
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Ces trois produits inhibent d'une facon similaire la peroxydation des

lipides induite par le CCl4 dans les microsomes hépatiques. Leur CI50 est

- +
identique aux erreurs prés et varie de 2.0 - 0,1 puM pour 1'ADT a
+ + P
2,4 - 0,3 uM et 3,0 - 0,2 uM respectivement pour le diéthyldithiocarbamate
et le propylgallate (Tableau 12).

Le meilleur inhibiteur de la peroxydation des lipides dans ce

% s ; + G g
systéme est la prométhazine avec une CI_,.de 0,4 — 0,05 pM et une inhibi-

50
tion totale a la concentration de 2 pM (Figure 38 et Tableau 11).

I1I-3-3-2 Résultats obtenus avec les systémes chimi-

ques d'induction de la peroxydation des lipides

Le Tableau 11 montre les concentrations d'ADT et des cing anti-
oxydants testés qui inhibent de 50 % la production de malondialdéhyde par
des microsomes hépatiques de rats incubés en présence de FeSO4 et d'un
réducteur responsables de 1'induction de la peroxydation des lipides mi-

crosomaux.

On remarque que quel que soit le réducteur utilisé, cystéine ou
ascorbate, les 0150 de 1"ADT, du DDC et du PG sont similaires et sont de
1'ordre de 1 & 4 pM dans les deux systémes. La prométhazine et la vitamine E

sont beaucoup moins efficaces avec des CI variant respectivement selon que

50
2 g oy + N
le réducteur utilise est la cystéine ou l'ascorbate,de 8,5 -0,2 uyM a
* > y + 5 + :
12,5 - 0,5 pour la prométhazine et de 50 - 25 pyM a 35 - 16 pM pour la vita-
mine E. Quant au lévamisole, il est complétement inefficace & une concen-

tration aussi forte que 100 pM quel que soit le réducteur utilisé.

III-3-4 Comparaison de la capacité de 1'ADT d'inhiber la

péroxydation des lipides a celle de certains de ses

dérivés et de 1'Oltipraz

Les dérivés d'ADT testés vis—-a-vis de 1'inhibition de la péroxy-

dation des lipides induite in vitro sont les métabolites d'ADT (Chapitre II)
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et des molécules renfermant comme 1'ADT le cycle dithia-1,2-cyclopenténe
thione-3 substitué en position 4 ou 5 par un phényl lui-méme différemment

substitué selon la molécule (Tableau 12).

L'Oltipraz déja introduit au chapitre I, paragraphe I-1, renferme
le méme cycle dithiolthione que 1'ADT substitué par une pyrazine en position
5 et par un méthyl en position 4, c'est une molécule dont le métabolisme
est complétement différent de celui de 1'ADT (Chapitre II-3-7-2), et il G

était trés intéressant du point de vue structural de comparer son activité

antioxydante a celle de 1'ADT.

III-3-4-1 Comparaison par rapport aux dérivés de 1'ADT

Sur le Tableau 12, sont représentées les CI50 des dérivés de
1'ADT testés vis-a-vis de 1'inhibition de la péroxydation des lipides ;
on remarque que, quel que soit le systéme utilisé pour induire la peroxyda-r
tion de lipides présents dans les microsomes hépatiques, les CISO pour un

produit donné dépendent trés peu des systémes utilisés (enzymatiques ou

chimiques).

11 est a noter que le dmADT (ADT déméthylé) qui est le métabolite
majoritaire, in vivo, chez 1'homme, la souris et le rat est, dans les trois
systémes d'induction de peroxydation des lipides microsomaux utilisés, aussi
inhibiteur de cette peroxydation que 1'ADT lui-mé€me avec une CI50 variant
d'un systéme a 1'autre entre 1,5 et 3 pM. Par contre, 1'anisyldithiol-one
(ADO) et le dmADO eux-aussi métabolites de 1'ADT, invivo n'ont pratiquement

——
aucun effet.

Les molécules dont le cycle dithia-l,2-cyclopenténe thione-3 est
substitué par un phényl en position 4 (Ph-4) ou en position 5 (Ph-5) ainsi
que le TTE (ADT hydroxylé en ortho du méthoxy) se sont aussi révélés de
bons inhibiteurs de la peroxydation des lipides induite dans les microsomes
hépatiques de rats par les différents systémes utilisés. Ils ont un pouvoir

inhibiteur presque identique entre eux qui est similaire a celui de 1'ADT



Systémes utilisés pour induire la peroxydation des
lipides

FeSO[+ + Cystéine FeSO4 + Ascorbate CCl, + NADPH

INHIBITEURS . CISO
ADT 3.0 £ 0.1 3.0 2 0.1 2.0 X 0.1
dmADT 2.0 X 0.5 1.5 £ 0.4 3.0 L 0.4

ADO et dmADO

D505 3.2 £ 0.3 e

@ 3.7 o B 2.8 2 0.3 5.0 2 1.0

e O 3.0 L 0.2 2.8 2 0.5 3.4 X 0.2
e !i'

2.5 2 0.2 2.3 2 0.3 3.4 0.2

Comparaison de 1'inhibition par 1'ADT, par certains de ces

dérivés et par 1'Oltipraz, de la peroxydation des lipides ifduite
chimiquement par FeS0O; (5 uM) et l'ascorbate ou la cystéine (500 uM)
ou enzymatiquement par CCl, (5 mM) et NADPH (1 mM), en présence

de microsomes hépatiques de rats traités par du phénobarbital

(1 mg de protéines/ml de milieu réactionnel). Les CIggy indiquées

sur le tableau sont les résultats - ESM de 4 expériences indépen-
dantes dupliquées.
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lipides. Signalons & l'occasion que la comparaison des résultats de notre
étude du métabolisme de 1'ADT & ceux du métabolisme de 1'Oltipraz montre

des différences trés importantes entre le métabolisme de ces deux molécules.
En effet, 1'Oltipraz est presque totalement métabolisé en dérivés qui ne
renferment plus la structure S=C - S-S ou0=C-5- 5. Al'opposé,
1'ADT subit secondairement une désulfuration oxydative qui aboutit & la
structure 0 = C - S - S et principalement une O-déméthylation ; c'est la
réaction la plus importante j; dans ce cas, la structure S = C - S - S n'est
pas touchée.

11I-3-5 Effet de 1'ADT sur la production de CZH in vitro par

6

des microsomes hépatiques de rats incubés en présence

de NADPH et de CCl4

1II-3-5-1 Cinétique de formation de C2H6

La Figure 40 représente la formation d'éthane, in vitro, par des
microsomes obtenus a partir de foie de rats prétraités par du phénobarbital
et incubés a 37°C en présence de CCl4 (20 mM) et de NADPH (4 mM). La quantit
d'éthane produit par les microsomes est linéaire entre 0 et 30 min aprés le
début de 1'incubation. A partir de 30 minutes, cette quantité reste stable
3 un taux maximum 20 fois plus important que 1'éthane produit par des micro-
somes incubés dans les mémes conditions mais sans CCla (taux témoin). Cette
méme figure montre qu'aux concentrations de 160 4M, le propylgallate inhibe
complétement la production d'éthane alors que 1'ADT inhibe cette production

de 85 % seulement

II1-3-5-2 Détermination de la relation entre la con-

92

é

centration de 1l'inhibiteur et 1'effet sur la production

d'éthane

Différentes concentrations d'ADT, de dmADT et de PG ont été incubé

avec des microsomes hépatiques en présence de NADPH (4 mM) et de CCl4 (20 mM

es

P



pmoles d'éthanol / mg de protéinmes

— I
l.
250 __|
1 T°
1
o e e R T3
0
I I [ |
0 15 30 45 60 min

Figure 40 : Cinétique de production d'éthane par des microsomes

(4mg de protéines/ml) de foie de rats traités par du
phénobarbital, incubés a 37°C en présence
> | - de CCl, (20mM) et de NADPH (4mM)

2 - de CCl,, de NADPH et d'ADT (160 M)

4?
B 3 - de NADPH, de cc1l+ et de PG (160 M)
B~ (——) microsomes incubés seuls dans du tampon phosphate
0,IM pH 7,4

Résultats ¥ ESM (4 expériences)



lui-méme, avec une CI 0 qui varie peu selon les systémes pour un meme

5
produit (Tableau 12).

La Figure 39 représente a titre d'exemple l'inhibition de la
peroxydation des lipides induite enzymatiquement en fonction des doses

d'ADT, d'ADO et d‘oltipraz.

I111-3-4-2 Comparaison des pouvoirs inhibiteurs de

1'ADT et de 1'Oltipraz vis-a-vis de la péroxydation

des lipides

Contrairement & 1'ADT qui dans le systéme enzymatique inhibe de
moitié la peroxydation des lipides a la concentration de 2 UM, 1'Oltipraz

n'exerce aucune inhibition & cette concentration (Figure 39).

L'Oltipraz exerce cependant & partir de 5 {tM une inhibition par-
tielle sur la peroxydation des lipides microsomaux induite par la réduction

enzymatique de CCl,. Cette inhibition n'est totale qu'aux concentrations

4

supér’eures a 50 uM alors que 1'ADT exerce déja une inhibition totale 2 par-

tir de 10 pM. Avec une CI__ de 11 : 1 uM, 1'Oltipraz est environ 6 fois moins

50
inhibiteur que 1'ADT de la peroxydation de lipides induite in vitro par le
1 .
CC 4
Dans les systémes chimiques, 1'Oltipraz est aussi efficace que
1'ADT avec une CI_, de 1l'ordre de 3 uM indépendamment du réducteur (cystéine

50
ou ascorbate) (Tableau 12).

Rappelons que le syst2me enzymatique d'induction de la peroxydation
des lipides contient du NADPH. De ce fait, les inhibiteurs sont métabolisés
par les cytochromes P-450 alors que dans les systémes chimiques, ce métabo-
lisme n'a pas lieu. Il parait donc, que dans ce systéme, 1'Oltipraz est plus
vite métabolisé que 1'ADT. Ce métabolisme donnerait dans le cas de 1'Oltipraz

des molécules qui n'auraient pas d'effet inhibiteur sur la peroxydation des



Systémes utilisés pour induire la peroxydation
des lipides microsomaux
FeSO4 + Cystéine FeSO4 + Ascorbate CCl4 + NADPH
INHIBITEURS CISO = Concentrations inhibant de 50 % la production
de malondialdéhyde (uM)
Me O ADT
H
= 3.0 2 0.1 3.0 2 0.1 2.0 X 0.1
g S
VITAMINE E 50 = 25 35 X 16 100
Plwe
Levamisole >100 >100 >100
B S
—c
/ N\sNa
Et + +
poc 2.0 - 0.3 2.5 = 0.5 2.4 - 0.4
8.5 2 0.2 12.5 £ 0.5 0.4 £ 0.05
" Ho,
]
HO —
S 410 1.3 % 0.3 3.0 £ 0.2
PG

Tableau 11  Comparaison de l'inhibition par 1'ADT et par certains anti-
‘oxydants de la peroxydation des lipides induite chimiquement
par FeS0Q, (5 uM) + ascorbate ou cystéine (500 uM) ou enzyma-

tiquement par CCI‘4 (5 mM) + NADPH (1 mM) en présence de micro-
somes de foie de rats traités par du phénobarbital (lmg de pro-

téines/ml). Les CI mentionnées dans le tableau sont les résul-
tats de 4 expériences indépendantes dupliquées.
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Les réactions sont arretées au bout de 30 minutes d'incubation et le taux
d'éthane mesuré est corrélé a la concentration d'inhibiteur dans le milieu

réactionnel (Figure 41).

On constate d'aprés cette figure et le Tableau 12, que le propyl-
gallate est un aussi bon inhibiteur de la production de C2H6 que celle de MDA,

puisque sa CI est identique dans les deux tests, alors que 1'ADT et le dmADT

50 .
inhibent moins bien la production d'éthane que celle de MDA. Leurs Clg, déter-
minées par le test & 1'éthane sont respectivement d'environ 20 et 10 fois plus
fortes que celles mesurées par le test de MDA. En effet, 1'ADT a une 0150 de

40 uM au lieu de 2 yM, alors que le dmADT a une CI de 25 UM au lieu de 3 uM

50
(Tableau 12 et Figure 41).

Le fait que les CI_.. de 1'ADT et du dmADT déterminées par le test

50

2 1'éthane sont supérieures & celles déterminées par le test au MDA, n'est _
pas étonnant. En effet, 11 faut noter que la mesure d'éthane par chromatographie
en phase gazeuse (CPG) est un test moins sensible gque la mesure du malondialdéhy-
de par colorimétrie aprés condensation avec l'acide thiobarbiturique. De ce

fait, la quantité d'éthane produit en travaillant dans les conditions du test

au MDA est difficilement mesurable par CPG. Nous avons alors été obligés d'u-
tiliser dans le test & 1'éthane 4 fois plus de protéines microsomales, de NADPH
et de CCIA que dans le test au MDA. Dans ces conditions, les quantités d'éthane
produit sont facilement mesurables par CPG. En contrepartie, 1'ADT et le dmADT
sont métabolisés plus vite que dans le test au MDA. Ce métabolisme produit des
dérivés qui n'inhibent pas la peroxydation des lipides (ADO et dmADO) (Tableau

12 et paragraphe III-4-1) ; il en résulte une diminution de 1'inhibition de

cette peroxydation par rapport & celle obtenue en utilisant le test au MDA.

Le propylgallate est probablement peu ou pas métabolisé par les mi-
crosomes hépatiques ce qui fait qu'il inhibe aussi efficacement la production

d'éthane que celle du malondialdéhyde.
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I11-3-6 Discussion des résultats concernant les effets de

de 1'ADT et de ses dérivés sur la peroxydation des

lipides in vitro

1 - Le tableau 11 montre que 1'ADT est un aussi bon inhibiteur que
le PG et le DDC de la péroxydation des lipides induite in vitro dans des 4

microsomes hépatiques de rats. =

Que cette péroxydation de lipides soit induite chimiquement ou en-

zymatiquement, 1'ADT, le PG et le DDC 1'inhibent aussi bien tous les trois

-6
. i
avec des CI,, tres proches (0150 ~ 10 M.

AEEEED. e

Dans les systémes chimiques, la prométhazine est 4 a 6 fois moins

efficace que 1'ADT. Dans le systéme enzymatique, elle inhibe un peu mieux que
1'ADT la peroxydation des lipides, ce qui suggérerait qu'en présence de cyto-
chromes P=450 et de NADPH, elle est métabolisée en dérivé beaucoup plus inhi-
biteur de la peroxydation des lipides que la molécule mére. Dans les systémes

chimiques, ce métabolisme n'a pas lieu.

Ao, AR @@amh

La vitamine E inhibe légérement la peroxydation des lipides dans les

systémes chimiques, mais elle est de 17 a 25 fois moins efficace que 1'ADT, et

AR =

elle est totalement inefficace dans le systeme enzymatique. Enfin, le lévamizole
bien qu'inhibant in vivo la peroxydation des lipides induite chez le rat par
le CC1, (160), est complétement démuni d'activité "antioxydante' dans les trois

systémes.

2 - Le Tableau 12 montre que parmi les dérivés de 1'ADT testés,

tous ceux qui renferment le motif structural S =C - S - § sont de bons inhibi-

teurs de la péroxydation des lipides des microsomes hépatiques induite chimi-
quement ou enzymatiquement. Leurs CISO sont similaires a celles de 1'ADT, du
PG et du DDC et supérieures & celles de la vitamine E et du lévamizole.

Les dérivés de 1'ADT qui renferment le motif structural 0 =C -85S -85
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ne sont pratiquement pas inhibiteurs. La fonction C = S semble donc importante

pour les effets inhibiteurs de 1'ADT vis-a-vis de la peroxydation des lipides
in vitro.

3 - Le fait que 1'ADT inhibe la peroxydation des lipides induite
chimiquement dans des microsomes hépatiques par une association de FeSO4 et
d'un réducteur (cystéine ou ascorbate) suggére que cette inhibition est due

3 un piégeage de radicaux.

Dans le systéme enzymatique ol la peroxydation des lipides est in-

duite par le radical "CCl il est plus difficile de conclure. En effet, dans

3!
ce systéme, L'ADT pourrait agir par

a - un piégeage des radicaux 'CC13

b - un piégeage des radicaux lipidiques formés au cours des réactions

en chaine (L°, LO", LOO"...)

c - un blocage du métabolisme du CClA

Nous n'avons pas de preuves formelles prouvant que 1'ADT n'inhibe pas le méta-
bolisme du CCla, mais les résultats obtenus avec les systémes chimiques, plai-
dent en faveur d'une inhibition de la peroxydation des lipides due & un pié-

geage de radicaux et non simplement & un blocage du métabolisme du CClA.

4 - Le fait que 1'Oltipraz soit un aussi bon inhibiteur que 1'ADT
de la peroxydation des lipides induite chimiquement (CISO':'10_6M), mais un
moins bon inhibiteur de celle induite enzymatiquement, suggére qu'en présence
de cyt.P=450, il est métabolisé plus vite que 1'ADT en dérivés mon inhibiteurs
de la peroxydation des lipides. Le substituant pyrazinyl sur le carbone 5 du
cycle dithia-1,2-cyclopenténe-3-thione de 1'Oltipraz semble jouer un role dans

ce métabolisme (Paragraphe II-2-6-2). Il en découle que sur ce carbone, il vaut

mieux avoir un phényl qu'une pyrazine. Par contre, que le phényl soit en posi-
P yl q PY q p Y P
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tion 4 ou 5 du cycle dithiolthione, le pouvoir "antioxydant" rest le meéme
(Ph-4 aussi bon inhibiteur que Ph-5 et ADT) (Tableau 12). La présence de
substituants méthoxy ou hydroxy ou les deux sur le phényl n'affecte pas
1'activité antioxydante de la molécule (TTE et dmADT sont aussi bons inhi-

biteurs que 1'ADT).

III-4 Effets de 1'ADT et de ses dérivés sur la peroxydation des lipides

induite, in vivo, par le tétrachlorure de carbone chez le rat

I1I-4-1 Cinétique de production d'éthane par le rat intoxiqué

-~

par le CCla comparativement & celle d'un rat témoin

le taux d'éthane expiré par un rat et accumulé dans un dessicateur
a été mesuré 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 5 h aprés injection i1.p. soit de CCl4 =
(1 m1/kg) dissous dans 1'huile de mais (0,8 ml), soit uniquement de 1'huile

(controle) (Figure 42).

On remarque que les taux d'éthane mesurés & différents temps apreés

injection au rat de CCl, sont environ 3 fois plus importants que les taux pro-

4

duits pendant les mémes temps par des rats témoins n'ayant subi aucun traite-

ment ou traités uniquement par l'huile.

Pendant les trois premiéres heures de 1l'expérience, le taux d'éthane
produit par des rats témoins ou des rats traités au CCl4 varie linéairement
en fonction du temps. Au bout de 3 heures, le taux d'éthane produit par des

rats traités par le CCl, est de 37,5 i 4,5 nmol/kg alors que le taux produit

4

: +
par des rats témoins n'est que de 12,5 - 1,5 nmol/kg.

Entre 3 et 5 heures aprés 1l'injection du CClA, la quantité d'éthane
expiré varie trés peu. C'est pour cette raison que dans les expériences d'inhi-
bition de la peroxydation des lipides, 1'éthane mesuré est toujours celul
accumulé dans le dessicateur pendant 3 heures aprés intoxication du rat par le

CC1&.
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III-4-2 Effet de 1'ADT sur la peroxydation des lipides

induite par le CCIL,+ chez le rat

L'ADT inhibe la peroxydation des lipides induite chez le rat par

le CCl,. A en juger par la Figure 43, cette inhibition est exercée directe-

A

ment par 1'ADT ou l'un de ses métabolites encore actifs, puisque si 1l'on

traite 1'animal par 100 mg/kg d'ADT i.p. chaque jour pendant une semaine, puis
si on lui administre du CCl[\L 48 heures aprés la derniére injection d'ADT,
aucune inhibition de la production d'éthane n'est observée. Or, 48 heures
aprés son injection i.p. au rat, 1'ADT est presque totalement éliminé dans les
urines ou les feces (voir métabolisme chez le rat, Chapitre 1I-2-5). Par
contre, si on injecte au rat la méme dose d'ADT (100 mg/kg i.p.), 6 & 3 heures

avant le CCl le taux d'éthane total produit par le rat 3 heures aprés in-

4!

jection de CCl, est équivalent au taux basal produit pendant le meme temps

A

par un rat témoin (Figure 43). C e

Injecté i.p. & la dose de 100 mg/kg chez le rat, 1'ADT exerce donc
une inhibition directe sur la peroxydation des lipides induite par le CCIA.
Cette inhibition dépend du délai entre les injections de 1'ADT et du CCl4 i
c'est pourquoi, dans le souci de reproductibilité des résultats, pour toutes
les expériences suivantes, 1'ADT a été injecté aux rats trois heures avant

intoxication par le CCIA.

I11I-4-3 Détermination de la relation entre la dose d'ADT et

1'effet inhibiteur de la peroxydation des lipides induite

par le CCIQ chez le rat

Comme le montre la Figure 44, 1'ADT commence a exercer une inhibition
sur 1'expiration d'éthane a4 la dose de 5 mg/kg. Cette inhibition est totale
a 25 mg/kg et la DI
le CCl

50° dose d'ADT qui administrée a un rat trols heures avant
L lui permet d'expirer un taux d'éthane 50 7 moins important que celui
expiré par un rat traité uniquement par le CCl, est de 10 mg/kg.

P q P 4 g/ke
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FIGURE 44 : Relation entre la dose d'ADT et 1'inhibition de 1'expiration d'éthane

par des rats traités par du CCl4 (Tml/kg) i.p., 3 heures apreés 1'in-
jection i.p. de différentes doses d'ADT : on mesure le taux d'éthane
expiré pear les rats pendant les 3 heures qui suivent 1'injection de
CCla.

Résultats tESM (3 rats)
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Figure 45 : Inhibition par 1'ADT et par quelques uns de ses dérivés de la per-
oxydation des lipides induite chez le rat par du CCl, : nmoles
d'éthane produit pendant 3 h aprés injection du CClh.



I111-4-4 Comparaison des capacités de 1'ADT d'inhiber la pero-

xydation des lipides induite chez le rat par le CCl
‘{}

2 celles de certains de ses dérivés

Chaque produit a été testé en administration i.p. a 1l'animal,

dissous dans 1 ml d'huile de mais et injecté trois heures avant le CCl, aux

4
doses de 15 et 30 mg/kg. Ces doses ont été choisies car 30 mg/kg est la dose
limite d'ADT qui inhibe complétement la production d'éthane par un rat traité

par 1 ml/kg de CCl, alors qu'a des doses plus faibles, cette inhibition est

4
importante mais partielle ; elle est de 90 % & 15 mg/kg d'ADT. L'avantage

d'utiliser ces doses réside dans le fait qu'elles permettent de déterminer en
deux expériences si les dérivés de 1'ADT sont meilleurs ou moins bons inhibi-

teurs de la peroxvdation des lipides que 1'ADT, sans etre obligé de déterminer

pour chaque produit la relation dose-effet.

Parmi les produits testés figurent des dérivés du cycle dithia-1,2-
cyclopenténe-3-thione substitués en position 4 ou 5 par un phényl lui-meme

substitué ou non et des dérivés du cycle dithia-1,2-cyclopent2ne-3-one (ADO

et dmADO) renfermant le motif structural € - S — § au lieu de C - S - § (formu-

\
les dans le Tableau 12) (Figure 45). \0 QE

On remarque qu'aucun des produits testés n'est aussi bon inhibiteur

que 1'ADT.
Le dmADT et le dmADO n'ont aucun effet net et le Ph-4, le Ph-5, le

TTE et 1'ADO exercent aux doses de 15 et 30 mg/kg des effets intermédiaires

peu clairs sur la peroxydation des lipides induite par le CCl4 chez le rat.

III-5 Effets de 1'ADT sur la mortalité et la peroxydation des lipides

provoquées chez la souris par injection i.p. d'une dose toxique

de paracétamol
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Traitement des rats

t =0oh : 1 ml/kg CClq (dans 0,8 ml d'huile de mals) i.p.

100 mg/kg d'ADT (dans 1 ml d'huile de mais) i.p. tous les jours pendant
une semainej arrét du traitement a 1'ADT et injection de 1 ml/kg i.p.

de CCIA 48 h apreés.

t = -6 h : 100 mg/kg ADT i.p.

t= 0h: 1ml/kg CClq i.p.

t = -3 h : 100 mg/kg d'ADT i.p.

t= 0h : 1 ml/kg CCl4

rats témoins traités par 1 ml d'huile demais a t = -3 h et par 0,8 ml

d'huile de mais a2 t = 0 h.

Figure 43

Inhibition par 1'ADT de la péroxydation des lipides induite in vivo chez
le rat par le CCl, : importance du délai entre les administrations de
1'ADT et du CC1,. Les rats sont traités par 1'ADT et le CCl, comme indi-
qué ci-dessus et le taux d'éthane qu'ils expirent est mesuré 3 h apreés
1'injection du CCla.

Résultats ¥ ESM (3 rats)
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II11-5-1 Cinétique de production d'éthane par la souris

intoxiquée par le paracétamol comparativement a celle

d'une souris témoin

L'induction de la peroxydation des lipides chez la souris est provo-
quée par injection intrapéritonéale de 500 mg/kg de paracétamol. Avant 1'ex-
périence, les souris subissent un jetne de 72 heures qui les rendent plus sen-
sibles a la toxicité du paracétamol (140). Le paracétamol est ensuite injecté
aux souris dissous dans une solution de NaCl Q9% contenant 5 % de dextran.

Le taux d'éthane expiré par chaque souris ainsi traitée et accumulé dans un

dessicateur est mesuré a différents temps apres l'injection du paracétamol.

La Figure 46 représente les cinétiques de production d'éthane par
des souris témoins traitées uniquement par le solvant, par des souris intoxi-
quées par le paracétamol et par des souris traitées i.p. par 1 mg/kg d'ADT =

trois heures avant 1'injection du paracétamol.

Les souris intoxiquées par le paracétamol commencent & expirer une
quantité d'éthane mesurable une heure aprés injection du paracétamol, cette
» - & 5 5 ~ &
production apparait linéaire entre 3 h et 5 h, et s'arrete au-dela de 6 h

aprés le début de 1l'expérience.

La quantité d'éthane produit par des souris traitées 3 h avant 1'in-
jection de paracétamol, par 1 mg/kg d'ADT i.p. est supérieure & celle produite
par des souris témoins, mais reste inférieurede 75 % & la quantité produite
par des souris traitées uniquement par le paracétamol, montrant ainsi qu'a cette

dose, 1'ADT inhibe la peroxydation des lipides dépendante du paracétamol.

La quantité d'éthane produit par une souris témoin traitée unique-
ment par le solvant est trés faible ; 2 3 h et &2 6 h, elle est respectivement
25 et 36 fois plus faible que celle produite par une souris traitée au para-

cétamol.
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Trois heures aprés l'injection du paracétamol, certaines souris
commencent & mourir. De ce fait, dans les expériences d'inhibition de la pero-

xydation des lipides induitelpar,le paracétamol chez la souris, la mesure

S sk
de 1'éthane a été faite enfre 0 et 3 h aprés l'injection du paracétamol.
TN 'y '

AW
111-5-2 Effets de 1'ADT, injecté i.p. a la souris 3 h avant

- £ - 1 - . - " N
. e PhMggtamtol, sur 1'hépatotoxicité et la peroxydation

n4‘3 I 4 ;
31N *d eve 325% Qides
‘,J*‘ i)

L]
“"llu\&

«VU{HS’ 2-1 Etude de 1'inhibition de 1'expiration d'éthane
en fhnction de la dose d"ADT (Figure 47)

L'ADT inhibe complétement cette formation d'éthane aux doses supé-
rieures ou égales a 5 mg/kg (20 pmol/kg). Mieux encore, & une dose aussi
faible que 0,7 mg/kg, l'expiration d'éthane est réduite de moitié par compa- =~ =
raison au taux d'éthane expiré par une souris traitée uniquement par le para-
cétamol. Cette inhibition passe de 20 & 75 % en augmentant la dose d'ADT de
0,5 mg/kg & 1 mg/kg.
-

I11-5-2-2 Corrélation entre les doses d'ADT administrées
4 T

aux souris, 1'inhibition de la peroxydation des lipides

et la protection vis—M4ugs de la mortalité induite par le

~ e
paracétamol (TaBl%dﬁ”]ﬁ%fu

L'effet protecteur de 1'ADT contre la peroxydation des lipides induite
chez les souris par le paracétamol, s'accompagne d'une diminution ou d'une
protection compléte contre 1l'hépatotoxicité a en juger par la diminution du
taux de mortalité chez les souris prétraitées par 1'ADT. En effet, la mortalité
parmi les souris traitées uniquement par 500 mg/kg de paracétamol, commence
3 etre importante 10 heures aprés l'injection du paracétamol ; elle est totale

! 24 heures aprés cette injection.

A 1'opposé, nous avons constaté que les souris qui regoivent, 3 h
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FIGURE 47 : Relstion dose d'ADT-inhibition de la production d'éthare

pour des souris traitées par 500 mg/kg de paracétamol i.p.
3 h. aprés injection i.p. de différentes doses d'ADT :
On mesure le taux d'éthane exhalé par les souris pendant
les 3 h qui suivent 1'injection du paracetamol.

Résultats + ESM (8 souris)



avant l'injection du paracétamol, des doses d'ADT supérieures ou égales

a 5 mg/kg (2 20 ymol/kg) survivent généralement au-deld de 10 heures.

Toutes celles qui recoivent des doses d'ADT supérieures ou égales
a2 50 mg/kg survivent au-deld d'une semaine et ne présentent plus de signes

d'intoxication.

A S mg/kg, la plus faible dose d'ADT qui inhibe complétement la
peroxydation des lipides induite chez la souris par le paracétamol, 70 % des
souris sont protégées contre la mortalité, alors qu'a 1 mg d'ADT/kg, la pro-
tection contre la mortalité est nulle bien que 1l'inhibition de la peroxydation
des lipides soit de 75 %. Donc, pour que 1'ADT protége contre la mortalité
des souris, 1l faut qu'il soit administré & des doses qui inhibent complétement

la peroxydation des lipides.

t = 0h : Injection i.p. de 1'ADT dissous dans 0,2 ml d'huile
de mais
t =3 h : Injection i.p. de 500 mg/kg de paracétamol dissous {

dans 0,5 ml de sérum physiologique contenant 5 % de

dextran
o
o,
i)
L
Dose d'ADT injectée 0 0,1 | 0,5 |1 5 >50
(mg/kg) (200 pl huile) o
Y
Taux d'éthane expiré 100 % 100% | 80% |25% 4 % = taux basal
pendant 3 heures ﬁ? A
) _ * . * * i ? L%
% de survie 0 % (0/12) 0% (0/12) 70%(7/10)" | 100%(16/16)
Tableau 13a Corrélation entre les doses d'ADT administrées aux souris,

1'inhibition de la peroxydation des lipides et la protection

vis-a-vis de la mortalité induite par le paracétamol

o

nombre de souris par expérience.



t = 0 h, injection i.p. a des souris de 20 ymol/kg des produits
ci-dessous
* ¥
Témoin (1) | Témoin (2) | ADT | NAC | Vit E | PG Pz DDC Lévamisole
—_— t =3 h, injection i.p. de 500 mg/kg de paracétamol
Taux d'éthane produit en 3 h 4 Z 100 % 4 7 9 7 55 % 61 % |35 %| 54 % | 65 %
(% de 2) ()"
Nombre de souris utilisées 10 12 10 & 4 5 4 6 5
8)
% de survie pendant 24 h 100 % 0% 70 % |50 % 25 % 0%]|25% 0% 07
(100"

Tableau

13b

Protection, par 1'ADT et par certains antioxydants connus vis-a-vis de la peroxydation des

lipides in vivo et de la mortalité provoquées par le paracétamol

)

. w
témoin (1)

témoin nmvx

Yeve

souris traitées seulement par 1'huile de mais (0,2 ml)
souris traitées i.p. par 500 mg/kg de paracétamol dans 0,5 ml de serum physiologique

content 5 % de dextran

: souris traitées par 200 gmol d'ADT au lieu de 20.

€ o%\ Nu jg

il B 3 = ; - - o I
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I11I-5-3 Comparaison des effets hépatoprotecteurs et inhibiteurs de

la péroxydation des lipides de 1'ADT a ceux d'hépatoprotecteurs

connus

Les hépatoprotecteurs testés sont la N-acétylcystéine, le propyl-
gallate, la prométhazine, le diéthyldithiocarbamate, la vitamine E et le
lévamisole. Ces produits sont tous injectés aux souris trois heures avant le
paracétamol & la dose unique de 20 pmol/kg. Cette dose a été choisie car elle
??};espond a4 la plus faible dose d'ADT (5 mg/kg) qui inhibe complétement la
peroxydation des lipides induite par le paracétamol chez la souris (Tableau

13b).

Parmi tous ces produits, aucun n'est aussi efficace que 1'ADT tant
au niveau de 1'inhibition de la peroxydation des lipides qu'au niveau de la

protection contre la mortalité. =

Alors que 1'ADT, a la dose de 20 pumol/kg inhibe complétement la
peroxydation des lipides induite chez la souris par le paracétamol, & la meme
dose, le lévamisole, le DDC, la PZ, le PG et la vit E ne 1'inhibent respective-

ment que de 35, 46, 65, 39 et 45 %.

Il n'y a que la N-acétylcystéine qui possédé un pouvoir inhibiteur

de cette peroxydation lipidique comparable & 1'ADT.

En ce qui concerne la protection contre la mortalité, la N-acétyl-

cystéine protége 50 % des souris utilisées contre 70 % pour 1'ADT.

La prométhazine et la vitamine E sont moins bons protecteurs que la
N-acétylcystéine puisque ces deux produits ne protégent que 25 % des souris

utilisées.

Le PG, le DDC et le lévamisole ne sont pas du tout protecteurs
contre la mortalité des souris et n'inhibent que légérement la peroxydation

des lipides chez ces memes souris.



11I-5-4 Comparaison des effets hépatoprotecteurs et inhibiteurs

de la peroxydation des lipides, de 1'ADT & ceux de ses

dérivés et de l'oltipraz (0Z)

Les dérivés de 1'ADT ont été testés a l'unique dose de 20 umol/kg

injectée i.p. 2 la souris trois heures avant intoxication par le paracétamol,
X seul l'Ghtipraz a été testé & différentes doses dans le but de déterminer la
relation entre les doses administrées et l'inhibition de la peroxydation des

o< lipides. On remarque que la dose d'@ltipraz nécessaire pour inhiber de 50 %
la peroxydation des lipides dépendante du paracétamol chez la souris (DI_.)

50
est de 10 umol/kg soit trois fois la DI., de 1'ADT (Figure 48).

50
Le Tableau 14 montre qu'il y a une bonne corrélation entre 1'inhi-

bition de la péroxvdation des lipides et la protection contre la mortalité.

Du point de vue protection contre la mortalité, le phényl-5-dithia-
1,2-cvclopenténe-3-thione (Ph-5, ADT sans substituant méthoxy sur le groupe
phényl) est plus efficace que 1'ADT a la dose de 20 ymol/kg avec une protection
de 100 % contre 70 % seulement pour 1'ADT. A la meme dose, le TTE (ADT hydro-
xylé en ortho du méthoxy phénolique), le dmADT et 1'ADO sont dans cet ordre
moins efficaces que 1'ADT et le Ph-5 avec des pourcentages respectifs de pro-

tection contre la mortalité de 60 %, 50 % et 40 %. Enfin, I'Ghtipraz, le

Ph-4 et le dmADO ne protégent pas du tout les souris vis-a-vis de la mortalité.

Classement en fonction de la protection vis-a-vis de la mortalité

Ph-5 > ADT _>TTE > dmADT > ADO > Ph-4, 0Z, dmADO

Remarquons que 1'inhibition par ces produits de l'expiration d'éthane
‘ donne globalement ce meme classement (Tableau 14). En effet, le Ph-5, 1'ADT
et le TTE injectés i.p. a des souris a la dose de 20 pumol/kg inhibent complé-

tement la production d'éthane induite par le paracétamol.
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t =

O h, injection 1.p.

N

4 des souris de 20 pmol/kg des produits

ci-dessous (dans 0,2 ml d'huile de mais)
Témoin = | Témoin = | ADT dmADT ADO dmADO|  Ph-5 Ph-4 TTE Oltipraz ADT
(n (2) 200 umol/kg
< t = 3 h injection i.p. de 500 mg/kg de paracétamol
(dans 0,5 ml de sérum physiologique, dextran 5 %)
Taux d'éthane 4 7 100 % 4 7 49 7 10 % 100 % 4 % 100 % 4 % 10 % 4 7
produit en 3 h
(% de 2)
Nombre de souris 10 12 10 6 5 5 6 6 5 12 8
utilisées
Pourcentage de sur- 100 % 0 70 % 50 % 40 7 0 % 100 % 0% |60 % 0% 100 %
vie pendant 24 h
Tableau 14  Protection par 1'ADT et par certains de scs dérivés vis-a-vis de la peroxydation des

lipides et de la mortalité provoquées par le paracétamol chez la souris. Le nombre de
souris utilisées et le déroulement des manipulations sont indiqués sur le tableau.

témoin A_ux

%
témoin (2)

souris traitées i.p. par 0,2 ml d'huile de mais

souris traitées i.p. par 500 mg/kg de paracétamol dans 0,5 ml de serum physiologique
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mesuré 3 heures aprés l'injection du paracétamol.

Résultat ¥ poy (4 souris).



The

A cette méme dose, 1'ADO, 1'pltipraz et le dmADT sont moins bons
inhibiteurs alors que Ph-4 et dmADO qul ne protégent pas contre la mortalité,

sont de méme totalement inefficaces dans ce test.

Classement en fonction de l'inhibition de la production d'éthane

Ph-5, ADT, TTE > ADO, 0Z, dmADT > Ph-4, dmADO

II1-5-5 Effets de 1'ADT administré per os a des souris trois

heures avant le paracétamol sur 1'hépatotoxicité et la

peroxydation des lipides

La forme galénique de 1'ADT se prend oralement ; il était donc in-
téressant de voir si cette voie d'administration permettait d'obtenir une
inhibition de la peroxydation des lipides. Pour cela, différentes doses d'ADT
dissoutes dans 0,2 ml d'huile de mails ont été administrées par gavage 2 des
souris. Trois heures aprés, 500 mg/kg de paracétamol leur sont injectés i.p.
puis le taux d'éthane accumulé trois heures dans le dessicateur est mesuré

(Tableau 15).

Nous remarquons que 1'ADT administré par voie orale est aussi effi-
cace contre la peroxydation des lipides induite par le paracétamol chez la
souris que lorsqu'il est injecté i.p. Une protection totale contre la peroxy-
dation des lipides et la mortalité est obtenue aux doses supérieures ou égales
2 25 mg/kg, alors que les doses de 10 et 5 mg/kg qui inhibent de 80 et 85 %
la peroxydation des lipides due au paracétamol ne protégent pas du tout les
souris contre la mortalité. Ce sont des résultats qui concordent avec ceux
obtenus aprés injection i.p. de 1'ADT trois heures avant le paracétamol, dans
les deux cas, 1'ADT ne protége contre la mortalité que s'il inhibe compléte-

ment la peroxydation des lipides.
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tyh dose d'ADT orale 0 100 mg/kg 50 mg/kg 25 mg/kg 10 mg/kg 5 mg/kg!
t 1, 500 mg/kg de paracétamol 1.p. |
Taux d'éthane accumulé 100 % 4 % 4 % 4 7 20 % 25 %
; (taux basal)
en troils heures
|
Nombre de souris qui 0% i) 202 2/2 0/4 o/4
survivent 24 heures ‘
|
1
Tablecau 15 Protection par 1'ADT administré per os a des souris, contre la

mortalité et la peroxydation des lipides dues & une administration

1P

de paracétamol trois heures avant 1'ADT

I11-5-6

Effets de 1'ADT vis-a-vis de la mortalité et de la

peroxvdation des lipides induites par le paracétamol

chez la souris en fonction du temps d'administration de

1'ADT par rapport au paracétamol
P

I111-5-6-1 Effets de la coadministration des deux

produits

Différentes doses d'ADT (20, 40 et 200 pumol/kg) sont injectées

i.p. & des souris en meme temps que 500 mg/kg de paracétamol. Les sourils sont

ensuite placées dans différents dessicateurs et on suit le taux d'éthane accu-

mulé en fonction du temps (Figure 49). Comme le montre cette figure, l'expira-

tion d'éthane entre O et 7 h est complétement bloquée par une dose d'ADT de

o

m/;glgbxlf/%X)#mol/kg et la protection contre la mortalité est de 75 % (Tableau 16).
des doses d'ADT plus faibles, 20 ou 40 gmol/kg, 1'expiration d'éthane est par-
le taux reste stable dans le dessica-

tiellement freinée entre O et h, pui

teur & partir de la 5éme heure

A



la mortalité varie d'une fagon paralléle a la peroxydation des
lipides puisque le pourcentage de protection est de 25 % pour 20 pmol/kg
d'ADT (4,8 mg/kg) et de 50 % pour la dose de 40 pumol/kg (9,6 mg/kg) .

La N-acétylcystéine testée dans les mémes conditions & la dose
de 200 pmol/kg ne donne aucune protection contre la mortalité et la peroxyda-
tion des lipides. A cette meme dose, le diéthyldithiocarbamate inhibe complé-
tement la péroxydation des lipides, mais ne protége pas les animaux contre la

mortalité (Figure 49 et Tableau 16).

Dans ces expériences de coadministration des composés et du para-
cétamol, on constate comme précédemment l'effet supérieur de 1'ADT a la fois

vis—a-vis de la peroxydation des lipides et de la protection contre la mortalité.

t : O h, injection i.p. & la souris de 500 mg/kg de paracétamol

et des différents inhibiteurs de la peroxydation des lipides

Inhibiteurs NAC DDC ADT

Doses 0,2 mmol/kg 0,2 mmol/kg 20 pmol/kg | 40 pmol/kg | 0,2 mmol/kg
" Nombre de souris 4 4 4 4 4

Survie (%) 0 % 0% 25 % 50 % 75 7

Tableau 16 Comparaison des effets protecteurs de 1'ADT, de la NAC et du

DDC vis-a-vis de la mortalité des souris provoquée par le paracé-
tamol. Les temps et la voie d'administration des produits sont men-
tionnés dans le tableau et les pourcentages de survie sont observés

24 heures aprés l'injection du paracétamol
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I1I-5-6-2 Effets d'une administration de 1'ADT

postérieure 2 celle du paracétamol

Dans ce cas, L'ADT est administré i.p. différents temps aprés
intoxication des souris par le paracétamol. Juste aprés l'injection de 1'ADT
en solution dans 0,2 ml d'huile (ou uniquement de 1'huile aux témoins), les
souris sont placées dans des dessicateurs et le taux d'éthane expiré et accu-

mulé pendant deux heures est mesuré.

Les effets de 1'ADT injecté aux souris 3 h, 2 h et 1 h aprés le

paracétamol sont indiqués sur le Tableau 17.
1 - At=23h, 1'inhibition de la peroxydation des lipides est
faible, méme & 100 et 200 mg/kg d'ADT (respectivement 25 et

42 %) -

2 - At=2h, et & 200 mg/kg, seule dose d'ADT testée, 1'inhibi-

tion est nette, mais non totale (85 %)

3-At=1h, et & 200 mg/kg d'ADT, 1l'inhibition de la peroxydation
des lipides est totale puisque le taux d'éthane expiré par les
souris est identique i celui expiré par des souris témoins.

4 - Dans les trois cas, aucune souris ne survit au-dela de 24 heures.

III-5-6-3 Effets d'une administration prolongée de 1'ADT

mais longtemps avant le paracétamol

I1 est connu que certains immunostimulants tels que le BCG ou le
lévamisole inhibent 1la peroxydation des lipides induite in vivo chez le rat

traité par le CCl, (164)

Cette inhibition se manifeste chez 1'animal meme guand le produit
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est complétement éliminé de 1l'organisme. Pour tester 1'effet de ce genre de
produit vis-a-vis de la peroxydation des lipides, on traite en général les
animaux pendant plusieurs jours par 1'immunostimulant puis on injecte le toxique

24, 48 h ou une semalne aprés 1'arrét du traitement.

L'effet d'un traitement journalier par 100 mg/kg d'ADT i.p. pendant
une semaine a été testé sur la peroxydation des lipides induite par injection
i.p. de 500 mg/kg de paracétamol a des souris une ou deux semaines aprés 1'arret
du traitement par 1'ADT. Les différentes manipulations sont effectuées comme
suit :

11éme ou T4éme ou
ler jour 7&me 18&me 21éme

4 sourls

v 48 4§ ‘{ mesure d'éthane

Injection i.p. de 100 mg/kg
d'ADT dissous dans 200 K1
d'huile ou de 200 pl d'nuile
pour les témoins

Arret du traitement Mise & jeun Injection i.p. de 500 mg/kg
pendant 72 h de paracétamol et mesure du
taux d'éthane expiré par la
souris pendant trois heures

Dans les deux cas (arrét du traitement par 1'ADT deux ou une
semaine avant injection de paracétamol) l'effet sur la peroxydattion des lipides
est nul et la mortalité est totale dans les 24 heures qui suivent l'injection
de paracétamol. L'ADT n'a donc pas d'effet analogue aux immunostimulants vis-
3-vis de la peroxydation des lipides. L'inhibition qu'il exerce sur cette
peroxydation est directe, et elle est liée a sa présence dans les tissus au

moment du déclenchement de 1'agression "oxydante".
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111-6 Effet de 1'ADT sur la peroxydation des lipides induite chez

la souris par la paraquat

TI1I-6-1 Cinétique de production d'éthane par des souris intoxiquées

ou non par le paraquat

La Figure 50 montre les cinétiques de production d'éthane par des
souris témoins comparativement & celles de souris traitées par le paraquat

uniquement, le FeSO0, uniquement ou les deux en méme temps.

%
1 - Une souris traitée i.p. par 200 mg/kg de paraquat expire, quel
que soit le temps de mesure entre O et 3 h, deux fois plus d'éthane qu'une

sourilis témoin.

2 - Le traitement d'une souris par 200 mg/kg de FeSOA i.p. augmente —

beaucoup plus que le paraquat le taux d'éthane expiré.

3 - Enfin, le traitement i.p. d'une souris en meme temps par 200 mg/kg

de paraquat et 200 mg/kg de FeSO, augmente encore plus le taux d'éthane expiré

4
qu'un traitement par FeSO[+ ou le paraquat seuls.

I1I-6-2 Inhibition par 1'ADT de la peroxydation des lipides

induite chez la souris par injection de paraquat seul

et de paraquat + FeSQ4

Pour ces expériences, le taux d'éthane a été mesuré une heure aprés
1'intoxication de la souris par la paraquat ou par FeSOA et le paraquat. Ce
temps de mesure a été choisi car au-deld d'une heure, les souris, surtout celles

intoxiquées par le paraquat et FeSO4, commencent 2 mourir pendant 1'expérience.

Le tableau 18 montre l'effet de 1'injection i.p. de 5 mg/kg d'ADT
vis-a-vis de la peroxydation des lipides induite par 1l'injection i.p. 2 des

souris de 200 mg/kg de paraquat 3 heures aprés 1'ADT. Une souris traitée unique-



ment par le paraquat, expire pendant une heure, 0,66 - 0,15 nmol d'éthane,
soit deux fois le taux expiré par une souris témoin pendant le meme temps,
alors qu'une souris traitée par 5 mg/kg d'ADT et ensuite par le paraquat
expire 0,26 Z 0,1 nmol d'éthane, taux équivalent aux erreurs prés au taux
produit par une souris témoin (0,3 : 0,08 mmol). Malgré cette inhibitiocn

de la peroxydation des lipides induite par le paraquat, 1'ADT ne protége pas
les souris contre la mortalité puisque toutes les souris traitées ou non

par 1'ADT avant l'injection de paraquat meurent dans les cing heures suivan-

tes.
Traitement des sourisw
L 200 mg/kg t oot ?Di ;?E.
. de paraquat 1.p. &g
ty  Paraquat
200 mg/kg 1i.p.
L . + + +
Taux d'éthane exhalé 0,3 - 0,08 0,66 - 0,15 0,26 - 0,1
par souris pendant
une heure aprés in-
jection du paraquat
(nmol/souris)

Tableau 18 Effet de 1'injection i.p. de 5 mg/kg d'ADT sur la production
d'éthane par des souris intoxiquées par le paraquat

* 4 souris par expérience

Le Tableau 19 montre les effets de l'injection i.p. de 5 ou
50 mg/kg d'ADT vis-a-vis de la peroxydation des lipides et de la mortalité
provoquées par l'injection i.p. en meme temps & des souris de 200 mg/kg de

FeSOA et 200 mg/kg de paraquat. Une souris traitée par le paraquat et FeSOt+
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expire pendant une heure 3,50 : 0,5 nmol d'éthane soit deux fois plus que

le taux expiré par une sourls traitée uniquement par F6804 (1,65 * 0,25 nmol)
et 11 fois plus que le taux expiré par une souris témoin (0,3 - 0,08 nmol).
Pendant le méme temps, une souris traitée trois heures avant 1l'injection de
paraquat et de FeSO4 par 5 mg/kg d'ADT i.p. n'expire que 2,62 : 0,35 nmol
d'éthane, ce qul correspond 2 une inhibition de l'ordre de 20 % de la pero-

xydation des lipides induite par le mélange de FeSO, et de paraquat. Les

4
souris traitées par 50 mg/kg d'ADT n'expirent que 1,49 - 0,40 nmol d'éthane
soit un taux équivalent & 42 % de celuil expiré par des souris traitées par
FeSOL+ et le paraquat.

En ce gui concerne la protection vis-a-vis de la mortalité provogquée

par FeSOa et le paraquat, elle est nulle pour les deux doses d'ADT testées.

I11-6-5 Discussion par rapport aux résultats obtenus avec le - —

paracétamol

Alors que 1'ADT injecté i.p. & des souris troils heures avant leur
intoxication par 500 mg/kg de paracétamol les protége totalement a la dose
de 50 mg/kg vis-a-vis de la mortalité et de la péroxydation des lipides, 2
cette méme dose et en travaillant dans les mémes conditions expérimentales
que pour le paracétamol, 1'ADT n'inhibe que partiellement la peroxydation
des lipides induite chez des souris par un mélange de paraquat et de FeSO4

mais ne les protége pas du tout contre la mortalité.

Sachant que le paraquat est un toxique pulmonaire et que le para-
cétamol est un hépatotoxique, la conclusion qui s'impose est que 1'ADT pro-
tége mieuxle foie que les poumons contre la toxicité de ces deux produits,
ayant un site d'action toxique différent mais présumés exercer tous les deux

leur toxicité par un déclenchement de peroxydation des lipides.

La meilleure protection vis-a-vis de la toxicité du paracétamol
que vis-a-vis de celle du paraquat pourrait étre due 2 ce que 1'ADT lui-méme
s'accumule plutot au niveau hépatique, et a une faible concentration tissu-

laire au niveau pulmonaire.



111-7 Effet de 1'ADT sur la peroxydation des lipides induite chez

la souris par la bléomycine

Les résultats dont on dispose pour le moment, concernant la capa-
cité de la bléomycine de déclencher, in vivo, chez 1'animal de laboratoire
une peroxydation des lipides et 1l'inhibition de celle-ci par 1'ADT, sont
préliminaires. Néanmoins, les expériences déja réalisées montrent que la bléo-
mycine, injectée i.p. & la dose de 100 mg/kg n'induit pas une augmentation
de 1'expiration d'éthane chez la souris. Par contre, la coinjection i.p. de
200 mg de FeSOa/kg et de 100 mg/kg de bléomycine augmente considérablement
le taux d'éthane expiré par les souris (15 I nmol/souris/2 h contre un té-

) +
moin de 0,55 - 0,1 nmol).

L'ADT injecté i.p. aux souris trois heures avant la bléomycine
et FeSO4 inhibe partiellement a la dose de 20 mg/kg la péroxydation des li- —
pides (pourcentage d'inhibition 50 %) mais ne protége pas les souris contre

la mortalité.



IV - CONCLUSION GENERALE

L'ADT s'est révélé un bon inhibiteur de la peroxydation des lipides
induite in vitro dans des microsomes hépatiques de rats et in vivo chez le
rat ou la souris. Ces effets sont d'autant plus intéressants que 1'ADT a été

utilisé pendant prés de 40 ans en Médecine Humaine sans engendrer le moindre

cas de toxicité. -

In vitro, 1'ADT inhibe la peroxydation des lipides aussi efficace-
ment que des molécules telles que le propylgallate et le diéthyldithiocarba-
mate, deux des meilleurs antioxydants connus i ce jour. Nous avons démontré

qu'il est meilleur "antioxydant" que la N-acétylcystéine et la vitamine E.

In vivo, il s'est avéré qu'il inhibe non seulement la peroxydation
des lipides induite par le paracétamol chez la souris, mais qu'il protége _
aussi contre 1'hépatotoxicité de ce produit. Cette hépatoprotection se tra-
duit par une survie des souris traitées par des doses aussi fortes que 500 mg/

kg de paracétamol.

La protection par 1'ADT contre 1'hépatotoxicité du paracétamol
a été déja constatée (0. Foussard-Blanpin et M.0, Christen, résultats non
publiés (LTM) et Bueding et Coll. référence 3). En effet, ces auteurs ont

montré que 1'injection i.p. de deux doses d'ADT de 500 mg/kg & des souris

48 et 24 heures avant de leur injecter 500 mg/kg de paracétamol les protége

contre la mortalité, mais nous constatons que les doses d'ADT utilisées sont

trés supérieures a la posologie indiquée pour 1'homme.

L'originalité de nos résultats est d'avoir montré qu'a des doses
utilisables en thérapeutique humaine, 1'ADT protége contre 1'hépatotoxicité
et la peroxydation des lipides. En effet & des doses de 1'ordre de 1 mg/kg,
il inhibe complétement la peroxydation des lipides induite chez la souris

par 500 mg/kg de paracétamol. Cette inhibition s'accompagne d'une protection
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importante contre la mortalité (70 % de protection a 5 mg/kg) ou totale
a des doses supérieures ou égales 3 25 mg/kg. Encore une fois, nous cons-
tatons que les effets hépatoprotecteurs de 1'ADT sont supérieurs a ceux de

la N-acétylcystéine, de la vitamine E et du diéthyldithiocarbamate.

IV-1 Origine des effets hépatoprotecteurs de 1'ADT

Pour savoir par quels mécanismes biochimiques 1'ADT exerce ces

effets hépatoprotecteurs, 1l est important de rappeler comment le CCIQ et

le paracétamol exercent leur toxicité.

Le CCl, subit dans le foie une réduction métabolique en "CCl, res-

4 3

ponsable d'une toxicité directe par liaison aux macromolécules cellulaires

et d'une toxicité indirecte par une induction de la peroxydation des lipides

qui produit des radicaux libres toxiques.

Le paracétamol subit dans le foie une biotransformation en dérivé

électrophile qui réagit trés vite avec le glutathion. De ce fait, la toxicité
P q g e ’

de ce dérivé ne se manifeste que s'il est formé en quantités qui diminuent

de 70 Z ou plus la concentration du glutathion hépatique. Il a été montré

que c'est dans ce cas seulement que la liaison aux macromolécules cellulaires

est importante et que la peroxydation des lipides se déclenche.

En tenant compte de ces données, plusieurs mécanismes pouvant etre

4 l'origine des effets hépatoprotecteurs de 1'ADT sont envisageables.

a - une inhibition du métabolisme du CCl, et de l'activation oxydante

%

du paracétamol (inhibition des cytochromes P-450)

b - un piégeage des intermédiaires radicalaires toxiques formés

au cours du métabolisme des xénobiotiques (°CCl_,, N-acétyl-p-

3’
benzoquinonimine)
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1'effet antioxydant (c) est trés important. In vivo, l'effet inhibiteur

de 1'ADT vis-a-vis de la peroxydation des lipides est di au moins en

partie & sa capacité de piéger les radicaux libres et non tout simplement

% une inhibition du métabolisme des xénobiotiques qui subissent une activa-
tion oxydante par les cytochromes P—=450 (CCla, paracétamol). L'effet du
type(c)est clair dans les cas de 1'induction de la peroxydation des lipides
chez la souris par la bléomycine et secondairement par le paraguat. En effet,
la bléomycine ne subit aucune activation enzymatique. C'est le complexe
FeII—bléomycine qu'on injecte i la souris qui est directement responsable

de la réduction d'O2 en O; et 'OH responsables de la formation des radicaux
1", L00® et LO®. Dans ce cas, l'inhibition que 1'ADT exerce sur la peroxyda-
tion des lipides ne peut s'expliquer que par un effet du type(c)(piégeage

des radicaux).

Dans les cas d'inhibition de la peroxydation des lipides induite
in vivo par le CCIA ou par le paracétamol, il est plus difficile de conclure.
En effet, nous n'avons pas de preuves formelles que 1'ADT n'inhibe pas le
métabolisme du CClA et 1'activation oxydante du paracétamol (effet a), mais
d'un autre coté, nous disposons de résultats obtenus in vivo avec la bléo-
mycine et in vitro avec les systemes chimiques montrant clairement que 1'ADT
est un piégeur de radicaux libres et qui plaident en faveur des effets du

type b et c.

IV-2 Optimisation de 1'effet protecteur de 1'ADT

La protection que 1'ADT exerce vis-a-vis de 1'hépatotoxicité du
paracétamol et du CCl4 est optimale quand il est injecté aux animaux quel-
ques heures avant le toxique. Les souris traitées par 50 mg/kg d'ADT trois
heures avant 500 mg/kg de paracétamol, semblent étre totalement protégées

vis-a-vis de ce toxique.

Si 1'ADT est administré simultanément avec le paracétamol, la pro-

’



c - un piégeage des radicaux formés au cours des différentes
phases de la péroxydation des lipides (O;, "OH, L', LOO , LO ) :

Effet antioxydant

d - des effets sur le cycle du glutathion et sur les GSH-transférases :
L'ADT pourrait catalyser la régénération du GSH a partir de GS-SG

ou stimuler 1'activité des GSH transférases (3).

e - 1'ADT pourrait agir par un effet biologique induit du type immuno-

stimulation.

Nos résultats excluent 1'éventualité d'un effet du type(e)dans la (
mesure ot 1'administration répétée de 1'ADT 2 des animaux pendant plusieurs
jours avant leur intoxication par le CCla ou par le paracétamol ne les pro-

ge pas contre la toxicité. Au contraire, son administration quelques heures -

m

t
avant les protége efficacement vis-a-vis de la peroxydation des lipides et
de la mortalité suggérant ainsi qu'il agit par lui-meéme et non par un phéno-

méne biologique induit.

N'ayant pas d'éléments sur un éventuel effet du type(d) nous ne
pouvons 1'exclure d'autant plus que les résultats de Bueding (résumés au
paragraphe 111-1) bien qu'il ait utilisé des conditions différentes des no-
tres, montrent que 1'activité de la GSH-transférase est augmentée par 1'ADT
et que le taux de GSH hépatique ne diminue pas chez des souris d'abord traitées §

par 1'ADT puis par du paracétamol ou du CCIA.

Pour pouvoir départager entre les effets a, b et ¢, il faut tenir

compte 2 la fois des résultats in vivo et_in Vitro.

L'étude de 1'effet de 1'ADT sur la peroxydation des lipides (des

microsomes hépatiques de rat) induite par des systémes chimiques montre que



tection vis-2a-vis de la mortalité et de la peroxydation des lipides est
moins bonne (50 mg/kg d'ADT ne protégent que 75 % des souris contre la
mortalité). Si 1'administration est postérieure a celle du paracétamol,
la protection contre la peroxydation des lipides est moins bonne et celle

contre la mortalité est nulle.
Ces résultats montrent :
a - que 1'effet hépatoprotecteur de 1'ADT dépend directement de
sa concentration intrahépatique au moment du déclenchement de
1l'agression oxydante
b - que dans nos conditions de travail, 1'ADT administrée aprés une

agression oxydante n'exerce pas d'effet réparateur suffisant sur

le foie.

IV-3 Facteurs structuraux responsables de 1'hépatoprotection

- L'étude in vitro des effets antioxydants de 1'ADT et de certains
de ses dérivés montre que la structure dithiolthione (S = C - S - §) est

trés importante. Tous les dérivés du cycle dithia-1,2-cyclopenténe-3-thione

testés ont indépendamment des substituants sur les carbones 4 et 5 de ce cycle

des pouvoirs antioxydants identiques (voir 1'inhibition de la peroxydation
des lipides induite chimiquement par FeSOA et 1'ascorbate ou la cystéine). Par
contre, les dérivés renfermant la structure O = C - S - S testés n'ont aucun

effet.

-

Classement des dérivés & structure S =C - S - S et O0=C-§ - §

étudiés en fonction des effets antioxydants observés in vitro

ADT >> dmADT >> Ph-5, Ph-4 > TTE > 0Z > ADO, dmADO



- In vivo, le classement de ces produits en fonction de leur
pouvoir protecteur vis-a-vis de 1'hépatotoxicité du paracétamol est le

sulvant :

Ph-5 > ADT > TTE > dmADT > ADO > Ph-4, 0Z, dmADO

L'interprétation de ces résultats est plus délicate que ceux
obtenus in vitro. En effet, il faut tenir compte de certains facteurs qui
ne se posent pas in vitro. En particulier, il est connu que la pharmaco-
cinétique et la distribution dans les organes ainsi que la vitesse de méta-
bolisation et d'élimination des produits conditionnent leur activité pharma-
cologique. Ainsi, bien gque ces résultats confirment ceux déji obtenus in

vitro dans le sens ol la structure § = C - S - S joue aussi un role trés im-

portant dans la protection contre la toxicité, nous constatons quelques dif-

férences par rapport aux résultats in vitro.

Les molécules testées, renfermant la structure S =C - S - §
bien qu'ayant un pouvoir antioxydant analogue in vitro, n'ont pas le meme
pouvoir hépatoprotecteur in vivo. C'est ainsi que Ph-5, ADT, TTE et dmADT
sont dans cet ordre de classement des meilleurs hépatoprotecteurs que Ph-4

et 1'0Oltipraz-

L'efficacité de Ph-5 pourrait s'expliquer par un métabolisme moins

rapide que celui de 1'ADT et du TTE et donc par une présence prolongée du

composé actif au niveau des structures lipidiques sensibles & la peroxydation.

Le TTE et 1'ADT seraient au contraire métabolisés plus vite et éliminés aprés
conjugaison. Le dmADT devrait etre rapidement sulfo ou glucuroconjugué par
sa fonction phénolique libre et éliminé encore plus vite que ces deux pro-

duits.

L'Oltipraz serait, comme le suggérent les résultats de son métabo-

el
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lisme, transformé en métabolites ne contenant plus la structure S = C - § - S.

Le Ph-4 est le moins efficace de tous les produits renfermant la
structure S = C — S — S qui ont été testés. Ceci peut s'expliquer par des
problémes de pharmacocinétique, par une distribution dans les organes diffé-
rente de celle de 1'ADT ou encore par un métabolisme qui touche beaucoup plus

que dans le cas de 1'ADT le cycle dithiolthione et qui inactive de ce fait

rapidement la molécule.

L'autre différence entre les résultats in vitro et in vivo concerne
1'ADO qui renferme la structure O = C - S - S. Celui-ci est complétement
inefficace & 100 pM vis-a-vis de la peroxydation des lipides in vitro, mais
il est inhibiteur de cette peroxydation, in vivo, chez la souris intoxiquée
par le paracétamol. In vivo, ce produit agirait par un mécanisme non observé
in vitro a propos duquel nous ne disposons d'aucun élément explicatif pour

le moment , peut—etre comme inhibiteur du métabolisme du paracétamol.

Enfin, le dmADO renfermant la structure 0 = C - § - § est dépour-

vu de tout effet hépatoprotecteur in vivo. Cette absence d'activité n'est

pas étonmante étant donné que les molécules contenant la structure 0 = C - 5 -

n'ont pas d'effet antioxydant in vitro. De plus, cette molécule contient une
fonction phénolique libre qui faciliterait 1'élimination du produit aprés une

rapide conjugaison.

IV-4 Sélectivité de 1'ADT vis-a-vis des organes

Deux observations nous aménent & penser que 1'ADT se concentre

beaucoup plus dans le foie que dans les poumons.

a - Les doses d'ADT nécessaires pour inhiber la peroxydation des
lipides induite par la bléomycine et le paraquat (toxiques pul-
monaires) sont supérieures aux doses qui inhibent la peroxydation

des lipides induite par le paracétamol (hépatotoxique)

-

5
!



b - A 25 mg/kg, L'ADT semble totalement protéger les souris vis-a-vis
de la mortalité induite par le paracétamol, mais non vis-i-vis

de celle induite par la bléomycine et le paraquat.

Ces résultats, bien que montrant que 1'ADT a des effets beaucoup
plus nets sur le foie que sur les poumons confirment qu'il joue un role
d'antioxydant en piégeant les radicaux libres. En effet, il est connu que la
toxicité de la bléomycine est due 2 sa capacité de catalyser la production

d'02T et non @ une activation métabolique.

IV-5 Spéculations et perspectives

Notre étude a permis de révéler les propriétés antioxydantes
que 1'ADT possdde et qui sont restées inconnues malgré son utilisation depuls —
prds de 40 ans en Médecine Humaine. Elle explique au moins en partie pourquoi
1'ADT prévient les insuffisances salivaires consécutives au traitement des
cancers de la sphére ORL par les rayonnements ionisants. En effet, ce genre

de rayonnements provoque une production de radicaux libres que 1'ADT piégerait.

L'ADT, du fait de son tropisme hépatique, est surtout hépato-
protecteur. 11 pourrait etre utilisé sous sa forme galénique actuelle pour
diminuer la toxicité hépatique de divers produits qui agissent par une pero-
xydation des lipides hépatiques. Parmi les produits qui provoquent ce genre

de toxicité chez 1'homme figurent :

- Le paracétamol : Médicament qui provoque dans les cas d'intoxication
volontaire ou involontaire une peroxydation des lipides souvent mortelle

si la dose est trop forte.

- Le tétrachlorure de carbone : Trés utilisé comme solvant de labora-
toire et en Médecine Vétérinaire et dont 1'implication dans 1'initia-

tion de la peroxydation des lipides est prouvée.



Au-dela de ces possibilités d'utilisation de 1'ADT, les résultats
que nous avons obtenus ouvrent de nouvelles perspectives vers la recherche
de produits encore plus hépatoprotecteurs ou protecteurs vis-a-vis de la
toxicité exercée sur d'autres organes. En effet, il serait tré&s intéressant
du point de vue clinique de modifier la structure de 1'ADT de fagon a obtenir

de nouvelles molécules :
- non toxiques, pour pouvoir les utiliser in vivo
- possédant des propriétés antioxydantes
- capables de se concentrer dans des organes autres que le foie

Ainsi, les produits qui se concentrent dans les poumons pourraient
étre utilisés pour diminuer la toxicité de certains produits qul provoguent

une agression oxydante pulmonaire ; c'est le cas par exemple :

- du paraquat : un herbicide qui provoque en cas d'intoxication
une peroxydation des lipides par une catalyvse de la réduction
d'o, en O
2 2
- la bléomycine : un antinéoplasique qui provoque & coté de 1'effet

thérapeutique désiré une agression oxydante pulmonaire

De méme, les produits qui se concentrent dans le coeur pourraient
étre utilisés en association avec certains médicaments qui provoquent,
4 coté de leur effet thérapeutique, une agression oxydante cardiaque. C'est
le cas de 1'adriamycine par exemple qui est un anticancéreux efficace, mais
qui provoque une agression oxydante cardiaque qui oblige les cliniciens a

arréeter le traitement.



V - PARTIE EXPERIMENTALE

V-1 Préparation des microsomes hépatiques de rats traités par le

phénobarbital

Des rats males de souche Sprague-Dawley, fournis par la Société
d'élevage IFFA-CREDO (France), sont acclimatés durant 8 jours au laboratoire.
Ils disposent librement d'eau de robinet et d'alimentation standard, fournie
par la Société UAR (France). Ces rats sont traités i.p. pendant trois jours
par du phénobarbital sodique dissous dans une solution isotonique de chlorure
de sodium (80 mg/kg/j). Parallzlement, leur eau de boisson contient 0,1 %
de phénobarbital. Au 6éme jour, ils sont mis & jeun pendant 24 heures, puis
tués par dislocation cervicale et saignés par section de la carotide. Le
foie est alors perfusé par la veine porte par du NaClO.154 M jusqu'id décolo- =
ration compléte et ensuite prélevé. Les microsomes sont préparés suivant les
méthodes usuelles résumées sur la Figure 50, et le dosage des protéines et

des cyt P-450 est fait selon les techniques de Lowry et d'Omura et Sato (165,
11).

V-2 Métabolisme de 1'ADT in vitro

V-2-1 Conditions opératoires

Le ]4C5—ADT a été incubé a 37°C dans 1 ml de tampon phosphate 0,1 M

pH 7,4 en présence de 4 nmol de cytochromes F-450 soit environ 2 mg de pro-
téines microsomales hépatiques. Le NADPH, cofacteur des monooxygénases a cyt
P-450 est généré dans le milieu d'incubation & partir du NADP(2 mM)en présence
de glucose -6-phosphate (20 mM)et de 4 unités de glucose-6-

phosphate deshydrogénase. Le 1AC5—ADT, 1 mCi/mmol, dissous dans le méthanol
(20 mM), est ajouté a la concentration de 0,1 mM. Aprés des incubations de 1

32 30 minutes, les réactions sont arretées et le milieu d'incubation est extrait



Figure 50 PREPARATION DES MICROSOMES DE FOIE DE RAT

Foie perfusé par NaCl 0.154 M jusqu'ad décoloration
(élimination de 1'hémoglobine)
v ol omM
découpé en petits dés dans du tampon sucrose 0.2 M, TRIS §.+ M, EDTA 1 mM PH'%,,‘
¢ Z- Bt —
homogénéisé dans un appareil de Potter-Elvejhem (40 g de foie pour
100 ml de tampon
surnageant centrifugé 20 min & 13 500 g

(précipitation des mitochondries)

4

~

surnageant centrifugé 1 h a 105 000 g

(précipitation du glvcogéne et des microsomes. Le surnageant contient le cytosol)

culot homogénéisé dans un tampon pyrophosphate de sodium 100 mM

pH 7.5 puis centrifugé 30 min & 100 000 g

(élimination de 1'hémoglobine qui cosédimentait)

.

culot homogénéisé dans un tampon phosphate de sodium 100 mM,

glycérol 20 g pour 100 ml, pH 7.4

Microsomes

congelés dans 1'azote liquide et comservés a - 80°C

Toutes les manipulations sont effectuées a + 4°C

125
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5 fois par 1 ml d'acétate d'éthyle. Ces extraits sont regroupés et évaporés
3 sec sous azote ou a l'aide d'un évaporateur rotatif puis repris par 0,2 ml

de méthanol qui serviront pour les analyses en CLHP.

V-2-2 Conditions d'analyse des métabolites en CLHP

|
Les analyses en CLHP ont été réalisées a 1'aide d'un appareil équipé
de deux pompes Altex, Modeéle 110A, d'un programmateur de solvant Altex,
Modéle 420, d'un appareil de détection UV Pye-Unicam et d'un collecteur de

fraction de la firme LKB, Modéle 2112 Rédirac.

La séparation des métabolites se fait sur une colonne Ultrasphére 0ODS
0,46 % 25 cm & 1l'aide d'une phase mobile constituée d'un mélange de 70 % de
méthanol et de 30 % d'eau Millipore contenant 0,3 % d'acide acétique 13 N. Le

débit est de 1,3 ml/min et la longueur d'onde de détection est de 310 nm. o

V-2-3 Dosage radioactif des métabolites du ]ACS-ADT

20 nl de l'extrait méthanolique (paragraphe IV-2-1) sont injectés
en CLHP. Les métabolites sont récupérés a la sortie du détecteur UV en col-
lectant des fractions toutes les 0,2 min. La radiocactivité contenue dans
chaque fraction est mesurée, aprés addition de 2 ml de liquide scintillant
(Picofluor, Packard), & 1'aide d'un compteur de radiocactivité & scintillation
liquide Modéle Tricarb 300 de la firme Packard. Les comptages donnés par
1'appareil en coups par minute sont convertis par comparaison & un standard
externe en désintégrations par minute (dpm). Le profil CLHP des métabolites

14

du C5

310 nm, ce qui a permis de corréler chaque pic radioactif au pic UV corres-

—ADT est ainsi établi et comparé & celui obtenu par détection UV &

pondant.

La proportion de chaque métabolite est obtenue en comparant la

quantité de radiocactivité correspondantea celle de 1'échantillon injecté.



V-2-4 Isolement des métabolites de 1'ADT et détermination de

leur structure par spectrométrie de masse, UV visible et ‘

RMNFH ‘

4,8 mg d'ADT non radioactif ont été incubés en présence de micro-
somes hépatiques dans les conditions décrites au paragraphe IV-2-1. La réac-
tion est arretée au bout de 10 minutes et les métabolites sont extraits 5
fois par 100 ml d'acétate d'éthyle puis récupérés aprés évaporation a sec dans
1 ml de méthanol.

La totalité de 1'extrait est analysé en CLHP et les métabolites sont |
isolés et analysés aprés évaporation i sec du solvant en spectrométrie de
masse, RMN]H et UV-visible.

lLes spectres de masse ont été enreglstrés sur un spectrométre Ri‘ber“}i\l
1010B, aprés impact é€lectronique. Les spectres RMN]H sont obtenus sur un {
appareil Brucker & 250 MHz et les déplacements chimiques sont exprimés en ppm
par rapport au TMS. Les mesures en spectrophotométrie UV-visible ont été effec-,

tuées sur un spectrophotométre Kontron 820.

V-2-5 Synthése des métabolites de 1'ADT

V-2-5-1 Synth&se du p-méthoxyphényl-5-dithia-1,2-cyclo-

penténe one-3 (Anisyldithiol-one, ADO)

L'ADO a été synthétisé selon la Référence 159. 500 mg d'ADT et
1,25 g d'acétate de mercure sont dissous dans 10 ml de chloroforme et 25 ml
d'acide acétique 13 N puis portés & 37°C. Dés les premiéres heures, un préci-
pité jaune se forme. Au bout de deux jours, ce précipité est filtré, le
surnageant est extrait trois fois par 50 ml d'acétate d'éthyle ou de chloro-
forme, et la phase organique est séchée sur sulfate de sodium et évaporée

a sec.

L'ADO est purifié des traces d'ADT qui n'a pas réagi par -
p q P



graphie sur plaque de silice avec du chlorure de méthyléne comme solvant.
Rendement 90 % ; Point de fusion (PF) : 116 (littérature : 114-117)
données spectrales de masse (S M) : voir Tableau 9

données RMN]H et UV-visible : Tableau 8.

V-2-5-2 Synth&se du p-hydroxyphényl-5-dithia-1,2-cyclo-

penténe thiome-3 (dmADT) et du p-hydroxyphényl-5-dithia-1,2-

cyclopenténe one-3 (dmADO)

Le dmADT et le dmADO ont été synthétisés & partir de 1'ADT et de

1'ADO selon le mode opératoire décrit dans la référence 160. 500 mg d'ADT

ou d'ADO sont chauffés 5 heures 2 200°C en présence de trois équivalents

de chlorure de pyridinium. Aprés refroidissement & température ambiante ,500 ml

d'eau sont ajoutés et le pH de la solution est ajusté & 1 par du HCl 12 N.

L'ADT et 1'ADO qui n'ont pas réagi restent en solution alors que le dmADT
et le dmADO qui précipitent sont recueillis, aprés filtration, et dissous

dans 100 ml d'acétate d'éthyle. Ces solutions aprés lavage trois fois par

un litre d'eau pH 1, séchage sur sulfate de sodium et évaporation a sec don-

nent soit du dmiDT, soit du dmADO pures avec un rendement de 85 %.

PF : dmADT : 190 ; dmADO : 164
Données RMN]H, UV-visible et SM : voir Tableaux 8 et 9

V-3 Etude de la pharmacocinétique et de 1'élimination urinaire de 1'ADT

chez le rat, 1'homme et la souris

V-3-1 Administration de 1'ADT et recueil des échantillons sanguins

et urinaires

V-3-1-1 Che le rat

Des rats males Sprague-Dawley pesant 250 g en moyenne et ayant libre



acceés a l'eau et & la nourriture regoivent par injection i.p. 1 ml d'une

solution de ]hC -ADT 25 mM dans 1'huile de mails, soit une dose de 24 mg

d'ADT 0,2 mCi/miol par kg de poids corporel. Ces rats sont placés dans des
cages de métabolisme juste aprés l'injection de 1'ADT et les urines sont
recueillies 6, 24, 48, 72, 96 et 120 h aprés. Le volume de chaque échantillon
urinaire est mesuré et la quantité de radiocactivité éliminée est déterminée
en comptant 5, 10, 15 et 20 ul d'urine ce qui a permis d'établir le bilan

de 1'élimination urinaire. Ces urines sont ensuite conservées a - 20°C ou

étudiées immédiatement.

Pour le dosage des métabolites sanguins, des rats regolvent i.p.
24 mg/kg d'ADT non radioactif (= 0jfmmol/kg). A un temps précis, ces rats
sont endormis & 1'ether, décapités et 5 ml de sang sont recueillis sur 1 mg

de citrate.

V-3-1-2 Chez la souris

Des souris swiss NMRI pesant 30 3 1 g recoivent i.p. 3 mg d'ADT
non radioactif, soit 12,5 pmol dissoutes dans 200 i1 d'huile de mais. Aux
temps voulus, elles sont décapitées et environ 700 pl de sang sont recueillis
sur 0,2 mg de citrate.

Les urines sont également recueillies 24 heures aprés l'administra-

tion de 1'ADT.

V-3-1-3 Chez 1'homme

Deux volontaires ont pris une dose orale de 125 mg d'ADT (0,52 mmol)
soit 10 comprimés de sulfarlem dosés a 12,5 mg d'ADT. Des prélévements san-
guins sur héparine ou citrate sont effectués a partir de 1 h et jusqu'a 52 h
aprés la prise du médicament et gardés a - 20°C. Les urines humaines 0-6 h,
6-24 h et 24-48 h sont de méme recueillies et le volume a été mesuré avant

de les congeler.
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V-3-2 Traitement des échantillons sanguins et urinaires

V-3-2-1 Incubation avec la sulfatase

1 ml de sang total ou d'urine est dilué par 1 ml de tampon acétate
0,1 M pH 5,2 et incubé & 37°C en présence de 9 unités d'arylsulfatase et
de ﬂg—saccharolactone 15 mM. Aprés 12 heures, le milieu d'incubation est
dilué par son équivalent en volume d'eau puis passé sur Sep-Pack. L'ADT
et ses métabolites sont accrochés sur celui-ci alors que 1'hémoglobine et
les produits plasmatiques ou urinaires hydrophiles sont complétement éliminés
par lavage avec 20 ml d'eau Millipore. Les métabolites de 1'ADT sont ensuite
récupérés par élution avec 5 ml de méthanol puis redissous aprés évaporation
2 sec dans un volume de méthanol correspondant & la moitié du volume sanguin

ou urinaire utilisé (500 gl de méthanol pour 1 ml de sang ou d'urine).

V-3-2-2 1Incubation avec la glucuronidase

Le déroulement des opérations est le meme qu'avec la sulfatase
excepté que 1 ml d'urine est incubé avec 420 unités de glucuronidase commer-

ciale (Sigma).

V-3-3 Analyse en CLHP des urines avant et aprés traitement

par la glucuronidase ou par la sulfatase

100 1 d'urine d'homme, de souris ou de rat incubés ou non avec
de la glucuronidase ou de la sulfatase sont injectés en CLHP. La colonne

utilisée est une Dupont Zorbax C, 9.4 mm x 25 cm. La phase mobile est consti-

8
tude d'eau Millipore contenant 0,3 % d'acide acétique 13 N et de méthanol
et la séparation des métabolites est obtenue grace a un gradient linéaire
de solvant allant de 0 a 100 % de méthanol en 30 minutes avec un débit constant
de 4 ml/min. La sortie de la colonne est reliée & un détecteur UV réglé a

310 nm et & un collecteur de fraction. Quand 1'ADT utilisé n'est pas radio-
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actif, les métabolites sont détectés en UV. Quand 1l est radioactif,
des fractions de 0,8 ml sont collectées toutes les 0,2 min a la sortie

de la colonne, et les métabolites sont dosés avant et aprés déconjugaison

[,

en analysant les fractions & 1'aide d'un compteur & scintillation liquide

aprés addition de 2 ml de liquide scintillant (Paragraphe 1V-2-3).

&

V-3-4 Dosage UV des métabolites sanguins ou urinaires aprés

déconjugaison

L 20 ou 10 1 de 1'extrait méthanolique préparé selon le paragraphe
IV-3-2 sont injectés en CLHP dans les conditions décrites au paragraphe
IV-1-3 ou en utilisant une colonne MOS hypersil C8 4,6 mm x 25 cm et une i

g

W}JFR phase mobile constituée de 60 % de méthanol, 40 7 d'eau Millipore contenant

“p' 0,3 % d'acide acétique 13 N et 10 % d'acétonitrile. Le débit est de 1 ml/min, ¢
,ar\ la longueur d'onde de détection est de 310 nm et la sensibilité est de 0 a T
$}S 0,2 de densité optique. Les métabolites de 1'ADT sont dosés en UV grace 2
\Ot&;jaﬁl un intégrateur calibré par injection en CLHP de 10 g1 d'une solution m?thanof
-4

lique contenant les authentiques de synth&se 2 la concentration de 10 M.

V-4 Inhibition de la peroxydation des lipides induite in vitro

V-4-1 Conditions opératoires

V-4-1-1 1Inhibition de la production de MDA par des microsomes

hépatiques de rats incubés en présence de FeSO, et de cystéine
4

ou d'ascorbate (Test au MDA)

0,5 ml d'une suspension de protéines microsomales (2 mg/ml) dans

‘ du tampon Tris HCl 35 mM, pH 7,4 contenant du KCl 0,1 M sont maintenus a
0°C dans un bac de glace. Les inhibiteurs de la peroxydation des lipides

| y sont ajoutés, aux concentrations voulues, dissous dans 5 {1 de solvant

(éthanol ou méthanol pour 1'ADT et ses dérivés). 0,25 ml d'une solution de



FeSO4 20 uM et d'une solution de cystéine ou d'ascorbate 2 mM dans du
tampon, sont additionnés a la suspension microsomale. Le mélange ainsi
obtenu (volume final 1 ml contenant 1 mg de protéines, l'inhibiteur, le
FeS0, 5 kM et 1'ascorbate ou la cystéine 0,5 mM) est incubé a 37°C. La
durée d'incubation est de 30 minutes quand le réducteur utilisé est la
cystéine et 15 minutes si c'est 1l'ascorbate. La réaction est arretée par
addition de 2 ml d'une solution aqueuse contenant de 1l'acide trichloracéti-
que 1 M, de 1'acide thiobarbiturique 3,25 mM et HCl 0,25 M. L'échantillon

est alors chauffé pendant 25 minutes a 100°C puis centrifugé 15 minutes a

3 200 ¢ et la concentration de MDA présente dans le surnageant est mesurée.

V-4-1-2 Inhibition de la peroxydation des lipides microso-

maux hépatiques induite par la réduction métabolique de CCl,
- 4

en présence de NADPH et de cyt P 450

V-4-1-2-1 Inhibition de la production de MDA

(Test au MDA)

Les incubations ont été faites dans du tampon phosphate 0,1 M,
pH 7,4 contenant de 1'EDTA 0,1 mM. 1 ml de tampon contenant | mg de protéine
microsomales (1% 2 nmol de cyt.P=450), du CCl4 5 mM et un systéme générateur
composé de NADP 1 mM, de G-6-P 10 mM et de 2 unités de G-6-P deshydrogénase
est maintenu a 0°C dans un bac de glace. Aprés addition d'un inhibiteur de 1
peroxydation des lipides et incubation pendant 10 minutes a 37°C, l'échan-
tillon est traité de la fagon indiquée au paragraphe IV-4-1-1, et la concen-

tration de MDA dans le surnageant est mesurée.

V-4—-1-2-2 1Inhibition de la production de C2H6
(Test a 1'éthane)

Les incubations ont été faites dans des tubes & hémolyse de 6 ml

en présence de tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 saturé en oxygéne.

q

S

a
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Le milieu d'incubation est de 1 ml contenant 4 mg de protéines,
du CClA 20 mM et un systéme générateur composé de NADP, de G-6-P et de
G-6-P deshydrogénase 4 fois plus concentrés que dans le test au MDA. L'é-
chantillon est maintenu dans la glace jusuq'a addition de l'inhibiteur 2
la concentration voulue puis bouché par un septum en plastique et incubé
2 37°C pendant 30 minutes. La réaction est arretée en injectant a travers
le septum 100 1 d'acide trichloracétique 1 M et le taux d'éthane produit

est mesuré dans 1'atmosphére du tube par chromatographie phase gazeuse.

V-4-2 FEvaluation quantitative de la peroxydation des lipides micro-

somaux

V-4-2-1 Mesure de la concentration de MDA

Une molécule de malondialdéhyde réagit a chaud et en milieu acide

avec deux molécules d'acide thiobarbiturique (ATB) et donne un composé
1 -1

d'addition rose qui absorbe & 535 nm ( € = 125.000 M .cm ).
H—C=0 o
| HO SH H CH=CH-CH H
CHy+ 2 | > |
—_—
| : A
H—C=0 SN o) 0 \n"5
OH l!i I!I

Le composé d'addition est dosé dans le surnageant (paragraphes
IV-4-1-1 et IV-4-1-2-1) & 1'aide d'un spectrophotométre UV-visible. La

concentration de MDA est considérée identique & celle de ce composé.

V-4-2-2 Mesure du taux d'éthane

Un échantillon de 3 ml de 1'atmosphére du tube (paragraphe IV-4-1-2-2)
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est prélevé a travers le septum par une seringue a gaz. Cet échantillon

est analysé en chromatographie gazeuse & 1'aide d'un appareil Packard

Modéle 427 en 1'injectant dans une boucle de 2,5 ml de contenance, connectée
3 une colonne de 2 m/2 mm de diamétre remplie de carbosieve G 60/80 mesh
(Chrompack). Le four est a 150°C et 1'hélium (25 ml/min) est utilisé comme
gaz vecteur. L'éthane est dosé comparativement & un échantillon d'éthane
standard de la firme Air Liquide (France) grace a un détecteur i ionisation

de flamme.

V-5 1Inhibition de la peroxydation des lipides induite in vivo

V-5-1 1Inhibition de la peroxydation des lipides chez le rat

traité par le CClA

Différentes étapes d'une expérience type

Les rats de souche Sprague-Dawley pesant environ 200 g sont utilisés.

a - Rats prétraités par un inhibiteur de la peroxydation des lipides

(ADT ou un de ses dérivés)

*

t = X : Injection i.p. d'une dose d'un inhibiteur de la
peroxydation des lipides en solution dans 1 ml
d'huile de mais

t =0h : Injection i.p. de 1 ml/kg de CCl, en solution dans

%
1'huile de mais (200 pu1l de CCl4 pur dans 800 p1l

d'huile sont injectés & un rat de 200 g)

b - Rats traités uniquement par le CCl4

%

t =X : Injection i.p. d'un ml d'huile de mais



t =0h : Injection i.p. de 1 ml/kg de CCl4 en solution
dans 1'huile de mais

¢ - Rats témoins

X : Injection i.p. de 1 ml d'huile de mais

t
]

t =0 h : Injection i.p. de 800 il d'huile de mais

F

t = X, est le temps d'injection de l'inhibiteur par

rapport au CCl généralement trois heures avant

4’

V-5-2 Inhibition de la peroxydation des lipides chez la souris

traitée par le paracétamol

. + .o~
Les souris femelles swiss NMRI pesant 20 - 1 g aprés un jeune

de 72 heures sont utilisées.

Experience type -

a - Souris traitées par le paracétamol et un inhibiteur de la
peroxydation des lipides (ADT, dérivés de 1'ADT, oltipraz,

antioxydants)

(3)

t =X : administration

(1

4 ld souris d'une dose d'un

inhibiteur de la peroxydation des lipides, en solution

dans 200 §l d'un solvant adéquat(z)

(ad
]

0Oh : Injection i.p. de 500 mg/kg de paracétamol en solution

a2 20 mg/ml dans 1l'eau contenant 0.9 % de NaCl et 5 %

de dextran (500 pl sont injectés & une souris de 20 g)

o~

-




Souris traitées uniquement par le paracétamol

t = X(B) 2 Administration(1) de 200p 1 de solvant de

1'inhibiteur
t =0h : Injection i.p. de 500 mg/kg de paracétamol
Souris témoilns

t = X(B) : Administration(]) de 200 i1 de solvant de

1'inhibiteur
t =0h : Injection i.p. de 500 Ul de solvant du paracétamol
L'ADT a été administré par vole intrapéritonéale et orale
a2 la souris.
Les dérivés de 1'ADT, 1'pltipraz et les antioxydants testés
ont été administrés uniquement par vole intrapéritonéale.

Le solvant est

— L'huile de mais pour : 1'ADT, tous ses dérivés, 1'Oltipraz
P .

et la vitamine E

- L'eau contenant 9g/l de NaCl pour
le DDC, la PZ, le PG et le lévamisole

Temps d'administration de 1'inhibiteur de la peroxydation des

lipides par rapport au temps d'injection du paracétamol
- 1'ADT a été testé

- En administration orale et en injection i.p. a X = - 3

h



t =0h : Injection i.p. de 200 mg/kg de FeSOl+ dans

200 1 d'eau physiologique
d - Souris témoins
t = -3 h : Injection i.p. de 200 pl d'huile

t=0h : Injection i.p. de 200 pl de sérum physiologique

V-5-4 Inhibition de la peroxydation des lipides chez la souris

traitée par le paraquat seul

Experience type

a - Souris traitées par le paraquat et par 1'ADT
t = - 3 h : Administration i.p. de 1'ADT dans 200 pl d'huile
de mais
t =0h Injection i.p. de 200 mg/kg de paraquat dissous

dans 200 pl de sérum physiologique

b - Souris témoins traitées uniquement par le paraquat

t = - 3 h : Administration i.p. de 200 pl d'huile

t =0h : Injection i.p. de 200 mg/kg de paraquat

¢ - Souris témoins non traitées par le paraquat et 1'ADT

t = -3 h : Injection i1.p. de 200 il d'huile

t=0h : Injection i.p. de 200 pl de sérum physiologique

138
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- En administration i.p. & X =0 h
X=+3, +2et + 1h ﬂ
X

- 24 h et - 48 h 4
\

I

- Les dérivés de 1'ADT, 1'Dltipraz et les antioxydants ont été
testés

- En administration i.p. 2 X = - 3 h

V-5-3 Inhibition de la peroxydation des lipides chez la souris

traitée par le paraquat et F6804

Les souris utilisées ne sont pas & jeun et pésent 2D T g 5
Expérience type -
a - Souris traitées par le paraquat + FeSOA et par 1'ADT
t = - 3 h : Administration i.p. de 1'ADT dans 200 §l d'huile

t =0h : Injection i.p. de 200 mg/kg de paraquat et de
200 mg/kg de FeSO4 dissous ensemble dans 200 (1

d'eau contenant 0,9 % de NacCl

b - Souris traitées par le paraquat + FeSOa

r+
Il

- 3 h : Injection i.p. de 200 pl d'huile
t=0h : Injection du paraquat + FeSO4
¢ - Souris traitées uniquement par FeS0,

t =-3h : Injection i.p. de 200 {t1 d'huile
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V-5-5 1Inhibition de la peroxydation des lipides chez la souris

traitée par la bléomycine et FeSOAr

Les expériences se font comme au paragraphe IV-5-3. Au lieu

d'injecter du paraquat, 100 mg/kg de bléomycine sont injectés.

V-5-6 Dispositif permettant 1'accumulation de 1'éthane expiré par

1'animal au cours du temps

Les souris ou les rats sont mis juste aprés l'injection de 1'agent
toxique dans un dessicateur d'un diamétre de 100 mm pour les souris et
150 mm pour les rats. Les dessicateurs & rats ne contiennent qu'un seul
animal par expérience, tandis que les dessicateurs & souris peuvent contenir

1, 2, 3 ou 4 souris par expérience.

Les dessicateurs & souris contiennent 50 g de chaux sodée et les
dessicateurs & rats en contiennent 200 g. La chaux sodée sert & neutraliser
le CO2 au fur et 3 mesure qu'il se forme au cours de la respiration et évite
qu'il ne s'accumule dans le dessicateur et cause la mort de l'animal par

asphyxie.

Chaque dessicateur est relié par 1'intermédiaire d'un bulleur a
huile & un ballon d'oxygéne pur équilibré 3 la pression atmosphérique. Au
moment ol on met 1'animal dans le dessicateur, on connecte celui-ci au bul-
leur & huile, & ce moment, la constitution de l'air du dessicateur est iden-
tique a celle de 1l'air ambiant et la pression correspond 2 la pression atmos-
phérique. Au cours de l'expérience, ni la constitution de l'air dans le des-
sicateur, ni la pression ne changent puisque 1'oxygéne consommé est expiré
sous forme de CO2 qui est absorbé par la chaux sodée et est remplacé par son

équivalent d'oxygéne pur. Les animaux sont ainsi maintenus constamment dans

une atmosphére et une pression normales au cours de 1'expérience.

Au moment du prélévement des échantillons d'air du dessicateur,
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on stoppe 1'arrivée de 1'oxygéne a 1'aide d'un robinet 2 trois voies

situé au-dessus du dessicateur de fagon a ce que celui-ci soit en contact
avec la seringue de prélévement mais non avec le réservoir d'oxygéne.

Chaque échantillon prélevé crée une dépression dans le dessicateur qui pro-
voque une aspiration d'un volume d'air ambiant équivalent au volume prélevé,
juste au moment de la déconnection de la seringue et du dessicateur. Celui-ci
est connecté tout de suite aprés au réservoir d'oxygéne pour continuer 1'ex-
périence. L'échantillon d'air ainsi prélevé (10 m1) est analysé en chromato-

graphie phase gazeuse.

V-5-7 Dosage de 1'éthane en chromatographie gazeuse (CPG)

L'éthane est dosé dans les conditions marquées au paragraphe

V-4-2-2, & ceci prés que la boucle d'injection dans le cas présent est de 6 ml

=~ 4

et que la calibration se fait en injectant dans le dessicateur contenant un
animal mort, une quantité d'éthane connue. L'injection d'un échantillon de
1'air de ce dessicateur (6 ml) en CPG permet de corréler 1'intégration du pic

de 1'éthane & la quantité présente dans le dessicateur.
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RESUME

Le but des travaux exposés dans cette theése était, d'une part, l'étude du méta-
bolisme de 1'Anisyldithiolthione, d'autre part, l'étude de la corrélation entre les
effets antioxydants, les effets vis a vis de la peroxydation des lipides et les
effets hépatoprotecteurs des dérivés de |'Anisyldithiolthione.
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