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Les profénes ou acides 2-aryl propioniques appartiennent 4 la classe thérapeutique la
plus utilisée a travers le monde, sous et hors controle médical, celle des anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS). Sur le plan structural, ce sont des composés chiraux. s existent sous

la forme de deux énantioméres, le R(-) et le S(+). Le R(-)-proféne est quasiment inactif au

plan thérapeutique, contrairement au S(+).

Les profénes subissent une inversion chirale, phénoméne unidirectionnel qui voit la
transformation métabolique du proféne de configuration R(-) en son antipode optique le S(+) .
L’inversion chirale souffre de nombreuses variations, qualitatives et quantitatives selon le

proféne étudié, I’espéce animale et I’état physiopathologique de I’individu considére.

Le principal organe impliqué dans cette inversion chirale est le foie, cependant
Iexistence d’une inversion présystémique, extra-hépatique, a été montré pour le fénoprofene

(FPF) et I'ibuproféne (IPF) chez le rat en ce qui concerne Iintestin.

L’inversion chirale se décompose en trois étapesdont la premiére, limitante et
catalysée par la palmitoyl-CoA ligase (E.C.6.2.1.3), correspond & la thioestérification du
R(-)-proféne par le groupe thiol du coenzyme A (CoA ou CoASH) et aboutit a la formation

d’un thioester, le R(-)-profénoyl-CoA.

Des travaux de biologie moléculaire ont permis de décrire cing isoformes d’acyl-CoA
synthétase (ACS), notées ACS1 a ACSS, correspondant a I’activité catalytique palmitoyl-CoA
ligase. L’ACS1 est clairement impliquée dans la thioestérification des profénes. L'ACS2,
présente dans le cerveau, métabolise faiblement les profénes. L’ACSS5 est mise en évidence

dans la muqueuse intestinale et le poumon, tissus pour lesquels une inversion chirale extra-

hépatique a été décrite.

L’objet de ce travail est de déterminer I’activité de thioestérification et la spécificité de

substrat de ’ACS5 afin d’envisager I'implication de cette isoforme dans le phénoméne de

"inversion chirale.
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Figure 1. Structure générale des profénes, dérivés de I'acide 2-aryl propionique.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

A. STRUCTURE ET PROPRIETES GENERALES DES PROFENES

A.l.  Structure et asymétrie moléculaire

Les acides 2-aryl-propioniques ou profénes appartiennent & la famille thérapeutique
des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS). La propriété remarquable de leur structure
réside dans I’existence d’un carbone asymétrique en C2 (figure 1). Il existe donc deux
configurations possibles: R{-) et S(+). En raison de leurs propriétés anti-inflammatoire,
antiphlogistique, antipyrétique et analgésique, ces composés sont trés largement utilisés a
travers le monde, sous et hors contrdle médical, ce qui est susceptible d’avoir des
conséquences toxicologiques. Malgré la faible incidence des accidents rencontrés avec ces

molécules, leur toxicité ne peut étre négligée en raison du nombre d’utilisateurs et de la

fréquence d’utilisation.

Les profénes commercialisés sont nombreux et selon le groupement aryl substituant le
carbone asymétrique, on distingue une douzaine de profénes (figure 2). A 1°exception du

naproxéne, ils sont commercialisés sous forme racémique dans I’Union Européenne.

A.2. Mécanisme et stéréosélectivité de Paction

Les profeénes diminuent la synthése des prostaglandines (PG) par inhibition des

cyclooxygénases (COX) (figure 3) [Vane et al, 1996; 1997] empéchant la formation des PG, a
partir de I’acide arachidonique. Cette inhibition a été montrée dans de nombreux systémes:

préparations microsomales, celiules, tissus, animaux entiers et méme I’homme.

Les cyclooxygénases, hémo- et glyco-protéines membranaires, d’environ 71 kDa, de
Km et de Vmax similaires en ce qui concerne I’acide arachidonique, existent sous deux
isoformes la COX-1 et la COX-2. La COX-1 est souvent considérée comme une enzyme
«domestique», bénéfique car permettant le bon fonctionnement de certains organes, au

contraire de la COX-2, induite lors de Iésion tissulaire. Cette derniére n’est pratiquement pas

-3-
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Figure 3.Cascade des efcosanoldes
(d’aprés [Vane et al., 1996 ; Vane ef al., 1997}




exprimée dans la plupart des cellules saines, mais son niveau d’expression augmente lors de
g

Pinflammation (figure 4) [Vane ef al, 1996; Vane ef al, 1997].

Les COX, pourvues de deux sites catalytiques, sont des enzymes & double fonction. Le
premier site actif prend en charge I'acide arachidonique et le transforme en son
endoperoxyde, la PGG,. Le deuxiéme site actif, & activité peroxydasique, convertit alors la
PGG; en un autre endoperoxyde, la PGH,. La PGH; est transformée par des isomérases

spécifiques pour donner les PGs, prostacyclines et thromboxanes.

Picot, D. et al. [Picot et al, 1994] ont déterminé la structure tridimensionnelle de la
COX-1, permettant ainsi une meilleure compréhension du mécanisme d’action des AINS.
Chaque dimére de COX-1 comprend trois domaines différents: un domaine EGF-like, un
motif d’ancrage dans la membrane plasmique, et un domaine enzymatique. Les deux sites
actifs, celui A I’activité cyclooxygénasique et celui & I’activité peroxydasique, sont adjacents
mais distincts dans 1’espace. Trois des hélices de la structure forment un canal d’accés au site
actif, et D’insertion de la COX-1 i la membrane permettrait & ’acide arachidonique d’y
accéder par l'intérieur de la bicouche. Le site actif COX est enfoui au fond d’un long canal
hydrophobe, et Picot, D. ef al. ont argumenté en faveur du fait que le flurbiproféne (FIuPF)
inhibe la COX-1 en excluant ’arachidonate de la partie supérieure du canal. L’énantiomére
S(+) du FluPF interagit, via son groupement carboxylate, avec I’arginine 120, plagant ainsi le
deuxiéme cycle phényl & I'intérieur d’une liaison de Van der Waals avec la tyrosine 335,
L’aspirine inhibe irréversiblement la COX-1 en acétylant la serine 530, ce qui exclut I’acide
arachidonique de 1’accés au canal, et a de fortes doses, elle acétyle la serine 516 de la COX-2.
La COX-2, une fois acétylée, peut encore dégrader I'acide arachidonique en
5-hydroxyperoxyeicosatétraénoate (5-HPETE), produit intermédiaire de la synthése des
leucotri¢nes (LT), faisant montre alors d’une activité lipooxygénase. D’autres sous-types de
lizison des xénobiotiques a des acides aminés de I’étroit canal d’accés au site actif COX

pourraient expliquer I’interaction d’AINS comme |’ibuproféne.

Le mécanisme d’action des profénes suggére qu’ils n’ont pas d’action inhibitrice sur

les métabolites déja formés de I’acide arachidonique, ce qui est vérifié dans la pratique.

Des études ont montré que les deux inverses optiques n’ont pas les mémes propriétés

inhibitrices de I'activit¢ COX in vitro. Le proféne de configuration S(+) s’est révélé étre

-5.
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Figure 4. Réles biologiques respectifs des deux isoformes de la cyclo-oxygénase
(d’aprés [Vane ef al., 1997])

rapports eudismiques
In vitro In vivo

carproféne mouton >23 15
fénoprofene homme 35 1

flurbiproféne cobaye 878 8

ibuproféne bovin 160 1.3
indoproféne 100 25
naproxéne bovin 70 21

Tableau 1 : Stéréosélectivité d’action des profénes
(D’aprés [Caldwell ef al., 1988])




beaucoup plus inhibiteur que le méme proféne de configuration R(-). La différence d’activité
entre les deux ¢énantioméres est montrée par I’étude du rapport eudismique (tableau 1)
[Caldwell er al, 1988], qui est le rapport de I'activité inhibitrice de I’énantiomére S(+) de
Pactivité COX sur celle de ’énantiomére R(-). Ce phénoméne n’est pas toujours mis en
évidence in vivo. La différence entre les résultats in vivo et ceux obtenus in vitro peut étre

expliquée par I'inversion chirale, trés importante pour le FPF et I'IPF et quasi inexistante pour

le carproféne (cf. infra).

Des études sur les propriétés antalgigues des profénes ont mis en évidence un
mécanisme énantiosélectif. Ainsi, Brune et al [Brune ef al,1991] ont montré, a propos du
FluPF, des différences quantitatives et qualitatives dans le mécanisme d’action des deux
énantioméres: le rapport eudismique est de 500 en faveur du S(+) en ce qui concerne I’activité
anti-inflammatoire; pour ce qui est de I’activité antalgique, le R(-) reste efficace méme a
faible concentration (mais il n’a aucun effet anti-inflammatoire). L’incorporation
énantiosélective du R(-) dans les phospholipides membranaires modifierait, chez le rat, la
production du second messager, le diacylglycérol. Celui-ci, libéré par Paction d’une
phospholipase C, est activateur d’une protéine kinase indépendante de I’AMPc [Brune et al,
1991]. Cette kinase, en provoquant ["ouverture des canaux a calcium, déclencherait la

transmission nociceptive. L’énantiomére R(-), le seul thioestérifié, serait incorporé sous forme

de lipides hybrides dans les membranes cellulaires.

A.3. Propriétés thérapeutiques

L’inflammation est la réponse physiologique des tissus vivants a une agression. Suite &
une atteinte tissulaire, la membrane cellulaire est altérée et les phospholipides qui la
composent sont dégradés par la phospholipase A2 pour libérer de I’acide arachidonique. Sa
dégradation par deux sysiémes enzymatiques distincts donne la cascade des eicosanoides
(figure 3) [Vane er al, 1996; Vane er al, 1997], aboutissant a la formation des PG et des LT.
L’un de ces systémes utilise des cyclooxygénases pour mener a la synthése des PG (PGD,,
PGE;, PGF;), des prostacyclines (PGI;) et des thromboxanes (TXA; et TXBj); I'autre
systéme utilise une lipooxygénase pour la synthése des LT (LTA4, LTB4, LTC,, LTDj et

LTE,).




Les prostanoides, PGE; et PGIl;, puissants relaxants du muscle lisse vasculaire et
agents hyperalgésiques, sont partiellement responsables de la vasodilatation artériolaire
(rougeur) du stade précoce de I’inflammation aigué. La vasodilatation augmente le flux
sanguin vers le tissu enflammé, ce qui accroit I’cedéme causé par les agents responsables de
I’augmentation de la perméabilité vasculaire que sont I’histamine et les bradykinines. C’est
pourquoi I’effet majeur des AINS est la réduction de I’cedéme inflammatoire [Gogny ef al,
1992). C'est ainsi, qu'a la différence des AIS (anti-inflammatoires stéroidiens ou
glucocorticoides), ils n’ont aucun effet sur Dinfiltration par les cellules sanguines
mononucléées et la libération ultérieure massive de médiateurs. Le chimiotactisme est la
conséquence d’un gradient de LT. La synthése de ces derniers n’est inhibée que par les AIS
ou par certains inhibiteurs spécifiques. Il est facile de concevoir que les AINS exercent une
action anti-inflammatoire notable et précoce, dose-dépendante et qu’ils permettent une
restauration fonctionnelle immeédiate. Lors d’inflammation chronique , leur effet modéré

nécessiterait une administration longue a des doses élevées, potentiellement toxique.

Les AINS sont aussi capables de combattre et de soulager certaines douleurs faibles &
modérées. Leur mécanisme d’action périphérique est le méme que précédemment. Les
douleurs d’origine inflammatoire sont les mieux contrélées, les médiateurs étant alors libérés
en masse, méme si les PG semblent intervenir dans d’autres types de foyers douloureux non-
inflammatoires [Gogny et al, 1992]. La PGE; agit en synergie avec d’autres médiateurs pour
provoquer la douleur d’origine inflammatoire. Les prostanoides ont la capacité d’abaisser le
seuil d’excitation des nocicepteurs des fibres C, les rendant plus sensibles aux stimuli

mécaniques et chimiques soit directement, soit via d’autres médiateurs (bradykinines) [Gogny

et al, 1992}.

Différents agents pyrogénes exogénes (agents pathogénes, corps étrangers, cellules
cancéreuses) sont susceptibles de provoquer la libération de substances pyrogénes endogénes,
libération de cytokines: interleukines (IL1-o, IL1-B et IL-6, les plus actives);, le
TNF-a (tumor necrosis factor) et I'IFN-y (interféron) potentialisent I’action des IL . Ces
substances pyrogénes endogénes peuvent induire au niveau de la région préoptique de
I’hypothalamus, siége de la thermorégulation, la synthése des PGE; et PGE;, et parallélement,
de corticolibérine (CRH). Ces PG seraient impliquées dans le déréglement de D’activité de
base des neurones «thermo-indépendants» dont la fréquence de dépolarisation stable et
indépendante de la température centrale, est & l'origine de la température de référence de

-8-




I’espéce. Le «thermostatrcentral, déréglé, stimule les voies végétatives de thermogenese et
diminue la thermolyse. L action des profénes sur la synthése des PGE, et PGE; pourrait étre

particllement complétée par un accroissement de la thermolyse cutanée due a une

vasodilatation périphérique [Gogny et al, 1992).

A.4. Effets secondaires, indésirables et toxiques

L’ensemble des phénoménes toxiques majeurs dus a 1’usage des AINS tient dans
I’acronyme «SAAB rule» [Jeske,1999]: «stomach problem», «aspirin allergy» et «bleeding

problems», auxquels s’ajoutent des problémes lors de la grossesse, de maladies rénales ou

hépatiques.

Les effets pharmacologiques et toxicologiques des AINS sont 4 mettre en relation,
principalement, avec leur propriété d’inhiber les cyclooxygénases. Le déséquilibre
physiologique causé par ’absence de certaines prostaglandines conduit & des effets
indésirables importants [Vane et a/, 1996; 1997]. lls portent essentiellement sur le tractus
digestif: I’estomac et le duodénum [Bannwarth, 2000; Davies ef al, 2000; Jeske, 1999; Keck,
1992; Mc Carthy, 1999; Soll et al, 1999] (ulcéres, perforations et hémorragies), le gros
intestin et I’intestin gréle [Puspok et al, 2000] (colite ischémique). Mais ils concernent aussi
les reins [Murray et al, 1997], cependant, chez un individu en bon état de santé, les AINS
n’ont que peu d’effets. Cette toxicité, dose-dépendante et majoritairement COX-dépendante,

pourrait étre qualifiée de directe.

En marge de cette toxicité, il existe une toxicité indirecte, conséquence de phénomenes
immunoallergiques. Ces derniers auraient comme origine une sensibilit¢ individuelle, a
I’heure actuelle plus ou moins imprévisible des patients, plutdt qu’une action toxique directe
du médicament. Cette toxicité, COX-indépendante, touche essentiellement le tissu cutané
(phénoménes phototoxiques et photoallergiques) [Bagheri e al, 2000] et le foie (Iésions

hépatoceltulaires, cholestatiques ou mixtes, nécrose hépatique massive) [Zimmerman ef al,

1990].




A.4.a. Effets COX-dépendants majoritaires

Effets indésirables sur le tractus digestif

Le surcoiit de la prévention et du traitement des [ésions de la partie haute du tube
digestif induite par une thérapie a base d’ AINS est estimé 4, au moins, 40% du coit global de
celle-ci. Les effets des AINS concernent I’cesophage, I’estomac et le duodénum. Ils vont de la
simple dyspepsie aux complications sérieuses des ulcéres: hémorragies et perforations, qui

mettent en jeu le pronostic vital de I'individu [Soll ef a/, 1999].

Les lésions du tractus digestif associées 4 une telle thérapie, principalement observées
dans I’estomac, sont regroupées sous le vocable «gastropathie due aux AINS». Cependant, ce
groupe est trés hétérogéne tant dans I’ étiologie que dans le traitement: complications d’ulcéres
peptiques préexistants, érosions et ulcéres induits par la thérapie elie-méme, et autres lésions

provoguant des hémorragies dues & un dysfonctionnement plaquettaire induit par les AINS.

Récemment un ensemble de lésions intéressant le colon a été décrit par Puspok et al.
[Puspok et al, 2000]. Au cours de leur étude sur les lésions induites par un traitement AINS
sur le gros intestin et ’intestin gréle, ils ont diagnostiqué une colite ischémique due aux

AINS, caractérisée sur le plan clinique par de la diarrhée, de I’anémie et des douleurs

abdominales diffuses.

La pathogénie de ce phénomeéne toxique des AINS sur la muqueuse gastroduodénale
semble impliquer des mécanismes topiques et systémiques [Bannwart, 2000). Le premier est
en relation avec la nature acide de la plupart des AINS, qui favorise ’accumulation de
molécules ionisées («piégeage» ionique) au sein méme des cellules de la muqueuse. Les
lésions muqueuses topiques peuvent aussi résulter de I’excrétion de métabolites actifs. L’effet
systémique et prédominant est du & 'inhibition des COX et par voie de conséquence, 2 la
diminution des PG responsables de la protection de la muqueuse gastrique. En effet, les
prostanoides synthétisés par celle-ci ont des propriétés cytoprotectrices [Vane ef al, 1997]: ils
diminuent la sécrétion acide gastrique et en stimulant la production de mucus et de
bicarbonates, agissent comme agents protecteurs gastrique contre les agressions mécaniques
et chimiques. Le mucus constitue un film alcalin qui tapisse la muqueuse ¢t neutralise I'exces
acide. Les prostanoides favorisent aussi l'irrigation de la muqueuse via leur action
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vasodilatatrice puissante. L’inhibition de la synthése des prostanoides par les AINS est
susceptible d’induire une ischémie au sein de la muqueuse et une augmentation de Ia sécrétion

acide, ce qui favorise la venue de lésions nécrotiques et d’ulcéres. Ces effets indésirables sont

doses-dépendants, et admettent comme facteur prédisposant 1’age du sujet.

Le nombre d’effets indésirables affectant le tractus digestif enregistrés au Royaume-
Uni et rapportés en million de prescriptions durant les cing premitres années de
commercialisation de différents AINS montre une toxicité modérée des acides 2-aryl
propioniques en comparaison des autres AINS [Singh ef al,, 1994]. Le moins toxique a cet
égard serait I'ibuproféne; le FPF, le naproxéne et le KPF seraient, parmi les profénes, les

composés les plus toxiques a I’égard du tube digestif (environ 5 4 6 fois plus de cas, soit une

trentaine par million de prescriptions).

Effets rénaux

Les prostanoides sont de puissants vasodilatateurs locaux, qui régulent, au niveau
rénal, le débit sanguin artériolaire glomérulaire, la réabsorption active de sodium, la
réabsorption d’eau et la libération de rénine. Leur synthése semble relever plutdt de I"activité
COX-1, sauf pour le contréle de la sécrétion de rénine. Ils sont synthétisés dans la zone
corticale au niveau des artérioles afférentes et dans la zone médullaire, au niveau de la

branche ascendante de I’anse de Henlé et les tubes collecteurs {Bennett ef al, 1996].

Chez un individu en bon état de santé, les AINS n’ont que peu d’effets sur le rein du
fait de la production faible de prostaglandines rénales, Par contre, en situation d’hypovolémie
réelle ou fictive (rencontrée lors d’insuffisance cardiaque, de cirrhose, d’insuffisance rénale
ou d’hémorragie...), il y a libération massive de vasoconstricteurs (ATII, noradrénaline,
ADH) dans le but de maintenir la pression artérielle dans des valeurs compatibles avec la vie.
Une augmentation de la synthése des prostanoides rénaux, va essayer de s’opposer aux
vasoconstricteurs, dans le but de préserver I’hémodynamique glomérulaire. 11 est dés lors
facile de concevoir que I’inhibition d’un contrdle va accroitre I'action de I’autre, dans le cadre
de deux contrdles opposés. Murray ef al [Murray ef al, 1997) proposent que la prise d’AINS,

suffisamment prolongée et importante, lors de telles situations pathologiques, intensifie la
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vasoconstriction rénale, jusqu’a induire une insuffisance rénale aigué, voire une nécrose

tubulaire. D’autres auteurs proposent des effets nocifs par perturbations de 1’équilibre hydro-

électrolytique (hyponatrémie et hyperkaliémie).
A.4.p. Effets COX-indépendants

Toxicité hépatique

Selon une étude menée par Manoukian [Manoukian et af., 1996] dans le Michigan et
la Floride, entre 1980 et 1987, sur 'incidence des atteintes hépatiques par million de
prescription, le FPF, le KPF et le FluPF semblent n’induire que peu ou pas d’effets toxiques
hépatiques. L’incidence de ces atteintes est pour I'IPF de 1/40°™ et pour le naproxéne de
1/20°™ de celle du sulindac (’un des AINS le plus hépatotoxique). Il est & noter que

I’hépatotoxicité importante du bénoxaproféne, du pirproféne, de I’ibufénac et du suproféne

leur a valu d’étre retirés du marché.

Ces atteintes hépatiques sont probablement dues a une idiosyncrasie plutbt qu’a une
toxicité directe. Elles sont plus ou moins sévéres et se traduisent cliniquement, du cas le plus
bénin au cas plus grave, par une simple élévation transitoire des transaminases jusqu’a une

nécrose massive du foie entrainant le décés du sujet [Zimmerman ef al, 1990].

Les Iésions, le plus souvent hépatocellulaires (carproféne, FPF, IPF et pirproféne),
peuvent étre cholestatiques (bénoxaproféne, naproxéne) ou mixtes (sulindac). L’atteinte

hépatique est plus fréquente chez les personnes dgées que chez les autres classes d’age.

La fixation covalente des profénes, sous forme de dérivés (conjugués ou thioesters), 4
des protéines plasmatiques et/ou tissulaires pourrait expliquer ces manifestations. La
formation d’adduits peut avoir deux types de conséquences : I’une, directe, «métabolique, est
la perte fonctionnelle de cette macromolécule et I’altération de la fonction cellulaire dont elle
est responsable; I’autre, indirecte parce que nécessitant I'entremise du systéme immunitaire,
serait & Iorigine de I'induction d’une réponse immunitaire «aberrante» & I’encontre des

éléments «étrangers» au soi que constituent les adduits [Rieder, 1993].
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Toxicité cutanée

L’administration topique des AINS, largement répandue dans le cadre des douleurs
aigués modérées et chroniques, est 'une des quelques stratégies utilisée pour améliorer la
tolérance rénale et gastrique, principalement. Cependant certains AINS en administration
topique sont susceptibles d’induire des phénoménes de photosensibilité. Celle-ci comprend &
la fois des phénoménes phototoxiques et des phénoménes photoallergiques. La toxicité
cutanée, observée pour le KPF [Bagheri ef al., 2000], I'IPF [Halpern et al, 1993] et le
carprofene [Merot ef al., 1983] repose, le plus souvent, sur un mécanisme moléculaire qui
reste 4 démontrer. Le KPF est impliqué dans des phénomenes phototoxiques et

photoallergiques. Les mécanismes moléculaires sous-jacents font I’objet d’une revue récente

[Bagheri et al., 2000].

Effets sur le systéme nerveux central

Ceux-ci vont des bourdonnement d’oreilles, pertes d’audition ou céphalées, réactions
transitoires relativement bénignes, jusqu’a des manifestations toxiques graves, méningite

aseptique ou dysfonctionnement cognitifs [Haipern et al., 1993].

Effets anaphylactoides

Les acides 2-aryl propioniques ont la possibilit¢ d’induire des réactions
anaphylactoides: en inhibant la synthése des PG, ils augmentent la quantité d’acide
arachidonique disponible pour la voie de la lipooxygénase et peuvent, par la-méme, favoriser

indirectement la synthése des «slow-reacting substances of anaphylaxis» (SRS-A)

responsables de réactions pseudo-allergiques.

Effet découplant

Dans les mitochondries, les profénes peuvent agir comme agents découplant des
phosphorylations oxydatives. La respiration cellulaire n’est alors plus contrdlée, car la
concentration d’ADP ou de phosphate inorganique ne limite plus la phosphorylation. Cette
observation a été faite chez le rat in vitro pour I'IPF et le FIuPF [Browne et al., 1999} et le
FPF [Masubuchi ef al., 1998].
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B. METABOLISME DES PROFENES

Les profénes sont des acides faibles relativement liposolubles dont la constante
d’ionisation (pKa) est comprise entre 3,5 et 5. Leur absorption est rapide et compléte, quelque
soit la voie d’administration choisie et leur métabolisme intense. Moins de 5% de I'IBP, du
FPF, du FIuPF et moins de 10% du KPF sont retrouvés dans les urines sous forme inchangée.
Leur élimination fécale est trés faible chez I'homme (inférieure a 5%). Des études

pharmacocinétiques ont permis de distinguer trois grandes voies d’élimination et une

particularité commune: I’énantiosélectivité.

B.1. Oxydations

L’oxydation est [a voie métabolique majoritaire pour I’IPF chez I’homme. Elle conduit
a la formation de deux métabolites majeurs, ’hydroxy- et le carboxy-IPF [Nicoll-Griffith et
al, 1988], qui peuvent étre secondairement glucuronoconjugués. Chez I’homme
I’hydroxy-IPF est majoritairement de configuration S(+), quel que soit I’énantiomére
initialement administré, L’étude de I’énantiosélectivité du carboxy-IPF est compliquée par

I’apparition d’un deuxiéme centre chiral. Cependant, il semblerait que 85% du carboxy-IPF
formé provienne du S(+)-IPF [Rudy ef al., 1991; Evans, 1992].

Le FPF peut également étre oxydé en 4’-hydroxy-FPF, ultérieurement conjugué

[Rubin et al., 1972a; 1972b].

L’oxydation du FIuPF aboutit 4 la formation de trois métabolites, le 4’-hydroxy-, le
3’,4’-dihydroxy- et le 3’-hydroxy-4’-méthoxy-FIuPF. Dans ce cas, la réaction d’oxydation
concerne surtout la configuration R(+)[Knadler et al., 1992].

Les réactions d’oxydation des profénes sont catalysées par les monooxygénases &
cytochrome P 450 (CYP) [Sanins et al, 1990; Boelsterli ef al, 1995]. Hamman et al.
[Hamman et al.,1997] ont identifiés deux CYP responsables de I’oxydation de 'IPF: le CYP
2C9, seul responsable de la 3’-hydroxylation, et le CYP 2C8, responsables tous deux de la 2-

hydroxylation.
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B.2. Glucuronoconjugaison et conséquences toxicologiques

Bien que d’autres conjugaisons aient ét¢ décrites pour les profénes (une
sulfoconjugaison des hydroxyl-FPF et -FIuPF chez I’homme), la glucuronoconjugaison est la
voie majeure du métabolisme des profénes (sauf pour I'IPF). Ainsi 60% du naproxéne, du
FPF, du KPF et du FIuPF contre seulement 14% de I'IPF sont trouvés sous forme de
glucuronoconjugués dans les urines [Verbeek et al., 1983]. Les métabolites ainsi formés sont

éliminés par voie biliaire et urinaire, en proportion variable selon le composé administre.

De fagon générale, la glucuronoconjugaison correspond a [’ajout d’une molécule
d’acide a-D-glucuronique de I’acide urine 5’-diphosphoglucuronique (UDPGA) a une
molécule réceptrice par un mécanisme de type substitution nucléophile concertée (SN2)
[Mulder et al., 1990]. En ce qui concerne les profénes, le centre nucléophile est représenté
par le groupement carboxyle. Le produit de cette réaction est un ester-glucuronide (O-
glucuronide). La réaction voit la transformation du C1 de I’acide a-D-glucuronique, en un
glucuronide configuration B. La glucuronoconjugaison des profénes aboutit donc 2 la
formation de 1-O-acyl-B-D-glucuronides, plus simplement appelés acyl-glucuronides. Cette
réaction est catalysée par des UDP-glucuronosyltransférases (UDPGT, E.C.2.4.1.17), de la
super-famille multigénique des UDP-glycosyltransférases (UGT).

1l est difficile d’apprécier I’énantiosélectivité de la glucuronoconjugaison des profénes
in vive, du fait de I’existence d’autres processus énantiosélectifs: fixation aux protéines,
hydrolyse des glucuronides, cycle entéro-hépatique, inversion chirale. Les études conduites in
vitro permettent d’éviter, dans une certaine mesure, ces interférences et ont montré que le
caractére énantiosélectif de Ia glucuronoconjugaison des profénes dépend du composé€ et de
I’espéce animale. Ainsi, chez le lapin, le singe et 'homme la glucuronoconjugaison concerne
préférentiellement I'IPF de configuration S(+), alors que chez le rat elle concerne les

énantioméres R(-) des profénes, a I’exception du naproxene.

Les profénes et leurs métabolites peuvent étre éliminés dans I'urine (chez I’homme) ou
dans la bile (chez le rat). Les glucuronoconjugués éliminés par voie biliaire sont susceptibles
de subir un cycle entérohépatique particuliérement important avec hydrolyse du conjugué par
les B-glucuronidases bactériennes de la flore intestinale et réabsorption in situ du composé
initial.
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Elimination fécale

ﬁ

Glucuronoconjugaison

Acide / T
carboxylique de

configuration R
Thioestérification ——®Conjugaison aux acides aminés

.

Incorporation dans les graisses

Inversion chirale

Figure §. Voies métaboliques des molécules & fonction aryl-carboxylique

-16 -




Par ailleurs, le bénoxaproféne est susceptible de subir une hydrolyse plasmatique aprés

conjugaison. Ce «cycle futile» libére le composé actif de départ

Les acyl-glucuronides, esters instables et réactifs peuvent également subir des
réarrangements intramoléculaires par transacylation interne (acyl-migration ) et/ou permettre
la formation d’adduits aux protéines. En effet, leur caractére électrophile les rend sensible aux

réactions de substitution par des sites nucléophiles des macromolécules.

Deux meécanismes ont été envisagés pour expliquer la formation des adduits aux
protéines: par substitution (déplacement nuciéophile) [Van Breemen er al. 1985], ou par

I'intermédiaire d’une imine [Smith ez al, 1986].

Les glucuronoconjugués du KPF sont capables de former des adduits avec ’albumine
plasmatique [Presle ef al., 1996] et aussi les UDP-GT [Terrier et al., 1999]. Ces adduits
permettraient de rendre compte d’un certain nombre de réactions toxiques anaphylactiques
observées aprés administration de certains profénes. Des cibles protéiques cellulaires ont

également été observées pour différents profénes [Smith ef a/, 1986; Liu et al, 1996].

B.3. Thioestérification et inversion chirale des profénes

C’est la voie métabolique caractéristique des profénes, en raison de I’existence d’un
centre chiral au sein de leur structure. Elle correspond a la transformation unidirectionnelle de

I’énantiomére R(-) en son inverse optique S(+).

B.3.a. Palmitoyl-CoA ligase

Des fractions hépatiques microsomales isolées sont capables de réaliser la

thioestérification de I’acide palmitique et de certains profénes [Berry ef al, 1991; Brugger et
al, 1996; Knadler et al, 1990; Knights et al/, 1988].

B.3.B. Devenir et effets du thioester (figure 5)

Inversion chirale

Ce phénomene particulier fera ’objet du paragraphe v.
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Conjugaison aux acides_aminés

La conjugaison des xénobiotiques possédant une fonction acide carboxylique permet
I’élimination de ces derniers. Dans le cas des profénes, cette conjugaison, limitée, est une voie
mineure d’élimination. Mais les profénes activés sous forme de thioesters sont susceptibles de
subir une conjugaison avec les acides aminés , grice a la catalyse des N-amino
acyltransférases mitochondriales. Sans que 1’on puisse exclure le role de I’ACS dans cette
conjugaison, d’autres protéines semblent étre indispensables, au premier rang desquelles la
carnitine-palmitoyl transférase et la carnitine-acylcarnitine translocase, toutes deux

nécessaires au translocation du thioester du compartiment cytosolique a la matrice

mitochondriale.

La réaction de conjugaison correspond a formation d’une liaison amide entre le
groupement carboxylique du xénobiotique et la fonction amine de I’acide o aminés ou de son
dérivé, représenté principalement par la glycine, la taurine ou la glutamine [Tanaka er al,

1992]. Elle peut étre formulée de la fagon suivante :

R-CO~SCoA + H,N-CH(R)-COH » R-CO-NH-CH(R’)-COH + CoA

Les N-amino-acyltransférases sont des enzymes solubles dont [activité est
essentiellement localisée dans le rein et le foie. L’activité rénale semble plus importante que
Pactivité hépatique [Caldwell, 1982). Ainsi Shirley ef al. [Shirley et al,1994), ont caractérisé
chez ’homme, aprés administration orale d’IPF racémique, un nouveau métabolite urinaire
conjugué a la taurine. Cette voie semble trés minoritaire, puisque & peine 2% de la dose
administrée est retrouvée sous cette forme 24 heures aprés administration. Le conjugué est
majoritairement de configuration S(+). Les auteurs proposent une stéréosélectivité soit de
formation, soit d’excrétion. La conjugaison de I'ibuprofénoyl-CoA & la taurine est également
observée in vitro avec des fractions mitochondriales hépatiques, ainsi qu’avec des hépatocytes
de rat. Shirley ef al. [1994] supposent aussi I’existence d’un conjugaison avec la glycine bien

qu’aucun métabolite de cette forme ne soit détecté dans les urines.
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L’acide 2-phénylpropionique peut aussi se conjuguer a la glycine [Tanaka er al. 1992].
Chez le chien, 24 heures aprés administration orale de I’acide 2-phénylpropionique
racémique, de D'énantiomére R(-) et de I’énantiomére S(+),20.6%, 21.4% et 23.1%
respectivement de la dose administrée sont retrouvées dans les urines conjuguées a la glycine.
Le conjugué est exclusivement de configuration S(+). Cette stéréosélectivité de conjugaison
s’observe également avec les hépatocytes. Seul le S(+)-2-phénylpropionyl-CoA est substrat
de la N-glycine-acyltransférase. Si la conjugaison observée aprés administration de
I’énantiomére R(-) peut s’expliquer par [l’inversion chirale, celle observée aprés
administration de 1’énantiomére S(+) ne peut s’expliquer que par [’existence d'une
thioestérification de cet énantiomére. Les auteurs concluent A I’existence d’une inversion

chirale et 2 la thioestérification de 1’acide S(+)-2-phénylpropionique chez le chien [Tanaka et

al, 1992)

Conjugaison d la carnitine

Certains profeénes (pirproféne, IPF, FluPF) sont connus pour inhiber la B-oxydation
mitochondriale des acides gras, provoquant de ce fait, I’accumulation de triglycérides dans les

hépatocytes, et permettant la mise en évidence d’une stéatose microvésiculaire chez la souris

[Browne ef al, 1999; Freneaux et al. 1990; Zhao et al. 1992].

Deux meécanismes d’inhibition semblent possibles: I'un, CoA-dépendant, est
stéréosélectif de I’énantiomére R(-); I’autre, CoA indépendant et non stéréosélectif, serait la
conséquence d’un découplage des phosphorylation oxydatives [Zhao ef al, 1992]. Le premier
mécanisme retiendra notre attention ici. Il peut étre désigné comme une compétition pour le

pool de CoA libre entre les acyl-carnitine d’acides gras et les profényl-carnitine.

Les thioesters de CoA des profénes exercent d’autres actions au sein du compartiment

mitochondrial, en perturbant notamment le métabolisme des acides gras.

Inhibition de acétyl-coenzyme A carboxylase

La biosynthése des acides gras est assurée par une voie métabolique spécifique,
cytosolique, qui permet la synthése totale du palmitate a partir de I’acétyl-CoA. La
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Variations de I’inversion chirale

Variation selon {'espéce Variation selon e proféne Variation selon
animale d'intérét : étudié : Uindividu considéré

FluPF : cobaye : 100%
chien : 39%
homme : 0%

KPF : rat:39%
chien : 73%
homme : 10%
lapin : 10%

Rat: KPF:79%
FPF : 42%
carproféne : 0%

Homme
sujet 3 IPF : 65%
Postéo- (35 2 85%)
arthrite :

Figure 6. Variations de P’inversion chirale
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transformation de I'acétyl-CoA en malonyl-CoA est catalysée par une enzyme

biotine-dépendante, I’acétyl-CoA carboxylase (ACC).

L’effet hypolipémiant, décrit pour le FPF, le KPF et I'IPF chez le rat, traduit une
inhibition de la synthése des acides gras et une diminution des lipides plasmatiques. Kemal et

al[Kemal et al, 1991] ont montré une inhibition énantiosélective, en faveur du S(+)-IPF-CoA,

de 'ACC.

Les thioesters de CoA des profénes sont aussi «confondus» avec les acyl-CoA par les

systemes enzymatiques impliqués dans la synthése des lipides structuraux.

Formation de triglycérides hybrides

Des incubations de coupes fines de foie de rat avec I'IPF, le FPF ou le KPF ont
conduit a la formation de lipides hybrides dans lesquels I’un des trois acides gras est remplacé

par un proféne [Fears et al, 1978). Ce qui est confirmé par d’autres approches [Sallustio et al,

1988, Williams et al, 1986].

Le FluPF, mauvais substrat de I’acyl-CoA ligase n’est pas susceptible de subir cette
hybridation. L’incorporation des profénes dans les triglycérides est stéréosélective en faveur
de I’énantiomére R(-), si chaque énantiomére est administré seul [Zhao ef al, 1992]. Ainsi
certaines manifestations toxiques nerveuses pourraient étre dues a la formation de
triglycérides hybrides. De méme, si les triglycérides hybrides peuvent étre considérés comme
des réservoirs de médicaments a longue rémanence, les conséquences toxicologiques de ce

phénomeéne ne sont pas connues mais semblent limitées.

Acylation de protéines

Les acyl-CoA sont des élément régulateurs de nombreuses enzymes impliquées dans
les signaux cellulaires ou dans le métabolisme énergétique. La palmitoylation de la protéine,
altérant la structure et la fonction de celle-ci, phénoméne unique dans le domaine de la
modification de structure par les acides gras, est réversible, régulée, et a la base des
interactions protéines-environnement membranaire et protéine-autre protéine. Souvent, une

mutation affectant cette acylation entraine la perte de la fonction. La palmitoylation, catalysée
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Composé proféne Espéces Inversion Références
rat + (Yamaguchi ef al.,1987)
acide chien,lapin + ( Fournel-Gigleux et al., 1986)
2-phénylpropionique souris - ( Fournel-Gigleux et al., 1986)
rat - (Kemmerer et al., 1979
chien - (Lee et al., 1986 ; Iwakawa et al, 1989)
carproféne homme - (Graser et al,, 1991 ;Lees et al., 1991
cheval - (McKellar ef al., 1994)
homme + (Rubin e al., 1985 ; Jamali, 1988)
lapin + (Hayball et al., 1987)
fénoprofene rat + (Berry et al., 1991
(FPF) mouton + Soraci ef al., 1995)
chien, cheval + Soraci et al., 1996}
homme + (Knihinicki et al., 1990
lapin + (Lee e al., 1985)
ibuprofene rat + (Ahn et al,, 1991 a; Beck et al, 1991)
(IPF) cobaye + (Chen et al., 1991)
chien + (Williams et al., 1991)
homme - (Jamali ef al., 1988)
flurbiproféne rat +/- (Menzel-Soglowek ef al., 1992)
(FluPF) cobaye,chien + (Menzel-Soglowek et al., 1992)
lapin + (Abas et al., 1987)
Kétoproféne rat + (Rossetti et al., 1986 ; Foster et al., 1988)
P (KPF) chien + (Aberg et al., 1993)
homme + (Jamali et al., 1990)
rat + (Hutt et al., 1983)
Naproxéne - (Iwakawa et af., 1991)
lapin (Goto et al., 1982)

Tableau 2. Données générales de I’inversion chirale de profénes chez différentes espéces (d’aprés [Sevoz, C.
et al., 2000})

Composé Organes/Tissus
FPF foie, poumon, jéjunum et duodénum
IPF foie, poumon, iléon et colon
KPF foie et intestin

Tableau 3. Localisation de I’inversion chirale du KPF, du FPF et de 'IPF
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par une palmitoyl-acyltransférase, peut étre considérée comme une régulation réversible
post-traductionnelle nécessitant la fixation covalente d’un palmitate, via une liaison thioester,
4 certains résidus cystéine. Parmi les protéines cibles, beaucoup participent a la
communication intracellulaire [Liu er a/, 1996]. L’implication d’aryl-2-propionyl-CoA dans
de tels phénoménes n’a jamais été envisagée, malgré D'existence de protéines cibles

microsomales avec le KPF-CoA (Benoit E. données du laboratoire).

Inhibition de la COX-2

Les thioesters de profénes pourraient inhiber les COX. Neupert ef al.[Neupert et
al, 1997] ont montré que si le R(-)-IPF, aux concentrations thérapeutiques usuelles, n’inhibe ni
la COX-1, ni la COX-2, le thioester correspondant peut inhiber la COX-2. L’inhibition de la
COX-2 a aussi été observé avec le S(+)-IPF-CoA, mais dans des conditions dans lesquelles

plus de 35% du thioester €tait hydrolys¢, sous forme de proféne natif.

Protéines de ligison aux acyls-coenzyme A

Trois familles de protéines cytosoliques sont susceptibles de lier les acyl-CoA a
longue chaine : les « sterol carrier protein » (SCP-2), les «fatty acid binding protein»
(FABP) et les « acyl-coenzyme A binding protein » (ACBP), ces derniéres sont 3 a 4 fois plus

affines pour les thioesters de CoA 4 longue chaine [Faergeman ef al, 1997].

B.3.y. Inversion chirale

Données générales et variations. Localisation

Chez ’homme, aprés administration d’IPF de configuration R(-), 70% du proféne de

la configuration de départ est retrouve dans le plasma sous forme S(+).

Les principales données générales par espéce et par composé, sont rassemblées dans le

tableau 2. Elles souffrent de nombreuses variations (figure 6).
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Figure 7. Mécanisme de I’inversion chirale
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L’inversion chirale se produit majoritairement au niveau hépatique, et plus faiblement
dans d’autres organes (poumons, tube digestif). Il existe une inversion chirale présystémique

au niveau intestinal (tableau 3).

Mécanisme

Le mécanisme de l'inversion chirale fait intervenir trois activités enzymatiques
distinctes (figure 7): premiérement, le proféne de configuration R(-) est thioestérifié par le
coenzyme A (CoA), en présence de magnésium et d’ATP (adénosine tri-phosphate), grice &
’acyl-CoA ligase; le produit R(-) profénoyl-CoA est épimérisé grice a une épimérase en son
inverse optique, le profénoyl-CoA de configuration S(+) correspondant; ce dernier est enfin
hydrolysé par une hydrolase pour libérer le proféne initial mais de configuration S(+). Les

épimérases et les hydrolases ne feront pas I’objet d’une étude approfondie ici.

C. STRUCTURE ET PROPRIETES DES ACS

L’acyl-CoA ligase est I’enzyme qui catalyse la premiére étape de I’inversion chirale,
Iétape de la thioestérification, étape limitante qui confére la stéréosélectivité globale du

systéme et son caractére unidirectionnel.

C’est une enzyme membranaire a activité microsomale et un peu mitochondriale et

peroxysomale.

Plusieurs équipes ont accumulé un faisceau de preuves convergeant vers
I’identification de I’acyl-CoA ligase a la palmitoyl-CoA ligase [Benoit et a/, 1995;Brugger et
al, 1996; Knights er al, 1988]. Ainsi I’acyl-CoA ligase est inhibée par du palmitate et des

activités ibuprofénoyl- et fénoprénoyl-CoA sont co-purifiées avec I’activité¢ palmitoyl-CoA

ligase.

La palmitoyl-CoA ligase estérifie les acides gras ayant des chaines carbonées
comprises entre C10 et C18. Elle appartient aux acyl-CoA synthétases a longue chaine (ACS).

Son activité est mise en évidence dans le foie, et la plupart des tissus (cerveau, rein, plaquettes

et adipocytes).
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Figure 8 Comparaison des acides aminés de |
rat. Les cing régions communes aux ACS de rat
(N-term), la région luciferase-like 1 (LR1), la région de liaison (linker),
région C-terminale (C-term). Les chiffres indiquent le pourcentage d’identité
région entre les ACS1 2 4 de rat, comparativement

1998])
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Des ADNc (ADN complémentaires) d’ACS ont récemment été obtenus et
séquencés chez le rat. Les cinq isoformes d’ACS se répartissent en deux sous-familles : I’'une

contient ’ACS1, I’ACS2 et I’ACSS, avec plus de 55% d’homologie entre les séquences,
1’autre contient I’ACS3 et I’ACS4 avec 68% d’homologie.

L’ACS1 [Suzuki ef al, 1990;Tanaka ef al, 1979] est I’isoforme trés majoritairement
hépatique mais elle est présente en faible quantit¢ dans nombre d’autres organes :cerveau,
ceeur, intestin gréle. Son expression est sous le contrdle de trois promoteurs dont le
«persoxysome proliferator responsive elementy (PPRE) , et le promoteur sensible au di-(2-
éthylhexyl)-phtalate [Suzuki et a/, 1990]. Elle est capable de catalyser la formation de FPF-
CoA, d’IPF-CoA et de KPF-CoA [Sevoz et al, 2000].

L’ACS2 est surtout exprimée dans le cerveau du rat adulte [Fujino ef al, 1992}, tandis
que I’ACS3 [Fujino ef al, 1996], autre isoforme plut6t cérébrale a une expression maximale

chez le jeune rat de 15 jours d’dge qui diminue fortement pour atteindre 10 % de son

maximum chez le rat adulte.

L°’ACS4 est une isoforme relativement ubiquitaire, mais surtout présente dans les

organes impliqués dans la stéroidogenése [Kang ef al, 1997].

L’ACS5 est la forme exprimée majoritairement dans le poumon et I'intestin gréle

[Oikawa et al, 1998].

La structure schématique des ACS est représentée a la figure 8, ainsi que les

pourcentages d’homologie des différentes séquences entre les isoformes chez le rat.

Les cinq domaines fonctionnels de I’ACS1 ont été étudiés par lijima ef al. [lijima et
al, 1996]. [ls semblent indispensables & I’activité de I’ACS] de rat. Parmi ces domaines, deux
(LR!1 et LR2) présentent de fortes homologies de séquences en acides aminés avec les
enzymes de la famille de la luciférase[Suzuki ef al, 1990]: les pourcentages d’identité
s'élavent 4 26 et 27% pour 'ACS]1 [lijima ef al, 1996] , & 21 et 26% pour PACS2 [Fujino et
al, 1992] et 4 21 et 25% pour I’ACS3 [Fujino ef al, 1996].
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Au sein du LRI, un site AMP binding est présent, indispensable a la fixation de
I’adénylate intermédiaire [Black ef al, 1997]. Une séquence consensus est intégrée au sein du
LR2, qui constitue la signature des ACS : DGWLHTGDIGK WLPNGTLKIIDRKK.Celle-ci

constituerait une partie du site de liaison aux acides gras et serait responsable de la spécificité

de 12 longueur de chaine des acides gras substrats [Black e/ al, 1997].

Chez I’homme, 4 ce jour, quatre et cing ACS ont été séquencees . En ce qui concerne
PACSI, un doute subsiste car deux séquences publiées indépendamment possédent plus de
90%d’homologies [Abe er al, 1992; Ghosh et al, 1995]. Pour expliquer cette différence, trois
raisons sont avancées par les auteurs: des erreurs de séquengage, un polymorphisme

génétique, ou D'existence de deux génes distincts, raisons qui ne s’excluent pas les unes les

autres.

1l existe une inversion chirale présystémique au niveau de I'intestin. Or dans ce tissu,
deux isoformes d’ACS sont présentes: I’une, ’ACS1, est exprimée en faible quantité par

rapport au foie, I’autre, I' ACSS, est surtout présente dans ce tissu.

L’ACS]1 est susceptible de réaliser la thioestérification des profénes, mais aucune
information n’est disponible quant a la capacité de ’ACSS5 de réaliser celle-ci. Nous avons
donc décidé de produire une ACSS5 recombinante et d’observer I’éventuelle capacité de cette

enzyme A catalyser la thioestérification des profenes.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Le but de ce travail est I’étude des propriétés catalytiques de ’ACSS obtenue par

expression hétérologue chez E. coli. Différentes étapes intermédiaires ont ainsi été définies :
Obtenir un ADNc de I’ACSS5 contenant le cadre de lecture par RT-PCR
» Préparer les différents vecteurs d’expression :
» Le vecteur d’expression de la protéine native (pKK223-3-ACS5r)
* Les deux vecteurs d’expression correspondant aux protéines
contenant chacune une extrémité Tag histidine (pKK223-3-ACS5
C-His et pKK223-3-ACS5 N-His).
» Produire les protéines hétérologues et les purifier
» Mesurer les activités enzymatiques vis-a-vis d’un substrat endogéne

(’acide palmitique) et de substrats xénobiotiques, en particulier, I'IPF, le
FPF, le KPF (kétoproféne) et le FluPF,

A. MATERIELS

Al. Animaux

Les rats adultes Sprague Dewley proviennent de IFFA-CREDO (L’Arbresle, France). Ils
sont nourris par un régime industriel standard adapté, sans caractéristique particuliére, et

abreuvés a volonté. De sexe masculin, ils pésent environ 200 g.
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A.2. Réactifs

Tous les réactifs utilisés proviennent de chez Sigma (La Verpilliere, France).

Le R(-) et le S(+)-FIuPF sont un don du Pr. G. Geisslinger (Département de
Pharmacologie ¢t de Toxicologie Expérimentales et Cliniques, Université Erlangen,
Nuremberg, Allemagne). Leur pureté optique est de 99.1 % et de 98.5%, respectivement.
Les R(-) et S(+)-IPF proviennent de chez Research Biochemicals Inc. (Natick, MA ; pureté
>98%). Les énantioméres du FPF ont été obtenus par cristallisation stéréosélective, la
méthylbenzylamine servant d’inducteur chiral. La pureté optique finale a été estimée par
méthode HPLC, aprés dérivation a la L-leucinamide, a 96.4 pour le R(-)-FPF et 4 98.8% pour
le S(+)-FPF. Les différents R(-)-profénoyl-CoA, synthétisés selon la méthode des anhydrides

mixtes, ont servi d’étalons analytiques lors des dosages par HPLC.

Les enzymes de biologie moléculaire et leurs tampons respectifs ont ¢té obtenus chez
Roche Diagnostics (Meylan, France) et Promega (Charbonniéres, France) , le vecteur
plasmidique pKK223-3 chez Amersham (Orsay, France). Les cellules NovaBlue Singles™

proviennent de chez Novagen (commercialisées par TEBU, Le Perray-en-Y velines, France).

A.3. Matériels utilisés

Le thermocycleur est un appareil Eppendorff. La hotte a flux laminaire est un modéle

Flufrance. L’incubateur est un appareil Jouan, préréglé sur +37°C.

L’HPLC utilisée est un modéle Merck comprenant une pompe L-6200 A et un détecteur
UV-VIS L-4250. L’intégrateur est le modéle 3394 de chez Hewlett-Packard. La colonne
servant au dosage des thioesters est une colonne LiChrospher® 100 RP-18 E (250 mm x Sum,
taille des particules : 10 pm) précédée d’une précolonne LiChroCART® 4-4, toutes deux
proviennent de chez Merck KgaA (Darmstadt, Germany). L’ultra-centrifugeuse utilisée est

une Beckman Avanti ™ J30-L

Un Econo Systéme Automatique Bio-Rad est utilisé pour la purification de la forme native

de I’ACS5recombinante ainsi qu’une colonne échangeuse d’anion DEAE-Sephacel de chez
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ACSS : AB012933 dams Genbank™/ EMBL Data Bank
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Figure 9. Schéma indiquant les positions relatives des différentes amorces utilisées
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Sigma. La colonne utilisée pour la chromatographie d’affinité est une Blue Sepharose CL-

6B (Amersham).

La colonne nickel servant a la purification de I’ACS5 tag-histidine, ainsi que tous les

réactifs en rapport avec cette purification, proviennent du kit His Trap™ (Amersham),

Le matériel d’électrophorése est le Mini Protean Il de chez Bio-Rad. La quantification de

la protéine recombinante native a été réalisée grice a une révélation a I’argent, selon la

méthode de Merril. ef al, [Merril et al, 1981].

B. METHODES

Les techniques de biologie molécuiaire utilisées sont décrites dans I’ouvrage de Sambrook
et al. [Sambrook et al, 1989). Les produits de PCR ont été directement ou aprés extraction du

gel, purifiés selon les instructions du fabriquant Qiagen (Courtaboeuf, France).

B.1. Obtention d’ADNc de I’ACS5 contenant le cadre de lecture

Extraction des ARN. Un morceau d’environ 60 mg de poumnon de rat est
broyé dans un mortier, en présence d’azote liquide. L’extraction des ARN totaux est réalisée
conformément aux instructions du SV Total RNA Isolation System® de chez Promega. La
pureté des ARN obtenus est vérifiée par la mesure des densités optiques a 260 et a 280 nm. Le
rapport de DO2gy/ DOz des ARN obtenus est de I’ordre de 1,8. La concentration des ARN

est ajustée & 1pug/uL. Les ARN sont stockés a ~80°C.

Rétrotranscription des ARN. 1 pg d’ARN est rétrotranscrit en présence de
200 U de M-MuMLV Reverse Transcriptase (Moloney Murine Leukemia Virus) dans un
volume total de 20 uL. a 37°C pendant une heure, suivi de 10 minutes 4 70°C en présence
d’une amorce poly-T (18 T de séquence). Un essai identique est effectué en utilisant une
amorce spécifique antisens R1-ACSS5 (de séquence 5’-CATTTACAGGTAGAGGCACC-3")

(figure 9). Deux ADNC sont ainsi obtenus, e 18T et Je R1.
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ACSS : AB012933 dans Genbank™ EMBL Data Bank
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Figure 10. Schéma illustrant les positions relatives des deux amorces C- et N-His
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Amplification des ADNc obtenus. Ils sont amplifiés par PCR (polymerase
chain reaction) avec la Pfu ADN Polymérase dans son tampon approprié, entre 1’amorce
F1-ACSS (de séquence S’ GCTGAACCAACAACATCTAGC-3’) et "amorce R2-ACSS5 (de
séquence 5°-ATAGTTTCCGCTTCGTCC-3"). Apres migration en gel d’agarose a 1%
additionné de bromure d’éthydium (BET), Pamplifiat du tube correspondant a ’ADNc 18T
présente une bande pure, trés nette et intense & I’endroit attendu. C’est ce produit de PCR
d’une taille apparente de 2400 paires de bases (pb) qui est purifié, a partir du gel, selon les
instruction du QIAQuick™ gel purification protocol. Cet ADNc amplifié, appelé ORF -ACSS,

est stocke a —80°C.

B.2. Construction des différents vecteurs d’expression

Construction du vecteur d’expression ACS5r. ORF-ACSS5 est amplifié par
PCR nichée, avec la Pfu ADN Polymérase, en 15 cycles en tout, dont 5 cycles 4 52°C puis 10
cycles & 60°C entre les amorces R4-ACS5 (de séquence 5’-TATACTGCAGTTACTCTTCGA
TGCTCTCA TAG-3’), amorce pourvue d’un bout flottant contenant un site de restriction
pour I’enzyme Pst 1, et I’amorce F3-ACSS5 (de séquence 5’-TTAAGAATTCATGCTTTTTAT
TTTTAACTTCTTG-3’), amorce pourvue d’un bout flottant contenant le site de restriction de
I’enzyme EcoR 1. La migration en gel d’agarose & 1% additionné de BET met en évidence une

bande unique, nette, a la taille attendue. L amplifiat est purifi¢ selon la méthode QIAQuick™

gel purification protocol.

L’ADNc amplifié est coupé selon Pst I et EcoR I, en une heure, dans un bain-
marie a +37°C. Le vecteur d’expression pKK223-3 est coupé par les mémes enzymes de
restriction. Les deux produits sont purifiés ensemble par passage sur une colonne QIAGEN,
puis mis a ligaturer, a température ambiante, pendant 20 minutes, en présence de 74 DNA
Ligase dans le tampon appropsié. Des cellules Novablue Singles™ sont transformées par le
plasmide recombinant (pKK223-3-ACS5r), étalées sur un milien gélosé additionné
d’ampicilline, et mises a cultiver une nuit entiére selon les instructions du fabriquant. Les
différentes colonies sont criblées par PCR avec la Taq polymérase entre les amorces F2-ACS3S
(de séquence 5’-TTGTTTTTCCCC ACTTCCG-3’) et R3-ACS5 (de séquence 5’-CGATGG
CTTGTATCCTTTATGC-3’. Un des clones positifs (au vu de leur migration en gel d’agarose

3 1% additionné de BET) est extrait du gel et purifié. Il est coupé selon les sites de restriction
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des enzymes EcoR I et Pst I et la taille de I’insert est vérifiée. Le plasmide purifié, obtenu a

partir de ce clone, est appelé JF3 et stocke a -80°C.

Construction du vecteur d’expression pKK223-3-ACSS C-His. L'ADNc
ORF-ACSS5, est utilisé comme matrice pour une PCR, en présence de Pfu ADN Polymérase,
effectuée entre 1’amorce F3-ACS5 et une amorce chimére R5-ACS5 (de séquence
5-ATACTGCAGTTA ATGATGATGATGATGATGCTCTTCGATGCTCTCATAGAG-3’),
contenant en plus 18 nucléotides codant pour les six histidines C-terminales nécessaires a une
purification sur une colonne nickel. Aprés extraction sur gel de la bande d’amplifiat
correspondant au poids moléculaire attendu celui-ci est purifi¢ sur colonne QlAgen. Il est
coupé, ainsi que le vecteur pKK223-3, selon les sites de restrictions correspondant aux

enzymes EcoR 1 et Pst 1. Purifiés sur une colonne QIAgen, ils sont mis a ligaturer en présence

de 74 DNA ligase, une heure 4 température ambiante.

Des cellules Novablue Singles™, transformées par le plasmide recombinant,
sont étalées sur de la gélose additionnée d’ampicilline (112.5 pug/mL) et mises & cultiver une
nuit 2 +37°C. Les colonies sont reprises dans un bouillon adapté (LB) et mises a croitre. Une
PCR nichée, suivie d’une migration en gel d’agarose a 1% avec BET, permet alors de
s’assurer de la présence de colonies transformées recombinantes. Le plasmide transformé,
purifié sur une colonne QIAgen, est coupé selon les sites EcoR I et Pst I, afin de vérifier la

taille de I’insert. Le plasmide purifié, appelé JFC4 est stoké & -80°C.

Construction du vecteur d’expression pKK223-3-ACS5 N-His. Les étapes
sont identiques a celles envisagées pour 'ACS5 C-His, mais la PCR initiale est effectuée en
présence de la Pfu ADN Polymérase entre une amorce ACS5-N His (de séquence
5'-GAGGAATTCATGCATCATCATCATCATCATCTTTTITATTTTTAACTTCTTG-3’),
qui contient les 18 nucléotides codant pour les six histidines terminales plus un site de
restriction EcoR I et I’amorce ACS5-R4 (de séquence 5-TATACTGCAGTTACTCTTCGA

TGCTCTCATAG-3"), contenant un site de restriction pour Pst I Le plasmide purifié est
appelé JFN7 et stocké & —80°C.
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B.3. Production des protéines recombinantes et purification

Production de I’ ACS5recombinante hétérologue (ACSS5r) et purification.
Des cellules compétentes JM109 sont transformées par le vecteur d’expression pKK223-3-
ACSSrt. Les cellules IM109 transformées sont mises a cultiver pendant 12 heures, a +37°C,
dans un bouillon de 8mL de Terrific Broth modifié (1.2% de tryptone bactérienne, 2.4 %
d’extrait de levure, 0.4% de glycérol et 90 mM de phosphate de potassium, pH 7, 8)
additionné d’ampicilline (100 pg/mL). Celui-ci, transvasé dans 1 L de Terrific Broth modifié,
contenant de I’ampicilline (50 pug/mL) est mis & cultiver 5 4 6 heures a +37°C sous agitation.
Quand la densité optique 4 la longueur d’onde & 600 nm du bouillon est comprise entre 0.6 et
1, Pexpression est induite par ajout d’isopropyl-B-D-thio-galactopyranoside (IPTG) pour une
concentration finale de 1mM. Aprés 6 heures de culture, les bactéries sont centrifugées a 10
000 rpm pendant 15 minutes et le culot bactérien est repris dans 7mL de tampon A (S0mM de
tampon phosphate, pH 7,4 & 37°C et 10% de glycérol), puis 'ensemble est mis a agiter 1
heure avec du lysozyme (1,25 mg/ml), et un comprimé de Miniprotease avec EDTA (Roche).
Il est soumis a I’action d’un désintégrateur a ultrasons, 4 fois 45 secondes, 5 microns
d’amplitude de pic a pic. Puis les membranes bactériennes sont solubilisées pendant une
heure, par ajout de triton X-100 (1%) directement dans la solution précédente. Le solubilisat
est alors mis a centrifuger (30 000 rpm, 1 heure). Le surnageant représente alors notre extrait

brut qui est mis a dialyser pendant 12 heures contre un tampon A additionné de 1% de triton

X-100 (tampon B).

Toutes les opérations sont conduites & +4°C. Au cours de la purification, les
enzymes sont suivies selon leur activité de ACS sur le substrat de référence, I'acide
palmitique (cf. infra) et leur profil en SDS-PAGE. Le dialysat est déposé sur une colonne
DEAE-Sephacel, préalablement équilibrée par le tampon C (tampon A + 0,1% de triton
X-100). La colonne est rincée par trois fois son volume de tampon C, puis le dépdt est €lué
par un gradient entre le tampon C et le tampon D (tampon C + 0,5M de NaCl). Les tubes
présentant la plus forte activité ACS vis-a-vis du substrat de référence, I’acide palmitique (cf.
infra) et le profil en SDS-PAGE le moins contaminé par d’autres protéines sont rassemblés et
mis 2 dialyser une nuit & + 4°C contre le tampon C. Ce deuxiéme dialysat est alors déposé sur
une colonne d’affinité Blue CL6B , précédemment équilibrée par du tampon C. La colonne
est rincée par trois fois son volume de tampon C, puis le dépot est élué par un gradient entre le
tampon D et le tampon E (tampon C + 1,5 M de NaCl + 0,5 M d’ATP + 1% de triton X-100).
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Les tubes présentant la plus forte activité¢ ACS vis-a-vis du substrat de référence, I’acide
palmitique (cf. infra) et le profil en SDS-PAGE le moins contaminé par d’autres protéines

sont rassemblés et mis a concentrer en présence de PEG (polyéthyléne glycol), une nuit 4

+4°C,

Production de I’ ACS5 C-His et purification. Le plasmide pKK223-3-ACS5
C-His sert a transformer des cellules JM109 qui sont mises & cultiver une nuit & +37°C dans
un bouillon de 8mL de Terrific Broth modifié additionné d’ampicilline (100 pg/mL). Quand
1a D.O. 4 600nm des cellules transvasées dans un grand bouillon de ce méme produit, toujours
en présence d’ampicilline (50 pg/mL). est comprise entre 0,6 et 1, de PIPTG (1 mM) est
ajouté, La culture est arrétée au bout de 5 4 6 heures, le bouillon est centrifugé 10 minutes a
10 000 rpm. Le culot bactérien est repris dans 7 mL de Start Byffer (tampon phosphate 200
mM ; 0,5M de NaCl ; 20 mM d’imidazole), mis & agiter pendant une heure en présence de
lysozyme (500 pM) (Roche), et de PMSF (500 pM), soumis A une sonication 4 fois 45
secondes. L’ensemble est solubilisé par du triton X-100 (1%), pendant une heure, puis mis 4
centrifuger une heure a 30 000 rpm. Le surnageant repésente alors notre extrait brut. L’extrait

brut est tout d’abord testé sur son activité ACS. Celle-ci est tout 4 fait comparable a I’extrait

brut de I’ACS5 native.

L’ensemble des opérations est conduit a +4°C. Au cours de la purification, les
enzymes sont suivies selon leur activité ACS vis-a-vis du substrat de référence, I’acide
palmitique (cf. infra) et leur profil en SDS-PAGE. L’extrait brut est passé sur la colonne
nickel, préalablement équilibrée par du Start Buffer. La colonne est rincée par cinq fois son
volume de Start Buffer, puis par cinq fois son volume de tampon de ringage (Start Buffer avec
une concentration d’imidazole de 25 mM). Le dépdt est élué par un gradient entre le Start
Buffer et |'Elution Buffer (Start Buffer avec une concentration d’imidazole de 100 mM). Le

débit est de 1.5 mL/minute. Les tubes de collection contiennent 1 mL d’éluat.

Production de I’ ACSS N-His et purification. Les étapes sont identiques a celles
envisagées pour ’ACSS C-His, mais la transformation initiale est effectuée en utilisant le
vecteur pKK223-3-ACSS5 N-His.
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B.4. Activités enzymatiques

Thioestérification de ’acide palmitique. Le milieu standard d’incubation
(0.25 mL) se compose de tampon Tris-HCI (150mM, pH 8 4 37°C), de MgCl; (4,43 mM), de
DTT (3,11 mM), de CoASH (0,6 mM), d’ATP (2,5 mM), de triton X-100 (0.02% v/v), et de
protéines (80 ng de protéines). A ce milieu standard d’incubation est ajouté¢ de l’acide
palmitique (200 uM). Aprés un préchauffage d’une minute a 37°C, la réaction est initiée par
I’addition du CoASH. Elle est arrétée au bout d’un laps de temps variable (de 5 4 40 minutes

d’incubation) par ajout d’acétonitrile (100 pL). Les tubes non dosés immédiatement sont

congelés 3 —30°C.

La quantité de thioester formée est dosée par une méthode HPLC directe
modifiée (technique développée dans le laboratoire). Le volume injecté est de 100 pL. La
phase mobile est constituée d’un mélange d’un solvant A : acétonitrile et d’un solvant B :
sulfate d’hydrogéne tétrabutylammonium 10 mM, citrate ’ammonium 50mM. Le palmitoyl-
CoA est élué par un gradient de 55 4 71% de A en 5,5 minutes. Le débit est de 1.5 mL/minute.
Le détecteur est réglé sur la longueur d’onde de 255 nm. Le temps de rétention observe pour

le palmitoyl-CoA est de 7,5 minutes sous ces conditions.

Thioestérification du FPF. Des concentrations de 0.25 4 2.5 mM finales de
FPF sont incubées dans le milieu d’incubation standard. Le FPF-CoA est €lué par un gradient
de 35 4 80% de solvant A en 16 minutes. Le débit est de 1,5 mL/minute, le détecteur réglé sur

255 nm. Le temps de rétention du FPF-CoA est alors de 7,6 minutes.

Thioestérification de I’'IPF. Des concentrations d’IPF de 0.2 4 4 mM finales
d’'IPF sont incubés dans le milieu standard. L’IPF est élué par un gradient de 38 4 48% de A

en 11.5 minutes. Le débit est de 1.5 mL/minute, le détecteur réglé sur 255 nm. Le temps de

rétention de I’IPF-CoA est de 8,1 minutes.

Thioestérification du FluPF. Du FIuPF (0.2 4 2.5 mM final) est incubé dans
le milieu standard. Le FIuPF est élué par un gradient de 37 4 50% de solvant A en 18 minutes.
Le débit est de 1.5 mL/min. Le détecteur est réglé sur la longueur d’onde de 255 nm. Le

temps de rétention du FIuPF est de 10,2 minutes.
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Protéines Activité totale Activité spécifique Facteur de Rendement

(ug) (nmol/min) {nmol/min/mg) purification (%)
Dialysat 37500 160 4.25 1 100
DEAE 11700 100 8.50 2 62.5
Bleue 5 70 13500 3200 438

Tableau 4. Synthése de Ia purification de I’ACSS. Un litre d’une culture d’E. coli exprimant le plasmide
pKK223-3-ACSS r a été employée pour préparer le dialysat. L’activité enzymatique a été mesurée par la
méthode HPLC développée par le laboratoire, I’acide paimitique servant de substrat.

ACS5r ACSS5 C- His ACSS5-N His
Km Vm Vm
(pmolll)  (umolmin/mg)  (nmol/min/mg) Non fixé sur {a colonne nickel

Acide
palmitique 15325  26.45+1.49 2.9740.11
R(-)-FPF  864+206  1.15+0.18 0
S(+)-FPF ¢ 0 0
R(-)-KPF ¢ 0 0
S(-)-KPF 0 0 0
R{-)-IPF traces traces 0
S(-)-IPF 0 0 0
FluPF 0 0 0

Tableau 5. Les différentes constantes cinétiques des trois formes enzymatiques produites pour chacun des
substrats testés. Les valeurs indiquées sont la moyenne+i’écart-type sur quatre mesures effectuées,
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Thioestérification du KPF. Du KPF (0.2 4 2.5 mM final) est incubé dans le
milieu standard. Le KPF est élué par un gradient de A de 39 4 44 % en 6 minutes. Le débit est

de 1.5 mL/min. Le détecteur est réglé sur la longueur d’onde de 255 nm. Le temps de

rétention du KPF est d’environ 7,3 minutes.

B.5. Activités des microsomes hépatiques et intestinaux

Des microsomes hépatiques ont été préparés selon la méthode de Benoit. ef al. [Benoit
et al, 1995] et les microsomes intestinaux selon celle de Villaverde ef al. [Villaverde et al,

1995]. IIs sont incubés dans le milieu standard en présence d’acide palmitique et de FPF.

B.6. Synthése d’anticorps polyclonaux anti-ACS5 C-His

La protéine recombinante C-His purifiée est quantifiée (photo I). Environ 200 ug de la
protéine émulsifiée dans I’adjuvant complet de Freund est injectée 4 un lapin. Trois semaines
aprés, un rappel est effectué avec 150 pg de cette méme protéine émulsifiée dans de
I’adjuvant de Freund incomplet. Trois semaines aprés cette derniére injection, un peu de sang

est prélevé, qui est testé en Western Blot.

C. RESULTATS

Nous avons construit trois vecteurs d’expression, purifiés et stockés a —80°C, qui

permettaient la synthése des trois protéines «actives» désirées.

Pour surproduire I’ACS5 dans des colonies d'Escherishia coli, un vecteur plasmidique
d’expression contenant la totalité de la région codante de I’ADNc correspondant a été inséré
dans un vecteur placé sous la dépendance d’un puissant promoteur. L’expression du plasmide
a été induite par de 'IPTG et I'enzyme active produite a été purifiée jusqu'a la quasi
homogénéité (phote II). L’induction d’une activité palmitoyl-CoA synthétase dans le lysat
des cellules solubilisées est entiérement dépendante de la présence de I'insert dans le plasmide
(résultats non montrés). L’enzyme a été purifiée 3200 fois avec un rendement d’environ 45%
(tableau 4) et ’enzyme purifiée montre une activité spécifique de 13.5 pumol/min/mg de
protéine, quand le substrat est 'acide palmitique. La protéine semble homogéne en

SDS-PAGE, une coloration & I’argent se révélant nécessaire pour la mettre en évidence aprés
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Photo 1. Purification ACS5 C-Ilis par colonne nickel,
différentes fractions

Photo I1. Quantification de I'ACS5r purifiée sur colonne
Blue Cibacron, par comparaison A une gamme BSA
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passage sur la colonne d’affinité Bleue CL6B. Elle migre a un poids moléculaire apparent
d’environ 76 kDa, valeur en accord avec la masse moléculaire prédictible calculée a partir de
la séquence déduite en acides a-aminés, mais aussi avec la migration de la palmitoyl-CoA
synthétase native, purifiée a partir de foies de rat . Le tableau 5 montre les valeurs apparentes
du Km et de la Vm pour tous les substrats testés. L’ACS5 de rat, purifiée, catalyse la
thioestérification du R(-)-FPFet du R(-)-IPF (méme si dans ce dernier la méthode HPLC ne
permet pas de quantification rigoureuse) avec une cinétique de type Michaelis-Menten, en
regard de la concentration du substrat quand les incubations sont réalisées en présence de
détergent. Sous les mémes conditions, les incubations réalisées avec les énantioméres S(+) de
chacun des deux acides 2-aryl propioniques précédents n’ont pas permis la mise en évidence
d’une quantité détectable de thioester, quelles que soient les concentrations testées du

substrat. Par ailleurs, aucune quantité de thioester n’a pu étre détectée avec le FluPF et le KPF

comme substrat, quelque soit I’énantiomére testé.

Pour surproduire ’ACS5 C-His dans des colonies d'E. coli, un vecteur plasmidique
d’expression contenant la totalité de la région codante de I"’ADNc de ’ACSS plus six
histidines C-terminales a été inséré dans un vecteur placé sous la dépendance d’un puissant
promoteur. L’expression du plasmide a été induite par de I’'IPTG et ’enzyme active produite a
été purifiée jusqu’a la quasi homogénéité (photo I). Sa purification est rapide et quasi-
compléte. La protéine semble homogéne en SDS-PAGE, révélée par le Bleu de Coomassie R-
250. Elle migre 2 un poids moléculaire apparent d’environ 76 kDa. Elle catalyse bien la
thioestérification de I’acide palmitique (Vm de 3 pmol/min/mg de protéine, soit environ

1/95™ de la valeur de la Vm de ’ACS5r pour le méme substrat). Par contre, elle ne réalise

cette catalyse pour aucun des substrats profénes testés.

Pour surproduire ’ACSS N-His dans des colonies d'E. coli, un vecteur
plasmidique d’expression contenant la totalit¢ de la région codante de I’ADNc de I’ACS5 plus
six histidines a I’extrémité N-terminale a été inséré dans un vecteur placé sous la dépendance
d’un puissant promoteur. L’expression du plasmide a été induite par de I'IPTG, mais
I’enzyme active produite ne se fixe pas sur la colonne nickel servant & sa purification. La
protéine migre a un poids moléculaire apparent d’environ 76 kDa en SDS-PAGE (révélation
au Bleu de Coomassie R-250. Elle catalyse la thioestérification de I’acide palmitique
(résultats non présentés). Les activités des solubilisats ACS5 C-His et N-His sont

comparables.
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Les activités des microsomes de foie et d’intestin par rapport aux substrats acide

palmitique et FPF sont rassemblés dans le tableau 7. La photo II illustre deux Western Blot
identiques révélés soit par des anticorps polyclonaux anti-palmitoyl-CoA ligase hépatique,
soit par des anticorps polyclonaux anti-ACS5 C-His. Dans ces Western Blot, ont été déposés
des microsomes hépatiques (25 pg), de 'ACSIr purifiée (1 pg, don de Sevoz Cendrine et de
Buronfosse Thierry), des microsomes intestinaux (35 pg) et de I’ACS5r purifiée (1 ug). Les
deux types d’anticorps sont spécifiques des deux isoformes, ils ne croisent quasiment pas
entre eux. Nous pouvons donc affirmer que de PACSS5 est présente en faible quantité au

niveau hépatique et que de I’ ACS1 est présente en faible quantité au niveau intestinal.

Faic AlNDr Irfestin A5
25)2 I pg I5pu I pe

a
N Anti palmi 1oyleCoA ligine
o he patique

AP o AR ACSS C-His

Phoco 1T, Western Blot de microsomes hépatiques, d'ACSLr purifiee [Sevoz et al., 2000], de
micrusumes iestinaus, I'ACSS; purifiée, révéls par:

-a: dea anticerps polyclonaux antipalmite yl-coenzyme A ligase hépatique

b: dea anticerps polyclonaux anti-ACSS C-His
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D. DISCUSSION

L’ACSS est une protéine faiblement liée aux membranes cellulaires et
non glycosylée. Sa forte homologie avec I’ACS! rend impossible une purification directe
compléte a4 partir de microsomes intestinaux. C’est pourquoi le choix de I’expression
hétérologue s’est imposé. La protéine non glycosylée et la culture simple et rapide des
bactéries E. coli nous ont conduit vers un systéme d’expression procaryote. Le caractére
faiblement membranaire de ’enzyme (celle-ci ne contient pas de domaine trans-membranaire
et peut étre solubilisée sans détergent a forte force ionique) conduirait & préférer une
expression dans des cellules eucaryotes en raison du risque majeur de produire une protéine
sous la forme de corps d’inclusion. Néanmoins, les résultats concluants obtenus par une autre
équipe du laboratoire sur PACS1 et ’ACS2 [Sevoz et @l 2000], en utilisant cette méme

approche nous ont conduit & développer I’expression hétérologue dans des cellules

procaryotes.

Dans cette étude, nous avons caractérisé I’ACS5 au vu de son éventuelle activité de
thioestérification d’un certain nombre de profénes subissant une inversion -chirale
présystémique, chez le rat. Pour ce faire, nous avons développé une approche expression
hétérologue dans un vecteur procaryote. Nous avons fait surproduire 1’ACSS5 par une souche
d’E. coli, puis nous avons purifié la protéine d’intérét en suivant la méthode de Oikawa. ef al,
[Oikawa er al, 1998], en la modifiant légérement: nous avons rajouté le passage sur une
colonne d’affinité Bleue CL6B, car le profil SDS-PAGE, aprés la seule DEAE-Sephacel
montrait une certaine contamination par d’autres protéines. Aprés passage sur la CL6B la
protéine n’était pas visible en SDS-PAGE révélé par la coloration classique au Bleu de
Coomassie R-250. Une révélation a ’argent selon la méthode de Merril. ef al. [Merril ef al,
1981] a été entreprise, fructueuse car trés sensible, qui a permis la visualisation de trés faibles
quantité de la protéine d’intérét, Un autre inconvénient de la colonne Bleue d’affinité est
I’élution qui nécessite de fortes concentrations en triton X-100, ces derniéres interdisant la
mesure de la quantité totale de protéine selon la méthode de Bradford. Pour pallier ceci, une
gamme de BSA a été effectuée, révélée par I’argent. Ainsi la quantité de la protéine pure a pu
étre évaluée. La quantité d’ACSS5 produite s’est révélée étre tres faible. Il est tout & fait
possible qu’une part importante de I’enzyme soit produite sous la forme inactive de corps

d’inclusion et que seul un faible pourcentage de I’enzyme soit solubilisée par la procédure

employée (triton X-100).
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Le temps nécessaire 4 I’obtention de la ’ACS5r avait pour résultats une dégradation
importante de celle-ci par les protéases naturellement produite par les cellules de la souche
JM109, et ce malgré I’ajout de Mini protease®. Le caractére fastidieux de la purification de
PACSS par deux colonnes successives nous a conduit & développer une approche Tag-
Histidine sur 1’extrémité C-terminale, réputée pour sa facilit¢ d’emploi, sa rapidité et le fait
qu’elle ne modifie pas les propriétés catalytiques de la protéine native. La protéine obtenue,
nommée ACS5 C-His, catalyse la thioestérification de I’acide palmitique (Vm de
3 pmol/min/mg de protéine contre 27 pour I’ACSS5r, tableau 5), avec une moindre vitesse.
Mais sa purification est grandement simplifiée (photo I). Par contre, aucun thioester d’aucun

proféne testé n’a été observé, que ce soit en présence ou en absence de détergent.

Les sites actifs de I’enzyme se trouvant a proximité de I'extrémité C-terminale, la
présence des six histidines supplémentaires pouvait limiter la catalyse de la thioestérification
d’un certain nombre de substrats. Aussi, une protéine chimére, avec un tag histidine a
'extrémité N-terminale a été produite. Celle-ci, d’une activité comparable & la C-histidine
vis-a-vis de I’acide palmitique, ne se fixe pas sur la colonne nickel. Sa purification n’étant pas

simplifiée par rapport 4 la protéine ACS5r, nous avons abandonné cette voie.

Nous avions donc un systéme a double niveau: d’une part, la protéine ACSSr, pure, en
trés faible quantité servant & déterminer toutes les constantes cinétiques vis-a-vis des
différents substrats a tester, d’autre part, la protéine ACS5 C-His, quasi-pure, produite et

purifiée, 4 1a demande, en vue de la synthése d’anticorps polyclonaux contre I’ACSS.

Dans le tableau 6, les constantes cinétiques de I’ACS5r sont comparées & celles
obtenues par une autre équipe du laboratoire [Sevoz ef al, 2000] pour PACSI et I’ACS2
recombinantes de rat, L’ACS5r a un Km trés supérieur a ceux des deux autres ACS, que le

substrat soit 1’acide palmitique ou le FPF. Elle est sept  huit fois moins affine pour I’acide

palmitique que I’ACS1 ou ’ACS2.

L’ACSI et PACS2 prennent en charge ’acide palmitique méme 4 faible concentration
avec une Vm faible, contrairement 2 ’ACS5 qui ne prend en charge 1’acide palmitique qu’a
de fortes concentrations mais avec une Vm nettement supérieure. L’ACS5 n’est probablement
qu'un systéme d’appoint qui sert éventuellement & «€créter» les pics d’acides gras a
thioestérifier (pour pouvoir étre utilisés par la suite), libérés en période post-prandiale.
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ACSIr ACS2r ACSSr

Km Vm Km Vm Km Vm
(uM)  (nmol/min/mg (uM) (nmol/min/mg (uM) (nmol/min/mg
protéines) protéines) protéines)
Acide 20.8+4.63  9000+740  19.1+£2.95  1500+90 15325  26500+1490
palmitique
R(-)-FPF 103£12 267+1 61138 14+1 864+206 1.15+0.2
S(+)-FPF 0 0 0 0 0 0

Tableau 6. Constantes cinétiques de la thioestérification de trois substrats par PACS1r [Sevoz et al, 2000],
PPACS2r [Sevoz et al, 2000] et ' ACS5r. Les valeurs indiguéessont la moyenne+l'écart-type sur trois quatre
mesures effectudes.

Activité

(nmol/min/mg microsomes)

microsomes hépatiques microsmes intestinaux
acide palmitique 96+8.03 17+1.56
R(-)-FPF 1,83+0.3 0,017+0.002

Tableau 7. Valeurs d’activité de microsomes de deux tissus vis-a-vis de I’acide palmitique et du FPF
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Les microsomes hépatiques ont une activité de thioestérification du FPF qui représente
1/50°™ de celle de I’acide palmitique, tandis que, pour les microsomes intestinaux, elle ne
représente qu’1/1000°™ de celle de Vacide palmitique (tableau 7). Ceci montre que la grande
majorité de Vactivité ACS dans V’intestin est représentée par I' ACSS. Ceci est en accord avec
les résultats du Northern Blot de Oikawa. er al. [Oikawa ef al, 1998]. Les deux Western Blot
identiques (phote III) révélés par les deux types d’anticorps polyclonaux spécifiques

d’isoforme produits (I’ACS1 et I' ACS5 C-His) en sont une preuve supplémentaire.

L’ACSS est capable de réaliser la thioestérification intestinale des profénes, mais avec
une faible affinité pour ces substrat et une Vm faible. L’utilisation d’anticorps anti-ACS3, si
ceux-ci se révélaient étre inhibiteurs de Dactivité catalytique, permettrait d’estimer le réle

éventuel de cette enzyme dans la thicestérification intestinale des profénes.
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CONCLUSION

L’expression hétérologue de I'ACS5 de rat dans un vecteur d’expression procaryote,
nous a permis de caractériser les propriétés catalytiques de celle-ci vis-a-vis d’un substrat
endogéne, I’acide palmitique, et de substrats xénobiotiques (les profénes). L’ACSS5 est une
enzyme capable de catalyser la thioestérification de I’acide palmitique, avec une faible
affinité, mais une grande capacité, ce qui la différencie des deux autres isoformes de la méme
sous-famille, ’ACS1 et I’ACS2, qui réalisent la thioestérification de I’acide palmitique avec
une forte affinité mais une faible capacité. L’ACSS n’est, par contre, que peu affine et peu
efficace en ce qui concerne la thicestérification des profénes, ce qui la différencie de ’ACS1,

qui réalise celle-ci, avec une forte affinité et une forte capacité.

L’étude des activités de microsomes intestinaux par rapport aux microsomes
hépatiques vis-3-vis des mémes substrats nous conforte dans Vidée de la présence majoritaire
au niveau intestinale de I’ACS5. L’ACS]1 présente dans 'intestin n’est que trés largement
minoritaire. Ceci est confirmé par les deux Western Blot identiques révélés par les deux types
d’anticorps polyclonaux spécifiques d’isoforme produits. La thioestérification intestinale
présystémique et extrahépatique du FPF et de I’IPF chez le rat semble étre le fait de la faible
quantité d’ACSI présente dans ce tissu, plutt que de I’ACS5.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ACBP : acyl-coenzyme A binding protein

ACC : acétyl-coenzyme A carboxylase

ACS : acyl-coenzyme A synthétase

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNc : acide désoxyribonucléique complémentaire
AINS : anti-inflammatoire non-stéroidien(s)

AMPc : adénosine monophosphate cyclique

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate

COX : cyclooxygénase(s)

CYP: cytochrome-P450

DO: densité optique

E. coli : Escherishia coli

EGF : epidermal growth factor

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay
FABP: fatty acid binding protein

FPF : fénoproféne

FIuPF : flurbiproféne

HPLC : high performance liquid chromatography
IFN: interféron

IL: interleukine

IPF : ibuproféne

IPTG : isopropyl-p-D-thio-galactopyranoside

kDa: kilodalton

Km: constante de Michaelis = concentration du substrat a Vm/2
KPF : kétoproféne

LR : région « luciferase-like »

LT : leucotriéne

PCR : polymerase chain reaction

PG : prostaglandine(s)

PPRE : persoxysome proliferator responsive element
RT: rétrotranscription (reverse franscription)

SCP . sterol carrier protein

SDS-PAGE : sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
TNF : Tumor Necrosis Factor
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IMPLICATION DE L’ACYL-COENZYME A SYNTHETASE 5 DE RAT DANS 1A
THIOESTERIFICATION INTESTINALE DES FROFENES.
These Vérérinaire : LYON 2000

RESUME :
Les profénes sont des anti-inflammatoires non-stéroidiens, médicaments parmi les plus

largement utilisés sous et hors contrdle médical & travers le monde. Souvent administrés per os,
ils ont une toxicité marquée sur le tracrus digestif. La thioestérification par le coenzyme A,
catalysée par des acyl-coenzyme A synthétases (ACS), est une voie métabolique importante
pour ces acides carboxyliques. Celleci se produit trés majoritairement dans le foie. Cependant,
il existe une thioestérification présystmique extra-hépatique au niveau intestinal. Dans
Pintestin, deux isoformes d’ACS sont présentes : FACS1 et PACSS. L’ACS! est capable de
catalyser la thioestérification des profenes. L'objet de ce travail est de savoir si I'ACS5 est
capable de faire de méme.

Une ACS5 recombinante hétérologue a été produite dans un sysieme d’expression
procaryote et les propriétés catalytiques de celle—ci examinées 2 I'égard de I'acide palmitique et
des profenes. Les constantes cinétiques obtenues ont été comparées 2 d’autres travaux sur
PACS]1 et PACS2.

L’ACSS catalysc la thioestérification de Iacide palmitique avec une faible affinité mais
une forte capacité, et celle des profines avec une faible affinit¢ ct une faible capacité. Elle
semble &tre I'isoforme majoritairement présente au niveau intestinal, et probablement n’est pas
responsable de la thioestérification intestinale extra-hépatique et présystemique observée pour
le FPF et I'IPF chez le rat.
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