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Résumé

La réponse inflammatoire est un mécanisme de défense essentiel à l’organisme. Une réac-
tion inadaptée de ce système provoque une accumulation et une surstimulation des cellules
immunitaires au niveau du site inflammatoire. Si la surproduction de molécules oxydantes qui
en résulte ne peut être régulée par le système antioxydant endogène, les dégâts oxydatifs au
niveau des tissus environnant la zone inflammatoire sont amplifiés et favorisent l’apparition
de diverses pathologies chroniques. Leur traitement reste à ce jour un défi. C’est pourquoi de
nombreuses études visent à mettre au point des traitements adaptés en investiguant notam-
ment l’action inhibitrice de divers composés envers les mécanismes cellulaires ou enzymatiques
caractéristiques du phénomène inflammatoire. Dans cette optique, le repositionnement des mé-
dicaments est une voie privilégiée afin d’accélérer le processus long et complexe qui consiste à
développer un nouveau traitement. La découverte de propriétés immunomodulatrices pourrait
ouvrir à certaines molécules une perspective d’utilisation dans le traitement de pathologies
inflammatoires.

Partant de ce constat, les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont permis d’éva-
luer les propriétés anti-inflammatoires de trois groupes de molécules ayant déjà une utilité
thérapeutique et ayant également montré des propriétés antioxydantes : les analgésiques et
anesthésiants (morphine et propofol), les hypocholestérolémiants (statines) et les anticancé-
reux. Une démarche multidisciplinaire, associant différentes techniques expérimentales com-
plémentaires : spectroscopies d’absorption, de fluorescence et RPE, voltammétrie cyclique et
modélisation moléculaire, a permis d’étudier leur capacité inhibitrice envers différents mé-
canismes oxydants de deux marqueurs importants de l’inflammation, à savoir les leucocytes
polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) et l’enzyme myéloperoxydase (MPO). Une ap-
proche expérimentale a été mise en place et répétée pour chaque molécule d’intérêt retenue.
Tout d’abord, afin d’obtenir des informations essentielles à la compréhension des éventuels
mécanismes d’action sur la MPO et les PMNs, la capacité réductrice des molécules a été éva-
luée grâce à la détermination de leur potentiel d’oxydoréduction. Leur aptitude à piéger des
espèces réactives de l’oxygène (ROS) et des radicaux a également été estimée. La deuxième
partie de la démarche expérimentale s’est ensuite concentrée sur les PMNs. Les effets des com-
posés d’intérêt sur différents mécanismes caractéristiques de ces cellules, à savoir la flambée
respiratoire et la dégranulation, ont été explorés. Enfin, l’étude s’est intéressée à la MPO en
évaluant l’activité inhibitrice des molécules d’intérêt sur les cycles de chloration et de peroxy-
dase et en analysant leurs mécanismes d’action.

La méthodologie mise en place tout au long de ce travail a fourni des informations per-
mettant de sélectionner les molécules dont les propriétés immunomodulatrices intéressantes
laissent entrevoir des possibilités d’utilisation dans le cadre du traitement contre l’inflamma-
tion.
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Abstract

The inflammatory response is an essential defense mechanism for the body. An inadequate
reaction of this system leads to an accumulation and over-stimulation of immune cells at the
inflammatory site. If the resulting overproduction of oxidative molecules can not be regula-
ted by the endogenous antioxidant system, oxidative damage to the tissues surrounding the
inflammatory site leads to the onset of various chronic pathologies. Their treatment remains
a challenging task. This is why numerous studies aim to develop suitable treatments, nota-
bly by investigating the inhibitory action of various compounds on the cellular or enzymatic
mechanisms characteristic of the inflammatory phenomenon. With this in mind, drug repo-
sitioning is an ideal way of speeding up the long and complex process of developing a new
treatment. The discovery of immunomodulatory properties could open the new prospect of
some molecules being used in the treatment of inflammatory pathologies.

On this basis, the work carried out as part of this thesis assessed the anti-inflammatory
properties of three groups of molecules which already have a therapeutic use and have also
demonstrated antioxidant properties : analgesic and anaesthetic compounds (morphine and
propofol), cholesterol-lowering agents (statins) and anticancer drugs. A multi-disciplinary ap-
proach, combining various complementary experimental techniques : absorption, fluorescence
and EPR spectroscopies, cyclic voltammetry and molecular modeling, has enabled us to study
their inhibitory capacity towards different oxidative mechanisms of two key inflammatory
markers, namely neutrophil polymorphonuclear leukocytes (PMNs) and the enzyme myelope-
roxidase (MPO). For each molecule of interest studied, the following approach was followed.
Firstly, in order to obtain essential information for understanding their potential mechanisms
of action on MPO and PMNs, the reducing capacity of the molecules was estimated, by de-
termining their redox potential. Their action as reactive oxygen species (ROS) and radicals
scavengers was also studied. The second part of the experimental approach focused on PMNs.
The effects of the compounds on different mechanisms characteristic of these cells, namely
respiratory burst and degranulation, were explored. Finally, the study focused on MPO, asses-
sing the inhibitory activity of the molecules of interest on chlorination and peroxidase cycles
and analyzing their mechanisms of action.

The methodology implemented in this work has provided information which enables us to
select molecules with interesting immunomodulatory properties that suggest a potential use
in the treatment of inflammation.
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L’inflammation est un processus complexe, faisant intervenir un ensemble de mécanismes
cellulaires, enzymatiques et chimiques étroitement intriqués. Ceux-ci ont pour but d’empê-
cher l’invasion des tissus par divers agents pathogènes (virus, bactéries, microbes,...). Parmi
les différentes cellules du système immunitaire impliquées, les leucocytes et, plus particuliè-
rement, les leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) jouent un rôle essentiel en
apportant, au niveau du site inflammatoire, un ensemble d’enzymes cytotoxiques ainsi que
des médiateurs chimiques (chimokines, cytokines,...). Les PMNs et ces enzymes produisent
diverses espèces oxydantes telles que des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et des ra-
dicaux afin de détruire les micro-organismes invasifs. Le spectre des enzymes participant à
l’inflammation est large (peroxydases, métalloprotéinases, élastases, collagénases, lactoferrine,
lysozyme,...), mais parmi celles-ci, la myéloperoxydase (MPO) joue particulièrement un rôle
majeur. Elle génère des espèces oxydantes grâce notamment à son cycle de peroxydase mais
surtout du fait de sa propriété unique, son cycle d’halogénation. Celui-ci produit principale-
ment un oxydant puissant, l’acide hypochloreux. La myéloperoxydase et les PMNs sont des
marqueurs importants de l’inflammation. En effet, ils se retrouvent en grande concentration
dans les tissus inflammés.

Le système immunitaire offre une défense essentielle à l’organisme. Il est régulé grâce à
un système antioxydant complémentaire, composé d’un ensemble d’enzymes et de molécules
endogènes ou exogènes à l’organisme. Cependant, différentes causes (facteur génétique, ma-
ladie auto-immune, exposition prolongée à des substances nocives, inflammation non traitée,
stress, ...) peuvent induire une réponse inadaptée du système immunitaire comme une surs-
timulation de la réponse inflammatoire. Celle-ci déclenche alors une accumulation de cellules
immunitaires telles que les PMNs et leur stimulation excessive. Ce qui entraîne une libération
incontrôlée d’enzymes oxydantes. Le système antioxydant est alors dépassé. La surproduction
de ROS et de radicaux induit des dégâts aux tissus sains environnants, provoquant l’appari-
tion de pathologies inflammatoires.

Actuellement, l’inflammation aiguë est traitée efficacement, notamment grâce aux anti -
inflammatoires non stéroïdiens. Par contre, en cas d’inflammation chronique, c’est-à-dire un
état inflammatoire s’installant plus lentement mais durablement dans le temps sur des périodes
de plusieurs mois ou plusieurs années, l’établissement de traitements efficaces reste encore un
défi à relever. Cette recherche fait toujours l’objet de nombreuses publications scientifiques.
Ces travaux explorent différentes pistes telles que le blocage de divers mécanismes carac-
téristiques des cellules du système inflammatoire (les voies de signalisation des cytokines,
la phagocytose, la dégranulation, la nétose, ...) ou encore l’inhibition de diverses enzymes
(cyclooxygénases, peroxydases, lipoxygénases, kinases, ...). Les PMNs et la MPO étant détec-
tés en grande concentration dans les tissus lésés, ils peuvent donc être considérés comme des
cibles thérapeutiques intéressantes dans le cadre du traitement de pathologies inflammatoires.

La modulation, voire l’inhibition de l’action oxydante de la myéloperoxydase est une voie
qui retient particulièrement l’attention. Le virtual screening représente un outil intéressant
et efficace pour identifier des inhibiteurs de l’enzyme. En effet, grâce à la modélisation mo-
léculaire, il permet de sélectionner parmi des bibliothèques contenant une grande variété de
molécules, celles qui présentent une structure et des groupements chimiques leur permettant
de pénétrer dans le site actif de l’enzyme et de s’y lier. Ces composés, qui offrent théori-
quement la possibilité de former un complexe avec la MPO, peuvent alors être synthétisés
et leur action inhibitrice évaluée grâce à différentes études in vitro. Diverses molécules ont
franchi l’étape de ces différents tests et ont été retenues pour des analyses précliniques in
vivo. Malheureusement, la découverte de leur toxicité aux posologies nécessaires à leur action
anti-inflammatoire n’a pu permettre de passer au stade des tests cliniques. Les thioxanthines
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en sont un exemple.

Afin de répondre cette importante problématique, le choix des inhibiteurs potentiels étu-
diés dans le cadre de cette thèse a été réalisé parmi des composés présentant déjà une utilité
clinique avérée et ayant également montré une action antioxydante in vitro ou in vivo. La
connaissance de leur posologie et de leur toxicité est un atout essentiel qui permet notam-
ment d’accélérer les étapes lors de la mise au point d’un traitement potentiel. En effet, la
conception d’un nouveau médicament est un processus très long et complexe. Il peut prendre
environ dix ans, entre le début de la recherche fondamentale du mécanisme d’action de la
molécule et l’autorisation de mise sur le marché par l’Agence Européenne du Médicament
(AEM). Le repositionnement des médicaments est une démarche en plein essor. Il s’agit de
rechercher un nouvelle utilité pour un médicament, afin de traiter des pathologies totalement
différentes n’ayant pas de rapport supposé avec la cible initiale de la molécule. Dans le cas de
ce travail, la découverte de propriétés immunomodulatrices permettra, pour certaines molé-
cules, d’ouvrir une perspective d’utilisation dans le traitement de pathologies inflammatoires.
Pour d’autres, l’ajout d’une propriété anti-inflammatoire à leur action clinique première leur
fournira un atout supplémentaire qui pourrait permettre de privilégier leur utilisation par
rapport à d’autres composés.

Au total, dix-huit molécules ont été sélectionnées parmi trois catégories de médicaments.
Leur action immunomodulatrice a été évaluée grâce à une approche multidisciplinaire faisant
intervenir diverses techniques d’analyse (techniques spectroscopiques, modélisation molécu-
laire, voltammétrie cyclique). Initialement, ce travail était centré sur l’inhibition de l’activité
oxydante de la MPO par une sélection de molécules et sur l’étude de leurs mécanismes d’ac-
tion. Cependant, l’activité de l’enzyme étant étroitement liée à celle des PMNs, les recherches
ont été élargies afin d’évaluer également l’action des composés sur différentes propriétés des
cellules, à savoir la production de ROS et le phénomène de dégranulation. Afin de compléter
les résultats obtenus et d’approfondir la compréhension des mécanismes d’action des molé-
cules étudiées, une analyse de l’activité antioxydante des inhibiteurs a aussi été réalisée en
déterminant leur capacité de piégeage de radicaux et de ROS.

Dans un premier temps, le travail s’est focalisé sur des composés utilisés principalement
dans les unités de soins intensifs, à savoir la morphine (molécule analgésique) et le propo-
fol (molécule anesthésiante), dont les propriétés antioxydantes sont déjà bien connues. En
effet, de nombreuses pathologies inflammatoires (septicémie, COVID-19, etc.) pouvant me-
ner les patients en soins intensifs, il était intéressant d’évaluer l’action potentiellement anti-
inflammatoire de ces deux composés très fréquemment utilisés dans la sédation et le traitement
de la douleur. Le but était ainsi de déterminer leur impact dans le traitement de l’inflamma-
tion pour éventuellement privilégier leur utilisation.

Le projet s’est ensuite étoffé grâce à l’étude de l’action sur la MPO de six statines, mo-
lécules hypocholestérolémiantes. Ces molécules font partie des médicaments les plus vendus
et, de ce fait, font l’objet de nombreuses recherches visant à évaluer leur potentiel dans diffé-
rents domaines autres que le traitement de l’excès de cholestérol. Certaines statines ont par
exemple montré un intérêt dans le traitement du cancer. C’est pourquoi une évaluation de
leur capacité immunomodulatrice a été réalisée.

Enfin, le lien étroit existant entre cancer et inflammation a mené au choix d’investiguer
l’action potentiellement anti-inflammatoire de molécules anticancéreuses. Une propriété im-
munomodulatrice pourrait présenter pour ces composés un atout majeur dans le traitement
du cancer. Les composés anticancéreux sont caractérisés par une grande variété de structures
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chimiques. Six composés présentant une taille, une structure et des fonctions chimiques pou-
vant permettre l’interaction avec la MPO ont été sélectionnés.

La première partie de cette thèse est divisée en deux chapitres. Le premier aborde les
notions théoriques à propos du phénomène inflammatoire, nécessaires à la bonne compréhen-
sion de ce travail. Il décrit l’implication intriquée des PMNs, de la MPO et des ROS dans le
processus inflammatoire. Les différents rôles des PMNs sont passés en revue : la capture des
micro-organismes invasifs par l’intermédiaire de la phagocytose et de la nétose ainsi que leur
dégradation via la libération d’enzymes cytotoxiques, appelée dégranulation, sans oublier la
production de ROS, c’est-à-dire la flambée respiratoire. L’implication du complexe enzyma-
tique NADPH oxydase dans cette dernière est également détaillée, de même que le rôle de
la myéloperoxydase, grâce à son action oxydante, à travers ses deux cycles de peroxydase et
d’halogénation. La description de l’intervention des PMNs et de la MPO dans diverses patho-
logies inflammatoires ainsi que l’exposé des stratégies éventuelles d’inhibition de leur action
oxydante terminent ce premier chapitre.

Le second détaille l’ensemble des expériences réalisées dans le cadre de cette thèse. Une
combinaison de différentes techniques spectroscopiques (résonance paramagnétique électro-
nique (RPE), absorption UV-visible classique et stopped-flow, et fluorescence) a été associée
à la modélisation moléculaire et à la voltammétrie cyclique. Cette section reprend étape par
étape le déroulement des expériences menées en précisant leur pertinence par rapport à l’étude
réalisée. La première étape des recherches a consisté à étudier les propriétés antioxydantes
des différentes molécules d’intérêt. Plus précisément, leur capacité de piégeage de radicaux et
de différents ROS (anion superoxyde, oxygène singulet et acide hypochloreux) a été estimée,
ainsi que leur pouvoir réducteur via la détermination de leur potentiel d’oxydoréduction. Par
la suite, l’impact des molécules d’intérêt sur la production d’anions superoxydes par des PMNs
activés a fait l’objet d’une évaluation. Il était également intéressant de voir si ces molécules
peuvent empêcher la libération de MPO par les cellules. L’action inhibitrice des molécules sur
l’action oxydante de l’enzyme elle-même a aussi été examinée. Enfin, la capacité d’insertion
au sein du site actif, la possibilité de former un complexe avec l’enzyme ainsi que l’échange
d’électrons avec les intermédiaires redox des cycles de la MPO ont également fait l’objet
d’études.

La deuxième partie de ce manuscrit est divisée en quatre chapitres, chacun étant consacré
à un des groupes de molécules testées, à savoir : la morphine, le propofol et ses dérivés, les
anticancéreux et les statines. Chaque chapitre comprend en préambule une description de
l’utilisation thérapeutique, de la pharmacocinétique, de la pharmacodynamique ainsi que des
propriétés anti-inflammatoires déjà établies du groupe de molécules en question. Viennent
ensuite, l’ensemble des résultats obtenus ainsi que leur discussion et interprétation détaillées.
Ces quatre chapitres ont été rédigés de manière à pouvoir être lus de façon indépendante.

La conclusion générale revient quant à elle sur les principaux résultats intéressants à
retenir, ainsi que sur les perspectives d’études complémentaires qui pourraient les enrichir.
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Chapitre 1

Le processus inflammatoire

L’inflammation est une réaction localisée d’un tissu à la suite de l’agression de micro-
organismes tels que des bactéries, des microbes, des protozoaires, des virus, des cellules in-
fectées ou des cellules tumorales. Elle a pour rôle essentiel de les éliminer et d’empêcher la
dégradation tissulaire, grâce à une cascade de processus biochimiques et enzymatiques. Pour y
parvenir, des cellules spécialisées du tissu conjonctif, les mastocytes, sécrètent des médiateurs
chimiques (histamine et sérotonine) provoquant la vasodilatation des capillaires sanguins au
niveau du tissu lésé. L’augmentation de l’apport en sang provoque le gonflement et la rougeur
de la zone enflammée. La perméabilité accrue des vaisseaux sanguins permet la colonisation du
tissu par les leucocytes, également appelés globules blancs. Plusieurs types de globules blancs
interviennent dans le processus inflammatoire : les macrophages, les polymorphonucléaires
neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles et les lymphocytes. Chaque leucocyte joue un
rôle précis, permettant la destruction des agents pathogènes. Les macrophages et les lym-
phocytes vont, grâce à des récepteurs transmembranaires spécifiques, reconnaître les motifs
moléculaires associés aux pathogènes (PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern). Les
PAMPs sont des molécules exprimées à la surface des pathogènes comme les lipopolysaccha-
rides (LPS), l’acide lipotéichoïque, la flagelline, les peptidoglycanes. La détection des PAMPs
induit l’activation des diverses voies de signalisation intracellulaire conduisant à la production
et à la libération des cytokines pro-inflammatoires (l’interleukine-1 et -12, l’interféron gamma,
le facteur de nécrose tumorale α, ...). Ces cytokines permettent la communication entre les
différentes cellules du système immunitaire inné et permettent notamment le recrutement et
l’activation des leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs). [1, 2, 3]

1.1 Les leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles

Les leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) comptent parmi les globules
blancs les plus abondants dans le sang. Ils représentent entre 50% et 70% des leucocytes cir-
culant [6]. Leur taille est comprise entre 10 et 14 µm. Ces globules blancs doivent leur nom,
d’une part, à leur noyau plurilobé qui peut avoir des formes variables et, d’autre part, aux
granules contenus dans leur cytoplasme présentant une affinité avec les colorants neutres (fi-
gure 1.1). Ces granules contiennent des enzymes ayant des propriétés cytotoxiques et peuvent
être classés en trois catégories. [7]

- Les granules primaires (ou azurophiles) contiennent une peroxydase appelée myélope-
roxydase ainsi que d’autres protéines comme des élastases, des défensines, des cathespines,
... Il s’agit des premiers granules formés dans les PMNs, déjà au stade myéloblaste (première
cellule de la lignée myéloïde granulocytaire).
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12 1.1. LES LEUCOCYTES POLYMORPHONUCLÉAIRES NEUTROPHILES

Figure 1.1 – A. Schéma d’un leucocyte polymorphonucléaire neutrophile (PMN), avec son noyau
plurilobé et ses granules cytoplasmiques. B. PMNs humains par microscopie optique (Image originale
de Fingerhut et al. [4]). C. PMN humain par microscopie électronique (N : noyau, gp : granule primaire,
gs : granule secondaire, m : mitochondrie) (Image originale de Witko-Sarsat et al. [5]).

- Les granules secondaires (ou spécifiques) contiennent des substances antimicrobiennes,
des lysozymes, de la collagénase, de la lactoférine, des cathélicidines, de la transcobalamine
1 et des protéines membranaires. Ces granules sont plus petits que les granules primaires et
sont également plus nombreux dans le cytoplasme.

- Les granules tertiaires (ou granules à gélatinase) contiennent des enzymes comme des
gélatinases, capables de dégrader les tissus en hydrolysant le collagène.

Les PMNs circulent dans le sang avec une durée de vie variant entre environ 8 et 12h [1, 6].
Ils sont attirés au niveau du site inflammatoire par chimiotactisme. En effet, les cellules de la
paroi endothéliale des vaisseaux sanguins sont activées par les cytokines pro-inflammatoires,
appelées chémokines, et libèrent des molécules d’adhésion (P-sélectine, E-sélectine). Les PMNs
vont interagir avec ces enzymes et adhérer aux cellules de l’endothélium [1]. Les PMNs vont
alors ramper et rouler le long de l’endothélium et traverser la paroi des vaisseaux sanguins
par diapédèse, afin d’atteindre le site inflammatoire (figure 1.2) [8].

Figure 1.2 – Schéma de la migration des PMNs à travers la paroi endothéliale des vaisseaux sanguins.
(Image originale de S. Lakbakbi [8])
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1.1.1 Phagocytose, dégranulation et formation du NET

Au niveau du site inflammatoire, les PMNs déclenchent différents mécanismes (figure 1.3)
pour piéger et éliminer les sources de la réponse inflammatoire (agents pathogènes, cellules
cancéreuses, débris cellulaires).

Figure 1.3 – Schéma des trois mécanismes d’élimination des agents pathogènes par les PMNs :
phagocytose, dégranulation et nétose. (Image inspirée de Gierlikowska et al. [1])

Le premier mécanisme est la phagocytose, non spécifique, des micro-organismes tels que
les microbes, les cellules mortes et les débris cellulaires [9, 10]. Il existe deux mécanismes pour
l’internalisation de l’élément cible (figure 1.4). Le premier, appelé mécanisme Zipper, est celui
privilégié pour la phagocytose. Il nécessite l’interaction entre les nombreux récepteurs présents
au niveau de la membrane des PMNs et des ligands situés à la surface de l’agent pathogène
ciblé. Cette interaction séquentielle entre les récepteurs et les ligands permet d’entourer étroi-
tement l’agent à phagocyter en guidant progressivement le déploiement de la membrane du
PMN [1, 9, 11]. Le second mécanisme, appelé macropinocytose, permet de phagocyter des bac-
téries du type Salmonelle ou Shigella. Celles-ci sécrètent des substances qui, une fois reconnues
par le PMN, induisent la transduction de signaux intracellulaires provoquant la formation de
protusions membranaires de façon non spécifique autour de l’élément. Cela se fait grâce à
la polymérisation de l’actine et à la réorganisation du cytosquelette de la cellule [1, 9, 11].
Quel que soit le mécanisme, l’élément infectieux est emprisonné dans une vésicule appelée
phagosome, après la reformation de la membrane plasmique du PMN.

Par la suite, la maturation du phagosome repose sur la fusion des granules lysosomiaux et
la libération de leur contenu d’enzymes protéolytiques et hydrolytiques pour former ainsi le
phagolysosome. Ce mécanisme s’appelle la dégranulation. La libération du contenu des gra-
nules se produit de façon séquentielle : granules tertiaires, secondaires et pour finir primaires.
Les granules peuvent également fusionner avec la membrane plasmique du PMN et provoquer
une libération de leur contenu dans le milieu extracellulaire. Cela permet notamment d’atta-
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Figure 1.4 – Mécanismes de phagocytose de micro-organismes pathogènes par les PMNs : macro-
pinocytose et mécanisme Zipper. (Image originale de Jaumouille et al. [9])

quer et de dégrader les organismes trop volumineux pour être phagocytés, ou encore d’éliminer
des tissus lésés. Cependant, la dégranulation extracellulaire est à double tranchant car elle
peut provoquer la dégradation de tissus sains environnants [1, 12, 13]. Le déplacement des
granules vers la membrane plasmique se fait grâce au cytosquelette d’actine. Cela se poursuit
par l’attache des granules à la face interne de la bicouche lipidique membranaire et la fusion
complète des granules avec la membrane. La translocation et la fusion des granules requièrent
l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Ca2+), via les canaux calciques,
et l’hydrolyse d’ATP et de GTP [12].

L’interaction des PMNs avec des molécules stimulatrices (cytokines, formyl peptide (fMLP),
phorbol myristate acétate (PMA), ...) induit la phagocytose et la dégranulation [14, 15]. Or,
un troisième mécanisme, appelé nétose, a également été identifié. En effet, certaines cytokines
comme l’interleukine-8, provoquent la libération dans le milieu extracellulaire du NET (Neu-
trophil Extracellular Trap), composé de chromatines décondensées formant un complexe avec
des protéines granulaires et cytoplasmiques (histones, myéloperoxydase, élastase,...). Le NET
permet la séquestration des agents pathogènes et empêche leur accumulation et dissémination.
Les protéines cytotoxiques permettent leur dégradation [1, 16, 17, 18].

1.1.2 La flambée respiratoire

La libération du contenu des granules dans le phagosome ou le milieu extracellulaire est
accompagnée d’une augmentation de la consommation en oxygène, appelée flambée respi-
ratoire. L’oxygène consommé permet de générer des espèces activées de l’oxygène (ROS).
Celles-ci sont subdivisées en deux catégories, la première étant celle des radicaux libres, c’est-
à-dire des molécules ou ions contenant un ou plusieurs électrons non appariés, comme l’anion
superoxyde (O.−

2 ) et le radical hydroxyle (OH.). La seconde catégorie comprend des espèces
non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’oxygène singulet (1O2), l’acide
hypochloreux (HOCl) et le peroxynitrite (ONOO−). [19, 20]

1.1.2.1 La NADPH oxydase

Lors de la flambée respiratoire, le complexe protéique NADPH oxydase joue un rôle clé.
En effet, il catalyse l’oxydation du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)
en NADP+. L’électron ainsi libéré réduit l’oxygène en anion superoxyde (O.−

2 ) [20, 21, 22] :
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NADPH + 2O2 −→ NADP+ + 2O.−
2 +H+. (1.1)

La NADPH oxydase est un complexe enzymatique situé dans la membrane plasmique d’un
grand nombre de cellules (leucocytes neutrophiles et éosinophiles, monocytes, macrophages,
lymphocytes, cellules endothéliales, ...). L’ensemble des enzymes de type NADPH oxydase
sont reprises sous le terme NOX. Le complexe se trouvant dans les cellules phagocytaires
(dont les PMNs) est appelé NOX2. Il est composé de l’assemblage de six éléments distincts.
Deux sous-unités protéiques membranaires (p22phox et Gp91phox) forment un hétérodimère,
un flavocytochrome, appelé cytochrome b558. Quatre composants (p47phox, p40phox, p67phox

et Rac2) se trouvent quant à eux initialement dans le cytoplasme.

La NADPH oxydase peut se trouver dans différents états. Le premier est l’état de repos,
retrouvé dans les PMNs circulant dans le sang et dans lesquels les différents éléments du
complexe sont disséminés entre la membrane et le cytoplasme. Le complexe protéique est
donc inactif. Ensuite, l’activation des PMNs par des cytokines (Il-8, TNFα,...) ou des agents
comme le fMLP ou le PMA va provoquer l’amorçage de la formation du complexe protéique
(figure 1.5). L’état activé est atteint lorsque l’ensemble des protéines est assemblé et peut dès
lors induire l’oxydation du NADPH cytosolique [20, 23, 24, 25, 26, 27].

Figure 1.5 – Activation du complexe NADPH oxydase par le fMLP ou le PMA. Le PMA traverse
la membrane plasmique et peut activer directement les isoformes de la protéine kinase C (PKC) et
des protéines kinases activées par des agents mitogènes (MAPK). Le fMLP, quant à lui, se lie aux
récepteurs du formyl-peptide (FPR) provoquant une cascade de mécanismes, comme l’activation des
phospholipides D (PLD) et C (PLC) et des protéines tyrosine kinase (PTK). Ces phospholipides et
protéines vont activer les PKC et les MAPK. Ces kinases vont phosphoryler les sous-unités cytosoliques
p40phox, p67phox et p47phox. Celles-ci vont migrer vers la membrane plasmique et s’associer aux sous-
unités membranaires p22phox et Gp91phox. Le complexe NADPH oxydase activé va ensuite catalyser
la formation d’anions superoxydes à partir de l’oxygène moléculaire. Image basée sur les schémas de
Vermot et al. [23] et Belambri et al. [24])



16 1.1. LES LEUCOCYTES POLYMORPHONUCLÉAIRES NEUTROPHILES

L’activation du complexe NADPH oxydase nécessite la phosphorylation de l’ensemble des
sous-unités et la translocation, c’est-à-dire le déplacement, des protéines cytosoliques vers le
cytochrome b558 dans la membrane. En effet, l’activation du PMN va induire différentes voies
d’activation intracellulaire déclenchant l’activation de kinases (PKC, MAPK) (figure 1.5).
Ces protéines vont catalyser la phosphorylation des sous-unités de la NADPH oxydase. Les
kinases vont phosphoryler des sérines au niveau du p47phox afin de révéler le site de liaison
SH3 et permettre sa translocation vers la membrane et sa liaison avec le p22phox. Cela favo-
rise également l’attachement des deux sous-unités p40phox, p67phox, elles aussi préalablement
phosphorylées pour dévoiler leur site de liaison au complexe, et plus précisément au Gp91phox.
Cette sous-unité est également phosphorylée pour favoriser sa liaison avec les différentes autres
sous-unités. L’activation du PMN provoque également la dissociation du complexe protéique
Rac2GDP-RhoGDI provoquant la libération du Rac2, une petite protéine qui vient se lier au
Gp91phox et au p67phox. L’assemblage de l’ensemble des sous-unités est nécessaire pour per-
mettre le fonctionnement du complexe protéique et maintenir sa stabilité.[20, 23, 24, 25, 26, 28]

Figure 1.6 – Mécanisme du transfert d’électrons catalysé par la sous-unité membranaire Gp91phox,
afin de produire l’anion superoxyde à partir du substrat NADPH. Le NAPDH transfère deux électrons
au FAD, le réduisant en FADH2. Les électrons sont transférés en trois phases, successivement à l’hème
proximal, à l’hème distal et pour finir à une molécule d’oxygène afin de former l’anion superoxyde. A
partir d’une molécule de NADPH, deux molécules d’anion superoxyde sont formées. (Image originale
de Vermot et al. [23])

Le flavocytochrome b558 est le centre catalytique du complexe protéique. Le Gp91phox est
inséré dans la membrane et permet le transfert d’électrons entre le NADPH cytosolique et
l’oxygène présent dans le phagosome ou le milieu extracellulaire. Il est composé de six hélices
insérées dans la membrane. La troisième et la cinquième hélice contiennent deux structures
hémiques avec un noyau de fer en leur centre. La partie cytosolique de la protéine présente le
site de liaison pour le FAD (flavine adénine dinucléotide) et la NADPH. Le transfert trans-
membranaire d’électrons peut être décomposé en sept étapes représentées sur la figure 1.6.
Dans un premier temps, le NAPDH réduit le FAD en FADH2. Ensuite le FADH2 cède un élec-
tron à l’hème proximal (celui le plus proche du cytoplasme) et devient un radical semiquinone.
L’électron est ensuite transféré vers l’hème distal et est cédé ensuite à l’oxygène pour former
l’anion superoxyde. Après avoir cédé son électron, l’hème proximal est à nouveau disponible
pour oxyder une seconde fois le radical semiquinone en FAD et produire à nouveau l’anion
superoxyde. [20, 23, 24, 25, 26]
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1.1.2.2 La production de ROS

L’anion superoxyde est le précurseur d’autres espèces réactives de l’oxygène dans le pha-
gosome comme le peroxyde d’hydrogène H2O2 :

2O.−
2 + 2H+ −→ H2O2 +O2. (1.2)

La dismutation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène peut être soit spontanée,
soit catalysée par une métalloprotéine, la superoxyde dismutase. Le peroxyde d’hydrogène
peut alors également réagir avec d’autres composés pour donner notamment l’oxygène singulet
1O2 :

H2O2 + ClO− −→ H2O + Cl− + 1O2, (1.3)

et le radical hydroxyle, grâce à la présence d’ions métalliques comme l’ion ferreux (Fe2+) via
la réaction de Fenton :

H2O2 + Fe2+ −→ OH . + Fe3+ +OH-. (1.4)

Ces espèces activées de l’oxygène sont très réactives, notamment les radicaux libres en
raison de leur instabilité et du besoin d’associer leur électron non apparié. Elles vont entrer en
jeu lors de la destruction des micro-organismes en induisant des dommages oxydatifs. C’est le
cas, par exemple, de l’H2O2 qui possède un pouvoir bactéricide direct mais qui est également
le substrat naturel d’enzymes, les peroxydases, comme la myéloperoxydase. Ainsi, il permet
sous l’action catalytique de ces enzymes de générer des composés oxydants puissants. Quant à
l’anion superoxyde, en plus de donner le peroxyde d’hydrogène, il réagit dans le phagolysosome
avec des radicaux nitroxyles (oxyde nitrique) NO. produits par la NO synthase et forme le
peroxynitrite ONOO−, espèce réactive de l’azote [29] :

O.−
2 +NO. −→ ONOO−. (1.5)

Les ROS et leurs produits jouent donc un rôle essentiel dans les mécanismes de défense
immunitaire. Les phospholipides et les protéines composant les membranes plasmiques des
bactéries ou des virus sont les premières cibles des espèces activées de l’oxygène. En effet,
celles-ci peuvent par exemple, provoquer la peroxydation lipidique, c’est-à-dire l’oxydation
des chaînes d’acides gras insaturés formant les phospholipides. Le lipide qui se retrouve ainsi
à l’état radicalaire, peut alors réagir avec du dioxygène afin de former un radical peroxyle
(OO.), qui va à son tour oxyder les protéines transmembranaires. Les ROS peuvent éga-
lement oxyder les protéines et, plus précisément, certains acides aminés priviligiés (acides
aminés soufrés : cystéine, méthionine ; et acides aminés aromatiques : tyrosine, tryptophane,
phénylalanine), menant à des dommages irréversibles. L’altération de ces protéines et lipides
provoque des effets néfastes sur les organismes touchés. En effet, cela entraîne la modification
de la perméabilité membranaire ou encore la destruction des protéines de transport permet-
tant l’échange d’ions et de molécules entre les milieux intra- et extracellulaires, nécessaires à
la survie des organismes. Les oxydants puissants comme le peroxynitrite, peuvent également
induire des dommages aux molécules d’ADN en les fragmentant. [30, 31]

1.2 La myéloperoxydase

Compte tenu du grand nombre d’enzymes cytotoxiques contenues dans leurs granules, les
PMNs disposent, en plus du système de production d’espèces réactives de l’oxygène, de plu-
sieurs autres systèmes producteurs d’espèces oxydantes essentielles à la défense immunitaire
innée. La myéloperoxydase (MPO) constitue l’un d’eux. En effet, elle est présente en grande
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concentration (2 à 5 % en poids) dans les granules primaires et est, par conséquent, l’enzyme
la plus abondante dans les PMNs. [32, 33, 34, 35]

L’ensemble des peroxydases animales sont reprises dans la superfamille des "peroxydase-
cyclo-oxygénases". Celle-ci est divisée en sept familles dont celle des "Chordata peroxydases"
comprenant la myéloperoxydase, ainsi que la lactoperoxydase et l’éosinophile peroxydase.
[36, 37] Ces enzymes jouent un rôle antimicrobien important dans le processus inflammatoire
en produisant des espèces radicalaires via leurs activités peroxydasiques et d’halogénation.
Leur activité est également étroitement liée à la production de ROS. [32, 34, 35]

1.2.1 Structure de l’enzyme

Le précurseur de l’enzyme est une protéine de 75 à 80 kDa, N-glycosylée dans le réticulum
endoplasmique pour former une apoproMPO de 90 kDa. Cette forme est inactive. C’est éga-
lement dans le réticulum endoplasmique que l’apoproMPO incorpore un groupe prosthétique
hémique pour donner la proMPO de 90 kDa. Celle-ci sort du réticulum et se trouve alors dans
un compartiment pré-granulaire où elle est transformée dans la forme mature de l’enzyme.
[34, 37]

Figure 1.7 – Structure dimérique de la myéloperoxydase. Chaque monomère (vert et rose) contient
un hème (bleu) avec en son centre un atome de fer coordonné avec les quatre atomes d’azote de la
porphyrine et deux histidines, l’une proximale et l’autre distale. (PDB : 4C1M [38])

La MPO est un homodimère symétrique formé de deux hémi-enzymes identiques et in-
dépendantes du point de vue fonctionnel, contenant chacune un hème et reliées par un pont
disulfure. Les hèmes sont distants de 50 Å. Chaque hémi-enzyme est composée de deux sous-
unités. La première est une chaîne légère de 15 kDa tandis que la seconde est une chaîne
lourde et glycosylée dont le poids moléculaire varie entre 59 et 64 kDa. Le poids moléculaire
total de l’enzyme est compris entre 120 et 150 kDa (figure 1.7). [34]

L’hème, qui est un dérivé de la protoporphyrine IX, contient en son centre un atome de
fer à l’état d’oxydation +III (Fe3+). A l’état fondamental, le fer est à l’état high spin (voir
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annexe E, E.3.3). A pH neutre, le noyau de fer forme un complexe hexacoordonné avec les
quatre atomes d’azote de la porphyrine et deux histidines, une proximale (His 336) et une
distale (His 95). L’histidine proximale est liée de façon covalente au fer et l’histidine distale
est reliée par ponts hydrogène via une molécule d’eau. La spectroscopie Raman [39] a montré
qu’à pH acide, inférieur à 3, le fer perd son sixième ligand, suite à la protonation de l’histidine
distale. La perte de cette liaison entraîne une diminution de la contrainte sur l’hème. L’hème
est associé de façon covalente au reste de l’enzyme, en plus de la liaison par l’histidine 336.
En effet, la myéloperoxydase présente deux liaisons ester entre les carbones des groupements
méthyles 1 et 5 des cycles pyrroles A et C de l’hème et les acides aminés glutamate (Glu242)
et aspartate (Asp94). La MPO est la seule enzyme qui présente également une liaison ionique
sulfonium entre l’atome de soufre de l’acide aminé méthionine (Met 243) et le carbone β du
groupe vinyle du cycle pyrrole A. Du fait des contraintes associées aux liaisons, la porphyrine
de la MPO est non-planaire. En effet, sa structure est distordue. Les cycles pyrroles A et C
sont légèrement orientés vers le côté distal, induisant une structure arquée de la porphyrine
et déplaçant le noyau de fer au-dessus du plan de l’hème. La liaison sulfonium serait associée
à l’activité d’halogénation de l’enzyme, propriété exclusive de celle-ci [34, 39, 40, 41, 35].

Figure 1.8 – Représentation du réseau de molécules d’eau au sein du site actif de la MPO : A.
Vision du dessus de l’hème avec la représentation des ponts hydrogène entre les molécules d’eau B.
Vision latérale du site actif montrant notamment la courbure du plan de l’hème et la liaison ionique
sulfonium avec la méthionine (Met 243). Image originale de Malle et al. [41]

Le site actif de l’enzyme est constitué de la structure hémique et d’acides aminés (histidine
distale (His 95), arginine (Arg 239) et glutamine (Glu 102)). L’histidine distale et le résidu
arginine de l’apoprotéine jouent un rôle essentiel lors de l’interaction entre l’enzyme et son
substrat naturel H2O2. Le site actif est situé à la base d’une cavité, appelée poche hémique,
d’environ 15 Å de profondeur et 10 Å de diamètre. Un canal hydrophobe forme la jonction
entre cette cavité et la surface de l’enzyme. La disposition du site actif ainsi que du canal ne
permet que l’accès de molécules de petites tailles, inférieures ou légèrement supérieures à un
dipeptide [42, 43, 41]. La poche hémique contient un réseau de cinq molécules d’eau reliées
entre elles par ponts hydrogène (figure 1.8). La présence de ces molécules libres rigidifie la
zone hémique distale. La faible mobilité des molécules d’eau semble jouer un rôle essentiel
dans le positionnement et la fixation de petits substrats anioniques comme le Cl−, ainsi que
l’incorporation de l’atome d’oxygène pour former l’acide hypochloreux (voir section 1.2.2.1).
[41, 44, 45, 46, 47, 35]
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1.2.2 Activité oxydante de l’enzyme

Lorsque la MPO est libérée dans le phagolysosome ou dans le milieu extracellulaire, son
rôle majeur est de catalyser l’oxydation de substrats grâce à ses cycles d’halogénation et de
peroxydase en consommant son substrat naturel, le peroxyde d’hydrogène (H2O2), produit
par la NADPH oxydase (figure 1.9). L’action oxydante de la MPO dépend d’un grand nombre
de facteurs tels que la production de l’H2O2, la concentration en substrats et le pH.

Figure 1.9 – Schéma des cycles de peroxydase et de chloration de la myéloperoxydase (MPO).

1.2.2.1 Cycle d’halogénation

L’activité principale de la MPO consiste à catalyser l’oxydation des ions halogénures
(Cl−, Br− et I−) et pseudohalogénures (SCN−) pour produire les acides hypohalogéneux asso-
ciés : l’acide hypochloreux (HOCl), l’acide hypobromeux (HOBr), l’acide hypoiodeux (HOI)
et l’acide hypothiocyanique (HOSCN), composés extrêmement oxydants.

L’enzyme native, notée MPO-Fe(III), peut réagir avec le H2O2 afin de former le composé
I, un cation radicalaire MPO+.-Fe(IV)=O, par une double oxydation (1). Le H2O2 réagit
directement au niveau du site actif de l’enzyme, afin de donner un atome de fer dans l’état
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Figure 1.10 – Positionnement du peroxyde d’hydrogène dans le site actif de la MPO permettant
la formation du composé I. Le peroxyde d’hydrogène se lie par pont hydrogène avec l’histidine 95 via
une molécule d’eau. Image originale de L. V. Forbes et A. J. Kettle [45]

d’oxydation IV sur lequel est lié un atome d’oxygène par une double liaison. Pour y parvenir,
la molécule d’H2O2 se lie au niveau du site actif à l’aide de deux acides aminés, l’His95
et l’Arg239 (figure 1.10). La partie radicalaire de ce composé est localisée sur la structure
porphyrique. Cette forme radicalaire de la MPO est extrêmement réactive et possède, par
conséquent, une courte durée de vie. En effet, le composé I possède un temps de demi-vie
d’environ 100 ms. [32, 45, 48, 49, 50, 51]

MPO − Fe(III) +H2O2 −→MPO+. − Fe(IV ) = O +H2O (1.6)

Le composé I peut catalyser l’oxydation à deux électrons des ions halogénures X− en acide
hypohalogéneux HOX, et redonner l’enzyme native (2) :

MPO+. − Fe(IV ) = O +X− +H+ −→MPO − Fe(III) +HOX (1.7)

L’activité d’halogénation est une caractéristique unique de la MPO. Cette propriété est
liée à la présence d’une liaison ionique sulfonium entre la Met 243 et le groupement vinyle
du cycle pyrrole A de l’hème. La charge positive de l’atome de soufre de la Met 243 désta-
bilise électrostatiquement l’hème ferrique. En effet, l’effet attracteur d’électrons de la liaison
diminue la densité électronique du noyau de fer. Cet effet est accentué par la distorsion du
plan de l’hème via ses liaisons avec l’apoprotéine. Tous ces phénomènes influencent les po-
tentiels redox des différents couples de composés de l’enzyme et donnent des valeurs positives :

- E0 (composé I/enzyme native (FeIII)) = 1,16 V

- E0 (composé II/composé I) = 1,35 V

- E0 (enzyme native (FeIII)/composé II) = 0,97 V

- E0 (enzyme native (FeIII)/(FeII)) = 5 mV

contrairement aux autres types de peroxydases. Effectivement, les potentiels redox des couples
acide hypohalogéneux/ion halogénure sont inférieurs au potentiel du couple composé I/enzyme
native (FeIII) (E0 (HOCl/Cl−) = 1,08 V, E0 (HOBr/Br−) = 0,93 V et E0(HOI/I− = 0,57 V,
à pH 7), ce qui permet l’oxydation des ions halogénures. De plus, la présence du réseau rigide
de molécules d’eau dans la poche hémique distale aide l’interaction entre les ions halogénures
et le composé I. En effet, les ions se lient à l’oxygène du centre oxoferryle en se substituant à
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une molécule d’eau. [39, 40, 46, 47, 52, 53]

L’ion halogénure le plus présent dans le plasma est l’ion chlorure (100-140 mM) (Br−

(20-100 µM) et I− (0,1-0,6µM)). Le Cl− étant le substrat favorable pour le composé I, on
parle principalement de cycle de chloration qui produit l’acide hypochloreux HOCl [54]. Le
HOCl représente l’espèce oxydante la plus puissante générée par les PMNs. Il interagit avec
de nombreux composés chimiques présents dans le phagolysosome ou le milieu extracellulaire,
selon plusieurs voies réactionnelles, afin de former des composés réactifs comme des ROS ou
des RNOS. Le HOCl interagit notamment avec l’anion superoxyde pour donner une autre es-
pèce réactive de l’oxygène, le radical hydroxyle (OH.). Le HOCl forme également des espèces
nitrantes en réagissant avec l’H2O2 et les nitrites (NO−

2 ). L’HOCl peut aussi interagir avec
le peroxyde d’hydrogène selon la réaction de Mallet pour former l’oxygène singulet. Le HOCl
permet d’oxyder mais aussi de chlorer des molécules biologiques composant les bactéries ou
les virus. Il réagit avec les atomes d’azote et de soufre des molécules organiques de l’envi-
ronnement, comme des protéines, contenant des acides aminés méthionines, cystéines ou des
groupements thiols, amines, amides [35, 55, 56, 57]. L’HOCl peut également interagir avec des
bases nucléiques pour former des composés halogénés stables comme la 5-chlorocytosine ou
le 5-chlorouracile, marqueurs de la dégradation de l’ADN au niveau des sites inflammatoires
[58, 59].

1.2.2.2 Cycle de peroxydase

La MPO fait partie des peroxydases, des enzymes qui catalysent l’oxydation de substrats
donneurs d’électrons, notés AH2, par le peroxyde d’hydrogène H2O2. Elles catalysent les
réactions d’oxydoréduction du type

AH2 +H2O2 −→ A+ 2H2O, (1.8)

où H2O2 joue le rôle d’oxydant et AH2 le rôle de réducteur, selon un processus en trois étapes
[34, 41].

L’enzyme native, notée MPO-Fe(III), réagit avec le peroxyde d’hydrogène afin de former le
composé I, un radical cationique MPO+.-Fe(IV)=O (équation 1.6). Le composé I peut ensuite
réagir avec un substrat réducteur (AH2), pour donner le composé II, MPO-Fe(IV)=O, par
un mécanisme de transfert d’un seul électron (3). Le substrat oxydé se retrouve alors à l’état
radicalaire AH..

MPO+. − Fe(IV ) = O +AH2 −→MPO − Fe(IV ) = O +AH . +H+ (1.9)

Selon la nature du substrat intervenant dans le cycle, différentes espèces radicalaires AH.

sont formées et peuvent également intervenir dans la destruction des micro-organismes étran-
gers. Le composé II est, quant à lui, stable et non radicalaire. Enfin, le composé II, présentant
également un pouvoir oxydant, peut réagir avec un substrat du type AH2 et donc revenir à
la forme native de l’enzyme (4).

MPO − Fe(IV ) = O +AH2 −→MPO − Fe(III) +AH . +H+ (1.10)

Le fer à l’état ferryl (Fe(IV)) retourne à son état ferrique (Fe(III)). Ce cycle est appelé
cycle de peroxydase (figure1.9) et se répète tant que l’enzyme se trouve en présence de per-
oxyde d’hydrogène et d’un substrat réducteur. Ce cycle n’est pas exclusif à la MPO mais
existe pour d’autres peroxydases comme la peroxydase de Raifort ou horseradish peroxidase
(HRP). Le cycle catalyse l’oxydation d’un grand nombre de substrats réducteurs tels que les
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nitrites, la tyrosine, l’ascorbate, etc. Les radicaux ainsi formés peuvent à leur tour provo-
quer l’oxydation de molécules biologiques d’intérêt, comme des phospholipides composant les
membranes cellulaires [34], ou la nitration des résidus de protéines via des tyrosines, tryp-
tophanes,... [35, 60, 61] Le peroxyde d’hydrogène est également capable de jouer le rôle de
substrat réducteur dans le cycle. En effet, le composé I peut aussi réagir avec l’H2O2 pour
former le composé II et produire une espèce réactive de l’oxygène, l’anion superoxyde, qui a la
capacité d’induire par différentes voies réactionnelles, la formation d’autres ROS. De même,
l’anion superoxyde peut réagir avec le composé II pour reformer l’enzyme native.

L’enzyme native est capable également de réagir avec un composé réducteur, comme l’O.−
2 ,

pour former le composé III (5). Cette transformation est réversible. Ce composé III est un
équilibre entre l’enzyme, dont l’hème contient un atome de fer à l’état d’oxydation +2 associé
à une molécule de dioxygène, et l’enzyme native associée à l’anion superoxyde. Ce composé
III peut également apparaître suite à l’interaction du composé II avec de l’H2O2 (6). Enfin,
en présence de dioxygène, le composé III a aussi la possibilité de donner une autre forme de
l’enzyme dont l’atome de fer est à l’état ferreux (+2) (7). Celui-ci peut reformer le composé
II en réagissant avec l’H2O2 (8). Le composé III a été détecté aussi bien dans le phago-
some des PMNs que dans le milieu extracellulaire. Ce composé catalyse l’hydroxylation de
la tyrosine en di-et tri-tyrosine et de différents phénols en leur forme hydroquinone. [32, 34, 48]

Bien qu’étant le substrat naturel de la myéloperoxydase, le peroxyde d’hydrogène peut,
lorsqu’il est en excès, agir comme inhibiteur suicide de l’enzyme. Effectivement, le peroxyde
d’hydrogène peut réagir avec le composé III et former des espèces réactives (oxygène singulet,
radical hydroxyle) qui vont détruire l’hème et inactiver l’enzyme. [62]

1.2.2.3 Influence du pH sur l’activité de l’enzyme

Comme évoqué précédemment, la MPO possède une activité de chloration et de peroxy-
dase. L’affinité du composé I, commun aux deux cycles oxydants envers, d’une part, les ions
halogénures pour le cycle de chloration et, d’autre part, les substrats réducteurs pour le cycle
de peroxydase, dépend du pH du milieu et de la concentration en substrat. De façon générale,
l’activité de chloration augmente lorsque le pH diminue alors que l’action de peroxydase est
quasi constante de pH 5 à 8. [54]

Le pH des fluides biologiques est compris entre 7 et 7,4. Par conséquent, dans le milieu
extracellulaire, la MPO fonctionne majoritairement via son activité peroxydasique et on n’ob-
serve qu’une faible concentration en HOCl. L’ajout d’un excès d’ions Cl− (10 fois) par rapport
aux substrats de peroxydase n’inhibe la peroxydation que de 30% à pH 7. Lorsqu’on diminue
le pH à 6, une concentration physiologique (100-140 mM) de Cl− inhibe totalement le cycle de
peroxydase. Plus le pH diminue, plus la concentration nécessaire en Cl− pour une inhibition
totale diminue également. [51, 54, 63]

A pH acide, comme au sein du phagosome des PMNs ou dans certaines lésions inflamma-
toires, le cycle de chloration domine le cycle de peroxydase. A pH 5, une concentration en
substrats réducteurs 100 fois plus élevée qu’à pH 7,4 est nécessaire pour inhiber totalement
la chloration. A pH acide, l’affinité du composé I est dirigée vers les ions halogénures. L’in-
teraction des ions avec l’enzyme est favorisée par la protonation de l’histidine distale du site
actif, His 95. A pH acide, inférieur à 6, la protonation de l’histidine permet l’interaction entre
l’acide aminé et la charge négative de l’ion et donne lieu à la liaison de celui-ci. [51, 54, 63]
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1.2.2.4 Rôle de l’anion superoxyde

L’anion superoxyde joue un rôle essentiel dans le processus inflammatoire. Etant produit
par le complexe protéique NADPH oxydase (NOX2), l’anion superoxyde est le précurseur du
substrat naturel de la MPO, le peroxyde d’hydrogène, essentiel au déclenchement de l’activité
oxydante de l’enzyme. L’anion superoxyde peut lui-même servir de substrat pour la MPO. En
réagissant avec l’enzyme native, il forme le composé III qui, lui-même, peut donner l’enzyme
à l’état ferreux, inactive pour la production de HOCl (figure 1.9). L’anion superoxyde joue
également le rôle d’un agent réducteur pour le composé II afin de régénérer l’enzyme native. Il
peut donc jouer un rôle de stimulateur de l’activité catalytique de la MPO et notamment de
la production de HOCl, en empêchant l’accumulation de l’état peu réactif qu’est le composé
II. [64, 65]

1.2.3 Cibles principales de la MPO

Du fait de ses activités d’halogénation et de peroxydase, la MPO produit un grand nombre
d’espèces oxydantes : HOCl, HOBr, HOI, HOSCN, NO., ONOO−, ROS et radicaux. Ces es-
pèces ont pour cible de nombreuses molécules biologiques composant les agents pathogènes et
les tissus environnants (protéines, lipides, glycoprotéines, ADN, ARN,...).

Les acides aminés libres ainsi que ceux au sein de protéines sont les cibles principales. Ceux
majoritairement oxydés par l’HOCl sont les méthionines et les cystéines. La lysine, le tryp-
tophane, l’histidine, la tyrosine et les groupes aminés terminaux sont également touchés. Par
exemple, la formation de 3-chloro-tyrosine est un marqueur spécifique de l’activité oxydante
de la MPO. Le HOCl réagit avec les atomes d’azote et de soufre des molécules organiques
comme les thiols, les thioéthers, les amines, les amides ou le glutathion. Le HOCl réagit ra-
pidement avec les sucres aminés, même lorsqu’ils sont incorporés dans des glycoprotéines et
des protéoglycanes. [35, 66, 56, 57, 67, 68, 69]

Au sein de l’ADN et de l’ARN, la MPO provoque des dommages menant à des ruptures
simple ou double brin. L’HOCl peut réagir avec des bases nucléiques pour former des compo-
sés halogénés stables comme la 5-chlorocytosine ou le 5-chlorouracile. [58, 59]

Grâce à son cycle de peroxydase, la MPO oxyde le nitrite NO−
2 pour former du NO.

2. Celui-
ci provoque la nitration d’acides aminés tyrosine libres en nitrotyrosine. La tyrosine est éga-
lement un substrat pour le cycle de peroxydase. Les radicaux tyrosyles formés peuvent à leur
tour oxyder les groupements tyrosyles contenus dans des protéines et les lipides plasmatiques.
Le NO.

2 est également impliqué dans le phénomène de peroxydation lipidique des lipoprotéines
de basse densité (LDL). La MPO peut également oxyder des phénols pour former des radicaux
phénoxyls. Le glutathion est également un bon substrat pour l’enzyme. Les radicaux formés
peuvent provoquer l’oxydation de phospholipides composant la membrane des cellules. Le
HOCl peut également réagir avec des acides gras insaturés et le cholestérol pour générer des hy-
droperoxydes lipidiques et des chlorhydrines de cholestérol. [35, 32, 33, 69, 70, 68, 71, 72, 73, 74]

1.2.4 Sites d’action de la MPO

1.2.4.1 Phagosome

Lors du phénomène de dégranulation, qui suit la phagocytose de l’agent pathogène par le
PMN, les différents granules lysosomials fusionnent avec la paroi du phagosome et libèrent leur
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contenu d’enzymes protéolityques et hydrolytiques, dont la MPO. La concentration en MPO
peut atteindre 1 mM dans le phagolysosome. [75] Le complexe protéique NADPH oxydase
étant situé dans la membrane plasmique du neutrophile, il peut libérer sa production d’anions
superoxydes au sein du phagosome. Ce phénomène permet le déclenchement de l’activité
oxydante de la MPO et la destruction de l’agent pathogène [1, 23]. Des études montrent
que le phagosome est caractérisé par un pH acide. A la suite de la phagocytose de l’agent
pathogène, l’augmentation temporaire du pH intraphagosomal jusque 7,5-7,6 est suivie d’une
chute du pH. Les valeurs atteintes varient entre 4,7 et 6. [54, 76, 77]

1.2.4.2 Milieu extracellulaire

En plus d’être libérés dans le phagosome, une partie des granules dispersent leur contenu,
et notamment la MPO, dans le milieu extracellulaire afin d’attaquer les organismes qui ne
peuvent pas être phagocytés par les PMNs, comme des parasites ou des champignons. Environ
30% de la MPO se retrouve dans le milieu extracellulaire [78]. De plus, la phagocytose des
agents pathogènes et leur destruction dans le phagolysosome provoquent la mort des PMNs.
Celle-ci s’accompagne d’une libération de MPO dans le milieu extracellulaire. [32, 34, 54, 79]

La MPO libérée dans le milieu extracellulaire peut pénétrer la circulation sanguine et se
lier fortement à la paroi vasculaire. En effet, la MPO va interagir avec la matrice extracellulaire
des cellules endothéliales grâce à son caractère cationique [69, 35]. La matrice extracellulaire
couvre la membrane plasmique des cellules et est composée de fibres de collagène et de glyco-
protéines, les protéoglycanes, associées à des protéines et des chaînes de sulfate d’héparane.
La MPO va venir se fixer au sulfate d’héparane. La rétention de la MPO au sein de cette
matrice conduit ensuite à la migration de l’enzyme vers la région subendothéliale où elle est
bloquée mais toujours active [80, 35]. Ce phénomène peut partiellement expliquer l’impact
négatif de la MPO dans diverses pathologies inflammatoires [81, 82, 83].

1.3 Les pathologies inflammatoires

1.3.1 Lien entre MPO, PMNs et pathologies

Les ROS jouent un rôle essentiel dans un grand nombre de mécanismes biologiques, comme
la transduction du signal cellulaire, la prolifération cellulaire, l’angiogenèse ou encore les
processus de défense immunitaire. Afin de contrôler la production de ces espèces réactives
(O.−

2 , H2O2, OH−, HOCl) ou de radicaux, les défenses antioxydantes permettent un équi-
libre entre leur production et leur destruction. Ces défenses sont constituées de systèmes
enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase,...) et de molécules an-
tioxydantes comme les vitamines A, C ou E, les polyphénols, le glutathion, les oligoéléments
(sélénium), les protéines (ferritine),etc. Les molécules antioxydantes peuvent être produites
soit directement par l’organisme soit être apportées grâce à l’alimentation. Les antioxydants
permettent de diminuer, voire d’inhiber l’action oxydante des ROS, notamment en réduisant
les radicaux. Ces réactions d’oxydoréduction génèrent l’état radicalaire de la molécule an-
tioxydante, qui est plus stable et donc moins réactive. Les molécules antioxydantes à l’état
radicalaire peuvent également s’associer pour former des composés non radicalaires. Certaines
molécules antioxydantes peuvent aussi avoir une action directe sur les enzymes, par exemple
la MPO, qui interviennent dans la production des ROS. [84, 85, 86, 87]

Une production excessive de ROS, incontrôlée par l’organisme, via une surstimulation du
système immunitaire et/ou une défaillance des mécanismes antioxydants, induit un stress
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oxydatif [88]. Celui-ci est impliqué dans diverses pathologies comme les maladies cardio-
vasculaires et neurodégénératives, le cancer, l’athérosclérose, la polyarthrite rhumatoïde, la
pyélonéphrite, les maladies inflammatoires digestives er respiratoires, les allergies,... [33, 89,
90, 91, 92, 93]. Les causes de la réponse inadaptée du système immunitaire sont multiples : in-
flammation aiguë non traitée, génétique, exposition prolongée à diverses substances (polluants,
alcool, fumée de tabac, produits chimiques irritants,...), stress, maladie auto-immune,... La
famille des NADPH oxydases (NOX) est la source principale de ROS dans l’organisme dans
le cas de l’inflammation aiguë, tandis que la mitochondrie représente la source prépondérante
en situation chronique [94]. Les NOX se situent dans la membrane des cellules phagocytaires,
comme les PMNs notamment. Les pathologies inflammatoires aiguës ou chroniques sont as-
sociées à une infiltration et une accumulation de PMNs dans les tissus. La surstimulation des
PMNs provoque la libération importante de ROS dans le milieu extracellulaire, accompagnée
d’une libération excessive de MPO. Comme évoqué précédemment, la MPO libérée va se fixer
au sein de la matrice extracellulaire des cellules endothéliales. En présence de ROS comme le
peroxyde d’hydrogène et de substrats tels que le Cl−, la MPO va produire, via ses diverses
voies réactionnelles, des espèces oxydantes (principalement le HOCl) qui provoqueront la dé-
gradation des tissus hôtes environnants. Les PMNs et la MPO sont associés au développement
de nombreuses pathologies et sont définis comme marqueurs de celles-ci. [33, 43]

1.3.2 Exemples de pathologies liées à l’inflammation

1.3.2.1 Athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique caractérisée par la forma-
tion d’une plaque lipidique, appelée athérome, sur la paroi endothéliale d’artères de moyens
et grands diamètres. Cette plaque d’athérome est composée de divers éléments tels que des
lipides modifiés, des cellules musculaires lisses migrantes, des cellules endothéliales, des calci-
fications, des macrophages (cellules spumeuses) et des PMNs [35, 95].

Les PMNs libèrent de la MPO qui va se fixer à la matrice extracellulaire des cellules
endothéliales et va produire principalement l’HOCl et plus faiblement des espèces réactives
nitrées qui oxyderont les lipides des cellules, les lipoprotéines de basse densité (LDL) et de
haute densité (HDL). Le HOCl et les espèces nitrées oxydent les résidus tyrosine des LDL et
des HDL pour donner la chlorotyrosine et la nitrotyrosine, retrouvées abondamment dans les
lésions athérosclérotiques. [96, 97]

Les monocytes, premières cellules inflammatoires envahissant les lésions athéromateuses,
vont se différencier en macrophages, qui vont capturer et phagocyter les LDL et HDL oxydés.
Les macrophages, engorgés par les lipides et en voie de dégénérescence, sont appelés cellules
spumeuses ou foam cells. Celles-ci forment la base de la plaque d’athérosclérose. La présence
de résidus chlorés et nitrés au sein des HDL diminue leur capacité à participer à l’efflux
du cholestérol, c’est-à-dire à leur association au cholestérol pour permettre l’élimination de
ce dernier hors des cellules spumeuses et permettre son retour dans la circulation sanguine
vers le foie. L’oxydation des HDL favorise ainsi l’accumulation de cholestérol dans les parois
artérielles [96, 98, 99, 100].

Par la production notamment d’HOCl, la MPO est impliquée dans l’initiation et le dé-
veloppement de l’athérosclérose. Les lésions sont caractérisées par un pH acide, favorisant le
cycle de chloration de la MPO. [33, 98, 101, 102, 97, 103]

Le développement de la plaque d’athérome peut provoquer l’obstruction des artères et
l’altération de la circulation sanguine. La migration de la MPO dans la région subendothé-
liale est également liée à la déstabilisation de la plaque car le HOCl conduit à l’apoptose des
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cellules endothéliales. Le détachement de la plaque peut conduire à une occlusion suite à la
formation d’un caillot et mener à une thrombose. [33, 103]

De façon générale, les personnes souffrant de pathologies cardio-vasculaires présentent une
concentration en MPO circulant dans le sang plus élevée que les personnes saines. [102, 104,
103]

1.3.2.2 Maladies inflammatoires chroniques de l’intestin

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) comprennent la maladie de
Crohn et la colite ulcéreuse. Ces maladies touchent la paroi du système digestif. Elles se
caractérisent par des phases actives alternant avec des périodes de rémission. Ces maladies
provoquant des douleurs, des diarrhées sévères et de l’hématochézie, sont particulièrement in-
validantes. La colite ulcéreuse touche principalement le colon, tandis que la maladie de Crohn
concerne plus souvent l’intestin grêle et le colon. Les pathologies inflammatoires de l’intestin
peuvent induire des cancers, dont le cancer colorectal. [105, 106]

Les causes de ces pathologies ne sont pas clairement connues. Leur développement peut être
lié à divers facteurs génétiques et environnementaux. Ces facteurs provoquent un dérèglement
du microbiote intestinal et favorisent l’invasion de la muqueuse par des agents pathogènes.
Les MICI sont également caractérisées par une réponse immunitaire excessive. La muqueuse
intestinale est colonisée par un ensemble de cellules du système immunitaire comme les PMNs,
les éosinophiles et les mastocytes. La libération du contenu protéique granulaire des PMNs
a été observée au sein de la paroi et de la lumière intestinale. Un taux anormalement élevé
de MPO a été détecté dans les matières fécales des patients, traduisant la suractivité inflam-
matoire. Un lien entre la production de HOCl et les dommages de la muqueuse intestinale a
été établi. La production excessive de ROS est également caractéristique de ces pathologies.
[105, 106, 107]

1.3.2.3 Polyarthrite rhumatoïde

La polyarthrite rhumatoïde est une maladie dégénérative inflammatoire chronique qui
s’attaque à la membrane synoviale au sein des articulations. Cette maladie touche différentes
articulations, principalement celles de mains, des pieds, des genoux et des coudes mais elle peut
s’étendre et attaquer d’autres parties du corps comme le cou, les épaules, les hanches, la mâ-
choire. L’inflammation entraîne un gonflement et une raideur des articulations, accompagnés
de douleurs. Sur le long terme, la pathologie entraîne une érosion osseuse et une déformation
des articulations. [108, 109]

La polyarthrite rhumatoïde est caractérisée par une infiltration du tissu et du liquide
synovial par des cellules du système immunitaire notamment les PMNs. L’activation des
cellules induit une libération de MPO et des produits oxydants de l’enzyme, principalement
le HOCl. Ils contribuent à la dégradation des tissus et participent au développement et à la
progression de la maladie. [43, 110]

1.3.2.4 Cancer

De nombreuses études montrent le lien étroit entre l’inflammation et le cancer. Il a été
montré qu’une personne atteinte d’une pathologie inflammatoire chronique présente une pré-
disposition à développer un cancer. En effet, plus la situation inflammatoire persiste dans
le temps, plus le risque de générer un cancer est important. Environ 25% des cancers sont
associés à l’inflammation chronique [111, 112, 113]. Par exemple, la maladie inflammatoire
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chronique de l’intestin augmente le risque de développer un cancer colorectal [114]. Il existe
également un lien avec les cancers du foie, de la vessie, du sein, du poumon, de la prostate,...
[115, 116, 117] L’inflammation aiguë induite par une infection virale ou bactérienne augmente
également le risque de cancer. Des infections par les virus de l’hépatite B ou C peuvent
provoquer un carcinome hépatocellulaire [118].

Inversement, le cancer induit de l’inflammation. En effet, il peut être vu comme une bles-
sure qui ne guérit jamais. La présence de cellules cancéreuses va amener le déclenchement
du système inflammatoire qui aura pour but de les éliminer. Or, sur le long terme, ce même
système immunitaire peut également participer à la croissance et la prolifération tumorales.
L’interaction complexe des propriétés anti- et procancéreuses du système immunitaire fait
l’objet de nombreuses publications [112, 119, 120].

Au début du 19ème siècle, Jean Nicolas Marjolin (1828) et Caesar Hawkins (1833), chirur-
giens français et anglais, sont les premiers à suggérer un lien entre le phénomène inflammatoire
et le cancer. Il a fallu attendre environ un siècle pour approfondir la compréhension du rôle
essentiel du processus inflammatoire dans la tumorigenèse. En effet, Harold F. Dvorak a
démontré les similitudes entre le mécanisme du développement de nombreuses pathologies in-
flammatoires et le mécanisme de développement de tumeurs cancéreuses, comme l’invasion du
tissu conjonctif, le stroma, nécessaire à leur croissance. Durant ces deux phénomènes, une sé-
quence d’événements peut être observée comme l’augmentation de la perméabilité vasculaire,
une extravasation sanguine, l’accumulation de différentes protéines plasmatiques, l’activation
du système de coagulation sanguine extravasculaire, l’apparition d’une structure fibreuse fa-
vorisant la migration cellulaire (tissu cicatriciel (inflammation) et desmoplasie (cancer)), le
déclenchement de l’angiogenèse et la synthèse de collagène. [121]. Les cellules du système
inflammatoire inné (macrophages, PMNs, mastocytes,...) et adaptatif (lymphocytes T et B)
sont des éléments importants de l’environnement tumoral. Ces molécules contrôlent le déve-
loppement tumoral en communiquant entre elles par interaction directe ou en produisant des
médiateurs de l’inflammation, les cytokines. L’abondance et l’activation des différents types
de cellules immunitaires dans l’environnement tumoral ainsi que l’expression des médiateurs
de l’inflammation vont influencer l’équilibre entre l’action pro- et antitumorale du processus
inflammatoire. [121, 122]

Les PMNs sont liés à l’initiation de la tumorigenèse, au développement tumoral et de
métastases. Les mécanismes sont nombreux et ne sont pas totalement élucidés. Seule une liste
résumée est développée ici. La production de ROS et la libération de cytokines par les cellules
inflammatoires, dont les PMNs, peuvent induire des dommages à l’ADN des cellules du tissu
environnant, permettant l’accélération de leur mutation et le développement de cellules can-
céreuses. Les ROS produits peuvent également inactiver des enzymes appartenant au système
de réparation de l’ADN. Les PMNs sont également impliqués dans le développement tumo-
ral. En effet, les cellules sécrètent des protéines telles que l’élastase, la prokinecitine 2 ou la
métalloprotéinase favorisant l’induction de l’angiogenèse permettant la vascularisation de la
tumeur. Les PMNs aideraient également la mobilité des cellules cancéreuses dans les tissus,
favorisant ainsi la formation de métastases, probablement via le NETs. [122, 123, 124]

Tout comme pour les PMNs, des études ont mis en lumière la double action pro- et
antitumorale de la MPO. Bien que celle-ci ne puisse pas encore être définie comme marqueur
du cancer, elle est tout de même décrite comme étant une enzyme favorisant l’initiation et
le développement de tumeurs [125]. En effet, la production d’espèces oxydantes via les cycles
de peroxydase et de chloration de la MPO établit un environnement favorisant l’altération
de l’ADN cellulaire. L’exposition prolongée à des ROS contribue à l’induction de dommages
pouvant conduire à la mutation de gènes (oxydation des bases azotées et production du 5-
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chlorouracile et 5-chlorocytosine), à un phénomène de division cellulaire incontrôlé et à une
altération du mécanisme d’apoptose (mort cellulaire programmée) [58, 126, 127]. La MPO peut
également intervenir dans la migration des cellules tumorales, permettant ainsi la formation
de métastases. La MPO peut se lier à la matrice extracellulaire des tissus et les espèces
oxydantes produites, comme le HOCl, induisent des dommages qui pourraient être impliqués
dans l’infiltration et l’invasion des cellules cancéreuses dans les tissus [128, 129]. La MPO
pourrait agir comme molécule chémo-attractive, augmentant de ce fait la mobilité de cellules
cancéreuses, in vitro [130].

1.3.2.5 Sepsis

Le sepsis est la réponse systémique du corps à l’infection par une bactérie et moins fré-
quemment par un virus ou un champignon. Cette infection débute localement (pneumonie,
péritonite,...). Mais chez des personnes ayant un système immunitaire affaibli (personne âgée,
nouveau-né, malade), l’infection peut se répandre. La propagation de l’agent pathogène dans
la circulation sanguine mène à sa dissémination dans l’ensemble de l’organisme, induisant une
multitude de sites inflammatoires. Le choc septique correspond à la chute de tension artérielle
associée au sepsis. La diminution de l’apport en oxygène aux organes qui en découle peut
provoquer leur disfonctionnement. La production massive de cytokines (orage cytokinique)
et l’accumulation de cellules immunitaires (PMNs, macrophages, ...) participent également à
l’attaque des organes. La défaillance multiviscérale mène ensuite à la mort du patient. Environ
un tiers des patients atteints d’un sepsis décèdent. Cela correspond à environ 11 millions de
décès par an et des projections prédisent l’augmentation du nombre de décès dans le futur à
cause du vieillissement de la population [131].

Le rôle des PMNs lors d’un sepsis est complexe. En effet, l’origine de la pathologie est liée à
une altération de la réponse immunitaire, empêchant l’élimination de l’agent pathogène à l’ori-
gine de l’infection. Les PMNs, par exemple, vont réagir de façon moins efficace aux molécules
chémo-attractrices, diminuant ainsi leur accumulation au niveau des différents sites inflamma-
toires. Le recrutement systémique altéré des PMNs provoque par conséquent l’augmentation
de leur concentration dans le sang. La suractivation des PMNs entraîne la production et la
libération excessives de molécules oxydantes (ROS, enzymes, ...) dans la circulation, les ame-
nant ainsi vers différents tissus et organes, où ils induiront des dégâts importants [132, 124].
La myéloperoxydase libérée par les PMNs est définie comme un biomarqueur du sepsis. En
effet, la concentration en MPO est plus importante chez les patients en choc septique et un
lien entre l’activité de l’enzyme, la défaillance des organes et la mortalité a été établi. Une
concentration importante d’ADN conjugué à de la MPO est également détectée chez les pa-
tients septiques. Cela prouve l’augmentation du phénomène de nétose et celui-ci est corrélé à
la sévérité du dysfonctionnement des organes [133, 134, 135].

1.3.2.6 Pathologies neurodégénératives

L’inflammation est un des facteurs induisant le développement et la progression des patho-
logies neurodégénératives. La neuroinflammation est notamment caractérisée par la migration
de PMNs dans le système nerveux central [136]. Sur place, les cellules provoquent la libéra-
tion d’espèces oxydantes. Des pathologies comme la maladie d’Alzeimer, de Parkinson et la
sclérose en plaques sont caractérisées par la présence de MPO dans le cerveau. Les espèces
oxydantes produites par la MPO, dont notamment le HOCl, participent au stress oxydatif
et induisent des dommages aux cellules neuronales. En effet, les cellules de la microglie (ma-
crophages du système nerveux) produisent de l’anion superoxyde qui, en dismutant, donne
le peroxyde d’hydrogène. Ce substrat naturel de l’enzyme permet de déclencher son activité
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oxydante. La 3-chlorotyrosine et les produits d’oxydation des lipides sont des marqueurs des
pathologies neurodégénératives. [43, 137, 138, 139, 140, 141]

1.3.2.7 COVID19

Associée à la tempête cytokinique caractéristique du COVID 19, une augmentation de la
concentration en PMNs, circulant dans le sang, dans l’épithélium du nasopharynx et dans
l’espace bronchoalvéolaire a également été démontrée par différentes études, concluant à la
possibilité d’utiliser les PMNs comme cible thérapeutique pour traiter les cas sévères de la
maladie [142, 143, 144]. La libération de MPO par les PMNs provoque la production impor-
tante de ROS dont le HOCl. Cet oxydant puissant peut notamment entrer en compétition
avec l’oxygène pour se lier à la structure hémique de l’hémoglobine réduisant ainsi le transport
d’oxygène et induisant de l’hypoxie. La liaison du HOCl avec l’hème peut également détruire
les protéines hémiques et provoquer la libération de fer qui peut, par réaction de Fenton,
produire le radical hydroxyle. Pour finir, le cycle de peroxydase de la MPO (composé I et II)
consomme comme substrat le monoxyde d’azote (NO), un vasodilatateur, contribuant à la
constriction des vaisseaux sanguins pulmonaires [145].

1.3.3 Inhibition de la MPO

La MPO provoque le développement et la progression de pathologies inflammatoires. Etant
détectée en grande concentration dans les tissus et fluides inflammatoires, elle est définie
comme marqueur de l’inflammation. Pour contrôler et arrêter le processus d’inflammation
excessive, il est donc important de déterminer des moyens de contrôle de l’action de la MPO.
L’acide hypochloreux (HOCl), étant le composé oxydant produit le plus puissant, l’inhibition
de son action via l’utilisation de piégeurs permettrait de réduire les dommages de l’inflam-
mation sur les tissus. Cependant, ce n’est pas cette approche qui est privilégiée. En effet, la
grande réactivité du HOCl impose l’utilisation de très grandes concentrations de piégeurs pour
que ceux-ci soient efficaces. Une autre alternative serait d’éviter la formation de l’HOCl en
agissant au niveau de l’activité de la MPO, notamment au niveau de la formation du composé
I. En effet, ce composé est le précurseur du HOCl. En outre, il est également le premier inter-
médiaire du cycle de peroxydase de la MPO. Agir sur le composé I aurait des répercussions
sur l’activité oxydante de ce cycle. Il est donc nécessaire de trouver des molécules capables de
moduler l’activité de l’enzyme. [41, 43, 146]

1.3.3.1 Types d’inhibiteurs

Les inhibiteurs de la MPO peuvent être classés en deux catégories : les inhibiteurs réver-
sibles et irréversibles.

Les inhibiteurs réversibles peuvent interagir avec la MPO via deux mécanismes distincts
ou via l’association des deux. Le premier mode d’action consiste à agir en tant que substrat
réducteur avec les composés intermédiaires redox de l’enzyme, les composés I et II. Ces in-
hibiteurs doivent s’insérer dans la cavité du cycle actif de la MPO, suffisamment près de la
structure hémique pour permettre l’échange d’électrons. Ces molécules doivent être facilement
oxydées par le composé I et par conséquent avoir un potentiel redox inférieur à 1,35 V [52].
La réduction du composé I permet alors la formation du composé II. En interagissant effica-
cement avec le composé I, c’est-à-dire avec une constante de vitesse de réaction supérieure à
celle de la réaction d’oxydation à deux électrons des anions chlorure par le composé I (voir
équation 1.7), les inhibiteurs peuvent détourner l’enzyme du cycle de chloration vers celui de
peroxydase. Cela inhibe la formation d’HOCl [147, 148, 149].
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Ces inhibiteurs réducteurs peuvent être séparés en deux groupes selon la valeur de leur
potentiel d’oxydoréduction. Certaines molécules ont un potentiel redox compris entre celui
du composé II (0,97 V) et celui du composé I (1,35 V). Elles ne sont donc pas capables de
réduire le composé II et de permettre le retour de l’enzyme vers sa forme native. L’enzyme
s’accumule alors sous une forme peu active, le composé II. Cependant, in vivo, la présence
de nombreux substrats réducteurs peut empêcher l’inactivation de la MPO en permettant le
retour du composé II vers l’enzyme native. D’autres inhibiteurs sont caractérisés par un poten-
tiel redox inférieur à celui du composé II (0,97 V) et peuvent donc lui céder un électron pour
permettre le retour vers l’enzyme native. Ils peuvent alors entrer en compétition avec d’autres
substrats naturels de l’enzyme et empêcher leur passage à l’état radicalaire. Idéalement, les
inhibiteurs doivent former des radicaux peu réactifs ou pouvant s’associer pour former une
molécule stable. Bien qu’ils ne puissent stopper le déroulement du cycle de peroxydase, ils
peuvent le ralentir, en fonction de leur réactivité avec le composé II.

Le deuxième mode d’action des inhibiteurs réversibles est l’action anticatalytique, c’est-à-
dire l’inhibition du déclenchement de l’activité de l’enzyme via la liaison de l’inhibiteur dans
le site actif de l’enzyme. Il s’agit de molécules présentant une affinité avec le site actif de la
MPO. La petite taille de ces composés leur permet de s’insérer dans la cavité et d’y former
un complexe avec l’enzyme. Les inhibiteurs forment des liaisons comme des ponts hydrogène
ou des liaisons ioniques avec différents acides aminés (Histidine 95, Arginine 239, Glutamine
102) ou encore interagissent avec le noyau de fer au centre de l’hème. En occupant le site actif,
ils peuvent entrer en compétition avec d’autres substrats (H2O2, Cl−, substrats réducteurs)
et les gêner, voire les empêcher d’accéder au site actif. Ils peuvent ainsi fortement ralentir,
voire bloquer le déroulement des cycles oxydants de l’enzyme. C’est par exemple le cas d’un
polyphénol, la quercétine [43, 150, 151]

Enfin, les inhibiteurs réversibles peuvent également combiner les deux mécanismes d’ac-
tion. En effet, des molécules capables de s’insérer dans le site actif et de s’y lier peuvent
également, si elles sont caractérisées par un potentiel redox adéquat, combiner leur action de
blocage du site avec une activité réductrice, provoquant la formation et l’accumulation du
composé II, la forme inactive de l’enzyme [41, 146, 152, 153, 154, 151, 155, 156, 157]. Beau-
coup d’inhibiteurs efficaces de la MPO sont caractérisés par ce mode d’action. Galijasevic
et al. [158] ont montré que le tryptophane peut s’insérer dans le site actif et y former un
complexe. De plus, la molécule peut réduire le composé I mais pas le composé II, provoquant
l’accumulation de celui-ci. La mélatonine présente une action inhibitrice de la MPO similaire,
à la seule différence que la molécule peut réduire le composé II [159]. Ces deux molécules sont
des inhibiteurs efficaces du cycle de chloration. D’autres composés indoliques ou encore des
polyphénols (comme la curcumine ou l’acide gallique) ont montré des mécanismes d’action
similaires [148, 160, 161].

La deuxième catégorie reprend les inhibiteurs irréversibles. Ils bloquent totalement l’ac-
tivité de l’enzyme en induisant la destruction de l’hème ou en se liant de façon covalente à
la structure de l’enzyme (au noyau de fer ou à l’hème). Des inhibiteurs comme l’hydrazide
d’acide aminobenzoïque sont oxydés par les composés I et II du cycle de peroxydase de la
MPO. L’état radicalaire de la molécule peut alors réagir avec l’enzyme native et réduire le
noyau de fer Fe(III) en fer Fe(II) [162]. Ce dernier donne alors, en présence d’oxygène, le
composé III (figure 1.9). Le retour du composé III vers l’enzyme native est lent, ce qui permet
d’inhiber les cycles de peroxydase et de chloration. En présence d’une grande concentration
de peroxyde d’hydrogène, le composé III peut aussi provoquer la destruction de l’hème en
induisant la production d’espèces réactives de l’oxygène comme le radical hydroxyle [43, 41].
Les thioxanthines peuvent également réagir et être oxydées par le composé I de l’enzyme.
Leurs formes radicalaires peuvent ensuite se lier de façon covalente via leur atome de soufre,
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avec un pont thioéther, à un cycle pyrrole de l’hème. La modification structurelle du site actif
provoque l’inactivation définitive de l’enzyme, en l’empêchant de retourner à son état natif
[72, 163, 164].

1.3.3.2 Recherche d’inhibiteurs

De nombreuses études sont dédiées à la recherche d’inhibiteurs potentiels de la MPO et
à l’investigation de leur mode d’action. Bien que la découverte d’inhibiteurs irréversibles de
l’enzyme fasse l’objet d’un intérêt croissant, la recherche se focalise principalement sur les
inhibiteurs réversibles. Les inhibiteurs idéaux doivent avoir une structure leur permettant
d’entrer dans le site actif de la MPO, d’y former un complexe et de perturber la liaison
d’autres substrats. Cependant, cette propriété n’est pas suffisante. Les propriétés redox des
inhibiteurs doivent également être évaluées car ils doivent pouvoir interagir avec les composés
intermédiaires du cycle de peroxydase afin de permettre l’accumulation du composé II.

Beaucoup de recherches recourent au virtual screening pour concevoir de nouveaux inhi-
biteurs. Cette technique utilise la modélisation moléculaire afin de sélectionner, parmi une
grande base de structures moléculaires, de nouveaux composés présentant une affinité avec le
site actif de la MPO. Ces composés possèdent des éléments structurels favorisant leur inter-
action avec les différents éléments (acides aminés, hème, noyau de fer) composant la cavité
hémique et le tunnel d’accès [146, 152, 157, 165]. Une fois sélectionnées, ces molécules sont syn-
thétisées et leurs propriétés inhibitrices évaluées expérimentalement. Leur capacité réductrice
et leur interaction avec les intermédiaires de l’enzyme (composés I et II) sont étudiées. Les mo-
lécules présentant une action inhibitrice satisfaisante sont alors retenues pour la suite des tests
pré-cliniques au cours desquels sont notamment évaluées leur posologie et leur toxicité. Mal-
heureusement, certains composés testés peuvent être toxiques et leur utilisation ne peut, par
conséquent, être envisagée chez l’homme [72]. Malgré des résultats préliminaires intéressants,
les études pré-cliniques et cliniques de nombreux composés (e.g. thioxodihydroquinazolinone,
2-thiopyrimidone, alkylamine indolique, macrocyle triazolopyridine, thioxanthine) n’ont pas
été entreprises ou poursuivies [43, 72, 166, 167]. Pour le reste des composés, de nombreuses
étapes et des tests cliniques sont encore nécessaires avant qu’ils puissent être utilisés comme
traitement anti-inflammatoire [43, 72]. On estime qu’environ quinze ans sont nécessaires au
développement d’un nouveau médicament, entre le début de son étude et sa commercialisation
[168].

Afin de limiter ces contraintes, une alternative consiste à étudier l’action inhibitrice de
molécules ayant déjà une utilisation clinique. La posologie et la toxicité de ces molécules étant
donc déjà connues, un temps considérable peut être gagné lors de l’évaluation de leurs pro-
priétés immuno-modulatrices et de la mise en place de leur application contre des pathologies
inflammatoires. L’addition d’une action anti-inflammatoire à leur propriété première peut être
un atout appréciable pour de nombreux médicaments, parfois déjà utilisés dans le cadre de
pathologies ou de situations cliniques en lien avec l’inflammation. Dans le cadre de cette thèse,
les composés sélectionnés possèdent idéalement une action antioxydante.

1.3.4 Inhibition des PMNs

La MPO est une des cibles majeures des traitements anti-inflammatoires. Cependant,
celle-ci étant acheminée sur le site inflammatoire via les PMNs, il est également intéressant
d’observer l’impact des inhibiteurs de la MPO sur les différents rôles de ces cellules. En ef-
fet, de nombreuses recherches se sont récemment intéressées à l’utilisation des PMNs comme
cibles thérapeutiques pour le traitement de pathologies inflammatoires. Elles visent à manipu-
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ler les PMNs afin de limiter leur action néfaste en modulant, voire en inhibant, leur activation
excessive. Ces études recherchent des composés pouvant impacter le développement et la pro-
duction de PMNs, leur recrutement et leur accumulation sur le site inflammatoire, ainsi que
leur activation et leurs actions oxydantes comme la production de ROS, la dégranulation et
la nétose. Certaines études vont même plus loin que la stratégie première consistant à inhiber
l’activité des PMNs. Elles cherchent à restaurer leur activité normale. Un grand nombre de
voies existent pour traiter des pathologies inflammatoires via les PMNs. Elles ont fait l’objet
d’un article publié par Németh et al. [124]. Dans notre travail, seules les stratégies s’intéres-
sant aux mécanismes reliant les PMNs et la MPO seront étudiées.

Les PMNs libèrent l’ensemble des enzymes contenues dans leurs granules, dont la MPO,
dans le phagosome et le milieu extracellulaire via le mécanisme de dégranulation. En inhibant
celui-ci et plus précisément la libération extracellulaire de la MPO, les composés peuvent ré-
duire de façon conséquente l’impact négatif de l’enzyme lors de l’inflammation.

Un second phénomène important provoqué par les PMNs est la flambée respiratoire produi-
sant des anions superoxydes via le complexe protéique NADPH oxydase. L’anion superoxyde,
en plus d’être une espèce oxydante elle-même, est également le précurseur du substrat na-
turel de la MPO, H2O2, essentiel à l’activité oxydante de l’enzyme. Empêcher la production
d’anions superoxydes est un biais permettant d’inhiber la MPO. L’impact des inhibiteurs sur
la production d’anions superoxydes peut se faire à plusieurs niveaux. Les molécules peuvent
agir directement sur la NADPH oxydase. Si elles sont capables de pénétrer voire de traverser
la membrane cellulaire des PMNs, elles peuvent alors potentiellement soit empêcher la for-
mation du complexe enzymatique, soit agir sur le complexe formé et empêcher l’oxydation
du NADPH. Les molécules qui ne pénètrent pas au sein des PMNs peuvent, quant à elles,
potentiellement agir comme piégeurs de l’espèce réactive de l’oxygène.





Chapitre 2

Stratégie expérimentale

L’objectif de ce travail consiste à évaluer l’action antioxydante et immunomodulatrice de
divers composés. Dans ce but, une stratégie expérimentale systématique a été établie et ap-
pliquée pour les différentes catégories de molécules sélectionnées. Celles-ci sont reprises sous
le terme de molécules d’intérêt.

Dans un premier temps, une investigation de l’action antioxydante des molécules d’intérêt
a été menée (piégeage de ROS, capacité réductrice de radicaux et potentiel d’oxydoréduc-
tion). Au cours de la seconde étape, le but principal a été d’étudier l’interaction entre les
composés d’intérêt et les PMNs. Ces cellules, qui jouent un rôle essentiel dans le processus
inflammatoire, sont définies comme marqueurs dans de nombreuses pathologies (voir section
1.3.1). Parmi les nombreux mécanismes associés aux PMNs, deux actions liées à la MPO ont
été retenues et étudiées. Il s’agit d’une part de l’inhibition de la production de ROS et, plus
précisément, de l’anion superoxyde par les molécules d’intérêt et d’autre part de leur impact
sur le mécanisme de dégranulation de la MPO. L’objectif de la troisième partie des expériences
a consisté à étudier les mécanismes d’interaction entre les molécules d’intérêt et les cycles de
peroxydase et de chloration de la MPO. L’interaction entre ces molécules et le site actif de
l’enzyme a également fait l’objet d’une étude.

Ce chapitre détaille les différentes expériences réalisées et précise leur intérêt dans le cadre
de la démarche entreprise pour évaluer l’action immunomodulatrice des molécules d’intérêt.
L’ensemble des détails techniques sont repris dans l’annexe D et les notions théoriques relatives
aux techniques d’analyse utilisées (spectroscopie RPE, spectroscopie d’absorption UV-visible
et de fluorescence, voltammétrie cyclique et docking) sont quant à elles synthétisées dans
l’annexe E.

2.1 Etude de l’activité réductrice et antioxydante des
molécules d’intérêt

L’ inflammation est un processus oxydant qui provoque la production importante d’espèces
radicalaires et d’espèces réactives de l’oxygène, via différentes sources (cellules immunitaires,
enzymes). Le déclenchement d’un stress oxydatif, c’est-à-dire une production incontrôlée de
ces espèces oxydantes, induit l’apparition de pathologies aiguës et chroniques. En plus d’étu-
dier l’impact de potentiels composés immunomodulateurs sur l’origine de ces espèces, il est
également important d’évaluer leur action antioxydante en tant qu’agents réducteurs et pié-
geurs de radicaux et de ROS.
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2.1.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Le piégeage de ROS et de radicaux est un processus d’échange d’électrons, donc d’oxydo-
réduction. Afin de pouvoir comprendre le mécanisme de piégeage des molécules d’intérêt, il
est important d’évaluer leur capacité réductrice. Pour y arriver, il est nécessaire de déterminer
leur potentiel d’oxydoréduction.

Un des objectifs principaux de ce travail est également d’étudier l’action inhibitrice po-
tentielle des molécules d’intérêt sur l’activité oxydante de la MPO (voir section 1.2.2). L’in-
teraction des molécules en tant que substrat réducteur dans les cycles de peroxydase et de
chloration de l’enzyme fait partie des différents mécanismes d’inhibition possibles. L’évalua-
tion du potentiel d’oxydoréduction aidera à l’interprétation des résultats de ces études.

Figure 2.1 – A. Voltammogramme d’un système réversible. Le potentiel d’oxydoréduction est estimé
à partir du potentiel de demi-vague E1/2. B. Voltammogramme d’un système irréversible. Le potentiel
d’oxydoréduction est estimé à partir du potentiel de demi-pic Ep/2. Image modifiée à partir d’une
image originale de Espinoza et al. [169].

La voltammétrie cyclique permet d’évaluer le potentiel d’oxydoréduction des molécules
d’intérêt (voir annexe E). En quelques mots, cette technique consiste à appliquer une diffé-
rence de potentiel à un système d’électrodes plongé dans une solution contenant la molécule
étudiée. La variation de cette différence de potentiel permet d’induire des échanges d’élec-
trons entre les électrodes et les molécules d’intérêt, suite à l’oxydation ou la réduction de ces
dernières. Le transfert d’électrons génère la circulation d’un courant dans le dispositif expéri-
mental. La représentation de la valeur de ce courant en fonction de la valeur de la différence de
potentiel appliquée forme un voltammogramme (figure 2.1). Les potentiels d’oxydoréduction
sont déterminés sur base des voltammogrammes obtenus. Dans le cas des systèmes réversibles
(pics d’oxydation et de réduction observés sur le voltammogramme), le potentiel d’oxydoré-
duction E0 est estimé en déterminant le potentiel de demi-vague E1/2 (figure 2.1 A). Dans le
cas des systèmes irréversibles, l’absence de pic de réduction empêche de déterminer le potentiel
de demi-vague. Espinoza et al. [169] ont montré que le potentiel de demi-pic Ep/2 fournit une
bonne estimation du potentiel d’oxydoréduction E0 pour des petites vitesses de scan (figure
2.1 B).
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Les propriétés d’oxydoréduction dépendent fortement du pH du milieu mais aussi de sa
composition. C’est pourquoi, dans le cadre de ce travail, l’étude voltammétrique des molécules
d’intérêt a été réalisée dans du tampon phosphate pH 7,4. Il est le plus fréquemment utilisé,
notamment pour les études réalisées sur la myéloperoxydase.

L’évaluation des potentiels d’oxydoréduction des molécules d’intérêt permet en les com-
parant à ceux associés à d’autres espèces chimiques (états redox de la MPO (enzyme native,
composé I et composé II) (voir section 1.2.2), radicaux, ROS) de déterminer leur action en tant
qu’agents réducteurs ou oxydants vis-à-vis de ces espèces. On peut de ce fait prédire l’éven-
tuelle capacité des molécules d’intérêt à agir en tant que piégeurs de ROS et de radicaux ou
comme agents réducteurs dans les cycles de peroxydase et de chloration de la MPO.

2.1.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

La méthode ABTS permet d’évaluer la capacité des molécules d’intérêt à réduire des
espèces radicalaires. En effet, la production chimique des cations radicalaires ABTS+. est
simple et peut être facilement observée grâce à la coloration verte de la solution. Celle-ci est
caractérisée par un spectre d’absorption avec une absorbance maximale à 734 nm (figure 2.2).
L’action réductrice des molécules d’intérêt peut alors être évaluée, grâce à la spectroscopie
d’absorption UV-visible, en suivant dans le temps la diminution de l’absorbance de la solution
d’ABTS+..

Figure 2.2 – Spectre d’absorption du radical ABTS+..

Les résultats obtenus peuvent être corrélés aux potentiels d’oxydoréduction estimés par
voltammétrie cyclique. En effet, le potentiel redox du couple ABTS+./ABTS a été évalué à
+698 mV vs ESH (électrode standard à hydrogène) à pH 7,4 (figure 2.3). Cette valeur est
proche de celles décrites dans la littérature (+677 mV à pH 7 [170]). Les molécules d’intérêt
caractérisées par un potentiel redox inférieur au potentiel du couple ABTS+./ABTS joueront
le rôle d’agent réducteur et auront la capacité de céder un électron aux radicaux ABTS+., qui
eux joueront le rôle d’agent oxydant.
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Figure 2.3 – Voltammogramme de l’ABTS (1 mM) dans du tampon phosphate pH 7,4 (vitesse de
balayage : 10 mV/s). L’électrode de référence est une électrode de calomel saturée.

2.1.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

Les espèces réactives de l’oxygène sont des espèces oxydantes essentielles au processus
inflammatoire. Cependant, lors de pathologies inflammatoires, leur surproduction peut causer
des dégâts tissulaires. C’est pourquoi il est intéressant que des molécules immunomodulatrices
puissent piéger ces espèces afin de prévenir leur action oxydante.

Lors du processus inflammatoire, l’anion superoxyde est le premier ROS précurseur, formé
notamment par les PMNs. Il permet la formation d’autres ROS tels que le peroxyde d’hy-
drogène, substrat naturel de la MPO. Il peut également servir de substrat dans le cycle
de peroxydase de l’enzyme. En piégeant l’anion superoxyde, les molécules d’intérêt peuvent
contrecarrer son action oxydante et réduire, voire inhiber, la formation de ROS et, par consé-
quent, impacter le déclenchement des cycles oxydants de la MPO.

Au cours d’une première expérience, la spectroscopie RPE (voir annexe E), associée au
spin trapping, a permis d’évaluer l’action de piégeage de l’anion superoxyde par les molécules
d’intérêt. Celui-ci est produit par un système enzymatique, xanthine/xanthine oxydase.

xanthine+ 2 O2 +H2O −→
xanthine oxydase

acide urique+ 2 O.−
2 + 2 H+ (2.1)

L’espèce active de l’oxygène étant très réactive, elle ne peut être détectée directement
par spectroscopie RPE à température ambiante. Elle doit donc être piégée par le DMPO, un
piégeur de spin, afin de former un adduit de spin (DMPO-OOH) plus stable dans le temps. La
compétition entre les molécules d’intérêt et le DMPO pour interagir avec l’anion superoxyde
peut être déterminée en observant la diminution de l’intensité du spectre du DMPO-OOH
(figure 2.4).
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Figure 2.4 – Spectre RPE de l’adduit de spin DMPO-OOH.

DMPO +O.−
2 −→ DMPO −OOH (2.2)

Au cours d’une seconde expérience, l’emploi du KO2 a permis de produire l’anion super-
oxyde afin de s’affranchir de l’espèce enzymatique pouvant potentiellement interagir avec les
molécules d’intérêt. La technique de détection diffère également. La chimiluminescence, avec
l’utilisation de la sonde L-012, analogue du luminol, remplace la spectroscopie RPE. La chi-
miluminescence est le processus de production de lumière par une molécule à la suite d’une
réaction chimique. Par exemple, l’oxydation de la sonde L-012 avec l’anion superoxyde pro-
voque la formation d’un composé, un acide aminophtalique, se trouvant dans un état excité.
Celui-ci retourne à son état fondamental en émettant un photon (figure 2.5).

Figure 2.5 – Réaction de chimiluminescence du L-012 avec les ROS. Image modifiée à partir d’une
image originale de [171]

On peut étudier le piégeage de l’anion superoxyde par les molécules d’intérêt en observant
l’inhibition de la chimiluminescence du L-012.
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2.1.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

L’oxygène singulet est une espèce réactive de l’oxygène intervenant dans le processus
inflammatoire. In vivo, il est produit via l’interaction entre le HOCl et l’H2O2, deux ROS
générés par les PMNs et la MPO [172], selon la réaction suivante :

HOCl +H2O2 −→ 1O2 +H2O +H+ + Cl− (2.3)

L’étude de la réactivité de l’oxygène singulet avec les molécules d’intérêt est réalisée par
spectroscopie d’absorption UV-visible. Il existe d’autres sources de production de l’oxygène
singulet comme l’irradiation de photosensibilisateurs. Le rose Bengale est une de ces sources
très efficaces d’oxygène singulet (rendement quantique : Φ(1O2) = 0,75 [173]). L’irradiation
du rose Bengale (λ > 450 nm) permet son passage à l’état excité RB∗. Celui-ci transfère son
excès d’énergie à l’oxygène moléculaire présent en solution à l’état triplet (son état électronique
fondamental) et provoque son passage à l’état singulet :

RB + hν −→ RB∗ (2.4)

RB∗ + 3O2 −→ 1O2 +RB (2.5)

L’oxygène singulet peut ensuite interagir avec une sonde, l’acide anthracène-9,10-dipropio-
nique (ADPA) (constante de vitesse : 8,2 107 M−1s−1 [174]). L’oxydation de l’ADPA forme
un endoperoxyde (figure 2.6), un composé caractérisé par un spectre d’absorption différent de
l’ADPA, c’est-à-dire n’absorbant plus entre 320 et 410 nm (figure 2.7). [173, 175, 176]

Figure 2.6 – Interaction de l’ADPA avec l’oxygène singulet et formation de l’endoperoxyde. Schéma
original de Craig et al. [176]

L’irradiation du rose Bengale et la production continue d’oxygène singulet qui en découle
provoquent la décroissance du spectre d’absorption de l’ADPA qui peut être suivie dans le
temps (figure 2.7). Si la molécule d’intérêt est capable de piéger l’oxygène singulet, elle peut
entrer en compétition avec l’ADPA et empêcher la diminution de son spectre d’absorption, à
condition que sa constante de vitesse d’interaction avec le ROS soit du même ordre que, ou
supérieure à, celle de l’ADPA (8,2 107 M−1s−1 [174]).

Les piégeurs de l’oxygène singulet peuvent interagir avec celui-ci de deux manières. Il
existe des piégeurs dits chimiques. Leur structure chimique est modifiée suite à leur réaction
avec le ROS, ce qui provoque une modification de leur spectre d’absorption. Par exemple,
l’ADPA est un piégeur chimique qui incorpore les deux atomes d’oxygène dans sa structure
cyclique pour former un nouveau composé endoperoxyde (figure 2.6). Le second type est le
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Figure 2.7 – Spectre d’absorption de l’ADPA entre 300 et 420 nm (courbe bleue). Décroissance
de l’absorbance du spectre de l’ADPA suite à son interaction avec l’oxygène singulet, produit par
l’irradiation du rose Bengale pendant dix minutes (courbe rouge).

piégeur dit physique. L’oxygène singulet transfère son excès d’énergie au piégeur, qui passe
dans un état excité, sans altérer sa structure. Le spectre d’absorption de la molécule reste
alors inchangé. Le transfert d’énergie peut par exemple, faire passer un électron du piégeur
vers un niveau d’énergie vibrationnelle supérieur. La molécule se désexcite ensuite par voie
non radiative, grâce à un échange de chaleur avec le solvant. Parmi les exemples de piégeurs
physiques, on peut citer les caroténoïdes. Par conséquent, l’observation de l’évolution du
spectre d’absorption du piégeur en réponse à son interaction avec l’oxygène singulet permet
d’obtenir une première information sur son mécanisme d’action.

2.1.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

Le cycle d’halogénation de la MPO est une propriété unique parmi les peroxydases (voir
section 1.2.2.1). Il permet de produire différents acides hypohalogéneux, dont le principal est
l’acide hypochloreux (HOCl). Le HOCl est un oxydant puissant qui est impliqué dans l’oxyda-
tion et la chloration de nombreuses molécules biologiques. Piéger le HOCl permet de réduire
l’impact oxydant de la MPO.

Afin de s’affranchir de l’influence d’un système enzymatique, le HOCl est produit chi-
miquement à partir du NaOCl. Le HOCl peut alors interagir avec une sonde dérivée de la
fluorescéine, l’APF. L’oxydation de l’APF produit la fluorescéine, une molécule fluorescente
(figure 2.8). En excitant ensuite cette molécule avec un rayonnement de longueur d’onde adap-
tée (490 nm), celle-ci émet un rayonnement de fluorescence à 515 nm. L’inhibition de ce signal
de fluorescence indique la capacité des molécules d’intérêt à piéger l’acide hypochloreux et à
entrer en compétition avec l’APF.
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Figure 2.8 – Réaction de l’APF avec l’acide hypochloreux pour donner la molécule fluorescente, la
fluorescéine. Schéma modifié à partir d’une image originale de Pierzchala et al. [177]

2.2 Etude de l’action des molécules d’intérêt sur l’activité
oxydante des leucocytes polymorphonucléaires
neutrophiles (PMNs)

Les PMNs sont les cellules immunitaires les plus représentées au niveau du site inflam-
matoire. Leur rôle consiste à y apporter diverses enzymes cytotoxiques dont la MPO. En
collaboration avec ces enzymes, les PMNs vont produire des espèces oxydantes comme des
ROS et des radicaux. L’activité des PMNs est étroitement liée à l’activité oxydante de la MPO.
En effet, en plus de libérer l’enzyme via le processus de dégranulation, les cellules produisent,
lors du processus de flambée respiratoire, l’anion superoxyde. Ce ROS est le précurseur du
peroxyde d’hydrogène, substrat naturel de l’enzyme.

Parmi les nombreux processus liés aux PMNs (phagocytose, nétose,...), cette étude s’est
intéressée plus particulièrement aux deux mécanismes en relation avec la MPO : la production
d’anions superoxydes et la libération de MPO. L’action inhibitrice des molécules d’intérêt a
été évaluée grâce à différentes expériences de luminescence et de spectroscopie d’absorption
et de fluorescence.

2.2.1 Isolement des PMNs

Pour les différentes expériences utilisant les PMNs, reprises ci-dessous, les cellules ont
été isolées à partir de sang complet de cheval. Les chevaux sains proviennent de la clinique
équine de l’Université de Liège. Ils sont dédiés à l’observation et à la formation des étudiants
et ne prennent aucun traitement pouvant interférer avec les expériences menées. Le sang de
cheval a été préféré pour plusieurs raisons. Tout d’abord, le prélèvement et l’utilisation de
sang humain implique l’établissement d’un protocole plus contraignant. La collaboration du
laboratoire du CORD (Centre de l’Oxygène, Recherche et Développement, ULiège), où les
différentes expériences ont été menées, avec la clinique vétérinaire permet un accès rapide au
sang équin. Enfin et surtout, l’utilisation de sang de cheval peut se justifier car le système
immunitaire du cheval est comparable à celui de l’homme. Les PMNs équins contiennent un
complexe NAPDH oxydase et une myéloperoxydase quasi identiques aux enzymes humaines.
Au vu des similitudes entre la réponse immunitaire à diverses pathologies inflammatoires chez
l’homme et chez le cheval, ce dernier peut être utilisé comme modèle animal. [178, 179, 180]

Les PMNs sont isolés selon la méthode de Pycock et al [181], avec un gradient de Percoll,
et leur concentration est déterminée par comptage à l’aide d’un microscope optique (voir
annexe D).
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2.2.2 Viabilité cellulaire

Avant d’étudier l’effet des molécules d’intérêt sur divers mécanismes des PMNs, il est né-
cessaire de connaître l’impact qu’ont ces composés sur la viabilité des cellules.

Figure 2.9 – Test d’exclusion au bleu trypan : viabilité de cellules gliales (cellules de Müller).
Les cellules vivantes apparaissent en blanc (flèches vertes) et les cellules mortes apparaissent en bleu
(flèches rouges). L’image originale est de Nweze et al. [182].

Ce taux de viabilité des PMNs incubés avec les différentes molécules d’intérêt est évalué
grâce au test d’exclusion au bleu trypan (figure 2.9). Ce test se base sur la capacité qu’ont les
cellules vivantes, (ayant donc une membrane plasmique intacte), d’empêcher des molécules de
colorant de traverser leur membrane et de colorer leur cytoplasme. Au contraire, les cellules
mortes, dont la perméabilité membranaire a augmenté, se colorent. En comparant le nombre
de cellules colorées en bleu au nombre total de cellules, il est possible de déterminer la viabilité
d’une suspension cellulaire [183, 184].

2.2.3 Inhibition de la production d’anions superoxydes

Réduire, voire inhiber, la production d’anions superoxydes est un moyen d’impacter l’ac-
tivité oxydante des PMNs et, par extension, de la MPO en interférant dans la production de
son substrat naturel, le peroxyde d’hydrogène. L’action inhibitrice des différentes molécules
d’intérêt a été évaluée grâce à deux expériences de luminescence.

Au cours d’une première série de mesures, les PMNs sont incubés pendant dix minutes
en présence des différentes molécules d’intérêt. La production d’anions superoxydes par les
cellules est ensuite évaluée grâce à la chimiluminescence de la sonde L-012. Cette première
expérience permet de mettre en évidence la diminution de la production d’anions superoxydes
induite par l’incubation des cellules avec les molécules d’intérêt, en mesurant la décroissance
du signal de luminescence. Comme celles-ci restent en solution durant la mesure, on ne peut
pas distinguer leur mécanisme d’action. En effet, certains composés pourraient agir sur les cel-
lules elles-mêmes et, notamment, sur le complexe NADPH oxydase et réduire la formation de
l’espèce réactive de l’oxygène. D’autres molécules pourraient agir comme piégeurs de l’anion
superoxyde, une fois celui-ci produit par les cellules. Enfin, les molécules pourraient cumuler
les deux mécanismes d’action.

Afin d’approfondir la compréhension du mécanisme des molécules ayant montré une action
lors de la première expérience, une seconde série de tests a été réalisée. Au mode opératoire de
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la première expérience s’ajoute une étape de centrifugation de la solution de PMNs et d’éli-
mination du surnageant, avant la remise en suspension des cellules et leur activation. Cette
étape permet d’éliminer les molécules d’intérêt qui n’ont pas interagi avec les PMNs. En effet,
les molécules peuvent potentiellement pénétrer la membrane plasmique, voire même atteindre
le cytoplasme, ou du moins interagir avec la membrane. Dans ces différents cas, les molécules
ne seront pas éliminées par la centrifugation et pourront maintenir leur action inhibitrice sur
la production d’anions superoxydes et par conséquent impacter la luminescence de la sonde
L-012. Dans le cas contraire, les molécules restées en solution sont éliminées avec le surna-
geant et ne peuvent donc plus impacter la concentration en anions superoxydes produits par
l’activation des cellules.

2.2.4 Inhibition de la dégranulation

Sur le site inflammatoire, l’activation des PMNs provoque le phénomène de dégranulation,
consistant en la libération des enzymes cytotoxiques contenues dans les granules cytoplas-
miques. Inhiber la dégranulation des PMNs permet d’empêcher la libération de la MPO dans
le milieu extracellulaire et de prévenir ainsi son impact oxydant.

Figure 2.10 – Réaction du p-nitrophenylphosphate avec la phosphatase alcaline et formation du
p-nitrophénol. Schéma original de R. L. Dean [185]

La première étape de l’expérience consiste à activer les PMNs et permettre le déclen-
chement du mécanisme de dégranulation, en présence des diverses molécules d’intérêt. Le
surnageant contenant l’ensemble des enzymes libérées par les différents granules cellulaires
est récolté. La quantité de MPO libérée par les PMNs activés est alors mesurée par un test
ELISA [186] à trois anticorps (voir Annexe D). Un premier anticorps permet de capter et
fixer la MPO présente dans le surnageant. Ensuite, un second se fixe à la MPO et permet
la fixation d’un troisième lié à une autre enzyme appelée la phosphatase alcaline. Celle-ci
pourra alors interagir avec le p-nitrophenylphosphate (pNPP), composé incolore, et le diviser
en p-nitrophénol (pNP) et en une molécule de phosphate (figure 2.10). Le pNP est coloré et
présente un spectre d’absorption avec un maximum à 405 nm. Il peut, par conséquent, être
détecté par spectroscopie d’absorption. Si les molécules d’intérêt réduisent, voire inhibent, la
libération de MPO, l’enzyme ne sera pas fixée par le système d’anticorps. Ces anticorps et
la phosphatase alcaline seront donc éliminés lors des étapes de lavage. Le pNPP ne sera pas
transformé et aucune augmentation de l’absorbance ne sera observée à 405 nm.

2.2.5 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

Si les molécules d’intérêt ne sont pas capables d’inhiber la libération de MPO par les PMNs,
elles peuvent tout de même potentiellement inhiber l’activité oxydante de l’enzyme. C’est
pourquoi une expérience SIEFED a été réalisée avec la MPO dégranulée. Le SIEFED (Specific
Immunological Extraction Followed by Enzyme Detection) est une technique de détection
immunologique mise au point par le laboratoire du CORD de l’ULiège. Elle permet de mesurer
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spécifiquement l’activité peroxydasique de la myéloperoxydase et d’évaluer l’impact d’une
molécule inhibitrice sur cette activité. Une étape de lavage permet de s’assurer de la capacité
d’insertion et de fixation de l’inhibiteur au sein du site actif de l’enzyme (voir section 1.2.1).
Les détails du déroulement d’une expérience de SIEFED (figure 2.11) sont décrits en annexe
D.

Figure 2.11 – Schéma illustrant le principe du SIEFED. A : L’inhibiteur ne s’insère pas dans le
site actif de la MPO ou du moins n’y forme pas de liaisons résistant à l’étape de lavage. L’absence
d’inhibiteur lors du déclenchement du cycle de peroxydase de l’enzyme permet l’oxydation de la sonde
Amplex Red et par conséquent sa fluorescence. B : L’inhibiteur est capable de s’insérer dans le site actif
et de former un complexe avec l’enzyme. L’inhibiteur n’est pas éliminé par l’étape de lavage et empêche
par conséquent le peroxyde d’hydrogène d’accéder au site actif. Dès lors, le cycle de peroxydase n’est
pas initié et la sonde Amplex Red n’est pas oxydée. Le signal de fluorescence est inhibé.

Tout comme pour le test sur l’inhibition de la dégranulation, les PMNs doivent dans
un premier temps être activés en présence des molécules d’intérêt afin de libérer le contenu
enzymatique de leurs granules dans le milieu extracellulaire. Le contenu de la dégranulation est
incubé dans des puits d’une plaque 96 puits, dont le fond est recouvert d’anticorps. La MPO
peut alors se fixer à ceux-ci et les molécules d’intérêt, si elles en sont capables, peuvent s’insérer
et se lier dans le site actif de l’enzyme. Une phase de lavage permet ensuite d’éliminer la MPO
non fixée, les molécules d’intérêt n’ayant pas interagi avec l’enzyme (plus précisément, les
molécules ne s’étant pas insérées et fixées de façon suffisamment forte dans le site actif), ainsi
que le reste du contenu de la dégranulation. Ensuite, l’ajout de H2O2 permet de déclencher la
formation du composé I (voir section 1.2.2). Celui-ci va alors être réduit par un substrat, le
NaNO3, pour former le composé II. Celui-ci pourra par la suite oxyder une sonde, l’Amplex
Red, en résorufine, une molécule fluorescente (figure 2.12). En excitant alors la molécule
avec un rayonnement de longueur d’onde adaptée (544 nm), celle-ci émet un rayonnement de
fluorescence à 590 nm. Le signal de fluorescence sera maximal pour le contrôle MPO (enzyme
en absence de molécule d’intérêt). Si la molécule d’intérêt est capable de s’insérer dans le site
actif de la MPO ou dans le canal d’accès, pour y former des liaisons avec un ou plusieurs
acides aminés et que celles-ci résistent à l’étape de lavage, elle pourrait empêcher l’H2O2

d’accéder au site actif, en fonction de son point de liaison ou par effet stérique. Dans ce cas, le
peroxyde d’hydrogène ne pourrait pas interagir avec le noyau de fer de l’hème et l’histidine 95
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pour déclencher le cycle de peroxydase de l’enzyme. La molécule d’intérêt pourrait également
empêcher l’insertion d’autres substrats comme le NaNO3 ou l’Amplex Red. Si la molécule
d’intérêt n’est pas capable de se lier ou si la ou les liaisons ne résistent pas à l’étape de lavage,
elle est éliminée et ne contrecarre pas l’oxydation de l’Amplex Red. Le SIEFED permet donc
d’obtenir des informations intéressantes sur l’action anticatalytique des inhibiteurs analysés.

Figure 2.12 – Oxydation de l’Amplex Red en résorufine par la MPO. Schéma original de Ivanec-
Goranina et al. [187].

Les résultats obtenus grâce à cette expérience offrent des informations partielles sur le
mode d’interaction entre la MPO et les molécules d’intérêt. En effet, si les molécules sont éli-
minées lors de l’étape de lavage, cela indique seulement qu’il n’y a pas de formation de liaisons
suffisamment fortes entre la molécule et le site actif de l’enzyme. Les molécules pourraient
malgré tout s’insérer dans la cavité, s’approcher suffisamment de l’hème et potentiellement
échanger des électrons avec les composés intermédiaires de l’enzyme (voir sections 1.2.2 et
1.3.3). D’autres expériences complémentaires sont nécessaires pour déterminer la capacité
réelle d’interaction entre les molécules d’intérêt et la MPO. Elles sont décrites dans les sec-
tions suivantes. Il faut aussi tenir compte, pour cette expérience de SIEFED (réalisée sur
le contenu de la dégranulation des PMNs) de la présence d’un ensemble de molécules et
d’enzymes libérées qui peuvent interférer avec cette interaction lors de l’étape d’incubation.
Cependant, ces conditions se rapprochant de celles atteintes in vivo, elles permettent d’évaluer
si les molécules pourront inhiber la MPO dans l’organisme.

2.3 Etude de l’action des molécules d’intérêt sur l’activité
oxydante de la myéloperoxydase

La MPO est définie comme marqueur de l’inflammation. Nombre de pathologies inflamma-
toires sont caractérisées par une libération excessive de l’enzyme par les PMNs, se traduisant
notamment par une augmentation de sa concentration plasmatique (voir section 1.3). De
nombreuses études portent sur la recherche d’inhibiteurs de l’enzyme. Afin de compléter les
résultats obtenus avec le SIEFED réalisé sur la MPO dégranulée et comprendre plus préci-
sément le mode d’inhibition des molécules d’intérêt, différentes expériences ont été réalisées
sur de la MPO humaine purifiée. Dans le cadre de ce travail, différents phénomènes ont été
analysés : l’insertion des molécules dans le site actif, leur interaction ainsi que leur impact sur
les deux cycles oxydants de la MPO (cycles de peroxydase et de chloration).

2.3.1 Modélisation moléculaire - Docking

L’insertion des molécules d’intérêt à l’intérieur du site actif de la MPO a tout d’abord
été étudiée par modélisation moléculaire (voir annexe E). Cette technique numérique permet
d’obtenir des renseignements sur la formation potentielle de complexes entre les molécules
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étudiées et l’enzyme. Des informations sur le positionnement de la molécule au sein de la ca-
vité et sur les interactions avec différents éléments la composant (acides aminés, hème, noyau
de fer) peuvent être obtenues. Il est important de garder à l’esprit que le docking seul n’est pas
suffisant pour tirer des conclusions quant à l’interaction des molécules avec la MPO. La mo-
délisation ouvre seulement des pistes et offre des prédictions sur la conformation du système
MPO-ligand. Celles-ci doivent être associées et vérifiées par différentes voies expérimentales
dont celles décrites dans les sections suivantes.

La modélisation moléculaire des complexes MPO-inhibiteurs est réalisée avec le pro-
gramme GOLD [188] (voir annexe D). L’accès à distance à ce programme via la plateforme
PTCI (Technological Platform in High Performance Computing) a été possible grâce au
concours du Professeur J. Wouters (Unité de Chimie Physique Théorique et Structurale,
UNamur). Pour chaque molécule d’intérêt, la modélisation est réalisée à cinq reprises. Les so-
lutions de complexes les plus fréquemment obtenues, et donc les plus probables, sont retenues.
Le positionnement du ligand au sein de la cavité du site actif permet également de prédire
de potentielles liaisons (pont hydrogène, empilement π-π, etc.) avec les différents éléments du
site (acides aminés, noyau de fer).

2.3.2 Interaction avec le cycle de peroxydase

Grâce à son cycle de peroxydase, la MPO peut oxyder une grande variété de substrats afin
de former des espèces radicalaires (voir section 1.2.2.2). Le cycle de peroxydase étant l’acti-
vité dominante de l’enzyme à pH neutre et basique [54, 189], l’action inhibitrice des molécules
d’intérêt sur le cycle de peroxydase est observée à pH 7,4.

Pour cette expérience, appelée analyse classique dans la discussion des résultats, le cycle
de peroxydase de la MPO humaine est activé en présence des molécules d’intérêt. En effet,
l’ajout de H2O2 permet la formation du composé I. Celui-ci va alors être réduit par du NaNO3

pour former le composé II. Ce composé peut ainsi oxyder la sonde Amplex Red en résorufine
(figure 2.12). Celle-ci peut ensuite être excitée avec un rayonnement de longueur d’onde à 544
nm afin d’émettre un rayonnement de fluorescence à 590 nm. Les molécules d’intérêt présentes
en solution peuvent interagir avec l’enzyme (liaison avec le site actif et/ou interaction comme
substrat dans le cycle de peroxydase) et interférer avec l’oxydation de la sonde, ce qui induira
une diminution du signal de fluorescence.

2.3.3 Interaction avec le cycle de chloration

Parmi les peroxydases, la MPO est caractérisée par une propriété unique : la catalyse
de la formation d’acide hypohalogéneux à partir des ions halogénures associés (voir section
1.2.2.1). La concentration en ions chlorure étant la plus élevée dans le sang, l’acide hypochlo-
reux (HOCl) est la principale espèce oxydante produite par la MPO. Le cycle de chloration
est favorisé à pH acide [54]. C’est pourquoi, dans un premier temps, l’action inhibitrice des
molécules d’intérêt sur ce cycle est étudiée à pH 5,5, caractéristique du phagolysosome et
de certaines lésions inflammatoires, comme les lésions d’athérosclérose [77, 101]. Bien que le
cycle de chloration soit défavorisé par rapport au cycle de peroxydase à pH neutre, le HOCl
peut tout de même être produit dans le milieu extracellulaire, où il provoquera des dégâts
aux tissus avoisinants. C’est pourquoi l’action inhibitrice des molécules test sur le cycle de
chloration est également étudiée à pH 7,4.

Tout comme pour l’analyse de l’impact des molécules d’intérêt sur le cycle de peroxydase,
l’activation de la MPO est réalisée par l’ajout de H2O2 permettant la formation du composé I.
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La présence d’ions chlorure en solution permet de dévier l’enzyme vers son cycle de chloration.
En effet, le composé I réagit avec les ions Cl− présents dans le tampon pour former le HOCl. La
sonde, l’APF, pourra alors être oxydée par le HOCl en fluorescéine, une molécule fluorescente
(figure 2.8). Ensuite, en excitant la molécule avec un rayonnement de longueur d’onde adaptée
(490 nm), celle-ci émet un rayonnement de fluorescence à 515 nm. Les molécules d’intérêt
présentes en solution peuvent interagir avec l’enzyme (liaison avec le site actif et/ou interaction
comme substrat pour le composé I), interférer avec la production du HOCl et inhiber le signal
de fluorescence. Il est également possible que les molécules d’intérêt puissent agir comme
piégeurs du HOCl. C’est pourquoi les résultats obtenus grâce à cette expérience doivent être
associés à ceux acquis lors de l’étude du piégeage du HOCl (voir section 2.1.5).

2.3.4 SIEFED

Si les molécules d’intérêt sont capables d’inhiber les cycles de chloration et de peroxy-
dase de la MPO, cela démontre leur capacité à atteindre le site actif de l’enzyme. En effet,
l’échange d’électrons entre les inhibiteurs et les composés redox de l’enzyme nécessite une
proximité entre le site actif et les molécules. Il est donc intéressant d’évaluer leur capacité
d’insertion dans le site actif et leur positionnement. Par conséquent, la formation de liaisons
et la constitution d’un complexe inhibiteur-MPO ont également fait l’objet d’une évaluation
expérimentale par SIEFED. Ces résultats peuvent alors être mis en relation avec ceux obtenus
grâce au docking.

Une seconde expérience de SIEFED a été réalisée sur de la MPO humaine purifiée. Elle
permet d’étudier l’insertion et la liaison des molécules d’intérêt dans le site actif de l’enzyme,
cette fois-ci sans influence extérieure comme cela pourrait être le cas en milieu cellulaire (voir
section 2.2.5).

Un test ELISA est réalisé sur la MPO humaine purifiée avec les molécules d’intérêt ayant
montré une capacité inhibitrice en SIEFED, afin de s’assurer que l’action observée soit due
à l’insertion et la liaison des molécules au sein du site actif de la MPO et non à l’incapacité
de l’enzyme de se lier aux anticorps se trouvant au fond des puits la plaque de mesure (voir
section 2.2.5).
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Chapitre 3

Morphine

La morphine est le premier alcaloïde connu de l’opium, substance extraite de la capsule
des graines du pavot somnifère (Papaver Somniferum), dont les propriétés analgésiques et
sédatives sont connues et utilisées depuis l’Antiquité. La morphine a été découverte et isolée
de l’opium pour la première fois en 1817 par le médecin allemand F. W. Sertürner [190]. Son
nom a pour origine Morphée, le dieu grec des rêves.

La morphine fait partie des molécules analgésiques les plus utilisées cliniquement pour
traiter, c’est-à-dire atténuer, soulager et prévenir, les douleurs modérées à sévères. Elle est
également employée en soins intensifs et palliatifs pour soulager la douleur ainsi que comme
soutien à la sédation. Elle est administrée aux patients sous forme de morphine chlorhydrate.
Différentes voies d’administration sont possibles, par voie orale (comprimés, gélules, gouttes,
sirop), sous-cutanée ou intraveineuse. [191] La morphine est l’analgésique de référence par
rapport auquel est comparée l’action des autres antalgiques, bien qu’il ne soit pas le plus
puissant. Une utilisation non adaptée et non contrôlée de la morphine peut provoquer une
dépendance physique. Par conséquent, cette molécule est classée comme stupéfiant et son
utilisation est de ce fait réglementée.

Figure 3.1 – Structure de la morphine. Image originale de Ouzzine et al. [192]

3.1 Propriétés physico-chimiques

La morphine, (5α,6α)-7,8-didéhydro-4,5-époxy-17-methyl morphinan-3,6-diol, est un al-
caloïde phénanthrène de l’opium. Elle est donc composée d’hétérocycles, dont un est azoté,
et a pour formule chimique empirique C17H19NO3. Sa masse molaire est de 285,34 g/mol.
Ayant un point de fusion de 255◦C, elle se présente sous forme solide à température ambiante.
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La forme cristalline est très peu soluble dans l’eau, l’éther et le chloroforme, mais l’est dans
les alcools comme le méthanol et dans les solutions aqueuses d’hydroxydes alcalins (NaOH,
KOH,...) [193]. En clinique, la morphine est utilisée sous forme de chlorhydrate, soluble dans
l’eau et dans l’alcool. Elle est caractérisée par un pKa de 9,9 (phénol) et un pKa de 8,2 (amine)
[194].

3.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

La partie phénolique de la morphine est essentielle pour les propriétés antidouleur de la
molécule. En effet, le groupement hydroxyle permet sa liaison aux récepteurs morphiniques
µ. Ceux-ci font partie d’une famille de récepteurs opioïdes (µ, κ et δ), largement distribués
dans le système nerveux (cortex cérébral, tronc cérébral, thalamus, moelle épinière, récepteurs
périphériques) et au niveau du système gastro-intestinal [195]. Ils permettent de moduler dif-
férentes fonctionnalités telles que le contrôle des émotions, la perception de la douleur et la
réponse au stress. Ces récepteurs sont situés sur la structure présynaptique. En s’y liant, la
morphine déclenche l’activité d’une protéine G, couplée au récepteur. Celle-ci induit une suc-
cession de mécanismes permettant notamment d’inhiber les canaux Ca2+, ainsi que l’enzyme
adénylyl-cyclase et de stimuler l’ouverture des canaux K+. L’inhibition de l’entrée des ions
Ca2+ et l’augmentation de la conductance membranaire des ions K+ provoquent la diminu-
tion de l’excitabilité neuronale et de la libération de neurotransmetteurs vers la structure
postsynaptique, empêchant ainsi la transmission du signal électrique associé au message de la
douleur [196, 197].

A la suite de l’administration de la morphine à un patient, le pic de concentration plasma-
tique est atteint 15-20 minutes après injection ou 30-90 minutes après administration orale. Le
délai plus long lors de la prise orale s’explique par le phénomène de métabolisation de premier
passage. En effet, la morphine ingérée va d’abord passer dans le foie, où la métabolisation
hépatique transforme une grande proportion de molécules (50-60%), avant de passer dans le
sang [198, 199, 200]. Différentes études ont montré que la concentration plasmatique maxi-
male en morphine varie également en fonction du mode d’administration. Les valeurs sont de
l’ordre de 1 µM ou inférieures [201, 202, 203]. Une fois absorbée, la morphine est rapidement
distribuée et traverse la barrière hémato-encéphalique pour aller se lier aux récepteurs opiacés.

Il existe plusieurs voies de métabolisation de la morphine, dont deux font intervenir des
systèmes enzymatiques : la UDP-glucuronosyltransférase (UGT2B7) et le cytochrome P450.
La voie principale est la glucuronidation au niveau des microsomes du foie par l’isoenzyme
UGT2B7. Entre 50 et 60 % de la morphine est transformée en morphine-3-glucuronide et
environ 10% en morphine-6-glucuronide (figure 3.2). En plus petite proportion, le cytochrome
P450 provoque la N-diméthylation de la molécule pour la transformer en normorphine. La
morphine peut également être transformée en codéine et hydromorphone. La morphine-6-
glucuronide est aussi capable de traverser la barrière hémato-encéphalique et présente une
action analgésique plus puissante que la morphine elle-même [200, 204, 205].

La morphine et ses métabolites sont éliminés de l’organisme par voie urinaire avec un
temps de demi-vie variant entre 1,4 et 3,4 heures [199].

3.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

La présence d’un groupement phénol dans la structure de la morphine représente un argu-
ment en faveur d’une potentielle activité antioxydante. Borges et al. [206] ont utilisé le calcul
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Figure 3.2 – Voies de métabolisation de la morphine. Image inspirée de Ouzzine et al. [192]

de DFT (la théorie de la fonctionnelle de la densité) pour établir un lien entre la structure,
la configuration électronique de la molécule et son activité antioxydante. Les groupements
amines et phénols favorisent la cession d’un électron et d’un atome d’hydrogène respective-
ment. Les groupements alkyles et éthers substitués sur le cycle phénolique et la structure
cyclique sont importants pour la stabilisation de l’état radicalaire de la morphine lors de
l’abstraction d’un électron, par effet de résonance.

De nombreux articles ont traité de l’investigation de l’action antioxydante de la morphine.
L’étude in vitro de Gülçin et al. [207] montre que la molécule présente une action réductrice
et antioxydante dose-dépendante aussi efficace (voire plus, dans certains cas) que celle des an-
tioxydants phénoliques de référence, le butylhydroxytoluène (BHT) et le butylhydroxyanisole
(BHA). Elle est capable de piéger des radicaux libres comme le DPPH., des espèces réactives
de l’oxygène comme l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène, et de complexer des mé-
taux de transition.

Une étude réalisée sur des cellules du tissu cérébral, les neuroblastomes, a notamment dé-
voilé que la morphine présente une activité neuroprotectrice contre la maladie de Parkinson,
grâce notamment à sa capacité de réduction des ROS [208, 209]. La morphine, à concentration
physiologique, réduit le stress oxydatif dans des cellules gliales [210]. Globalement, la mor-
phine montre une action neuroprotectrice, en faisant intervenir une succession de mécanismes
repris dans l’article de Lu et al. [211]. L’action antioxydante de la morphine a également été
démontrée lors de son interaction directe avec le peroxynitrite ONOO−, un puissant oxydant



56 3.4. CHOIX DE LA MORPHINE

produit dans les cellules et qui peut provoquer de sévères lésions au niveau des tissus ou
de l’ADN [212, 213]. Les opioïdes induisent une action protectrice contre les conséquences
de l’ischémie-reperfusion au niveau du coeur et d’autres organes. L’administration de mor-
phine diminue les dégâts oxydatifs dus à l’ischémie-reperfusion au niveau du coeur chez le rat
et au niveau des reins chez le lapin [214, 215, 216, 217]. La morphine a montré une action
anti-inflammatoire lors de l’injection intra-articulaire chez des chevaux souffrant de synovite
[218]. De façon similaire, l’injection de morphine chez des patients souffrant d’arthrite chro-
nique au genou induit une diminution du nombre de leucocytes détectés lors du prélèvement
de liquide synovial [219]. La morphine est également capable d’inhiber légèrement la dégra-
nulation des leucocytes neutrophiles polymorphonucléaires [220], ainsi que leur production
d’anions superoxydes [221]. Récemment, des modèles in vitro et in vivo ont montré la ca-
pacité immunomodulatrice de la morphine lors du traitement de la Covid19 en atténuant la
tempête cytokinique [222]. Des études ont également révélé que la morphine peut avoir un
impact sur différents types de cancer. Cependant, tous les mécanismes ne sont pas élucidés.
Plus précisément, l’intervention des récepteurs opioïdes ou d’autres récepteurs n’est pas en-
tièrement établie [223]. Par exemple, la morphine peut inhiber la prolifération de différentes
lignées de cellules cancéreuses du sein (T47D [224], MCF-7 [225]), notamment en induisant
leur apoptose. La morphine présente également des effets similaires sur le cancer de la prostate
[226] ou encore le cancer du poumon [227].

Cependant, des études ont également révélé le caractère pro-oxydant de la morphine, en
fonction notamment de sa concentration et des conditions redox du milieu. Par exemple, l’ad-
ministration de morphine chez les lapins provoquerait une augmentation de la peroxydation
lipidique, dégradant les chaînes d’acides gras au niveau du cerveau, en amplifiant la produc-
tion de ROS [228]. Une autre recherche indique que l’administration de hautes concentrations
de morphine peut endommager la paroi interne des vaisseaux sanguins en augmentant la pro-
duction d’anions superoxydes [229]. L’utilisation chronique de morphine peut conduire à des
dommages oxydatifs dans le foie de souris [230]. Il a également été montré que des patients
soumis à une consommation prolongée d’opioïdes comme la morphine ou des personnes dé-
pendantes présentent un système immunitaire affaibli et sont plus susceptibles de développer
des pathologies infectieuses (pathologies respiratoires, hépatites, maladies sexuellement trans-
missibles). La morphine réduit notamment le recrutement et la prolifération des macrophages
et des lymphocytes dans les tissus. L’utilisation chronique réduit également la phagocytose
des macrophages, ainsi que leur capacité à libérer de l’anion superoxyde et de l’oxyde nitrique
[231, 232, 233]. Si des études ont montré la capacité de la morphine à limiter, voire réduire la
prolifération de cellules cancéreuses du sein [224, 225], d’autres ont révélé, en revanche, que
la morphine favorise la progression du cancer du sein en promouvant l’angiogenèse [234].

3.4 Choix de la morphine dans le cadre de cette étude

La morphine est une des molécules analgésiques les plus couramment utilisées en clinique,
pour le traitement des douleurs chroniques, post-opératoires et comme soutien à l’anesthésie
dans les unités de soins intensifs. Elle est notamment employée pour traiter des douleurs liées à
diverses situations et pathologies inflammatoires (cancer [235, 236], arthrite [219, 237], maladie
inflammatoire chronique de l’intestin [238, 239]). De nombreuses études ont montré les capa-
cités antioxydantes et immunomodulatrices de la morphine. Cette molécule peut notamment
réduire la prolifération de macrophages et de leucocytes au niveau des sites inflammatoires
[219, 233], réduire leur capacité de phagocytose et de libération de ROS [221, 233]. Il est
donc intéressant de compléter l’investigation de son action sur différents éléments du proces-
sus inflammatoire. Tout d’abord, la morphine peut-elle piéger différents ROS produits lors de
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l’inflammation (anion superoxyde, oxygène singulet, HOCl) ? Peut-elle agir sur le complexe
NADPH oxydase pour réduire la production d’anions superoxydes par des PMNs activés ?
L’action de la morphine sur le phénomène de la dégranulation de la MPO mérite également
d’être analysée. Enfin, aucune étude ne s’est encore intéressée à l’action potentiellement anti-
inflammatoire de la morphine, consistant à inhiber l’action oxydante de la myéloperoxydase,
marqueur de l’inflammation.

3.5 Etude de l’action réductrice et antioxydante de la
morphine

3.5.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Afin de pouvoir comprendre et expliquer les propriétés antioxydantes et réductrices d’une
molécule, il est important d’évaluer son potentiel d’oxydoréduction. Les propriétés redox des
composés chimiques sont fortement dépendantes de la composition et du pH du milieu. Au
cours de ce travail, la majorité des expériences a été réalisée dans du tampon phosphate pH
7.4. Grâce à la voltammétrie cyclique, le potentiel d’oxydoréduction de la morphine a été
estimé dans ces conditions, simulant le pH physiologique (voir annexe D).

Figure 3.3 – Voltammogramme de la morphine (1 mM) dans du tampon phosphate pH 7,4 (courbe
noire) (vitesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel
saturée (SCE). Voltammogramme du tampon phosphate pH 7,4 (courbe pointillée).

La figure 3.3 montre le voltammogramme de la morphine. Un pic d’oxydation apparaît à
441 mV. Il est attribué à l’oxydation du groupement phénolique de la molécule [240, 241].
Aucun pic inverse de réduction associé n’est observé. Dans ces conditions expérimentales,
l’oxydation de la morphine est un processus irréversible, suivi par une réaction chimique. En
effet, l’oxydation de la morphine conduit à la formation d’une structure dimérique, appelée
pseudomorphine (figure 3.4) à la suite de l’association de deux radicaux. Ce nouveau composé
peut aussi être oxydé puisque il est également composé de deux groupements phénoliques.
Comme décrit dans la littérature pour de nombreux composés phénoliques, le mécanisme de
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réaction lors de l’électro-analyse de la morphine est un processus ECE (Electron transfer -
Chemical reaction - Electron transfer). Garrido et al. ont montré que l’oxydation de la pseu-
domorphine se produit au même potentiel que celui de la morphine [241].

Figure 3.4 – Mécanisme de formation du composé appelé pseudomorphine suite à l’électro-oxydation
de la morphine. Image modifiée à partir de celle de Garrido et al. [241].

Afin d’évaluer la capacité réductrice de la morphine vis-à-vis de différentes espèces oxy-
dantes comme des ROS et plus particulièrement les composés d’oxydation de la MPO (com-
posés I et II), son potentiel d’oxydoréduction a été estimé. Le processus d’électro-oxydation
de la morphine étant irréversible, le potentiel redox ne peut être déterminé précisément. Par
conséquent, la méthode d’Espinoza et al. [169] permet d’obtenir une estimation convenable
en utilisant le potentiel de demi-pic (voir annexe E). Le potentiel d’oxydoréduction de la
morphine est donc estimé à +364 mV vs SCE, soit +608 mV vs ESH (électrode standard à
hydrogène).

3.5.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

L’ABTS est fréquemment utilisé pour évaluer l’activité antioxydante et plus précisé-
ment réductrice de composés d’intérêt (voir section 2.1.2). Le potentiel redox du couple
ABTS+./ABTS a été estimé à +698 mV. Par conséquent, les composés présentant un po-
tentiel redox inférieur sont capables de réduire le radical ABTS+. en lui cédant un électron.
Cela devrait donc être le cas pour la morphine qui est caractérisée par un potentiel d’oxydo-
réduction de + 608 mV.

La figure 3.5 montre l’action de piégeage de la morphine sur le radical ABTS+., produit
grâce à l’oxydation de l’ABTS par du persulfate de sodium. L’action réductrice a été me-
surée immédiatement après l’ajout de la morphine à la solution d’ABTS+. (couleur pleine)
puis après une heure d’incubation dans le noir (couleur quadrillée). La morphine présente
une action de piégeage du radical ABTS+. croissante avec sa concentration. A la plus forte
concentration (100 µM), la morphine induit une diminution de 45% en radicaux, immédia-
tement après le déclenchement de l’expérience. Lorsque la concentration diminue à 10 µM,
l’action de la morphine chute à 17%. Avec le temps, le nombre de radicaux ABTS+. réduits
par la morphine augmente. La molécule conserve une action concentration-dépendante. Aux
deux plus hautes concentrations, 50 µM et 100 µM, l’action de piégeage croît respectivement
à 65% et 78%, après une heure d’incubation. La variation d’efficacité est plus faible aux deux
plus basses concentrations. Les résultats obtenus sont en accord avec la valeur du potentiel
d’oxydoréduction obtenue pour la morphine, qui suggérait que la molécule puisse réduire le
radical ABTS+..

L’oxydation du groupement phénol de la morphine explique son activité réductrice sur
les radicaux ABTS+.. Celle-ci est cependant modérée, ce qui peut s’expliquer d’une part par
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Figure 3.5 – Action réductrice de la morphine sur les radicaux ABTS+. en solution aqueuse. La
mesure a été réalisée immédiatement après l’ajout de la solution d’ABTS+. dans les puits de la plaque
de mesure (couleur pleine) et après une incubation d’une heure dans le noir après la première mesure
(couleur quadrillée). Le pourcentage de l’activité de piégeage a été calculé par rapport au contrôle,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2 et
n=3). Les détails de l’analyse statistique sont repris dans l’annexe D.

la présence d’un seul groupement hydroxyle donneur d’électron et d’autre part par la faible
stabilité de l’état radicalaire de la morphine par effet mésomère (résonance) dans un seul cycle
aromatique.

3.5.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

L’activation des PMNs au niveau du site inflammatoire conduit à la production d’anions
superoxydes via le processus de flambée respiratoire (voir section 1.1.2). Piéger cette espèce
réactive de l’oxygène, précurseur notamment du peroxyde d’hydrogène, substrat naturel de la
MPO, permet de réduire l’action oxydante de cette dernière. La capacité de piégeage de l’anion
superoxyde par la morphine a été étudiée grâce au système enzymatique, xanthine-xanthine
oxydase, par spectroscopie RPE (voir section 2.1.3). L’anion superoxyde étant très réactif, il
possède un temps de vie trop court pour être détecté directement en RPE continue à tempé-
rature ambiante, d’où l’utilisation du spin trap DMPO afin de former l’adduit de spin stable
DMPO-OOH (voir annexe E). Si la morphine est capable de piéger l’anion superoxyde pro-
duit par le système enzymatique, l’amplitude du signal RPE de l’adduit DMPO-OOH décroît.

Les résultats obtenus grâce au test RPE sont surprenants au vu de ceux présentés dans
la littérature. En effet, aucune diminution de la formation de l’adduit de spin DMPO-OOH
n’est observée, quelle que soit la concentration en morphine utilisée (figure 3.6), alors que dif-
férentes études [207, 221] ont montré la capacité de la morphine à piéger l’anion superoxyde.
La différence de résultats peut s’expliquer par l’interaction entre la morphine et le système
producteur de ROS. En effet, la morphine est capable d’augmenter le métabolisme des purines
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Figure 3.6 – Action de piégeage de la morphine sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.

comme la transformation de la xanthine en acide urique par la xanthine oxydase, associée à
une augmentation de la production en ROS [242, 243]. L’injection de morphine augmenterait
la concentration plasmatique en xanthine oxydase. Dans le cadre de ce travail, la concentra-
tion en xanthine oxydase est fixe, mais une interaction entre la morphine et l’enzyme pourrait
être envisagée, entraînant une surproduction d’anions superoxydes. La capacité de piégeage
de la morphine peut être contrebalancée par l’augmentation de la production d’anions super-
oxydes. Une seconde hypothèse fait intervenir la vitesse de réaction entre le spin trap DMPO
et l’anion superoxyde. Il est possible que la morphine ne soit pas compétitive par rapport au
DMPO pour piéger l’espèce réactive de l’oxygène.

Afin de contrecarrer l’éventuel problème entre la morphine et la xanthine oxydase ou le
spin trap DMPO, une seconde méthode de production d’anions superoxydes a été envisagée,
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Figure 3.7 – Action de piégeage de la morphine sur l’anion superoxyde, produit par la décomposition
du KO2. Le pourcentage de piégeage a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=4 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

le superoxyde de potassium KO2. En effet, en solution le KO2 se dissocie en K+ et O−.
2

[244]. De plus, une autre technique d’analyse, la chimiluminescence, a été choisie. L’anion
superoxyde peut oxyder le L-012 et son signal de chimiluminescence peut dès lors être détecté
(voir section 2.1.3). La figure 3.7 montre la capacité de piégeage de la morphine sur l’anion
superoxyde. Ces résultats sont en accord avec la littérature [207, 221]. Une action de piégeage
concentration-dépendante peut être observée. La plus forte concentration en morphine, 100
µM, provoque une inhibition de la concentration en anions superoxydes de 92%. Celle-ci reste
toujours importante, 78%, à 10µMmais chute à 42% à la plus faible concentration testée, 1µM.
En l’absence de perturbation (i.e. sans l’utilisation de la xanthine oxydase comme source de
ROS), la morphine est un piégeur efficace de l’anion superoxyde. Dès lors, la morphine pourrait
réduire la production du peroxyde d’hydrogène et donc l’activité oxydante de la MPO, en
empêchant le déclenchement des cycles de peroxydase et de chloration.

3.5.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

L’oxygène singulet fait partie des ROS générés lors du processus inflammatoire, notam-
ment via l’interaction du HOCl avec l’H2O2. La capacité de piégeage de l’oxygène singulet par
la morphine a été étudiée grâce à la spectroscopie d’absorption et le système rose Bengale-
ADPA (voir section 2.1.4). Elle a également été comparée à celle de l’azide de sodium (NaN3),
piégeur connu [245]. La figure 3.8 montre l’action de la morphine contre l’oxydation de l’ADPA
par l’oxygène singulet.

La réaction de l’ADPA avec l’oxygène singulet provoque sa transformation en endope-
roxyde et donc la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm (courbe contrôle). Sans
rose Bengale, il n’y a pas de production d’oxygène singulet et donc pas de décroissance de
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Figure 3.8 – Action de piégeage de la morphine sur l’oxygène singulet, produit par l’irradiation du
rose Bengale (RB). L’oxygène singulet réagit avec l’ADPA et provoque la diminution de l’absorbance
de la molécule à 405 nm. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2 et
n=3).

l’absorbance. Pour le contrôle solvant, l’ajout d’eau n’impacte pas la dégradation de l’ADPA.
En effet, la courbe donnant l’évolution de l’absorbance en présence d’eau est quasi identique
au contrôle. La morphine agit comme piégeur de l’oxygène singulet, tout comme l’azide de
sodium (NaN3) [175, 246]. Après 10 minutes, une concentration en morphine de 1mM diminue
d’environ 40% la décroissance de l’absorbance mesurée à 405 nm par rapport au contrôle sol-
vant. Une concentration de 500 µM diminue de façon équivalente la transformation de l’ADPA.

La morphine est un piégeur plus efficace que le NaN3. En effet, à concentration équivalente
(1 mM), elle piège plus rapidement l’oxygène singulet. Par conséquent, même si l’expérience
menée ne permet pas de déterminer la constante de vitesse de l’interaction entre la morphine
et l’oxygène singulet, on peut tout de même conclure qu’elle est supérieure à celle du NaN3

(5,8 108 M−1s−1 [247]).
Dans ces conditions expérimentales, l’utilisation de concentrations importantes de mor-

phine (1 mM, 500 µM), largement supérieures aux concentrations utilisées en clinique (1 µM
et inférieures [201, 202, 203]), sont nécessaires. En effet, le rose Bengale est un producteur
d’oxygène singulet très efficace (rendement quantique : Φ(1O2) = 0,75 [173]). Cette produc-
tion doit être importante afin de pouvoir être détectée via la dégradation de l’ADPA (500
µM), en spectroscopie d’absorption. Les résultats obtenus grâce à cette étude ne permettent
pas d’assurer que la morphine puisse diminuer la concentration en oxygène singulet in vivo,
bien que la production soit plus faible. On peut uniquement conclure que la morphine est un
piégeur de l’oxygène singulet. Une étude réalisée en conditions in vivo permettrait d’évaluer
la gamme de concentrations nécessaires pour observer une action de piégeage et déterminer
si ces concentrations sont en accord avec celles utilisées en clinique.

Afin de déterminer le mécanisme de piégeage de la morphine, une analyse du spectre d’ab-
sorption de la molécule, à la suite de son interaction avec l’oxygène singulet, a été menée.
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Figure 3.9 – Spectre d’absorption de la morphine dans du tampon phosphate pH 7,4 en présence
ou non de rose Bengale 10 µM (courbes bleues), et après 10 minutes d’irradiation (courbes rouges).

Les résultats montrent que la molécule agit comme piégeur physique du ROS. En effet, la
morphine présente un maximum d’absorption à 209 nm dans le tampon phosphate (figure
3.9). Après une irradiation de dix minutes en absence de rose Bengale (et donc de production
d’oxygène singulet), une décroissance de l’absorbance de 7% est observée. En réalité, l’uti-
lisation d’un filtre coupant les longueurs d’onde inférieures à 450 nm empêche l’absorption
de lumière par la molécule. La dégradation de la molécule n’est donc pas photo-induite. En-
suite, lorsque la même expérience est réalisée en présence de rose Bengale et que la morphine
peut piéger l’oxygène singulet produit, une décroissance similaire de 9% est détectée. Aucune
augmentation significative de la décroissance, indiquant la modification structurelle de la mo-
lécule, n’est observée. Par conséquent, l’interaction entre la morphine et l’oxygène singulet se
produit via un transfert d’énergie entre les deux molécules, permettant à l’oxygène singulet
de retourner à l’état fondamental triplet :

1O2 +morphine −→3 O2 +morphine∗ (3.1)

3.5.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

Afin de poursuivre l’étude du piégeage de ROS par la morphine, l’action de la molécule
sur l’acide hypochloreux a été étudiée grâce à la spectroscopie de fluorescence et plus par-
ticulièrement grâce à l’utilisation de la sonde APF (voir section 2.1.5). Lors du processus
inflammatoire, l’HOCl est une des espèces oxydantes les plus puissantes qui soient formées. Il
est produit par le cycle de chloration de la myéloperoxydase. Pouvoir piéger l’HOCl permet-
trait de réduire l’activité oxydante de l’enzyme (voir section 1.2.2.1).

La morphine agit comme piégeur très efficace de l’HOCl (figure 3.10). La molécule réduit
de 86 % la concentration en HOCl par rapport au contrôle solvant (eau) à la plus haute
concentration (100 µM). La concentration de 1 µM, proche des concentrations plasmatiques,
piège environ 67% du HOCl en solution. La morphine pourrait réduire l’impact oxydatif du
cycle de chloration de la MPO en milieu extracellulaire, en interagissant avec le HOCl.
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Figure 3.10 – Action de piégeage de la morphine sur l’acide hypochloreux, produit par le NaOCl.
Le pourcentage de piégeage a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme 100%.
Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

3.6 Etude de l’action de la morphine sur l’activité oxydante
des PMNs

3.6.1 Viabilité cellulaire

Dans un premier temps, avant d’étudier l’action de la morphine sur différents mécanismes
de PMNs activés, il était important d’évaluer l’effet de la molécule sur la viabilité des cel-
lules grâce au test d’exclusion au bleu trypan (voir section 2.2.2). Pour ce faire, des PMNs
non activés ont été incubés, pendant dix minutes et pendant une heure, avec la plus haute
concentration en morphine utilisée lors de cette étude (100 µM) (figure 3.11). La morphine
n’augmente pas la mortalité cellulaire par rapport aux contrôles, après une incubation de 10
minutes. Après une heure, la molécule induit une légère diminution de la viabilité cellulaire
de 13% par rapport au contrôle solvant (eau).

3.6.2 Inhibition de la production d’anions superoxydes

Pour permettre l’étude de l’activité de la morphine sur le mécanisme de la flambée respira-
toire des PMNs, les cellules ont été activées avec le PMA (phorbol 12-myristate 13-acétate) en
présence de la molécule. La production d’anions superoxydes a été détectée par luminescence
(voir section 2.2.3). La morphine provoque une diminution importante de la production de
ROS pour des concentrations comprises entre 10 et 100 µM (figure 3.12). Les deux concen-
trations les plus élevées (50 et 100 µM) réduisent de plus de 80 % la concentration en anions
superoxydes en solution par rapport au contrôle solvant. L’action de la morphine chute à 78%
avec une concentration de 10 µM et devient négligeable à 1 µM.
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Figure 3.11 – Evaluation de la viabilité cellulaire de PMNs incubés en présence de morphine (100
µM) pendant dix minutes (couleur pleine) et une heure (couleur quadrillée), en terme de pourcentage
de cellules vivantes. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2).

Figure 3.12 – Action de la morphine sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Le pourcentage d’inhibition de la production
d’anions superoxydes a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement
significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).
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Cette expérience ne permet pas de différencier les mécanismes d’action potentiels de la
morphine sur la production d’anions superoxydes par les PMNs activés. En effet, la morphine
pourrait interagir avec les cellules et notamment avec le complexe NADPH oxydase, mais elle
pourrait également agir comme piégeur de l’espèce active de l’oxygène.

Afin d’évaluer la capacité d’interaction de la morphine avec les cellules, l’expérience pré-
cédente a été modifiée. Cette fois, les PMNs ont été incubés en présence de morphine pendant
dix minutes ou une heure. Les solutions contenant les cellules ont ensuité été centrifugées et
le surnageant éliminé. Les cellules (culot) ont été remises en solution (voir section 2.2.3). Si
la morphine est capable de pénétrer la membrane cellulaire, voire d’atteindre le cytoplasme
ou du moins de se lier à la membrane, elle n’a pas été éliminée par l’étape de centrifugation.
Elle peut donc conserver son action inhibitrice sur la production d’anions superoxydes par le
complexe NADPH oxydase des cellules.

Le lavage, après une période d’incubation de dix minutes, provoque l’élimination totale
de la morphine (figure 3.13). En effet, aucune inhibition significative de la production de
ROS n’est observée, pour des concentrations en morphine comprises entre 1 et 50 µM. La
plus haute concentration (100 µM) provoque une diminution de 25%, mais non significative,
par rapport au contrôle solvant. Ces résultats indiquent que la diminution de la production
d’anions superoxydes observée (figure 3.12) est due à la capacité de piégeage de la morphine,
plutôt qu’à une action directe sur le processus de production de l’espèce active de l’oxygène.

L’augmentation du temps d’incubation avant l’étape d’élimination de la morphine n’in-
duit pas d’amplification significative de l’inhibition de la production de ROS (figure 3.13). On
peut donc conclure que même lorsque le temps d’incubation augmente, la morphine n’est pas
capable d’inhiber soit une des étapes de la formation du complexe NADPH oxydase soit le
processus d’échange d’électrons opéré par le complexe pour produire l’anion superoxyde. Ce-
pendant, cela ne veut pas dire que la morphine n’est pas capable d’interagir avec les cellules,
de s’insérer dans leur membrane plasmique, et potentiellement d’atteindre leur cytoplasme.
La littérature donne quelques informations sur la capacité de pénétration des membranes
plasmiques par la morphine. Celle-ci présente une capacité de diffusion passive lente à travers
la membrane plasmique (0,5 10−6 cm/s) [248]. Une étude de 2018 a révélé que la morphine,
comme d’autres opioïdes, peut traverser la membrane des neurones pour atteindre des récep-
teurs au niveau de l’appareil de Golgi dans le cytoplasme [249, 250]. Il a également été montré
que la diffusion de la morphine à travers les cellules du foie, les hépatocytes, est accompagnée
du transport de la molécule via l’OCT1, le transporteur de cations organiques. Cette protéine
permet le transport de molécules chargées positivement à pH physiologique [251, 252]. La
morphine étant une base faible, 85% de la morphine est protonée à pH 7,4. Elle peut donc
être transportée dans les hépatocytes via l’OCT1 où elle sera métabolisée [248]. Bien que
l’OCT1 soit principalement exprimée dans la membrane des hépatocytes, on retrouve cette
protéine dans la membrane de différents types cellulaires, comme les cellules du système im-
munitaire (PMNs, monocytes et lymphocytes) [253]. L’OCT1 pourrait donc intervenir dans
le processus de pénétration de la morphine au sein des PMNs. Cependant, même si elle peut
accéder à leurs cytoplasme, elle ne semble pas avoir un impact sur le mécanisme de formation
du complexe NADPH oxydase. Un temps d’incubation plus élevé serait peut-être nécessaire.
Enfin, des études ont révélé que les cellules du système immunitaire, dont les PMNs, expriment
les récepteurs membranaires opioïdes µ, κ et δ et que les propriétés immunosuppressives des
opioïdes (inhibition de la chemotaxie, de la phagocytose, etc.) pourraient être liées à la pré-
sence de ces récepteurs [254, 255]. Cependant, les résultats obtenus au cours de cette étude
ne montrent pas qu’une éventuelle liaison de la morphine sur ces récepteurs puisse inhiber la
flambée respiratoire des PMNs.
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Figure 3.13 – Action de la morphine sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). La morphine a été éliminée du milieu avant la
mesure, après 10 minutes (couleur pleine) ou après 1h (couleur quadrillée) d’incubation. Le pourcen-
tage d’inhibition de la production d’anions superoxydes a été calculé par rapport au contrôle solvant,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (eau).

3.6.3 Inhibition de la dégranulation

Le rôle principal des PMNs est d’apporter et de libérer différentes enzymes cytotoxiques
(dont la MPO) sur le site inflammatoire, via notamment le processus de dégranulation. L’in-
hibition de ce processus peut être un des mécanismes anti-inflammatoires possibles pour une
molécule. Un test ELISA a permis d’évaluer la libération de MPO par les PMNs activés (voir
section 2.2.4).

L’activation des PMNs en présence de morphine ne provoque pas de diminution significa-
tive de la libération de MPO dans le milieu extracellulaire (figure 3.14). Ces résultats sont en
contradiction avec ceux décrits par le Dr. G. Minguet [220]. Dans cette étude, une inhibition
de 10% de la dégranulation a été observée pour une concentration de 1µg/ml (3,5 µM) de
morphine. Cependant, cette inhibition ne semble pas significative, au vu des écarts-types.

3.6.4 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

Bien que la morphine ne puisse pas empêcher la libération de MPO dans le milieu extracel-
lulaire, elle pourrait tout de même interagir avec l’enzyme elle-même et inhiber son action
oxydante. Un test SIEFED a été réalisé sur le contenu de dégranulation (voir section 2.2.5)
afin d’obtenir des premières informations sur la capacité d’interaction de la morphine avec
l’enzyme elle-même. Celles-ci ont été complétées dans la suite de ce travail, par une série de
mesures sur l’enzyme humaine purifiée.
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Figure 3.14 – Action de la morphine sur la libération de myéloperoxydase par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du fMLP). La MPO libérée est détectée par un test
ELISA. Le pourcentage de libération de MPO a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

Figure 3.15 – Action de la morphine sur l’activité de myéloperoxydase libérée par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du fMLP). L’activité MPO libérée a été évaluée par
un test SIEFED. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé par rapport au
contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne± écart-
type (N=4 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au
contrôle solvant (eau).
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Seule la plus haute concentration en morphine (100 µM) induit une diminution de 18% de
l’activité de la MPO libérée par les PMNs activés (figure 3.15). In vitro, la morphine ne réduit
pas la quantité de MPO libérée par les PMNs et n’impacte l’activité de l’enzyme qu’à haute
concentration. Ce résultat ne signifie pas que la morphine ne puisse pas être un inhibiteur de
l’enzyme. En effet, le SIEFED offre uniquement des informations sur la capacité de liaison de
la morphine dans le site actif de l’enzyme. La morphine n’est pas susceptible de former des
liaisons résistantes à l’étape de lavage, mais pourrait néanmoins s’insérer dans le site actif et
y jouer le rôle de substrat réducteur. Une étude plus approfondie de l’action de la morphine
sur les activités de peroxydase et de chloration de l’enzyme est nécessaire.

3.7 Etude de l’action de la morphine sur l’activité oxydante
de la myéloperoxydase

Afin de pouvoir évaluer la capacité d’inhibition de la morphine envers la MPO et appro-
fondir la compréhension de ce mécanisme, différentes expériences utilisant la spectroscopie de
fluorescence, associées à la modélisation moléculaire, ont permis d’obtenir des réponses.

3.7.1 Modélisation moléculaire - Docking

Le docking, méthode d’analyse théorique, a fourni des informations sur l’insertion de la
morphine dans le site actif de la MPO et la formation d’un éventuel complexe avec l’enzyme.

Le programme GOLD propose une solution unique pour le complexe MPO-morphine (fi-
gure 3.16). La molécule est placée dans le canal d’accès devant l’hème. La structure 3D
empêche la molécule de s’orienter pour interagir avec des acides aminés comme l’histidine 95
ou l’arginine 239. En effet, aucun cycle de la morphine n’est orienté parallèlement au plan de
l’hème. Le groupement hydroxyle du cycle phénolique est placé entre les deux chaînes d’acide
propanoïque de l’hème. Dans cette configuration, la molécule ne peut former des ponts hydro-
gène qu’avec des acides aminés situés dans le canal d’accès du site actif. Le docking est réalisé
sur une structure enzymatique rigide. Or, en réalité, les acides aminés se trouvant éloignés du
centre de l’enzyme sont dans une zone plus flexible. Par conséquent, l’interaction réelle entre
la morphine et ces deux acides aminés est peu probable.

La solution fournie par le docking montre que la morphine peut se positionner dans le
canal d’accès au site actif, permettant potentiellement à la molécule de se trouver suffisam-
ment proche de la structure hémique pour échanger un électron avec les intermédiaires redox
(composés I et II). Cette hypothèse doit évidemment être vérifiée expérimentalement.

3.7.2 Interaction avec le cycle de peroxydase

Cette étude permet d’obtenir des informations sur l’interaction entre la morphine et l’ac-
tivité de peroxydase de la MPO (voir section 2.3.2), grâce à la spectroscopie de fluorescence
et l’utilisation de la sonde Amplex Red (voir annexe D). Les résultats présentés à la figure
3.17 illustrent la capacité de la morphine à inhiber l’activité peroxydasique de l’enzyme. La
molécule présente une action inhibitrice concentration-dépendante. Les deux concentrations
les plus élevées, 50 et 100 µM, provoquent une inhibition supérieure à 90%. Une concentration
de 10 µM réduit l’activité peroxydasique d’environ 60%, tandis que la morphine ne présente
plus d’action inhibitrice significative à 1 µM. A des concentrations physiologiques (1-5 µM),
le morphine présente une action inhibitrice faible du cycle de peroxydase.
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Figure 3.16 – La solution du complexe MPO-morphine obtenue par GOLD. Les traits pointillés
jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.
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Figure 3.17 – Action de la morphine sur l’activité peroxydasique de la MPO. Le pourcentage
d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

Ces résultats ne fournissent pas d’informations précises sur le mode d’interaction entre
la morphine et la MPO. En effet, la molécule pourrait inhiber le déclenchement du cycle de
peroxydase de la MPO en interagissant avec le site actif et en bloquant l’accès aux différents
substrats, comme l’H2O2 et la sonde fluorescente. La molécule pourrait également échanger
un électron avec les intermédiaires oxydants de l’enzyme (composés I et II). La capacité de la
morphine à réduire l’activité peroxydasique de l’enzyme nous indique sa faculté à s’insérer dans
le site actif ou, du moins, suffisamment profondément dans le canal d’entrée pour permettre
un échange potentiel d’électrons. Ce résultat est en accord avec le docking. Le potentiel redox
estimé de la morphine est de 0,608 V et est inférieur aux potentiels des deux couples redox
de la MPO : E0(composé I/composé II) = 1,35 V et E0(composé II/MPO native) = 0,97
V (voir section 1.2.2.1) [53]. Par conséquent, la morphine est capable d’agir comme substrat
réducteur pour les deux composés redox du cycle de peroxydase de la MPO. Ce mécanisme
d’action est-il couplé à une action anticatalytique ? La molécule peut-elle former un complexe
stable avec l’enzyme et par conséquent bloquer l’insertion d’autres substrats ? Les résultats
du docking semblent le démentir. L’étude SIEFED fournit des informations supplémentaires
(voir section 3.7.4).

3.7.3 Interaction avec le cycle de chloration

La MPO possède une propriété unique qui consiste à produire des acides hypohalogé-
neux, dont le principal est l’acide hypochloreux, via le cycle de chloration (voir section 2.3.3).
Vlasova et al. [54] ont montré que l’affinité du composé I avec les ions chlorure, et donc la
prédominance du cycle de chloration par rapport au cycle de peroxydase, dépend du pH du
milieu. L’activité de chloration augmente lorsque le pH diminue. Le milieu extracellulaire est
caractérisé par un pH neutre avec une valeur comprise entre 7 et 7,5. Par contre, le phago-
lysosome des PMNs l’est par une acidification du milieu pouvant atteindre un pH de 4,7-6
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[54, 256]. De façon similaire, des lésions inflammatoires, telles que des lésions athéroscléro-
tiques [257, 258], sont caractérisées par un pH acide.

L’action inhibitrice de la morphine sur le cycle de chloration a été investiguée grâce à
la spectroscopie de fluorescence et à une sonde spécifique, l’APF dans deux tampons de pH
différents (5,5 et 7,4) mais contenant tous les deux des ions chlorure (voir section 2.3.3).

3.7.3.1 Milieu acide - pH 5,5

La figure 3.18 illustre l’action inhibitrice de la morphine sur la production de HOCl par
la MPO à pH acide (pH 5,5). L’absence de Cl− en solution empêche l’oxydation de la sonde
fluorescente APF [259, 260], prouvant sa spécificité pour le HOCl.

Figure 3.18 – Action de la morphine sur l’activité de chloration de la MPO, à pH 5,5. Le pourcentage
d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

A pH acide, la morphine inhibe faiblement le cycle de chloration de la MPO. En effet,
il est nécessaire d’utiliser une concentration de 100 µM pour obtenir une inhibition de 52%
de la production d’HOCl. Celle-ci diminue à 36% à 50 µM et est nulle à des concentrations
inférieures. A des concentrations physiologiques (1-5 µM), la morphine ne présente donc pas
d’action inhibitrice de l’activité de chloration de la MPO à pH acide.

3.7.3.2 Milieu extracellulaire - pH 7,4

La figure 3.19 illustre l’action inhibitrice de la morphine sur la production d’acide hypo-
chloreux par la MPO à pH neutre (pH 7,4). Globalement, à pH physiologique, elle n’est pas
supérieure à celle observée à pH acide. La concentration la plus élevée en morphine (100 µM)
inhibe le cycle de chloration à 43%. Cette capacité diminue avec sa concentration. Elle atteint
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Figure 3.19 – Action de la morphine sur l’activité de chloration de la MPO, à pH 7,4. Le pourcentage
d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé par rapport au contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau).

38% et 28% pour les concentrations 50 µM et 10 µM respectivement.

Généralement, les phénols présentent une action inhibitrice sur le cycle de chloration
croissante avec le pH du milieu, car l’affinité de la MPO pour les ions chlorure diminue
lorsque le pH augmente [54]. Ce n’est pas le cas pour la morphine. Cela montre que, même à
pH basique, les ions Cl− peuvent entrer en compétition avec la molécule pour interagir avec
le composé I. La morphine ne peut, à des concentrations plasmatiques (1-5 µM), réduire de
façon significative la production d’HOCl dans le milieu extracellulaire ou dans un milieu acide.

3.7.4 SIEFED

La morphine inhibe l’action oxydante (cycle de chloration et de peroxydase) de la MPO
à pH neutre correspondant au milieu extracellulaire. Afin de connaître plus précisément le
mode d’action de la morphine, il est intéressant de déterminer sa capacité de liaison au site
actif de l’enzyme, grâce au SIEFED (voir sections 2.2.5 et 2.3.4). Grâce à l’étape de lavage,
seuls les composés capables de se lier dans la cavité (aux acides aminés, au noyau de fer ou
à la structure hémique) peuvent faire décroître l’intensité de fluorescence de la sonde Amplex
Red en empêchant les substrats (H2O2, nitrite et Amplex Red) d’accéder au site actif et d’y
interagir. La morphine ne présente aucune action inhibitrice, quelle que soit la concentration
utilisée (figure 3.20).

Ce résultat révèle que la morphine n’est pas capable de se lier au site actif de la MPO
ou, du moins, que les potentielles liaisons formées ne sont pas suffisamment fortes pour résis-
ter à l’étape de lavage. Ce résultat est en accord avec celui fourni par docking. La structure
3D de la morphine n’est pas favorable à une liaison avec le site actif de la MPO. En effet,
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Figure 3.20 – Action de la morphine sur l’activité oxydante de la MPO, mesurée par SIEFED.
Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé par rapport au contrôle solvant,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (eau).

l’encombrement stérique peut empêcher l’insertion profonde de la molécule dans le site actif
de l’enzyme et, par conséquent, son orientation empêche son interaction forte avec différents
éléments importants tels que des acides aminés (histidine 95, arginine 239) et le noyau de
fer. La molécule ne présente donc pas d’action anticatalytique en empêchant notamment la
liaison du peroxyde d’hydrogène, déclencheur de l’activité oxydante de l’enzyme. Par contre,
la molécule doit tout de même s’insérer suffisamment profondément pour permettre l’échange
d’un électron avec les intermédiaires redox de l’enzyme (composé I et composé II) et par
conséquent agir comme substrat réducteur compétiteur dans les cycles de peroxydase et de
chloration.
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3.8 Conclusion

La morphine est un opioïde fréquemment utilisé en clinique en tant que composé anal-
gésique. Elle permet d’atténuer, de soulager et de prévenir, les douleurs modérées à sévères.
Faisant partie des molécules analgésiques les plus utilisées, la morphine permet, en soutien à la
sédation, de soulager la douleur de patients en soins intensifs et palliatifs. Elle est notamment
très efficace dans le cas des souffrances liées au cancer.

De nombreuses études se sont intéressées à la capacité antioxydante de la morphine, no-
tamment en tant que piégeur de radicaux et de ROS. Cette propriété lui offre une action
neuroprotectrice. Elle est également capable de réduire les dégâts oxydatifs induits par le
phénomène d’ischémie-reperfusion. La morphine a montré des propriétés immunomodulatrices
intéressantes, en agissant sur les leucocytes. En effet, la molécule peut impacter la produc-
tion de ROS par les cellules. Le prélèvement de liquide synovial chez des patients souffrant
d’arthrite a également démontré la réduction du nombre des leucocytes suite à l’injection de
morphine. Cependant, des précautions doivent être prises lors de son utilisation. En effet,
l’emploi récurrent de la molécule, notamment à hautes concentrations, peut induire des effets
pro-oxydants néfastes.

Sur base des ces constats, il était intéressant d’approfondir l’étude de l’impact de la mor-
phine sur le mécanisme inflammatoire. C’est pourquoi ce travail s’est penché sur l’investigation
de l’action de la molécule sur différents intermédiaires essentiels, aussi bien cellulaires, enzy-
matiques que chimiques de ce processus complexe, afin d’évaluer le bénéfice de l’utilisation de
la morphine lors du traitement de pathologies inflammatoires. En effet, l’ajout d’une action
potentiellement immunomodulatrice à l’utilisation dans le traitement de la douleur associée
à ces pathologies est un atout supplémentaire non négligeable.

La morphine a un impact très faible sur la viabilité des PMNs. Par contre, elle est ca-
pable de réduire la quantité d’anions superoxydes libérés par les PMNs activés. Lors d’un
bref temps d’incubation des PMNs en présence de morphine, celle-ci agit majoritairement
en tant que piégeur de O−.

2 . Lorsque l’incubation se prolonge, la molécule ne démontre pas
une capacité d’interaction supplémentaire significative avec les cellules. La molécule pour-
rait cependant traverser la membrane cellulaire des PMNs mais cette diffusion semble lente.
La répétition des expériences réalisées sur les PMNs avec des temps d’incubation plus longs
permettrait peut-être d’observer une potentielle perturbation du processus de formation des
ROS. Si c’était le cas, une étude plus approfondie serait alors nécessaire pour comprendre
l’impact de la morphine sur le complexe NADPH oxydase. Enfin, la morphine ne montre au-
cune inhibition du processus de dégranulation des PMNs.

Bien que la morphine ne puisse réduire la libération de myéloperoxydase par les PMNs
activés, elle est capable d’agir comme inhibiteur réversible de l’enzyme. En effet, la molécule
analgésique interagit en tant que substrat réducteur avec le cycle de peroxydase de la MPO.
La détermination de son potentiel d’oxydoréduction confirme sa capacité à céder un électron
et donc à réduire les composés I et II du cycle. Cependant, la morphine n’est pas capable,
aux concentrations physiologiques, d’impacter le cycle de chloration dans des conditions de
pH neutre, semblables à celles du milieu extracellulaire, ou à pH acide, caractéristique du
phagolysosome ou de certaines pathologies comme l’athérosclérose. En revanche, la morphine
agit comme piégeur efficace de l’acide hypochloreux. Ces résultats montrent la capacité de
la molécule à réduire l’impact oxydatif du cycle de chloration, en piégeant l’espèce oxydante
produite. La structure 3D de la molécule lui permet de s’insérer dans le canal d’accès à la
cavité du site actif de la myéloperoxydase. Cependant, en raison de l’encombrement stérique,
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elle n’est pas en mesure de se placer suffisamment profondément dans la cavité. La morphine
ne peut donc pas former de liaisons, telles que des ponts hydrogène, avec d’importants acides
aminés et ne peut empêcher le déclenchement des cycles oxydants en bloquant l’interaction
du peroxyde d’hydrogène. Le placement de la morphine à l’entrée du site actif lui permet
d’être suffisamment proche pour échanger un électron avec les composés I et II de l’enzyme et
impacter le cycle de peroxydase. Elle pourrait entrer en compétition avec d’autres substrats
et empêcher la formation de radicaux. Bien que ce mécanisme provoque le passage de la mor-
phine à l’état radicalaire, des études voltammétriques ont montré la capacité de molécules de
morphine radicalaires à s’associer pour former un composé stable et non oxydant.

Enfin, la morphine se révèle un piégeur efficace de ROS. En effet, en plus de piéger le
HOCl et l’anion superoxyde, la molécule interagit également avec l’oxygène singulet. Outre
l’interaction avec les éléments producteurs de ROS, PMNs et MPO, la molécule est capable
de réduire leur impact oxydant en piégeant directement les ROS. Le piégeage de l’anion su-
peroxyde peut également avoir un impact direct sur l’activité de la MPO. En effet, la flambée
respiratoire des PMNs est indispensable à la production du substrat naturel de l’enzyme,
le peroxyde d’hydrogène, formé par dismutation de deux molécules d’anion superoxyde. En
réduisant la formation de l’élément déclencheur des cycles oxydants de la MPO, la morphine
peut diminuer la surstimulation de l’enzyme et la surproduction de ROS et de radicaux.

Lors de son administration à un patient, la concentration en morphine peut atteindre
1µM dans le plasma. A cette concentration, la molécule ne présente pas d’action inhibitrice
significative sur l’activité oxydante de la MPO, ni sur les mécanismes de production de ROS
et de dégranulation des PMNs. Par contre, la morphine est un piégeur de ROS efficace aux
concentrations plasmatiques, et notamment de l’acide hypochloreux, oxydant puissant impli-
qué dans un grand nombre de réactions néfastes pour l’organisme. Par conséquent, lors de
son utilisation clinique dans le traitement de la douleur associée à diverses pathologies inflam-
matoires, la morphine peut présenter une action immunomodulatrice intéressante en agissant
comme antioxydant, cette propriété pouvant s’associer à son action analgésique première.

La morphine est métabolisée efficacement au niveau du foie et ses deux métabolites, la
morphine-6-glucuronide et la morphine-3-glucuronide, sont détectés dans le sang [201]. Afin de
compléter l’étude de son action anti-inflammatoire, il pourrait être intéressant de se pencher
sur l’action antioxydante et inhibitrice des métabolites sur la MPO et les PMNs. En effet,
l’ajout d’une fonction glucuronide à la structure de la morphine peut impacter sa capacité
d’interaction, notamment avec le site actif de la MPO. Ce qui peut également modifier les
capacités antioxydantes et réductrices de la molécule. Le docking des deux métabolites de
la morphine avec le site actif de la MPO a été réalisé (voir annexe B). Les résultats de la
modélisation montrent que l’ajout d’un groupement glucuronide à la molécule de morphine
augmente son encombrement stérique au sein du site actif. Cela représente un argument en
défaveur d’une réelle action inhibitrice des métabolites de la morphine sur la MPO.

Pour terminer, au cours de cette étude, seules deux propriétés associées aux PMNs ont été
investiguées (flambée respiratoire et dégranulation). L’examen de l’impact de la morphine et
de ses deux métabolites hépatiques sur le mécanisme de formation du NETs pourrait s’avé-
rer intéressant. En effet, cette dernière propriété fait l’objet de nombreuses recherches récentes.

Les résultats concernant la MPO repris dans ce chapitre ont fait l’objet d’une publication
dans le journal Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects [261].







Chapitre 4

Propofol

Le propofol, 2,6-diisopropylphénol, est un phénol utilisé comme agent anesthésique, ad-
ministré par voie intraveineuse. Il est fréquemment employé pour initier et maintenir un état
sédatif lors d’opérations ou dans les unités de soins intensifs. La rapidité avec laquelle la
molécule induit la sédation (environ 40 secondes), son court temps d’action et son métabo-
lisme rapide permettent de réaliser des anesthésies précises et parfaitement contrôlées. Bien
qu’agissant en tant que dépresseur cardiovasculaire et respiratoire comme beaucoup d’agents
anesthésiants, le propofol permet un réveil rapide du patient. [262, 263]

Les propriétés anesthésiantes du propofol ont été découvertes en 1977 par une équipe belge
(B. Kay et G. Rolly) lors d’un essai clinique. Cependant, dès ses premières utilisations, des
effets secondaires (e.g. douleur lors de l’injection) provoqués par son solvant, qui contenait
du Cremophor E. L. et de l’éthanol, ont été constatés. Cela a amené à l’établissement d’une
nouvelle formulation de la molécule active, le Diprivan. Cette formulation contient le propofol
(1%) dans une émulsion lipidique, l’Intralipide (eau, 10% d’huile de graine de soja, 2,25%
de glycérol, 1,2% de phospholipides d’oeuf, 0,005% de EDTA disodique et de l’hydroxyde
de sodium pour ajuster le pH. L’huile de soja est elle-même composée de 44-62 % d’acide
linoléique, de 19-30 % d’acide oléique, de 7-14 % d’acide palmitique et de 4-11 % d’acide
linolénique [262, 264]).

Figure 4.1 – Structure du 2,6-diisopropylphénol

4.1 Propriétés physico-chimiques

Le propofol est un composé phénolique disubstitué par deux groupements isopropyles en
position ortho. Sa masse molaire est de 178,27 g/mol. Ayant un point de fusion à 18 ◦ C, le
propofol se trouve sous forme liquide à température ambiante. Il est soluble dans des solvants
organiques comme l’éthanol, le DSMO ou le DMF, mais est insoluble dans l’eau. Son pKa est
égal à 11.

79



80 4.2. PROPRIÉTÉS PHARMACODYNAMIQUES ET PHARMACOCINÉTIQUES

4.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

Le mode d’action du propofol qui permet d’induire la sédation n’est pas encore entière-
ment connu. Cependant, il semble que la molécule facilite et prolonge l’interaction entre le
neurotransmetteur GABA (acide γ-aminobutyrique) et les récepteurs GABAA. Le GABA est
le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central chez les mammifères.
En se fixant sur les récepteurs GABAA, le GABA provoque l’entrée dans le neurone d’ions
chlorure via les canaux ioniques. Cette entrée d’ions induit l’hyperpolarisation de ce dernier
et, par conséquent, son inhibition en empêchant le passage de l’influx nerveux. [265, 266]

La pharmacocinétique du propofol peut être divisée en trois phases, dont deux principales.
La première reprend la pénétration de la barrière hémato-encéphalique et la distribution ra-
pide dans le système nerveux central. Cette première étape explique la rapidité d’action de
la molécule hautement lipophile. Le temps de demi-vie de l’équilibre hémato-encéphalique a
été estimé, par modélisation, entre deux et trois minutes [267]. La seconde étape est liée au
métabolisme de la molécule par l’organisme et dure environ entre 34 et 56 minutes en fonction
des individus. Le métabolisme du propofol (figure 4.2) se déroule principalement au niveau
du foie, dans les microsomes, mais des sites extra-hépatiques (comme les reins, les poumons
[268, 269, 270] et l’intestin grêle [271]), ont été mis en évidence. Environ 70% du propofol est
conjugué à une structure glucuronide [272, 273]. 29% du propofol sont transformés, par le cy-
tochrome P450 en 2,6-diisopropyl-1,4-quinol [274, 275]. Ce dernier peut être oxydé en sa forme
quinone, 2,6-diisopropyl-1,4-quinone, à pH basique. Le 2,6-diisopropyl-1,4-quinol peut égale-
ment être conjugué pour former trois métabolites : 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-sulfate, 1-
(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide et 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide. Les dif-
férents métabolites sont également suspectés d’intervenir dans l’effet anesthésiant du propofol
[276]. La troisième et dernière phase reprend l’excrétion hors de l’organisme par voie urinaire.
Environ 1% de la molécule native est éliminée sans être métabolisée [272].

Le propofol est injecté au patient par voie intraveineuse grâce à un système de perfusion
contrôlée (TCI : target controlled infusion) [277]. Ce système automatisé utilise des modèles
pharmacocinétiques (Marsh, Schnider) pour établir un plan d’administration de l’agent anes-
thésiant adapté à chaque patient. Ces modèles tiennent compte de facteurs comme l’âge, le
poids, le sexe, afin de maintenir une concentration adéquate dans le sang et dans la zone
d’action de la molécule (cerveau). Un monitoring de la concentration en propofol est réa-
lisé durant toute la durée de la sédation, ce qui permet de déterminer la concentration en
anesthésiant dans le plasma. De façon générale, un bolus de propofol est injecté initialement
pour induire l’anesthésie et atteindre le plus rapidement possible la concentration plasmatique
souhaitée [277]. Ensuite, l’anesthésie est maintenue grâce à une injection continue. En fonc-
tion du patient et de la prise potentielle de composés comme des analgésiques (opioïdes), la
concentration plasmatique du propofol peut varier entre 10 et 50 µM lors de la maintenance
de la sédation [278, 279, 280, 281].

4.3 Métabolites et dérivés d’oxydation

A la suite de son injection, le propofol est rapidement métabolisé par l’organisme dans
différents sites. Des études ont été consacrées à la détection des différents métabolites du
propofol dans le plasma de patients anesthésiés et à l’évaluation de leurs concentrations [281,
282, 283].



CHAPITRE 4. PROPOFOL 81

Figure 4.2 – Les différents métabolites du propofol en conditions in vivo [281].

4.3.1 Propofol-β-glucuronide - PPFG

Ce métabolite du propofol est le plus abondant et a été détecté dans le sang avec une
concentration maximale de 50 µM [281, 282]. En effet, environ 70% du propofol est associé à
une structure glucuronide grâce à l’uridine 5’-diphosphate glucuronosyltransférase au niveau
des différents sites métaboliques [272, 273]. Ce composé possède une masse molaire de 354,39
g/mol.

4.3.2 1-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide - PPFQ-1-G et
4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide - PPFQ-4-G

Des études ont mis en avant l’implication d’une hémoprotéine, le cytochrome P450, dans
le métabolisme du propofol. En effet, environ 29% de celui-ci est hydroxylé par cette protéine
en 2,6-diisopropyl-1,4-quinol [272, 284]. Ce composé peut ensuite être conjugué pour for-
mer les isomères 1-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide et 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-
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glucuronide. Ces composés sont les plus produits parmi les dérivés de la forme quinol du
propofol. On peut les retrouver dans le plasma à des concentrations proches de 10 µM et 5
µM respectivement [282]. Le PPFQ-4-G est formé par la conjugaison d’une fonction glucu-
ronide sur la fonction hydroxyle placée en position para du cycle du propofol. Le PPFQ-1-G
est quant à lui formé par la conjugaison d’une fonction glucuronide sur la fonction hydroxyle
placée entre les deux bras isopropyles du propofol. Les deux composés ont une masse molaire
de 371,4 g/mol.

4.3.3 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-sulfate - PPFQ-4-S

Parmi les dérivés de la forme quinol du propofol, le 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-sulfate
(PPFQ-4-S) est formé par l’association d’un groupement sulfate à l’atome d’oxygène situé
en position para du cycle du propofol. Ce métabolite n’est pas présent en concentration
suffisante pour être quantifié dans le sang [281]. Sneyd et al. ont détecté ce métabolite dans
l’urine de patients 24 h après l’injection du propofol. Cependant, il ne représente que 4% de
la concentration totale des métabolites [285]. Il possède une masse molaire de 274,3 g/mol.

4.3.4 2,6-diisopropyl-1,4-quinone - PPFQ

La forme quinol du propofol, le 2,6-diisopropyl-1,4-quinol, n’est pas détectée telle quelle
dans le plasma. En effet, ce métabolite est soit rapidement transformé en PPFQ-1-G, PPFQ-
4-G ou PPFQ-4-S, soit oxydé en sa forme quinone, 2,6-diisopropyl-1,4-quinone. Ce dernier
peut être détecté dans le plasma de patients ayant subi une chirurgie [281, 283], à une concen-
tration proche de 5 µM et dans les tissus de différents organes (foie, reins, coeur et poumons)
[276, 282].

La forme quinone du propofol peut également être formée à partir de la forme radicalaire
de la molécule. En effet, l’oxydation du propofol par diverses espèces (e.g. peroxynitrite [286],
espèces réactives de l’oxygène [287, 288] ou système enzymatique [288, 289]) donne un radical
phénoxyl qui peut par la suite interagir avec de l’oxygène, plus particulièrement l’oxygène
singulet pour donner ce métabolite [287]. Lors du processus inflammatoire, l’oxygène singulet
étant un produit de l’interaction entre du peroxyde d’hydrogène et les ions Cl− ou l’acide
hypochloreux HOCl/OCl− (produit du cycle de chloration de la MPO), on peut supposer
qu’il puisse être en mesure d’interagir avec le radical phénoxyl du propofol.

Dans deux publications, Subrahmanyam [290] et Kettle [291] ont démontré que la MPO
peut induire l’hydroxylation de composés phénoliques en présence d’un système producteur
d’anions superoxydes, afin de produire leur forme hydroquinone. Deux mécanismes différents
ont été proposés, basés sur la formation d’un complexe MPO ferrique-O.−

2 appelé composé
III (voir figure 1.9). Kettle propose l’interaction du composé III avec une nouvelle molécule
d’anion superoxyde pour former un complexe hydroxylant semblable à l’espèce hydroxylante
du cytochrome P450. Par contre, pour Subrahmanyam, ce complexe provoque la formation
d’oxygène singulet responsable par la suite de l’hydroxylation du phénol. La forme hydroxy-
lée du phénol peut alors subir deux oxydations successives par interaction avec le cycle de
peroxydase de la MPO, avec un radical phénoxyl ou avec une autre espèce oxydante (ROS),
pour former la structure quinone. Lors de l’inflammation, les PMNs génèrent l’anion super-
oxyde en présence de MPO par l’intermédiaire du complexe protéique NADPH oxydase. Les
mécanismes décrits pourraient donc se produire.
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4.3.5 3,5,3’,5’-tétraisopropyl-(4,4’)-diphénoquinone - PPFDQ

La structure diquinone du propofol n’est pas un produit du métabolisme, mais elle peut
être produite par l’association de deux radicaux du propofol. Cela nécessite d’abord la for-
mation d’un diphénol qui peut par la suite subir successivement deux oxydations. Eastmond
et al.[289] ont montré que l’oxydation de phénols par le système peroxydasique MPO-H2O2

conduit à la formation de diphénol et diquinone [287]. Il a également été établi que lors de la
perfusion de certaines formulations du propofol (Diprivan), celles-ci peuvent subir une oxyda-
tion due à la présence de sulfites et conduisant à la formation du diphénol et de la diquinone
[292, 293, 294].

Des études de voltammétrie cyclique ont révélé que l’oxydation du propofol en solution
induit la formation d’une couche de passivation composée d’un polymère formé par association
de radicaux du propofol. Cette couche de couleur jaune fait penser à la forme diquinone qui
induit sa coloration jaune lorsqu’elle est formée en solution [295, 296].

4.4 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

4.4.1 Propofol

Le propofol étant un phénol, il présente, avec son cycle aromatique et un groupement
hydroxyle, une structure similaire à celle de molécules antioxydantes connues comme le BHT
(tert-butylhydroxytoluène) ou le trolox (analogue hydrophile de la vitamine E) [297]. Les
molécules antioxydantes phénoliques possèdent un ou plusieurs groupements hydroxyles, ca-
ractérisés par une capacité importante de transfert d’électrons et d’hydrogènes. La présence
d’un ou plusieurs cycles aromatiques permet la stabilisation, par effet de résonance, de leur
état radicalaire, formé par leur oxydation. L’électron non apparié du groupement O. va se
délocaliser dans le cycle aromatique pour former différentes structures mésomères du radical
(figure 4.3) et le stabiliser en abaissant son énergie.

Figure 4.3 – Mécanisme d’oxydation des phénols (formation du radical phénoxyl) et stabilisation
du radical par effet de résonance (formation des formes mésomères).

De nombreuses études se sont intéressées à la capacité antioxydante du propofol. L’article
de Gülçin et al. [298] porte sur l’étude de l’activité antioxydante totale de la molécule anes-
thésiante. Le propofol est capable d’agir comme piégeur de radicaux libres tels que le DPPH.

et d’espèces réactives de l’oxygène comme l’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène. La
molécule présente également un pouvoir réducteur et chélateur de métaux. L’étude montre
que le propofol présente une activité, dans ces différents tests, similaire, voire supérieure, à
celle du BHA, du BHT et de l’α-tocophérol. Le propofol est un bon piégeur de radicaux or-
ganiques en solution aqueuse, comme les radicaux produits par l’irradiation de la riboflavine
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[299] et les radicaux DPPH [298] et ABTS [300]. Il inhibe la formation de malondialdéhyde,
produit de dégradation formé par la peroxydation de l’acide arachidonique [299]. Le propofol
est capable de céder un électron et un hydrogène à différentes espèces radicalaires (peroxyni-
trite ONOO. [286, 301], radical hydroxyle OH. [298, 302], radical peroxyle ROO. [303, 304] et
radical alkoxyle RO. [303]) afin de former un radical phénoxyl. Le propofol permet de protéger
les cellules endothéliales de l’action oxydante du peroxynitrite [305].

Des études ont également démontré que des concentrations cliniques de propofol peuvent
inhiber la peroxydation lipidique dans différents milieux, comme les microsomes [306, 297, 307]
et les mitochondries isolées du foie de rats [308]. De la Cruz et al. [309] ont mis en évidence
l’inhibition de la formation de peroxydes lipidiques dans différents tissus d’organes de rats
et l’augmentation du système de défense antioxydant des cellules faisant intervenir le gluta-
thion. Le propofol est également capable d’inhiber la peroxydation de l’acide linoléique par
des espèces radicalaires [298]. Une augmentation faible mais significative de la capacité anti-
oxydante du plasma chez des patients anesthésiés avec du propofol a également été constatée
[310]. Suite à cela, De la Cruz et al. [311] ont montré que le propofol inhibe la peroxydation
lipidique au sein des plaquettes de patients anesthésiés, en réduisant la consommation de glu-
tathion par les cellules.

L’action neuroprotectrice du propofol sur des modèles animaux in vitro a été établie dans
plusieurs publications. Le propofol présente une action antioxydante dans les tissus cérébraux
de rats, sujets à des phénomènes d’anoxie-réoxygénation [312]. Il permet également de réduire
les lésions engendrées par un épisode d’ischémie-reperfusion en jouant un rôle dans l’inhi-
bition de la mortalité des neurones [313, 314, 315]. Le propofol est également capable de
protéger les neurones contre les dysfonctionnements mitochondriaux induits par des phases
d’hypoxie [316]. Malgré les effets positifs avérés du propofol dans divers modèles, des études
ont néanmoins montré la neurotoxicité de la molécule sur des cerveaux ayant subi des lésions
traumatiques [317, 315]. Le propofol induit aussi une activité protectrice contre l’ischémie-
reperfusion au sein de différents organes. En effet, il est capable d’atténuer dans des coeurs
isolés de rats, les altérations métaboliques et mécaniques induites par des espèces réactives de
l’oxygène (peroxyde d’hydrogène), probablement en réduisant la peroxydation lipidique [318].
Le propofol réduit également les lésions oxydatives au niveau du rein [319] et du foie [320] en
inhibant le stress oxydatif.

Mathy-Hartert et al. [288] ont étudié séparément l’action du propofol, de sa formulation
Diprivan et de l’Intralipide sur les espèces réactives de l’oxygène produites par (i) des leu-
cocytes polymorphonucléaires (PMNs) et des cellules endothéliales stimulées ou (ii) par un
système peroxydasique. Ils ont montré l’activité de piégeage dose-dépendante du propofol et
du Diprivan. L’Intralipide présente aussi une action antioxydante mais plus faible.

Le propofol est également capable d’impacter et de réduire le processus de nétose, i.e.
la formation de la structure fibreuse NETs (Neutrophil Extracellular Traps) produite par les
PMNs [321, 322]. Cette structure est composée de filaments de chromatine décondensée et
recouverts de protéines issues des granules cytoplasmiques. Le NET dépend de la formation de
ROS par les PMNs (et particulièrement la NADPH oxydase) et est important pour capturer
et tuer les micro-organismes pathogènes de taille trop importante pour être phagocytés. Le
propofol inhibe la formation du NETs de deux façons : en réduisant la production de HOCl
par la MPO et en inhibant la phosphorylation d’une kinase, la p-ERK, intervenant dans dif-
férents mécanismes cellulaires dont la nétose.

Le propofol possède également une action modulatrice de la libération de cytokines pro-
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inflammatoires (TNF-α, IL-1, IL-6,...) par les PMNs [323] et les macrophages [324]. Il inhibe
la chimiotaxie des PMNs et leur migration à travers une monocouche endothéliale [325].
Il empêche aussi le mécanisme de phagocytose des PMNs, en diminuant potentiellement la
concentration en calcium au sein des cellules [326, 327]. Enfin, lors du traitement des chocs
induits par l’administration d’endotoxines chez le rat, le propofol diminue l’activité de la MPO
[328].

4.4.2 PPFG

Le remplacement de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle du propofol par un
groupement glucuronide diminue fortement, voire totalement, l’activité antioxydante de la
molécule. Boisset et al. [282] indiquent que le PPFG ne montre aucune propriété de piégeage
de radicaux et que le métabolite ne peut donc pas inhiber le phénomène de peroxydation
lipidique, contrairement au propofol. Certains composés phénoliques comme l’acide ferulique
ou l’acide caféique conservent une action antioxydante importante après l’ajout d’un grou-
pement glucuronide, uniquement lorsqu’ils conservent un groupement hydroxyle fonctionnel
[329]. Par contre, un métabolite de l’acide ferulique, où le groupement glucuronide supprime
le groupement hydroxyle, voit son action fortement réduite par rapport à la molécule mère.

4.4.3 PPFQ-1-G et PPFQ-4-G

Des tests n vitro mis en place pour évaluer l’action de piégeage de radicaux par les mé-
tabolites du propofol ont montré que l’ajout d’un groupement hydroxyle pour former le 2,6-
diisopropyl-1,4-quinol n’augmente pas la capacité antioxydante du propofol, bien que pour
certains phénols, comme des flavonoïdes, l’activité antioxydante dépend du nombre de fonc-
tions hydroxyles [282]. Par contre, le remplacement d’une des deux fonctions hydroxyles par un
groupement glucuronide décroît l’activité antioxydante des PPFQ-1-G et PPFQ-4-G. L’ajout
du groupement glucuronide diminue la lipophilie des composés, induisant l’incapacité d’in-
teragir avec des radicaux formés au sein de structures lipidiques comme des membranes. Par
conséquent, les PPFQ-1-G et PPFQ-4-G impactent faiblement le processus de peroxydation
lipidique à des concentrations plasmatiques pertinentes [282].

4.4.4 PPFQ et PPFDQ

Les quinones n’ont pas directement de propriétés antioxydantes. Elles peuvent cependant
en montrer après avoir été réduites en leur forme hydroquinone, par divers mécanismes [330,
331]. Les quinones peuvent également agir comme piégeur d’anions superoxydes. En effet,
l’interaction entre la quinone et l’anion superoxyde provoque l’oxydation de l’espèce réactive
de l’oxygène en dioxygène et la réduction de la quinone en sa forme semiquinone radicalaire.
Une seconde réduction permet de former l’hydroquinone [332, 333].

4.5 Choix du propofol et de ses dérivés dans le cadre de cette
étude

Le propofol fait partie des agents anesthésiants les plus fréquemment utilisés dans les ser-
vices de soins intensifs. Il est utilisé pour son efficacité et pour la précision avec laquelle la
sédation peut être contrôlée. Les propriétés antioxydantes du propofol sont connues. Parmi
elles, la capacité de protection des cellules neuronales contre le stress oxydatif a été démontrée.
L’effet neuroprotecteur du propofol a mené à l’extension de son utilisation chez des patients
souffrant de traumatisme crânien et de lésions cérébrales [315].
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Les causes pouvant amener des patients en soins intensifs sont multiples. Mais pour beau-
coup, elles sont étroitement liées à l’inflammation. En effet, en réanimation, le sepsis est la
première cause de mortalité. La réponse excessive de l’organisme à une infection, pouvant par
exemple survenir à la suite d’un trauma ou d’une maladie, va conduire à une défaillance en
chaîne des différents organes jusqu’au décès (voir section 1.3.2.5)[334, 335]. De nombreuses
pathologies respiratoires sont également liées à l’inflammation (pneumonie, bronchopneumo-
pathie chronique,...). La plus connue actuellement est la COVID19, dont les formes les plus
graves peuvent conduire le malade aux soins intensifs (voir section 1.3.2.7). L’ensemble de ces
pathologies sont caractérisées par une réponse excessive du système immunitaire et induisent
l’arrivée sur le site inflammatoire de nombreuses cellules telles que des PMNs, macrophages
ou monocytes. L’invasion des tissus par les PMNs provoque également la libération de MPO
dans le milieu extracellulaire [142, 143, 144, 145]. L’implication des PMNs et de la MPO dans
ces diverses pathologies en font des cibles thérapeutiques (voir section 1.3.2).

Le propofol ayant déjà montré des propriétés immunomodulatrices sur l’activité des PMNs
dans diverses études (e.g. inhibition de la nétose, de la réduction de ROS), il est intéressant
de poursuivre cette investigation notamment en évaluant l’impact de la molécule sur l’acti-
vité oxydante de la MPO et sur différents mécanismes des PMNs. L’action de la molécule de
propofol seule a été étudiée ainsi que celle de sa forme injectable, le Diprivan, afin de détermi-
ner l’impact de l’enveloppe lipidique sur l’efficacité de la molécule active. Afin de compléter
l’étude de l’action anti-inflammatoire du propofol, des composés métaboliques et d’oxyda-
tion ont été sélectionnés. En effet, ces molécules peuvent être produites dans l’organisme de
diverses manières suite à l’administration du propofol. Etant rapidement présentes dans l’or-
ganisme après l’administration de la molécule, il est intéressant d’évaluer leur impact sur le
processus inflammatoire. Elles ont donc également été étudiées au regard de leur potentielle
action inhibitrice sur l’activité de la MPO et de leur impact sur les PMNs.

Parmi les six dérivés décrits, les composés PPFG, PPFQ et PPFDQ ont été sélectionnés
pour cette étude. Le PPFG étant le principal métabolite du propofol (70%), il a été choisi afin
d’étudier l’influence de l’ajout d’une fonction glucuronide sur l’action inhibitrice du propofol.
Les autres métabolites glucuronides (PPFQ-1-G et PPFQ-4-G) se retrouvent en plus faible
quantité dans le plasma. Ils sont également plus difficiles à obtenir à un coût raisonnable et
en quantité suffisante pour les différentes analyses prévues. C’est pourquoi ils n’ont pas été
retenus pour ce travail. De plus, des analyses préliminaires de docking de leurs complexes
avec la MPO n’ont pas montré de résultats en faveur d’une forte interaction avec le site actif
de l’enzyme (voir annexe C). En effet, la présence de la structure glucuronide empêcherait
l’insertion profonde des molécules au niveau du site et les placerait dans le canal d’accès.
Les informations concernant les concentrations des métabolites détectées dans le sang ont
également permis de supprimer le PPFQ-4-S de la sélection. En effet, on peut supposer que
sa production en faible concentration va impacter défavorablement sa capacité inhibitrice po-
tentielle sur le processus inflammatoire.

Le PPFQ a également été retenu. Sa petite taille ainsi que la présence d’un second atome
d’oxygène en position para semblent intéressantes quant à la potentielle interaction de la mo-
lécule avec la MPO. De plus, ce composé est détecté dans le sang de patient anesthésié et
prédominerait sur la forme quinol [281]. Le PPFQ a pu être facilement synthétisé en quantité
suffisante pour l’ensemble des analyses prévues dans ce travail, tout comme le PPFDQ (voir
annexe C). Enfin, en tant que quinones, les deux composés peuvent présenter un impact sur
l’action oxydante des PMNs. En effet, le caractère lipophile des composés quinones leur permet
de s’insérer facilement dans les membranes plasmiques où ils sont connues pour agir comme
transporteur d’électrons dans divers processus (mitochondries, NADPH oxydase [336, 337]).
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Les quinones peuvent également agir comme piégeurs d’espèces réactives de l’oxygène comme
l’anion superoxyde.

Le choix des trois dérivés PPFG, PPFQ et PPFDQ est évidemment une première sélection.
Il serait également intéressant dans le futur d’évaluer l’action immunomodulatrice des dérivés
non retenus pour ce travail.

4.6 Etude de l’action réductrice et antioxydante du propofol
et de ses métabolites

4.6.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Les propriétés d’oxydoréduction des composés chimiques sont fortement dépendantes de la
composition et du pH du milieu dans lequel ils se trouvent. Au cours de ce travail, la majorité
des expériences a été réalisée dans du tampon phosphate ou PBS à pH 7.4 afin de simuler le
pH physiologique. Par conséquent, le potentiel d’oxydoréduction du propofol et de ses dérivés
a été estimé dans du tampon phosphate pH 7,4 grâce à la voltammétrie cyclique (voir section
2.1.1).

Figure 4.4 – Voltammogrammes du propofol (10−3M) dans du tampon phosphate pH 7,4, obtenus
lors des trois premiers cycles (vitesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une
électrode de calomel saturée.

La figure 4.4 montre les trois premiers voltammogrammes du propofol. Comme décrit par
Langmaier et al. [338], l’allure des voltammogrammes varie à chaque cycle successif. Lors du
premier cycle, un premier pic d’oxydation apparaît à +428 mV. Il est attribué à l’oxydation
de la forme monomérique du propofol. Aucun pic inverse associé n’est observé. Cela suggère
que, dans ces conditions, l’oxydation du propofol est un processus irréversible, probablement
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suivi par une réaction chimique subie par le radical phénoxyl produit. Un pic de réduction est
observé à un potentiel négatif, comme montré par Pissinis et Marioli [339]. Lors du second
cycle, le pic d’oxydation est décalé vers un potentiel plus élevé de +560 mV. Un second pic
apparaît également à +290 mV. Il correspond à l’oxydation de la forme dimérique formée par
l’association des formes radicalaires du propofol produites par son électro-oxydation. En effet,
comme décrit dans la littérature pour de nombreux composés phénoliques [241, 340, 341], le
mécanisme de réaction lors de l’électroanalyse du propofol est un processus ECE (Electron
transfer - Chemical reaction - Electron transfer). La première oxydation du propofol mono-
mérique donne lieu à la formation de radicaux phénoxyls, qui vont s’associer pour former des
dimères, eux-mêmes électrochimiquement actifs. Plus le nombre de cycles augmente, plus les
deux pics d’oxydation se décalent vers des valeurs de potentiel croissantes. Notre étude a été
réalisée dans un milieu à pH 7,4. Dans ces conditions, la décroissance de l’amplitude des pics
d’oxydation peut être observée lors des cycles successifs jusqu’à leur disparition après quatre
scans. Ce phénomène a également été observé par Langmaier et al. [338]. L’oxydation du
propofol et des dimères formés conduit à la formation d’une couche polymérique jaune sur la
surface en carbone de l’électrode de travail et la surface en platine de la contre-électrode. Cette
couche provoque la passivation des électrodes [295, 296]. La basification du milieu provoque
également la diminution des valeurs de potentiel attribuées aux différents pics par rapport à
celles observées dans la littérature [338, 339]. D’autres composés phénoliques ont également
montré ce comportement (morphine, acide gallique, quercétine [342, 343, 341]). Enfin, le pic
de réduction observé, comme dans l’étude de Pissinis et Marioli [339], pourrait être attribué
à la réduction de l’espèce polymérique formée.

Afin d’évaluer la capacité réductrice du propofol vis-à-vis de différentes espèces oxydantes
comme des ROS et, plus particulièrement, les composés d’oxydation de la MPO (composés
I et II), il a fallu estimer son potentiel d’oxydoréduction. Le processus d’électro-oxydation
du propofol étant irréversible, le potentiel redox ne peut pas être déterminé précisément. Par
conséquent, la méthode d’Espinoza et al. [169] permet d’obtenir une estimation convenable
(voir annexe E). C’est pourquoi le potentiel de demi-pic du pic d’oxydation du propofol a été
déterminé. Son potentiel d’oxydoréduction est donc estimé à +280 mV vs SCE, soit +524 mV
vs ESH (électrode standard à hydrogène).

L’étude électrochimique des quinones est plus complexe. En effet, l’échange d’électrons
et de protons dépend fortement du milieu d’étude et, plus précisément, de sa teneur en pro-
tons (figure 4.5). Dans un milieu aprotique, comme un solvant aprotique (DMSO, DMF), une
quinone subira deux réductions successives à un électron pour donner tout d’abord la forme
anion radicalaire de la molécule et ensuite la forme dianionique. Par contre, dans des milieux
tamponnés, une seule réduction à deux électrons et deux protons permet de former la forme
hydroquinone [344, 345].

La figure 4.6 présente le voltammogramme du PPFQ dans du tampon phosphate pH 7,4.
Dans ce milieu protoné, une réduction à deux électrons et deux protons de la quinone vers sa
forme hydroquinone (2,6-diisopropyl-1,4-quinol) est observée à -179 mV (équation 4.1). Cette
valeur est proche de celle obtenue par Ferrier et al. [346]. Le phénomène de réduction est
réversible car le pic d’oxydation associé de l’hydroquinone est observé à -109 mV. Le potentiel
de demi-vague E1/2 est de -144 mV vs SCE, soit +99 mV vs ESH.

Q+ 2e− + 2H+ ←→ QH2 (4.1)

La figure 4.7 illustre quant à elle le voltammogramme du PPFQ dans le DMF. Une succession
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Figure 4.5 – Réactions d’oxydoréduction du PPFQ dans un milieu protoné (tampon) et dans un
milieu non protoné (solvant aprotique).

Figure 4.6 – Voltammogramme du PPFQ (10−3M) dans du tampon phosphate pH 7,4 (courbe
pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vitesse d’acquisition : 10
mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

de deux phénomènes à un électron peut être observée (équations 4.2 et 4.3). Le bromure de
tétrabutylammonium (C16H36BrN) est utilisé comme électrolyte de support afin d’augmen-
ter la conductivité du milieu réactionnel. Celui-ci est électroactif dans la même gamme de



90 4.6. ETUDE DE L’ACTION RÉDUCTRICE ET ANTIOXYDANTE

potentiel que le PPFQ. Le voltammogramme du C16H36BrN présente un pic d’oxydation et
de réduction à -688 mV et -784 mV respectivement (courbe pointillée). Cependant, les pics
peuvent être distingués de ceux du PPFQ. Pour la quinone, le premier couple de pics d’oxydo-
réduction correspond au passage de la forme quinone vers le radical anionique et inversement
(équation 4.2). Le potentiel de demi-vague correspondant est de -524 mV vs SCE, soit -281
mV vs ESH. Le second couple de pics, caractérisés par des valeurs de potentiel plus faibles,
correspond à la transformation du radical anionique en une forme dianionique (équation 4.3).
Le potentiel de demi-vague correspondant est de -1,13 V vs SCE, soit -888 mV vs ESH.

Q+ e− ←→ Q−. (4.2)

Q−. + e− ←→ Q2− (4.3)

Figure 4.7 – Voltammogramme du PPFQ (10−2M) dans du DMF en présence de 100mM de
C16H36BrN (courbe pleine). Voltammogramme du C16H36BrN (100mM) dans du DMF (courbe poin-
tillée). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée (vitesse d’acquisition : 10
mV/s).

Pour le PPFDQ, un comportement similaire au PPFQ est observé que ce soit en milieu
protoné (figure 4.8) ou non (figure 4.9). Dans du tampon phosphate, un processus d’oxydoré-
duction à deux électrons est observé (équation 4.1). Le pic de réduction apparaît à +11 mV
et le pic d’oxydation associé à +63 mV. Le potentiel de demi-vague E1/2 est donc de +37 mV
vs Ag/AgCl, soit +234 mV vs ESH.

Dans le DMF, le premier couple de pics d’oxydoréduction correspond au passage de la
forme quinone vers le radical anionique et inversement (équation 4.2). Le potentiel de demi-
vague correspondant est de -323 mV vs SCE, soit -79 mV vs ESH. Le second couple de pics,
caractérisés par des valeurs de potentiel plus faibles, correspond à la transformation du radical
anionique en une forme dianionique (équation 4.3). Le potentiel de demi-vague correspondant
est de -793 V vs SCE, soit -549 mV vs ESH.
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Figure 4.8 – Voltammogramme du PPFDQ (10−3M) dans du tampon phosphate pH 7,4 (courbe
pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMF)) (vitesse d’acquisition : 10
mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de Ag/AgCl (KCl saturée).

Figure 4.9 – Voltammogramme du PPFDQ (10−3M) dans du DMF en présence de 100mM de
C16H36BrN (courbe pleine). Voltammogramme du C16H36BrN (100mM) dans du DMF (courbe poin-
tillée). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée (vitesse d’acquisition : 10
mV/s).
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4.6.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

L’ABTS, associé à la spectroscopie d’absorption, est fréquemment utilisé pour l’évaluation
de l’activité antioxydante et plus précisément réductrice de composés d’intérêt (voir section
2.1.2). Le potentiel d’oxydoréduction du couple ABTS+./ABTS a été estimé à +698 mV (voir
section 2.1.2) par voltammétrie cyclique. Par conséquent, les molécules présentant un poten-
tiel inférieur sont capables de réduire le radical ABTS+. en lui cédant un électron.

Figure 4.10 – Action réductrice du propofol et de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) sur
les radicaux ABTS+. en solution aqueuse. La mesure a été réalisée immédiatement après l’ajout de
la solution d’ABTS+. dans les puits de la plaque d’analyse (couleur pleine) et après une incubation
de trente minutes dans le noir suite à la première mesure (couleur quadrillée). Le pourcentage de
l’activité de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2 et n=3).

La figure 4.10 illustre l’action de réduction du propofol et de ses trois dérivés (PPFG,
PPFQ et PPFDQ) sur le radical ABTS+. produit chimiquement via l’oxydation de l’ABTS
par le persulfate de sodium. La mesure de l’absorbance de la solution d’ABTS+. à 740 nm a
été réalisée immédiatement après l’ajout de la solution dans les puits de la plaque multipuits
de mesure (couleur pleine) et trente minutes après la première mesure, après une incubation
dans le noir (couleur quadrillée). Les deux solvants, le DMSO et le DMF, n’induisent pas de
décroissance significative de la concentration en radicaux au cours du temps. Le propofol est
caractérisé par un potentiel redox inférieur (+524 mV) à celui de l’ABTS et est donc capable
d’agir comme agent réducteur. En effet, aux deux plus grandes concentrations 50 µM et 100
µM, le phénol peut réduire plus de 90% des radicaux en solution immédiatement après le
déclenchement de l’expérience. Cette capacité de piégeage élevée perdure dans le temps et est
conservée après trente minutes. A 10 µM, le propofol piège initialement 58% des radicaux et
cela augmente à 74% après une heure. A la plus faible concentration testée, le propofol ne
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réduit pas la concentration en radicaux ABTS+. de façon significative.

Les composés phénoliques présentent globalement une action réductrice importante. Ils
possèdent au moins un groupement donneur d’électron tel que le groupement hydroxyle. Le
propofol possède un seul groupement hydroxyle. Les radicaux phénoxyls formés à la suite de
l’oxydation des phénols présentent une grande stabilité et, par conséquent, une faible réacti-
vité. En effet, le radical phénoxyl est stabilisé par effet de résonance ou effet mésomère (figure
4.3). Cet effet est lié au phénomène de délocalisation électronique qui peut se produire dans
les molécules présentant des électrons π (double liaison). Dans le cas du radical phénoxyl, le
groupement fonctionnel O. cède son électron non apparié au cycle aromatique, provoquant
ainsi sa délocalisation. L’électron peut ensuite circuler au sein du cycle aromatique en formant
différentes structures mésomères du radical. C’est la résonance des doublets du noyau aroma-
tique qui stabilise le radical en abaissant son énergie [347, 348]. Cette stabilisation permet
au propofol d’être un piégeur de radicaux efficace et cette action perdure dans le temps. En
effet, les radicaux phénoxyls formés ne vont pas provoquer l’oxydation des molécules d’ABTS
et par conséquent la réaugmentation de l’absorbance de la solution à 734 nm.

Le PPFG ne présente aucune action réductrice sur le radical ABTS+., immédiatement
après le déclenchement de l’expérience ni après trente minutes. Ce résultat est en accord avec
ceux de la littérature [282]. Effectivement, la transformation du propofol en glucuronide lui
fait perdre son action antioxydante. La molécule perd sa fonction hydroxyle et n’est plus ca-
pable de céder un électron aux radicaux en solution.

De la même manière, le PPFQ et le PPFDQ ne présentent pas d’action réductrice significa-
tive. Une heure après le début de l’expérience, on peut tout de même observer une diminution
de 13% et 10% de la concentration en radicaux ABTS+., pour une concentration de 100 µM
et 50 µM de PPFQ respectivement. A nouveau, ces résultats sont logiques compte tenu de la
nature des molécules. En tant que composés quinones se trouvant dans un état d’oxydation
maximum, le PPFQ et PPFDQ n’ont pas la capacité de céder un électron à un radical.

En ce qui concerne le Diprivan, l’opacité de la solution provoquée par le solvant Intralipide
empêche l’utilisation de la spectroscopie d’absorption pour étudier la capacité réductrice de la
molécule. Par conséquent, la spectroscopie RPE a été préférée pour contourner ce problème.
En effet, le radical ABTS+. étant relativement stable, il peut être détecté en RPE à tempéra-
ture ambiante sans l’utilisation d’un spin trap (voir annexe E). La figure 4.11 illustre l’impact
du Diprivan sur la concentration en radical de la solution. Comme décrit dans la littérature
[288], l’Intralipide présente lui-même une action de piégeage sur des espèces radicalaires. Il
décroît de 40% la concentration en ABTS+.. Cet effet peut s’expliquer par la présence de
chaînes lipidiques insaturées dans la composition du solvant. Les deux concentrations les plus
élevées en Diprivan, 50 µM et 100 µM, induisent une diminution supplémentaire d’environ
40 % de l’intensité du signal RPE de la solution en ABTS+., par rapport au contrôle sol-
vant. Globalement, le Diprivan présente une action réductrice inférieure à celle de la molécule
active seule, le propofol. En effet, si le pourcentage de piégeage du Diprivan est calculé par
rapport au contrôle considéré comme 100%, le Diprivan (molécule active + Intralipide) à 50
et 100 µM provoque une diminution de la concentration en ABTS+. d’environ 65% alors que
le propofol seul provoque une diminution de plus de 90% (figure 4.10). Cela montre qu’il y a
une compétition entre l’Intralipide et la molécule de propofol pour interagir avec les radicaux,
diminuant ainsi leur action réductrice.
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Figure 4.11 – Action réductrice du Diprivan sur les radicaux ABTS+. en solution aqueuse, étudiée
par spectroscopie RPE. Le pourcentage de l’activité de piégeage du Diprivan a été calculé par rapport
à son contrôle solvant, l’Intralipide, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme
de moyenne ± écart-type (N=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05
par rapport au contrôle solvant (Intralipide). (Paramètres d’acquisition des spectres RPE : constante
de temps 20 ms, temps de conversion 40 ms, modulation d’amplitude 2G, nombre de scans 6).

4.6.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

La capacité de piégeage de l’anion superoxyde par les molécules d’intérêt a tout d’abord
été étudiée grâce au système enzymatique, xanthine-xanthine oxydase par spectroscopie RPE
(voir section 2.1.3). L’anion superoxyde étant très réactif, il possède un temps de vie trop court
pour être détecté directement en RPE stationnaire à température ambiante. C’est pourquoi
la spectroscopie RPE a été combinée à la technique du spin trapping. Le spin trap DMPO a
été choisi afin de former l’adduit de spin stable DMPO-OOH (voir annexe E). Si les molécules
étudiées sont capables de piéger l’anion superoxyde produit par le système enzymatique et
d’être compétitives avec le DMPO, elles provoquent la diminution de l’amplitude du signal
RPE de l’adduit DMPO-OOH.

Le propofol est capable d’agir comme piégeur de l’anion superoxyde (figure 4.12). Ce ré-
sultat est en accord avec l’étude réalisée par Gülçin et al. [298] et celle de Mathy-Hartert et
al. [288]. Une concentration de 100 µM inhibe presque totalement la formation de l’adduit
de spin DMPO-OOH. Pour la gamme de concentrations en propofol mesurées dans le sang,
10-50 µM, on constate une diminution de l’intensité du signal RPE de 35% et 72% respective-
ment par rapport au contrôle solvant DMSO. Un piégeage de O.−

2 de 34% est conservé à 1 µM.

La capacité réductrice des phénols sur l’anion superoxyde est bien connue. En effet, ils
peuvent céder un électron et un proton à l’anion superoxyde pour former un anion hydrope-
roxyde et un radical phénoxyl (équation 4.4). La protonation de l’anion hydroperoxyde donne
le peroxyde d’hydrogène [349, 350].

O.−
2 +AH ←→ HO−

2 +A. (4.4)
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Figure 4.12 – Action de piégeage du propofol sur l’anion superoxyde produit par le système enzy-
matique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 4.13 – Action de piégeage du PPFQ sur l’anion superoxyde produit par le système enzyma-
tique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 4.14 – Action de piégeage du PPFG sur l’anion superoxyde produit par le système enzyma-
tique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 4.15 – Action de piégeage du PPFQ sur l’anion superoxyde produit par le système enzyma-
tique xanthine-xanthine oxydase.

Le Diprivan et l’Intralipide montrent globalement une action de piégeage de l’anion su-
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peroxyde (figure 4.13). La formulation de la molécule de propofol en présence de chaînes
lipidiques insaturées réduit fortement son action. Ce résultat est partiellement en accord avec
celui obtenu dans l’étude de Demiryurek et al. [302]. En effet, dans celle-ci, l’Intralipide ne
présente pas d’action de piégeage sur le O.−

2 . Cependant, le Diprivan montre une action de
piégeage importante dans la gamme de concentration 10-100 µM. Dans leur discussion des
résultats, ils mettent en évidence que ceux-ci sont en désaccord avec ceux obtenus dans une
précédente étude [299], qui elle montrait que la présence d’Intralipide réduit fortement la ca-
pacité de piégeage du propofol envers des espèces radicalaires de l’oxygène.

Le PPFG n’a aucun effet sur la production d’anions superoxydes (figure 4.14). La molé-
cule n’induit aucune diminution de l’amplitude du spectre du DMPO-OOH par rapport au
contrôle solvant DMSO. En effet, la structure de la molécule ne lui permet pas de provoquer
la réduction ou l’oxydation de l’anion superoxyde.

Dans le cas du PPFQ (figure 4.15), la forme quinone du propofol piège l’entièreté de
l’anion superoxyde produit par le système xanthine-xanthine oxydase pour une gamme de
concentration de 10 à 100 µM, inhibant ainsi totalement la formation de l’adduit DMPO-OOH
(disparition totale de son signal RPE). La plus faible concentration de 1µM piège plus de 50%
de l’anion superoxyde produit. Aux deux plus hautes concentrations de 50 et 100 µM, le spectre
du radical anionique du PPFQ peut être observé. En effet, la réduction des quinones par l’anion
superoxyde en leur forme semiquinone radicalaire a déjà été démontré dans la littérature
[333, 350]. La simulation du spectre expérimental, réalisée avec le programme Easyspin, a
permis de déterminer les constantes hyperfines du spectre RPE du radical. L’électron non
apparié étant délocalisé sur le cycle aromatique de la molécule, la structure hyperfine de son
spectre est influencée par deux paires de noyaux d’hydrogène équivalents, aH1 = 13,36 G et
aH2 = 10,56 G (figure 4.16).

Figure 4.16 – Superposition du spectre RPE expérimental du radical anionique PPFQH. (courbe
noire) et de sa simulation (courbe rouge).

La voltammétrie indique que la réduction du PPFQ par le système d’électrodes dans
un milieu tamponné, et donc protoné, est un processus à deux électrons et deux protons,
pour donner l’hydroxyquinone associée PPFQH2 (équation 4.5). Le potentiel d’oxydoréduction
estimé dans cette configuration est de + 99mV vs ESH.

PPFQ+ 2e− + 2H+ ←→ PPFQH2 (4.5)
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Or, dans le cas de l’interaction entre la quinone et l’anion superoxyde, la seule espèce
réductrice en présence est l’anion superoxyde et celui-ci ne peut céder qu’un seul électron.
La probabilité que deux anions superoxydes puissent simultanément interagir avec la quinone
pour céder au total deux électrons et permettre le passage direct de la quinone vers l’hydro-
quinone est faible. Par conséquent, on peut aisément supposer que le processus réel est celui
de deux réductions successives à un électron et un proton (équations 4.6 et 4.7).

PPFQ+ e− +H+ ←→ PPFQH . (4.6)

PPFQ−. + e− +H+ ←→ PPFQH2 (4.7)

Or, dans nos conditions expérimentales, la voltammétrie ne permet pas d’obtenir des in-
formations sur ces deux réactions intermédiaires en milieu protoné, car les électrodes forcent
l’échange simultané de deux électrons. Cependant, on peut facilement envisager que les po-
tentiels redox de ces deux réactions à un électron soient proches de celui de la réaction à
deux électrons. En effet, le potentiel redox du processus à deux électrons peut s’exprimer en
fonction des potentiels des deux processus à un électron. Il s’agit de la moyenne des deux
potentiels [351].

2 EO/R(PPFQ, 2H+/PPFQH2) = 1 EO/R(PPFQ,H+/PPFQH.) + 1 EO/R(PPFQH., H+/PPFQH2)
(4.8)

Les facteurs devant les termes de potentiel EO/R correspondent au nombre d’électrons inter-
venant dans les différentes réactions.

EO/R(PPFQ, 2H+/PPFQH2) = 1/2[EO/R(PPFQ,H+/PPFQH.) + EO/R(PPFQH., H+/PPFQH2)]
(4.9)

S’il n’est pas possible de déterminer les valeurs exactes de ces potentiels d’oxydoréduc-
tion, on peut néanmoins conclure que le potentiel redox du couple quinone PPFQ/PPFQH.

est supérieur au potentiel redox à deux électrons du couple quinone PPFQ/PPFQH2 et donc
supérieur à + 99mV. Cette valeur est bien supérieure à celle du potentiel redox du couple
O.−

2 /O2 (-0,16 V [352]). Le PPFQ peut donc jouer le rôle d’oxydant et arracher un élec-
tron à l’anion superoxyde. Cette réaction provoque la formation de la semiquinone radicalaire
PPFQH. détectée par la spectroscopie RPE (figure 4.15).

Le PPFDQ (figure 4.17) présente une action de piégeage de l’anion superoxyde concentration-
dépendante, avec une inhibition du signal RPE du DMPO-OOH de 14 % pour 1µM à 66 %
pour 100µM. L’interaction de la diphénoquinone avec l’anion superoxyde est, comme pour
celle du PPFQ, une réaction d’oxydation de l’espèce réactive de l’oxygène. Cependant aucun
spectre de la forme radicalaire du PPFDQ n’est observé.

La réflexion développée par rapport au potentiel redox du PPFQ peut être reprise pour le
PPFDQ. Par conséquent, le potentiel d’oxydoréduction du couple quinone PPFDQ/PPFDQH.

est supérieur au potentiel redox à deux électrons du couple quinone PPFDQ/PPFDQH2 (+
281 mV). Comme pour le PPFQ, le PPFDQ est donc capable d’oxyder l’anion superoxyde
en oxygène. Le PPFDQ est caractérisé par des potentiels redox supérieurs à ceux du PPFQ
et possède donc un pouvoir oxydant supérieur.
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Figure 4.17 – Action de piégeage du PPFDQ sur l’anion superoxyde, produit par le système enzy-
matique xanthine-xanthine oxydase.

Contrairement au PPFQ, la semiquinone radicalaire PPFDQH. n’est pas observée en spec-
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troscopie RPE. Cela peut s’expliquer par la plus grande réactivité du PPFDQ et du PPFDQH.

vis-à-vis de l’anion superoxyde pour former l’hydroxyquinone, qui n’est pas détectable en RPE.
De plus, la structure de la molécule offre une plus grande section efficace d’interaction avec
l’anion superoxyde et pourrait donc interagir plus rapidement avec deux molécules d’anion
superoxyde successivement.

Afin d’obtenir une évaluation quantitative plus précise de la capacité de piégeage du pro-
pofol et de ses dérivés sur l’anion superoxyde, une seconde technique d’analyse, la chimilumi-
nescence, ainsi qu’une autre méthode de production d’anions superoxydes, le superoxyde de
potassium KO2, ont été associées (voir section 2.1.3). Les résultats obtenus confirment ceux
acquis en RPE. Le propofol et ses deux formes quinones, PPFQ et PPFDQ, sont des piégeurs
efficaces de O.−

2 , tandis que le PPFG est inactif (figure 4.18). Aux deux plus hautes concen-
trations testées (100 et 50 µM), le propofol induit une réduction de la concentration en O.−

2

en solution de plus de 80 %. Cette réduction chute à 45% pour une concentration de 10 µM.
Le PPFQ exerce une action de piégeage du radical similaire. Celle-ci démarre à 40% pour une
concentration de 10 µM et atteint entre 80 et 90% à 100 µM. Le PPFDQ présente l’action la
plus forte. En effet, la molécule réduit d’au moins 95% la concentration en anions superoxydes
aux trois plus fortes concentrations testées (10-100 µM) et la molécule conserve une action
de piégeage de 58% à 1 µM. Cette meilleure capacité de piégeage du PPFDQ par rapport
au PPFQ peut se comprendre en comparant les potentiels redox des deux espèces chimiques.
En effet, quel que soit le milieu (tampon ou solvant), le PPFDQ présente un potentiel redox
supérieur à celui du PPFQ. Par conséquent, le PPFDQ a un pouvoir oxydant supérieur et
peut plus efficacement arracher un électron à l’anion superoxyde pour le transformer en O2.

Figure 4.18 – Action de piégeage du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du
Diprivan sur l’anion superoxyde, produit par la décomposition du KO2. L’anion superoxyde réagit avec
une sonde chimiluminescente le L-012. Le pourcentage de piégeage a été calculé pour chaque composé
par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme
de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou
*P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMF, Intralipide).
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En ce qui concerne le Diprivan, les résultats obtenus diffèrent fortement de ceux obser-
vés avec le système xanthine/xanthine oxydase (figure 4.13). En effet, le Diprivan, ainsi que
son solvant l’Intralipide, n’avaient montré aucune diminution significative de la concentration
d’anions superoxydes produits par le système enzymatique. Or dans l’étude de luminescence,
l’Intralipide présente lui-même une action de piégeage d’environ 70%. Par rapport au sol-
vant, le Diprivan présente une action supplémentaire d’environ 70% entre 10 et 100 µM.
La différence de résultat viendrait-elle de la différence de technique de détection de l’anion
superoxyde utilisée (spectroscopie RPE et chimiluminescence) ? En présence d’Intralipide, la
molécule active (propofol) ne peut-elle pas entrer en compétition avec le spin trap DMPO?
Globalement, les résultats de l’étude du piégeage de l’anion superoxyde et même des espèces
radicalaires de l’oxygène en générale, par le propofol, le Diprivan et l’Intralipide varient en
fonction des travaux publiés [299, 303, 298]. La capacité de piégeage de la molécule active, le
propofol, a été démontrée et confirmée dans notre étude. Cependant, l’impact de la présence
d’Intralipide sur cette action, ainsi que l’action directe des lipides sont moins claires.

4.6.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

L’oxygène singulet est un ROS produit lors du processus inflammatoire. La capacité de
piégeage de l’oxygène singulet par le propofol et ses métabolites a été étudiée grâce à la
spectroscopie d’absorption et le système rose Bengale-ADPA (voir section 2.1.4) (figure 4.19).
L’action des molécules d’intérêt a été comparée à l’action de l’azide de sodium (NaN3), piégeur
connu [245].

Figure 4.19 – Action de piégeage du propofol, du PPFG, du PPFQ et du PPFDQ sur l’oxygène
singulet, produit par l’irradiation du rose Bengale (RB). L’oxygène singulet réagit avec l’ADPA et
provoque la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Les données sont représentées sous
forme de moyenne ± écart-type (N=2 (sauf PPFQ, PPFDQ et PPFG, N=1) et n=3).

En l’absence de piégeur, l’oxygène singulet provoque la dégradation de l’ADPA et donc
la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Sans rose Bengale, il n’y a pas de
production d’oxygène singulet et donc pas de décroissance de l’absorbance. Les deux solvants,
DMSO et DMF, n’impactent pas l’oxydation de l’ADPA. De même, le propofol et ses métabo-
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lites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) ne présentent aucune action de piégeage. Après dix minutes
d’irradiation du rose Bengale, les molécules n’empêchent pas la décroissance de l’absorbance
de l’ADPA. L’incapacité de piégeage du propofol est surprenante. En effet, une étude précé-
dente de Heyne et al. a montré la capacité d’interaction entre celui-ci et l’oxygène singulet,
permettant notamment la formation des composés PPFQ et PPFDQ [287, 353]. Le propofol
est donc un piégeur chimique du ROS. Dans notre étude, son absence d’action peut s’expli-
quer par la comparaison des constantes de vitesse d’interaction du propofol et de l’ADPA
avec l’oxygène singulet. En effet, la constante de vitesse de piégeage de l’oxygène singulet par
le propofol est de 2,66 105 M−1s−1 [287], alors que celle de l’ADPA est de 8,2 107 M−1s−1

[174]. Par conséquent, l’ADPA est un piégeur plus rapide et plus efficace que le propofol.

L’action du Diprivan n’a pas pu être étudiée car son solvant, l’Intralipide, opacifie le milieu
réactionnel et provoque la saturation de l’absorbance de la solution. Par contre, une étude de
C. Senda et al. [354] a montré, grâce à l’association de la chimiluminescence et de la spectro-
scopie RPE, que l’Intralipide ne présente pas d’action de piégeage de l’oxygène singulet. Par
contre, le Diprivan offre une action de piégeage due à la molécule active, le propofol. De plus,
il inhibe la production d’oxygène singulet par des PMNs activés, suite à l’association de la
propriété de piégeage du propofol et de l’interaction de l’Intralipide avec les cellules [354]. A
contrario, l’étude récente de Durantini et al. [264] montre l’activité de piégeage de l’Intrali-
pide et détermine les constantes de vitesse de réaction de piégeage de l’oxygène singulet des
différents phospholipides composant l’émulsion. Ils ont établi que les phospholipides qui com-
posent l’huile de soja étant poly-insaturés, ils présentent une constante de vitesse plus élevée
(2,97 105 M−1s−1) que l’acide oléique mono-insaturé (0,67 105 M−1s−1). En effet, l’oxygène
singulet peut réagir avec les doubles liaisons des phospholipides pour former des groupements
hydroperoxydes. La constante de vitesse totale du piégeage de l’oxygène singulet est de 3,44
105 M−1s−1. [264]

4.6.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

L’acide hypochloreux HOCl est un oxydant puissant. Le piégeage du HOCl peut donc être
un moyen de diminuer les dommages oxydatifs induits par la MPO. Pour cette expérience,
le HOCl a été produit chimiquement, en l’absence de MPO, grâce à une solution de NaOCl
dans du tampon phosphate pH 7,4 et détecté par spectroscopie de fluorescence avec la sonde
APF (voir section 2.1.5).

Le propofol est capable d’agir comme piégeur de HOCl (figure 4.20). La molécule réduit
la concentration en HOCl de 55% par rapport au contrôle solvant (éthanol) à 100 µM. Dans
la gamme de concentrations plasmatiques (10-50 µM), le propofol piège respectivement entre
35 et 49% du HOCl en solution. Dans le cas du Diprivan, son solvant l’Intralipide réduit
à lui seul presque totalement (95%) la concentration en HOCl. La littérature a déjà rap-
porté cette faculté [288]. Sa composition lipidique explique ce phénomène. En effet, lors du
processus inflammatoire, les phospholipides composant les différentes membranes plasmiques
sont des cibles du HOCl. Celui-ci provoque l’oxydation et la chloration des phospholipides
en s’attaquant notamment aux groupements alcènes et amines [355]. Le Diprivan n’induit
pas de réduction supplémentaire de la concentration en HOCl, par rapport à l’Intralipide.
A la plus haute concentration (100 µM), le PPFQ piège 48 % du HOCl en solution. Cette
capacité chute et devient négligeable à partir d’une concentration de 50 µM. La quinone n’a
pas d’action significative à sa concentration physiologique de 5 µM. Le PPFG et le PPFDQ
ne présentent pas d’action de piégeage significative supplémentaire par rapport à leur solvant
respectif (éthanol et DMF).
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Figure 4.20 – Action de piégeage du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et
du Diprivan sur l’acide hypochloreux, produit par le NaOCl. Le pourcentage de piégeage du HOCl
a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les
données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf propofol et Diprivan N=2)
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (éthanol, DMF).

4.6.6 Bilan de l’action réductrice et antioxydante du propofol et de ses
métabolites

Le propofol agit comme piégeur efficace de radicaux (ABTS+.) et de ROS. Dans la gamme
de concentrations détectées dans le sang de patient (10-50 µM), la molécule montre une action
significative contre l’anion superoxyde et le HOCl.

La formulation du propofol avec l’Intralipide a un impact sur l’action de la molécule active,
en restreignant notamment la capacité du propofol à réduire les radicaux ABTS+.. L’Intrali-
pide est lui-même un piégeur très efficace de l’anion superoxyde et du HOCl.

Les métabolites quinones du propofol (PPFQ et PPFDQ) ne montrent aucune action ré-
ductrice et n’agissent pas sur l’oxygène singulet ni sur l’acide hypochloreux. Par contre, leur
structure et leur potentiel d’oxydoréducteur leur permettent d’être des oxydants puissants de
l’anion superoxyde, permettant ainsi sa transformation en oxygène.

De manière générale, le PPFG ne présente aucune action réductrice ou antioxydante si-
gnificative. En effet, la molécule n’est pas capable de piéger des radicaux comme l’ABTS+. ou
des espèces réactives de l’oxygène (anion superoxyde, oxygène singulet et acide hypochloreux).
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4.7 Etude de l’action du propofol et de ses métabolites sur
l’activité oxydante des PMNs

4.7.1 Viabilité cellulaire

Avant d’étudier l’effet inhibiteur du propofol et de ses dérivés sur différents mécanismes
des PMNs (production de ROS et dégranulation), il est important d’évaluer la répercussion
de ces composés sur la viabilité des cellules. Pour cela, l’impact de la plus forte concentration
en molécules d’intérêt (100 µM) utilisée a été testée grâce au test d’exclusion au bleu trypan
(voir section 2.2.2). Une incubation courte des PMNs en présence des composés d’intérêt du-
rant dix minutes ne provoque pas d’augmentation significative de la mortalité cellulaire pour
les quatre molécules testées par rapport à leur solvant (figure 4.21).

Figure 4.21 – Evaluation de la viabilité cellulaire de PMNs incubés en présence de propofol, de
ses métabolites (PPFQ, PPFDQ et PPFG) et de Diprivan (100 µM) pendant dix minutes (couleur
pleine) et une heure (couleur quadrillée), en terme de pourcentage de cellules vivantes. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2).

Lorsque le temps d’incubation passe à une heure, l’effet des solvants donne lieu à une
augmentation de la mortalité cellulaire d’environ 11% pour le DMSO et 14% pour le DMF, par
rapport au contrôle sans solvant. Le propofol, le PPFDQ, le PPFG et le Diprivan n’induisent
pas d’accroissement de la mortalité par rapport au solvant. Par contre, le PPFQ provoque une
légère diminution de la viabilité des PMNs de 10% comparativement au DMSO. Cependant,
cet effet n’est pas significatif.

4.7.2 Inhibition de la production d’anions superoxydes

Lors du processus inflammatoire, les PMNs déversent au niveau du site inflammatoire
différentes enzymes cytotoxiques, dont la MPO, qui sont impliquées dans la destruction des
agents pathogènes. La libération des enzymes s’accompagne d’une augmentation de la consom-
mation d’oxygène, la flambée respiratoire, afin de générer des espèces réactives de l’oxygène
(voir section 1.1.2). La première espèce produite est l’anion superoxyde O.−

2 via le complexe
NADPH oxydase. L’anion superoxyde est le précurseur d’autres ROS, dont le peroxyde d’hy-
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drogène H2O2 (substrat naturel de la MPO). Impacter la production d’anions superoxydes
par les PMNs, soit en les piégeant, soit en inhibant leur formation en agissant directement
sur les cellules, peut être un moyen de réduire l’activité oxydante de la MPO via l’inhibition
de son substrat.

Figure 4.22 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPDQ) et du Diprivan sur la
production d’anions superoxydes par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés par du
PMA). Le pourcentage d’inhibition de la production d’anions superoxydes a été calculé pour chaque
composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous
forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01
ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO, Intralipide, DMF).

Dans un premier temps, les PMNs ont été incubés avec les molécules d’intérêt (propofol,
Diprivan, PPFQ, PPFDQ et PPFG) pendant dix minutes et ont ensuite été activés avec du
PMA, toujours en présence des molécules d’intérêt (figure 4.22). La production d’anions su-
peroxydes par les cellules activées a été évaluée à l’aide du L-012, une sonde luminescente (voir
section 2.1.3). La figure 4.22 montre l’effet des différentes molécules sur la libération de ROS.
Le propofol inhibe la production d’anions superoxydes de façon concentration-dépendante,
par rapport à son solvant le DMSO qui lui influence peu la libération de ROS. Une diminu-
tion de la concentration en anions superoxydes de 90% est observée à 100 µM. Le propofol
conserve une action inhibitrice de 55% à 50 µM (concentration clinique) et même de 27% à
la plus faible concentration de 1 µM. L’action inhibitrice induite par le propofol peut être
partiellement attribuée à sa capacité de piégeage de l’anion superoxyde (figures 4.12 et 4.18).
La molécule pourrait également avoir la capacité d’agir directement sur le mécanisme de pro-
duction de l’espèce active de l’oxygène. Cette hypothèse sera examinée dans la suite de ce
travail. Dans le cas du Diprivan, son solvant l’Intralipide provoque lui-même une inhibition
d’environ 40% du signal de luminescence. Cet effet a déjà été observé [302, 288] et est attribué
à la capacité de piégeage de ROS par les lipides composant l’émulsion. La plus haute concen-
tration en Diprivan (100 µM) provoque une inhibition supplémentaire de 24% par rapport à
l’Intralipide.
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En ce qui concerne les métabolites, le PPFQ inhibe presque totalement (>95%) la produc-
tion d’anions superoxydes aux deux concentrations les plus élevées, par rapport au DMSO.
A 1 µM, la quinone diminue toujours la production de 48%. Le PPFDQ présente une action
inhibitrice forte, similaire à celle du PPFQ, lorsqu’il est présent en solution durant l’activation
des PMNs. Le solvant DMF provoque une diminution du signal de luminescence de 30%. Le
PPFDQ fait décroître la production de O.−

2 de plus de 90% pour des concentrations de 10 à
100 µM. L’inhibition tombe à 26% à 1 µM. De façon globale, le PPFG présente une action
inhibitrice dose-dépendante plus faible, avec une inhibition de 35% à 100 µM. Les formes qui-
nones (PPFQ et PPFDQ) ont montré leur capacité de piégeage de l’anion superoxyde (figures
4.15, 4.17 et 4.18). Cependant, en tant que quinones, leur caractère lipophile permet de sus-
pecter une interaction avec la membrane plasmique des PMNs et une potentielle interaction
avec le complexe NADPH oxydase.

Afin d’obtenir des informations complémentaires sur le mécanisme d’action des différentes
molécules d’intérêt sur les PMNs et éventuellement confirmer les hypothèses d’interaction du
propofol, du PPFQ et du PPFDQ avec la NADPH oxydase, une seconde expérience a été
réalisée. Les PMNs ont été incubés pendant dix minutes avec les molécules d’intérêt. Ensuite,
avant l’activation avec le PMA, les solutions ont été centrifugées (voir section 2.2.3) afin de
ne conserver que les cellules et d’éliminer le surnageant contenant les molécules qui n’ont pas
pénétré la membrane plasmique ou du moins qui n’ont pas interagi avec elle.

Figure 4.23 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPDQ) et du Diprivan
sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non ac-
tivés par du PMA). Le propofol et ses dérivés ont été éliminés du milieu avant la mesure, après 10
minutes d’incubation. Le pourcentage d’inhibition de la production d’anions superoxydes a été cal-
culé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf Diprivan N = 2) et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO,
Intralipide, DMF).

Lorsque le surnageant, contenant le propofol non incorporé dans les PMNs, est éliminé
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avant l’activation des cellules (figure 4.23), une action inhibitrice résiduelle concentration-
dépendante est toujours observée. En effet, l’inhibition chute à 50% et à 17% pour des concen-
trations de 100 µM et 50 µM respectivement. Le Diprivan perd également son action inhibitrice
par rapport à son solvant. Cependant, l’Intralipide conserve son action inhibitrice proche de
45%. Le PPFG perd également presque totalement son action lorsqu’il est éliminé de la so-
lution. Dans le cas du PPFQ, la molécule voit son action fortement diminuer lorsqu’elle est
éliminée de la solution avant l’activation des cellules. Cependant, après une incubation de
dix minutes, le PPFQ inhibe toujours la production d’anions superoxydes de 12% à 10 µM.
La production de O.−

2 est diminuée de 53% et de 90% à 50 et 100 µM respectivement. Le
PPFDQ conserve une action inhibitrice très efficace, plus de 85%, aux concentrations 50 et
100 µM. Par contre, la molécule perd partiellement son action à 10 µM avec une inhibition
de 65%. Cette expérience permet de mettre en évidence l’action du propofol et de ses deux
dérivés sur le mécanisme de production de ROS au niveau cellulaire.

Figure 4.24 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPDQ) et du Diprivan sur
la production d’anions superoxydes par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés
par du PMA). Le propofol et ses dérivés ont été éliminés du milieu avant la mesure, après une heure
d’incubation. Le pourcentage d’inhibition de la production d’anions superoxydes a été calculé pour
chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont repré-
sentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs :
**P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO, Intralipide, DMF).

En passant d’un temps d’incubation de dix minutes à une heure avant la phase de centri-
fugation (figure 4.24), l’action inhibitrice du PPFQ augmente. La molécule bloque totalement
la production d’anions superoxydes aux deux plus hautes concentrations (50 et 100 µM).
L’inhibition tombe à 50% à 10 µM. De façon similaire, l’action du PPFDQ augmente avec
le temps d’incubation. On peut observer une diminution de la concentration en anions su-
peroxydes de 83% et 96% aux concentrations de 1 et 10 µM respectivement. Le PPFG perd
presque totalement son action inhibitrice lorsqu’il est éliminé de la solution avant l’activation
des PMNs, quel que soit le temps d’incubation.



110 4.7. ETUDE DE L’ACTION SUR L’ACTIVITÉ OXYDANTE DES PMNS

En plus de leur capacité de piégeage de l’anion superoxyde (figures 4.15, 4.17 et 4.18),
le PPFQ et le PPFDQ agissent clairement comme inhibiteurs efficaces de la production de
ROS par les PMNs activés avec du PMA. Les deux molécules semblent avoir un impact sur
l’activité d’oxydoréduction du complexe NADPH oxydase. En effet, après l’élimination des
molécules non incorporées dans les cellules avant leur activation, l’action inhibitrice des deux
composés est toujours observée. Le caractère lipophile de leur structure quinone leur permet
d’entrer dans la membrane plasmique ou du moins de s’y lier. La littérature indique que le
caractère hydrophobe des quinones favorise leur incorporation dans la membrane cellulaire
ou mitochondriale où elles jouent un rôle essentiel en tant que transporteurs d’électrons pour
différents complexes membranaires [356, 357, 358]. Les deux quinones pourraient avoir une
action sur la formation et l’activation du complexe NADPH oxydase ou avoir une action
inhibitrice directe sur le complexe protéique formé [359]. En effet, les quinones pourraient
interférer dans le processus de formation de l’anion superoxyde en captant des électrons,
empêchant la réduction du FAD (flavine adénine dinucléotide) ou des hèmes contenus dans
le cytochrome b556 (voir section 1.1.2.1) [25, 23]. Les quinones sont aussi capables de se lier
aux protéines du complexe respiratoire I dans les mitochondries où elles sont réduites [360].
La liaison du PPFQ et PPFDQ au complexe NADPH oxydase peut, par conséquent, aussi
être envisagée.

Par rapport au PPFDQ, le PPFQ perd partiellement sa capacité inhibitrice lorsqu’il est
éliminé du milieu avant l’activation du complexe NADPH oxydase. L’incorporation du PPFQ
dans la membrane semble plus lente que pour le PPFDQ. Cela a été confirmé lors de l’allon-
gement de la période d’incubation à une heure [359]. Ce plus long temps d’incubation permet
aux inhibiteurs (PPFQ et PPFDQ) d’entrer en plus grande quantité dans la membrane des
PMNs. Aux concentrations physiologiques autour de 5 µM [281], le PPFQ et le PPFDQ
peuvent inhiber la production de ROS et donc de H2O2, le substrat naturel de la MPO.

Dans le cas du propofol, l’augmentation du temps d’incubation à une heure permet d’ac-
croître l’action inhibitrice dose-dépendante déjà observée après l’incubation de dix minutes.
La molécule inhibe 86% la production de O.−

2 à la plus haute concentration de 100 µM. A
la concentration physiologique de 50 µM, on peut observer une inhibition de 51%. De façon
surprenante, l’Intralipide perd son action inhibitrice lorsque le temps d’incubation augmente.
Il provoque même l’effet inverse en augmentant la libération de ROS. Le Diprivan, par rapport
à son solvant, voit son action augmenter avec une inhibition proche de 43% à la plus haute
concentration de 100 µM.

Tout comme le PPFQ, l’action inhibitrice du propofol diminue lorsqu’il est éliminé du
milieu avant l’activation des PMNs après une incubation de dix minutes. Cela indique qu’il agit
principalement comme piégeur de ROS sur un temps d’incubation court. Cependant, lorsque
le temps d’incubation augmente (une heure), la molécule présente une action inhibitrice de
la production de ROS non négligeable. Le propofol semble alors capable d’interagir avec les
cellules et de perturber le mécanisme de production de l’anion superoxyde.

Comme pour les quinones, le caractère lipophile de la molécule peut lui permettre de
s’insérer dans la membrane plasmique [297]. Diverses études ont décrit la capacité du propofol
à pénétrer la membrane de liposomes ou de différents types cellulaires comme des erythrocytes,
et à augmenter la fluidité membranaire [361, 362]. A faible concentration, le propofol peut
déstabiliser des nanodomaines lipidiques au sein des membranes plasmiques [363, 362, 364].
Cependant, Jin et al. [364] ont montré qu’à une concentration physiologique de l’ordre de 50
µM et à température physiologique (37 ◦C), le propofol provoque l’effet inverse et augmente
significativement la stabilisation et donc la rigidité de la membrane. Dans notre étude, les
PMNs sont incubés en présence de propofol à 37 ◦C. Ils sont ensuite stimulés par le PMA.
L’interaction du PMA avec les PMNs ne fait pas intervenir de récepteur membranaire. Le
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PMA est capable de pénétrer la membrane plasmique pour atteindre le cytoplasme, interagir
avec une protéine kinase (PKC) et déclencher la stimulation cellulaire (figure 1.5). La capacité
d’interaction entre le propofol et les lipides membranaires pourrait potentiellement perturber
la pénétration du PMA au sein des PMNs. L’étude de Jin et al. [364] montre qu’il faut attendre
environ trente minutes pour observer les effets de stabilisation du propofol sur les membranes.
Cela expliquerait l’augmentation de son action inhibitrice avec le temps d’incubation.

Le propofol est également capable d’interagir avec des protéines membranaires comme les
récepteurs du fMLP, autre molécule activatrice des PMNs (figure 1.5). La molécule réduit
l’interaction entre le fMLP et son récepteur membranaire [365, 366, 367] et de ce fait, inhibe
la stimulation des cellules. Le propofol pourrait potentiellement se lier aux sous-unités mem-
branaires de la NADPH oxydase et inhiber la formation du complexe. Une étude plus poussée
serait cependant nécessaire pour identifier l’étape et les éléments réellement impactés par le
propofol lors de l’assemblage de la NADPH oxydase.

D’autre part, l’étude de Mikawa et al. [326] a montré la capacité du propofol à inhiber
différents mécanismes des PMNs, notamment la production de ROS par les cellules. Ils ont
montré que la molécule anesthésiante atténue l’augmentation de la concentration en calcium
suite à la stimulation des PMNs par du fMLP et suspectent un lien entre cette inhibition
et celle de la production de ROS. Dans notre étude, les PMNs sont stimulés par un autre
composé, le PMA, mais l’activation de la cellule par le PMA, et plus précisément la formation
du complexe NADPH oxydase, nécessiterait l’intervention du calcium intracellulaire, bien que
différents avis divergent à ce sujet [15].

Enfin, l’Intralipide possède une action réductrice importante de la production de ROS
par les PMNs activés. Ce résultat peut s’expliquer partiellement par la capacité de piégeage
des lipides composant l’émulsion. Cependant, une interaction avec les cellules peut être sus-
pectée car l’Intralipide conserve son action inhibitrice même s’il est éliminé du milieu avant
l’activation des PMNs (figure 4.24). Une étude révèle la capacité de l’Intralipide à altérer la
chimiotaxie des PMNs [368, 369]. L’insertion des acides gras polyinsaturés composant l’émul-
sion au sein de la membrane augmente sa rigidité et réduit par conséquent la mobilité des
cellules. L’augmentation de la rigidité membranaire induite par l’Intralipide pourrait, comme
pour le propofol, réduire la pénétration du PMA au sein de la cellule et donc inhiber l’acti-
vation de la formation du complexe NADPH oxydase.

4.7.3 Inhibition de la dégranulation

La flambée respiratoire des PMNs peut être accompagnée de la libération du contenu de
leurs granules dans le milieu extracellulaire ou dans le phagosome (voir section 1.1.1). La
dégranulation des PMNs permet la libération d’enzymes cytotoxiques dont la MPO. Inhiber
cette libération permettrait de réduire l’action oxydante des PMNs sur les tissus sains dans
leur environnement lors d’une activation excessive des cellules.

La figure 4.25 montre que la stimulation des PMNs, grâce à l’association de la cytocha-
lasine B et du fMLP, provoque une importante libération de MPO par rapport aux PMNs
non activés. Le DMSO induit une diminution légère et non significative de la concentration en
MPO. L’activation des PMNs en présence de propofol, du Diprivan et de PPFG n’impacte pas
la libération de MPO. Seul le PPFG provoque une diminution de la dégranulation d’environ
18% à la plus haute concentration de 100µM. Par contre, en comparaison avec leur solvant
respectif, le PPFQ (DMSO) et le PPFDQ (DMF) diminuent significativement la quantité
d’enzymes libérées par les cellules activées. Le PPFQ induit une diminution de la concentra-
tion en MPO de 17% à 10 µM jusque 35% à 100 µM. Le PPFDQ réduit également la libération
de MPO d’environ 40% à 100µM. La molécule conserve une inhibition de 18% à la plus faible
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Figure 4.25 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du Diprivan sur
la libération de myéloperoxydase par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés par
du fMLP). La MPO libérée est détectée par un test ELISA. Le pourcentage de libération de MPO a été
calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement
significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO, Intralipide, DMF).

concentration testée de 1 µM. Les deux composés peuvent donc impacter le phénomène de
dégranulation des PMNs à concentration physiologique (environ 5 µM [282]). Des études ont
déjà montré la capacité de quinones à inhiber le processus de dégranulation mais le mécanisme
n’est pas complètement élucidé [370, 371]. Dans un premier temps, les molécules pourraient
s’insérer dans la membrane plasmique des PMNs [357] et altérer sa déformation qui est néces-
saire à la fusion des granules et à la libération de leur contenu dans le milieu extracellulaire.
Deuxièmement, les molécules pourraient interagir avec les récepteurs FRP1 afin d’empêcher la
liaison du fMLP utilisé pour activer les cellules [372, 373, 374]. Enfin, le PPFQ et le PPFDQ
pourraient également perturber l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium
en interagissant avec les canaux à Ca2+ lors de la stimulation des PMNs [12].

Les résultats obtenus pour le propofol sont surprenants en comparaison de ceux publiés
par différentes études. En effet, l’article de Yang et al. [367] indique que le propofol peut
inhiber de façon sélective la liaison du fMLP aux récepteurs FPR1 des PMNs, empêchant
ainsi leur activation. De ce fait, le propofol inhiberait la production d’anions superoxydes et
provoquerait la diminution de la concentration intracellulaire en calcium [326, 367]. Le pro-
pofol impacterait également le phénomène de dégranulation comme le montre l’inhibition de
la libération d’élastase par les cellules [367]. Les résultats obtenus dans notre étude sont en
contradiction avec ceux de l’équipe de Yang. En effet, aucune diminution significative de la
libération de MPO n’est observée lorsque les PMNs sont incubés en présence de propofol. Cela
montre que la molécule n’est pas capable d’inhiber la liaison du fMLP aux récepteurs FPR1.
Un autre résultat divergent a également été obtenu par rapport à l’étude de Yang et al. En
effet, la spectroscopie RPE a permis d’observer la capacité de piégeage du propofol envers
l’anion superoxyde produit par un système acellulaire. Ces résultats ont confirmé ceux obte-
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nus par Gülçin et al. [298] et par Mathy-Hartert et al. [288]. Or, lors de leur étude, Yang et al.
[367] n’ont pas observé d’action de piégeage pour le propofol, bien qu’ils aient utilisé, comme
dans notre travail, le système xanthine-xanthine oxydase. En revanche, ils n’ont pas utilisé
la même technique d’analyse. Il s’agit d’une étude par spectroscopie d’absorption de la ré-
duction du WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium
monosodium salt) induite par l’anion superoxyde. Sur base de toutes ces informations, il n’est
donc pas évident de conclure à propos d’une quelconque action inhibitrice du propofol sur la
dégranulation des PMNs.

4.7.4 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

L’activation des PMNs par le couple cytochalasine B/fMLP permet la libération d’une
quantité importante de MPO par rapport aux cellules non activées. La MPO libérée est ac-
tive et cette activité oxydante peut être mesurée via le test SIEFED (voir section 2.2.5). La
figure 4.26 montre que le DMSO n’a pas d’effet sur l’activité de la MPO libérée en comparaison
avec le DMF qui provoque une décroissance de 40% de l’activité oxydante de l’enzyme. Par
rapport à leur solvant, le PPFQ et le PPFDQ présentent une action inhibitrice significative
et dose-dépendante. Le PPFQ induit une diminution de l’activité de 40% à 10 µM et celle-ci
atteint 92% à 100 µM. Par rapport au DMF, le PPFDQ possède une action inhibitrice qui
commence à 17% à 1 µM et atteint 90% à la plus haute concentration de 100 µM. Le PPFG
présente globalement une action inhibitrice non significative proche de 30 % entre 10 et 100
µM. Le propofol et le Diprivan quant à eux n’offrent pas d’action inhibitrice sur l’activité de
la MPO libérée par les PMNs. On peut même observer une légère augmentation de l’activité
pour une concentration de 10 µM de propofol.

Figure 4.26 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPDQ) et du Diprivan sur
l’activité de myéloperoxydase libérée par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés par
du fMLP). L’activité de la MPO libérée a été évaluée par un test SIEFED. Le pourcentage d’inhibition
de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport au contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=4 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO,
Intralipide, DMF).
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L’inhibition de l’activité de la MPO observée pour le PPFQ et le PPFDQ peut partiel-
lement s’expliquer par la capacité des deux composés à réduire la quantité d’enzyme libérée
par les cellules (figure 4.25). Cependant, l’inhibition importante observée prouve l’aptitude
des deux composés à interagir directement avec l’enzyme. En effet, le SIEFED montre que
les molécules sont capables de se lier au site actif de l’enzyme et d’empêcher l’oxydation de
la sonde fluorescente, l’Amplex Red, par le cycle de peroxydase de la MPO. Ces résultats
sont prometteurs, et une fois complétés par d’autres études (action sur les cycles de peroxy-
dase et de chloration, modélisation moléculaire,...) permettront potentiellement de montrer
et d’expliquer l’action inhibitrice du PPFQ et du PPFDQ sur l’activité de la MPO. En ce qui
concerne le propofol et le PPFG, d’autres études seront également nécessaires pour affiner la
compréhension de leur interaction avec la MPO. En effet, même si ces premiers résultats sont
en défaveur d’une liaison des molécules avec le site actif de l’enzyme, cela ne prouve pas que
les composés ne puissent pas pénétrer la cavité et impacter l’activité oxydante de l’enzyme
en échangeant des électrons avec les composés intermédiaires (composés I et II). De plus, il
faut également tenir compte de la présence d’un grand nombre d’enzymes et de molécules en
solution lors de la phase d’incubation du processus SIEFED réalisé sur le contenu de dégra-
nulation. En effet, la solution contenant la MPO est le surnageant récolté après l’activation
des PMNs par le fMLP. Ce surnageant contient l’ensemble des enzymes et molécules libérées
par les cellules. Ces différents éléments sont susceptibles d’interférer dans l’interaction des
molécules d’intérêt avec la MPO.

4.7.5 Bilan de l’action du propofol et de ses métabolites sur les PMNs

Le propofol et ses deux dérivés quinones, le PPFQ et le PPFDQ, montrent une action
inhibitrice sur différents mécanismes des PMNs. Tout d’abord, les trois molécules sont des
piégeurs efficaces de l’anion superoxyde, première espèce réactive de l’oxygène produite par
les cellules activées. A cela s’ajoute une action inhibitrice du mécanisme de production de
l’espèce oxydante. Le caractère lipophile des trois molécules et leur capacité à s’insérer dans
la membrane plasmique des PMNs semblent être des paramètres essentiels dans leur mode
d’action. Le propofol pourrait réduire la stimulation des cellules en modifiant de façon lo-
calisée la fluidité membranaire. La capacité de liaison avec diverses protéines membranaires,
dont potentiellement les sous-unités membranaires de la NADPH oxydase est également une
piste permettant d’expliquer l’action inhibitrice du propofol. Quant aux quinones, elles pour-
raient impacter l’échange d’électrons au sein de la membrane et ainsi perturber la réduction
d’éléments essentiels au mécanisme de production de O.−

2 par le complexe NADPH oxydase.
Les résultats obtenus suggèrent une meilleure incorporation dans la membrane du PPFDQ
par rapport au PPFQ. Les deux molécules sont des inhibiteurs efficaces de la flambée respi-
ratoire des PMNs, et ce, même à des concentrations physiologiques. Dans le cas du Diprivan,
la forme injectable du propofol, l’émulsion lipidique (Intralipide) semble elle-même impac-
ter la production de ROS. Des études plus approfondies sont nécessaires afin de déterminer
le mécanisme d’action exact des différentes molécules sur la membrane et la NADPH oxydase.

En ce qui concerne le phénomène de dégranulation et de libération de MPO par les PMNs
activés, le propofol et le Diprivan n’ont pas laissé apparaître d’action inhibitrice significative.
Ce résultat est surprenant compte tenu d’autres études ayant montré la capacité du propofol à
inhiber la stimulation des PMNs par le fMLP en empêchant son interaction avec son récepteur
membranaire et en réduisant la quantité de calcium intracellulaire. Par contre, le PPFQ et
le PPFDQ provoquent une légère inhibition de la dégranulation à hautes concentrations, su-
périeures à celles atteintes dans le sang de patients. En revanche, les deux quinones inhibent
de façon plus significative l’activité oxydante de le MPO libérée par les cellules. L’analyse
SIEFED indique que les deux composés sont capables de se lier au site actif de l’enzyme
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et d’inhiber son activité. En revanche, cela ne semble pas être le cas pour le propofol. Pour
autant, ce premier résultat négatif n’implique pas une totale incapacité de la molécule à in-
teragir avec l’enzyme. En effet, une étude plus approfondie est nécessaire afin de vérifier si
le propofol, en tant que phénol, est capable d’agir comme substrat réducteur dans les cycles
oxydants de l’enzyme. En effet, la molécule ne semble pas pouvoir former un complexe stable
avec l’enzyme mais elle pourrait néanmoins s’insérer dans le site actif et échanger des électrons.

Enfin, le PPFG, le métabolite principal du propofol, n’a montré aucune action significative
lors des différentes expériences réalisées.

4.8 Etude de l’action du propofol et de ses métabolites sur
l’activité oxydante de la myéloperoxydase

Afin d’approfondir l’étude de l’action du propofol et de ses dérivés sur l’activité de la
MPO, la modélisation moléculaire a été associée à la spectroscopie de fluorescence.

4.8.1 Modélisation moléculaire - Docking

Figure 4.27 – Les deux solutions du complexe MPO-propofol obtenues par GOLD. Les traits poin-
tillés jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits
pointillés orange représentent les interactions π-π.

Le docking du propofol au sein du site actif de la MPO, grâce au logiciel GOLD, donne
deux solutions. Le premier complexe (figure 4.27 A) correspond à la solution la plus fréquem-
ment obtenue (83% d’occurrence) (voir section 2.3.1) et donc la solution la plus probable. Ce
complexe place la molécule de propofol devant l’hème, avec une légère superposition au-dessus
du cycle pyrrole D. Cette position permet une interaction π-π entre le cycle phénolique et
le cycle pyrrole de l’hème. Le plan du cycle aromatique du propofol est légèrement incliné
par rapport au plan de l’hème. Ce positionnement est comparable à celui observé dans les
structures cristallographiques décrites dans la littérature pour d’autres composés aromatiques
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[41]. Dans ce premier cas de figure, l’orientation du propofol place le groupement hydroxyle
vers le canal d’entrée et l’éloigne du centre du site actif, plus précisément du noyau de fer
et de l’histidine 95, essentiels à la liaison du peroxyde d’hydrogène et au déclenchement des
cycles oxydants de la MPO. Aucune liaison hydrogène n’est observée avec aucun acide aminé.
L’encombrement stérique des deux groupes isopropyles entourant la fonction hydroxyle ne
favorise pas son orientation vers le centre de la cavité hémique.

Inversement, la seconde solution obtenue (17% d’occurrence) (figure 4.27 B), moins pro-
bable, oriente le groupement hydroxyle vers l’intérieur de la cavité, permettant la formation
d’un pont hydrogène avec l’arginine 439. Un empilement π-π peut également être observé
entre le cycle phénolique et le cycle pyrrole D de l’hème.

Le docking du PPFQ au sein de la cavité hémique de la MPO propose une solution unique
(figure 4.28). Le positionnement du PPFQ est similaire à celui du propofol (figure 4.27 A).
Le cycle de la molécule est placé presque parallèlement au plan du l’hème, au-dessus du cycle
pyrrole D de la porphyrine, permettant une interaction π-π. Cependant, dans le cas du PPFQ,
l’oxygène en position para sur le cycle phénolique est orienté vers le centre de la cavité. Cela
permet la formation de deux ponts hydrogène entre l’oxygène et le noyau de fer au centre de
l’hème d’une part et l’histidine 95 d’autre part.

Figure 4.28 – Solution du complexe MPO-PPFQ obtenue par GOLD. Les traits pointillés jaunes
représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.

Pour le PPFDQ, GOLD fournit deux structures de complexe. La solution la plus fréquem-
ment obtenue (59% d’occurrence) (figure 4.29 A) place la molécule dans le canal d’entrée du
site actif, avec un des bras isopropyles placé entre les deux chaînes d’acide propanoïque de
l’hème. Le plan de la molécule est décalé par rapport à celui de l’hème, empêchant l’empile-
ment π-π entre le cycle aromatique du PPFDQ positionné le plus profondément et le cycle
pyrrole D de l’hème. Cependant, l’orientation de l’atome d’oxygène peut permettre l’interac-
tion par pont hydrogène avec l’arginine 239. Le second complexe proposé par GOLD (41%
d’occurrence) (figure 4.29 B) place le PPFDQ plus profondément dans la cavité, entre les
deux chaînes d’acide propanoïque de l’hème. Cela déplace l’atome d’oxygène, empêchant la
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Figure 4.29 – Les deux solutions du complexe MPO-PPFDQ obtenues par GOLD. Les traits poin-
tillés jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits
pointillés orange représentent les interactions π-π.

formation du pont hydrogène avec l’arginine 239.

Une solution unique a été obtenue pour le complexe MPO-PPFG (figure 4.30). La partie
propofol de la molécule est positionnée dans le canal d’entrée du site actif alors que la partie
glucuronide se trouve entre les deux chaînes d’acide propanoïque de l’hème, sans superposition
au-dessus de la porphyrine. La fonction acide du cycle glucuronique est orientée vers le centre
de la cavité, permettant la formation d’un pont hydrogène avec l’arginine 239.

Figure 4.30 – Solution du complexe MPO-PPFG obtenue par GOLD. Les traits pointillés jaunes
représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström.
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4.8.2 Interaction avec le cycle de peroxydase

L’action inhibitrice des molécules d’intérêt sur l’activité de peroxydase de la MPO a été
étudiée grâce à la spectroscopie de fluorescence (voir section 2.3.2). Les résultats présentés à
la figure 4.31 illustrent l’action du propofol, du Diprivan et des trois dérivés (PPFG, PPFQ
et PPFDQ), par rapport à leurs solvants respectifs. Le propofol et le Diprivan montrent une
action inhibitrice dose-dépendante. Les trois concentrations de propofol les plus élevées (10,
50, 100 µM), qui correspondent à la gamme des concentrations plasmatiques du propofol
lors de l’induction et du maintien de l’anesthésie, provoquent une inhibition de l’activité de
l’enzyme d’au moins 85%. A la plus faible concentration de 1µM, l’inhibition chute à 45%.
Dans le cas du Diprivan, l’Intralipide provoque déjà une inhibition de 32%. De façon générale,
le Diprivan présente une activité concentration-dépendante similaire à celle du propofol. La
gamme de concentrations 10µM-100µM induit une inhibition forte de l’activité de peroxydase
de la MPO supérieure à 80%.

En ce qui concerne les dérivés du propofol, le PPFQ possède également une action inhibi-
trice dose-dépendante, mais globalement plus faible que celle du propofol. La concentration la
plus élevée (100 µM) provoque une inhibition totale de l’activité de l’enzyme. Celle-ci décroît
à 63% à la concentration de 50 µM et devient nulle aux deux plus faibles concentrations,
correspondant aux concentrations physiologiques. Par contre, le PPFDQ et le PPFG ne pro-
voquent pas d’inhibition de l’activité peroxydasique de la MPO.

Figure 4.31 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du Diprivan
sur l’activité peroxydasique de la MPO. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été
calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement
significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (Intralipide, DMSO ou DMF).

Cette analyse fournit des informations générales sur l’interaction entre l’inhibiteur et la
MPO. Les résultats expérimentaux indiquent clairement que le propofol, le Diprivan et le
PPFQ peuvent réduire l’activité peroxydasique de l’enzyme. Cependant, aucune différencia-
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tion ne peut être faite entre les divers mécanismes d’inhibition possibles (voir section 1.3.3.1) :
l’action réductrice stochiométrique des inhibiteurs sur les composés intermédiaires de l’enzyme
(composés I et II), et par conséquent l’action de compétition avec les différents substrats de
révélation (H2O2, nitrite, Amplex Red) et/ou l’action inhibitrice basée sur la liaison de la
molécule d’intérêt au sein du site actif de l’enzyme, formant un complexe empêchant l’accès
aux substrats de révélation. Dans la suite de ce travail, l’analyse SIEFED fournira des infor-
mations supplémentaires qui, en association avec les résultats de l’étude de l’action réductrice
(voltammétrie et ABTS) et les hypothèses développées à partir du docking, permettront de
mieux comprendre le mode d’interaction des inhibiteurs.

A ce stade, on peut tout de même remarquer que la structure phénolique du propofol et
sa capacité réductrice sont en faveur d’une interaction en tant que substrat réducteur avec
les composés redox (composés I et II) de la MPO. En effet, le potentiel redox du propofol
(+524 mV vs ESH) est inférieur à ceux des couples composé I/composé II (1,35 V) et com-
posé II/enzyme native (970 mV) [375]. Par conséquent, en associant ces résultats avec ceux
du docking montrant la capacité du propofol à s’insérer suffisamment profondément dans le
site actif de la MPO, il est très probable que la molécule puisse transférer un électron aux
deux composés intermédiaires du cycle de peroxydase, et ainsi entrer en compétition avec
les différents substrats intervenant dans l’analyse de fluorescence (nitrite et Amplex Red). A
cette action réductrice peut potentiellement s’ajouter une capacité de liaison au site et de
formation d’un complexe entre le propofol et la MPO.

En ce qui concerne le PPFQ, la quinone n’est pas capable de céder un électron aux com-
posés I et II du cycle de peroxydase. Par conséquent, l’action de la molécule se ferait via son
insertion et sa liaison dans la cavité active de la MPO.

Figure 4.32 – Effet de la concentration en Intralipide sur l’intensité de fluorescence de la sonde
Amplex Red, oxydée par le système MPO-H2O2. Le pourcentage de l’activité de l’enzyme a été
calculé pour l’Intralipide par rapport au contrôle sans solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=4).

Pour finir, l’Intralipide 10% (concentration utilisée dans l’entièreté de ce travail) réduit l’in-
tensité de fluorescence de la sonde Amplex Red. Une action inhibitrice des lipides composant la
formulation envers l’activité peroxydasique de la MPO est peu probable. Par contre, l’incorpo-
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ration d’une sonde fluorescente telle que la fluorescéine [376] ou la N-phényl-1-naphthylamine
[377, 378] à l’intérieur d’une structure micellaire ou d’un liposome peut, suite à différentes
interactions avec la structure lipidique, impacter son rendement de fluorescence. L’effet de
la concentration en Intralipide sur le signal de fluorescence de l’Amplex Red, oxydé par le
système MPO-H2O2, a été évalué (figure 4.32). Le rendement de fluorescence de l’Amplex
Red diminue avec l’augmentation de la concentration en lipides.

4.8.3 Interaction avec le cycle de chloration

Le cycle de chloration est une propriété unique de la MPO. En effet, le composé I peut
subir une réduction à deux électrons en interagissant avec les ions chlorure abondants dans
le plasma (110-141 mM [54]) pour former l’acide hypochloreux (voir section 1.2.2.1). Un
moyen de moduler, voire d’inhiber l’action oxydante de la MPO consiste à contrôler son
cycle de chloration en diminuant ou en empêchant la formation de HOCl. Vlasova et al. [54]
ont montré que l’affinité du composé I avec les ions chlorure, et donc la prédominance du
cycle de chloration par rapport au cycle de peroxydase, dépend du pH du milieu. L’activité
de chloration augmente lorsque le pH diminue. Le milieu extracellulaire est caractérisé par
un pH neutre avec une valeur comprise entre 7 et 7,5. Par contre, le phagolysosome des
PMNs est caractérisé par une acidification du milieu pouvant atteindre un pH compris entre
4,7 et 6 [54, 76, 77]. De la même manière, des lésions inflammatoires, telles que les lésions
athérosclérotiques [101, 379] sont caractérisées par un pH acide.

4.8.3.1 Milieu acide - pH 5,5

Afin d’étudier l’action du propofol et de ses dérivés sur le système MPO-H2O2-Cl− en
milieu acide, une analyse de fluorescence a été réalisée dans un tampon à pH 5,5 contenant
des ions chlorure (voir section 2.3.3). La figure 4.33 montre que l’absence de Cl− en solution
empêche l’oxydation de la sonde fluorescente APF, prouvant, dans cette étude, sa spécificité
pour la capture du HOCl.

Pour cette série de mesures, le DMSO a été remplacé par le DMF car le DMSO réagit
avec la sonde APF et inhibe son signal de fluorescence (voir section 2.1.5) [380]. L’Intralipide,
quant à lui, induit une augmentation du signal de fluorescence de 36% par rapport au contrôle.
Comme décrit à la section 4.8.2, ce type de comportement a déjà été observé pour différentes
sondes fluorescentes [376, 377, 378]. L’impact de la concentration en Intralipide sur le signal
de fluorescence de la sonde APF, oxydée par le système MPO-H2O2-Cl−, a été évalué (figure
4.34). La concentration en Intralipide utilisée comme solvant dans l’ensemble de ce travail est
de 10%. Le rendement de fluorescence de l’APF augmente avec la concentration en lipides.

Le propofol ne révèle aucune action inhibitrice sur l’activité de chloration de la MPO, à
l’exception de la plus haute concentration (100 µM) avec une inhibition de 16%. A pH acide,
la molécule n’est pas capable de se lier à la MPO pour empêcher le déclenchement du cycle ou
d’agir comme substrat compétiteur vis-à-vis des ions Cl− pour interagir avec le composé I. Le
Diprivan, le PPFG et le PPFDQ n’induisent aucune inhibition significative de la formation
d’HOCl. A pH 5,5, le PPFQ est la molécule qui présente le plus grand pouvoir inhibiteur. Aux
deux concentrations les plus élevées (50 et 100 µM), la forme quinone du propofol inhibe au
moins 90% de l’activité de chloration de la MPO. La molécule perd environ 50% de son action
inhibitrice aux concentrations physiologiques de 10 et 1 µM. En considérant les résultats
obtenus lors de l’étude du cycle de peroxydase, même réalisée à pH plus basique, ainsi que
l’incapacité de la quinone d’agir comme élément réducteur, on peut supposer que le PPFQ
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Figure 4.33 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du Diprivan sur
l’activité de chloration de la MPO à pH 5,5. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été
calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf Diprivan N = 2) et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMF).

Figure 4.34 – Effet de la concentration en Intralipide sur l’intensité de fluorescence de la sonde
APF, oxydée par le système MPO-H2O2-Cl−. Le pourcentage de l’activité de l’enzyme a été calculé
pour l’Intralipide par rapport au contrôle sans solvant, considéré comme 100%. Les données sont
représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=4).

agit en se liant dans le site actif de l’enzyme et en empêchant l’interaction d’autres substrats
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comme le peroxyde d’hydrogène ou les ions Cl−.

4.8.3.2 Milieu extracellulaire - pH 7,4

Durant l’inflammation, la MPO peut être libérée en dehors des PMNs dans le milieu
extracellulaire caractérisé par un pH plus alcalin. L’impact des molécules d’intérêt sur le cycle
de chloration a donc également été évalué à pH 7,4, pH auquel les substrats réducteurs peuvent
plus aisément dévier la MPO vers son cycle de peroxydase (figure 4.35) [54, 63, 381].

Figure 4.35 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du Diprivan sur
l’activité de chloration de la MPO à pH 7,4. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été
calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf Diprivan N = 2) et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (éthanol,
DMF).

Le DMF, utilisé pour remplacer le DMSO, inhibe le signal de fluorescence d’environ 65%
par rapport au contrôle sans solvant. Par conséquent, le propofol et le PPFQ ont été dilués
dans de l’éthanol. Par contre, en raison de l’insolubilité du PPFG et du PPFDQ dans l’étha-
nol, le DMF n’a pas pu être substitué pour ces deux molécules. Contrairement à l’étude à
pH acide, l’Intralipide induit cette fois-ci une décroissance de 48% du signal de fluorescence.
L’influence d’une concentration fixe d’Intralipide (10%) sur le signal de fluorescence de l’APF
a donc été étudiée en fonction du pH de la solution (figure 4.36). Pour cela, des tampons
phosphate contenant des ions Cl− ont été préparés à différents pH. Pour chaque valeur de pH,
un contrôle sans Intralipide a été réalisé et le pourcentage de variation du signal de fluores-
cence de l’APF, en présence d’Intralipide, a été calculé par rapport à ce contrôle. On retrouve
l’augmentation du rendement de fluorescence lorsque le pH du milieu est acide. A partir de pH
7, une décroissance constante du rendement va de pair avec l’augmentation de la valeur du pH.

Comme attendu, l’action inhibitrice du propofol est plus élevée lorsque le pH augmente.
Une diminution du signal de fluorescence de 58% est observée à 100 µM. Aux concentrations
retrouvées dans le plasma (10-50 µM), l’inhibition est comprise entre environ 11 et 28%.
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Figure 4.36 – Effet du pH sur l’influence de l’Intralipide 10% vis-à-vis de l’intensité de fluorescence
de la sonde APF, mesurée avec l’analyse classique. Le pourcentage de l’activité de l’enzyme a été
calculé pour l’Intralipide par rapport au contrôle sans solvant associé pour chaque valeur de pH,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et
n=4).

L’augmentation de la capacité inhibitrice du propofol vis-à-vis du cycle de chloration avec le
pH du milieu confirme son mécanisme d’action en tant que substrat réducteur pour l’enzyme.
En effet, l’oxydation des phénols est favorisée pour une gamme de pH neutre à basique, en
fonction de leur pKa. Le pKa du propofol est de 11. Par conséquent, à pH 7,4, la concentration
en molécules déprotonées est plus élevée qu’à pH 5,5, favorisant ainsi son oxydation et donc
sa capacité à entrer en compétition avec les ions chlorure pour réagir avec le composé I. De
plus, l’interaction des ions avec l’enzyme est défavorisée à pH neutre (voir section 1.2.2.3).
Il faut cependant garder à l’esprit que l’inhibition de la production en HOCl peut également
être due à la capacité du propofol à piéger le ROS (figure 4.20) Le Diprivan présente une
action d’inhibition plus faible par rapport à son solvant (Intralipide). En effet, à la plus forte
concentration, une inhibition de 25% est observée. Il semblerait donc que la présence des lipides
en solution empêche l’interaction de la molécule active (propofol) avec l’enzyme. Comme à
pH acide, le PPFG et le PPFDQ ne montrent pas d’action de ce type. Par contre, le PPFQ
conserve une capacité d’inhibition concentration-dépendante. Le dérivé diminue la formation
de HOCl de plus de 92 et 85% aux deux plus fortes concentrations et conserve une inhibition
de 54% à 10µM. La capacité du PPFQ à réduire l’activité de chloration, indépendamment
du pH du milieu est en accord avec l’hypothèse selon laquelle la molécule inhibe l’activité
oxydante de la MPO en se liant à la structure de l’enzyme.

4.8.4 SIEFED

Le SIEFED permet d’évaluer la capacité de liaison des ligands au site actif de la MPO.
Grâce à l’étape de lavage (voir section 2.2.4), seuls les composés d’intérêt capables de se
lier dans la cavité (aux acides aminés, au noyau de fer ou à la structure hémique) peuvent
décroître l’intensité de fluorescence de la sonde Amplex Red en empêchant l’insertion et l’in-
teraction des substrats (H2O2, nitrite et Amplex Red) avec le site actif. Le propofol provoque
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une action inhibitrice non négligeable (figure 4.37). La concentration la plus élevée (100 µM)
inhibe 50% de l’activité de la MPO. Pour les concentrations correspondant aux concentrations
plasmatiques, l’activité inhibitrice du propofol décroît de 40% (50 µM) à 15% (10 µM). Elle
devient négligeable à 1 µM. Lorsque le propofol est associé à l’Intralipide, la molécule n’est
pas capable de se lier à l’enzyme et est éliminée par le lavage. Le Diprivan inhibe l’activité
peroxydasique de la MPO uniquement de 20% à 100 µM. Dans le cas du PPFDQ, aucune
diminution significative de l’activité de la MPO n’est observée. Par contre, le PPFQ inhibe
entièrement l’action peroxydasique de l’enzyme aux deux plus hautes concentrations (50 et
100 µM). A concentration physiologique, entre 1 et 10 µM, le dérivé présente une inhibition
modérée mais non négligeable, comprise entre 15% et 45%. Le PPFG montre également sa
capacité à se lier au site actif de l’enzyme. Il provoque une inhibition de 43% et 29% à 100µM
et 50µM respectivement.

Figure 4.37 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG, PPFQ et PPFDQ) et du Diprivan
sur l’activité peroxydasique de la MPO, mesurée par analyse SIEFED. Le pourcentage d’inhibition de
l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3).
Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant
(Intralipide, DMSO ou DMF).

Le SIEFED démontre clairement la capacité du propofol à se lier au site actif de la MPO
à des concentrations élevées. Les liaisons et interactions formées sont capables de résister à
l’étape de lavage. Ce résultat est en accord avec le docking qui propose deux solutions de
complexe, dont une seule est caractérisée par un pont hydrogène avec un acide aminé du site
actif. Dans le cas du Diprivan, la formulation n’est pas capable d’inhiber l’activité de la MPO.
Il semble que la présence de la structure lipidique empêche la molécule active d’accéder ou de
se lier au site actif. En associant les résultats du SIEFED à ceux obtenus grâce au docking, on
peut conclure que le PPFQ peut plus facilement se lier à l’enzyme que le propofol. La présence
d’un second atome d’oxygène dans le composé augmente la possibilité de former des liaisons
hydrogène avec les différents éléments de la cavité active. Le PPFQ présente une action inhibi-
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trice supérieure lors du SIEFED par rapport à l’analyse de fluorescence classique (figure 4.31)
aux concentrations intermédiaires (50 µM et 10 µM). En plus du fait que le PPFQ n’ait pas
d’action réductrice, ces résultats suggèrent que la molécule interagit avec la MPO en se liant
à son site actif, empêchant par conséquent le déclenchement du cycle de peroxydase. Pour le
PPFG, l’ajout d’un groupement glucuronide au propofol ne semble pas empêcher le composé
de se lier à la MPO. Ce résultat est surprenant car, en analyse classique, une perte totale
d’inhibition est observée pour toutes les concentrations (figure 4.31). Or, l’analyse classique
étudie la combinaison des modes d’action des inhibiteurs (action anticatalytique et action
réductrice). Cependant, en raison du temps d’incubation plus court que celui du SIEFED, la
composante catalytique de l’inhibition est plus faible que la composante réductrice. Le PPFG
ne présente pas d’action réductrice et il semblerait que sur ce temps d’incubation plus court, la
molécule ne puisse pas se lier efficacement à l’enzyme. Il est nécessaire d’attendre une période
d’incubation de deux heures pour observer une interaction et une inhibition significatives aux
plus fortes concentrations.

Figure 4.38 – Action du propofol, de ses métabolites (PPFG et PPFQ) sur l’activité peroxydasique
de la MPO, mesurée par ELISA. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé
pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont
représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=6).

Afin de s’assurer que la diminution du signal de fluorescence mesuré lors de l’analyse SIE-
FED ne provient pas d’un changement conformationnel de la MPO induit par son interaction
avec le ligand, un test ELISA a été effectué. En effet, une telle modification pourrait empê-
cher la liaison de l’enzyme aux anticorps couvrant le fond des multi-puits (voir annexe D). La
figure 4.38 montre les résultats du test ELISA réalisé pour le propofol, le PPFQ et le PPFG.
Les trois molécules n’empêchent pas la liaison de la MPO aux anticorps.

4.8.5 Spectroscopie d’absorption - Stopped-flow

Les résultats précédents montrent la capacité du propofol à pénétrer dans le site actif et à
interagir, en tant que substrat réducteur efficace, avec les intermédiaires redox de la MPO. Par



126 4.8. ETUDE DE L’ACTION SUR L’ACTIVITÉ OXYDANTE DE LA MPO

conséquent, une étude de spectroscopie d’absorption stopped-flow (voir annexe D) a permis
d’évaluer les constantes de vitesse bimoléculaires pour les réactions de réduction des composés
I et II par le propofol (figure 4.39).

Figure 4.39 – Etude stopped-flow de la réaction du propofol avec les composés I et II de la MPO
(pH 7 à 20◦C). A. Evolution temporelle de l’absorbance de la solution (MPO (4,6 µM), H2O2 (46 µM)
et propofol (2,5 µM)) à 456 nm. Courbe rouge : courbe d’ajustement exponentielle pour la formation
du composé II (croissance) et pour la conversion du composé II en enzyme native (décroissance). B.
Relation linéaire entre la constante de pseudo-premier ordre kobs et la concentration en propofol, pour
la formation du composé II. C. Relation linéaire entre la constante de pseudo-premier ordre kobs et la
concentration en propofol, pour la conversion du composé II en enzyme native.

Le système stopped-flow permet de faire réagir la MPO avec l’H2O2 afin de former le
composé I. Une concentration d’H2O2 dix fois plus élevée que celle de la MPO permet une
conversion totale de l’enzyme. Le composé I peut alors rapidement réagir avec le propofol
afin de former le composé II. La partie A de la figure 4.39 illustre l’évolution temporelle de
l’absorbance à 456 nm de la solution de composé I contenant une concentration de propofol
de 2,5 µM. La croissance de l’absorbance est due à la réduction par le propofol du composé I
en composé II. Elle est suivie par une décroissance exponentielle résultant de la réduction du
composé II en enzyme native. Un ajustement de courbe réalisé sur les deux phases exponen-
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tielles permet de déterminer les constantes de vitesse de pseudo-premier ordre kobs des deux
réactions de réduction. Ce processus est reproduit pour différentes concentrations de propofol.

Pour la réduction du composé I, la partie B de la figure 4.39 montre la dépendance entre
la constante kobs et la concentration en propofol. La pente de l’ajustement linéaire permet
d’estimer une constante de vitesse de second ordre valant 2,2 106 Ms−1s−1 à pH 7. Le propofol
est un bon donneur d’électron pour le composé I de la MPO, permettant ainsi la formation
du composé II. La constante de vitesse du propofol est supérieure d’environ deux ordres de
grandeur à celle des ions chlorure (2,4 106 Ms−1s−1 à pH 7 [381]) et est du même ordre de
grandeur que celle d’autres substrats comme l’indole, la tryptamine, la mélatonine [160, 381],
la curcumine [148], le methimidazole et la mercaptopurine [149]. Ce résultat est en accord
avec la littérature qui indique que le cycle de peroxydase (et donc l’oxydation de substrats
comme des phénols) domine le cycle de chloration à pH neutre [54].

La constante de vitesse bimoléculaire de la réduction par le propofol du composé II a
été évaluée grâce au graphique illustré dans la partie C de la figure 4.39. La valeur est de
8,2 103 Ms−1s−1 à pH 7. Celle-ci est proche de celle obtenue pour des substrats comme la
tyrosine, l’indole [381] ou encore la mercaptopurine ou la cystéamine [149]. Le propofol réduit
le composé II plus lentement que le composé I. En effet, il y a un écart d’environ deux
ordres de grandeur entre les deux constantes de vitesse. Cette différence peut s’expliquer par
la différence entre les potentiels d’oxydoréduction des couples composé I/composé II (1,35
V) et composé II/enzyme native (0,97 V) [375]. En effet, la différence entre les potentiels
redox du propofol et du couple composé I/composé II est plus grande que celle relative au
couple composé II/enzyme native. Par conséquent, le composé I est un oxydant plus puissant
pour le propofol que le composé II. En reliant ces résultats à l’ensemble de ceux décrits
précédemment, on peut conclure que le propofol peut agir comme substrat réducteur dans le
cycle de peroxydase de la MPO, en favorisant l’acccumulation du composé II et en ralentissant
par conséquent l’activité oxydante de l’enzyme. A pH neutre, proche du pH physiologique du
milieu extracellulaire, le propofol peut détourner l’enzyme du cycle de chloration vers le cycle
de peroxydase en interagissant fortement avec le composé I.

4.8.6 Bilan de l’action du propofol et de ses métabolites sur la
myéloperoxydase

Le propofol agit principalement sur l’activité de la MPO en tant que substrat réducteur.
Le SIEFED et le docking ont mis en évidence la difficulté de la formation d’un complexe
MPO-propofol. Cependant, la molécule est capable de s’insérer dans le site actif de l’enzyme
et d’y échanger des électrons avec les composés I et II du cycle de peroxydase. L’associa-
tion de la voltammétrie cyclique et de l’étude cinétique de la réactivité du propofol avec les
intermédiaires de l’enzyme montre que la molécule est un réducteur efficace du composé I.
Par contre, elle ralentit l’activité de l’enzyme via son interaction plus faible avec le composé
II. Etant capable de réagir avec le composé I, le propofol agit comme substrat compétiteur
de l’ion chlorure à pH neutre. A concentration physiologique, le propofol réduit l’activité de
chloration de l’enzyme. Cependant, cette action baisse avec la diminution du pH du milieu.
Par conséquent, dans le milieu extracellulaire, caractérisé par un pH proche de 7, le propofol
favorise le cycle de peroxydase de l’enzyme par rapport à la chloration.

Le PPFQ est le seul dérivé du propofol montrant une action inhibitrice de l’activité oxy-
dante de la MPO. La molécule inhibe aussi bien le cycle de peroxydase que le cycle de chlo-
ration quel que soit le pH et même plus efficacement que le propofol lui-même. L’association
des différents résultats, et principalement le SIEFED, sont en faveur de la liaison du PPFQ au
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sein du site actif de l’enzyme. En effet, la présence d’un second atome d’oxygène en position
para, par rapport au groupement hydroxyle originel de la molécule de propofol, permet la
formation de ponts hydrogène avec l’histidine 95 et le noyau de fer au centre de l’hème. Dans
cette configuration, les deux bras isopropyles du propofol sont orientés vers le canal d’accès
au site actif. Cela réduit leur encombrement stérique observé pour le propofol. Ces liaisons
empêcheraient l’interaction avec le peroxyde d’hydrogène et donc le déclenchement de la for-
mation du composé I, premier intermédiaire à la fois des cycles de peroxydase et de chloration.

Dans le cas du PPFDQ, la molécule a montré une action inhibitrice sur la MPO libérée
par des PMNs activés. Cependant, aucune action n’est observée sur la MPO humaine isolée.
De même, le PPFG ne révèle aucune action inhibitrice sur les cycles de peroxydase et de
chloration.
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4.9 Conclusion

Le propofol est un phénol utilisé en clinique en tant que composé anesthésiant. Il fait par-
tie des molécules les plus fréquemment utilisées pour initier et maintenir un état sédatif lors
d’opérations ou dans les unités de soins intensifs. De nombreuses études se sont intéressées à
sa capacité antioxydante et anti-inflammatoire. Grâce à son action de piégeur de radicaux et
de ROS, le propofol possède un effet neuroprotecteur. Il protège également différents organes
contre l’ischémie-reperfusion. Au niveau du système inflammatoire, le propofol est capable
d’inhiber différents mécanismes des leucocytes dont notamment le phénomène de nétose, la
libération de cytokine, la chimiotaxie ou encore la phagocytose.

Sur base de ces connaissances, il a paru intéressant d’approfondir l’étude de l’impact du
propofol sur le mécanisme inflammatoire. Afin d’évaluer le bénéfice de son utilisation lors du
traitement de pathologies inflammatoires, ce travail s’est intéressé à l’action de la molécule
sur différents intermédiaires essentiels, aussi bien cellulaires (PMNs), enzymatiques (MPO)
que chimiques de ce processus complexe. En effet, l’ajout d’une action potentiellement immu-
nomodulatrice lors de son utilisation, notamment en unité de soins intensifs chez des patients
souffrant de pathologies de ce type (sepsis, COVID-19,...), pourrait apporter un bénéfice sup-
plémentaire non négligeable.

Afin de pouvoir être injecté aux patients, le propofol doit être associé à une émulsion
lipidique, l’Intralipide (Diprivan). L’impact de cette structure micellaire sur l’action de la mo-
lécule active a dû être évalué. Après l’injection, le propofol est métabolisé rapidement par le
foie. C’est pourquoi, il est essentiel d’étudier l’action anti-inflammatoire des métabolites pour
obtenir une évaluation plus complète de l’impact réel du propofol dans l’organisme. Pour cela
trois métabolites ont été choisis pour cette étude : le propofol-β-glucuronide, métabolite prin-
cipal du propofol, ainsi que deux composés quinones, la 2,6-diisopropyl-1,4-quinone (PPFQ)
et la 3,5,3’,5’-tétraisopropyl-(4,4’)-diphénoquinone (PPFDQ).

Le propofol est un piégeur efficace de radicaux et de ROS, dans une gamme de concentra-
tions pouvant être mesurées dans le sang de patient (10-50 µM). Cette propriété lui permet
notamment de réduire l’anion superoxyde produit lors de la flambée respiratoire des PMNs
activés. A cette action s’ajoute également une capacité à inhiber le processus de production
de ce ROS par les cellules. Lors d’un bref temps d’incubation des PMNs en présence de propo-
fol, celui-ci agit majoritairement en tant que piégeur de O−.

2 . Par contre, lorsque l’incubation
se prolonge, la molécule démontre clairement une capacité d’interaction supplémentaire avec
les cellules. Le caractère lipophile de la molécule lui permet de pénétrer la membrane plas-
mique où elle pourrait réduire la production d’anions superoxydes via différents mécanismes
potentiels. L’effet du propofol peut être lié à sa capacité de modification locale de la fluidité
membranaire. La molécule peut de ce fait réduire la stimulation de cellules en empêchant la
pénétration d’une molécule stimulatrice comme le PMA au sein des cellules. Le propofol est
également capable de se lier à des protéines membranaires. Une interaction avec les sous-unités
membranaires du complexe NADPH oxydase est envisageable. Des tests supplémentaires sont
nécessaires pour identifier le mécanisme d’action de la molécule.

Le propofol n’impacte pas de manière significative le processus de dégranulation des PMNs.
Bien qu’il ne réduise pas la libération de myéloperoxydase par les PMNs activés, la molécule
est capable d’agir en tant qu’inhibiteur réversible de l’enzyme. En effet, le propofol ne peut
se lier au site actif de l’enzyme et former un complexe qu’à haute concentration. Cependant,
le placement de la molécule à l’entrée du site actif lui permet d’être suffisamment proche de
l’hème pour rendre possible l’échange d’électrons. C’est pourquoi, dans la gamme de concen-
trations physiologiques, le propofol peut jouer le rôle de substrat réducteur pour les deux
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composés du cycle de peroxydase de l’enzyme (composés I et II). La molécule étant très ré-
active avec le composé I, elle est capable de détourner l’enzyme de son cycle de chloration et
d’inhiber la formation d’acide hypochloreux à pH basique. Cette action diminue avec le pH du
milieu. Par conséquent, le propofol peut être un inhibiteur du cycle de chloration de la MPO
dans le milieu extracellulaire. En tant que phénol, il agit également comme piégeur de HOCl.
Ensuite, après avoir dévié l’enzyme vers son cycle de peroxydase, le propofol est capable de
réduire le composé II. Néanmoins, cette interaction est moins efficace que la réduction du
composé I. Par conséquent, le propofol permet de ralentir l’activité oxydante de l’enzyme en
la maintenant sous sa forme moins réactive, le composé II.

La présence de l’Intralipide semble réduire de façon générale l’action de la molécule active
in vitro, notamment envers les PMNs. Le Diprivan conserve cependant une action inhibitrice
significative sur l’activité de peroxydase de la MPO à pH physiologique. De plus, l’émulsion
lipidique présente elle-même une action antioxydante en tant que piégeur de radicaux et de
ROS tels que l’anion superoxyde ou l’acide hypochloreux.

En ce qui concerne les métabolites et dérivés du propofol étudiés au cours de ce travail,
les deux composés quinones ont donné des résultats très intéressants, là où, le métabolite
principal, le propofol-β-glucuronide, n’a globalement montré aucune action inhibitrice signi-
ficative, qu’elle soit antioxydante ou inhibitrice de la MPO ou des processus cellulaires des
PMNs. Le PPFG ne semble donc pas contribuer au potentiel anti-inflammatoire du propofol
in vivo. Le PPFQ et le PPFDQ apparaissent comme des piégeurs de l’anion superoxyde très
efficaces. A cela s’ajoute leur capacité à inhiber la production de ROS par des PMNs activés.
En effet, tout comme pour le propofol, leur caractère lipophile leur permet de pénétrer la
membrane plasmique. Au sein des membranes, les quinones sont connues pour jouer le rôle de
transporteur d’électrons. On peut donc suspecter qu’elles puissent interférer dans l’échange
d’électrons nécessaire à la réduction de l’oxygène en anion superoxyde opéré par le complexe
protéique NADPH oxydase. Des analyses complémentaires restent nécessaires afin de com-
prendre le mode d’action complet des deux composés. Les deux quinones, et particulièrement
le PPFDQ, sont des inhibiteurs efficaces de la flambée respiratoire des PMNs, et ce, même
à des concentrations physiologiques (1 µM). Elles peuvent donc également impacter indirec-
tement l’activité oxydante de la MPO en inhibant la formation de son substrat naturel, le
peroxyde d’hydrogène. Les différents tests réalisés sur l’enzyme elle-même ont montré que le
PPFQ peut influencer directement son activité en jouant le rôle d’inhibiteur anticatalytique.
En effet, la quinone inhibe aussi bien le cycle de peroxydase que celui de chloration, et ce,
également à pH acide. La présence d’un second atome d’oxygène opposé au groupement hy-
droxyle de la molécule de propofol permet une meilleure interaction entre celle-ci et le site
actif de l’enzyme. Cela peut entraver l’insertion de substrat comme le peroxyde d’hydrogène
et donc empêcher le déclenchement des cycles de la MPO. Une étude de co-cristallisation du
PPFQ avec l’enzyme permettrait de vérifier la création réelle du complexe MPO-inhibiteur et
viendrait alors confirmer les résultats obtenus grâce au SIEFED et au docking.

En conclusion, les différents résultats acquis sont en faveur d’une action immunomodu-
latrice du propofol et de deux de ses dérivés et métabolites (la 2,6-diisopropyl-1,4-quinone -
PPFQ et la 3,5,3’,5’-tétraisopropyl-(4,4’)-diphénoquinone - PPFDQ) aux concentrations dé-
tectées dans le sang de patient lors de l’induction et du maintien de l’anesthésie. Cela constitue
un atout supplémentaire lors de l’utilisation de la molécule en unité de soins intensifs pour
des patients souffrant de divers traumas ou pathologies inflammatoires.

Les résultats présentés dans ce chapitre ont fait l’objet de deux publications, une première
concernant le propofol dans Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects [382] et une
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seconde sur l’action de ses dérivés et métabolites dans le journal Free Radical Biology and
Medicine [383].





Chapitre 5

Anticancéreux

Au début du 19ème siècle, Jean Nicolas Marjolin (1828) et Caesar Hawkins (1833), chirur-
giens français et anglais, sont les premiers à suggérer un lien entre le phénomène inflammatoire
et le cancer. Ils observent, quelques années après une brûlure, l’apparition et la prolifération
de cellules cancéreuses, appelées carcinome, près des cicatrices [384, 385]. En 1863, Rudolf
Virchow montre la présence de leucocytes au sein de tissus tumoraux et formule l’hypothèse
selon laquelle la présence de ces cellules immunitaires dans les tissus inflammés indiquerait
le lieu où se développent des cellules cancéreuses [385, 122]. Il a ensuite fallu attendre envi-
ron un siècle pour approfondir la compréhension et apporter la preuve du rôle essentiel du
processus inflammatoire dans la tumorogenèse. En effet, Harold F. Dvorak a mis en évidence
les similitudes entre le mécanisme de développement de nombreuses pathologies inflamma-
toires et celui de tumeurs cancéreuses. Au cours de ces deux phénomènes, on retrouve une
séquence commune d’évènements tels que l’invasion du tissu conjonctif (le stroma) par les
cellules, l’augmentation de la perméabilité vasculaire, l’extravasation sanguine, l’accumula-
tion de différentes protéines plasmatiques, l’activation du système de coagulation sanguine
extravasculaire, l’apparition d’une structure fibreuse favorisant la migration cellulaire (tissu
cicatriciel (inflammation) et desmoplasie (cancer)), le déclenchement de l’angiogenèse et la
synthèse de collagène. [386]

De nombreuses preuves attestent du lien étroit entre inflammation et cancer. Il a été
montré qu’une personne atteinte d’une pathologie inflammatoire chronique présente une pré-
disposition à développer un cancer [387, 388]. On estime que le développement d’environ un
quart des cancers est associé à un processus inflammatoire chronique, induit par des agents
physico-chimiques ou infectieux [389]. Par exemple, les personnes souffrant de colite ulcéreuse
ont dix fois plus de risque de développer un cancer colorectal [390]. En effet, plus la situation
inflammatoire se prolonge dans le temps, plus le risque d’engendrer un cancer est important
[388]. Le processus inflammatoire génère la production de diverses molécules comme les es-
pèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNOS), dont le but est de détruire les agents
pathogènes mais aussi de stimuler la régénération cellulaire. Dans le cas d’une inflammation
aiguë, la production de nouvelles cellules démarre lorsque celle de ROS et RNOS est terminée.
Par contre, en cas d’inflammation chronique, la production de ROS et RNOS étant continue,
elle se superpose à la génération des nouveaux tissus, provoquant de ce fait leur altération.
Les espèces réactives peuvent induire des dégâts au niveau de l’ADN cellulaire, ce qui entraîne
le développement de mutations pouvant mener à l’apparition de cancers [391]. Inversement,
le développement d’un cancer provoque l’inflammation. Tout comme les cellules du système
immunitaire, les cellules cancéreuses sécrètent des cytokines, protéines médiatrices de l’in-
flammation. Cette production continue provoque l’infiltration des tissus cancéreux par les
cellules inflammatoires, telles que des macrophages et des leucocytes, afin de créer un micro-
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environnement protecteur et favorable au développement de l’angiogenèse et de métastases
[389, 392, 393].

Le lien entre cancer et inflammation est en réalité complexe. L’inflammation joue un
double rôle dans le processus cancéreux. Elle peut promouvoir le développement de tumeurs,
comme expliqué précédemment, mais elle peut également restreindre leur progression [119].
Deux stratégies peuvent donc être envisagées dans le cas du traitement des cancers.

D’une part, les cellules cancéreuses peuvent être perçues par l’organisme comme des élé-
ments étrangers à éliminer et celui-ci peut tenter de se défendre grâce à son système immu-
nitaire. Apetoh et al. [394] ont notamment montré que les cellules cancéreuses détruites par
chimiothérapie ou radiothérapie possèdent des propriétés stimulatrices du système inflamma-
toire inné. Ces cellules mourantes libèrent différentes protéines qui vont activer les cellules
immunitaires comme les lymphocytes T. Celles-ci vont alors participer à l’élimination des
cellules cancéreuses [119]. En se basant sur ce mécanisme, des chercheurs ont tenté de boos-
ter le système immunitaire de patients afin de les traiter. C’est ainsi que s’est developpée
l’immunothérapie. Différentes stratégies ont été investiguées. Il y a tout d’abord l’utilisation
d’anticorps monoclonaux spécifiques, produits en laboratoire, qui vont reconnaître et se lier
à différents éléments spécifiques des cellules cancéreuses cibles. Les anticorps signalent alors
la présence de celles-ci au système immunitaire afin de les éliminer [395]. Des vaccins anti-
cancéreux sont également en cours d’étude. Contrairement aux vaccins classiques, ils ne sont
pas administrés à titre préventif mais bien lorsque le cancer est présent et encore de taille
restreinte. Certains de ces vaccins utilisent des cellules dendritiques. Ces cellules du système
immunitaire sont isolées à partir du sang du patient, multipliées en laboratoire, avant d’être
mises en présence de cellules cancéreuses prélévées chez le patient. Les cellules ont ainsi à leur
surface des éléments antigènes des cellules cancéreuses. Elles peuvent ensuite être réinjectées
au patient afin de déclencher le système immunitaire et d’activer les lymphocytes [396]. Il
existe également une immunothérapie cellulaire qui consiste à injecter au patient des cellules
immunitaires, principalement des lymphocytes activés [396, 397]. Une autre branche de l’im-
munothérapie utilise quant à elle des virus oncologiques. En effet, l’injection contrôlée de virus
spécifiques, c’est-à-dire modifiés afin d’augmenter leur cytotoxicité ou leur pouvoir stimula-
teur du système immunitaire, peut être une voie de traitement. Les virus vont pénétrer les
cellules cancéreuses et s’y multiplier, provoquant la mort cellulaire. Ils vont également avoir
un impact sur l’environnement tumoral et stimuler la réponse immunitaire du corps [398].
De nombreuses études ont été réalisées sur l’immunothérapie depuis plusieurs décennies sans
résultats particulièrement probants. Cependant depuis 2007, elle suscite un regain d’intérêt
grâce aux résultats encourageants de l’étude de Downey et al. [399], qui montrent la capacité
d’un anticorps monoclonal, l’ipilimumab, à augmenter le taux de survie chez des patients
atteints d’un mélanome métastasique [400]. Actuellement, l’immunothérapie est utilisée en
clinique, aux côtés de la chimiothérapie et de la radiothérapie.

D’autre part, il existe un intérêt à contrôler l’inflammation associée au cancer.
Tout d’abord, un traitement efficace des pathologies inflammatoires chroniques permettrait

de prévenir l’apparition de certains types de cancers [393]. C’est pourquoi le développement
et l’étude de molécules aux propriétés anti-inflammatoires représentent un sujet de recherche
important.

En parallèle, des recherches s’intéressent à l’impact positif de l’inhibition de l’inflammation
lors du traitement de tumeurs cancéreuses. De nombreuses études se sont portées sur l’inves-
tigation de l’effet synergique d’une prise d’un traitement anti-inflammatoire combinée à une
chimiothérapie [401]. Une étude récente de 2021 s’est penchée sur l’effet de ce type d’associa-
tion chez des patientes souffrant d’un cancer du sein étendu ou métastasé et ne répondant pas
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bien à la chimiothérapie seule [402]. Le traitement, combinant le NG-monomethyl-l-arginine
et les taxanes, a permis de réduire la taille de la tumeur chez environ la moitié des patientes.
La molécule anti-inflammatoire, dans ce cas-ci inhibitrice de la production d’oxyde nitrique,
est capable de réduire l’inflammation dans l’environnement tumoral, favorisant ainsi la pé-
nétration des cellules immunitaires au sein de la tumeur [403]. On peut noter également que
l’administration de médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens permet, d’une part, de
prévenir l’apparition du cancer colorectal [404, 405] et, d’autre part, d’améliorer son traite-
ment [406]. En effet, les molécules anti-inflammatoires inhibent la cyclo-oxygénase 2 (COX-2),
enzyme essentielle à la production de cytokines, les prostaglandines, intervenant dans le dé-
clenchement du processus inflammatoire. L’inhibition de la COX-2 induit une régression de la
tumeur, en stoppant la prolifération et la migration des cellules épithéliales malades [407, 408]
et en supprimant l’environnement inflammatoire de la tumeur, notamment via l’arrêt de l’an-
giogenèse [406, 409, 410]. L’administration d’une molécule anti-inflammatoire en combinaison
d’une chimiothérapie peut également modifier la pharmacocinétique et le métabolisme de
la molécule anticancéreuse, augmentant son action ou diminuant sa toxicité [393, 411, 412].
L’administration de certaines molécules anti-inflammatoires peut également réduire les effets
secondaires de la chimiothérapie, améliorant ainsi le confort de vie du patient [413, 414, 393].

De nombreuses études portent sur l’investigation de l’action antitumorale de molécules,
utilisées en premier intention comme anti-inflammatoire. Cependant, il peut aussi être inté-
ressant d’évaluer l’impact anti-inflammatoire de molécules reconnues comme anticancéreuses.
Celles-ci peuvent-elles, en plus de leur action cytotoxique sur les cellules cancéreuses, ré-
duire l’environnement pro-oxydant des tumeurs ? Certaines de ces molécules anticancéreuses
ont montré des propriétés anti-inflammatoires, ou du moins immunomodulatrices [415, 416]
et antioxydantes [417, 418], selon des mécanismes partiellement connus. Ceux-ci induisent
l’apoptose des cellules du système immunitaire comme les lymphocytes. Les molécules an-
ticancéreuses peuvent-elles également interagir avec les PMNs, provoquer leur apoptose ou
altérer des processus comme la production de ROS ou la libération d’enzymes ? Il est éga-
lement intéressant d’étudier leur potentiel effet inhibiteur sur la myéloperoxydase, marqueur
essentiel de l’inflammation.

De tels mécanismes anti-inflammatoires offriraient à ces molécules des atouts pharmaco-
logiques supplémentaires importants dans le cadre du traitement du cancer. En effet, elles
pourraient ainsi éliminer les cellules tumorales et diminuer parallèlement l’effet stimulateur
de l’environnement oxydant. La compréhension des mécanismes immunomodulateurs pourrait
également permettre de considérer leur utilisation pour d’autres types spécifiques de cancers
caractérisés par la présence de PMNs et de MPO dans leur environnement. Enfin, l’utilisation
des composés anticancéreux efficaces pourrait aussi être envisagée pour le traitement d’autres
pathologies, comme les maladies inflammatoires chroniques.

5.1 Molécules anticancéreuses

Les molécules anticancéreuses sont classées en différentes catégories en fonction de leur
mode d’action. Leur cible principale est l’ADN. Elles peuvent agir en tant qu’agents alkylants,
agents intercalants ou comme antimétabolites.

Les agents alkylants se lient de façon covalente aux atomes d’azote et d’oxygène des bases
puriques et pyrimidiques composant l’ADN [419]. La cible principale des agents alkylants est
la guanine qui présente quatre sites potentiels de liaison [420]. Ces liaisons s’établissent lors
de l’étape de réplication de l’ADN, lorsque les deux brins sont séparés. Les agents peuvent
se lier de façon monovalente à un seul nucléotide ou alors de façon bivalente et former des
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ponts intra- ou inter-brins. Ces liaisons vont empêcher la réplication de l’ADN et la division
cellulaire. Les agents alkylants peuvent également induire des cassures simple et double brin.
Ces lésions vont alors conduire à l’apoptose de la cellule cancéreuse. [419, 420] Il existe huit
familles d’agents alkylants : les moutardes azotées, les aziridines, les nitrosourées, les sulfo-
nates d’alkyle, les oxazaphosphorines, les triazènes, les complexes du platine et la mitomycine
C.

Les agents intercalants sont des molécules planes aromatiques capables de s’insérer dans
l’espace situé entre deux paires de bases nucléiques au sein de la structure double brin de
l’ADN, perpendiculairement à l’axe de l’hélice. Cette insertion modifie la structure de l’ADN,
provoquant l’allongement du brin. Cela peut induire l’inhibition du phénomène de réplication
et de multiplication cellulaire. Parmi les agents intercalants, on trouve les dérivés de la camp-
tothécine ou encore les anthracyclines. [421, 422]

Les antimétabolites agissent selon deux modes d’action. Tout d’abord, les antipuriques
et les antipyrimidiques, qui sont des analogues structuraux des bases nucléiques. Ils vont
s’incorporer dans l’ADN à la place des bases puriques (adénine et guanine) et pyrimidiques
(uracile, thymine et cytosine). Ils vont se substituer aux vraies bases lors de la réplication
de l’ADN, bloquant ainsi le processus. Le second mode d’action s’attaque à la synthèse des
bases elles-mêmes. Les antifoliques interfèrent au niveau de la synthèse des bases nucléiques
en inhibant la dihydrofolate réductase. Cette enzyme intervient dans la synthèse de l’acide
folique, précurseur des bases nucléiques. D’autres antimétabolites, comme l’hydroxyurée, in-
hibent la ribonucléoside diphosphate réductase. Cette enzyme permet la transformation des
nucléotides en désoxynucléotides. [419, 423]

Toutes les molécules anticancéreuses n’interagissent pas avec l’ADN. Certaines, appelées
antimitotiques, agissent sur le fuseau mitotique, élément essentiel au phénomène de mitose,
le processus de division cellulaire. Le fuseau est formé par l’auto-assemblage d’une protéine,
la tubuline. Les antimitotiques peuvent être divisés en deux familles : les inhibiteurs de la
formation du fuseau et les stabilisants du fuseau. Les inhibiteurs de la création du fuseau mi-
totique vont inhiber la polymérisation de la tubuline. Les stabilisants du fuseau vont quant à
eux inhiber la dépolymérisation du fuseau en complexant la tubuline [419]. Les antimitotiques
inhibent donc la division et la multiplication des cellules cancéreuses.

Enfin, les inhibiteurs des tyrosines kinases peuvent également être cités. Les tyrosines
kinases sont des enzymes essentielles aux différents processus de régulation cellulaire (dé-
veloppement, croissance, division et signalisation intracellulaire). Elles permettent d’activer
différentes protéines intervenant dans ces processus, en leur donnant un groupement phos-
phate provenant d’une molécule d’ATP. Les inhibiteurs des tyrosines kinases peuvent agir
selon différents mécanismes : la compétition avec l’ATP ou avec le substrat protéique, ou
encore la liaison à différents sites de l’enzyme provoquant un changement conformationnel et
empêchant de ce fait son activation [424, 425].

5.2 Choix des molécules

Les molécules anticancéreuses sont caractérisées par une grande diversité de structures. Le
choix des composés pour cette étude s’est basé sur différents critères structuraux pouvant être
en faveur d’une action inhibitrice envers la MPO. Pour commencer, la taille des molécules est
importante dans la recherche d’inhibiteurs de la MPO. En effet, pour pouvoir s’insérer dans
le site actif de l’enzyme et y interagir (liaisons, échange d’électrons), les inhibiteurs potentiels
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doivent avoir une taille maximale de quelques acides aminés. De même, une structure plane
facilite l’insertion de la molécule dans la cavité hémique. Ensuite, des fonctions chimiques
comme des fonctions hydroxyles, amines, cétones et carboxyles permettent aux inhibiteurs de
former des liaisons telles que des ponts hydrogène avec différents acides aminés ou le noyau
de fer du site actif. Pour finir, la présence d’un ou plusieurs cycles aromatiques permet de
stabiliser la formation d’un complexe entre l’inhibiteur et le site actif, via un empilement π-π
entre les cycles de l’inhibiteur et les cycles pyrroles de l’hème.

Un descriptif des six molécules choisies pour ce travail est repris ci-dessous. Celles-ci ne
représentent qu’un petit échantillon des candidates potentielles à l’inhibition de la MPO.
Les molécules retenues présentent une diversité de structures et de fonctions chimiques. La
corrélation entre ces caractéristiques et l’action effective des molécules permettra dans le
futur de peaufiner une nouvelle sélection de composés à étudier. Il faut également garder
à l’esprit que les critères choisis se basent uniquement sur l’inhibition de la MPO. Or, de
mauvais candidats à l’inhibition de l’enzyme pourraient tout de même présenter une action
antioxydante ou encore agir sur les PMNs. Par conséquent, les perspectives d’investigation de
l’action anti-inflammatoire des molécules anticancéreuses restent encore très nombreuses.

Parmi les molécules sélectionnées, la 6-thioguanine pourrait sortir du lot. En effet, cette
molécule présente une structure similaire à celle d’un inhibiteur suicide connu de la MPO,
la thioxanthine [163, 164]. Les deux composés présentent un atome de soufre, essentiel à la
thioxanthine pour se lier de façon covalente à l’hème de l’enzyme. On peut donc supposer que
la 6-thioguanine puisse interagir de façon similaire avec la MPO.

5.3 Hydroxyurée

L’hydroxyurée, également appelée hydroxycarbamide, est une hydroxylamine synthétisée
pour la première fois en 1869 [426]. Mais il a fallu attendre les années 1960 pour découvrir
son action anticancéreuse [427, 428, 429]. L’hydroxyurée est un analogue hydroxylé de l’urée
et est un antimétabolite. Elle est utilisée comme agent anticancéreux pour le traitement des
maladies myéloprolifératives, types de cancers du sang liés à la surproduction de cellules
sanguines diverses [430, 431].

Figure 5.1 – Structure de l’hydroxyurée.

Propriétés physico-chimiques

La formule empirique de l’hydroxyurée est CH4N2O2. Sa structure est comparable à celle
de l’urée mais diffère néanmoins par la présence d’un groupement hydroxyle sur un des atomes
d’azote. Sa masse molaire est de 76,054 g/mol. L’hydroxyurée se trouve sous forme d’un cristal
blanc et est soluble dans l’eau.

Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

L’hydroxyurée est administrée principalement par voie orale mais également par voie in-
traveineuse [432]. Les doses sont de l’ordre du gramme (20-30 mg/kg [433]). L’évolution de la
concentration plasmatique en hydroxyurée est relativement équivalente quel que soit le mode
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d’administration. Cependant, la concentration plasmatique maximale atteinte suite à l’admi-
nistration par voie intraveineuse (≈ 1mM) est supérieure à celle obtenue par voie orale (entre
100 et 800 µM) [432, 434, 435].

La demi-vie de l’hydroxyurée dans l’organisme est comprise entre trois et quatre heures
[432]. La molécule est métabolisée au niveau du foie en différents produits dont l’urée ou
l’oxyde nitrique [433, 436, 437]. Les divers métabolites sont éliminés par voie rénale [436, 437,
433]. L’hydroxyurée non modifiée est également détectée dans l’urine [433].

Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

L’hydroxyurée est capable de piéger les radicaux DPPH, de façon cependant moins effi-
cace que l’antioxydant de référence, l’acide ascorbique [418]. Une étude de spin trapping en
spectroscopie RPE a également montré sa capacité à piéger le radical hydroxyle de façon dose-
dépendante [418]. Cette propriété de piégeage peut partiellement expliquer l’impact positif de
l’hydroxyurée dans le traitement de la drépanocytose, maladie provoquant la déformation et la
dégradation des globules rouges et caractérisée par l’induction d’un stress oxydant important
[438, 439].

Une étude suggère que l’hydroxyurée peut être un substrat pour le cycle de peroxydase de
la HRP afin de former, via une succession de trois oxydations, l’oxyde nitrique en passant par
le radical nitroxyle et le C-nitrosoformamide. [440, 441] L’étude de Maiocchi et al. indique
que l’hydroxyurée est un très bon substrat pour la MPO et, plus particulièrement, pour le
composé II du cycle de peroxydase [442]. De ce fait, l’hydroxyurée augmente la vitesse du
cycle de peroxydase en permettant le passage du composé II vers la forme native de l’enzyme.

Dans les années 60-70, des études ont mis en lumière la capacité de l’hydroxyurée à ré-
duire, voire empêcher, le développement de différents types de bactéries (Chlamydia tracho-
matis [443], Staphylococcus epidermidis [444], Pseudomonas aeruginosa [445]), en impactant
la synthèse de l’ADN et de l’ARN. Dans les années 90, son utilisation a présenté un intérêt
dans le traitement du VIH. En effet, des études in vitro ont prouvé la capacité de la molécule
à inhiber la synthèse de l’ADN dans des lymphocytes infectés [446]. Par la suite, des études
cliniques ont montré que la combinaison de l’hydroxyurée avec une seconde molécule, la di-
danosine, permet de supprimer la charge virale de patients atteints du VIH. Cependant, des
questions sur la toxicité de la molécule se sont posées [447]. Plus récemment, l’hydroxyurée a
démontré une capacité à inhiber la réplication de l’ARN du virus de l’hépatite C [448].

L’hydroxyurée est utilisée pour le traitement des maladies myéloprolifératives [430, 431]. Il
apparaît notamment qu’elle présente une action antithrombotique en réduisant l’expression du
facteur tissulaire, une glycoprotéine intervenant dans l’induction du mécanisme de coagulation
sanguine, au niveau des PMNs [449].

5.4 6-Thioguanine

La 6-thioguanine, 2-amino-6-purinethiol, est une molécule agissant comme antimétabolite.
En tant qu’analogue de la base nucléique guanine, elle peut prendre la place de celle-ci lors
du processus de synthèse de l’ADN. Plus précisément, des molécules de 6-thioguanine ayant
traversé la membrane des cellules cancéreuses par diffusion facilitée sont, dans un premier
temps, phosphorylées en nucléotides qui vont remplacer des molécules de guanine au sein de
l’ADN lors de la phase S du cycle cellulaire. Cette phase correspond à l’étape de réplication de
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l’ADN. La molécule a donc une action cytostatique, c’est-à-dire qu’elle empêche la division cel-
lulaire et provoque l’arrêt de la multiplication des cellules. Les nucléotides inhibent également
des enzymes essentielles à la synthèse des purines (glutamine-5-phosphoribosylpyrophosphate
aminotransférase, IMP déshydrogénase) [450]

La 6-thioguanine a été utilisée en clinique à partir de 1950, comme la 6-mercaptopurine,
pour le traitement de la leucémie lymphoblastique chez l’enfant [451, 452]. La 6-thioguanine
sert également dans des thérapies pour la maintenance de la rémission de leucémies myé-
loïdes [453]. Cependant, le développement de traitements plus performants, ainsi que des
effets secondaires (fièvre, frissons, toux, saignement, syndrome d’obstruction sinusoïdale du
foie), ont réduit considérablement l’utilisation de la 6-thioguanine en tant que molécule an-
ticancéreuse [454, 455]. Néanmoins, des études plus récentes continuent à s’intéresser à son
action, notamment contre le cancer de la prostate ou encore en synergie avec d’autres com-
posés [454, 456, 457, 458].

Figure 5.2 – Structure de la 6-thioguanine.

L’utilisation de la 6-thioguanine est passée du traitement du cancer à celui de patholo-
gies inflammatoires. En effet, cette molécule est utilisée activement pour le traitement de
pathologies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) comme la maladie de Crohn et la
rectocolite hémorragique [459, 460, 461]. La 6-thioguanine présenterait également un intérêt
pour le traitement de l’hépatite auto-immune chez des patients intolérants à l’azathiopurine
[462].

5.4.1 Propriétés physico-chimiques

La formule empirique de la 6-thioguanine est C5H5N5S. Sa masse molaire est de 167,193
g/mol. La 6-thioguanine se trouve sous forme d’un cristal blanc et est soluble dans le DMSO
et des solutions alcalines (NaOH).

5.4.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

La 6-thioguanine est administrée majoritairement par voie orale, bien que des études aient
montré que la voie intraveineuse permet une meilleure absorption de la molécule dans le sang
[463] ainsi qu’une meilleure incorporation de celle-ci dans l’ADN cellulaire [453]. En effet,
après une prise orale, la concentration plasmatique maximale peut varier entre 0,03 et 0,94
µM et reste constante entre 2 et 4 heures, selon le patient [453]. En revanche, après une injec-
tion par intraveineuse, la concentration peut atteindre en moyenne une concentration de 95
µM [463, 464]. La demi-vie biologique varie entre 80 et 90 minutes [465, 466].

La 6-thioguanine est métabolisée au niveau du foie. Il existe trois voies métaboliques dis-
tinctes (figure 5.3). La principale fait intervenir l’hypoxanthine guanine-phosphoribosyltransfé-
rase qui convertit la 6-thioguanine en 6-thioguanosine monophosphate. Ensuite, celle-ci est
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transformée successivement en 6-thioguanosine diphosphate et en 6-thioguanosine triphos-
phate via l’intervention d’une kinase. Ces trois métabolites sont repris sous l’appellation de
nucléotides de la 6-thioguanine (6-TGN). La xanthine oxydase peut quant à elle transformer la
6-thioguanine en acide 6-thiourique. Pour finir, la 6-thioguanine est un substrat de la thiopu-
rine S-méthyltranférase, qui la transforme en 6-methyl-thioguanine. Les nucléotides (6-TGN)
peuvent également être méthylés par cette enzyme. [467] La métabolisation des thiopurines
et par conséquent de la 6-thioguanine est indispensable à leur action anticancéreuse et a donc
lieu au sein des cellules cancéreuses [450].

Figure 5.3 – Synthèse des processus du métabolisme de la 6-thioguanine (6-TG), de l’azathio-
prine (AZA) et de la 6-mercaptopurine (6-MP) [467]. La 6-thioguanine est métabolisée par l’hy-
poxanthine guanine-phosphoribosyltransférase (HGPRT) en 6-thioguanine monophosphate (6-TGMP)
et ensuite en 6-thioguanine diphosphate (6-TGDP) et 6-thioguanine triphosphate (6-TGTP) (les
trois nucléotides 6-TGN). La 6-thioguanine peut réagir avec la xanthine oxydase (XO) pour don-
ner l’acide 6-thiourique (6-TUA) ou avec la thiopurine-S-méthyltransférase (TPMT) pour donner la
6-méthyl-thioguanine (6-MTG). L’azathioprine est transformée par réduction non enzymatique en 6-
mercaptopurine. Cette dernière peut, comme la 6-thioguanine, suivre trois voies réactionnelles. Elle
peut réagir avec la TPMT pour donner la 6-méthylmercaptopurine (6-MMP), avec la xanthine oxy-
dase pour donner l’acide 6-thiourique (6-TUA). La réaction de la 6-mercaptopurine avec la HGPRT
donne la 6-thioinosine-monophosphate (6-TIMP). Celle-ci peut également réagir selon trois méca-
nismes. Elle peut subir un cycle en étant phosphorylée en 6-thioinosine-diphosphate (6-TIDP) et puis
en 6-thioinosine-triphosphate (6-TITP) par l’inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPase). La 6-
TIMP peut réagir avec le TPMT afin de donner la 6-méthyl-thioinosine monophosphate (6-MTIMP).
Par contre en réagissant avec l’inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH), la 6-TIMP produit
la 6-thioguanine monophosphate (6-TGMP), premier nucléotide de la 6-thioguanine.

5.4.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

Les thiopurines sont utilisées dans le traitement des pathologies inflammatoires chroniques
de l’intestin (MICI) comme la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique [459, 460, 461]
et, plus particulièrement, pour maintenir les états de rémission. La mercaptopurine et l’aza-
thioprine sont les composés les plus fréquemment utilisés [468, 469]. Cependant, il apparaît
qu’environ un quart des patients peuvent présenter une intolérance à ces deux molécules et
sont contraints d’arrêter le traitement dans les trois premiers mois [470, 471]. C’est pourquoi la
6-thiogunanine est utilisée comme alternative chez ces patients intolérants ou résistants à ces
deux composés [472, 473]. De plus, les métabolites finaux de la mercaptopurine, de l’azathio-
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prine et de la 6-thioguanine sont communs (6-thioguanosine monophosphate, -diphosphate
et -triphosphate) [474]. Cependant, dans le cas de la 6-thioguanine, leur formation est plus
directe et ne nécessite pas la formation de différents composés intermédiaires (figure 5.3)
[467, 475, 476]. Enfin, il semblerait que l’enzyme thiopurine méthyltransférase (TPMT) in-
tervienne en plus faible proportion dans le processus de métabolisation de la 6-thioguanine,
ce qui réduit la production d’autres métabolites, les 6-méthylmercaptopurine ribonucléotides,
intervenant dans le problème d’hépatotoxicité des thiopurines [477, 478].

Les nucléotides de la 6-thioguanine agissent comme immunosuppresseurs via différents mé-
canismes. En effet, ils s’insèrent dans l’ADN et l’ARN des cellules, notamment des leucocytes
comme les lymphocytes T [479, 480, 481]. Par exemple, un traitement d’un mois par de l’aza-
thiorpine induit une diminution de la quantité de lymphocytes et de PMNs dans le sang des
patients [482]. Un des métabolites de la 6-thioguanine, la 6-thioguanosine triphosphate, peut
également se lier à une GTPase, le Rac1, enzyme intervenant dans différents mécanismes cel-
lulaires (croissance, mouvement, différenciation). Cette liaison module l’activité de l’enzyme
et induit l’apoptose des lymphocytes [483, 484].

La toxicité hépatique et plus précisément, le syndrome d’occlusion sinusoïdale apparaît
comme une complication induite par une utilisation prolongée de la 6-thioguanine [479].

5.5 5-Fluorouracile

Le 5-fluorouracile, 5-fluoro-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione, est un antimétabolite synthétisé
par Charles Heidelberger en 1957 [485]. Il s’est basé sur différents résultats montrant, d’une
part, que la base azotée uracile est impliquée en plus grande quantité dans la synthèse de
l’ARN des cellules cancéreuses du foie que dans celle des cellules saines [486] et, d’autre part,
que la présence d’un atome de fluor dans les composés organiques augmente leur toxicité [487].
Il a donc remplacé un atome d’hydrogène de l’uracile par un atome de fluor.

Après avoir pénétré dans les cellules cancéreuses, le 5-fluorouracile est métabolisé sous plu-
sieurs formes et peut par conséquent, agir via différentes voies. En effet, C. Heidelberger a mon-
tré la capacité du 5-fluorouracile à s’incorporer dans l’ARN et l’ADN de cellules tumorales hu-
maines [488, 489, 490]. La métabolisation du 5-fluorouracile en 5-fluorouridine-5’-triphosphate
et en 5-fluoro-2’-deoxyuridine-5’-triphophate permet son incorporation dans l’ARN et l’ADN,
respectivement [488]. La compréhension du mécanisme d’action du 5-fluorouracile en tant
qu’anticancéreux a été améliorée grâce à la découverte d’un second processus, son action
inhibitrice de la thymidylate synthase. Cette enzyme intervient dans le processus de syn-
thèse de l’ADN. En effet, elle catalyse la formation de la thymidine, un désoxyribonucléoside,
précurseur de l’ADN [491]. Dans le cas de cette inhibition, c’est le métabolite 5-fluoro-2’-
deoxyuridine-5’-monophosphate qui est impliqué [488].

Figure 5.4 – Structure du 5-fluorouracile.
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Le 5-fluorouracile est un anticancéreux utilisé, seul, en combinaison avec d’autres composés
ou en complément de la radiothérapie, dans le traitement de nombreux types de cancers :
cancer du sein [492, 493], du pancréas [494, 495], de l’estomac [494, 496], de la peau [497, 498],...
Depuis les années 1990, le 5-fluorouracile est le composé le plus employé pour le traitement
du cancer colorectal [499]

5.5.1 Propriétés physico-chimiques

La formule empirique du 5-fluorouracile est C4H3FN2O2. Sa structure est comparable à
celle de la base azotée, l’uracile, à laquelle est ajouté un atome de fluor. Sa masse molaire est
de 130,077 g/mol. Il se trouve sous forme d’un cristal blanc et est soluble dans les solvants
organiques comme le DMSO et l’éthanol.

5.5.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

Le 5-fluorouracile est administré par voie intraveineuse à des doses comprises entre 400
et 600 mg/m2 de surface corporelle [500, 501]. Il possède une demi-vie dans le plasma très
courte, de l’ordre de 12 minutes [502, 503]. De ce fait, cet anticancéreux doit être administré
de façon prolongée afin de pouvoir détruire un maximum de cellules cancéreuses.

Suite à l’administration de 5-fluorouracile, la concentration plasmatique atteint des va-
leurs proches de 20-30 µM mais décroît rapidement et devient indétectable deux heures après
l’injection [500, 502]. La molécule est métabolisée au niveau du foie par l’enzyme dihydropyri-
midine déshydrogénase. Entre 60 et 90 % de la dose reçue est éliminée par voie urinaire dans
les 24 heures [502].

5.5.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

Très peu de recherches se sont intéressées à l’action antioxydante du 5-fluorouracile. Une
étude a montré qu’une concentration de 10 µM de 5-fluorouracile peut réduire la peroxydation
lipidique d’environ 25% dans le foie de souris. La molécule serait également capable d’inhiber
l’oxydation de l’ABTS mais de façon moins efficace que la molécule antioxydante de référence,
le Trolox, analogue de la vitamine E [417].

Par contre, il a été démontré que le 5-fluorouracile provoque l’inflammation de la muqueuse
intestinale, induisant des ulcères [504]. Cet effet serait partiellement lié à l’infiltration des tissus
par des leucocytes neutrophiles [505]

5.6 Cladribine

La cladribine, 2-chloro-2’-déoxyadénosine, est un antimétabolite synthétique utilisé pour
traiter la leucémie à tricholeucocytes [506, 507]. La première publication concernant son utili-
sation remonte à 1972 [508]. La cladribine démontre une action intéressante dans le traitement
de lymphomes [509, 510, 511] et est également utilisée pour traiter la sclérose en plaques [512].
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Figure 5.5 – Structure de la cladribine.

La cladribine est incorporée dans les lymphocytes et d’autres cellules hématopoïétiques
où elle est métabolisée en 2-chlorodésoxyadénosine-5’-triphosphate (CdATP). La CdATP s’in-
corpore dans les brins d’ADN, bloquant ainsi la division cellulaire et la réparation de l’ADN.
De plus, le CdATP inhibe également la ribonucléotide réductase. Ces différentes actions pro-
voquent la mort cellulaire par apoptose. [513]

5.6.1 Propriétés physico-chimiques

La formule empirique de la cladribine est C10H12ClN5O3. Sa masse molaire est de 285,69
g/mol. La molécule se trouve sous forme d’un cristal blanc et est soluble dans le DMSO.

5.6.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

La cladribine est majoritairement administrée par voie intraveineuse à des doses variant
de 0,09 mg/kg à 0,14 mg/kg par jour. Après une période de perfusion de deux heures, la
concentration plasmatique maximale atteint des valeurs comprises entre 100 et 400 nmol/l
[514, 515]. Une administration orale ou sous-cutanée est également possible, avec une biodis-
ponibilité de 37-51% et de 100% respectivement [515, 516]. La demi-vie biologique terminale
de la cladribine varie entre 5,7 et 19,7 heures [515]. Elle est capable de traverser la barrière
hémato-encéphalique et de passer dans le liquide céphalo-rachidien. La concentration en mo-
lécules dans le liquide correspond à environ 25% de la concentration plasmatique [515].

La cladribine est métabolisée en 2-chloroadénine par voie hépatique et intestinale. Ce
métabolite est détectable dans le sang mais ne présente pas d’action anticancéreuse [515].

5.6.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

Des études ont montré l’action positive et sûre de la cladridine en tant que thérapie contre
les rechutes de la sclérose en plaques, maladie inflammatoire auto-immune chronique du sys-
tème cérébral [517, 518, 519]. L’imagerie par résonance magnétique montre également que
l’administration de cladribine permet de réduire significativement l’atrophie cérébrale induite
par la maladie [520]. La cladribine s’attaque aux lymphocytes, cellules du système immuni-
taire, et réduit leur nombre, les empêchant par conséquent de s’attaquer et de détruire les
gaines de myéline couvrant les neurones au niveau du cerveau mais aussi de la moelle épinière
[512].

D’autres cellules du système immunitaire, les macrophages, issues de la différenciation des
monocytes, jouent également un rôle dans le développement des lésions caractéristiques de la
sclérose en plaques. Une étude in vitro a montré la capacité de la cladribine, à des concen-
trations thérapeutiques adaptées, à réduire la libération de cytokines (IL-6 et TNF-α) par



144 5.7. MELPHALAN

les macrophages activés sans induire la mort cellulaire par apoptose [521]. La molécule est
également capable de diminuer l’action de phagocytose des macrophages activés mais n’agit
pas sur les cellules non activées [521]. La cladribine peut provoquer l’apoptose des cellules
microgliales, macrophages spécifiques du système nerveux, cibles potentielles du traitement
contre la sclérose en plaques. La molécule réduit également leur production de cytokines (IL-6,
IL-1 β et TNF-α). Cependant, elle ne présente pas d’effet sur les astrocytes, cellules gliales
spécialisées [522, 523].

Il apparaît également que des patients subissant une rechute de sclérose en plaques et
traités avec de la cladribine voient leur taux d’homocystéine diminuer, un acide aminé dont
l’accumulation induit des effets pro-oxydants et cytotoxiques, notamment au niveau du sys-
tème nerveux. En parallèle, l’action antioxydante totale du sérum des patients, mesurée via
l’action de réduction ferrique du plasma (FRAP), augmente en réponse au traitement [524].

La cladribine est également efficace dans le traitement d’une autre maladie auto-immune,
la maladie coeliaque [525, 526]. Celle-ci est provoquée par une réponse excessive des lympho-
cytes en réaction à l’absorption du gluten au niveau de l’intestin grêle.

5.7 Melphalan

Le melphalan, 4-(bis(2-chloroethyl)amino)-L-phenylalanine, est un agent alkylant utilisé
dans le traitement du myélome multiple, cancer d’un certain type de globules blancs (les
plasmocytes [527, 528, 529]) ainsi que des carcinomes ovariens [528, 530] et mammaires [531].
Le traitement au melphalan à haute dose est accompagné d’une autogreffe de cellules souches
sanguines [528, 250]. Le melphalan est insoluble en solution aqueuse et subit rapidement une
hydrolyse pour être transformé en monohydroxymelphalan et dihydroxymelphalan dans le
sang [532]. Par conséquent, afin d’augmenter les performances de la molécule, différent types
de véhicules comme des cyclodextrines [533, 534, 535] ou d’autres structures telles que des
nanocages [536] sont développés pour l’amener intacte au niveau de son site d’action.

Figure 5.6 – Structure du melphalan.

5.7.1 Propriétés physico-chimiques

La formule empirique du melphalan est C13H18Cl2N2O2. Sa masse molaire est de 305,2
g/mol. Il se trouve sous forme d’un cristal blanc et est soluble dans le DMSO et l’éthanol.

5.7.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

Le melphalan est administré par voie intraveineuse. Sa posologie est comprise entre 2,5 et
5 mg/kg et peut être répartie sur deux à trois jours [250].
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La demi-vie du melphalan dans l’organisme est d’environ 90 minutes [537, 538]. La concen-
tration plasmatique après un traitement de sept jours peut atteindre une valeur d’environ 1,5
µM [537, 538, 539]. Le melphalan ne subit pas de métabolisme enzymatique. Il est hydro-
lysé dans le sang en monohydroxymelphalan et dihydroxymelphalan. Ces deux composés sont
principalement éliminés par voie urinaire [250].

5.7.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

Très peu de données existent sur une action potentiellement antioxydante et/ou anti-
inflammatoire du melphalan. Cependant, des premières études récentes ont montré que l’in-
halation de faibles doses de melphalan (environ 100 fois moindre que les doses thérapeu-
tiques) par des patients souffrant d’une forme sévère de COVID-19 permet d’améliorer leur
état [540, 541]. En effet, une diminution du taux de cytokines IL-6, de protéines CRP mar-
queurs de l’inflammation et des dommages tissulaires dans les poumons a pu être observée.
Par contre, l’utilisation de doses cliniques de melphalan provoque l’effet inverse. Lors du trai-
tement de mélanomes, il induirait une stimulation du système immunitaire en augmentant
la production et la libération de cytokines (IL-6, IL-8, IL-1β, CCL2) dans la zone tumorale,
induisant l’apoptose des cellules cancéreuses [542, 543].

5.8 Crizotinib

Le crizotinib, (R)-3-[l-(2,6-dichloro-3-fluorophenyl) ethoxyl]-5-[1-(piperidin-4-yl)-1H-pyra-
zol-4-yl] pyridin-2-amine, est un inhibiteur de la tyrosine kinase et plus précisément de l’ALK
(Kinase du Lymphome Anaplasique) et du c-Met (Mesenchymal-Epithelial Transition factor),
deux tyrosines kinases impliquées dans le développement de différents types de cancers (an-
giogenèse, croissance, métastase) [544, 545].

Le premier inhibiteur de la tyrosine kinase développé et utilisé en clinique était l’imatinib
[546]. Par la suite, différents inhibiteurs ont été synthétisés, chacun caractérisé par un spectre
de kinases cibles et une pharmacocinétique spécifiques [546, 547]. Le crizotinib est un inhibi-
teur compétitif de la liaison de l’ATP au récepteur des kinases [548]. Son utilisation clinique
est autorisée depuis 2011 [549] et il est produit par Pfizer. Il est utilisé principalement dans le
traitement du cancer du poumon non à petites cellules caractérisé par une anomalie d’ALK
[544, 548]. Le crizotinib a également démontré des effets positifs sur les cancers gastriques, via
l’inhibition de la kinase MET [550] ou via la dégradation de l’ADN suite à une augmentation
de production de ROS intracellulaires [551]. Il agit sur les myélomes multiples en inhibant la
topoisomérase II et la polymérisation de la tubuline [552] ou encore sur les lymphomes ana-
plasiques à grandes cellules et les tumeurs myofibroblastiques inflammatoires via l’inhibition
de l’ALK [553, 554].

Figure 5.7 – Structure du crizotinib.
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5.8.1 Propriétés physico-chimiques

La formule empirique du crizotinib est C21H22Cl2FN5O. Sa masse molaire est de 450,337
g/mol. Il se trouve sous forme d’un cristal blanc et est soluble dans les solvants organiques,
DMSO et DMF.

5.8.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

Le crizotinib est administré par voie orale avec une posologie de 250 mg deux fois par jour
[555, 554]. La concentration plasmatique atteint sa valeur maximale après 5-6 heures [554].
Après une période de quatorze jours de prise de la molécule, un état d’équilibre est atteint
avec une concentration moyenne de 1 µM [556].

La demi-vie du crizotinib dans l’organisme est d’environ 42 heures [554]. La molécule est
métabolisée au niveau du foie par des isoenzymes du cytochrome P450 [548, 554]. Lorsque
l’état d’équilibre est atteint, le crizotinib agit lui-même comme inhibiteur du cytochrome,
réduisant de ce fait son élimination [554].

5.8.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

Très peu d’études ont été menées sur l’action antioxydante et anti-inflammatoire du crizo-
tinib. En 2019, le Dr. Banstola décrit dans sa thèse son action anti-inflammatoire intéressante
dans le traitement de maladies neurodégénératives [420]. En effet, la molécule diminue l’ex-
pression de cytokines et l’activation des kinases ERK1/2 dans des cellules microgliales. Le
crizotinib est cytotoxique vis-à-vis des PMNs et induit par conséquent une diminution de leur
nombre dans le sang lors du traitement de patients atteints d’un neuroblastome [557].

Par contre, il a également été établi que le crizotinib peut être hépatotoxique. En effet, il
provoque l’apoptose des cellules via une activation de la production de ROS intracellulaires
[558].

5.9 Etude de l’action réductrice et antioxydante des
anticancéreux

5.9.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Les potentiels d’oxydoréduction des six différentes molécules anticancéreuses ont été dé-
terminés grâce à la voltammétrie cyclique dans du tampon phosphate pH 7,4. Ce dernier
constitue le milieu principalement utilisé au cours de ce travail.

Le voltammogramme de la 6-thioguanine (figure 5.8) présente un premier pic d’oxyda-
tion à 355 mV. Une vague est ensuite clairement observée par rapport au contrôle (tampon
phosphate avec 10% de DMSO). Le potentiel de demi-vague est de 770 mV. Aucun pic de
réduction inverse n’est observé pour les deux oxydations. Kraske et al. [559] ont montré que
deux mécanismes d’électro-oxydation de la 6-thioguanine existent en fonction du potentiel.
Une première oxydation est possible à faible potentiel via le groupement thiol de la molécule
[560]. Ils ont proposé un mécanisme d’oxydation à un électron conduisant à la formation d’un
radical thiyl S. (figure 5.9 a). Deux molécules de 6-thioguanine peuvent alors s’associer via
la formation d’un pont disulfure (-S-S-) entre les deux radicaux thiyl, rendant le processus
irréversible. Kraske et al. ont étudié l’impact du pH du milieu sur le potentiel d’oxydation
du groupement thiol de la 6-thioguanine. A pH 7,4, celui-ci est proche de 256 mV vs SCE
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(électrode de calomel). Le second mécanisme, advenant à un potentiel plus élevé est, quant
à lui, un processus d’oxydation à deux électrons faisant intervenir une molécule d’eau du mi-
lieu pour permettre la formation de la 8-oxo-thioguanine (figure 5.9 b) [559, 560]. Différentes
équipes de recherche ont également étudié l’électro-oxydation de la 6-thioguanine via la vol-
tammétrie cyclique [561, 562, 563, 564] et ont observé ce mécanisme d’oxydation dans une
gamme de potentiels comparable à celle obtenue durant ce travail.

Figure 5.8 – Voltammogramme de la 6-thioguanine (5 mM) (courbe pleine) dans du tampon phos-
phate pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vi-
tesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

L’oxydation de la 6-thioguanine, par son interaction avec des radicaux ou des ROS, se fait
via son groupement thiol. Par conséquent, le potentiel de demi-pic du premier pic d’oxydation
irréversible de la molécule fournit une estimation du potentiel redox de la molécule [169]. Un
potentiel de + 249 mV vs SCE, soit + 493 mV vs ESH (électrode standard à hydrogène (voir
annexe E) est ainsi obtenu.

Le voltammogramme de la cladribine (figure 5.11) ne montre aucun pic d’oxydation et de
réduction entre 0 et 1,5 V dans les conditions expérimentales de ce travail. Il n’y a également
aucun pic pour des potentiels négatifs. L’augmentation de la concentration en cladribine aurait
peut-être permis d’observer un pic d’oxydation. Cependant, cette mesure n’a pû être réalisée
étant donné la quantité de composé nécessaire ainsi que son coût. De-los-Santos-Alvarez et al.
[565] ou encore Pontinha et al. [566] ont montré que la cladribine présente un pic d’oxydation
irréversible à 1,24 V dans du tampon phosphate pH 9 et à 1,31 V à pH 7. Dans les deux
études, une concentration de 100 mM a été nécessaire pour observer le pic d’oxydation de la
cladribine. Le potentiel d’oxydation de la molécule apparaît à un potentiel élevé supérieur à
1 V et l’amplitude du pic d’oxydation diminue à chaque cycle consécutif. A partir du second
cycle, un couple de pics d’oxydation et de réduction apparaît aux alentours de 0,1 V. Pontinha
et al. [566] proposent un mécanisme d’oxydation de la cladribine (figure 5.10). Il s’agit d’un
processus irréversible qui correspond à la cession de deux électrons et de deux protons par
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le groupement adénine de la molécule. Le radical formé est hydroxylé par l’eau en solution,
cette forme pouvant ensuite subir une seconde oxydation réversible à un électron.

Figure 5.9 –Mécanismes d’oxydation de la 6-thioguanine. a) Oxydation à un électron du groupement
thiol de la molécule et association de deux radicaux pour former un dimère via l’établissement d’un
pont disulfure. b) Oxydation à deux électrons d’un hétérocycle de la molécule pour former le 8-oxo-
thioguanine. Images originales de Kraske et al. [559] et de Ensafi et al. [561].

Figure 5.10 – Mécanisme d’oxydation de la cladribine. Image originale de Pontinha et al. [566].
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Figure 5.11 – Voltammogramme de la cladribine (1 mM) (courbe pleine) dans du tampon phosphate
pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vitesse
d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

Figure 5.12 – Voltammogramme du 5-fluorouracile (10 mM) (courbe pleine) dans du tampon phos-
phate pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vi-
tesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

Le voltammogramme du 5-fluorouracile (figure 5.12) montre un simple pic d’oxydation à
1,13 V. Aucun pic de réduction associé n’est observé. Par conséquent, l’électro-oxydation du



150 5.9. ETUDE DE L’ACTION RÉDUCTRICE ET ANTIOXYDANTE

5-fluorouracile est irréversible. Un résultat comparable a été obtenu lors de différentes études
voltammétriques [567, 568]. Le mécanisme d’oxydation à deux électrons de la molécule proposé
par Bukkitgar et Shetti [567] est repris à la figure 5.13. Le potentiel redox du 5-fluorouracile
est estimé à +1,02 V vs SCE, soit +1,26 V vs ESH (le potentiel de demi-pic).

Figure 5.13 – Mécanisme d’oxydation du 5-fluorouracile. Image originale de Bukkitgar et al. [567].

Figure 5.14 – Mécanisme d’oxydation de l’hydroxyurée via sa structure d’acide hydroxamique et
formation du produit final, le nitrosoformamide. Image originale de Naik et al. [569].

La figure 5.15 illustre le voltammogramme de l’hydroxyurée. Un premier pic d’oxydation
est observé à 228 mV. Il est suivi par un second à 750 mV. Aucun pic de réduction associé
n’apparaît. Cela suggère que le processus d’oxydation de l’hydroxyurée est irréversible. Ce
mécanisme de deux oxydations irréversibles successives a déjà été observé dans la littérature
[569], bien que les valeurs des potentiels obtenues soient plus élevées pour un pH 8, proche
de celui utilisé dans ce travail. Le mécanisme d’électro-oxydation proposé par Naik et al.
[569] suggère deux processus successifs à un électron. L’hydroxyurée perdrait un électron et
un proton conjointement, à deux reprises, pour donner un produit final, le nitrosoformamide
(figure 5.14). Ce composé a également été détecté suite à l’oxydation de l’hydroxyurée par un
système peroxydasique, tel que la peroxydase de raifort, confirmant ce mécanisme d’oxydation
[441].

L’oxydation de l’hydroxyurée étant un processus irréversible, le potentiel d’oxydoréduction
de la molécule a été estimé grâce au potentiel de demi-pic d’oxydation [169] : + 191 mV vs
SCE, soit + 435 mV vs ESH.
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Figure 5.15 – Voltammogramme de l’hydroxyurée (1 mM) (courbe pleine) dans du tampon phos-
phate pH 7,4 (courbe pointillée) (vitesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est
une électrode de calomel saturée.

Figure 5.16 – Voltammogramme du melphalan (1 mM) (courbe pleine) dans du tampon phosphate
pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vitesse
d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

L’électro-oxydation du melphalan est un processus irréversible (figure 5.16). Le voltam-
mogramme de la molécule montre deux pics d’oxydation sans pics de réduction associés à 774
mV et 1035 mV. Le potentiel de demi-pic du premier pic est de +669 mV vs SCE, soit +913
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mV vs ESH, et représente une estimation du potentiel d’oxydoréduction de la molécule.

Figure 5.17 – Voltammogramme du crizotinib (200 µM) (courbe pleine) dans du tampon phosphate
pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMF)) (vitesse
d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

Barek et al. [570, 571] ont également étudié le melphalan grâce à la voltammétrie cyclique
et ont aussi observé un processus d’oxydation irréversible. Cependant, un seul pic d’oxydation
se distingue à 910 mV. Cette différence entre les voltammogrammes peut s’expliquer par la
différence entre les milieux utilisés. En effet, Barek et al. ont étudié le melphalan dans de
l’acide sulfurique 0,1 M (pH 1) [571]. La basification du milieu pour atteindre une valeur de
7,4 peut modifier le mécanisme d’électro-oxydation et le potentiel auquel il se produit. En
effet, pour de nombreux composés chimiques, la basification du milieu provoque la diminution
du potentiel d’oxydation [567, 569, 572, 295]. L’oxydation du melphalan est due à celle de
la structure phénylalanine de la molécule, via un processus à deux électrons et deux protons
[570]. Ermis et al. [573] ont établi que le potentiel d’oxydation de la phénylalanine diminue
lorsque le pH du milieu augmente.

Le voltammogramme du crizotinib présente un pic d’oxydation à 650 mV (figure 5.17). Le
processus d’électro-oxydation du crizotinib est irréversible. En effet, aucun pic de réduction
n’est associé au pic d’oxydation. Par conséquent, le potentiel redox de la molécule est estimé
par le potentiel de demi-pic à +581 mV vs SCE, soit +825 mV vs ESH. Aucune publication
reprenant un voltammogramme du crizotinib n’a été trouvée. Une étude plus approfondie du
comportement redox de la molécule peut être une perspective intéressante.

5.9.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

L’action réductrice des six molécules anticancéreuses sur les cations radicalaires ABTS+.

a été évaluée grâce à la spectroscopie d’absorption (voir section 2.1.2). L’absorbance de la
solution ABTS+. a été mesurée immédiatement après l’ajout des molécules d’intérêt (figure
5.18). La mesure a ensuite été répétée après une incubation de 30 minutes dans le noir et à
température ambiante (figure 5.19).
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Figure 5.18 – Action réductrice de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la
cladribine, du melphalan et du crizotinib sur les radicaux ABTS+. en solution aqueuse. La mesure a
été réalisée immédiatement après l’ajout de la solution d’ABTS+. dans les puits de la plaque d’analyse.
Le pourcentage de l’activité de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle
solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type
(N=2 et n=3).

La seule molécule soluble dans l’eau, l’hydroxyurée, induit directement une diminution de
la concentration en radicaux de 39% à 100 µM et de 26% à 50 µM. Son action est négligeable à
plus faible concentration. La quantité de radicaux réduits par l’hydroxyurée augmente consi-
dérablement dans le temps. Après 30 minutes, elle atteint 85% à 100 µM, 69% à 50 µM et
23% à 10 µM. La comparaison du potentiel d’oxydoréduction de l’hydroxyurée et de l’ABTS
permet de comprendre l’activité réductrice de la molécule. En effet, étant caractérisée par
un potentiel redox (435 mV) inférieur à celui du couple ABTS+./ABTS (698 mV), elle est
capable d’agir comme substrat réducteur envers le radical ABTS+..

L’hydroxyurée a déjà montré une activité antioxydante. Liu et al. [418] ont démontré la
capacité dose-dépendante de la molécule à piéger des radicaux (DPPH). La structure d’acide
hydroxamique de la molécule d’hydroxyurée est à l’origine de cette propriété antiradicalaire.
D’autres dérivés de l’acide hydroxamique ont montré des propriétés antioxydantes compa-
rables [574, 575, 576, 577]. Le groupement OH de l’acide hydroxamique permet de céder un
électron aux espèces radicalaires (figure 5.14). Cependant, la structure de la molécule ne per-
met pas de stabiliser efficacement son état radicalaire par délocalisation de l’électron. Par
conséquent, le radical formé étant instable, il peut à son tour oxyder une molécule dans son
environnement dont l’ABTS, ce qui réduit le bilan de l’action de piégeage de l’hydroxyurée
envers les radicaux ABTS+..

La cinétique de réaction de l’hydroxyurée envers les radicaux ABTS+. semble plus lente
que celle de la 6-thioguanine. En effet, directement après l’ajout de la molécule dans la so-
lution de radicaux, la 6-thioguanine induit une diminution de la concentration en radicaux
variant de 72 % à 100 µM à 23% à 10 µM. La quantité de radicaux réduits augmente lé-
gèrement dans le temps à 91% et 78%, pour les deux plus hautes concentrations 100 µM
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Figure 5.19 – Action réductrice de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la
cladribine, du melphalan et du crizotinib sur les radicaux ABTS+. en solution aqueuse. La mesure a
été réalisée après une incubation de la plaque pendant trente minutes dans le noir suite à la première
mesure. Le pourcentage de l’activité de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport à
son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ±
écart-type (N=2 et n=3).

et 50 µM respectivement. Ce résultat est en accord avec la valeur du potentiel redox de la
molécule déterminé par voltammétrie cyclique. En effet, avec une valeur de 493 mV, il est
inférieur à celui du couple ABTS+./ABTS (698 mV). La 6-thioguanine peut donc agir comme
agent réducteur vis-à-vis des radicaux ABTS+.. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus
par Jelicic et al. [578] montrant la capacité de piégeage de la molécule vis-à-vis du DPPH.
Dans les conditions expérimentales de ce travail, la 6-thioguanine piège plus efficacement les
espèces radicalaires que l’hydroxyurée. Cela s’explique par la plus grande stabilité de l’état
radicalaire de la 6-thioguanine par rapport à celui de l’hydroxyurée. En effet, dans le cas de la
6-thioguanine, l’électron non apparié situé sur l’atome de soufre suite à l’oxydation de la mo-
lécule peut se délocaliser dans la structure bicyclique et stabiliser le radical par effet mésomère.

Le crizotinib semble être le composé anticancéreux le plus efficace. Il présente une action
de piégeage du radical ABTS+. allant de 84% à 25% pour les concentrations de 100 µM et 10
µM respectivement. Comme pour les deux autres composés efficaces, l’action perdure dans le
temps et augmente même légèrement pour la concentration de 10 µM. En effet, après trente
minutes, le piégeage de radicaux atteint 30% à cette concentration. L’action du crizotinib
vis-à-vis d’espèces radicalaires n’a pas été étudiée précédemment. Aucune comparaison ne
peut donc être réalisée avec les résultats de cette étude. Cependant, ceux-ci sont surprenants
si on se réfère aux valeurs des potentiels d’oxydoréduction. En effet, l’étude voltammétrique
donne un potentiel redox pour le crizotinib de +825 mV vs ESH. Ce potentiel étant supérieur
à celui du couple ABTS+./ABTS (698 mV), le crizotinib ne devrait pas agir comme réducteur
de l’ABTS. Une étude électrochimique plus approfondie devrait être réalisée pour essayer
d’expliquer ces résultats contradictoires.
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Le 5-fluorouracile, la cladribine et le melphalan ne présentent pas d’action significative de
piégeage sur le radical ABTS+., même après une incubation de 30 minutes. Ces résultats sont
en accord avec les valeurs de potentiel d’oxydoréduction déterminées dans ce travail. En effet,
les trois molécules sont caractérisées par des potentiels largement supérieurs au potentiel
redox du couple ABTS+./ABTS. Par conséquent, les trois composés ne sont pas capables
d’agir comme éléments réducteurs et ne peuvent pas piéger les radicaux ABTS+..

5.9.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

La spectroscopie RPE a permis d’obtenir une première évaluation de la capacité de
piégeage des molécules anticancéreuses envers l’anion superoxyde. Le système enzymatique
xanthine-xanthine oxydase permet de produire l’anion superoxyde qui réagit ensuite avec le
spin trap DMPO pour former un adduit de spin plus stable DMPO-OOH (voir section 2.1.3).

Trois molécules anticancéreuses, le 5-fluorouracile, le melphalan et la cladribine réagissent
très faiblement avec l’anion superoxyde et n’entrent pas efficacement en compétition avec le
DMPO (figures 5.22-5.24) pour réduire la formation de l’adduit DMPO-OOH. La 6-thioguanine
présente un meilleur potentiel de piégeage de l’anion superoxyde (figure 5.21). Une diminution
de 39% de l’intensité du signal RPE du DMPO-OOH est observée à 100µM et de 32% à 50
µM. L’hydroxyurée et le crizotinib (figures 5.20 et 5.25) agissent également comme piégeurs
de l’anion superoxyde. Une concentration de 100 µM induit une inhibition de la formation de
l’adduit DMPO-OOH de 22% pour le crizotinib et de 17% pour l’hydroxyurée. Néanmoins,
de manière générale, ces résultats indiquent que les six molécules anticancéreuses ne sont pas
des piégeurs très efficaces de l’anion superoxyde. En effet, seuls deux composés, à une haute
concentration (100 µM) arrivent à piéger moins de 40% des ROS produites par le système
enzymatique. Aucune des molécules n’entre efficacement en compétition avec le piégeur de
spin DMPO.

Lorsque la xanthine oxydase est utilisée en tant que producteur d’anions superoxydes, il
faut également tenir compte d’une possible interaction entre les molécules testées et l’enzyme.
Par exemple, dans l’organisme, elle intervient dans le métabolisme de la 6-thioguanine (voir
section 5.4.2). La 6-thioguanine peut-elle donc entrer en compétition avec la xanthine en tant
que substrat et de ce fait réduire la production d’anions superoxydes, indépendamment d’une
quelconque action de piégeage ?

Afin de s’affranchir d’une éventuelle interférence du système enzymatique et ainsi obtenir
plus d’informations quantitatives sur la capacité de piégeage des six molécules anticancé-
reuses, une seconde technique a été choisie (figure 5.26). L’anion superoxyde a été produit
chimiquement par décomposition du KO2 et détecté avec une sonde chimiluminescente, le L-
012. L’hydroxyurée, le 5-fluorouracile, le melphalan et la cladribine ne montrent pas d’action
significative de réduction de l’anion superoxyde. Ces résultats sont en accord avec ceux obte-
nus avec la spectroscopie RPE. La 6-thioguanine laisse apparaître une capacité de piégeage
très efficace. Elle peut réduire la concentration de ROS de 90% ou plus pour des concentra-
tions de 10 µM ou supérieures. Elle présente également une action de piégeage de 49% à la
plus faible concentration testée, 1 µM. De façon similaire, le crizotinib piège plus de 78% de
l’anion superoxyde en solution à partir de 10 µM ainsi que pour des concentrations supé-
rieures. A la plus faible concentration (1µM), une diminution de 44% de la concentration en
anions superoxydes est observée.
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Figure 5.20 – Action de piégeage de l’hydroxyurée sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.



CHAPITRE 5. ANTICANCÉREUX 157

Figure 5.21 – Action de piégeage de la 6-thioguanine sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 5.22 – Action de piégeage de la cladribine sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.



CHAPITRE 5. ANTICANCÉREUX 159

Figure 5.23 – Action de piégeage du melphalan sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 5.24 – Action de piégeage du 5-fluorouracile sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 5.25 – Action de piégeage du crizotinib sur l’anion superoxyde, produit par le système
enzymatique xanthine-xanthine oxydase.
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Figure 5.26 – Action de piégeage de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la
cladribine, du melphalan et du crizotinib sur l’anion superoxyde, produit par la décomposition du KO2.
L’anion superoxyde réagit avec une sonde chimiluminescente le L-012. Le pourcentage de piégeage a
été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les
données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf pour la cladribine N=2)
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (eau, NaOH, éthanol ou DMF).

Les résultats obtenus sont majoritairement en accord avec les valeurs de potentiel d’oxydo-
réduction obtenus par voltammétrie. En effet, le melphalan, la cladribine et le 5-fluorouracile
sont caractérisés par des potentiels supérieurs à celui du couple O.−

2 /H2O2 +0,89 V (pH 7)
[352]. Par conséquent, les molécules ne peuvent pas céder un électron à l’anion superoxyde
et le transformer en peroxyde d’hydrogène. Par contre, le crizotinib, la 6-thioguanine et l’hy-
droxyurée, en raison de leur potentiel redox, peuvent réduire l’anion superoxyde. De façon
surprenante, l’hydroxyurée, qui est caractérisée par un potentiel d’oxydation proche de celui
de la 6-thioguanine et inférieur à celui du crizotinib, voit son action réductrice très fortement
réduite par rapport à celle des deux autres molécules. Comme c’est le cas pour les radicaux,
la faible action de piégeage de l’hydroxyurée peut s’expliquer par la faible stabilité de son
état radicalaire. La 6-thioguanine et le crizotinib peuvent quant à eux se stabiliser, une fois
oxydés, grâce à la présence d’un ou de plusieurs cycles permettant l’entrée en résonance de
l’électron non apparié.

5.9.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

L’oxygène singulet fait partie des espèces réactives de l’oxygène produites par les méca-
nismes inflammatoires. Il est donc intéressant d’étudier la capacité d’interaction entre cette
espèce et les molécules d’intérêt. Le piégeage de l’oxygène singulet par les molécules antican-
céreuses a été évalué grâce à la spectroscopie d’absorption et le système rose Bengale-ADPA
(voir section 2.1.4).
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Figure 5.27 – Action de piégeage de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, de la cladribine et du 5-
fluorouracile sur l’oxygène singulet, produit par l’irradiation du rose Bengale (RB). L’oxygène singulet
réagit avec l’ADPA et provoque la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Les données
sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=3).

Figure 5.28 – Action de piégeage du crizotinib et du melphalan sur l’oxygène singulet, produit par
l’irradiation du rose Bengale (RB). L’oxygène singulet réagit avec l’ADPA et provoque la diminution
de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Les données sont représentées sous forme de moyenne ±
écart-type (N=2 et n=3).

En l’absence de piégeur, l’oxygène singulet provoque la dégradation de l’ADPA et donc
la diminution de l’absorbance de la solution à 405 nm. Sans rose Bengale, il n’y a pas de
production d’oxygène singulet et donc pas de décroissance de l’absorbance. Les trois sol-
vants (eau, DMSO et DMF) n’impactent pas l’oxydation de l’ADPA. Les quatre molécules,
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la 6-thioguanine, la cladribine, le 5-fluorouracile et l’hydroxyurée ne laissent pas apparaître
d’action de piégeage significative supplémentaire par rapport à leurs solvants respectifs (figure
5.27). La 6-thioguanine est connue pour être photosensible aux UVA et produire l’oxygène
singulet [579]. Dans notre étude, l’utilisation d’un filtre permet d’empêcher l’irradiation du
milieu réactionnel et donc de la 6-thioguanine par des longueurs d’onde inférieures à 450 nm.
Par conséquent, la 6-thioguanine ne peut produire l’oxygène singulet. L’étude de Zou et al.
[579] a également montré que la molécule peut être oxydée par l’oxygène singulet et donner le
guanine-6-sulfonate grâce à une suite de réactions. Ils ont également déterminé la constante
de vitesse de réaction de l’oxygène singulet par la 6-thioguanine : 4,9 109 M−1s−1. Au cours de
notre étude, la molécule ne montre pas d’action de piégeage significative alors qu’elle devrait
être compétitive par rapport à l’ADPA qui présente une constante de vitesse d’interaction
avec l’oxygène singulet inférieure (8,2 107 M−1s−1 [174]). Actuellement, aucune explication
n’a été trouvée.

Le crizotinib est la molécule la plus efficace en ce qui concerne le piégeage de l’oxygène
singulet (figure 5.28). Une concentration de 1mM inhibe totalement l’oxydation de l’ADPA par
l’oxygène singulet et sa dégradation en endoperoxyde. A même concentration, cette action est
largement supérieure à celle de l’azide de sodium NaN3, piégeur connu [245]. Par conséquent,
la constante de vitesse d’interaction entre le crizotinib et l’oxygène singulet doit être supérieure
à celle du NaN3 (5,8 108 M−1s−1 [247]). L’action du crizotinib diminue considérablement à 100
µM mais reste néanmoins supérieure à celle du solvant DMSO. En effet, à cette concentration,
après une durée de dix minutes, la molécule réduit la décroissance de l’absorbance de l’ADPA
de 13%.

Figure 5.29 – Spectres d’absorption du crizotinib 1 mM dans du tampon phosphate pH 7,4 (courbe
bleue), en présence de rose Bengale 10 µM (courbe rouge), et après 10 minutes d’irradiation (courbe
verte).

Le spectre d’absorption du crizotinib, préparé dans du tampon phosphate, est caractérisé
par deux pics à 262 nm et à 312 nm. La figure 5.29 montre le pic à 312 nm, celui à 262 nm
étant couvert par le pic d’absorption du solvant (DMSO) [580]. L’ajout du rose Bengale ne
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modifie pas le spectre d’absorption de la molécule. Ensuite, l’irradiation de la solution pendant
dix minutes n’induit aucune décroissance de l’absorbance de la solution, ce qui indique que
l’interaction du crizotinib avec l’oxygène singulet ne modifie pas sa structure. Ce résultat
montre que le crizotinib agit comme piégeur physique de l’oxygène singulet. L’interaction
entre les deux molécules se produit via un transfert d’énergie entre l’état excité de l’oxygène
singulet et la molécule de crizotinib, permettant à l’oxygène singulet de retourner à l’état
fondamental triplet. Le crizotinib se retrouve alors dans un état excité, sans modification de
sa nature chimique, et peut revenir à son état fondamental en libérant son excès d’énergie
dans la solution sous forme de chaleur.

Figure 5.30 – Spectres d’absorption du melphalan dans du tampon phosphate pH 7,4 en présence
ou non de rose Bengale 10 µM (courbes bleues), et après 10 minutes d’irradiation (courbes rouges).

Le melphalan agit également comme piégeur de l’oxygène singulet. Après dix minutes,
une concentration de 1 mM diminue d’environ 35% la décroissance de l’absorbance de la
solution d’ADPA à 405 nm. Cependant, 100µM de la molécule ne montrent plus d’action
significative. A 1mM, le melphalan est un piégeur plus efficace que le piégeur NaN3 à la même
concentration. Par conséquent, la constante de vitesse de piégeage de l’oxygène singulet par
le melphalan doit être supérieure à 5,8 108 M−1s−1 [247]

Le spectre d’absorption du melphalan, préparé dans du tampon phosphate, est caractérisé
par un pic d’absorption à 258 nm (figure 5.30) [581]. Après une irradiation de la solution de
dix minutes, une légère diminution de l’amplitude de 4% peut être observée. L’ajout du rose
Bengale ne modifie pas le maximum d’absorption de la solution. Par contre, l’irradiation de la
solution provoque une faible décroissance de l’absorbance de l’ordre de 7%. Celle-ci ne paraît
pas significative, par rapport au contrôle sans rose Bengale. Par conséquent, tout comme
le crizotinib, il semble que le melphalan soit un piégeur physique de l’oxygène singulet, sa
structure n’étant pas modifiée suite à son interaction avec l’espèce réactive de l’oxygène.

5.9.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

Lors du processus inflammatoire, l’HOCl est une des espèces oxydantes les plus puissantes
qui soient formées. Il est produit par le cycle de chloration de la myéloperoxydase. Si les
molécules sont capables de piéger l’HOCl, elles peuvent réduire l’activité oxydante de l’enzyme
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(voir section 1.2.2.1). Afin de poursuivre l’étude du piégeage de ROS par les anticancéreux,
leur faculté à agir sur l’acide hypochloreux a été étudiée grâce à la spectroscopie de fluorescence
et, plus particulièrement, grâce à l’utilisation de la sonde APF (voir section 2.1.5).

Figure 5.31 – Action de piégeage de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la
cladribine, du melphalan et du crizotinib sur l’acide hypochloreux, produit par le NaOCl. Le pour-
centage de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=4 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau,
NaOH, éthanol ou DMF).

L’action des différents solvants varie fortement (figure 5.31). Le NaOH (20 mM) provoque
une augmentation du signal de fluorescence de l’APF d’environ 40% par rapport au contrôle
sans solvant. Cette augmentation doit être liée à la légère hausse du pH de la solution suite à
l’ajout du NaOH. Un effet similaire a été observé avec une sonde semblable à l’APF, le FBS
[320]. L’eau et l’éthanol quant à eux ne modifient pas significativement l’intensité du signal.
En revanche, le DMF le réduit de l’ordre de 80%. Il a été montré que le DMF, tout comme le
DMSO, agit comme piégeur du HOCl [582]. Malheureusement, le melphalan et le crizotinib ne
sont solubles que dans le DMSO et le DMF. Le DMSO piège entièrement l’HOCl et interagit
également avec la sonde fluorescente APF. Le DMF est un piégeur légèrement moins efficace
et il ne piège pas le HOCl à pH plus acide (5,5). Il a donc malgré tout été utilisé, lorsqu’il n’y
avait pas d’alternatives.

L’hydroxyurée, la 6-thioguanine, le melphalan et le crizotinib agissent comme piégeurs de
l’acide hypochloreux (figure 5.31), la 6-thioguanine étant la molécule la plus efficace. En effet,
elle réduit presque entièrement la concentration en HOCl par rapport à son contrôle solvant
(NaOH) aux deux plus hautes concentrations de 50 et 100 µM. Dix µM de 6-thioguanine
piègent encore 90% du HOCl et la plus faible concentration conserve tout de même une ac-
tion significative de 44%.

L’hydroxyurée piège efficacement l’acide hypochloreux aux deux plus hautes concentra-
tions testées, 50 et 100 µM, avec une réduction de la concentration en HOCl de 53% et 76%
respectivement. Bien que le DMF réduise fortement par lui-même la concentration en HOCl,



CHAPITRE 5. ANTICANCÉREUX 167

le melphalan et le crizotinib montrent une action de piégeage supplémentaire significative, aux
deux plus fortes concentrations. En ce qui concerne le melphalan, on obtient une réduction
de 74% à 100 µM et 49% à 50 µM. Le crizotinib réduit quant à lui la concentration en HOCl
de 78% à 100 µM et 69% à 50 µM.

5.9.6 Bilan de l’action réductrice et antioxydante des molécules
anticancéreuses

Le crizotinib et la 6-thioguanine présentent l’action antioxydante la plus complète. En
effet, les deux molécules sont capables de réduire l’espèce radicalaire ABTS+.. Elles agissent
également en tant que piégeurs de deux types de ROS : l’anion superoxyde et l’acide hy-
pochloreux. Par conséquent, à une éventuelle interaction directe avec les PMNs et la MPO,
s’ajoute une capacité de réduction de leur pouvoir oxydant en piégeant les différents ROS
qu’ils peuvent produire. L’anion superoxyde est l’espèce précurseur d’autres ROS. En pié-
geant l’O.−

2 , les deux composés peuvent diminuer l’impact de la flambée respiratoire et no-
tamment réduire la production de peroxyde d’hydrogène, le substrat naturel de la MPO. Le
crizotinib et la 6-thioguanine peuvent également réduire la capacité oxydante d’une deuxième
manière, en piégeant efficacement l’acide hypochloreux. Enfin, le crizotinib possède une action
supplémentaire. En effet, il semble piéger efficacement l’oxygène singulet contrairement à la
6-thioguanine.

Deux autres molécules, l’hydroxyurée et le melphalan, peuvent également être considérées
comme des piégeurs efficaces de l’acide hypochloreux et ont par conséquent la capacité de
réduire l’action oxydante du cycle de chloration de la MPO. L’hydroxyurée est aussi capable
de piéger des radicaux, avec une efficacité semblable à celle de la 6-thioguanine. Pour finir,
le melphalan présente également une action de piégeage de l’oxygène singulet tout aussi forte
que l’azide de sodium, piégeur connu du ROS, mais de façon moins efficace que le crizotinib.

5.10 Etude de l’action des anticancéreux sur l’activité
oxydante des PMNs

5.10.1 Inhibition de la production d’anions superoxydes

Une des activités importantes des PMNs, au niveau du site inflammatoire, est la produc-
tion de l’anion superoxyde, précurseur d’un ensemble de ROS, grâce au phénomène de flambée
respiratoire (voir section 1.1.2). Celle-ci nécessite l’intervention d’un complexe enzymatique,
la NADPH oxydase. Réduire la production d’anions superoxydes, en les piégeant et/ou en
inhibant leur formation en agissant directement sur les PMNs et notamment sur la NADPH
oxydase, est une moyen de diminuer l’activité oxydante de la MPO via l’inhibition de son
substrat, le peroxyde d’hydrogène.

Au cours d’une première expérience (figure 5.32), les PMNs ont été incubés avec les mo-
lécules anticancéreuses pendant dix minutes puis activés avec du PMA, toujours en présence
des molécules d’intérêt. La production de ROS a ensuite été évaluée par chimiluminescence
avec la sonde L-012 (voir section 2.2.3). On remarque que c’est le crizotinib qui diminue le
plus la libération d’anions superoxydes. La concentration de ROS est quasi nulle aux deux
plus fortes concentrations de 50 et 100 µM. Une inhibition de 90% est conservée à 10 µM
et la molécule réduit toujours la quantité de ROS de plus de 60% à la plus faible concen-
tration, 1µM, proche de la concentration plasmatique. La seconde molécule qui présente une
action réductrice non négligeable, mais néanmoins moindre, est la 6-thioguanine. Elle réduit



168 5.10. ETUDE DE L’ACTION SUR L’ACTIVITÉ OXYDANTE DES PMNS

la concentration en anions superoxydes d’environ 50% à 10 µM et jusqu’à 70% à 100 µM.
L’hydroxyurée ne montre une action qu’à la plus forte concentration (25% à 100 µM).

Figure 5.32 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine,
du melphalan et du crizotinib sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins activés
(NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Le pourcentage d’inhibition de la production d’anions
superoxydes a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf cladribine N=2)
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (eau, DMSO).

Le 5-fluorouracile, la cladribine et le melphalan ne laissent apparaître aucune action. Ces
trois molécules sont incapables de piéger l’anion superoxyde (figure 5.26). On peut également
conclure qu’elles ne sont pas en mesure d’inhiber le processus de production des ROS après un
temps d’incubation de dix minutes. S’agissant de molécules anticancéreuses, dont la propriété
est d’interagir avec l’ADN cellulaire, elles peuvent très probablement pénétrer les PMNs. Ce-
pendant, le temps d’incubation de dix minutes est peut-être trop court pour leur permettre de
traverser la membrane plasmique ou alors les molécules n’impactent pas le complexe NADPH
oxydase.

L’action de l’hydroxyurée à haute concentration peut être liée à la capacité de piégeage de
l’anion superoxyde observée à cette concentration (figure 5.26). En ce qui concerne le crizotinib
et la 6-thioguanine, ces deux composés sont des piégeurs efficaces de l’anion superoxyde. Par
conséquent, la réduction de la concentration en ROS observée provient partiellement de cet
effet de piégeage. Cependant, il est aussi possible que les deux molécules agissent également
sur le mécanisme de production de l’anion superoxyde et donc que l’effet inhibiteur observé
soit dû à l’association des deux phénomènes.

Afin d’approfondir la compréhension du mécanisme d’action des trois molécules ayant
montré une action lors de la première expérience, une seconde série de mesures a été réalisée
(figure 5.33). Cette fois-ci, les PMNs ont été incubés pendant dix minutes avec les molécules
anticancéreuses. Avant l’activation avec le PMA, les solutions ont été centrifugées afin de ne
conserver que les cellules et d’éliminer le surnageant contenant les molécules d’intérêt n’ayant
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Figure 5.33 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine et du crizotinib sur la production
d’anions superoxydes par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Les
molécules ont été éliminées du milieu avant la mesure, après 10 minutes d’incubation (couleurs pleines)
ou après 1 heure d’incubation (couleurs quadrillées). Le pourcentage d’inhibition de la production
d’anions superoxydes a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau,
DMSO).

pas pénétré la membrane, voire potentiellement atteint le cytoplasme, ou du moins qui n’ont
pas interagi avec la membrane. L’influence du temps d’incubation a également été évaluée.
En effet, les cellules ont été incubées en présence des molécules pendant respectivement dix
minutes et une heure.

Lorsque les molécules sont éliminées, après une incubation de dix minutes, du milieu
réactionnel avant l’activation des PMNs (figure 5.33 couleurs pleines), la 6-thioguanine et
l’hydroxyurée perdent entièrement leur action inhibitrice de la production de ROS. Aucune
diminution significative de la concentration en anions superoxydes n’est observée. Ce résultat
montre donc, qu’après un temps d’incubation court, les deux molécules ne sont pas capables
d’interagir et d’interférer avec le mécanisme de production de ROS par les cellules. Cela ne
signifie pas que les deux composés ne peuvent pas pénétrer la membrane plasmique, voire
même atteindre le cytoplasme des cellules. Cependant, elles ne perturbent pas l’action du
complexe NADPH oxydase. L’effet observé lors de la première expérience (figure 5.32) est
donc dû entièrement à leur capacité de piégeage de l’anion superoxyde.

Le crizotinib, quant à lui, conserve une inhibition très importante aux deux plus fortes
concentrations de 50 et 100 µM. La concentration en ROS est diminuée de 92% par rapport
au contrôle DMSO. Par contre, l’action du crizotinib chute fortement pour atteindre 18%, à la
concentration de 10 µM. Lorsque le temps d’incubation précédant la phase de centrifugation
passe à une heure, l’action du crizotinib augmente. En effet, aux deux plus fortes concentra-
tions, aucune ROS n’est détectée par luminescence dans la solution. A 10 µM, la production
de ROS tombe à 20% par rapport au contrôle solvant. En plus de sa capacité de piégeage de
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l’anion superoxyde, le crizotinib agit clairement comme inhibiteur efficace de la production de
ROS par les PMNs activés avec du PMA. Une interaction avec le complexe NADPH oxydase
est envisageable. Le crizotinib est capable de traverser la membrane plasmique et d’atteindre
le cytoplasme des cellules où il joue le rôle d’inhibiteur de la tyrosine kinase. Une interaction
avec les sous-unités cytosoliques de la NADPH oxydase peut donc être envisagée. La molécule
peut potentiellement s’y lier, empêcher leur migration vers la membrane plasmique ou encore
empêcher la liaison aux sous-unités membranaires de la fraction cytosolique. Une étude plus
approfondie du mécanisme d’interaction est nécessaire pour le démontrer.

Cependant, il faut garder à l’esprit qu’une des propriétés des molécules anticancéreuses est
leur capacité à provoquer la mort des cellules au sein desquelles elles pénètrent via différents
mécanismes. Il faut donc considérer que l’inhibition de la production d’anions superoxydes
peut aussi simplement être due à l’apoptose des PMNs. En effet, le crizotinib a déjà montré
qu’il possède une action cytotoxique vis-à-vis des PMNs [557].

Dans le cas de l’hydroxyurée, l’augmentation du temps d’interaction entre la molécule
et les cellules (figure 5.33 couleurs quadrillées) ne permet pas d’accroître son impact sur la
production d’anions superoxydes. Ce résultat est donc en accord avec la première hypothèse
établie : l’hydroxyurée n’agit pas sur le complexe NADPH oxydase et ne peut pas inhiber la
production de ROS par des PMNs activés. En ce qui concerne la 6-thioguanine, l’action inhi-
bitrice de la molécule augmente avec le temps d’incubation. A 100 µM, la production de ROS
chute à 53% mais augmente aux alentours de 70% aux deux concentrations inférieures de 10 et
50 µM. Cela démontre que la molécule est capable de perturber le mécanisme de production
de l’anion superoxyde, mais ce processus est relativement lent, en tout cas plus que pour le
crizotinib. Ce phénomène peut être lié à la capacité d’insertion de la 6-thioguanine au sein
des PMNs qui peut éventuellement être plus lente que pour le crizotinib. Une autre hypothèse
envisageable est que la molécule doit être métabolisée au sein de la cellule pour être active.
Par exemple, au sein de lymphocytes, la transformation de la molécule en ses dérivés nucléo-
tides est nécessaire pour induire la mort de cellules (voir section 5.4.2). Il semble donc que sur
des temps courts, la 6-thioguanine agit principalement comme piégeur de l’anion superoxyde
alors qu’elle peut impacter la production du ROS elle-même lorsque la durée d’interaction est
suffisamment importante. Cependant, comme pour le crizotinib, des études complémentaires
sont nécessaires pour identifier le mécanisme d’action. Il faut également envisager l’induction
d’une mortalité potentielle des PMNs, liée éventuellement à la métabolisation de la molécule.

5.10.2 Viabilité cellulaire

La 6-thioguanine et le crizotinib sont les seules molécules ayant un impact important sur la
production d’anions superoxydes par les PMNs activés. Il est important de vérifier si l’action
inhibitrice observée est indépendante d’une potentielle induction de la mortalité cellulaire.
Pour cela, des PMNs ont été incubés pendant respectivement dix minutes et une heure avec
deux concentrations (100 µM et 10 µM) des deux molécules utilisées lors des différents tests
(5.34). La mortalité cellulaire a été évaluée grâce au test au bleu trypan (voir section 2.2.2).

La 6-thioguanine (100 µM) n’induit pas d’augmentation significative de la mortalité des
PMNs par rapport au contrôle solvant, que ce soit après une incubation de dix minutes
ou d’une heure. Par conséquent, on peut conclure que l’impact sur la production d’anions
superoxydes par les PMNs n’est pas lié à la mort des cellules. La molécule peut donc interagir
avec le processus de production de ROS, lorsque le temps d’interaction avec les cellules est
suffisamment important. Une étude plus approfondie de ce mécanisme d’action représente une
perspective intéressante.
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Figure 5.34 – Evaluation de la viabilité cellulaire de PMNs incubés en présence de 6-thioguanine et
de crizotinib pendant dix minutes (couleur pleine) et une heure (couleur quadrillée). Les données sont
représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2). Sont trouvés statistiquement significatifs :
**P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

Par contre, dans le cas du crizotinib, la molécule à 100 µM provoque la mort d’environ
90% des cellules avec lesquelles elle est mise en contact, et ce, déjà après dix minutes. Une
concentration dix fois plus faible ne montre quant à elle aucun effet significatif après une incu-
bation de dix minutes. Au bout d’une heure, le crizotinib 10 µM induit une augmentation de
la mortalité d’environ 10% par rapport au DMSO. Mais cet accroissement n’est pas significatif.

La capacité du crizotinib à tuer les PMNs explique partiellement le résultat observé dans
la section précédente (voir section 5.10). En effet, la mort des cellules provoque l’inhibition
de la flambée respiratoire et donc de la production de ROS. Par contre, lorsque la concentra-
tion en molécules n’est pas assez importante pour être cytotoxique, c’est-à-dire de l’ordre de
10 µM, la molécule peut tout de même impacter la production de ROS via un autre méca-
nisme, notamment en interagissant avec le complexe NADPH oxydase. Tout comme pour la
6-thioguanine, une étude plus approfondie reste nécessaire pour le confirmer.

5.10.3 Inhibition de la dégranulation

Un des rôles importants des PMNs, en plus de la production de ROS, est d’apporter
sur le site inflammatoire différentes enzymes dont la myéloperoxydase. Un des moyens de
moduler l’activité oxydante des PMNs est de réduire, voire d’inhiber, le processus de dégra-
nulation, c’est-à-dire la libération de MPO dans le milieu extracellulaire. L’effet inhibiteur des
molécules d’intérêt sur la dégranulation a été évalué grâce à un test ELISA (voir section 2.2.4)

Globalement, les molécules anticancéreuses testées ne provoquent aucune réduction impor-
tante de la quantité de MPO libérée (figure 5.35). Au contraire, la plus haute concentration en
crizotinib, 100 µM, provoque une augmentation significative de la libération de MPO par les
cellules. Un accroissement de 45% de la concentration en enzyme est observée. Ce phénomène
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Figure 5.35 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine,
du melphalan et du crizotinib sur la libération de myéloperoxydase par des PMNs équins activés
(NA : contrôle PMNs non activés par du fMLP). La MPO libérée est détectée par un test ELISA.
Le pourcentage de libération de MPO a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle
solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type
(N=2 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au
contrôle solvant (eau, DMSO).

peut s’expliquer par le fort taux de mortalité des PMNs induit par la molécule à cette concen-
tration. La dégradation des cellules provoque la libération, dans le milieu extracellulaire, de
leur contenu cytoplasmique comprenant le contenu des différents granules cytosoliques.

5.10.4 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

L’activation des PMNs par le couple cytochalasine B/fMLP provoque la libération d’une
grande quantité de MPO par rapport aux cellules non activées (voir section 2.2.5). L’enzyme
libérée est active et cette activité oxydante peut être mesurée via le test SIEFED (figure 5.36).

La cladribine et le 5-fluorouracile ne montrent pas d’action inhibitrice lors du test SIEFED.
Cela ne prouve pas l’incapacité des deux molécules à interagir avec la MPO. En effet, les deux
composés peuvent potentiellement s’insérer dans le site actif de l’enzyme et éventuellement
y échanger des électrons avec les intermédiaires redox de l’enzyme. Cependant, le SIEFED
montre que la cladribine et le 5-fluorouracile ne sont pas capables de former un complexe
fort avec le site actif. S’il existe des liaisons entre les molécules et des acides aminés, elles ne
sont pas assez fortes pour résister à l’étape de lavage. L’hydroxyurée ne montre une action
d’inhibition significative de 27% qu’à la plus forte concentration de 100 µM. Une quantité
importante de molécules en solution est nécessaire pour permettre une liaison avec l’enzyme.

La 6-thioguanine inhibe 98% de l’activité peroxydasique à 100 µM. La molécule conserve
une inhibition de 84% à 50 µM. Celle-ci baisse à 42 et 38% pour les concentrations de 10 et 1
µM respectivement. Le melphalan présente une action plus faible mais tout de même significa-
tive. La molécule réduit l’activité de la MPO de 74% à 100 µM. L’inhibition chute jusqu’à 18%
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Figure 5.36 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine, du
melphalan et du crizotinib sur l’activité de la myéloperoxydase libérée par des PMNs équins activés
(NA : contrôle PMNs non activés par du fMLP). L’activité de la MPO libérée a été évaluée par un test
SIEFED. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par
rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de
moyenne ± écart-type (N=2 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05
par rapport au contrôle solvant (eau, DMSO).

à 10 µM. Ces résultats indiquent clairement la capacité de la 6-thioguanine à interagir avec la
MPO, à des concentrations plasmatiques (1-100 µM). La molécule semble pouvoir s’insérer au
sein du site actif de l’enzyme et y former des liaisons capables de résister à l’étape de lavage.
Quant au melphalan, pour être efficace, il nécessite l’utilisation de concentrations supérieures
à celles détectées dans le sang de patient. Des analyses supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre entièrement le mécanisme d’interaction entre les deux molécules et la MPO.

Pour ce qui est du crizotinib, à hautes concentrations, l’activité oxydante de l’enzyme
semble plus importante. Cette augmentation est clairement liée à celle de la libération de
l’enzyme par les PMNs, induite par l’effet cytotoxique de la molécule. Cependant, l’augmen-
tation de l’activité est légèrement plus faible et surtout plus variable que celle observée à la
figure 5.35. Cet effet peut être dû à une possible action inhibitrice de la molécule. En effet,
bien que le crizotinib augmente la libération de l’enzyme, les molécules restant en solution
peuvent éventuellement interagir avec l’enzyme, pénétrer dans son site actif et former un com-
plexe résistant au SIEFED. La capacité inhibitrice du crizotinib reste donc une option et doit
être investiguée.

5.10.5 Bilan de l’action des molécules anticancéreuses sur les PMNs

A haute concentration, le crizotinib provoque la mort des PMNs. Cela induit une inhibition
de la production de ROS par les cellules, via le blocage de la production d’anions superoxydes.
Cependant, cette apoptose s’accompagne de la libération du contenu des granules cytosoliques
dans le milieu extracellulaire. Différentes enzymes (dont la myéloperoxydase) sont libérées et
peuvent déclencher leur activité oxydante. Néanmoins, cette dernière sera réduite car elle né-
cessite la présence de peroxyde d’hydrogène, dont la source, à savoir la production d’anions
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superoxydes, est inhibée. A plus basse concentration, proche de celle détectée dans le sang de
patient traité avec la molécule, celle-ci est capable de réduire la production d’anions super-
oxydes en interagissant avec le complexe NADPH oxydase.

Aucune des six molécules anticancéreuses testées n’inhibe le phénomène de dégranula-
tion des PMNs activés. Cependant, deux composés, la 6-thioguanine et le melphalan, sont
capables d’interagir avec l’enzyme elle-même. Ils semblent pouvoir s’insérer dans le site actif
de l’enzyme pour y former des liaisons capables de résister à l’étape de lavage, caractéristique
de l’expérience de SIEFED. Des mesures plus approfondies sont nécessaires pour comprendre
plus exactement le mécanisme d’inhibition.

Pour terminer, la 6-thioguanine est capable de réduire la quantité d’anions superoxydes
produits par des PMNs activés. Son mode d’action est principalement basé sur sa capacité
à piéger les espèces réactives de l’oxygène. Si l’exposition des cellules à la 6-thioguanine est
suffisamment longue, la molécule semble pouvoir impacter le mécanisme d’action en inter-
agissant potentiellement avec le complexe NADPH oxydase. Dans ce cas aussi, des études
complémentaires permettront d’obtenir des informations plus précises.

5.11 Etude de l’action des anticancéreux sur l’activité
oxydante de la myéloperoxydase

Les premiers résultats obtenus grâce à l’étude de l’impact des molécules anticancéreuses
sur le mécanisme de dégranulation des PMNs ont montré que certains composés peuvent
interagir avec la MPO et inhiber son activité oxydante. Afin d’approfondir la compréhension
de ce mécanisme d’inhibition, des études en fluorescence réalisées sur l’enzyme isolée ont été
associées à la modélisation moléculaire (voir annexe E).

5.11.1 Modélisation moléculaire - Docking

Le docking de l’hydroxyurée dans le site actif de la MPO grâce au programme GOLD
fournit une solution. Malgré la petite taille de la molécule d’hydroxyurée, le complexe avec
l’enzyme ne la positionne pas au-dessus de l’hème (figure 5.37). Elle est décalée vers le canal
d’accès au site actif et est placée entre les deux bras isopropyles de l’hème. Dans cette posi-
tion, aucune interaction avec l’histidine 95 et le noyau de fer n’est possible. Cependant, trois
ponts hydrogène peuvent se former. Un premier relie le groupement OH de la molécule au
bras isopropyle attaché au cycle pyrrole C de l’hème. Ensuite, deux liaisons hydrogène sont
possibles avec la sérine 149 et avec l’acide glutamique 102. La solution fournie par la modélisa-
tion montre que l’interaction entre l’hydroxyurée et la MPO est faible. En effet, l’interaction
avec des acides aminés à la périphérie du site actif est moins probable en raison de leur
plus grande mobilité. De plus, n’étant pas au-dessus de l’hème ou dans le canal d’accès, l’hy-
droxyurée a une plus faible capacité de blocage de l’accès au site actif pour d’autres substrats.

Le docking de la 6-thioguanine dans le site actif propose une solution unique (figure 5.38).
La molécule est placée à l’entrée de la cavité, partiellement au-dessus de l’hème et parallè-
lement au plan de celui-ci. Le cycle à six carbones est positionné au-dessus du cycle pyrrole
D de la porphyrine. Les deux cycles de la molécule peuvent former une interaction π-π avec
ce cycle pyrrole. Ce positionnement permet également la formation de trois ponts hydrogène.
Une première liaison est possible avec l’arginine 239. La fonction NH2 est orientée vers le
centre du site actif, ce qui permet un pont hydrogène avec l’histidine 95 et avec le noyau de
fer au centre de l’hème.
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Figure 5.37 – Solution du complexe MPO-hydroxyurée obtenue par GOLD. Les traits pointillés
jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström.

Figure 5.38 – Solution du complexe MPO-6-thioguanine obtenue par GOLD. Les traits pointillés
jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.
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Pour l’étude de l’interaction du 5-fluorouracile avec la MPO, le programme GOLD propose
deux solutions principales (figure 5.39). La plus fréquemment obtenue (54% d’occurrence) et
donc la plus probable est représentée à la figure 5.39 A. Le 5-fluorouracile est positionné
au-dessus du cycle pyrrole D de l’hème et le plan de la molécule est légèrement incliné par
rapport au plan de l’hème. Un empilement π-π est tout de même possible entre le cycle de la
molécule et celui de l’hème. Ensuite, le doublet de l’atome d’azote de la molécule peut former
un pont hydrogène avec l’histidine 95. Les deux atomes d’oxygène peuvent former chacun une
liaison hydrogène, une avec l’arginine 239 et l’autre avec la glutamine 91.

La seconde solution, moins fréquemment obtenue (35% d’occurrence) et donc moins pro-
bable, est illustrée sur la figure 5.39 B. La molécule est placée un peu plus profondément dans
la cavité, au-dessus de la porphyrine. Elle est inclinée par rapport au plan de l’hème. Dans
cette disposition, aucune interaction π-π entre la molécule et un cycle pyrrole de l’hème n’est
possible. Par contre, un atome d’azote peut former un pont hydrogène avec l’atome d’azote
du cycle pyrrole A. Un second pont hydrogène est possible entre un atome d’oxygène du
5-fluorouracile et de l’arginine 239.

Figure 5.39 – Solutions du complexe MPO-5-fluorouracile obtenues par GOLD. Les traits pointillés
jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.

L’étude de l’interaction de la cladribine avec la MPO fournit un complexe représenté à la
figure 5.40. Les deux cycles accolés de la molécule sont placés au-dessus du cycle pyrrole D,
ce qui permet deux interactions π-π. Le plan formé par les deux cycles est incliné par rapport
à celui de l’hème, vers le centre de la porphyrine. Cette inclinaison permet une interaction
entre un atome d’azote de la cladribine et le noyau de fer. Un second atome d’azote inter-
agit également via un pont hydrogène de l’arginine 239. L’orientation de l’atome de chlore
ne permet pas d’interaction avec l’enzyme. Le reste de la molécule est positionné entre les
deux bras isopropyles de l’hème, qui peuvent alors former deux ponts hydrogène avec des
atomes d’oxygène de la molécule. Le positionnement du complexe permet également un pont
hydrogène avec l’acide glutamique 102 et une liaison hydrogène avec la thréonine 100.
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Figure 5.40 – Solution du complexe MPO-cladribine obtenue par GOLD. Les traits pointillés jaunes
représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.

Figure 5.41 – Solution du complexe MPO-melphalan obtenue par GOLD. Les traits pointillés jaunes
représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.
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Figure 5.42 – Solutions du complexe MPO-crizotinib obtenues par GOLD. Les traits pointillés
jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström. Les traits pointillés
orange représentent les interactions π-π.

Pour le melphalan, le programme GOLD fournit une solution unique, illustrée à la figure
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5.41. Le cycle de la molécule est positionné partiellement au-dessus du cycle pyrrole D de la
porphyrine de la MPO, ce qui permet un empilement π-π. Le groupement amine du melpha-
lan peut interagir avec trois atomes d’azote de la porphyrine via des ponts hydrogène. Une
interaction avec le noyau de fer pourrait être possible.

Le docking a également permis d’étudier l’interaction et les modes de liaison du crizotinib
avec la MPO. Le programme GOLD fournit plusieurs structures de complexes possibles. Les
deux les plus fréquemment obtenues sont représentées à la figure 5.42, la structure A (41%
d’occurrence) dominant la structure B (21% d’occurrence). Quel que soit le complexe fourni
par la modélisation, le cycle pyridine est orienté au-dessus de l’hème. Les différences entre les
structures viennent de l’orientation et de l’avancement de la molécule dans le site actif, ce qui
modifie les interactions possibles entre le cycle pyridine et les différentes structures situées au
centre du site actif. Dans la structure la plus fréquente, et donc la plus probable, on retrouve
une interaction π-π entre le cycle pyrrole D et le cycle pyrazole du crizotinib. L’atome d’azote
du cycle pyridine peut quant à lui former des ponts hydrogène avec les atomes d’azote des
cycles pyrroles de l’hème.

Dans le second complexe (figure 5.42 B), la molécule de crizotinib est avancée un peu
plus profondément au-dessus de l’hème, permettant la formation d’un pont hydrogène entre
l’atome d’azote du cycle pyridine et l’histidine 95. Il pourrait également y avoir une interaction
avec le noyau de fer au centre de l’hème. Le décalage de la molécule et l’inclinaison du cycle
pyrazole ne permettent pas d’interaction π-π.

5.11.2 Interaction avec le cycle de peroxydase

La capacité des molécules anticancéreuses à interagir avec le cycle de peroxydase de la
MPO a été étudiée (voir section 2.3.2). Les résultats présentés à la figure 5.43 montrent que
le 5-fluorouracile, la cladribine et le melphalan ne sont pas capables de réduire l’activité per-
oxydasique de la MPO, quelle que soit la concentration utilisée. Les résultats du docking
tendaient vers une possibilité d’insertion des molécules dans le site actif de l’enzyme. Lors-
qu’une molécule peut accéder au site actif, elle est potentiellement capable d’interagir via
deux mécanismes : l’action anticatalytique par la formation d’un complexe et/ou l’action en
tant que substrat réducteur avec les intermédiaires redox de l’enzyme (composés I et II). La
cladribine et le 5-fluorouracile sont caractérisés par des potentiels redox élevés à pH 7,4 (1,26
V pour le 5-fluorouracile et 1,3 V pour la cladribine). Ils sont très proches du potentiel redox
du couple composé II/composé I (1,35 V) mais néanmoins inférieurs. Par conséquent, ils
doivent pouvoir céder un électron au composé I pour le réduire en composé II. Cependant,
la différence de potentiel entre les deux espèces étant relativement faible, cette réaction doit
être peu efficace. Les potentiels des deux molécules anticancéreuses sont supérieurs à celui
du couple enzyme native/composé II (0,97 V). Elles ne peuvent donc pas agir comme sub-
strat réducteur avec le composé II. En résumé, en se basant uniquement sur les valeurs de
potentiel, la cladribine et le 5-fluorouracile pourraient permettre le passage du composé I vers
le composé II et bloquer l’enzyme dans cet état intermédiaire, moins réactif. Elles devraient
donc théoriquement être des inhibiteurs de la MPO. Or, les résultats expérimentaux montrent
que ce n’est pas le cas. En effet, il faut garder à l’esprit que les molécules d’intérêt ne sont
pas les seuls substrats présents dans le milieu réactionnel à pouvoir interagir avec le cycle
de peroxydase. En effet, le nitrite peut interagir avec le composé I et la sonde fluorescente
Amplex Red avec le composé II. Le nitrite est caractérisé par un potentiel inférieur à celui
de la cladribine et du 5-fluorouracile (1,04 V [583]). Par conséquent, le composé I réagira
préférentiellement avec le nitrite pour donner le composé II. Or, les deux molécules anticancé-
reuses ne pourront pas empêcher l’oxydation de l’Amplex Red par le composé II, ni inhiber
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Figure 5.43 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine, du
melphalan et du crizotinib sur l’activité peroxydasique de la MPO. Le pourcentage d’inhibition de
l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau,
DMSO).

son signal de fluorescence. In vivo, la cladribine et le 5-fluorouracile seront en compétition
avec un grand nombre de substrats (ions halogénures, anions superoxydes,...) et ne pourront
empêcher leur oxydation par le cycle. Pour conclure l’interprétation des résultats pour ces
deux molécules, l’absence d’inhibition est également en défaveur de leur liaison au sein du site
actif et d’un effet anticatalytique, malgré les hypothèses établies grâce au docking. Dans le cas
de la cladribine, son encombrement stérique pourrait impacter sa capacité réelle d’insertion
dans le site actif.

Pour ce qui est du melphalan, son potentiel redox (913 mV) lui permet une réduction aussi
bien du composé I que du composé II. Cependant, la valeur élevée du potentiel, proche de
celle du couple enzyme native/composé II (0,97 V), montre que la molécule ne sera pas un
réducteur efficace du composé II. Cela suppose que le melphalan ne pourra pas être un agent
compétiteur efficace contre la sonde Amplex Red. Cette hypothèse se confirme par l’absence
d’inhibition de l’activité peroxydasique de la MPO, observée pour cette analyse de fluores-
cence classique, quelle que soit la concentration en melphalan utilisée. Ces résultats montrent
également que la molécule n’est pas capable de se lier efficacement au site actif de l’enzyme
afin d’empêcher la pénétration d’autres substrats (H2O2, nitrite, Amplex Red) et l’initiation
du cycle de peroxydase. Ce résultat est surprenant compte tenu de l’inhibition observée par
SIEFED sur la MPO libérée pas des PMNs activés (figure 5.36), qui suggère que la molécule
non seulement peut pénétrer le site actif mais également y former un complexe. Il semblerait
que lorsque le melphalan se trouve en présence de l’enzyme isolée, il ne diminue pas son action
oxydante. Cela pourrait être dû à la différence de temps d’incubation de la MPO en présence
de la molécule test, entre le SIEFED et l’analyse classique. En effet, lors du SIEFED, l’en-
zyme reste en présence du melphalan pendant deux heures avant le déclenchement du cycle
de l’enzyme et la mesure. Par contre, dans le cas de l’analyse classique, le temps d’incubation
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est beaucoup plus court, environ dix minutes (voir annexe E). Ce temps n’est peut-être pas
suffisant pour permettre l’insertion et la liaison de la molécule dans le site actif. Il faut aussi
garder à l’esprit que l’étude de l’action inhibitrice d’une molécule sur la MPO dégranulée peut
également être perturbée par la présence d’autres molécules ou enzymes issues également de la
dégranulation. La réalisation d’une analyse SIEFED sur l’enzyme purifiée permettra d’obtenir
des informations supplémentaires. Si ce SIEFED confirme l’action inhibitrice du melphalan,
cela montrera l’importance du temps d’incubation dans le mécanisme d’action de la molé-
cule. Par contre, si aucune inhibition n’est observée, cela indiquera l’implication d’un autre
composé, également libéré par la dégranulation, dans le processus d’inhibition du melphalan.
Cependant, ce composé et son intervention seront difficilement identifiables.

L’hydroxyurée induit une légère inhibition de l’activité oxydante de l’enzyme. Seule la
plus haute concentration provoque une diminution de 37% de cette activité. Ce résultat est
en accord avec celui obtenu par modélisation. En effet, le complexe proposé place la molé-
cule d’hydroxyurée loin de l’hème. Aucune interaction n’est alors possible avec des éléments
placés profondément dans la cavité du site actif. La formation réelle d’un complexe entre la
molécule anticancéreuse et la MPO est donc peu probable. L’hydroxyurée ne présente par
conséquent pas d’action anticatalytique et ne peut inhiber le déclenchement du cycle de per-
oxydase de l’enzyme. L’éloignement entre la molécule et le site actif peut également expliquer
l’absence probante d’action en tant que substrat réducteur. L’hydroxyurée est caractérisée
par un potentiel d’oxydoréduction (435 mV) largement inférieur à celui des composés I et II.
La molécule devrait donc pouvoir réduire efficacement les deux intermédiaires et rentrer en
compétition avec le nitrite et l’Amplex Red. Or, aucune diminution du signal de fluorescence
de l’Amplex Red n’est observée, excepté à haute concentration. Ces résultats montrent qu’un
élément empêche le transfert d’électrons entre l’hydroxyurée et le site actif, probablement la
distance trop importante entre les deux éléments. Seule une grande quantité de molécules
d’hydroxyurée en solution permet une légère interaction avec l’enzyme. Ce résultat semble en
contradiction avec ceux obtenus par l’étude de Maiocchi et al. [442]. En effet, ils ont observé
que l’hydroxyurée pouvait accélérer le déroulement du cycle de peroxydase en jouant le rôle
de substrat réducteur pour le composé II. Les résultats recueillis jusqu’à présent dans ce tra-
vail ne permettent pas de comprendre cette différence. Les mesures réalisées sur le cycle de
chloration et avec le SIEFED permettront ou non de confirmer l’absence d’interaction entre
l’hydroxyurée et la MPO.

La 6-thioguanine et le crizotinib présentent les actions inhibitrices les plus importantes.
La 6-thioguanine inhibe à 94% et 70% l’action de peroxydase pour les concentrations de 100
µM et 50 µM, respectivement. L’inhibition chute à 18% pour la concentration de 10 µM. Le
crizotinib induit quant à lui une inhibition de 87% à 100 µM. Celle-ci est réduite à 35% et
29% pour les concentrations de 50 et 10 µM, respectivement. Sur base de ces seuls résultats,
le mode d’action des deux anticancéreux en tant qu’inhibiteur du cycle de peroxydase de la
MPO ne peut être déterminé précisément. En effet, les molécules peuvent agir comme substrat
réducteur pour les composés I et II du cycle et/ou agir comme ligand et se fixer dans le site
actif. Une des seules conclusions apparaissant à ce stade est que la structure des molécules
leur permet de s’insérer dans le canal d’accès au site actif de l’enzyme et de se positionner
près de l’hème, condition indispensable pour agir comme inhibiteur. Cependant, en comparant
les potentiels redox des molécules aux potentiels des différents états redox de la MPO, une
première piste d’explication se dessine pour comprendre le mécanisme d’action.

La 6-thioguanine et le crizotinib sont caractérisés par des potentiels redox de 493 mV
et 825 mV respectivement, tous deux inférieurs à celui du couple composé II/composé I
(1,35 V). Ils peuvent donc entrer en compétition avec le nitrite et réduire le composé I en
composé II. Les potentiels des deux molécules sont également inférieurs à celui du couple
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enzyme native/composé II (0,97 V). Elles peuvent donc réduire le composé II, permettre le
retour vers la forme native de l’enzyme et par conséquent empêcher l’oxydation de la sonde
fluorescente. Le mécanisme d’inhibition des deux anticancéreux peut donc être dû à leur
propriété de substrat réducteur envers les deux composés de la MPO. Sur base des potentiels
redox, celui de la 6-thioguanine étant largement inférieur à celui du crizotinib, cette dernière
molécule apparaît comme un substrat réducteur moins efficace vis-à-vis du composé II et
comme un élément compétiteur moins efficace vis-à-vis de l’Amplex Red. Cela peut donc
expliquer l’action plus faible observée pour le crizotinib (figure 5.43).

A l’action réductrice de la 6-thioguanine et du crizotinib peut s’ajouter une action anti-
catalytique, via la formation d’un complexe avec la MPO. En effet, le docking propose des
interactions entre les deux molécules et différents éléments importants du site actif, comme
l’histidine distale par rapport à l’hème. Celle-ci est le lieu de liaison du peroxyde d’hydrogène,
phase essentielle pour le déclenchement des cycles oxydants de l’enzyme. Une étude SIEFED
sur l’enzyme isolée pourra confirmer cette hypothèse. Les premiers résultats obtenus grâce au
SIEFED réalisé sur le contenu de dégranulation de PMNs activés (5.35) sont en faveur d’une
liaison entre la MPO et la 6-thioguanine.

5.11.3 Interaction avec le cycle de chloration

Le cycle de chloration est une spécificité de la MPO qui permet de produire l’acide hypo-
chloreux par la réduction du composé I via son interaction avec les ions chlorure abondants
dans le plasma (110-141 mM [54]) (voir section 1.2.2.1). Réduire voire inhiber le cycle de chlo-
ration de l’enzyme représente une des pistes importantes pour moduler son activité oxydante.
Le pH du milieu influence fortement la prédominance du cycle de chloration sur le cycle de
peroxydase. L’affinité du composé I avec les ions chlorure augmente lorsque le pH diminue
[54]. Le milieu extracellulaire est caractérisé par un pH neutre avec une valeur comprise entre
7 et 7,5. Par contre, le phagolysosome des PMNs est caractérisé par une acidification du milieu
pouvant atteindre un pH de 4,7-6 [54, 76, 77]. De façon similaire, des lésions inflammatoires
comme des lésions athérosclérotiques [101] sont caractérisées par un pH acide.

Une analyse de fluorescence à l’aide de la sonde APF, capable de piéger l’acide hypo-
chloreux, a été réalisée afin d’évaluer l’action inhibitrice des molécules d’intérêt (voir section
2.3.3).

5.11.3.1 Milieu acide - pH 5,5

La 6-thioguanine et le crizotinib, sont capables de réduire l’activité de chloration de la
MPO de façon dose-dépendante (figure 5.44).

A pH acide, la 6-thioguanine inhibe totalement la formation du HOCl par la MPO, à ses
deux plus fortes concentrations testées de 50 et 100 µM. L’inhibition diminue légèrement à
10 µM mais reste tout de même de 88% par rapport au contrôle solvant. La 6-thioguanine
est un piégeur efficace du HOCl (figure 5.31). Par conséquent, l’inhibition observée peut être
une combinaison de son action de piégeage et de substrat pour l’enzyme. En effet, la molé-
cule peut interagir avec le composé I en entrant en compétition avec les ions chlorure. Elle
pourrait également empêcher le déclenchement du cycle de chloration en bloquant l’insertion
du peroxyde d’hydrogène via la formation d’un complexe avec le site actif. En comparant
les concentrations testées par rapport aux concentrations plasmatiques de l’ordre de 95 µM
(voir section 5.4.2), l’administration de 6-thioguanine pourrait avoir une action inhibitrice
importante sur l’activité de chloration de l’enzyme.
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Figure 5.44 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine, du
melphalan et du crizotinib sur l’activité de chloration de la MPO à pH 5,5. Le pourcentage d’inhibition
de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, consi-
déré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf
hydroxyurée, 5-fluorouracile et cladribine : N=2) et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs :
**P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau, NaOH (20 mM), DMF).

Tout comme la 6-thioguanine, le crizotinib inhibe complètement le cycle de chloration à
100 µM. Cependant, la molécule présente une action plus faible aux deux concentrations
intermédiaires de 10 et 50 µM, avec une inhibition de 25% et 82% respectivement. L’action
du crizotinib peut également être une association entre sa capacité à piéger le HOCl (figure
5.31) et à interagir avec l’enzyme, via la réduction du composé I ou une liaison à l’enzyme.
La concentration plasmatique d’équilibre est d’environ 1,5 µM (voir section 5.8.2). A cette
concentration physiologique, le crizotinib possède une action non significative.

Une troisième molécule possède également un pouvoir inhibiteur sur le cycle de chloration
de la MPO. De même que la 6-thioguanine et le crizotinib, le melphalan présente une action
dose-dépendante, allant de 32% à 80 % pour les concentrations de 10 µM à 100 µM. A la
concentration physiologique, autour de 1 µM (voir section 5.7.2), la molécule n’agit plus signi-
ficativement. Pour comprendre le mécanisme d’action du melphalan, il faut se rappeler que
celui-ci agit comme piégeur de HOCl (figure 5.31). Le melphalan pourrait également entrer
en compétition avec les ions chlorure pour interagir avec le composé I et dévier l’enzyme vers
son cycle de peroxydase. En effet, à pH basique, le potentiel redox de la molécule montre sa
capacité à réduire le composé I. Les potentiels des composés de l’enzyme ne sont pas connus
à pH acide mais une telle interaction reste plausible.

L’absence d’action inhibitrice pour la cladribine, le 5-fluorouracile et l’hydroxyurée est en
accord avec celle observée sur le cycle de peroxydase.

5.11.3.2 Milieu extracellulaire - pH 7,4

La basification du pH modifie l’interaction des ions chlorure avec le site actif de la MPO.
La capacité des molécules à inhiber le cycle de chloration varie également selon le pH [54, 584].
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En effet, leur oxydation étant favorisée lorsque le milieu se basifie [567, 569, 572, 295], leur
interaction avec l’enzyme comme substrat compétitif des ions Cl− augmente. Il est donc
important d’évaluer l’action des molécules sur le cycle de chloration à pH plus basique, 7,4,
se rapprochant du milieu extracellulaire, là où la MPO peut être libérée (figure 5.45).

Figure 5.45 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine, du
melphalan et du crizotinib sur l’activité de chloration de la MPO à pH 7,4. Le pourcentage d’inhibition
de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, consi-
déré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 (sauf
hydroxyurée, 5-fluorouracile et cladribine : N=2) et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs :
**P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (eau, NaOH (20 mM), éthanol, DMF).

Comme attendu, l’action inhibitrice de la 6-thioguanine augmente dans un milieu de pH
7,4. Aux concentrations de 1 µM et 10 µM, l’inhibition de l’activité de chloration de la MPO
atteint 61% et 89% respectivement. Par conséquent, la molécule peut être considérée comme
un inhibiteur du cycle de chloration, même à concentration physiologique. Comme pour la
mesure réalisée à pH acide, il est difficile d’établir le mécanisme d’action exact de la molécule.
En effet, celle-ci peut clairement impacter l’activité de l’enzyme (figure 5.43) mais elle peut
également agir comme piégeur très efficace du HOCl (figure 5.31). On peut donc supposer que
le mécanisme est en réalité une combinaison de ces deux modes d’action.

Pour le melphalan et le crizotinib, il est moins aisé de conclure à une augmentation de
leur action en relation avec l’augmentation du pH du milieu. En effet, leur solvant, le DMF,
réduit fortement l’oxydation de la sonde fluorescente, l’APF, à pH 7,4. Une diminution du
signal de 43% est observée par rapport au contrôle. Cet effet a déjà été observé et discuté
dans le chapitre 4 consacré le propofol. Cependant, on peut conclure que les deux compo-
sés continuent d’inhiber le cycle de chloration de la MPO, partiellement via le piégeage du
HOCl mais également en interagissant potentiellement avec le composé I et en empêchant
l’oxydation des ions chlorure. En effet, tout comme la 6-thioguanine, les deux molécules sont
caractérisées par un potentiel redox inférieur à celui du couple HOCl/Cl− (1,08 V à pH 7 [52]).

Quel que soit le pH, la cladribine n’influence pas l’activité de chloration. Cependant,
l’hydroxyurée et le 5-fluorouracile augmentent de façon significative le signal de fluorescence
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de l’APF. Cette augmentation est-elle due à une stimulation de la production de HOCl par
la MPO? Ce résultat est surprenant, en particulier pour l’hydroxyurée qui a montré une
capacité à piéger les molécules de HOCl à pH 7,4 (figure 5.31). La concentration plasmatique
de l’hydroxyurée peut atteindre 100 µM et pourrait potentiellement avoir un effet stimulateur
de l’action de chloration de la MPO dans le milieu extracellulaire. Pour le 5-fluorouracile,
l’augmentation du signal de fluorescence de l’APF a déjà été observé lors de l’étude de l’action
de piégeage de la molécule sur le HOCl (figure 5.31). Par conséquent, cette augmentation n’est
pas liée à l’enzyme. La cladribine et le 5-fluorouracile sont caractérisés par des potentiels redox
supérieurs à celui du couple HOCl/Cl− (1,08 V à pH 7 [52]). Par conséquent, le composé I de la
MPO interagira préférentiellement avec les ions chlorure. Les deux molécules anticancéreuses
ne peuvent pas être compétitives par rapport aux ions chlorures et empêcher la formation du
HOCl.

5.11.4 SIEFED

Afin de compléter l’étude de l’interaction entre les anticancéreux et la MPO, il est impor-
tant d’investiguer leur capacité à s’insérer dans le site actif de l’enzyme et surtout à s’y lier.
Les molécules d’intérêt peuvent-elles former un complexe avec l’enzyme en constituant des liai-
sons avec différents éléments (acides aminés, hème, noyau de fer) du site actif ? Peuvent-elles
de ce fait bloquer l’accès au site, jouant ainsi le rôle d’élément anticatalytique ? Peuvent-elles
s’approcher suffisamment de l’hème pour permettre les échanges d’électrons et agir comme
substrat réducteur dans les cycles de peroxydase et de chloration ? En association avec le
docking, le SIEFED permet d’obtenir des réponses et des précisions sur le mode d’action des
molécules. Il permet d’évaluer la capacité de liaison des molécules d’intérêt au site actif de la
MPO, grâce à une étape de lavage (voir section 2.3.4). En effet, seuls les composés capables de
se lier dans la cavité (aux acides aminés, au noyau de fer ou à la structure hémique) peuvent
empêcher l’accès des substrats au site actif (H2O2, nitrite et Amplex Red) et inhiber par
conséquent l’oxydation de la sonde fluorescente Amplex Red.

La figure 5.46 montre l’impact des molécules anticancéreuses sur l’activité oxydante de
la MPO. Le crizotinib est la seule à présenter une action inhibitrice significative aux quatre
concentrations testées. L’inhibition de l’activité de peroxydase de l’enzyme varie de 54% à 1
µM à 84% à 100 µM. Le SIEFED montre clairement que le crizotinib est capable de s’insérer
dans le site actif de l’enzyme et d’y former des liaisons résistantes à l’étape de lavage. La
présence de la molécule dans le site peut empêcher, ou du moins ralentir, l’insertion d’autres
substrats comme le peroxyde d’hydrogène et peut donc inhiber le déclenchement des cycles
oxydants de l’enzyme en empêchant la formation du composé I. Ce résultat est en accord
avec les solutions fournies par le programme de docking. En effet, les complexes proposés
permettent la formation de ponts hydrogène avec différents éléments importants du site actif,
comme l’histidine distale 95 ou la porphyrine.

L’inhibition plus importante observée en SIEFED par rapport à l’analyse classique (figure
5.43) montre que le principal mécanisme d’inhibition du crizotinib envers la MPO est dû à
son action anticatalytique. En effet, lors de l’analyse classique, le mécanisme mis en avant
est l’inhibition stochiométrique en tant que substrat réducteur dans le cycle de peroxydase.
Les résultats obtenus en analyse classique, associés à la voltammétrie, montrent clairement
la capacité de la molécule à agir comme substrat réducteur. L’augmentation du temps d’in-
cubation caractéristique du SIEFED par rapport à l’analyse de fluorescence classique permet
l’interaction et l’établissement de liaisons entre le crizotinib et la MPO, augmentant de ce fait
son action inhibitrice.
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Figure 5.46 – Action de l’hydroxyurée, de la 6-thioguanine, du 5-fluorouracile, de la cladribine, du
melphalan et du crizotinib sur l’activité oxydante de la MPO, mesurée par SIEFED. Le pourcentage
d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle
solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type
(N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au
contrôle solvant (eau, DMSO).

Un test ELISA a également été réalisé (figure 5.47). Il montre que le crizotinib n’empêche
pas la liaison de la MPO aux anticorps se trouvant dans le fond des puits de la plaque utilisée
pour le SIEFED. Par conséquent, l’inhibition du signal de fluorescence de la sonde Amplex
Red observée est due uniquement à la diminution de l’activité oxydante de l’enzyme.

Le melphalan ne montre aucune inhibition de l’activité peroxydasique de la MPO via le
SIEFED (figure 5.46). La molécule n’est donc pas capable de se lier efficacement au site actif
de l’enzyme, ce qui est en contradiction avec les résultats obtenus sur la MPO dégranulée par
des PMNs activés (fgure 5.35). Cela indique que l’implication d’un autre composé également
libéré lors de la dégranulation est nécessaire pour permettre au melphalan de réduire l’activité
de l’enzyme.

La 6-thioguanine perd presque entièrement son action inhibitrice en SIEFED. Seule une
inhibition de 21% est conservée à la plus forte concentration de 100 µM et de 11% à 50 µM.
Cela révèle que la molécule n’est pas capable de se lier (ou du moins pas efficacement) au site
actif de l’enzyme. L’étape de lavage élimine presque entièrement les molécules de la solution.
Sur base de ce résultat, on peut conclure que le mode d’action de la 6-thioguanine est celui
de substrat réducteur avec les composés redox (composés I et II) des cycles de l’enzyme.

Tout comme pour le melphalan, l’absence d’inhibition observée en SIEFED pour la 6-
thioguanine est surprenante. En effet, le SIEFED réalisé sur la MPO dégranulée montre une
inhibition de l’activité de la MPO. Une autre molécule interviendrait-elle également comme
pour le melphalan ? Une seconde hypothèse peut cependant être émise. En effet, lors de
l’activation des PMNs, la dégranulation s’accompagne aussi de l’activation de la flambée
respiratoire [585] et donc de la production d’anions superoxydes, qui donnent du peroxyde
d’hydrogène. Par conséquent, la MPO libérée par les cellules est activée et déclenche son
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Figure 5.47 – Action de la 6-thioguanine et du crizotinib sur l’activité peroxydasique de la MPO,
mesurée par ELISA. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque
composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées
sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=6).

cycle de peroxydase. La 6-thioguanine, qui est en solution, peut dès lors être oxydée. L’état
radicalaire de la molécule pourrait dans ce cas interagir avec l’enzyme et se lier, comme cela
se produit avec les thioxanthines [163, 164]. Cette hypothèse doit être vérifiée.

Enfin, l’hydroxyurée perd aussi totalement son action inhibitrice en SIEFED. Par consé-
quent, tout comme la 6-thioguanine, la faible action observée en analyse classique (figure 5.43)
provient uniquement de sa capacité à réduire les composés redox de l’enzyme.

5.11.5 Etude complémentaire de l’action inhibitrice de la 6-thioguanine

Les résultats obtenus laissent apparaître que la 6-thioguanine est capable d’agir comme
inhibiteur efficace des actions de chloration et de peroxydase de la MPO. Initialement, le choix
d’étudier l’action de la 6-thioguanine était partiellement motivé par la similarité entre la struc-
ture de la molécule et celle d’inhibiteurs connus de la MPO, les thioxanthines [163, 164]. En
effet, les deux molécules sont composées d’un cycle aromatique sur lequel est attaché un atome
de soufre. Ce dernier est essentiel au mécanisme d’inhibition irréversible des thioxanthines sur
la MPO. Ces molécules agissent comme substrat réducteur avec le composé I de l’enzyme.
Ensuite, étant passées à l’état radicalaire (principalement localisé sur le soufre [163]), les mo-
lécules forment une liaison covalente avec le groupement méthyle du cycle pyrrole D de la
porphyrine (figure 5.48). Cette liaison modifie la configuration du site actif de l’enzyme et
bloque de ce fait son activité de façon irréversible.
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Figure 5.48 – Proposition de mécanismes d’interaction entre une thioxantine (3-[(4-
fluorophenyl)methyl]-2-thioxo-7H-purin-6-one) et le site actif de la MPO. Schéma original de Tidén
et al.[163].

Le potentiel d’oxydoréduction estimé de la 6-thioguanine indique que la molécule est ca-
pable de réduire les composés I et II de la MPO. La voltammétrie, l’analyse de fluorescence
classique et le docking indiquent clairement que la molécule est capable de s’insérer dans la
cavité du site actif et d’y céder un électron. En passant à l’état radicalaire, elle pourrait alors
interagir de façon similaire aux thioxanthines à l’aide de son atome de soufre. Par conséquent,
il se pourrait que sa forte capacité inhibitrice observée, que ce soit sur le cycle de peroxydase
ou celui de chloration, soit en rapport avec sa liaison irréversible au site actif, à la suite de
son oxydation par le composé I. Cette hypothèse doit être creusée.

Le SIEFED montre l’incapacité de la molécule à se lier au site, ou du moins, à former
des liaisons suffisamment fortes pour résister à l’étape de lavage, ce qui serait le cas pour une
liaison covalente. Cependant, il faut se souvenir que cette étape de lavage est réalisée avant le
déclenchement du cycle de peroxydase de la MPO et donc avant que la 6-thioguanine puisse
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être oxydée par le composé I et passer à l’état radicalaire. Par conséquent, étant dans sa
forme native, elle n’a pas la possibilité de former une liaison covalente avec la porphyrine et
les seules interactions possibles (ponts hydrogène, empilement π-π) ne résistent pas à l’étape
de lavage. Il est donc nécessaire de déclencher le cycle de peroxydase de l’enzyme avant cette
étape afin de permettre le passage de la 6-thioguanine à son état radicalaire. Pour cela, un
SIEFED modifié a été réalisé (voir annexe D). Dans ce cas, une première activation du cycle
de peroxydase est déclenchée en ajoutant du peroxyde d’hydrogène suite à la première phase
d’incubation de 2h. Après une seconde incubation de trente minutes, les puits sont lavés afin
de supprimer les molécules d’intérêt non fixées à la MPO. Ensuite, le cycle de l’enzyme est
activé une nouvelle fois, en présence de la sonde fluorescente Amplex Red.

La figure 5.49 compare les résultats de l’étude sur la capacité de liaison de la 6-thioguanine
au site actif de l’enzyme obtenus par SIEFED classique (couleur pleine) et par SIEFED modifié
(couleur quadrillée). Suite à la première activation du cycle de peroxydase de la MPO, via
l’ajout de peroxyde d’hydrogène avant l’étape de lavage, l’activité finale de l’enzyme a diminué
par rapport au contrôle réalisé en SIEFED classique. En effet, une chute de 57% est observée.
Celle-ci peut s’expliquer par l’effet inhibiteur du peroxyde d’hydrogène. Lors de l’incubation
de trente minutes entre le premier ajout d’H2O2 et le lavage, l’H2O2, qui présente un excès
supérieur à 1000 par rapport à l’enzyme, peut commencer à l’inhiber en permettant le passage
du composé II en composé III (voir section 1.2.2.2). Ce dernier peut conduire à la destruction
de l’hème et par conséquent à l’inactivation de la protéine [62]. Le contrôle solvant montre
que le DMSO n’induit pas d’augmentation de l’inhibition par rapport au contrôle.

Figure 5.49 – Action de la 6-thioguanine, de la quercétine (100 µM) et de la morphine (100 µM)
sur l’activité oxydante de la MPO, mesurée par SIEFED classique (couleur pleine) et par SIEFED
modifié avec une première activation du cycle de peroxydase avant le lavage (couleur quadrillée). Le
pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à
son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne
± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par
rapport au contrôle solvant (DMSO, eau).
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Dans le cas du SIEFED classique, seules les plus fortes concentrations (100 µM et 50 µM)
en 6-thioguanine induisent une inhibition de l’activité de la MPO suite à une liaison au site
actif de l’enzyme. Dans le cas du SIEFED modifié, une augmentation nette de l’inhibition
est observée. L’activité oxydante de la MPO est inhibée à 91% à 100 µM. Une inhibition
de 84% est conservée à 50 µM et chute à 54% et à 12% aux concentrations de 10 et 1 µM,
respectivement.

Deux molécules de référence ont également été testées grâce au SIEFED modifié, afin de
s’assurer que les résultats obtenus pour la 6-thioguanine ne soient pas dus à divers artéfacts
ou à l’inactivation de l’enzyme par le peroxyde d’hydrogène. La première molécule testée est
la quercétine. Ce polyphénol est un inhibiteur connu de la MPO [150]. Différentes études ont
rapporté sa capacité à se lier au site actif de l’enzyme [151] et à montrer une action inhibi-
trice à une concentration de 100 µM en SIEFED classique [261]. Avec le SIEFED modifié, la
molécule conserve une inhibition similaire à celle observée en SIEFED classique. La seconde
molécule testée est la morphine. Dans la section 3.7.4 de ce travail, les résultats ont indiqué
que la molécule est incapable de se lier efficacement, à 100 µM, au site actif de l’enzyme.
En SIEFED modifié, aucun accroissement de son activité inhibitrice n’est observée. Cela dé-
montre que malgré son oxydation lors de la première phase d’activation, sa capacité de liaison
n’a pas augmenté et que la molécule est toujours éliminée lors du lavage.

Ces résultats laissent apparaître que la première activation de l’action oxydante de la MPO
avant le lavage, et par conséquent l’oxydation de la 6-thioguanine, augmente sa capacité à se
lier de façon efficace à l’enzyme. En effet, dans cette situation, les liaisons formées peuvent
résister à l’étape de lavage. Par conséquent, la présence de la molécule au sein du site actif
permet d’inhiber l’oxydation de la sonde fluorescente, l’Amplex Red. La formation d’une liai-
son covalente entre la 6-thioguanine et l’hème du site actif ne peut être confirmée sur base de
ces seules constatations, mais on peut conclure que l’oxydation de la molécule augmente son
interaction et sa liaison avec l’enzyme. Par conséquent, ces résultats plaident en faveur d’une
potentielle action inhibitrice irréversible de la 6-thioguanine.

Afin d’obtenir d’autres éléments étayant notre hypothèse, une étude de l’interaction entre
la 6-thioguanine et la MPO a été réalisée en spectroscopie d’absorption UV-visible (figure
5.50). Le spectre d’absorption de l’enzyme native présente un maximum à 429 nm (pic de
Soret) ainsi qu’une bande Q à 570 nm (voir annexe E).

Après l’ajout de 6-thioguanine, l’interaction de la molécule avec l’enzyme induit un dé-
calage spectral de 4 nm de la bande de Soret avec une diminution de l’amplitude du pic.
L’amplitude de la bande à 570 nm diminue par rapport à l’enzyme native et une nette aug-
mentation du pic à 626 nm est observée. L’interaction de la 6-thioguanine ne provoque pas de
redshift important de la bande de Soret. Cela montre que la molécule n’interagit pas comme
ligand fort avec le noyau de fer au centre de la porphyrine. En effet, des ligands forts comme les
cyanides induisent des décalages plus importants de l’ordre de 20 nm [586]. La complexation
entre ces molécules et l’enzyme provoque le passage de son noyau de fer de l’état high spin
à un état low spin. Ce qui n’est pas le cas avec la 6-thioguanine. Cela a été confirmé grâce
à la spectroscopie RPE basse température (figure 5.51). En effet, l’ajout de 6-thioguanine
ne provoque aucun changement du spectre caractéristique high spin de la MPO native (voir
annexes E et F). Aucun pic associé à un état low spin n’est observé.
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Figure 5.50 – Spectres d’absorption UV-visible de la MPO (0,56 µM) en absence et en présence de
6-thioguanine en excès 40x (22,5 µM). La 6-thioguanine est ajoutée à la solution de MPO. Après une
incubation de 15 minutes, du peroxyde d’hydrogène est ajouté (28 µM) pour déclencher le cycle de
peroxydase.

Figure 5.51 – Spectre RPE de la MPO native (60 µM) en présence de 6-thioguanine en excès 10x
(600 µM) dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10 K. Le spectre de l’enzyme native présente
un signal high spin (gz=6,87, gy=5,05 et gx=1,95).
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Par contre, l’induction d’un léger décalage du pic de Soret a déjà été observé en spec-
troscopie d’absorption suite à l’interaction d’un ligand faible ou intermédiaire, comme l’acide
salicylhydroxamique [587] ou l’oxyde nitrique [588]. En effet, ces molécules peuvent se posi-
tionner dans le site actif de la MPO afin de former un complexe réversible avec le noyau de fer
Fe(III) hexacoordonné. Les résultats obtenus pour la 6-thioguanine grâce à la spectroscopie
sont en accord avec ceux acquis grâce au docking et au SIEFED. La molécule peut s’insérer
dans le site actif, se positionner au-dessus de l’hème et former un complexe avec le fer Fe(III).
Ce complexe est réversible et la molécule de 6-thioguanine peut être éliminée du site actif,
comme observé avec le lavage du SIEFED.

Ensuite, après une incubation de 15 minutes, du peroxyde d’hydrogène est ajouté au mé-
lange réactionnel MPO-6-thioguanine afin de déclencher le cycle de peroxydase et l’oxydation
de la molécule anticancéreuse. Après l’ajout du H2O2, le spectre d’absorption se modifie pour
donner un spectre stable avec un pic de Soret positionné à 441 nm. Ce spectre est obtenu
après une incubation de 10 minutes et reste stable dans le temps. Il ne correspond à aucun
composé connu de l’enzyme (composé I 430 nm, composé II 456 nm et composé III 450 nm).
Tout comme pour les thioxanthines, la liaison de la 6-thioguanine provoque la formation d’un
nouveau composé. En effet, en fonction de la structure des molécules de thioxanthine, le dé-
calage bathochrome du pic de Soret varie mais l’augmentation du pic entre 620 à 630 nm
apparaît toujours [163].

Le décalage du pic de Soret vers les plus grandes longueurs d’onde peut se comprendre.
En effet, la MPO est caractérisée par un maximum du pic de Soret présentant une valeur
plus élevée que celui d’autres peroxydases (peroxydase de raifort : 402 nm [440], lactoperoxy-
dase : 412 nm [589], éosinophile peroxydase : 415 nm [590]). Dans le site actif de la MPO, la
contrainte sur l’hème imposée par les liaisons entre la porphyrine et le reste de l’enzyme est
plus importante que dans les autres peroxydases. Dans le cas de la MPO, la porphyrine est
liée via trois liaisons covalentes : deux liaisons ester, communes pour toutes les peroxydases, et
une liaison sulfonium, unique pour la MPO (voir section 1.2.1). Cette liaison supplémentaire
augmente la contrainte sur la porphyrine, provoquant sa courbure [375]. Une liaison covalente
supplémentaire sur l’hème, via la 6-thioguanine ou une thioxanthine, peut impacter la cour-
bure de l’hème et donc la position du pic de Soret.

Parallèlement à l’étude de la modification du spectre d’absorption de la MPO, l’évolution
du spectre de la 6-thioguanine, présentant un maximum d’absorption à 341 nm, a été investi-
guée (figure 5.52). Après l’ajout du peroxyde d’hydrogène à la solution MPO-6-thioguanine,
l’amplitude du pic décroît au cours du temps. Cette diminution montre la transformation de
la molécule. Kraske et al. [559], parallèlement à l’étude voltammétrique de la 6-thioguanine,
ont étudié l’impact de l’oxydation de la molécule sur son spectre d’absorption. Ils ont mon-
tré que lorsque la molécule est oxydée via son atome de soufre, l’amplitude de son spectre
d’absorption diminue. L’effet comparable observé à la figure 5.52 montre l’oxydation de la
6-thioguanine par le cycle de peroxydase de la MPO.

Les résultats présentés ici suggèrent la capacité de la 6-thioguanine à se lier de façon cova-
lente à l’enzyme mais ne le prouvent pas. Pour obtenir la confirmation de la modification de la
structure hémique de la MPO, une étude de l’hème après interaction avec la 6-thioguanine par
chromatographie liquide couplée à la spectroscopie de masse a été envisagée en collaboration
avec le laboratoire du GIGA Proteomics de l’Université de Liège. Malheureusement, le temps
imparti pour la finalisation de ce manuscrit n’a pas permis de pouvoir inclure les résultats.
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Figure 5.52 – Spectres d’absorption UV-visible de la 6-thioguanine (22,5 µM) en présence de MPO
(0,56 µM). La 6-thioguanine est ajoutée à la solution de MPO. Après une incubation de 15 minutes,
du peroxyde d’hydrogène est ajouté (28 µM) pour déclencher le cycle de peroxydase.

5.11.6 Bilan de l’action des molécules anticancéreuses sur la
myéloperoxydase

Les six molécules anticancéreuses étudiées présentent des actions inhibitrices variées sur
l’activité oxydante de la myéloperoxydase. La cladribine et le 5-fluorouracile ne sont pas des
inhibiteurs de l’enzyme, que ce soit par rapport à son cycle de peroxydase ou de chloration.
Les deux molécules n’agissent ni en tant que substrat réducteur pour les composés redox de
l’enzyme, ni en tant qu’agent anticatalytique bloquant le site actif de l’enzyme. Les deux
molécules sont caractérisées par des potentiels redox élevés à pH 7,4. Elles peuvent donc
théoriquement réduire le composé I mais pas le composé II. Par conséquent, in vivo, elles ne
pourront pas inhiber l’oxydation de substrats pour le cycle de peroxydase. En ce qui concerne
la chloration, les deux molécules ne peuvent pas entrer en compétition avec les ions chlorure
et donc empêcher leur oxydation par le composé I. L’analyse SIEFED montre également l’in-
capacité des deux composés à former des liaisons au sein du site actif de l’enzyme. L’ensemble
de ces résultats met en doute la capacité de la cladribine et du 5-fluorouracile à s’insérer dans
la cavité du site actif de la MPO.

En ce qui concerne le melphalan, le potentiel d’oxydoréduction de la molécule peut lui
permettre de réduire aussi bien le composé I que le composé II. Cependant, aucune inhibition
du cycle de peroxydase n’est observée avec l’analyse classique. Par contre, le melphalan peut
réduire l’impact oxydant du cycle de chloration de la MPO. L’ensemble de ces résultats, asso-
ciés à ceux du SIEFED montrant que la molécule n’est pas capable de former avec l’enzyme
un complexe résistant à l’étape de lavage, suggèrent que la molécule est capable de réduire
le composé I. De ce fait, elle peut entrer en compétition avec les ions chlorure et inhiber la
formation de HOCl. Cette action s’ajoute à la capacité de la molécule à piéger le ROS. Par
contre, la valeur élevée du potentiel redox du melphalan n’en fait pas un substrat efficace pour
le composé II. C’est pourquoi la molécule ne peut empêcher l’oxydation de la sonde Amplex
Red lors de l’analyse classique.
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L’hydroxyurée est un faible inhibiteur de l’activité oxydante de la MPO. Seules de fortes
concentrations (100 µM) sont capables de limiter légèrement cette activité. Ce résultat est en
accord avec celui acquis par modélisation de l’insertion de la molécule dans le site actif. En
effet, une seule solution plaçant la molécule dans le canal d’accès au site, loin de l’hème est
obtenue. Cela explique qu’elle ne peut empêcher l’insertion et la liaison du peroxyde d’hy-
drogène et ainsi inhiber le déclenchement des cycles de chloration et de peroxydase. Enfin, la
molécule ne se trouve pas suffisamment près de l’hème pour céder des électrons aux composés
I et II et empêcher la formation de HOCl ou de divers radicaux.

Le crizotinib quant à lui est un inhibiteur efficace aussi bien de l’activité de peroxydase
que de chloration de la MPO. Il empêche notamment la formation de HOCl, aussi bien à
pH acide que basique. Le SIEFED, associé au docking, montre également que la molécule est
capable de se lier au site actif de l’enzyme. L’ensemble de ces résultats sont en faveur d’une
action principale d’inhibition anticatalytique. En effet, grâce à son insertion dans la cavité du
site actif de la MPO et à la formation d’un complexe, le crizotinib peut empêcher, ou en tout
cas ralentir, l’insertion d’autres substrats comme le peroxyde d’hydrogène et donc inhiber le
déclenchement des cycles de l’enzyme en limitant la formation du composé I. Si la présence
et l’encombrement stérique de la molécule dans la cavité n’inhibent pas totalement l’activité
de la MPO, un second mécanisme de réduction des composés redox de l’enzyme peut venir
s’ajouter. En effet, sur base du potentiel redox obtenu dans ce travail, la molécule peut réduire
les composés I et II. Néanmoins, ce potentiel étant seulement légèrement inférieur à celui du
composé II, le crizotinib peut être capable de ralentir le retour du composé II vers l’enzyme
native et donc le déroulement du cycle entier. Cette hypothèse est à vérifier par une étude de
la cinétique de réaction entre le crizotinib et la MPO.

Enfin, la 6-thioguanine est également un inhibiteur intéressant de la myéloperoxydase.
En effet, la molécule peut, comme le crizotinib, inhiber efficacement le cycle de chloration
et celui de peroxydase. Cependant, contrairement au crizotinib, elle ne peut se lier au site
actif de l’enzyme et former un complexe capable de résister à l’étape de lavage du SIEFED.
Par conséquent, une première conclusion va dans le sens d’une action inhibitrice en tant que
substrat réducteur dans les cycles redox de l’enzyme. La 6-thioguanine peut s’insérer dans la
cavité hémique et s’approcher suffisamment près de l’hème pour permettre l’échange d’élec-
trons avec les composés I et II. Cependant, la similitude entre la structure de la 6-thioguanine
et celle des thioxanthines (principalement la présence dans les deux types de composés d’un
atome de soufre) laissent supposer que la 6-thioguanine puisse, comme les thioxanthines, agir
comme inhibiteur irréversible de l’enzyme. En effet, suite à son oxydation, l’état radicalaire
de la 6-thioguanine pourrait former une liaison covalente avec la structure porphyrique de
l’hème. Une telle modification permanente de la structure du site actif de l’enzyme provoque-
rait une inhibition de son activité. Des analyses complémentaires (spectroscopie d’absorption
et SIEFED modifié) renforcent cette hypothèse. L’oxydation de la 6-thioguanine augmente
son action inhibitrice envers la MPO. De plus, l’interaction entre l’enzyme, la 6-thioguanine
et le peroxyde d’hydrogène provoque la modification permanente du spectre d’absorption de
l’enzyme, qui n’est caractéristique d’aucun de ses intermédiaires connus. Cette modification,
semblable à celle induite par les thioxanthines, peut être associée à une liaison covalente entre
la 6-thioguanine et l’hème. Cependant, ces résultats ne sont que des preuves indirectes. En
effet, seule la détermination de la structure du potentiel complexe irréversible entre la MPO
et la 6-thioguanine grâce à la co-cristallisation permettrait de prouver la liaison réelle entre
l’anticancéreux et l’enzyme. Le temps nécessaire ainsi que le coût de l’enzyme ont constitué
des freins qui n’ont pas permis sa réalisation dans le cadre de ce travail.
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5.12 Conclusion

Le développement de tumeurs cancéreuses est étroitement lié au phénomène inflamma-
toire. Le stress oxydant induit par un état inflammatoire perdurant dans le temps augmente
le risque d’apparition de mutations cellulaires. D’autre part, le micro-environnement des cel-
lules cancéreuses, ainsi que la libération par celles-ci de médiateurs chimiques, sont propices
au recrutement de cellules du système immunitaire (lymphocytes, macrophages, PMNs), dont
la stimulation provoque des conditions favorables à la migration des cellules cancéreuses dans
le reste de l’organisme et au développement de métastases. Cependant, dans certaines condi-
tions, l’inflammation peut également représenter un mécanisme de défense contre l’invasion
des tissus par les cellules cancéreuses. C’est pourquoi deux stratégies antagonistes coexistent
dans le traitement du cancer, la stimulation du système immunitaire, notamment via l’immu-
nothérapie, et l’inhibition du système immunitaire.

Le traitement des pathologies inflammatoires chroniques représente une première stra-
tégie préventive contre le développement de cancers. D’autre part, des études s’intéressent
à l’effet synergique qu’offre la prise d’anti-inflammatoires parallèlement à un traitement de
chimiothérapie. De nombreuses molécules, comme les anti-inflammatoires non stéroïdiens, les
polyphénols,..., montrent aussi différentes propriétés antitumorales. Il serait également inté-
ressant d’inverser le raisonnement et d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires de molécules
anticancéreuses. Dans le cadre de cette étude, six d’entre elles ont été choisies : l’hydroxyurée,
la 6-thioguanine, le melphalan, le crizotinib, la cladribine et le 5-fluorouracile. Elles ont été
analysées pour leur action possiblement antioxydante et immunomodulatrice sur les PMNs et
la myéloperoxydase.

La 6-thioguanine et le crizotinib ont montré une capacité significative de piégeage de
radicaux. Ces molécules présentent toutes les deux une capacité antioxydante importante
grâce, notamment, à leur habileté à piéger l’anion superoxyde ainsi que l’acide hypochloreux.
Le crizotinib capture également de façon très efficace l’oxygène singulet, ce qui n’est pas le
cas de la 6-thioguanine.

Grâce à sa capacité à piéger l’anion superoxyde, la 6-thioguanine peut, à des concentra-
tions comparables à celles physiologiques, mesurées dans le sang de patient, diminuer de façon
significative l’impact oxydant de la flambée respiratoire de PMNs activés. En effet, en rédui-
sant cette espèce réactive de l’oxygène, la molécule peut empêcher la formation d’autres ROS
telles que le peroxyde d’hydrogène. La 6-thioguanine peut inhiber directement la formation
de l’anion superoxyde par les cellules lorsque le temps d’incubation est suffisamment long.
Cette inhibition, n’étant pas associée à l’induction de la mort cellulaire, elle doit être liée
à une interaction avec le complexe NADPH oxydase. La molécule intervient-elle au niveau
des sous-unités cytosoliques ou membranaires ? Empêche-t-elle le processus de migration des
sous-unités, la formation du complexe, ou alors agit-elle au niveau de l’échange d’électrons né-
cessaire à la réduction de l’oxygène en anion superoxyde ? Enfin, l’entrée de la 6-thioguanine
dans les cellules induit sa métabolisation et donc la production de ses formes nucléotides.
Celles-ci sont-elles reliées au mécanisme d’inhibition ? Des études complémentaires seront né-
cessaires pour obtenir des éléments de réponse.

La 6-thioguanine ne perturbe pas la dégranulation de la myéloperoxydase par les PMNs.
Cependant, aux concentrations plasmatiques, elle représente un inhibiteur très efficace de l’ac-
tivité oxydante de l’enzyme, aussi bien du cycle de chloration que de peroxydase. L’ensemble
des résultats obtenus vont dans le sens d’un mode d’action en tant que substrat réducteur des
composés redox de l’enzyme. La molécule est capable de s’insérer dans la cavité et de s’ap-
procher suffisamment près du site actif pour permettre l’échange d’électrons. Des premiers
éléments de preuve suggèrent la capacité de liaison de la 6-thioguanine dans le site. En effet,
la molécule pourrait présenter un mode d’action irréversible semblable à celui des thioxan-
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thines. La présence d’un atome de soufre, lorsque la molécule est passée à l’état radicalaire
(oxydée par les cycles de l’enzyme) permet la formation d’une liaison covalente avec la struc-
ture porphyrique. Cette hypothèse doit cependant toujours être confirmée. La détermination
de la structure du complexe MPO-6-thioguanine par co-cristallisation semble le moyen le plus
approprié pour cela.

La 6-thioguanine est utilisée comme traitement des pathologies inflammatoires chroniques
de l’intestin. Jusqu’à présent, on supposait que la métabolisation de la molécule était in-
dispensable à son action immunosuppressive. En effet, les formes nucléotides de la molécule
induisent l’apoptose des lymphocytes. Cependant, les résultats de cette étude indiquent que
d’autres mécanismes antioxydants et immunomodulateurs sont également à considérer. La
6-thioguanine extracellulaire native peut piéger une série d’espèces oxydantes (radicaux et
ROS) mais également inhiber efficacement et de façon potentiellement irréversible l’activité
de la MPO.

A haute concentration, le crizotinib est cytotoxique pour les PMNs. Il inhibe de ce fait la
flambée respiratoire et la production d’anions superoxydes. A des concentrations plus faibles,
s’approchant de celles atteintes dans le sang de patients, le crizotinib réduit l’impact oxydant
des PMNs en agissant comme piégeur de l’anion superoxyde et en empêchant la production
d’autres ROS. L’induction de la mort cellulaire provoque la libération du contenu enzymatique
des granules cytosoliques dans le milieu extracellulaire. Cet effet peut être considéré comme
une stimulation de la dégranulation de la MPO. Par conséquent, bien que la molécule soit un
inhibiteur très efficace des cycles de chloration et de peroxydase de l’enzyme en agissant prin-
cipalement comme agent anticatalytique, cette inhibition sera probablement contrebalancée
in vivo par la forte libération de l’enzyme. L’analyse SIEFED réalisée sur la MPO dégranulée
par les PMNs activés confirme cette hypothèse. A une concentration physiologique, aucune in-
hibition significative n’est observée. Cependant, la molécule pourrait malgré tout agir comme
piégeur de radicaux et de ROS.

Le melphalan agit comme piégeur de l’oxygène singulet et de l’acide hypochloreux. Cepen-
dant, il ne piège pas l’anion superoxyde et n’inhibe par sa production par des PMNs activés.
De même, la molécule ne peut pas empêcher leur phénomène de dégranulation et donc la
libération de MPO. Les résultats obtenus suite aux différentes analyses effectuées vont dans le
sens de potentielles interactions et inhibitions du cycle de chloration de l’enzyme, à pH acide
et basique. Cependant, les informations récoltées grâce au SIEFED réalisé sur la MPO dégra-
nulée sont surprenantes car elles suggèrent une insertion et une liaison du melphalan dans le
site actif de l’enzyme, en contradiction avec les autres résultats. Dans des conditions proches
de l’in vivo, c’est-à-dire avec la présence de l’ensemble du contenu des granules cytosoliques
des PMNs, il semblerait qu’un ou plusieurs autres intermédiaires puissent intervenir et per-
mettre l’inhibition de l’activité de la MPO. Des recherches supplémentaires sont nécessaires
pour comprendre le mécanisme d’action et évaluer un réel impact positif du melphalan en
tant qu’inhibiteur de la MPO.

L’hydroxyurée peut agir en tant que piégeur de radicaux libres et du HOCl. La molécule est
capable de réduire légèrement l’activité de peroxydase de l’enzyme uniquement à une concen-
tration de l’ordre de 100 µM, concentration pouvant être atteinte dans le plasma d’un patient.

Enfin, la cladribine ainsi que le 5-fluorouracile ne modulent pas l’activité oxydante des
PMNs, que ce soit en piégeant les ROS produits par ceux-ci ou en inhibant la myéloperoxydase
qu’ils libèrent.







Chapitre 6

Statines

Les statines appartiennent à la famille des hypolipidémiants. Ce sont des inhibiteurs de
l’hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A réductase (HMG-CoA réductase), une oxydoréductase
essentielle au processus de synthèse du cholestérol au niveau des hépatocytes. Les statines
sont utilisées pour réduire le taux de cholestérol plasmatique, plus précisément le cholestérol
LDL (Low-Density-Lipoprotein). Elles se lient au site actif de l’enzyme, modifient sa confor-
mation et empêchent l’accès du substrat naturel (le HMG-CoA) ainsi que sa transformation
en acide mévalonique, précurseur du cholestérol [591, 592]. Elles permettent, par conséquent,
de réduire le risque de maladies cardio-vasculaires liées à l’accumulation de cholestérol au
niveau des parois des vaisseaux (infarctus, AVC, athérosclérose, ...). Les statines font partie
des médicaments hypolipidémiants les plus efficaces et les plus prescrits. Ils sont notamment
appréciés pour leur bonne tolérance par l’organisme. [591]

La première statine, la mévastatine ou compactine, a été isolée pour la première fois
en 1973 à partir de la fermentation de champignons Penicillium citrinum. Elle a été étudiée
comme réducteur potentiel de la cholestérolémie fin des années 70 [593]. Il a fallu attendre 1987
pour que les laboratoires Merck commercialisent une nouvelle statine, la lovastatine, extraite
d’une souche de levure (Aspergillus terreus) [594]. La molécule avait démontré une capacité à
diminuer significativement le taux de LDL plasmatique chez des animaux [595, 596] et chez
des patients souffrant d’hypercholestérolémie, sans induire d’effets indésirables [597, 598]. Par
la suite, d’autres statines ont été découvertes et synthétisées. Il en existe neuf au total : la
mévastatine, la lovastatine, la pravastatine et la simvastatine, d’origine fongique, ainsi que
l’atorvastatine, la cérivastatine, la rosuvastatine, la fluvastatine et la pitavastatine, purement
synthétiques. La cérivastatine a été retirée du marché en 2001, suite à l’observation de cas
de rhabdomyolyse (dégradation des tissus musculaires squelettiques) et d’insuffisance rénale
[599].

Les statines représentent un marché essentiel pour l’industrie pharmaceutique. En 2013,
il était estimé à 40 milliards de dollars et environ 200 millions de personnes prenaient des
statines quotidiennement dans le monde [600]. En 2020, on estime qu’environ un quart de la
population belge de plus de 40 ans en consomme [601]. C’est pourquoi, de nouvelles recherches
liées aux statines voient régulièrement le jour. En effet, la possibilité de pouvoir associer de
nouvelles propriétés thérapeutiques à leur action hypolipidémiante originelle représente un
intérêt majeur.
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6.1 Structure et propriétés physico-chimiques

Dans leur structure, toutes les statines présentent une séquence analogue au HMG-CoA,
le substrat de la HMG-CoA réductase. Plus précisément, cette séquence est composée de dif-
férents cycles et possède une conformation spatiale reproduisant celle du substrat. A cette
séquence analogue est liée une chaîne complexe hydrophobe sur laquelle se greffent différents
groupements chimiques, qui vont impacter la solubilité de la molécule. Cette chaîne permet
la liaison avec le site actif de la HMG-CoA réductase. [594] Les neuf statines sont divisées en
deux groupes suivant leur structure.

La pravastatine, la lovastatine, la mévastatine et la simvastatine, statines d’origine na-
turelle, sont reprises dans le premier (figure 6.1). Ces molécules comportent une structure
bicyclique, sur laquelle sont attachées deux chaînes comportant différents substituants [592].

Figure 6.1 – Structure des statines d’origine naturelle.

L’atorvastatine, la rosuvastatine, la cérivastatine, la fluvastatine et la pitavastatine, sta-
tines de synthèse reprises dans un second groupe, ont une structure plus variable (figure 6.2).
Elles contiennent un groupement fluorophényle [592].

Toutes les statines sont solubles dans des solvants organiques comme le DMSO. La pravas-
tatine est également soluble dans l’eau. Elles ont des masses molaires comprises entre 404,5
g/mol pour la lovastatine et 558,6 g/mol pour l’atorvastatine (figure 6.3).

6.2 Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques

Toutes les statines, à l’exception de la lovastatine et de la simvastatine, sont administrées
sous leur forme active. La lovastatine et la simvastatine le sont quant à elles sous forme de pro-
drogue et doivent par conséquent être hydrolysées in vivo. Les statines sont administrées par



CHAPITRE 6. STATINES 201

Figure 6.2 – Structure des statines d’origine synthétique.

voie orale et la posologie varie entre 5 et 80 mg par jour [606]. Leur absorption par l’organisme
est rapide. Le délai nécessaire pour atteindre la concentration plasmatique maximale ainsi que
sa valeur varient en fonction des statines et du dosage. Par exemple, pour la rosuvastatine,
une dose de 80 mg induit une concentration plasmatique maximale d’environ 100 nM après
3-5 heures [607, 608]. Une dose de 40 mg de pravastatine engendre une concentration plasma-
tique d’environ 150 nM après une heure [609], tandis qu’une dose équivalente de simvastatine
induit une concentration plasmatique dix fois plus faible après le même intervalle de temps
[610]. Pour l’atorvastatine, la concentration plasmatique atteint environ 28 nM moins d’une
heure après l’administration d’une dose de 40 mg [611].
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Figure 6.3 – Propriétés des statines. [594, 602, 603, 604, 605]

Les statines agissent au niveau des hépatocytes du foie. Elles entrent en compétition avec
l’HMG-CoA pour interagir avec l’enzyme HMG-CoA réductase. Le groupement chimique des
statines, analogue à celui du HMG-CoA, leur permet d’interagir avec le site actif de l’enzyme,
de modifier sa conformation en s’y liant, et ainsi d’inhiber la transformation du HMG-CoA en
acide mévalonique. En empêchant la formation de ce précurseur, les statines impactent une
étape importante de la synthèse du cholestérol et diminuent ainsi drastiquement la concentra-
tion en cholestérol intracellulaire. Cette diminution induit également une série de mécanismes
permettant l’augmentation de l’incorporation des LDL par les hépatocytes via l’augmenta-
tion du nombre de récepteurs au niveau membranaire. Les statines peuvent donc impacter et
réduire la concentration de LDL circulant dans le sang. [591, 594]

Le foie est également le lieu du métabolisme des statines. A l’exception de la pravastatine,
de la rosuvastatine et de la pitavastatine, elles sont métabolisées par différentes isoformes du
cytochrome P450 (figure 6.3). L’effet de premier passage hépatique est important et limite
la biodisponibilité des molécules. Les statines ont un temps de demi-vie égal ou inférieur
à trois heures, à l’exception de l’atorvastatine et de la rosuvastatine, caractérisées par des
temps de demi-vie respectifs de 14 et 19 heures (figure 6.3). Les statines qui ont une demi-
vie d’élimination courte doivent être administrées préférentiellement le soir quand le taux
de synthèse du cholestérol dans le foie est le plus élevé. Les statines sont majoritairement
éliminées via la bile produite par le foie et donc par voie digestive. La rosuvastatine et la
pravastatine sont également partiellement éliminées par voie rénale. [591, 594]

6.3 Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires

En raison de leur action hypocholestérolémiante, les statines ralentissent la progression de
l’athérosclérose, voire provoquent sa régression et stabilisent la plaque d’athérome [612, 613].
Mais d’autres mécanismes d’action, notamment anti-inflammatoire, sont également impliqués
dans l’action des statines sur la plaque d’athérome.
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Par exemple, la pravastatine réduit le taux plasmatique de la protéine C réactive (CRP),
marqueur de l’inflammation libéré par les hépatocytes suite à leur stimulation par différentes
cytokines pro-inflammatoires [594, 614]. La simvastatine et la fluvastatine inhibent la liaison
des PMNs aux cellules endothéliales en réduisant l’expression de glycoprotéines, les sélectines,
à la surface de ces cellules [594, 615]. La lovastatine et la simvastatine sont capables de réduire
l’expression d’une intégrine CD11b sur la surface de nombreux leucocytes (monocytes, PMNs,
macrophages,...). Cette intégrine régule leur adhésion à l’endothélium et leur migration vers les
zones inflammatoires. [591, 594] Différentes statines, atorvastatine, pitavastatine, simvastatine
et fluvastatine, réduisent la production de cytokines (IL-6, IL-8, MCP-1, ...) essentielles dans
le recrutement et l’accumulation de monocytes et PMNs dans les lésions athéroscléreuses [594].

Il a été montré que la pravastatine, l’atorvastatine, la simvastatine et la fluvastatine ont
une capacité de capture des radicaux hydroxyles et peroxyles, comparable, voire supérieure à
celle de l’acide urique ou du trolox [616]. L’atorvastatine réduit l’inflammation allergique des
voies aériennes chez la souris [617]. Elle inhibe la production de ROS in vitro et in vivo chez le
rat, en réduisant l’expression de l’ARNm des sous-unités de la NADPH-oxydase NOX1 [618].
La pravastatine est capable de protéger les érythrocytes contre le stress oxydatif, grâce à son
action de piégeage de ROS [619]. Cette action fournit également une protection vasculaire in
vitro [620].

Grâce à leur aptitude à traverser la barrière hémato-encéphalique, les statines possèdent
également des propriétés neuroprotectrices, en réduisant l’activation de la microglie, les cellules
immunitaires du système nerveux central [621]. En effet, les statines inhibent des médiateurs
pro-inflammatoires et activent des médiateurs anti-inflammatoires, dans des modèles in vitro
et in vivo. Par exemple, l’atorvastatine réduit l’invasion des tissus par les PMNs et les lym-
phocytes T, la production de cytokines et l’apoptose neuronale [622]. La simvastatine diminue
l’infiltration des PMNs dans les tissus cérébraux à la suite d’une hémorragie induite chez le
rat, notamment en accélérant l’apoptose des PMNs [623]. La lovastatine provoque également
l’apoptose des PMNs dans d’autres modèles animaux comme le poisson-zèbre, en inhibant
deux voies de signalisation cellulaire (ERK et AKT) [624]. Enfin, les statines restreignent la
croissance cellulaire, voire entraînent l’apoptose de diverses lignées cancéreuses (cerveau [625],
poumon [626], sein [627], pancréas [628]).

6.4 Choix des statines

Les statines ont fait l’objet de nombreuses recherches et ont démontré des propriétés an-
tioxydantes ainsi qu’une efficacité contre l’athérosclérose. Il était par conséquent intéressant
de poursuivre l’étude de leur impact sur l’inflammation en investiguant leur action potentiel-
lement inhibitrice sur différents mécanismes des leucocytes neutrophiles (PMNs) comme la
production d’anions superoxydes ou encore la libération de la myéloperoxydase. Les statines
peuvent-elles également réduire, voire inhiber l’action oxydante de l’enzyme, c’est-à-dire em-
pêcher le déroulement de ses cycles de chloration et de peroxydase ?

Parmi l’ensemble des statines existantes, six d’entre elles ont été sélectionnées sur base
des résultats obtenus par modélisation moléculaire. En effet, le programme de docking GOLD
a été utilisé afin de modéliser l’insertion des différentes molécules au sein de la cavité du site
actif de la MPO et de déterminer l’établissement de liaisons entre l’enzyme et l’inhibiteur. Le
nombre de solutions obtenues par l’algorithme, la structure de l’inhibiteur et celle du complexe
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formé, ainsi que les liaisons potentielles avec les acides aminés ont permis de sélectionner les
statines présentant un intérêt pour une étude plus approfondie.

En effet, la structure et la taille des statines, imposantes par rapport aux dimensions de
la cavité du site actif de la MPO, sont des critères qui vont fortement influencer l’insertion et
le positionnement des molécules dans cette cavité. En outre, l’établissement réel de liaisons
entre un ligand et des acides aminés situés plus profondément dans la cavité, là où la structure
de l’enzyme est plus rigide, est plus probable qu’avec des éléments de l’enzyme situés plus
à l’extérieur de sa structure. Enfin, la proposition d’un grand nombre de complexes par le
programme de docking illustre la difficulté pour l’algorithme de trouver une conformation qui
satisfait ses différents critères de minimisation de l’énergie du complexe MPO-ligand et rend
la formation réelle de ces différents complexes moins probable.

La synthèse des résultats obtenus pour les neuf statines est reprise ci-dessous.

6.4.1 Statines naturelles

a) Pravastatine :

Le programme GOLD fournit quatre solutions pour le complexe MPO-pravastatine, dont
la solution la plus fréquente et la plus probable (38% d’occurrence) est illustrée dans la fi-
gure 6.4. La molécule vient s’insérer entre les deux chaînes secondaires d’acide propanoïque
de l’hème. La structure bicyclique est positionnée au-dessus et en avant de l’hème. Le cycle
présentant un groupement hydroxyle est positionné au-dessus du pyrrole D de l’hème. Dans
cette configuration, une liaison hydrogène est possible entre l’histidine 95 et le groupement
hydroxyle. Il existe également une possibilité de former une liaison hydrogène entre la chaîne
principale de la statine et la chaîne secondaire d’acide propanoïque de l’hème ainsi qu’avec
l’arginine 424 et l’acide glutamique 102.

Figure 6.4 – Solution la plus probable du complexe MPO-pravastatine obtenue par le programme
de modélisation moléculaire GOLD.
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Figure 6.5 – Solution la plus probable du complexe MPO-lovastatine obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.
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Figure 6.6 – Solution la plus probable du complexe MPO-lovastatine obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.

b) Lovastatine :

Le programme GOLD fournit une solution principale (80% d’occurrence) pour le complexe
MPO-lovastatine, illustrée à la figure 6.5, ainsi que cinq autres complexes obtenus à une seule
reprise sur l’ensemble des simulations réalisées. Leur probabilité d’existence est donc faible.
Dans le complexe le plus probable, le cycle pyrane est placé au-dessus du cycle pyrrole D
de l’hème. Le reste de la molécule et sa partie bicyclique notamment sont positionnées dans
le canal d’entrée de la cavité hémique. Dans cette configuration, l’oxygène doublement lié au
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cycle pyrane peut former un pont hydrogène soit avec l’histidine 95 située au-dessus de l’hème
(figure 6.5 A), soit avec le noyau de fer au coeur de la structure porphyrique (figure 6.5 B),
en fonction de l’inclinaison du cycle par rapport au plan de l’hème. Le positionnement paral-
lèle du cycle par rapport à l’hème favorise l’interaction avec l’histidine tandis qu’une légère
inclinaison vers l’hème privilégie la liaison avec le fer (figure 6.5 C). La solution permettant
la liaison avec l’histidine est légèrement plus représentée dans l’ensemble. Il est également
important de ne pas négliger une partie des solutions qui positionnent le cycle pyrane de fa-
çon intermédiaire entre les deux solutions décrites ci-dessus. Dans cette configuration, aucune
liaison avec l’enzyme n’est observée. Une liaison d’un ligand avec l’histidine 95 ou le noyau de
fer est intéressante pour son action inhibitrice. En effet, grâce à cette liaison, la molécule peut
empêcher l’interaction du peroxyde d’hydrogène avec l’enzyme et bloquer le déclenchement
de son cycle de peroxydase ou de chloration.

c) Mévastatine :

La mévastatine possède une structure identique à celle de la lovastatine à l’exception de
l’absence d’un groupement méthyle sur le cycle naphtalène. Parmi plusieurs formes du com-
plexe MPO-mévastatine, GOLD fournit une solution majoritaire (86% d’occurrence) identique
à celle de la lovastatine. Le cycle pyrane est placé au-dessus du cycle pyrrole D de la structure
hémique et le reste de la molécule est situé dans le canal d’entrée du site actif. Une liaison
hydrogène est possible entre la mévastatine et l’histidine 95 (figure 6.6 A) ou le noyau de
fer (figure 6.6 B) en fonction de l’inclinaison du cycle pyrane. Comme pour la lovastatine,
parmi l’ensemble des solutions ayant cette configuration, une faible majorité permet la liaison
avec l’histidine et de façon identique, d’autres solutions se trouvent dans une configuration
intermédiaire, ne permettant pas de liaisons que ce soit avec le noyau de fer ou l’histidine
95. La similitude des solutions entre la mévastatine et la lovastatine est logique en raison de
l’analogie des structures. La présence ou non du groupement méthyle différenciant les deux
molécules n’a pas d’impact sur leur encombrement stérique et sur leur capacité de liaison avec
l’enzyme.

d) Simvastatine :

La simvastatine possède une structure presque identique à celle de la lovastatine ou de
la mévastatine. En effet, seul un second groupe méthyle est présent sur la chaîne butanoate.
Cependant, des complexes MPO-statine assez différents ont été proposés par GOLD. Cinq
types de complexes quasi équiprobables ont été obtenus. Il est donc difficile de privilégier une
solution parmi cet ensemble. Néanmoins, dans la majorité des solutions, une similitude ressort
concernant le positionnement du cycle pyrane entre les deux chaînes d’acide propanoïque de
l’hème. Dans cette configuration (figure 6.7), le groupement hydroxyle situé sur le cycle est
capable de former une liaison hydrogène avec une des chaînes d’acide propanoïque ainsi qu’avec
l’acide glutamique 102. Aucune liaison hydrogène avec l’histidine 95 ou le noyau de fer n’est
possible.

6.4.2 Statines synthétiques

a) Atorvastatine :

GOLD propose une solution principale (75% d’occurrence) pour le complexe MPO-atorvast-
atine. L’encombrement stérique de la structure composée de quatre cycles l’empêche de s’in-
sérer entre le plan de l’hème et l’histidine 95 et d’interagir avec cette dernière et/ou le noyau
de fer. La solution positionne la structure cyclique à l’entrée du site actif, devant l’hème. Elle
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Figure 6.7 – Solution la plus probable du complexe MPO-simvastatine obtenue par le programme
de modélisation moléculaire GOLD.

(figure 6.8) place la chaîne carbonée d’acide carboxylique de la molécule entre les deux chaînes
d’acide propanoïque de l’hème. Une liaison hydrogène est possible entre une de celles-ci et le
second groupement hydroxyle de la chaîne carbonée de l’atorvastatine. Les deux oxygènes de
la fonction acide carboxylique peuvent former une liaison hydrogène avec la thréonine 100 et
la sérine 149.

Figure 6.8 – Solution du complexe MPO-atorvastatine obtenue par le programme de modélisation
moléculaire GOLD.
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b) Rosuvastatine :

La rosuvastatine possède une particularité structurelle par rapport aux huit autres statines,
la présence d’un atome de soufre. Six complexes MPO-rosuvastatine sont proposés par le
programme de modélisation. Parmi ceux-ci, deux solutions plus fréquemment obtenues et
donc plus probables sortent du lot. La première (42% d’occurrence) (figure 6.9) place l’atome
de soufre, lié à deux atomes d’oxygène, au-dessus de l’hème, ce qui permet la formation d’un
pont hydrogène entre un des atomes d’oxygène et l’histidine 95 ou l’acide glutamique 91. La
chaîne carbonée du ligand est positionnée dans le canal d’entrée du site actif.

Figure 6.9 – Première solution du complexe MPO-rosuvastatine obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.

Figure 6.10 – Deuxième solution du complexe MPO-rosuvastatine obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.
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Dans la seconde solution (17% d’occurrence) (figure 6.10), la molécule de rosuvastatine est
située devant la structure porphyrique avec la chaîne carbonée placée entre les deux chaînes
d’acide propanoïque de l’hème. Un groupement hydroxyle de la chaîne est capable de former
une liaison hydrogène avec une des chaînes de la structure hémique et un oxygène du grou-
pement acide carboxylique peut former un pont hydrogène avec la thréonine 100. La partie
comprenant les deux cycles et l’atome de soufre est positionnée dans le canal d’entrée de la
cavité hémique.

c) Cérivastatine :

Figure 6.11 – Trois solutions du complexe MPO-cérivastatine obtenues par le programme de mo-
délisation moléculaire GOLD.

GOLD donne cinq complexes MPO-cérivastatine différents mais, pour quatre d’entre eux,
la chaîne carbonée est placée au-dessus du plan de l’hème. Cependant, l’orientation de celle-
ci, en raison de sa flexibilité, ainsi que la profondeur de son insertion varient en fonction des
solutions provoquant des associations de liaisons hydrogène avec divers éléments de l’enzyme,
comme l’histidine 95, le noyau de fer, l’arginine 439, les atomes d’azote de l’hème ou la glu-
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tamine 91. Le reste de la molécule est positionné dans le canal d’entrée du site actif. Trois
orientations de la molécule, proposées par GOLD, sont présentées à la figure 6.11.

d) Fluvastatine :

Comme pour les résultats obtenus pour l’atorvastatine ou la rosuvastatine, GOLD posi-
tionne la fluvastatine à l’entrée de la cavité hémique avec la chaîne carbonée entre les deux
chaînes d’acide propanoïque (figure 6.12) (71 % d’occurrence). La structure imposante de la
molécule l’empêche de pénétrer profondément au sein du site actif entre l’hème et l’histidine
95. Une liaison hydrogène serait possible entre la chaîne de l’hème, la thréonine 100, la sérine
149, l’acide glutamique 102 de l’enzyme et la chaîne carbonée de la fluvastatine. Cependant,
contrairement au cas de l’atorvastatine et de la rosuvastatine, aucune solution ne positionne
une partie de la molécule, notamment la chaîne hydrocarbonée, dans le plan de l’hème entre le
noyau de fer et l’histidine 95. Par conséquent, aucune liaison n’est possible entre la molécule
et le fer ou l’histidine 95.

Figure 6.12 – Solution la plus probable du complexe MPO-fluvastatine obtenue par le programme
de modélisation moléculaire GOLD.

e) Pitavastatine :

Pour la pitavastatine, GOLD fournit un très grand nombre de solutions différentes. Les fi-
gures 6.13 et 6.14 représentent les deux complexes les plus fréquemment obtenus. La première
solution (43% d’occurrence) positionne presque entièrement la molécule devant l’hème dans
le canal d’entrée du site actif. La molécule n’est placée ni au-dessus de l’hème ni entre les
deux bras d’acide propanoïque. Par conséquent, il n’y a aucune liaison avec des acides aminés
situés profondément dans la cavité comme l’histidine 95 ou l’arginine 439. Seules deux liaisons
hydrogène sont possibles entre les deux groupements hydroxyles de la chaîne carbonée avec
l’acide glutamique 102 et la thréonine 100.
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Figure 6.13 – Première solution du complexe MPO-pitavastatine obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.

Figure 6.14 – Deuxième solution du complexe pitavastatine-MPO obtenue par le programme de
modélisation moléculaire GOLD.

Dans le second complexe (23% d’occurrence), la partie bicyclique de la molécule est posi-
tionnée entre les deux chaînes de l’hème et la chaîne carbonée est dirigée dans le canal d’entrée
du site actif. Aucune liaison n’est possible avec l’enzyme.
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6.4.3 Conclusion

De façon générale, la structure imposante des statines, composée de plusieurs cycles et
d’une ou plusieurs chaînes carbonées, ainsi que leur géométrie non linéaire (particulièrement
pour les statines synthétiques) provoquent un encombrement stérique important au sein de la
cavité hémique de la MPO. Par conséquent, il était prévisible que ces molécules ne puissent
s’insérer aisément dans le site actif. Cela a été confirmé particulièrement par le grand nombre
de solutions fournies par le programme GOLD pour chaque molécule. Il faut garder à l’es-
prit qu’afin de pouvoir réaliser l’analyse de docking, il est nécessaire de définir une zone, ici
reprenant la cavité hémique, dans laquelle le programme est forcé de positionner le ligand
étudié. Les résultats alors obtenus ne permettent pas de déterminer si les statines peuvent
réellement s’insérer dans le canal d’accès au site et accéder à celui-ci. Les dimensions des molé-
cules posent donc la question d’une réelle possibilité d’interaction entre les statines et la MPO.

Malgré cela, des statines ressortent tout de même du lot. C’est le cas de la lovastatine et la
mévastatine. En effet, le programme GOLD a fourni un nombre plus limité de solutions, avec
une structure très fréquemment obtenue pour laquelle une liaison hydrogène est possible avec
l’histidine 95 ou le noyau de fer, éléments essentiels au déclenchement des cycles de l’enzyme.
Ensuite, une troisième d’origine naturelle, la pravastatine, présente un résultat intéressant
lors de la modélisation car une liaison hydrogène avec l’histidine 95 est également possible.
Ces trois statines ont donc été sélectionnées pour approfondir l’étude de leur capacité d’inter-
action, voire d’inhibition avec la MPO.

Dans le cas des statines d’origine synthétique, leurs structures complexes défavorisent leur
capacité à former un complexe avec la MPO. En effet, généralement, parmi le grand nombre
de complexes proposés par GOLD, deux solutions se démarquent, contrairement aux statines
naturelles pour lesquelles une seule solution ressort. Mais pour deux statines (atorvastatine
et rosuvastatine), une des solutions proposées montre une possibilité de liaison avec deux
groupements situés au coeur du site actif (histidine 95, arginine 439,...). Une proposition de
liaison avec des acides aminés situés au sein du site, dans une portion moins flexible de la
protéine, est plus probable. Malgré l’incertitude sur la capacité de ces deux molécules à se lier
à l’enzyme, elles ont été sélectionnées pour la suite des tests. De plus, l’atorvastatine est une
des molécules les plus vendues. La cérivastatine a également été sélectionnée car, malgré le
grand nombre de complexes proposés et le nombre de possibilités de liaisons avec l’enzyme, il
existe une éventualité de formation de liaisons avec des éléments centraux de la cavité.

Les trois statines, simvastatine, pitavastatine et fluvastatine, n’ont pas été retenues pour le
reste de l’étude, car aucune des solutions fournies par GOLD ne rend possible l’établissement
de liaisons, comme des ponts d’hydrogène, avec l’histidine 95 ou le noyau de fer.

6.5 Etude de l’action réductrice et antioxydante des statines

6.5.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Afin de pouvoir expliquer les éventuelles propriétés réductrices des statines, leur potentiel
d’oxydoréduction a été déterminé grâce à la voltammétrie cyclique dans du tampon phosphate
pH 7,4. Ce tampon a été utilisé pour réaliser la majorité des expériences de ce travail car il
permet de simuler le pH physiologique.

Le voltammogramme de la lovastatine est représenté sur la figure 6.15. Celui-ci montre
l’oxydation irréversible de la molécule avec un pic d’oxydation à 1,16 V. Cette valeur est
proche de celle obtenue par Zhang et al. [624], 1,13 V, dans des conditions expérimentales
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Figure 6.15 – Voltammogramme de la lovastatine (5 mM) (courbe pleine) dans du tampon phosphate
pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vitesse
d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

proches, la seule différence étant le pH plus acide du milieu d’analyse. Le potentiel d’oxydoré-
duction de la lovastatine est donc estimé par le potentiel de demi-pic, + 1,09 V vs SCE, soit
+ 1,33 V vs ESH (électrode standard à hydrogène)[169].

L’article de Zhang et al. [624] ne propose pas de mécanisme d’électro-oxydation pour la
lovastatine. Cependant, il peut être déduit à partir de celui proposé pour d’autres statines,
comme la simvastatine [629] qui possède une structure très proche. L’oxydation de la sim-
vastatine se fait via le groupement hydroxyle de l’hétérocycle oxygéné, par un processus à
deux électrons, pour donner une fonction cétone. L’apparition de ce type de fonction explique
le caractère irréversible de l’oxydation de la simvastatine car les cétones sont réduites à des
potentiels inférieurs à -1V [629]. Ce mécanisme d’électro-oxydation a également été proposé
pour la pravastatine, autre statine naturelle [630]. De plus, l’électro-oxydation de la simvas-
tatine est indépendante du pH. Si la lovastatine est oxydée de la même façon, cela explique
pourquoi son potentiel d’oxydation dans notre étude est proche de celui de l’étude de Zhang
et al. [624], malgré la différence de pH.

Le voltammogramme de l’atorvastatine est représenté sur la figure 6.16. Comme pour la
lovastatine, un seul pic d’oxydation est observé à + 923 mV par rapport au contrôle tam-
pon et solvant. Aucun pic de réduction n’est observé. L’oxydation de l’atorvastatine est un
processus irréversible. Par conséquent, le potentiel d’oxydoréduction est estimé par le poten-
tiel de demi-pic, + 813 V vs SCE, soit + 1,06 V vs ESH (électrode standard à hydrogène)[169].

A nouveau, ce résultat est proche de ceux décrits dans la littérature. En effet, deux pu-
blications [631, 632] montrent l’oxydation irréversible de l’atorvastatine, avec un pic entre
1,05 et 1,07 V, à pH 2-3 et avec une électrode de référence Ag/AgCl. Abbar et al. [631] ont
montré l’effet du pH sur la position du pic d’oxydation. La basification du milieu provoque la
diminution de la valeur du potentiel du pic. A pH 7,4, le pic d’oxydation est alors positionné à
945 mV vs Ag/AgCl et donc à 906 mV vs SCE. Ils ont également montré que l’augmentation
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Figure 6.16 – Voltammogramme de l’atorvastatine (1 mM) (courbe pleine) dans du tampon phos-
phate pH 7,4 (courbe pointillée (contrôle contenant du tampon phosphate avec 10% de DMSO)) (vi-
tesse d’acquisition : 10 mV/s). L’électrode de référence utilisée est une électrode de calomel saturée.

du pH ainsi que la diminution de la vitesse de scan du voltammogramme diminuent fortement
l’amplitude du pic. Cela explique que le pic d’oxydation obtenu dans cette étude est moins
bien défini que dans la publication. Abbar et al. [631] proposent également un mécanisme
d’électro-oxydation (figure 6.17). L’oxydation de l’atorvastatine se produirait au niveau du
cycle pyrrole de la molécule, via un processus à deux électrons afin de donner deux produits fi-
naux, l’acide 5-(4-fluoro-phenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H-pyrrole-3-carboxylique phenylamide
et l’acide 3,5-dihydroxy-7-oxo-heptanoïque. Cela explique le caractère irréversible de l’oxyda-
tion de l’atorvastatine.

Les potentiels redox des quatre autres statines, rosuvastatine, cérivastatine, mévastatine
et pravastatine, n’ont pas pu être déterminés au cours de cette étude. En effet, avec le dis-
positif expérimental (électrode de carbone vitreux, pH 7,4 et volume minimum de 30 ml), de
fortes concentrations en molécules auraient été nécessaires pour observer un pic d’oxydation.
De telles mesures n’ont donc pas pu être réalisées. Mais sur base des valeurs obtenues pour
la lovastatine et l’atorvastatine, très proches de celles référencées dans la littérature, les po-
tentiels redox des quatre statines ont été estimés pour la suite de ce travail à partir de ceux
décrits dans la littérature.

Pour la rosuvastatine, le potentiel redox est estimé à +1,4V vs ESH [633] et pour la
pravastatine à +1,43 V vs ESH [630]. Aucune étude voltammétrique de la cérivastatine et de
la mévastatine n’a pu être trouvée dans la littérature. Cependant, les potentiels redox de ces
deux statines peuvent être supposés supérieurs à 1 V, comme pour les autres statines.
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Figure 6.17 – Mécanisme d’oxydation de l’atorvastatine. Image originale de Abbar et al. [631].

6.5.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

L’activité antioxydante des six statines sélectionnées a été déterminée à l’aide du modèle
ABTS associé à la spectroscopie d’absorption UV-visible (voir section 2.1.2), plus précisément
en étudiant leur action réductrice sur le cation radicalaire ABTS+..

Les six statines ne montrent pas d’action significative de piégeage des radicaux (figure
6.18). Seules deux statines naturelles, la pravastatine et la lovastatine, présentent une faible
activité réductrice à haute concentration, 100 µM, de l’ordre de 10 % par rapport au contrôle
DMSO. Ces résultats démontrent clairement l’incapacité des statines à céder un électron aux
radicaux ABTS+. en solution. L’action des statines n’augmente pas dans le temps. En effet,
après une incubation d’une heure, le taux de piégeage reste identique.

Ce résultat peut s’expliquer grâce à la comparaison des potentiels d’oxydoréduction des
différentes statines et du couple ABTS+./ABTS. En effet, les statines testées sont caractéri-
sées par des potentiels redox supérieurs à 1V dans une solution de pH 7,4. Dans ce travail, le
potentiel redox de l’ABTS dans du tampon phosphate de pH 7,4 a été déterminé par voltam-
métrie cyclique et une valeur de 698 mV a été obtenue (voir section 2.1.2). De façon générale,
l’ensemble des statines présentent un potentiel d’oxydoréduction, dans des conditions com-
parables, largement supérieur à celui de l’ABTS. Sur base de cette comparaison, on peut
aisément affirmer que les statines ne peuvent pas agir comme agent réducteur sur l’état oxydé
de l’ABTS.
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Figure 6.18 – Action réductrice des statines sur les radicaux ABTS+. en solution aqueuse. La
mesure a été réalisée immédiatement après l’ajout de la solution d’ABTS+. dans les puits de la plaque
de mesure. Le pourcentage de l’activité de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport à
son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ±
écart-type (N=2 et n=3).

6.5.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

L’action de piégeage de trois statines sur l’anion superoxyde a été étudiée par chimilumi-
nescence (figure 6.19). L’anion superoxyde a été produit chimiquement grâce au KO2 (voir
section 2.1.3). La rosuvastatine ne montre aucune action de piégeage. Par contre, la lovastatine
et l’atorvastatine présentent une action non négligeable à la plus forte concentration testée,
100 µM. Les deux molécules piègent environ 32% de l’anion superoxyde à cette concentration.

La capacité très faible, voir nulle, de piégeage de l’anion superoxyde peut s’expliquer par
la comparaison des potentiels d’oxydoréduction. En effet, le potentiel du couple O.−

2 /H2O2 est
de +0,89 V (pH 7) [352]. Il est donc inférieur aux potentiels des statines qui sont supérieurs
à +1 V. Par conséquent, elles ne peuvent céder un électron et réduire l’anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogène.

6.5.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

L’oxygène singulet est produit par le système inflammatoire. L’action de piégeage de ce
ROS par les statines a été étudiée et comparée à celle d’un piégeur connu, l’azide de sodium
(NaN3) [245]. Dans cette étude, l’oxygène singulet est produit par l’irradiation du rose Bengale
et est détecté via son interaction avec l’ADPA par spectroscopie d’absorption (voir section
2.1.4) .

En absence de piégeur, le piégeage chimique de l’oxygène singulet par l’ADPA provoque
la diminution du spectre d’absorption de ce dernier (contrôle) (figures 6.20 et 6.21). L’ajout
de solvant (eau ou DMSO) n’impacte pas significativement la décroissance de l’absorbance à
405 nm. Après 10 minutes, elle atteint une valeur proche de celle du contrôle.
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Figure 6.19 – Action de piégeage de la lovastatine, de l’atorvastatine et de la rosuvastatine sur
l’anion superoxyde, produit par la décomposition du KO2. L’anion superoxyde réagit avec une sonde
chimiluminescente le L-012. Le pourcentage de piégeage a été calculé pour chaque composé par rapport
à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne
± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par
rapport au contrôle solvant (DMF).

Figure 6.20 – Action de piégeage de la pravastatine, de la rosuvastatine et de la cérivastatine sur
l’oxygène singulet, produit par l’irradiation du rose Bengale (RB). L’oxygène singulet réagit avec
l’ADPA et provoque la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Les données sont repré-
sentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=1 et n=3).
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La pravastatine, la rosuvastatine et la cérivastatine ne présentent aucune action de pié-
geage de l’oxygène singulet à la concentration de 1 mM (figure 6.20). Elle est différente et
non négligeable pour la lovastatine, la mévastatine et l’atorvastatine (figure 6.21). L’évolution
temporelle de l’action de piégeage de la lovastatine et de la mévastatine diffère fortement de
celle du contrôle solvant (DMSO), pour tout de même aboutir à une inhibition d’environ 6%
de la décroissance de l’absorbance de la solution d’ADPA à 405 nm après 10 minutes. Bien
que les mesures réalisées ne permettent pas de déterminer les constantes de vitesse d’inter-
action entre les statines et l’oxygène singulet, la légère action de piégeage observée pour la
lovastatine et la mévastatine laisse supposer qu’elles sont caractérisées par une constante de
vitesse du même ordre que celle de l’ADPA (8,2 107 M−1s−1 [174]), car elles ne peuvent pas
entrer significativement en compétition avec la molécule.

Figure 6.21 – Action de piégeage de la lovastatine, de la mévastatine et de l’atorvastatine sur l’oxy-
gène singulet, produit par l’irradiation du rose Bengale (RB). L’oxygène singulet réagit avec l’ADPA
et provoque la diminution de l’absorbance de la molécule à 405 nm. Les données sont représentées
sous forme de moyenne ± écart-type (N=2 et n=3).

La statine la plus efficace est l’atorvastatine. Celle-ci présente une capacité de piégeage de
l’oxygène singulet proche de celle du NaN3. Après dix minutes d’irradiation, l’atorvastatine
réduit de 25% la transformation de l’ADPA en endoperoxyde et donc la diminution de son
absorbance à 405 nm. L’action finale de la statine est de 7% supérieure à celle du NaN3. Cela
indique que l’atorvastatine doit être caractérisée par une constante de vitesse de piégeage de
l’oxygène singulet du même ordre que celle du NaN3 (5,8 108 M−1s−1 [247]). Ce résultat est
en accord avec celui de Razavi et al. [634] qui ont déterminé la constante de vitesse à 3,1 108

M−1s−1.

Le spectre d’absorption de l’atorvastatine est caractérisé par un pic à 240 nm avec une
large bande centrée aux alentours de 280 nm (figure 6.22) [635, 636]. L’ajout du rose Bengale
provoque une légère augmentation de l’amplitude du pic d’absorption. Après l’irradiation de
la solution pendant dix minutes et la production d’oxygène singulet, un décalage hypsochrome
du pic d’absorption peut être observé avec une diminution de son amplitude. La modification
du spectre n’est pas photo-induite. En effet, un filtre est utilisé pour supprimer les longueurs
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Figure 6.22 – Spectres d’absorption de l’atorvastatine 1 mM dans du tampon phosphate pH 7,4
(courbe bleue), en présence de rose Bengale 10 µM (courbe rouge), et après 10 minutes d’irradiation
(courbe verte).

d’onde inférieures à 450 nm émises par le projecteur servant à irradier l’échantillon. La mo-
dification du spectre d’absorption de l’atorvastatine, suite à son interaction avec l’oxygène
singulet, montre que la molécule est un piégeur chimique de l’espèce réactive de l’oxygène.
En effet, l’interaction de la statine avec l’oxygène singulet provoque une modification de la
structure de la molécule qui se reflète sur son spectre. Les études de Wang et al. [637, 638]
montrent la dégradation de l’atorvastatine suite à son oxydation par l’oxygène singulet. Ils
proposent également un mécanisme réactionnel. L’oxygène singulet attaque le cycle pyrrole
au centre de la molécule d’atorvastatine, avec ouverture du cycle et formation d’un composé
qu’ils nomment P416 (figure 6.23) [637].

Figure 6.23 – Dégradation de l’atorvastatine suite à son interaction avec l’oxygène singulet menant
à la formation du composé P416.

6.5.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

L’HOCl est une espèce oxydante puissante produite par la MPO lors du processus inflam-
matoire. Piéger ce ROS est un moyen de réduire l’impact oxydant de l’enzyme. L’action de
piégeage de trois statines a été étudiée grâce à la spectroscopie de fluorescence (voir section
2.1.5).
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Figure 6.24 – Action de piégeage de la lovastatine, de l’atorvastatine et de la rosuvastatine sur
l’acide hypochloreux, produit par le NaOCl. Le pourcentage de piégeage a été calculé pour chaque
composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous
forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01
ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (éthanol).

La statine présentant l’action de piégeage la plus importante est l’atorvastatine (figure
6.24). La molécule réduit la concentration en HOCl de 85% aux deux plus hautes concentra-
tions, 50 et 100 µM. La capacité de piégeage chute à 25% à la concentration 10 µM et devient
négligeable à 1 µM. Par opposition, la rosuvastatine ne présente pas d’action de piégeage du
HOCl. Dans le cas de la lovastatine, la seule action de piégeage significative est observée à la
plus forte concentration, 100 µM. Une diminution de 55% de la concentration en HOCl est
observée.

La capacité de piégeage du HOCl par l’atorvastatine peut s’expliquer par la structure
chimique de la molécule et, plus précisément, par la présence d’un groupement amine. En effet,
cette fonction chimique réagit avec l’acide hypochloreux pour donner une fonction chloramine.
L’atorvastatine est la seule statine présentant ce groupement chimique. Cela peut expliquer
sa prédominance en tant que piégeur de HOCl par rapport aux autres molécules.

6.5.6 Bilan de l’action réductrice et antioxydante des statines

Globalement, les statines étudiées présentent une action réductrice et antioxydante très
faible, voire nulle. Leurs potentiels d’oxydoréduction élevés, supérieurs à 1V, leur confèrent
un caractère réducteur très faible, ce qui ne leur permet pas de céder un électron à des
radicaux comme celui de l’ABTS. Seule l’atorvastatine se démarque. En effet, la molécule
est capable de piéger l’oxygène singulet et l’acide hypochloreux. Cependant, elle ne montre
pas d’action réductrice efficace sur l’anion superoxyde. Il est également important de noter
que les concentrations auxquelles la molécule présente une action de piégeage significative (50
µM-1mM) sont largement supérieures à celles atteintes dans le plasma de patient (≈ 30 nM
[611]).
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6.6 Etude de l’action des statines sur l’activité oxydante des
PMNs

6.6.1 Inhibition de la production d’anions superoxydes

L’impact des statines sur le mécanisme de la flambée respiratoire des PMNs a été étudié
par luminescence (voir section 2.2.3). Les cellules ont été activées avec le PMA en présence des
molécules et la production d’anions superoxydes a été détectée (figure 6.25). La pravastatine
provoque une diminution significative (43%) de la production de ROS mais uniquement à la
plus forte concentration de 100 µM. Par contre, la lovastatine et la mévastatine présentent,
quant à elles, une action non négligeable aux trois plus hautes concentrations. En effet, la plus
élevée (100 µM) réduit la concentration en anions superoxydes en solution de 78% et de 67%
par rapport au contrôle solvant (DMSO), pour la lovastatine et la mévastatine respectivement.
L’action des deux statines chute chacune à 34% et à 26% pour une concentration de 10 µM.
Pour les trois autres statines, atorvastatine, rosuvastatine et cérivastatine, aucune inhibition
significative n’est observée après une incubation de 10 minutes des PMNs en leur présence.

Figure 6.25 – Action des statines sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Le pourcentage d’inhibition de la production
d’anions superoxydes a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (pravastatine, lovas-
tatine et mévastatine : N=3 et n=3, atorvastatine, rosuvastatine et cérivastatine : N=2 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

Les molécules de statines étant toujours présentes en solution lors de l’activation des
PMNs, la réduction observée du signal de luminescence de la sonde L-012, utilisée pour dé-
tecter l’anion superoxyde, peut être due à deux contributions. Tout d’abord, les molécules
d’intérêt pourraient interagir avec les cellules et potentiellement inhiber la production de
ROS via divers mécanismes (inhibition de la formation du complexe NADPH oxydase, inhibi-
tion du complexe, perturbation de l’échange d’électron). D’autre part, les statines pourraient
agir comme piégeur de ROS. L’association des deux mécanismes est également une possibilité.
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En se basant sur les résultats illustrés à la figure 6.19, les statines ne sont globalement pas des
piégeurs efficaces de l’anion superoxyde. Par conséquent, on peut en déduire que la réduction
de la concentration en ROS observée est principalement due à l’interaction de la lovastatine et
de la mévastatine avec les cellules elles-mêmes et à une réduction de leur capacité à produire
et libérer les ROS, peut-être via une interférence avec le complexe NADPH oxydase.

Figure 6.26 – Action de la lovastatine et de la mévastatine sur la production d’anions superoxydes
par des PMNs équins activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Les statines ont été
éliminées du milieu avant la mesure, après 10 minutes d’incubation. Le pourcentage d’inhibition de la
production d’anions superoxydes a été calculé pour chaque composé par rapport à leur contrôle solvant,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et
n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant
(DMSO).

Afin d’obtenir des informations supplémentaires sur le mécanisme d’action de la lovas-
tatine et de la mévastatine, une expérience similaire a été menée. Dans ce cas, une étape
supplémentaire permettant de supprimer les statines du milieu après la période d’incubation
des PMNs a été ajoutée. Cette étape (centrifugation et élimination du surnageant) permet
d’éliminer les molécules n’ayant pas interagi avec les cellules, c’est-à-dire n’ayant pas pénétré
la membrane plasmique, potentiellement atteint le cytoplasme ou ne s’étant pas liées à la
membrane. Suite au lavage, l’action inhibitrice de la mévastatine et de la lovastatine a for-
tement chuté et est devenue nulle (figure 6.26). Cela montre qu’une période d’interaction de
dix minutes entre les molécules et les PMNs n’est pas suffisante pour permettre leur entrée
dans la membrane et une potentielle interaction avec différents éléments comme le complexe
NADPH oxydase. Ce résultat semble en contradiction avec l’hypothèse émise à la suite de
la première expérience, cependant il peut s’expliquer. En effet, lors des deux expériences, le
temps d’incubation des PMNs en présence des statines est identique. Cependant, la seconde
expérience est réalisée en séparant immédiatement les cellules et les molécules de statines par
une étape de centrifugation, suivie de la séparation du culot cellulaire et du surnageant. Par la
suite, les cellules sont stimulées par du PMA afin de déclencher la flambée respiratoire. Dans
la première expérience, l’activation des PMNs est réalisée immédiatement après l’incubation
et la mesure, qui dure 30 minutes, a lieu en présence des statines en solution. Cela veut dire
qu’en pratique, le temps réel d’interaction entre les cellules et les statines est d’environ 40
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Figure 6.27 – Action des statines sur la production d’anions superoxydes par des PMNs équins
activés (NA : contrôle PMNs non activés par du PMA). Les statines ont été éliminées du milieu
avant la mesure, après une heure d’incubation. Le pourcentage d’inhibition de la production d’anions
superoxydes a été calculé pour chaque composé par rapport à leur contrôle solvant, considéré comme
100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés
statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

minutes pour la première expérience, car les molécules peuvent continuer d’interagir pendant
la mesure, contre 10 minutes lors de la seconde expérience. Cette différence de temps consé-
quente peut avoir un impact important sur la capacité de la lovastatine et de la mévastatine
à interagir avec les cellules en fonction de leur cinétique d’interaction.

Afin de confirmer cette hypothèse, la seconde expérience a été répétée pour les six statines,
avec une période d’incubation d’une heure (figure 6.27). Comme supposé, l’inhibition de la
production de ROS par la lovastatine et la mévastatine augmente avec le temps d’incubation.
Bien que les molécules soient éliminées du milieu avant l’activation des PMNs, elles continuent
néanmoins d’impacter la formation des ROS. La plus forte concentration, 100 µM, induit une
réduction du signal de luminescence de 98% pour la lovastatine et de 88% pour la mévastatine.
Cette inhibition diminue avec la concentration et devient négligeable à partir de 10 µM pour
les deux molécules.

Une troisième statine, la cérivastatine, montre également une capacité à réduire la produc-
tion de ROS par des PMNs activés après une incubation d’une heure. Une réduction de 80%
est observée à 100 µM et celle-ci chute à 50% à 50 µM pour devenir négligeable à plus faible
concentration. Pour cette molécule, le temps d’interaction avec les cellules est également un
facteur essentiel pour permettre son action inhibitrice. En effet, après 10 minutes d’incuba-
tion, aucune action n’a été détectée (figure 6.26).

Avant de pouvoir conclure que les trois statines, lovastatine, mévastatine et cérivastatine,
réduisent la production de ROS par les PMNs activés via une inhibition d’un élément du
mécanisme de production, par exemple via le complexe NADPH oxydase, il est important
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d’étudier leur effet sur la viabilité cellulaire. En effet, les molécules cytotoxiques vont empêcher
la production de ROS en provoquant la mort cellulaire.

6.6.2 Viabilité cellulaire

L’impact des statines sur la viabilité des PMNs a été évalué grâce au test d’exclusion au
bleu trypan (voir section 2.2.2).

Après une incubation de dix minutes des PMNs en présence de 100 µM de lovastatine, une
diminution de 61% de la viabilité cellulaire est observée (figure 6.28). L’effet cytotoxique de
la lovastatine n’est plus significatif à 10 µM, par rapport au DMSO. L’effet cytotoxique de la
lovastatine a été montré par Zhang et al. [624]. La lovastatine étant lipophile, elle peut traver-
ser la membrane plasmique [639] et provoquerait l’apoptose des PMNs en bloquant deux voies
de signalisation cellulaire (ERK et AKT). De façon surprenante, la mévastatine ne possède
pas le même effet cytotoxique et n’induit pas la mort des PMNs à 100 µM malgré sa grande
similitude de structure avec la lovastatine.

Figure 6.28 – Evaluation de la viabilité cellulaire de PMNs incubés en présence de lovastatine et
la mévastatine pendant dix minutes, en terme de pourcentage de cellules vivantes. Les données sont
représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=2). Sont trouvés statistiquement significatifs :
**P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

Pour la lovastatine, la mortalité cellulaire augmente avec le temps d’incubation des PMNs
(figure 6.29). Après une heure, l’entièreté des cellules meurent en présence d’une concentration
de 100 µM. A nouveau, la mortalité devient négligeable par rapport au contrôle solvant à 10
µM. La mévastatine et la cérivastatine n’impactent pas la viabilité des PMNs, à la plus forte
concentration testée 100 µM, par rapport au contrôle solvant (DMSO).

En associant l’ensemble des résultats obtenus avec les PMNs, production de ROS et via-
bilité, on peut conclure que la capacité observée de la lovastatine à réduire la production
d’anions superoxydes à hautes concentrations (100µM et 50 µM) est due à sa cytotoxicité. En
tuant les cellules, elle bloque leur activation et le déclenchement de la flambée respiratoire. Par
contre, la mévastatine et le cérivastatine agissent différemment. En effet, elles n’impactent pas
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Figure 6.29 – Evaluation de la viabilité cellulaire de PMNs incubés en présence des statines pendant
une heure, en terme de pourcentage de cellules vivantes. Les données sont représentées sous forme de
moyenne ± écart-type (N=2). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par
rapport au contrôle solvant (DMSO).

la viabilité des cellules, même à la plus forte concentration testée. Par conséquent, leur méca-
nisme d’action, dépendant du temps d’incubation, se fait probablement via leur pénétration
de la membrane cellulaire et une potentielle interaction avec le complexe NADPH oxydase.
Les deux statines sont lipophiles et peuvent donc atteindre le cytoplasme des cellules. Elles
pourraient alors potentiellement perturber les différentes phases de la formation du complexe
en agissant sur les sous-unités cytosoliques ou membranaires. Par exemple, une étude de 2002
a montré que la simvastatine et la cérivastatine sont capables de réduire la production d’anions
superoxydes par des monocytes, notamment en inhibant la translocation de deux sous-unités
cytosoliques de la NADPH oxydase, p67phox et p21 rac 2 [640]. De plus, les statines lipophiles
sont également capables d’inhiber l’activité des complexes enzymatiques I et III de la chaîne
de transport des électrons au niveau du système respiratoire des mitochondries dans les cel-
lules musculaires squelettiques [641]. Les statines pourraient potentiellement interagir avec le
complexe NADPH oxydase. Des études complémentaires sont nécessaires pour approfondir la
compréhension du mécanisme d’action des molécules. Cependant, les statines capables d’in-
hiber la production d’anions superoxydes présentent une efficacité à hautes concentrations,
éloignées de celles atteintes dans le plasma de patients.

6.6.3 Inhibition de la dégranulation

Une seconde propriété des PMNs est leur capacité à libérer la MPO dans le milieu ex-
tracellulaire, c’est-à-dire la dégranulation. Il est intéressant d’étudier l’impact des statines sur
ce mécanisme grâce à un test ELISA (voir section 2.2.4). De façon générale, aucune des six
statines ne permet de réduire de manière significative l’excrétion de MPO par les PMNs (figure
6.30). Il semblerait même que certaines puissent stimuler la libération de MPO, mais cette
augmentation de la concentration en MPO n’est pas significative. L’augmentation observée
pour une concentration de 100 µM de lovastatine peut être liée à l’apoptose des PMNs. En
effet, les cellules mortes libèrent leur contenu cytoplasmique et le contenu des granules dans
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le milieu extracellulaire.

Figure 6.30 – Action des statines sur la quantité de MPO libérée par les PMNs activés (NA : contrôle
PMNs non activés par du fMLP). Le pourcentage de libération de MPO a été calculé pour chaque
composé par rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous
forme de moyenne ± écart-type (N=2 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01
ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

6.6.4 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

Malgré l’incapacité des statines à réduire la libération de MPO, leur action inhibitrice
sur l’activité oxydante de l’enzyme a tout de même été étudiée grâce au test SIEFED (voir
section 2.2.5). Seules la pravastatine et la cérivastatine provoquent une réduction de l’activité
peroxydasique de la MPO, à la plus forte concentration testée 100 µM (figure 6.31). Une
inhibition de 33% est observée pour la pravastatine et de 36% pour la cérivastatine. De
façon surprenante, la cérivastatine montre également une action inhibitrice significative à la
plus faible concentration de 1 µM. Ces résultats suggèrent qu’à haute concentration, les
deux statines peuvent interagir avec l’enzyme, s’insérer dans le site actif et y former des
liaisons résistantes à l’étape de lavage caractéristique du SIEFED. Cependant, l’action des
deux molécules est modérée. Cela pourrait être lié à leur taille et à leur structure, gênant
leur insertion dans le site de l’enzyme. Seule l’utilisation d’une importante concentration,
largement supérieure à celles détectées dans le plasma de patients (∼ 10-100nM), permet
d’observer une action inhibitrice significative.

A 100 µM la lovastatine et la mévastatine montrent quant à elles l’effet inverse, malgré
des écarts-types importants. Elles semblent stimuler l’activité oxydante de l’enzyme et aug-
mentent l’oxydation de la sonde fluorescente, l’Amplex Red. Cependant, cette augmentation
de l’activité est plus probablement liée à l’augmentation de la libération de MPO observée par
le test ELISA (figure 6.30), plutôt qu’à une stimulation de l’enzyme. Pour la lovastatine, la
surlibération de la MPO et l’augmentation de l’activité oxydante qui en découle, peuvent se
comprendre par la capacité cytotoxique de la molécule. L’apoptose des PMNs peut provoquer
la libération du contenu cellulaire dans le milieu extérieur.
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Figure 6.31 – Action des statines sur l’activité oxydante de la MPO libérée par les PMNs activés,
via un test SIEFED (NA : contrôle PMNs non activés par du fMLP). Le pourcentage d’inhibition de
l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant, considéré
comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont
trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle solvant (DMSO).

6.6.5 Bilan de l’action des statines sur les PMNs

Pour conclure, l’impact global des statines sur les PMNs est faible. Les seuls effets observés
apparaissent à hautes concentrations, largement supérieures aux concentrations plasmatiques
observées lors du traitement de patients (voir section 6.2). L’atorvastatine et la rosuvastine ne
montrent aucune action inhibitrice sur les deux propriétés des PMNs, la production de ROS et
la dégranulation qui libère la MPO. La pravastatine et la cérivastatine montrent uniquement
une faible interaction avec la myéloperoxydase libérée par les cellules, à haute concentration,
mais elles n’empêchent pas la libération de l’enzyme dans le milieu extracellulaire. La céri-
vastatine montre également, tout comme la mévastatine, une capacité à réduire la production
d’anions superoxydes et donc de ROS par des PMNs activés, après une incubation d’une
heure. Cet effet n’étant pas corrélé à une augmentation de la mortalité cellulaire et les deux
statines n’agissant pas comme piégeurs de l’anion superoxyde, on peut supposer que le méca-
nisme d’inhibition doit agir au niveau d’une ou plusieurs étapes du processus de production
de ROS par le complexe NADPH oxydase. Des tests spécifiques sont nécessaires pour inves-
tiguer le mécanisme d’action précis. Les statines empêchent-elles l’assemblage du complexe ?
Bloquent-elles son fonctionnement ? Agissent-elles au niveau de l’échange d’électrons au sein
du complexe ? Pour finir, la lovastatine provoque l’apoptose des PMNs. Dans ce travail, cet
effet est observé uniquement à haute concentration, i.e. 100µM. Cependant, Zhang et al. ont
montré que des concentrations plus faibles, 30 nM, peuvent induire le même effet dans des
organismes modèles comme le poisson-zèbre [624]. L’induction de la mort cellulaire permet
d’inhiber la production d’anions superoxydes mais peut également augmenter la libération de
MPO dans le milieu extracellulaire.
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6.7 Etude de l’action des statines sur l’activité oxydante de la
myéloperoxydase

Les six statines étudiées dans ce travail ne sont pas capables de réduire la libération
de myéloperoxydase par des PMNs stimulés. Le premier test SIEFED réalisé sur la MPO
dégranulée a montré que l’interaction des statines avec la MPO est faible, voire inexistante
(figure 6.31).

Cependant, il est tout de même intéressant d’étudier l’action des molécules d’intérêt sur
la MPO purifiée. En effet, lors du premier SIEFED, les statines sont incubées en présence de
MPOmais également d’autres molécules et d’autres protéines libérées par la dégranulation.Cel-
les-ci peuvent potentiellement interférer et perturber l’interaction entre les statines et la MPO.
Dans le milieu physiologique, l’ensemble des enzymes du processus inflammatoire sont pré-
sentes et il est essentiel d’avoir connaissance de leur impact sur l’éventuelle action inhibitrice
des molécules d’intérêt. Il est néanmoins intéressant d’étudier l’interaction des statines avec
l’enzyme en l’absence d’éléments perturbateurs, d’évaluer leur capacité d’insertion dans le site
actif et de faire la comparaison avec les résultats obtenus grâce au docking.

De plus, le test SIEFED permet uniquement d’obtenir des informations sur la capacité
de liaison des molécules avec le site actif. Or, cette liaison n’est pas nécessaire pour inhi-
ber l’activité oxydante de l’enzyme, seule l’insertion est requise. La structure des statines la
permet-elle dans le site actif ? Un échange d’électrons est-il possible avec les intermédiaires
redox de l’enzyme ? Peuvent-elles inhiber le cycle de peroxydase et/ou de chloration ?

6.7.1 Interaction avec le cycle de peroxydase

Lorsqu’on ne réalise pas l’étape de lavage caractéristique du SIEFED, l’ensemble des mo-
lécules d’intérêt restent en solution et peuvent interagir avec la MPO lors de la mesure (voir
section 2.3.2).

Les six statines testées ne sont pas des inhibiteurs efficaces de l’activité peroxydasique de
la MPO (figure 6.32). Seules la pravastatine et la lovastatine induisent une faible diminution
significative de l’activité oxydante de l’enzyme, 28% pour la pravastatine à 100 µM et 32%
pour la lovastatine à 50 µM. Globalement, les six molécules n’inhibent pas l’activité de l’en-
zyme à la plus faible concentration testée, proche des concentrations physiologiques.

Ces résultats, associés aux premiers résultats SIEFED du contenu de dégranulation des
PMNs, montrent que les statines, si elles ont la capacité de s’insérer dans le site actif de la
MPO comme suggéré par le docking, ne peuvent pas y former de liaisons fortes. Elles ne sont
pas capables de céder un électron aux intermédiaires du cycle de peroxydase, composé I et
composé II, et de jouer le rôle de substrat réducteur.

Cette conclusion est corroborée par l’estimation des valeurs du potentiel d’oxydoréduction
des statines (voir section 6.5.1). En effet, ces molécules sont caractérisées par des potentiels
redox supérieurs à 1 V et donc supérieurs au potentiel du couple enzyme native/composé II
(0,97 V). Par conséquent, elles ne peuvent agir comme réducteurs pour le composé II de
l’enzyme. En ce qui concerne l’interaction avec le composé I, certaines statines (rosuvastatine,
pravastatine) ont un potentiel supérieur à celui du couple composé II/ composé I (1,35 V). Les
potentiels de la lovastatine et de l’atorvastatine déterminés dans ce travail sont légèrement
inférieurs. Les deux molécules pourraient donc agir comme réducteurs envers le composé I,
mais elles sont en compétition avec le nitrite, utilisé ici pour stimuler le cycle de peroxydase,
qui possède un potentiel proche (1,04 V) [583]. De plus, la taille des molécules est en faveur
d’une interaction préférentielle avec le nitrite, qui peut s’insérer plus facilement dans le site
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Figure 6.32 – Action des statines sur l’activité peroxydasique de la MPO. Le pourcentage d’inhibi-
tion de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à son contrôle solvant,
considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne ± écart-type (N=3
et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par rapport au contrôle
solvant (DMSO).

actif. En effet, l’encombrement stérique de la structure des statines est en défaveur d’une
insertion de la molécule dans le site actif, malgré les résultats obtenus grâce au docking.

6.7.2 Interaction avec le cycle de chloration

La MPO possède une propriété unique de production de l’acide hypochloreux, via le cycle
de chloration (voir section 2.3.3). Lors de l’étude de l’action inhibitrice des statines sur le
cycle de peroxydase, le nitrite, utilisé pour accélérer le cycle, peut entrer en compétition avec
elles pour interagir avec le composé I. Lors de l’étude de leur action sur le cycle de chloration,
le nitrite n’est pas utilisé. Dans ce test, les statines sont en compétition avec les ions chlorure
pour réduire le composé I et empêcher la formation de l’acide hypochloreux. L’affinité du
composé I avec les ions chlorure et la prédominance du cycle de chloration par rapport à celui
de peroxydase dépendent du pH du milieu [54]. Seule l’action inhibitrice de la lovastatine et
de l’atorvastatine, caractérisées par des potentiels redox permettant la réduction du composé
I, été étudiée grâce à la spectroscopie de fluorescence dans deux tampons de pH différents
(5,5 et 7,4) (voir section 2.3.3).

6.7.2.1 Milieu acide - pH 5,5

La lovastatine ne montre pas d’action inhibitrice de l’activité de chloration de la MPO
(figure 6.33). A pH acide, l’interaction entre les ions chlorure et le composé I domine celle de
la molécule. L’atorvastatine montre quant à elle une légère inhibition de 19% à la plus forte
concentration de 100µM. Cependant, les deux molécules ne montrent aucune action inhibi-
trice, à la concentration (1 µM) proche de celles détectées dans le sang de patients traités.
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Figure 6.33 – Action de la lovastatine et de l’atorvastatine sur l’activité de chloration de la MPO à
pH 5,5. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par
rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de
moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05
par rapport au contrôle solvant (DMF).

Figure 6.34 – Action de la lovastatine et de l’atorvastatine sur l’activité de chloration de la MPO à
pH 7,4. Le pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par
rapport à son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de
moyenne ± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05
par rapport au contrôle solvant (éthanol).
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6.7.2.2 Milieu extracellulaire - pH 7,4

La basification du milieu augmente fortement l’action inhibitrice de la lovastatine aux
deux plus fortes concentrations testées (figure 6.34). Une inhibition de 74% est observée à 100
µM et elle chute à 40% à 50 µM. Par contre, l’atorvastatine ne montre toujours aucune action
inhibitrice, quelle que soit la concentration utilisée.

Le mécanisme d’action de la lovastatine est probablement une combinaison entre son in-
teraction avec le composé I, en compétition avec les ions Cl−, et sa capacité à piéger l’HOCl
(figure 6.24). La basification du milieu favorise la compétition entre la statine et les ions
chlorure ainsi que le détournement de l’action de chloration vers celle de peroxydase, phé-
nomène déjà observé pour d’autres substrats [54]. De ce fait, l’absence d’inhibition observée
pour l’atorvastatine est surprenante. En effet, la molécule montre une action de piégeage de
l’acide hypochloreux importante à haute concentration, qui ne s’observe pas ici.

6.7.3 SIEFED

La méthode SIEFED permet d’étudier expérimentalement la capacité d’un ligand à se
fixer au site actif de la MPO et d’évaluer la force des liaisons formées (voir section 2.3.4).
Contrairement au premier test SIEFED réalisé sur le contenu de dégranulation des PMNs (fi-
gure 6.31), celui-ci est réalisé sur la MPO purifiée en l’absence de toute autre enzyme (figure
6.35).

Figure 6.35 – Action des statines sur l’activité oxydante de la MPO, mesurée par SIEFED. Le
pourcentage d’inhibition de l’activité de l’enzyme a été calculé pour chaque composé par rapport à
son contrôle solvant, considéré comme 100%. Les données sont représentées sous forme de moyenne
± écart-type (N=3 et n=3). Sont trouvés statistiquement significatifs : **P<0,01 ou *P<0,05 par
rapport au contrôle solvant (DMSO).

Seules la pravastatine et l’atorvastatine induisent une réduction de l’activité peroxydasique
d’environ 30%, à 100 µM. Ces résultats montrent l’impossibilité des statines de se fixer au
site actif de l’enzyme.
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6.7.4 Bilan de l’action des statines sur la myéloperoxydase

Dans l’ensemble, les statines ne sont pas des inhibiteurs efficaces de l’action oxydante de
la MPO. Elles n’agissent pas efficacement, que ce soit sur le cycle de peroxydase ou sur le
cycle de chloration. Leur structure complexe et leur encombrement stérique rendent difficile
leur insertion dans le site actif de l’enzyme. Elles ne sont pas capables de former des liaisons
suffisamment fortes pour résister à l’étape de lavage du SIEFED. Leurs potentiels d’oxydoré-
duction élevés en font de mauvais substrats réducteurs pour les composés intermédiaires de
la MPO. Seule la lovastatine a montré une capacité de réduction de l’activité de chloration à
pH neutre. Cependant, cette action a lieu lorsque de fortes concentrations en molécules sont
utilisées, largement supérieures aux concentrations plasmatiques détectées chez des patients.

6.8 Conclusion

Six statines (lovastatine, mévastatine, pravastatine, cérivastatine, rosuvastatine et ator-
vastatine) ont été étudiées sur trois aspects du processus inflammatoire : les PMNs, la MPO
et les ROS. De façon générale, ce travail a montré que l’impact anti-inflammatoire de ces six
molécules est faible, voire inexistant. En effet, les molécules ne sont pas des piégeurs efficaces
de ROS, ni des substrats réducteurs ou des ligands efficients pour la MPO. De plus, elles n’in-
hibent pas efficacement la production de ROS par les PMNs, ainsi que leur libération de MPO.

Parmi les six molécules testées, seules la lovastatine, la mévastatine et l’atorvastatine se
sont démarquées. En effet, la lovastatine a montré une action inhibitrice du cycle de chloration
à de hautes concentrations mais, plus important encore, elle induit l’apoptose des PMNs,
réduisant de ce fait leur production d’anion superoxyde mais augmentant la libération de
MPO dans le milieu extracellulaire. De façon similaire, la mévastatine réduit la production de
ROS via la réduction de la production de l’anion superoxyde. Cependant, de façon surprenante,
étant donné la similarité entre les structures des deux statines, cette dernière n’induit pas la
mort cellulaire des PMNs. L’atorvastatine ne montre aucune action inhibitrice significative
sur les activités oxydantes de la MPO. La seule contribution de la molécule pourrait être sa
capacité de piégeage de l’acide hypochloreux et de l’oxygène singulet.
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L’établissement de traitements contre les pathologies inflammatoires chroniques, qui ré-
duisent fortement le confort de vie des malades et peuvent mener à long terme à l’apparition de
pathologies encore plus sévères comme le cancer, reste toujours un défi important à relever et
fait l’objet de nombreuses recherches. Le repositionnement des médicaments est une voie très
intéressante et de plus en plus privilégiée afin d’accélérer le processus long et complexe qu’est
le développement de nouveaux traitements. De plus, la connaissance préliminaire de la poso-
logie et de la toxicité des molécules étudiées permet de réduire le risque de la découverte, lors
des tests précliniques in vivo, de leur toxicité aux posologies nécessaires à leur nouvelle action.

L’objectif de cette thèse a été d’évaluer les propriétés immunomodulatrices de composés
ayant des indications thérapeutiques et une utilité clinique avérées dans d’autres domaines
que celui du traitement de l’inflammation. Un caractère anti-inflammatoire peut offrir à ces
molécules une nouvelle perspective d’action dans une autre voie thérapeutique. Pour certains
composés, l’ajout d’une propriété immunomodulatrice à leur action clinique initiale peut être
considéré comme un atout supplémentaire.

Ce travail propose une approche multidisciplinaire associant différentes techniques d’ana-
lyse (spectroscopies de fluorescence, d’absorption et RPE, voltammétrie, modélisation molé-
culaire) permettant d’étudier l’impact de molécules d’intérêt sur une sélection d’espèces et de
mécanismes essentiels du processus inflammatoire. Les expériences menées se sont concentrées
sur l’étude de l’action de ces molécules sur les processus oxydants des leucocytes polymorpho-
nucléaires neutrophiles (PMNs) et de l’enzyme myéloperoxydase (MPO). Ces deux marqueurs
de l’inflammation, dont l’activité est étroitement liée, font partie des cibles importantes pour
le traitement de pathologies inflammatoires.

Ce travail a mis en place une méthodologie originale d’investigation de la capacité des
composés d’intérêt à moduler, voire à inhiber l’action oxydante de la MPO (cycle de peroxy-
dase et de chloration). Les différentes informations récoltées permettent de comprendre, ou du
moins dans certains cas de donner des pistes pour la détermination du mécanisme d’inhibition
des molécules. En effet, le coût élevé de la MPO représente une contrainte importante qui a
conduit à la sélection de techniques et de protocoles permettant d’acquérir des informations
avec une consommation limitée que ce soit de l’enzyme ou des molécules testées elles-mêmes.
Les résultats obtenus permettent de sélectionner parmi ces composés, ceux présentant une
action prometteuse. Ceux-ci pourront alors faire l’objet d’une étude plus approfondie néces-
sitant l’utilisation potentielle de techniques d’analyse plus coûteuses en réactifs.

Etant donné que l’activité de la MPO est étroitement liée à celle des PMNs, ce travail a
également étudié l’impact des molécules d’intérêt sur divers mécanismes caractéristiques des
cellules comme la production de ROS et la dégranulation. L’évaluation du potentiel d’oxydoré-
duction des différents composés étudiés ainsi que de leurs propriétés de piégeage de radicaux et
d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) a permis d’obtenir des informations complémentaires
essentielles à la compréhension des mécanismes d’inhibition observés.

Dans le cadre de cette thèse, le choix des inhibiteurs potentiels à étudier s’est porté, comme
évoqué précédemment, sur des molécules déjà employées dans d’autres traitements que celui de
l’inflammation mais ayant néanmoins déjà montré une action antioxydante in vitro ou in vivo.
Les molécules sélectionnées sont la morphine (molécule analgésique), le propofol (molécule
anesthésiante), six statines (molécules hypocholestérolémiantes) et six molécules anticancé-
reuses. Leur étude a laissé apparaître différentes propriétés immunomodulatrices. Un tableau
récapitulatif des résultats de ce travail est repris en annexe A. Ces résultats ont ouvert la pers-
pective d’investigations complémentaires. Tout d’abord, des composés comme la morphine ou
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encore l’atorvastatine présentent des capacités de piégeage de ROS (anion superoxyde, acide
hypochloreux, oxygène singulet). D’autres comme le propofol et deux de ses dérivés (PPFQ et
PPFDQ) ainsi que l’anticancéreux 6-thioguanine, montrent une activité intéressante en tant
qu’inhibiteurs de la production d’anions superoxydes par les PMNs activés. Des pistes permet-
tant d’expliquer des mécanismes d’action intervenant pour chaque molécule ont été proposées
mais des études supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer à quel niveau les mo-
lécules agissent sur le complexe NADPH oxydase à savoir : phosphorylation des sous-unités,
migration des sous-unités cytosoliques, assemblage du complexe protéique, échange d’élec-
trons,... Dans cette perspective, une étude de l’action des molécules d’intérêt sur les éléments
isolés du complexe représente une voie intéressante. Enfin, ces molécules sont également, à
des concentrations physiologiques, des inhibiteurs efficaces de l’activité oxydante de la MPO.
Plus particulièrement, les résultats obtenus pour le PPFQ et la 6-thioguanine suggèrent la
formation d’un complexe avec l’enzyme. Malgré les différentes expériences menées, la preuve
de la liaison covalente irréversible de la 6-thioguanine au sein du site actif de la MPO reste
encore à apporter, notamment par une étude cristallographique de la structure du complexe.

L’action inhibitrice des molécules d’intérêt ayant été évaluée uniquement sur une sélection
de mécanismes liés à la MPO et aux PMNs, l’étude de leur impact sur les phénomènes de
phagocytose et de nétose serait également extrêmement intéressante, étant donné leur rôle
important dans le processus inflammatoire. De surcroît, la sélection des molécules anticancé-
reuses retenues pour ce travail est assez restreinte. Il en existe encore énormément d’autres,
présentant des structures variées, dont il serait intéressant d’évaluer les propriétés immuno-
modulatrices. En ce qui concerne les résultats obtenus avec la 6-thioguanine, associés à ceux
publiés dans la littérature sur les thioxanthines (molécules inhibitrices prometteuses mais dont
l’étude a été arrêtée en raison de leur toxicité), ils montrent que la présence d’un atome de
soufre permet à une molécule, si elle est capable d’être oxydée par la MPO, d’agir comme
inhibiteur irréversible de l’enzyme. L’étude d’autres composés présentant ces caractéristiques
pourrait s’avérer être une piste prometteuse.
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Annexe A

Résumé des résultats

Ac#vité réductrice et oxydante (piégeage) Inhibi#on de l'ac#vité  
oxydante des PMNs Inhibi#on de l'ac#vité oxydante de la MPO

ABTS O2 1O2 HOCl Produc#on de 
ROS Dégranula#on Peroxydase Chlora#on 

5,5
Chlora#on 

7,4 Liaison

morphine efficace efficace efficace efficace non non forte faible faible non

propofol efficace efficace non faible moyenne non forte non faible oui (▲)

PPFG non non non non non non non non non non

PPFQ non efficace non non forte faible (▲) moyenne forte forte oui

PPFDQ non efficace non non forte faible (▲) non non non non

6-thioguanine efficace efficace non efficace faible (▲) non forte forte forte oui (★)

hydroxyurée efficace non non moyen non non faible non non non

melphalan non non efficace moyen / non non moyenne forte non

5-fluorouracile non non non non / non non non non non

cladribine non non non non / non non non non non

crizo#nib efficace efficace efficace moyen mort cellulaire (▲) mort cellulaire (▲) moyenne moyenne forte oui

lovasta#ne non faible faible moyen mort cellulaire (▲) mort cellulaire (▲) non non moyenne non

mévasta#ne non / faible / moyenne (▲) non non / / non

atorvasta#ne non faible efficace efficace non non non non non non

pravasta#ne non / non / non non non / / non

cérivasta#ne non / non / moyenne (▲) non non / / non

rosuvasta#ne non non non non non non non / / non

(▲) à haute concentra#on 
(★) après oxyda#on

●–

Figure A.1 – Tableau récapitulatif des résultats des différentes expériences in vitro menées dans ce
travail.
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Annexe B

Morphine

B.1 Etude de l’interaction entre les métabolites glucuronides
de la morphine et le site actif de la myéloperoxydase par
modélisation moléculaire

La morphine est métabolisée au niveau du foie et ses deux métabolites, la morphine-6-
glucuronide et la morphine-3-glucuronide, peuvent être détectés dans le sang des patients
(figure B.1). Il est donc intéressant d’étudier l’impact de ces deux composés sur le processus
inflammatoire. Dans le but d’évaluer le réel intérêt à se procurer ces molécules et à étudier leur
potentielle action inhibitrice sur la MPO et par la suite sur les PMNs, une étude préliminaire
de leur interaction avec le site actif de la MPO a été réalisée par docking.

Figure B.1 – Métabolisation de la morphine par la UDP-glucuronosyltransférase (UGT2B7) en
morphine-3-glucuronide et morphine-6-glucuronide. Image originale de Ouzzine et al. [192]

La première molécule étudiée est la morphine-3-glucuronide, le métabolite principal (figure
B.2A). En effet, entre 50 et 60 % de la morphine est transformée en ce composé [200]. La
molécule s’insère partiellement dans le site actif de l’enzyme et dans le canal d’entrée. La
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partie glucuronide est positionnée au-dessus de l’hème, ce qui permet la formation de ponts
hydrogène entre différents atomes d’oxygène du glucuronide et divers acides aminés : Arginine
239, Aspartate 94 et Glutamine 91. Deux liaisons hydrogène sont également possibles avec
deux atomes d’azote des cycles pyrroles de l’hème. La molécule de morphine est quant à elle
positionnée dans le canal d’accès au site actif.

Sur base du docking, une interaction entre la molécule de morphine-3-glucuronide et la
MPO semble possible. Cette interaction se ferait principalement par encombrement stérique.
En effet, dans le cas de ce métabolite, la liaison du groupement glucuronide est réalisée
avec l’atome d’oxgène du groupement hydroxyle de la fonction phénol de la morphine. Par
conséquent, cette liaison devrait réduire fortement, voire totalement, l’action réductrice de la
molécule. En effet, Borges et al [206] ont montré par DFT le rôle essentiel des groupements
amine et phénol de la morphine pour la cession d’un électron et d’un atome d’hydrogène
respectivement. D’autres molécules ont également montré une perte de leur action réductrice
suite à l’ajout d’un groupement glucuronide induisant la perte d’un groupement hydroxyle et,
par conséquent, d’une fonction phénol [282, 329]. Ce travail a également montré un résultat
similaire avec le métabolite du propofol, propofol-β-glucuronide (voir chapitre 4).

Bien que le docking propose la formation d’un complexe entre la morphine-3-glucuronide
et la MPO, cela se traduira-t-il expérimentalement par une inhibition de l’activité de l’en-
zyme ? En se basant sur les résultats de l’étude du propofol-β-glucuronide, on peut fortement
en douter. En effet, l’ajout de la fonction glucuronide augmente fortement le volume et donc
l’encombrement de la molécule de propofol et de ce fait empêche son insertion dans le site ac-
tif. Dans la mesure où la morphine seule connaît déjà des difficultés pour s’insérer efficacement
dans le site, on peut aisément supposer que ce sera encore plus le cas pour la morphine-3-
glucuronide. Par conséquent, la molécule ne sera pas un inhibiteur efficace de l’enzyme.

L’insertion de la molécule de morphine-6-glucuronide dans le site actif de la MPO a égale-
ment été étudiée par modélisation. La solution la plus fréquemment obtenue par le programme
GOLD est illustrée à la figure B.2B. La différence de liaison entre la molécule de morphine et
la partie glucuronide entre la morphine-3-glucuronide et la morphine-6-glucuronide, modifie
fortement la capacité d’insertion de la molécule dans le canal d’accès au site actif. En effet,
dans le cas de la morphine-6-glucuronide, la molécule est positionnée moins profondément
dans la cavité, positionnant le cycle du glucuronide au-dessus du cycle pyrrole D de l’hème.
Dans cette configuration, une seule interaction est possible, un pont hydrogène avec l’Arginine
239.

L’interaction entre la morphine-6-glucuronide et la morphine est faible. Bien que le grou-
pement phénol de la morphine soit intact, la faible insertion de la molécule dans le site actif
ne permet pas à la partie morphine de la molécule, essentielle pour la propriété réductrice,
d’être proche de l’hème, ce qui réduit donc la capacité de la molécule à céder un électron aux
intermédiaires redox de l’enzyme.

Sur base de ces résultats, l’étude de l’action inhibitrice des deux métabolites de la morphine
n’a pas été approfondie. Tout d’abord, en raison de la dimension importante des molécules
par rapport à celle de la cavité du site actif, leur insertion et leur interaction sont supposées
faibles. D’autre part, la seule molécule pouvant présenter une action réductrice, la morphine-
6-glucuronide, est produite en faible proportion dans l’organisme. En effet, environ 10 %
de la morphine est métabolisée dans ce composé [200]. Enfin, la difficulté à se procurer ces
composés en quantité suffisante pour réaliser les différentes études de ce travail a mené à
l’arrêt des investigations.
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Figure B.2 – A : La solution du complexe MPO-morphine-3-glucuronide obtenue par GOLD. B : La
solution du complexe MPO-morphine-6-glucuronide obtenue par GOLD. Les traits pointillés jaunes
représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en Angström.





Annexe C

Propofol

C.1 Synthèse des métabolites du propofol

C.1.1 2,6-diisopropyl-1,4-quinone (PPFQ)

C.1.1.1 Synthèse

Le PPFQ a été synthétisé selon la méthode décrite par Omura [642]. 2,39g de PbO2 sont
mis en suspension dans un mélange de 5 ml de HClO4 70% et de 15 ml d’acide acétique. Le
mélange est agité vigoureusement et une solution de 4 mmol de propofol (715 mg) dans 15
ml d’acide acétique y est ajoutée goutte à goutte.

La solution résultante est mélangée pendant 10 minutes puis filtrée dans un flacon conte-
nant 150 ml d’eau. Le filtrat est lavé à l’éther diéthylique. Pour ce faire, 50 ml d’éther dié-
thylique sont ajoutés dans le flacon et mélangés. La phase organique est récoltée tandis que
la phase aqueuse est lavée une seconde fois avec 50 ml d’éther diéthylique. La seconde phase
organique est alors ajoutée à la première.

Le mélange est ensuite lavé avec 50 ml d’eau. La phase organique finale récoltée est séchée
avec du Na2SO4, filtrée et évaporée sous vide. Une huile jaune-orange est alors récoltée.

C.1.1.2 Caractérisation

Le spectre d’absorption du PPFQ présente un pic d’absorption à 260 nm, tandis que le
propofol est caractérisé par un maximum d’absorption à 271 nm [262] (figure C.1).

C.1.2 3,5,3’,5’-tétraisopropyl-(4,4’)-diphénoquinone (PPFDQ)

C.1.2.1 Synthèse

Le PPFDQ est synthétisé selon la méthode décrite par Menger et Carnahan [643]. 2,14
g de propofol sont dissous dans 25 ml de chloroforme. La solution est agitée vigoureusement
et chauffée à 51◦C. 7,6 g de KMnO4 sont ensuite ajoutés. La solution est à nouveau agitée
pendant une heure et demie puis filtrée. Le solvant est éliminé par évaporation sous vide. Le
solide est recristallisé dans le méthanol, c’est-à-dire dissous dans celui-ci, légèrement chauffé,
filtré et séché. Un solide rouge est alors récolté.
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Figure C.1 – Spectre d’absorption de la 2,6-diisopropyl-1,4-quinone (PPFQ) (10−4M) (spectre noir)
et du propofol (10−4M) (spectre bleu) dans du tampon phosphate pH 7,4.

C.1.2.2 Caractérisation

Le spectre d’absorption du PPFDQ présente un maximum d’absorption à 429 nm dans
du tampon phosphate pH 7,4 [262] (figure C.2).

Figure C.2 – Spectre d’absorption de la 3,5,3’,5’-tétraisopropyl-(4,4’)-diphénoquinone (PPFDQ)
(10−4M) dans du tampon phosphate pH 7,4.
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C.2 Etude de l’interaction entre les métabolites du propofol
et le site actif de la myéloperoxydase par modélisation
moléculaire

C.2.1 1-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide - PPFQ-1-G

Le programme de docking GOLD positionne le PPFQ-1-G dans le canal d’entrée du site
actif de la myéloperoxydase (figure C.3). La molécule n’est pas placée partiellement au-dessus
de l’hème. La partie propofol de la molécule se trouve à l’entrée du canal, tandis que le
groupement glucuronide se trouve entre les deux bras de l’hème, les deux chaînes d’acide pro-
panoïque. Ce positionnement permet la formation de deux ponts hydrogène entre deux atomes
d’oxygène du glucuronide avec, d’une part, l’arginine 239 et, d’autre part, une des chaînes
d’acide propanoïque. Le complexe MPO-PPFQ-1-G proposé par la modélisation moléculaire
est semblable au complexe proposé pour le MPO-PPFG. Or, les différentes mesures réalisées
sur le PPFG ont montré la faible interaction entre la molécule et l’enzyme. La présence du
groupement glucuronide impacte négativement la capacité réductrice de la molécule et sa
capacité de liaison dans le site actif de l’enzyme. Sur base du docking, il semblerait que la
présence d’un second groupement hydroxyle sur la molécule de propofol pour le PPFQ-1-G ne
modifie par l’interaction de la molécule par rapport au PPFG. On peut donc supposer que la
molécule PPFQ-1-G n’est pas un inhibiteur efficace de la MPO. Le groupement glucuronide
semble réduire la capacité d’insertion de la molécule dans le site actif et ne lui permet pas de
s’approcher suffisamment de l’hème pour favoriser l’échange d’électrons.

Figure C.3 – La solution du complexe MPO-1-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide obtenue par
GOLD. Les traits pointillés jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en
Angström.
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C.2.2 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide - PPFQ-4-G

L’insertion de la molécule de PPFQ-4-G dans le site actif de la MPO a également été
étudiée par modélisation. La solution la plus fréquemment obtenue par le programme GOLD
est illustrée à la figure C.4. Par rapport au PPFG, la molécule de PPFQ-4-G est positionnée
dans l’autre sens dans le canal d’accès au site actif. En effet, la partie propofol est insérée plus
profondément dans le canal que le groupement glucuronide. Le propofol est placé entre les
deux chaînes d’acide propanoïque de l’hème ce qui permet la formation d’un pont hydrogène
entre le groupement hydroxyle et un des acides. Un atome du glucuronide forme quant à lui
une liaison hydrogène avec l’autre acide. Bien que le positionnement du PPFQ-4-G diffère de
celui de PPFQ-1-G, l’interaction et la probabilité de formation réelle du complexe est faible.

Figure C.4 – La solution du complexe MPO-4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-glucuronide obtenue par
GOLD. Les traits pointillés jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données en
Angström.
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C.2.3 4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-sulfate - PPFQ-4-S

La présence d’un groupement sulfate sur le composé quinole du propofol semble augmenter
l’interaction de la molécule avec le site actif de la MPO (figure C.5). En effet, la solution
unique proposée par le programme de modélisation place ce groupement sulfate au-dessus
de l’hème. Ce positionnement permet différentes interactions avec le site actif. Tout d’abord,
un empilement π-π est possible entre le cycle de la molécule et le cycle pyrrole D de l’hème.
Ensuite, deux ponts hydrogène peuvent s’établir entre l’arginine 239 et deux atomes d’oxygène
du groupement sulfate.

Figure C.5 – La solution du complexe MPO-4-(2,6-diisopropyl-1,4-quinol)-sulfate obtenue par
GOLD. Les traits pointillés jaunes représentent les liaisons hydrogène. Les distances sont données
en Angström. Les traits pointillés orange représentent les interactions π-π.





Annexe D

Stratégie expérimentale - Aspects
techniques

D.1 Etude de l’activité réductrice et antioxydante des
molécules d’intérêt

D.1.1 Détermination du potentiel d’oxydoréduction

Le potentiel d’oxydoréduction des molécules d’intérêt a été évalué grâce à la voltammétrie
cyclique (voir annexe E). Un dispositif à trois électrodes (figure D.1) est utilisé dans une cellule
en verre, contenant 30 ml d’échantillon. Celui-ci est constitué d’une solution de 1 mM en mo-
lécules d’intérêt dans du tampon phosphate pH 7,4. Une électrode de calomel saturée (SCE)
et une électrode de platine sont utilisées comme électrode de référence et contre-électrode,
respectivement. Une électrode de carbone vitreux, préalablement polie avec du papier verré
et nettoyée avec de l’éthanol et de l’eau distillée avant chaque mesure, est employée comme
électrode de travail. Tous les échantillons sont dégazés avec de l’azote pendant les dix minutes
précédant le déclenchement de la mesure électrochimique et sont gardés sous atmosphère
inerte. Le voltammogramme de chaque molécule d’intérêt est acquis en utilisant un potentio-
stat SP-200 (Biologic) contrôlé par le programme EC-Lab.

Les valeurs de potentiel obtenues grâce aux voltammogrammes sont exprimées par rapport
à l’électrode de référence SCE. Elles sont ensuite recalculées pour être exprimées par rapport
à l’électrode normale à hydrogène (ESH) (voir annexe E).

D.1.2 Etude de l’action de piégeage de radicaux - Méthode ABTS

La capacité des molécules d’intérêt à réduire des espèces radicalaires a été évaluée avec
la méthode ABTS. Les cations radicalaires ABTS+. sont produits en ajoutant un volume
équivalent de persulfate de potassium (Cinitiale = 0,02 M) à une solution d’ABTS (Cinitiale =
0,05M). La solution obtenue est alors incubée une nuit dans le noir à température ambiante,
afin de permettre l’oxydation totale de l’ABTS. La solution d’ABTS+. présente une coloration
verte. Après l’incubation, la solution est diluée 200 fois dans de l’eau MilliQ. Dans les puits
d’une plaque 96 puits, 190 µl de la solution sont ajoutés à 10 µl des différentes molécules
d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou de leur solvant respectif.
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Figure D.1 – Schéma d’une cellule électrochimique à trois électrodes.

Un spectromètre Multiskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer l’absor-
bance de la solution d’ABTS+. à 740 nm, directement après l’ajout de la solution dans les
puits. La mesure est également répétée après une heure d’incubation dans le noir. La capacité
de piégeage des radicaux ABTS+. par les différentes molécules d’intérêt peut être évaluée en
mesurant la décroissance de l’absorbance de la solution par rapport à l’absorbance de la solu-
tion contrôle, considérée comme 100%, contenant la solution ABTS+. et leur solvant respectif.

Figure D.2 – Oxydation de l’ABTS par le persulfate de potassium.

D.1.3 Etude de l’action de piégeage de ROS - Anion superoxyde

Dans un premier temps, l’action de piégeage de l’anion superoxyde par les molécules d’in-
térêt a été évaluée grâce à la spectroscopie RPE et au spin trapping (voir annexe E). L’anion
superoxyde a été produit par un système enzymatique, xanthine/xanthine oxydase.

De la xanthine oxydase (Cfinale = 2 mg/ml), un piégeur de spin : le DMPO (Cfinale =
200 mM), du DTPA (Cfinale = 0,4 mM), de la xanthine (Cfinale = 4 mM) et différentes
concentrations des molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) sont mé-
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langés dans du tampon phosphate pH 8. La solution est immédiatement collectée dans un
capillaire en quartz et le spectre RPE du DMPO-OOH est alors obtenu. Les paramètres d’ac-
quisition des spectres sont les suivants : gain 105, amplitude de modulation 1 Gauss, constante
de temps 81,92 ms, temps de conversion 40 ms et nombre de scans 2. L’intensité du signal RPE
est déterminée par double intégration du spectre RPE. La superoxyde dismutase (SOD) a été
utilisée afin de contrôler la production d’anions superoxydes par le système enzymatique. La
capacité de piégeage de l’anion superoxyde par les molécules d’intérêt (et donc la compétition
entre elles et le DMPO), peut alors être évaluée en observant la décroissance de l’intensité du
signal RPE du DMPO-OOH.

Dans une seconde expérience, le KO2 a permis de produire l’anion superoxyde afin de
s’affranchir de toute espèce enzymatique qui pourrait potentiellement interagir avec les molé-
cules testées. Pour cette expérience, la chimiluminescence de la sonde L-012 a été préférée à
la spectroscopie RPE.

Une solution de KO2 0,1 M est préparée dans un mélange de méthanol/eau (60%/40%
en volume). En effet, l’anion superoxyde est généré en dissolvant un sel superoxyde dans des
solvants aprotiques [350]. Cependant, la faible solubilité du KO2 dans les solvants organiques
nécessite de préparer un mélange solvant organique/eau. La sonde luminescente L-012 est
préparée dans l’eau avec une concentration stock de 1 mM [644]. Dans les puits d’une plaque
96 puits, 10 µl de KO2, 20 µl de L-012 et 2 µl de différentes concentrations des molécules
d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou de leur solvant respectif sont ajou-
tés à 170 µl du mélange méthanol/eau. Pour la solution contrôle, les 10 µl de solvant sont
remplacés par 10 µl du mélange méthanol/eau.

Un spectromètre Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer le signal
de chimiluminescence du L-012 à la suite de son interaction avec l’anion superoxyde. Le signal
de luminescence est mesuré pendant 30 minutes et les résultats sont exprimés comme la diffé-
rence entre la dernière et la première mesure. La capacité de piégeage de l’anion superoxyde
par les différentes molécules d’intérêt est déterminée en mesurant la décroissance du signal de
luminescence et en le comparant au signal de leur contrôle solvant respectif, considéré comme
100%.

D.1.4 Etude de l’action de piégeage de ROS - Oxygène singulet

La spectroscopie d’absorption permet d’étudier l’action de piégeage des molécules d’inté-
rêt sur l’oxygène singulet.

Une solution de 100 µM de rose Bengale est préparée avec de l’eau MilliQ. L’ADPA est
quant à lui dissous dans de l’éthanol pour obtenir une solution stock de 5 mM. Dans les puits
d’une plaque 96 puits, 20 µl de rose Bengale, 20 µl d’ADPA et 20 µl de différentes concen-
trations des molécules d’intérêt (1 mM et 100 µM (concentrations finales)) ou de leur solvant
respectif sont ajoutés dans 140 µl de tampon phosphate pH 7,4. Pour la solution contrôle,
les 20 µl de solvant sont remplacés par 20 µl de tampon. La plaque est irradiée pendant 30
secondes à l’aide d’un projecteur, dans une pièce plongée dans le noir. Un filtre permet de
supprimer les longueurs d’onde inférieures à 450 nm. L’irradiation du rose Bengale produit
l’oxygène singulet à partir de l’oxygène triplet naturellement contenu en solution. L’oxydation
de l’ADPA par l’oxygène singulet le transforme en endoperoxyde.

L’absorbance de l’ADPA à 405 nm est mesurée avec un spectromètre Multiskan Ascent
(Thermo Scientific). L’opération est répétée pendant dix minutes afin de réaliser une cinétique
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de l’évolution de l’absorbance de l’ADPA. En l’absence de piégeur, l’oxygène singulet interagit
avec l’ADPA pour former l’endoperoxyde caractérisé par un spectre d’absorption différent de
l’ADPA. Une décroissance de l’absorbance à 405 nm est donc observée au cours du temps. Par
contre, la présence en solution d’une molécule capable de piéger l’oxygène singulet et d’entrer
en compétition avec l’ADPA empêche la décroissance de l’absorbance de celui-ci.

Le spectre d’absorption des molécules d’intérêt efficaces a été obtenu dans du tampon
phosphate pH 7,4 avec un spectrophotomètre Agilent 8453 (Hewlett-Packard). Du rose Ben-
gale (Cfinale = 10 µM) est ensuite ajouté à la solution qui est alors irradiée pendant dix
minutes à l’aide d’un projecteur, dans une pièce plongée dans le noir.

D.1.5 Etude de l’action de piégeage de ROS - Acide hypochloreux

La capacité de piégeage de l’acide hypochloreux par les molécules d’intérêt a été évaluée
grâce à la spectroscopie de fluorescence.

Du NaOCl est dilué dans du tampon PBS (pH 7,4) pour obtenir une concentration de
140 µM. Le pH de la solution est réajusté à 7,4, juste avant son utilisation, en ajoutant du
HCl 0,1 M. A ce pH, la solution contient approximativement une quantité équivalente de HOCl
et de OCl− [302]. La sonde, APF, est diluée dans du tampon HBSS à une concentration 5 µM.
Dans les puits d’une plaque 96 puits, 2 µl de différentes concentrations des molécules d’intérêt
(100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou de leur solvant respectif sont ajoutés à 50 µl
de HOCl et 148 µl d’APF. Pour la solution contrôle, les 2 µl de solvant sont remplacés par 2
µl de tampon HBSS.

Un spectromètre Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer le signal
de fluorescence de l’APF (longueur d’onde d’excitation de 489 nm et longueur d’onde d’émis-
sion de 517 nm). Le signal de fluorescence est mesuré pendant 30 minutes et les résultats sont
exprimés comme la différence entre la dernière et la première mesure. La capacité de piégeage
du HOCl par les différentes molécules d’intérêt est évaluée en calculant la diminution du signal
de fluorescence par rapport au signal de leur contrôle solvant respectif, considéré comme 100%.

D.2 Etude de l’action des molécules d’intérêt sur l’activité
oxydante des leucocytes polymorphonucléaires
neutrophiles (PMNs)

D.2.1 Isolement des PMNs

Pour les différentes expériences utilisant les PMNs, les cellules sont isolées à partir de sang
complet de cheval à l’aide d’un gradient de Percoll, avec la méthode décrite par Pycock et al.
[181].

Le sang complet est déposé sur le gradient de Percoll et l’ensemble est centrifugé pendant
30 minutes à 400g. A l’aide d’une trompe à eau, la couche supérieure de plasma (voir figure
D.3) est retirée. La couche de PMNs est ensuite isolée avec une pipette et est mélangée à du
HBSS. La solution est à nouveau centrifugée pendant 8 minutes dans une petite centrifugeuse
de paillasse. Le surnageant est éliminé et le culot contenant les PMNs est resuspendu dans
du tampon d’éclatement (solution aqueuse de NH4Cl 150 mM, EDTA 100 µM et NaHCO3

10 mM), afin de faire éclater les globules rouges résiduels. La solution est une dernière fois



ANNEXE D - Stratégie expérimentale - Aspects techniques 259

Figure D.3 – Photographie d’un tube contenant du sang centrifugé.

centrifugée pendant 8 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot contenant les PMNs est
remis en suspension dans du tampon PBS. La concentration cellulaire est déterminée par
comptage avec une cellule Bruker à l’aide d’un microscope optique.

D.2.2 Viabilité cellulaire

Le test d’exclusion au bleu trypan permet d’évaluer l’impact des molécules d’intérêt sur
la viabilité cellulaire. Les PMNs (250 103 cellules/200µl) sont incubés pendant dix minutes
ou une heure avec différentes concentrations des molécules d’intérêt (100 et 50 µM). L’effet
des différents solvants est également analysé. Après l’incubation, 50µl de bleu trypan sont
ajoutés à la solution de 200µl. Le nombre total de cellules et le nombre de cellules mortes sont
déterminés par comptage avec une cellule Bruker à l’aide d’un microscope optique et le taux
de viabilité peut être calculé.

D.2.3 Inhibition de la production d’anions superoxydes

Dans une première série de mesures, des PMNs (250 103 cellules/puits) ont été incubés
pendant dix minutes dans les puits d’une plaque 96 puits, en présence de différentes concen-
trations des molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou de leur
solvant respectif, dans du tampon PBS pH 7,4 à 37◦C. Pour la solution contrôle, le solvant
a été remplacé par un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4. Ensuite, 25 µl de CaCl2
(Cinitiale = 1,25 mM) et 20 µl de L-012 (Cinitiale = 1 mM) sont ajoutés dans chaque puits,
avant le déclenchement de l’activation des PMNs (et donc de la production de ROS) par 10
µl de PMA (Cinitiale = 16,2 µM). Pour le contrôle négatif, les 10 µl de PMA sont remplacés
par 10 µl d’eau. La dilution de la suspension cellulaire et des composés d’intérêt est réalisée
pour travailler avec un volume final de 200 µl par puits.

Un spectromètre Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer le signal
de chimiluminescence du L-012 en réponse à son interaction avec l’anion superoxyde produit
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par les PMNs activés. Le signal de luminescence est mesuré pendant 30 minutes et les ré-
sultats sont exprimés comme la différence entre la dernière et la première mesure. L’impact
des différentes molécules d’intérêt sur la concentration d’anions superoxydes en solution est
évalué en mesurant la décroissance du signal de luminescence et en le comparant au signal de
leur contrôle solvant respectif, considéré comme 100%.

Pour la seconde expérience, les PMNs (250 103 cellules/200 µl) sont incubés pendant dix
minutes ou une heure dans des tubes à essai, en présence de différentes concentrations des
molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou leur solvant respectif,
dans du tampon PBS pH 7,4 à 37◦C. Pour la solution contrôle, le solvant a été remplacé par
un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4. Après la phase d’incubation, les suspensions
cellulaires sont centrifugées pendant dix minutes à 524g. Les surnageants sont éliminés et les
culots cellulaires sont remis en suspension dans 200 µl de tampon PBS pH 7,4. Les 200 µl de
solution sont placés dans les puits d’une plaque 96 puits. Comme lors de la première expé-
rience, 25 µl de CaCl2 (Cinitiale = 1,25 mM) et 20 µl de L-012 (Cinitiale = 1 mM) sont ajoutés
dans chaque puits, avant le déclenchement de l’activation des PMNs et donc de la production
de ROS par 10 µl de PMA (Cinitiale = 16,2 µM). Pour le contrôle négatif, les 10 µl de PMA
sont remplacés par 10 µl d’eau. Ensuite, la prise de mesures à l’aide du Fluoroskan et le traite-
ment des données sont identiques à ceux de la première expérience (voir paragraphe ci-dessus).

D.2.4 Inhibition de la dégranulation

La première phase de cette expérience consiste à activer les PMNs et à déclencher le pro-
cessus de dégranulation. Pour cela, des PMNs (1 106 cellules/ml) sont incubés pendant dix
minutes avec différentes concentrations des molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concen-
trations finales)) ou leur solvant respectif, dans du tampon PBS pH 7,4 à 37◦C. Pour la
solution contrôle, le solvant a été remplacé par un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4.
Ensuite, les PMNs sont activés en ajoutant 5 µl de cytochalasine (Cinitiale = 2 mM), avec
une incubation de dix minutes à 37◦C. Pour terminer, 10 µl de fMLP (Cinitiale = 100 µM)
sont ajoutés. Les suspensions cellulaires sont alors incubées pendant 30 minutes à 37◦C. Après
l’activation, les PMNs sont centrifugés pendant dix minutes à 524g et les surnageants sont
collectés. La dilution de la suspension cellulaire et des composés d’intérêt est réalisée pour
travailler avec un volume final de 1 ml.

La quantité de MPO libérée par les PMNs activés est mesurée dans les surnageants collec-
tés grâce à un test ELISA. Ceux-ci sont dilués 200 fois dans du tampon PBS pH 7,4. 100 µl
de ces solutions sont ajoutés dans les puits d’une plaque 96 puits (Combiplate 8EB), "coatés"
avec des anticorps de cobaye anti-MPO équine. La plaque est incubée durant une nuit à 4◦C
et les puits sont ensuite vidés et lavés avec une solution de PBS contenant 0,1% de Tween 20
(monolaurate de polyoxyéthylène sorbitane).

100 µl d’une solution tampon PBS contenant 1 % d’albumine (BSA) et un second anti-
corps de lapin anti-MPO équine (5 µg/ml) sont ajoutés dans les puits et incubés pendant 2
heures à 37◦C. Après une seconde étape de lavage avec une solution de PBS contenant 0,1%
de Tween 20, 100 µl de solution contenant un troisième anticorps de chèvre anti-anticorps
de lapin, couplé à de la phosphatase alcaline sont ajoutés dans les puits et incubés pendant
2 heures à 37◦C. Après une troisième et dernière étape de lavage avec une solution de PBS
contenant 0,1% de Tween 20, 100 µl de pNPP sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est
incubée pendant 30 minutes à 37◦C. La phosphatase alcaline catalyse la conversion du pNPP
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en pNP. Cette réaction est arrêtée par l’addition de 100 µl de NaOH 1,25 M.

Un spectromètre Multiskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer l’absor-
bance à 405 nm du pNP formé. La capacité inhibitrice de la libération de la MPO par les
différentes molécules d’intérêt est évaluée en la comparant au signal de leur contrôle solvant
respectif, considéré comme 100%.

D.2.5 Interaction avec la myéloperoxydase libérée par les PMNs activés

Dans un premier temps, les PMNs doivent être activés afin d’induire la dégranulation. Le
protocole de récupération du contenu de dégranulation est décrit dans le premier paragraphe
de la section D.2.4.

L’activité de la MPO présente dans le surnageant peut alors être évaluée grâce au SIE-
FED. 100 µl de surnageant sont ajoutés dans les puits d’une plaque 96 puits. (Combiplate
8EB), "coatés" avec des anticorps de cobaye anti-MPO équine. La plaque est ensuite incu-
bée pendant deux heures à 37◦C, afin de permettre la fixation de la MPO sur les anticorps.
L’incubation est suivie d’une étape de lavage. Les solutions sont éliminées des puits et ceux-ci
sont lavés à quatre reprises avec une solution de PBS contenant 0,1 % de Tween 20. Le cycle
de peroxydase de la MPO est alors déclenché en ajoutant, dans chaque puits, 10 µl de NaNO3

(Cinitiale = 40 mM) et 100 µl d’une solution composée de tampon phosphate pH 7,5, de 10
µM de H2O2 et de 40 µM d’une sonde fluorescente, l’Amplex Red. Le nitrite (NaNO3) agit
principalement comme substrat pour le composé I [583] tandis que l’Amplex Red est oxydé
par le composé II. L’utilisation du nitrite permet d’accélérer le cycle de peroxydase et, par
conséquent, d’améliorer la sensibilité de la méthode en augmentant le signal de fluorescence
[645].

Un spectromètre Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer le signal
de fluorescence de l’Amplex Red (longueur d’onde d’excitation de 544 nm et longueur d’onde
d’émission de 590 nm). Le signal de fluorescence est mesuré pendant 30 minutes et les résul-
tats sont exprimés comme la différence entre la dernière et la première mesure. La capacité
d’inhibition de l’activité de peroxydase de la MPO par les différentes molécules d’intérêt est
évaluée en mesurant la décroissance du signal de fluorescence et en le comparant au signal de
leur contrôle solvant respectif, considéré comme 100%.

D.3 Etude de l’action des molécules d’intérêt sur l’activité
oxydante de la myéloperoxydase

D.3.1 Modélisation moléculaire - Docking

La modélisation moléculaire des complexes MPO-inhibiteurs est réalisée avec le pro-
gramme GOLD [188]. La fonction de scoring utilisée est Goldscore. L’énergie de la structure
de l’enzyme (PDB ID : 4C1M [38]) est minimisée avec le programme Yasara [646], après la
suppression de l’inhibiteur co-cristallisé HX1. L’état d’oxydation des deux noyaux de fer est
modifié pour obtenir l’état Fe+3. Une zone cubique de 15 Å d’arête est définie dans la ca-
vité du site actif pour limiter le positionnement de l’inhibiteur. Les paramètres de docking
sélectionnés permettent de reproduire une structure comparable à celle cristallographique du
complexe MPO-HX1 [38]. La visualisation des solutions obtenues est réalisée avec le pro-
gramme Pymol [647] et la détermination des liaisons entre le ligand et la MPO avec LigPlot
et Discovery Studio [648].
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Pour chaque molécule d’intérêt, la modélisation est réalisée cinq fois. Les solutions de
complexes les plus fréquemment obtenues, et donc les plus probables, sont sélectionnées.

D.3.2 Interaction avec le cycle de peroxydase

Des solutions contenant 50 ng/ml de MPO humaine et différentes concentrations des mo-
lécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou les solvants associés, dans du
tampon PBS pH 7,4 sont incubées à 37◦C pendant dix minutes. Pour la solution contrôle, le
solvant a été remplacé par un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4. 100 µl de ces solutions
sont placées dans les puits d’une plaque 96 puits. Le cycle de peroxydase de la MPO est alors
déclenché en ajoutant dans chaque puits 10 µl de NaNO3 (Cinitiale = 40 mM) et 100 µl d’une
solution composée de tampon phosphate pH 7,5, de 10 µM de H2O2 et de 40 µM d’une sonde
fluorescente, l’Amplex Red. Le nitrite (NaNO3) agit principalement comme substrat pour le
composé I [583] tandis que l’Amplex Red est oxydé par le composé II. L’utilisation du nitrite
permet d’accélérer le cycle de peroxydase et par conséquent, d’améliorer la sensibilité de la
méthode en augmentant le signal de fluorescence [645]. La mesure du signal de fluorescence de
l’Amplex Red ainsi que l’évaluation de la capacité d’inhibition de l’activité de peroxydase de
la MPO par les différentes molécules sont identiques à celles décrites à la fin de la section D.2.5.

D.3.3 Détermination des constantes de vitesse des réactions de réduction
des composés I et II de la MPO

La spectroscopie d’absorption UV-visible associée à un système stopped-flow permet de
réaliser une étude cinétique de l’interaction des molécules d’intérêt avec les composés I et II du
cycle de peroxydase de la MPO. Plus précisément, les constantes de vitesse de la réduction des
composés I et II par les molécules d’intérêt peuvent être déterminées. Le système stopped-flow
est composé d’un ensemble de seringues permettant l’injection rapide des différents réactifs
dans la cellule de mesure afin de déclencher la mesure de l’absorbance de la solution finale
dans des temps très courts et permettre ainsi l’étude de processus chimiques rapides.

La solution de MPO est préparée dans du tampon phosphate pH 7. La concentration de la
solution est déterminée en mesurant l’absorbance à 428 nm (ε428 = 91 mM−1 cm−1) avec un
spectromètre Jasco V-630. Grâce à un système stopped-flow SFM-400 (Bio-Logic) composé
de trois réservoirs, la MPO (Cfinale = 4,6 µM) est mélangée à un excès de H2O2 (Cfinale
= 46 µM) et incubée pendant 20 ms afin de permettre la formation complète du composé I.
Différentes concentrations de la molécule d’intérêt contenues dans la troisième seringue sont
ensuite ajoutées à la solution pour pouvoir réduire le composé I en composé II puis ensuite
pour réduire le composé II et régénérer l’enzyme native. Après la libération du contenu de la
troisième seringue, la solution est injectée dans la cuvette (chemin optique 10 mm (TC-100-
10F)) d’un spectromètre MOS-450/AF-CD. La mesure au cours du temps de l’absorbance de
la solution à 456 nm est alors réalisée durant 4 secondes. Le temps mort du dispositif est
d’environ 3 ms.

Chaque mesure est réalisée à trois reprises pour chaque concentration en molécules d’in-
térêt testée. L’augmentation exponentielle initiale de l’absorbance à 456 nm (réduction du
composé I en composé II) et la décroissance exponentielle suivante de l’absorbance à 456
nm (réduction du composé II en enzyme native) sont ajustées avec Matlab afin d’obtenir la
constante de pseudo-premier ordre de l’interaction de la molécule d’intérêt avec les composés
I et II, respectivement. Ensuite, la constante de vitesse de second ordre de la réduction des
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composés I et II par la molécule d’intérêt est déduite de la pente du graphique des constantes
de pseudo-premier ordre en fonction de la concentration en molécules d’intérêt.

D.3.4 Interaction avec le cycle de chloration

Pour les mesures à pH acide, des solutions contenant 50 ng/ml de MPO humaine et dif-
férentes concentrations des molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales))
ou les solvants associés, dans du tampon acétate de sodium (NaAC) (NaCl (13.6 mM) et 20%
acide acétique) 25 mM pH 5,5 sont incubées à 37◦C pendant dix minutes. Pour la solution
contrôle, le solvant a été remplacé par un volume équivalent de tampon NaAC. 100 µl de ces
solutions sont placés dans les puits d’une plaque 96 puits. Le cycle de chloration de la MPO
est alors déclenché en ajoutant dans chaque puits 100 µl d’une solution composée de tampon
NaAC ph 5,5, de 5 µM de H2O2 et de 20 µM d’une sonde fluorescente, l’APF [259, 260].

Pour les mesures à pH 7,4, le protocole est identique à celui décrit juste avant. La seule
différence est que le tampon NaAC ph 5,5 est remplacé par du tampon phosphate pH 7,4
contenant du NaCl (13,6 mM).

Un spectromètre Fluoroskan Ascent (Thermo Scientific) est utilisé pour mesurer le signal
de fluorescence de l’APF (longueur d’onde d’excitation 489 nm et longueur d’onde d’émission
517 nm). Le signal de fluorescence est mesuré pendant 30 minutes et les résultats sont expri-
més comme la différence entre la dernière et la première mesure. La capacité d’inhibition de
l’activité de chloration de la MPO par les différentes molécules d’intérêt est évaluée en me-
surant la décroissance du signal de fluorescence et en le comparant au signal de leur contrôle
solvant respectif, considéré comme 100%.

D.3.5 SIEFED

Le protocole complet du SIEFED ainsi que la prise de mesure de fluorescence sont décrits
à la section D.2.5. Dans le cas de cette expérience, l’évaluation de l’action des molécules
d’intérêt sur l’activité peroxydasique de la MPO est réalisée sur l’enzyme humaine purifiée et
non issue de la dégranulation des PMNs. Par conséquent, ici, ce sont des solutions contenant
50 ng/ml de MPO et différentes concentrations des molécules d’intérêt (100, 50, 10 et 1
µM (concentrations finales)) ou les solvants associés, dans du tampon PBS pH 7,4 qui sont
incubées à 37◦C pendant dix minutes. Pour la solution contrôle, le solvant a été remplacé par
un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4. La suite du protocole est identique à celui décrit
précédemment. Il faut cependant remplacer les anticorps "coatant" les puits de la plaque 96
puits par des anticorps de cobaye anti-MPO humaine.

D.3.6 SIEFED modifié

Le SIEFED modifié est semblable au SIEFED classique repris à la section précédente
D.3.5, à l’exception d’une étape supplémentaire qui s’intercale avant le lavage de la plaque.
En effet, après la phase d’incubation de deux heures à 37◦C permettant la fixation de la MPO
sur les anticorps, 10 µl de H2O2 (100 µM dans du tampon phosphate pH 7,5) sont ajoutés
dans chaque puits, afin de déclencher le cycle de peroxydase de la MPO. La plaque est incubée
pendant 30 minutes à 37◦C. L’incubation est suivie de l’étape de lavage. Celle-ci ainsi que le
reste du protocole, correspond à celui décrit précédemment.
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D.3.7 ELISA

100 µl de solutions contenant 50 ng/ml de MPO et différentes concentrations des molécules
d’intérêt (100, 50, 10 et 1 µM (concentrations finales)) ou les solvants associés, dans du tam-
pon PBS pH 7,4 sont placés dans les puits d’une plaque 96 puits (Combiplate 8EB), "coatés"
avec des anticorps de cobaye anti-MPO humaine. Pour la solution contrôle, le solvant a été
remplacé par un volume équivalent de tampon PBS pH 7,4. La plaque est incubée durant une
nuit à 4◦C et les puits sont ensuite vidés et lavés avec une solution de PBS contenant 0,1%
de Tween 20.

La suite du protocole est reprise dans les deux derniers paragraphes de la section D.2.4.

D.4 Analyse statistique des données expérimentales

La majorité des données expérimentales relatives aux différentes molécules d’intérêt sont
exprimées sous forme de moyenne ± écart-type de N expériences indépendantes réalisées en
n-tuple. Les données sont présentées en valeurs relatives par rapport au contrôle solvant as-
socié, considéré comme 100%.

L’analyse statistique des données expérimentales a été réalisée avec le programme Graph-
Pad 9.0 pour les expériences caractérisées par N = 3 minimum. La méthode d’analyse de la
variance à un facteur (one-way ANOVA), associée à un test de Dunnett (test de comparaisons
multiples), a permis de comparer les résultats, obtenus pour les différentes molécules d’intérêt
par rapport à leur contrôle solvant respectif. Cette méthode donne la valeur P correspondant
à la probabilité que les données traitées aient été obtenues sous l’hypothèse nulle. Celle-ci
signifie dans ce cas qu’il n’y a pas de différence entre les résultats obtenus pour les molécules
d’intérêt et ceux obtenus pour leur contrôle solvant respectif. Donc, plus la valeur de P est
petite, plus la probabilité que l’hypothèse nulle soit correcte est faible. Dans cette étude seront
considérés significatifs les résultats caractérisés par une valeur P inférieure à 5 % (P<0,05).



Annexe E

Théorie des techniques expérimentales

E.1 Voltammétrie

La voltammétrie cyclique est une technique d’analyse électrochimique. Elle permet, à l’aide
d’un dispositif formé d’électrodes et d’un potentiostat, d’étudier les mécanismes d’oxydation
et de réduction d’espèces chimiques et de déterminer ou estimer différentes grandeurs carac-
téristiques comme leur potentiel d’oxydoréduction. Les informations obtenues permettent de
comprendre les mécanismes réactionnels de ces espèces. Les notions théoriques reprises ci-
dessous sont une synthèse de celles décrites dans les chapitres 1, 3 et 7 du livre de référence
de F. Miomandre et al. "Electrochimie - Des concepts aux applications" [649].

E.1.1 Le potentiel d’oxydoréduction

E.1.1.1 Notions d’oxydant et de réducteur

Un oxydant O est une espèce acceptrice d’électrons, tandis qu’un réducteur R est une
espèce donneuse d’électrons. L’équation de l’échange d’électrons entre un oxydant et un ré-
ducteur peut s’écrire :

νOO + ne− ↔ νRR, (E.1)

où νO et νR sont les coefficients stoechiométriques de l’espèce oxydante et de l’espèce réduc-
trice, respectivement, et n représente le nombre d’électrons échangés. [649]

E.1.1.2 Le potentiel d’électrode

Considérons une électrode, c’est-à-dire un matériau conducteur d’électrons (métal, semi-
conducteur) en contact avec une solution conductrice, appelée électrolyte. L’électrolyte est
formé d’un solvant dans lequel est diluée une espèce chimique électroactive (i.e. capable de cé-
der un électron (espèce réductrice) ou de capturer un électron (espèce oxydante)), par exemple
un couple O/R. [649]

Dans le métal composant l’électrode, les électrons "transférables", c’est-à-dire pouvant
être arrachés au métal, possèdent la même énergie, l’énergie de Fermi (EF ). On sait également
qu’en se basant sur le théorème de Gauss, le champ électrique au sein d’un métal est nul et
par conséquent, le potentiel électrostatique à l’intérieur du métal ΦM est uniforme. L’énergie
de Fermi d’un électron est égale au travail nécessaire pour amener un électron de l’infini (là
où le potentiel est nul) jusqu’à un point où le potentiel vaut ΦM [649] :

EF = −eΦM + EF,0, (E.2)
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où EF,0 est l’énergie de Fermi à potentiel nul.

De la même manière, on peut définir une énergie de Fermi EredoxF pour un électron associé
à une espèce chimique électroactive en solution. Cette énergie est égale au travail nécessaire
pour amener cet électron de l’infini (là où le potentiel est nul) jusqu’à un point où le potentiel
vaut Φs. Ce point correspond à l’endroit de la solution où se déroule l’échange d’électron entre
l’espèce électroactive et le métal (réduction de l’espèce oxydante O ou oxydation de l’espèce
R en fonction de l’espèce en présence) [649] :

EredoxF = −eΦs + EredoxF,0 . (E.3)

On peut alors définir la différence de potentiel de Galvani [649] :

ΦM − Φs = (
EF − EredoxF

−e
)− (

EF,0 − EredoxF,0

−e
). (E.4)

Pour définir le potentiel d’électrode absolu E, il faut tenir compte de la différence de
potentiel entre le métal M1 de l’électrode et le métal M2 du câble la reliant à l’instrument de
mesure (e.g. un voltmètre) [649]. On a donc :

E = ΦM2 − Φs = (ΦM2 − ΦM1) + (ΦM1 − Φs), (E.5)

E = constante+ (ΦM1 − Φs), (E.6)

le terme (ΦM2 - ΦM1) étant généralement une constante.

Il existe une valeur du potentiel d’électrode, appelée potentiel d’électrode à l’équilibre
électrochimique, pour laquelle l’équilibre électrochimique de l’interface métal|électrolyte est
atteint. Cela correspond à la situation où les énergies de Fermi des électrons de part et d’autre
de l’interface sont égales. [649] On a donc :

Eeq = constante+ (ΦM1 − Φs)eq (E.7)

Eeq = constante− (
EF,0 − EredoxF,0

−e
) (E.8)

E.1.1.3 La loi de Nernst

La loi de Nernst exprime le potentiel d’oxydoréduction EO/R du couple O/R, c’est-à-dire
son potentiel d’électrode à l’équilibre électrochimique :

Eeq,O/R = E
◦

+
RT

nF
ln
aνOO
aνRR

, (E.9)

où R est la constante des gaz parfaits, n est le nombre d’électrons intervenant dans la réaction
d’oxydoréduction du couple O/R, F est la constante de Faraday, les exposants ν sont les
coefficients stoechiométriques des espèces O et R, et le facteur ak est l’activité de l’espèce
chimique k. Dans le cas d’une solution, l’activité correspond à la concentration de l’espèce
dans l’électrolyte, normalisée par la concentration standard C◦ = 1 mol/l. Le terme E◦ est le
potentiel standard du couple O/R :

Eeq,O/R = E
◦

+
RT

nF
ln
CνOO
CνRR

. (E.10)
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Lorsque les concentrations en O et R en solution sont identiques, on a Eeq,O/R = E◦ , le
potentiel standard. Par contre, lorsque les concentrations sont différentes, le potentiel d’oxy-
doréduction réel du couple O/R, Eeq,O/R dépend des conditions de température, de pression
et de pH.

E.1.1.4 La réaction d’oxydoréduction

Soit deux couples oxydant/réducteur, O1/R1 et O2/R2, de potentiels d’oxydoréduction
connus, Eeq1 et Eeq2. La comparaison des valeurs de potentiel permet de déterminer le sens
de la réaction d’oxydoréduction entre les deux couples.

Figure E.1 – La règle du gamma

La règle du "gamma" consiste à placer les valeurs sur une échelle ascendante de potentiels
croissants (figure E.1). L’oxydant du couple caractérisé par le potentiel le plus élevé peut
réagir avec le réducteur du couple caractérisé par le potentiel le plus faible et lui arracher un
ou plusieurs électrons en fonction des espèces :

O1 +R2 −→ R1 +O2. (E.11)

E.1.1.5 La cellule électrochimique

Le potentiel d’électrode absolu E ne peut pas être mesuré. Cependant, avec une cellule
électrochimique (figure E.2), une valeur de potentiel d’électrode relative peut être déterminée
par rapport à une électrode de référence. Une cellule électrochimique est un montage composé
de deux interfaces métal|électrolyte, appelées demi-cellule, dont une est la référence. Les deux
solutions électrolytes doivent être reliées par une jonction électrolytique, qui permet l’échange
d’ions entre les deux demi-cellules. [649]

La différence de potentiel V aux bornes de la cellule électrochimique peut être mesurée.
Elle peut s’exprimer comme [649] :

V = ΦMb,2 − ΦMb,1 = (ΦMb,2 − Φs2)− (ΦMb,1 − Φs1) + (Φs2 − Φs1) (E.12)

V = E2 − E1 + (Φs2 − Φs1) (E.13)
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Figure E.2 – Cellule électrochimique composée de deux demi-cellules 1 et 2. Un voltmètre peut
mesurer la différence de potentiel V entre les deux demi-cellules. Ma correspond au métal composant
les électrodes (celui-ci peut être différent) et Mb le métal reliant l’électrode à l’appareil de mesure.
Image originale du livre de Miomandre et al. [649]

Les termes Ei sont les potentiels d’électrode des deux demi-cellules et le terme (Φs2 - Φs1),
appelé potentiel de jonction, est négligeable par rapport aux potentiels d’électrode. [649] On
obtient donc :

V ∼= E2 − E1. (E.14)

Si une des demi-cellules est définie comme référence et que son potentiel d’électrode est
connu, le potentiel d’électrode inconnu de la seconde demi-cellule d’intérêt peut être déter-
miné grâce à la mesure du potentiel V. L’électrode standard à hydrogène (ESH) forme la
demi-cellule de référence. Cette électrode est formée d’une électrode de platine dans une so-
lution contenant le couple H3O+

(aq)/H2(g), sous une pression de 1 bar ([H3O+] = 1M). Par
convention, le potentiel d’électrode de l’électrode ESH est fixé à 0V. Par conséquent, le po-
tentiel V donne directement le potentiel d’électrode de la demi-cellule d’intérêt. [649]

La demi-cellule d’intérêt est formée de l’interface métal/électrolyte et l’électrolyte est une
solution contenant le couple oxydant/ réducteur, O/R. [649] On a donc :

V ∼= EO/R − EESH , (E.15)

V ∼= EO/R − 0, (E.16)

V ∼= EO/R. (E.17)

E.1.1.6 La cellule électrolytique

Si une cellule électrochimique est connectée à un circuit de résistance R (cellule galva-
nique), la différence de potentiel V entre les deux demi-cellules induit un mouvement d’élec-
trons (figure E.3 A). L’oxydant, contenu dans l’électrolyte de la demi-cellule caractérisée par
le potentiel d’électrode à l’équilibre électrochimique Eeq le plus élevé, va être réduit par un
électron cédé par le réducteur contenu dans l’électrolyte de la demi-cellule, caractérisée par le
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Figure E.3 – A. Cellule galvanique B. Cellule électrolytique. Les potentiels d’électrode des deux
demi-cellules, E1 et E2, sont tels que Eeq1 > Eeq2. Image originale du livre de Miomandre et al. [649]

potentiel d’électrode Eeq le plus faible. L’électron est capté et libéré par les deux électrodes
métalliques composant les deux demi-cellules. [649]

Dans le cas où la cellule électrochimique est connectée à un générateur de tension, elle
devient une cellule électrolytique (figure E.3 B). La tension V appliquée à la cellule permet
d’imposer le sens de circulation des électrons dans le système. Si la tension V est inférieure à
la différence de potentiel d’électrode à l’équilibre électrochimique ∆Eeq entre les deux demi-
cellules, alors la cellule se comporte comme une cellule galvanique. Par conséquent, l’oxydant le
plus puissant est réduit et le réducteur le plus puissant est oxydé. Par contre, si la tension V est
supérieure à∆Eeq, l’énergie fournie au système est suffisamment importante pour permettre la
réduction de l’oxydant le plus faible et l’oxydation du réducteur le plus faible. Le mouvement
des électrons et le sens du courant dans le circuit sont inversés, par rapport à la cellule
galvanique. [649]

E.1.2 La voltammétrie cyclique

La voltammétrie cyclique est une technique d’analyse qui permet, à l’aide d’une cellule
électrolytique, d’étudier la réaction d’oxydoréduction d’un couple O/R d’intérêt et de déter-
miner son potentiel d’oxydoréduction.

E.1.2.1 Montage à trois électrodes

En pratique, le montage expérimental est composé d’un système de trois électrodes et d’un
potentiostat (figure E.4). La demi-cellule d’intérêt est composée de l’électrolyte, c’est-à-dire
de la solution contenant une des deux espèces d’un couple O/R à étudier, dans lequel est
plongée une électrode, appelée électrode de travail. C’est avec cette électrode que se déroule
l’échange d’électrons lors de la réaction d’oxydoréduction du couple O/R. L’électrode de tra-
vail peut être formée de différents matériaux conducteurs : métaux nobles (platine (Pt), or
(Au)), différentes formes du carbone (graphite, carbone vitreux).

La seconde demi-cellule, l’électrode de référence, est également plongée dans l’électrolyte.
En pratique, l’utilisation de l’électrode standard à hydrogène n’est pas réalisable. C’est pour-
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quoi d’autres électrodes de référence ont été créées comme l’électrode au chlorure d’argent
(AgCl), l’électrode au calomel saturée (SCE),... La valeur de leur potentiel d’électrode est
connu par rapport à celui de l’électrode standard à hydrogène. L’électrode de référence est
construite de manière à pouvoir créer une jonction électrolytique avec la solution électrolyte,
via par exemple la présence d’un verre fritté à son extrémité.

Le potentiostat sert de générateur de tension et permet d’appliquer une différence de
potentiel V entre l’électrode de travail et l’électrode de référence. Il peut également mesurer
le courant circulant dans la cellule électrolytique, entre l’électrode de référence et l’électrode
de travail. Or, le courant circulant dans l’électrode de référence peut, lorsqu’il est de l’ordre
du mA ou supérieur, provoquer la polarisation de l’électrode et sa dégradation. Pour éviter
ce problème, une troisième électrode, la contre-électrode, est utilisée. Celle-ci est composée
d’un métal comme le platine. Le courant passant par l’électrode de travail passe alors par la
contre-électrode et non l’électrode de référence. Par conséquent, le couple O/R de l’électrode
de référence n’intervient plus dans l’échange d’électrons. C’est la contre-électrode plongée
dans l’électrolyte d’intérêt qui permettra la circulation des électrons. En effet, si une réaction
d’oxydation a lieu au niveau de l’électrode de travail, alors une réduction aura lieu au niveau
de la contre-électrode et inversement. [649]

Figure E.4 –Montage d’une cellule électrolytique à trois électrodes utilisée en voltammétrie cyclique.
Image inspirée du livre de Miomandre et al. [649]

E.1.2.2 Le voltammogramme

Lors d’une expérience de voltammétrie cyclique, la différence de potentiel V appliquée
entre l’électrode de travail et l’électrode de référence varie au cours du temps. Elle augmente
d’abord de façon linéaire, à vitesse constante, entre deux valeurs minimum et maximum fixées
et diminue ensuite, toujours linéairement à vitesse constante, pour revenir à sa valeur mi-
nimale initiale. Le courant I circulant entre l’électrode de travail et la contre-électrode est
alors mesuré en fonction de la valeur de V. Le graphique de I(V) est appelé voltammogramme
(figure E.5). [649]
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Pour simplifier le raisonnement, considérons une cellule dont l’électrode de référence est
une électrode standard à hydrogène dont le potentiel d’électrode EESH est nul. L’électro-
lyte d’intérêt, dans lequel sont plongées les trois électrodes, contient une des deux espèces
du couple O/R. Considérons le cas où l’électrolyte d’intérêt contient l’espèce R d’un couple
O/R dont le potentiel d’oxydoréduction Eeq,O/R est positif et donc supérieur à EESH . Par
conséquent, l’espèce R est un réducteur plus faible que l’espèce réductrice de l’électrode ESH,
à savoir H2(g). [649]

Lors du balayage de V = EO/R - EESH = EO/R, celui-ci augmente et devient supérieur
à ∆Eeq = Eeq,O/R - EESH = Eeq,O/R. Par conséquent, l’oxydation de R en O est forcée au
niveau de l’électrode de travail (voir section E.1.1.6). Les électrons arrachés aux molécules
R par l’électrode de travail circulent dans le circuit et l’intensité du courant augmente. Au
fur et à mesure de l’oxydation, la quantité de molécules R suffisamment proches du métal
de l’électrode pour être oxydées diminue. Le courant augmente donc de moins en moins vite
jusqu’à atteindre un maximum et ensuite décroître. Un pic d’oxydation, caractérisé par le
potentiel Ep,o, peut alors être observé sur le voltammogramme. [649]

Ensuite, lorsque V atteint la valeur maximale fixée, celui-ci diminue. Lorsque V < ∆Eeq
= Eeq,O/R, la réduction des molécules O, maintenant présentes près de l’électrode de travail,
est possible (voir section E.1.1.6). Un courant commence à circuler dans le circuit en sens
inverse et un pic de réduction, caractérisé par le potentiel Ep,r, peut être observé sur le
voltammogramme. [649]

Figure E.5 – A. Voltammogramme d’un système réversible B. Voltammogramme d’un système
irréversible. Image originale de [169]

Dans le cas d’un système réversible, c’est-à-dire lorsque le processus d’oxydoréduction du
couple O/R d’intérêt est réversible, le potentiel de demi-vague E1/2 est défini comme :

E1/2 = Ep,r +
(Ep,o − Ep,r)

2
(E.18)

Dans le cas où l’électrode de référence est l’électrode standard à hydrogène, le potentiel
d’oxydoréduction Eeq,O/R ∼= E1/2. Le potentiel d’oxydoréduction obtenu, n’est pas le potentiel
standard. Il dépend des conditions expérimentales, comme le pH de la solution, la température,
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la pression. En pratique, lorsqu’une autre électrode de référence est utilisée, il suffit d’addition-
ner la valeur de potentiel de l’électrode à la valeur de E1/2 obtenue : Eeq,O/R ∼= E1/2 + Eeq,ref .

Si le système est irréversible, par exemple si lorsqu’après l’oxydation de R en O, ce dernier
peut subir une réaction chimique empêchant sa réduction en R, Espinoza et al. [169] ont
montré que le potentiel de demi-pic Ep/2 est une bonne approximation de Eeq,O/R.
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E.2 Spectroscopie d’absorption UV-visible

La spectroscopie d’absorption UV-visible est une technique d’analyse de composés chi-
miques organiques ou inorganiques, permettant l’étude des transitions électroniques associées
à l’absorption de rayonnements de longueurs d’onde comprises entre 100 et 1000 nm. Cette
technique est assez polyvalente car les échantillons analysés par spectroscopie d’absorption
peuvent se trouver sous forme gazeuse, liquide ou solide.

E.2.1 Phénomène d’absorption

Lorsqu’un rayonnement électromagnétique, allant de l’infrarouge proche à l’ultraviolet
lointain, atteint une molécule, celle-ci peut absorber ce rayonnement si l’énergie hν du photon
est égale à la différence d’énergie∆E entre deux niveaux d’énergie électroniques de la molécule,
pourvu que celui de plus faible énergie soit initialement peuplé. A la suite de cette absorption
d’énergie, la molécule passe de son état fondamental à l’un de ses états excités, en raison de
la transition d’un électron vers un niveau de plus haute énergie. La configuration électronique
de la molécule est donc modifiée. Toutes les transitions entre les différents niveaux d’énergie
électronique ne sont pas permises. Seules les transitions provoquant une variation du moment
dipolaire électrique de la molécule sont possibles.

La molécule se trouvant dans un état excité retourne à son état fondamental en libérant son
excès d’énergie. Cette perte d’énergie peut s’effectuer majoritairement sous forme de chaleur
via des phénomènes non radiatifs (relaxation vibrationnelle et conversion interne), mais aussi
sous forme d’émission d’un rayonnement électromagnétique. Ce phénomène radiatif est le
phénomène de fluorescence (figure E.6). [650, 651]

Figure E.6 – Diagramme de Jablonski simplifié représentant la structure électronique et vibration-
nelle d’une molécule. L’état fondamental est noté S0, tandis que les deux premiers états singulets sont
notés S1 et S2.

E.2.2 Loi de Beer-Lambert

En 1760, Jean-Henri Lambert établit une loi indiquant que la proportion de lumière in-
cidente, d’intensité I0λ, absorbée par un milieu transparent est indépendante de I0λ. August
Beer stipule quant à lui en 1852, que l’intensité de lumière absorbée par une solution est reliée
à sa concentration C en molécules et à la longueur l du trajet des rayons lumineux dans cette
solution.
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De l’association de ces deux lois découle la loi de Beer-Lambert donnant l’expression de
l’intensité absorbée par l’échantillon à la longueur d’onde λ :

Iλ = I0λ10−ελlC , (E.19)

où ελ est le coefficient d’extinction molaire (L mol−1 cm−1) et C est la concentration de la
solution (mol/L). Cette relation est valable pour les solutions diluées (C≤ 10−2 mol/L). Le
coefficient d’extinction molaire dépend de la molécule d’intérêt ainsi que du solvant dans le cas
d’un échantillon liquide. Il est également fonction de la longueur d’onde et de la température.
[650, 651]

La loi de Beer-Lambert peut également s’exprimer en termes de l’absorbance Aλ :

Aλ = − log10

Iλ
I0λ

(E.20)

Aλ = ελlC. (E.21)

E.2.3 Spectre d’absorption

Le spectre d’absorption représente généralement l’absorbance de l’échantillon en fonction
de la longueur d’onde du rayonnement incident. Mais il peut également représenter la trans-
mittance, définie par Tλ = Iλ

I0λ
. [650]

Le spectre d’absorption d’une molécule dans le domaine UV-visible est formé de larges
bandes d’absorption. En effet, à chaque niveau d’énergie électronique est associé un ensemble
de niveaux d’énergie vibrationnelle et rotationnelle. Dans le cas d’une transition électronique,
un grand nombre de transitions du niveau d’énergie fondamental vers les niveaux vibration-
nels et rotationnels associés au niveau électronique final sont permises. De ce fait, chaque
raie d’absorption liée à la transition électronique est accompagnée par un ensemble de raies
d’absorption reliées aux transitions vibrationnelles. Il s’agit de la structure fine vibrationnelle.
Chaque bande d’absorption est caractérisée par la valeur λmax de la longueur d’onde associée
à son maximum d’intensité . Celle-ci est égale à la longueur d’onde du rayonnement indui-
sant la transition électronique. Les valeurs de l’absorbance Amax = A(λmax) de chaque bande
représentent également des grandeurs caractéristiques du spectre d’absorption. [650, 651]

E.2.4 Spectre d’absorption d’une molécule organique

Les groupements chimiques responsables du phénomène d’absorption des molécules or-
ganiques dans le domaine UV-visible sont appelés des chromophores. Ils contiennent une ou
plusieurs doubles ou triples liaisons ( C=C, C=O, C≡N, cycle benzénique,...). En fonction du
type d’atome, des liaisons et des niveaux d’énergie mis en jeu, différentes transitions électro-
niques sont possibles (transition σ-σ∗, transition π-π∗, transition d-d, etc.) [650, 651, 652]

E.2.4.1 Les complexes métallo-organiques

Ainsi, dans le cas d’une molécule métallo-organique, composée d’un ligand organique lié à
un atome de métal de transition (e.g. un noyau métallique dans une porphyrine), les transitions
électroniques induites sont des transitions π-π∗et d-d. Les transitions π-π∗ sont associées aux
doubles liaisons C=C. Une transition π-π∗ correspond au passage d’un électron d’une orbitale
moléculaire liante π à une orbitale antiliante π∗. Il s’agit d’une transition très intense. La
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transition d-d quant à elle, est associée à la présence du métal de transition lié au ligand.
Une des caractéristiques des métaux de transition est de présenter 5 orbitales d partiellement
remplies par les électrons. Lorsque l’ion métallique est libre, c’est-à-dire non associé à un
ligand, les 5 orbitales d possèdent la même énergie. Elles sont dégénérées. La complexation
de l’ion avec un ligand provoque une levée de dégénérescence et divise le niveau d’énergie en
deux sous-niveaux sur lesquels se répartissent les électrons d en respectant la règle de Hund.
Une transition d-d est la transition d’un électron d entre deux orbitales appartenant aux
deux sous-niveaux d’énergie. La différence d’énergie entre les deux sous-niveaux dépend du
ligand.[650, 651, 652]

E.2.4.1.1 Les porphyrines et les peroxydases Les peroxydases sont des métallopro-
téines contenant une structure porphyrique avec en son centre un noyau de fer. Le spectre
d’absorption des peroxydases est majoritairement influencé par la porphyrine. Il reflète sa
structure électronique.

Les porphyrines sont des macrocycles, formés par l’association de quatre cycles pyrroles.
La molécule est composée de 11 doubles liaisons C=C et contient donc 22 électrons π. Ce
système d’électrons est responsable de la forte absorption dans le domaine UV-visible des
porphyrines et donc des peroxydases. En effet, le spectre d’absorption des peroxydases est
caractérisé par deux types de bandes d’absorption liées à des transitions π-π∗.

Cependant, le spectre est également influencé par la présence du métal de transition au
centre de la porphyrine. En effet, celui-ci provoque une perturbation de l’ensemble des élec-
trons π de la configuration électronique de la porphyrine [651, 653, 654]. Mais il ne s’agit
pas du seul facteur pouvant perturber le spectre. En effet, la présence de substituants sur
la porphyrine, celle de ligands supplémentaires sur le noyau de fer, l’impact de la structure
protéique et donc la contrainte appliquée sur l’hème, ainsi que le solvant vont influencer la
position et l’intensité des bandes d’absorption de la peroxydase [651].

Le spectre d’une peroxydase native présente une large bande d’absorption très intense, ap-
pelée bande de Soret. Elle se situe dans la région de l’ultraviolet proche dans le spectre, entre
380 et 450 nm. Cette bande d’absorption a pour origine les transitions π-π∗ liées aux doubles
liaisons formant la porphyrine. Plus précisément, la molécule se trouvant initialement dans
son état fondamental, l’état singulet S0, passe dans son état singulet excité S2.[651, 654, 655]

La seconde caractéristique spectrale d’une métalloporphyrine est la présence de deux
bandes d’absorption, appelées bandes Q. La bande se trouvant au niveau des plus grandes
longueurs d’onde est appelée bande α, alors que la seconde est appelée bande β. Ces bandes
sont également attribuables à des transitions π-π∗ des électrons π. Cependant, elles sont moins
intenses que la bande de Soret. Elles ont pour origine la transition de l’état singulet S0 à l’état
singulet excité S1. La bande β est plus particulièrement due à la transition vers un des états
vibrationnels associés à l’état S1. Ces transitions étant moins énergétiques, les bandes Q se
situent dans la région visible du spectre, entre 500 et 700 nm. Leur position et leur intensité
varient en fonction de différents facteurs, tels que la nature et l’état d’oxydation de l’atome
métallique, les types de liaisons entre le métal et les atomes d’azote de la porphyrine, du
solvant, des groupements attachés à la porphyrine. [651, 655]

E.2.4.1.2 Cas de la myéloperoxydase Le spectre d’absorption de la myéloperoxydase
(MPO-Fe(III)), préparée dans du tampon phosphate de pH 7,4, présente un pic de Soret de
l’enzyme native qui se trouve à 430 nm (figure E.7). Le spectre présente également deux
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Figure E.7 – Spectre d’absorption de la myéloperoxydase (MPO) native et du composé II dans du
tampon phosphate pH 7,4.

maxima à 570 nm et à 625 nm. Le pic à 570 nm correspond à la bande α. Par contre, la
bande centrée en 670 nm correspond quant à elle à un autre type de transition électronique.
En effet, suite à l’absorption d’un photon d’énergie appropriée, un électron π de la porphyrine
se situant initialement à l’état fondamental peut être transféré sur une orbitale d de l’atome
de fer se trouvant au centre de la porphyrine. Ce type de phénomène est appelé transition par
transfert de charge. [651, 656, 657, 658]

Le composé I de l’enzyme est un cation radicalaire (MPO+.-Fe(IV)=O). Le noyau de fer
est dans l’état d’oxydation IV et est lié à un atome d’oxygène par une double liaison. Le radi-
cal est quant à lui délocalisé sur la structure porphyrique. L’état radicalaire, la modification
de l’état d’oxydation du noyau de fer ainsi que la présence d’un ligand en position distale
modifient la position et l’intensité des bandes d’absorption par rapport à l’enzyme native.
En effet, le composé I est caractérisé par un pic de Soret à 430 nm d’amplitude inférieure à
celui de l’enzyme native. Le composé est caractérisé, à 430 nm, par un coefficient d’extinction
molaire environ deux fois plus petit que celui de l’enzyme native. Le composé I étant très
réactif, il est difficilement observable du fait de sa transition rapide vers le composé II.

Le composé II (MPO-Fe(IV)=O) est non radicalaire mais le noyau de fer est toujours
dans l’état d’oxydation IV et lié à un atome d’oxygène par une double liaison. Ce composé
est caractérisé par un pic de Soret à 456 nm et par un pic à 625 nm.
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E.3 Spectroscopide de résonance paramagnétique électronique

La spectroscopie de résonance paramagnétique électronique, RPE, est une technique d’ana-
lyse non destructive basée sur la détection de l’absorption d’ondes de radiofréquence par des
espèces chimiques paramagnétiques placées dans un champ magnétique extérieur. Elle permet
l’étude des transitions électroniques entre les niveaux d’énergie magnétique de ces espèces, via
l’interaction entre leur moment magnétique et la composante magnétique de l’onde incidente.
Les composés paramagnétiques possèdent un ou plusieurs électrons non appariés. Cela signi-
fie qu’ils possèdent un nombre impair d’électrons et, par conséquent, un moment magnétique
permanent. Il peut s’agir d’atomes ou de molécules comme des radicaux libres ou des com-
plexes de métaux de transition. La RPE permet d’étudier différents systèmes (e.g. biologiques,
semi-conducteurs,...) Diverses informations peuvent être recueillies : détection de la présence
d’espèces radicalaires, d’espèces réactives de l’oxygène, étude de métalloprotéines (enzymes),
mesure de viscosité, de la cinétique de mécanismes radicalaires, de liaisons.

E.3.1 Notions de base

E.3.1.1 L’électron libre

En se basant sur le modèle de Bohr, un atome peut être décrit comme un noyau autour
duquel gravitent des électrons. Ce mouvement est caractérisé pour chaque électron par une
grandeur vectorielle, le moment cinétique orbital

#»

li , auquel est associé un moment magnétique
#»µi. La relation entre

#»

li et #»µi est donnée par #»µi = γ
#»

li avec γ = −e
2me

le rapport gyromagnétique,
où e est la charge élémentaire1 et me est la masse de l’électron2. Un électron possède égale-
ment un moment cinétique intrinsèque, dit de spin, #»si ainsi qu’un moment magnétique de spin
#  »µsi associé. Il existe également une relation de proportionnalité entre ces deux grandeurs : #  »µsi
= −gse

2me
#»si , où gs est le facteur de Landé. Celui-ci vaut 2.0023 dans le cas d’un électron libre

en tenant compte des corrections relativistes. Le moment cinétique total de l’électron est la
somme des deux moments cinétiques de l’électron.

Les moments cinétiques de l’électron ainsi que les moments magnétiques associés sont
quantifiés et ne peuvent prendre que certaines valeurs discrètes.

#»

li ne peut prendre que les
valeurs li =

√
l(l + 1) h̄ avec le nombre quantique de moment cinétique orbital l = 0,1,2 ...

Lorsque l’électron est placé dans un champ magnétique extérieur orienté selon l’axe Oz, le
vecteur moment cinétique orbital ne peut prendre que certaines orientations par rapport à cet
axe. Pour une valeur fixe de l, la composante liz ne peut prendre comme valeur que liz = ml

h̄, avec ml = -l, -l+1, ... , l. De façon similaire, le moment cinétique de spin ne peut prendre
que les valeurs si =

√
s(s+ 1) h̄ avec s = 1

2 le nombre quantique du moment cinétique de
spin. Lorsque l’électron est placé dans un champ magnétique extérieur orienté selon l’axe Oz,
le vecteur moment cinétique de spin ne peut prendre que certaines orientations par rapport à
cet axe. On a : siz = ms h̄, avec ms = ±1

2 le nombre quantique magnétique.

E.3.1.2 L’atome et la molécule paramagnétique

Un atome est composé d’un ensemble d’électrons qui se répartissent sur des niveaux d’éner-
gie croissante. Ces niveaux (ou couches), caractérisés par le nombre quantique principal n =
1, 2, 3,..., sont divisés en sous-couches, caractérisées par le nombre quantique l et qui, pour
une valeur de n fixée, peut prendre les valeurs 0, 1,..., n-1. Chaque sous-couche est égale-
ment divisée en (2l+1) orbitales, caractérisées par le nombre quantique ml. Chaque orbitale

1. e = 1,602 10−19C
2. me = 9,109 10−31kg
3. h = 6,626 10−34m2kg/s, la constante de Planck
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est donc associée au triplet de nombres quantiques (n, l, ml). Les électrons de l’atome vont
occuper les orbitales, en remplissant d’abord les plus internes, ayant l’énergie la plus faible,
en respectant le principe d’exclusion de Pauli, qui impose à une orbitale d’être occupée par
deux électrons au maximum. On obtient ainsi la configuration électronique de l’atome.

Lorsqu’une sous-couche (n, l) de l’atome est complète, le moment magnétique résultant,
qui est la somme des moments magnétiques de tous les électrons de la sous-couche, est nul.
Par conséquent, l’ensemble des sous-couches complètes d’un atome ne contribue pas à son
moment magnétique. Seules les sous-couches incomplètes peuvent induire la présence d’un
moment magnétique non nul. Dans ce cas, on est en présence d’un atome paramagnétique. Le
moment magnétique total de l’atome #»µ est donc celui de la sous-couche incomplète. On a #»µ
=

∑
#»µ i +

∑
#»µ si = #»µ l+ #»µ s, somme sur le nombre d’électrons de la sous-couche. Le moment

cinétique total de l’atome est noté
#»

J =
∑ #»

li +
∑

#»si=
#»

L+
#»

S . On a #»µ = γ (
#»

L+gs
#»

S ). #»µ n’est
pas directement proportionnel à

#»

J et leurs directions ne sont donc pas parallèles. Par contre,
si on considère la composante de #»µ selon

#»

J , on a,

# »µJ =
−gje
2me

#»

J , (E.22)

où gj = 1 + j(j+1)h̄2−l(l+1)h̄2+s(s+1)h̄2

j(j+1)h̄2
est le facteur de décomposition spectrale. Il dépend du

couplage spin-orbite, c’est-à-dire du degré d’interaction entre
#»

L et
#»

S .

L’association des atomes en molécules ne perturbe pas les électrons des couches internes
des atomes. Par contre, les électrons se trouvant sur les orbitales moléculaires de plus hautes
énergies et intervenant dans les liaisons chimiques sont fortement perturbés. Les molécules
possédant un électron non apparié dans leur couche la plus externe, c’est-à-dire ayant un
nombre d’électrons impair, possèdent un moment magnétique non nul. Elles sont paramagné-
tiques.

E.3.1.3 Effet Zeeman

En présence d’un champ magnétique extérieur
#  »

B0 orienté, par convention, selon #»ez, les
moments cinétiques

#»

L et
#»

S d’un atome paramagnétique ne peuvent prendre que certaines
orientations par rapport à la direction de

#  »

B0. Par conséquent, les composantes Lz et Sz sont
quantifiées et on a Lz = h̄ml avec ml = -l,. . . ,l et Sz = h̄ms avec ms = -1

2 ,
1
2 . Comme Lz et

Sz sont quantifiés, Jz l’est également. On a Jz = h̄mj , avec mj = -j,. . . ,j et Jz est relié à µz
par la relation µz = - gje2me

Jz.

De plus, en réponse à son interaction avec
#  »

B0, le moment magnétique total #»µ de l’atome
subit un moment de force #»τ = #»µ ∧ #  »

B0 qui tend à orienter le moment magnétique selon la
direction de

#  »

B0. Le moment magnétique se met donc à précesser autour de la direction de
#  »

B0

à la vitesse angulaire w = −γB0. C’est la précession de Larmor.

L’énergie potentielle d’interaction du moment magnétique #»µ avec
#  »

B0 est donnée par :

Ep = − #»µ.
#  »

B0 = −µzB0 =
gje

2me
JzB0 = gjmj

h̄e

2me
B0 (E.23)

En posant µB = h̄e
2me

(magnéton de Bohr), on a

Ep = gjmjµBB0 (E.24)
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On peut constater qu’en présence d’un champ magnétique extérieur, les niveaux d’énergie
électronique de l’atome se divisent chacun en 2J+1 niveaux magnétiques. On a une levée
de dégénérescence des niveaux d’énergie proportionnelle à l’intensité du champ B0, appelée
effet Zeeman. La différence d’énergie entre les différents niveaux magnétiques vaut gj µB B0.
[659, 651, 363, 660, 661]

E.3.1.4 Condition de résonance

E.3.1.4.1 Les radicaux libres Les radicaux libres sont des molécules paramagnétiques
possédant un seul électron non apparié. Celui-ci est délocalisé par rapport au noyau auquel
il est associé et peut donc être presque considéré comme un électron libre. Le couplage spin-
orbite est par conséquent négligeable. On peut réaliser l’approximation, gj = ge libre = ge ∼= 2.
Un électron libre n’est pas caractérisé par un moment cinétique orbital. Le moment cinétique
total de l’électron non apparié est donc égal uniquement à son moment cinétique de spin

#»

S
et son moment magnétique est égal #»µ s. On a S = 1/2.

En suivant le même raisonnement qu’à la section précédente, on obtient qu’en présence
d’un champ magnétique

#  »

B0, #»µ s ne peut prendre que certaines orientations par rapport à
#  »

B0,

µsz = −2µBms, (E.25)

avec ms = -1
2 ,

1
2 . Ainsi les niveaux d’énergie électronique se divisent en deux niveaux magné-

tiques d’énergie
E = En + 2µBmsB0, (E.26)

donc En + µBB0 et En – µBB0. La différence d’énergie entre ces deux niveaux est

∆E = 2µBB0. (E.27)

Les électrons célibataires se répartissent sur ces deux niveaux d’énergie en fonction de la
valeur du nombre quantique magnétique ms les caractérisant (figure E.8). Le nombre d’élec-
trons peuplant les niveaux caractérisés parms = -1

2 etms = 1
2 sont notés respectivement N− et

N+. Ces populations obéissent à la statistique de Maxwell-Boltzman. A l’équilibre thermique,
on a

N+ = N−e
−geµBB0
kBT , (E.28)

où kB est la constante de Boltzman14. A température ambiante, N+

N−
= 0.999. Le niveau d’éner-

gie inférieur est légèrement plus peuplé que le niveau supérieur.

Ensuite, en envoyant une onde de radiofréquence de fréquence ν0 sur l’échantillon, des
transitions entre les deux niveaux d’énergie sont induites à condition que l’énergie fournie par
l’onde respecte la condition de résonance,

hν0 = geµBB0. (E.29)

Deux transitions peuvent avoir lieu : une absorption d’énergie permettant à un électron
de passer de l’état de spin down (ms= -1

2) à l’état de spin up (ms = 1
2) et l’émission stimulée

provoquant le passage d’un électron du niveau d’énergie supérieur au niveau inférieur en
émettant un photon dont l’énergie est égale à la différence d’énergie entre les deux niveaux
(on néglige le phénomène d’émission spontanée). Bien que ces deux phénomènes présentent
la même probabilité d’occurrence, la légère différence de population permet à l’absorption de

14. kB = 1,38 10−23m2kg/s2K
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dominer l’émission stimulée. Cette absorption est essentielle pour la technique de RPE. En
effet, pour analyser un échantillon paramagnétique, un balayage en champ est réalisé, c’est-à-
dire que la fréquence ν0 de l’onde électromagnétique est fixée et qu’on fait varier l’amplitude
du champ magnétique

#  »

B0. A la résonance, lorsque hν0 = geµBBR,0 où BR,0 est l’amplitude du
champ magnétique extérieur à la résonance, l’échantillon absorbe l’énergie du rayonnement de
radiofréquence. Une mesure de l’intensité absorbée par l’échantillon est réalisée en fonction de
l’amplitude du champ magnétique extérieur. En pratique, il s’agit de la dérivée de l’intensité
absorbée en fonction des valeurs de

#  »

B0. [659, 651, 363, 660, 661]

Figure E.8 – Schéma représentant la levée de dégénérescence des niveaux d’énergie magnétiquems =
±1/2 d’un système de spin S = 1/2, en présence d’un champ magnétique extérieur B0. Absorption
d’énergie résultant de l’application sur le système d’une onde électromagnétique dont l’énergie respecte
la condition de résonance. Schéma inspiré de la thèse de J. Colin [651].

Suite au mécanisme d’absorption, la différence de population entre les deux niveaux d’éner-
gie, n = N+ - N−, évolue selon une loi exponentielle décroissante : n = n(0) e−2Pt, où n(0)
est la différence de population initiale et P la probabilité par unité de temps de transition
entre les deux niveaux d’énergie. Par conséquent, les deux populations vont s’égaliser. Les
phénomènes d’absorption et d’émission stimulée ayant la même probabilité d’occurrence, l’in-
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tensité va devenir nulle. C’est le phénomène de saturation qu’il faut éviter. Heureusement,
il existe des mécanismes de relaxation, grâce auxquels les électrons se trouvant sur le niveau
d’énergie supérieur peuvent libérer leur excès d’énergie. On compte deux phénomènes tendant
à rétablir la différence de population obtenue à l’équilibre thermique, l’interaction spin-spin
et l’interaction spin-réseau.

L’interaction spin-spin provient de l’interaction de type dipôle-dipôle entre les spins des
électrons célibataires avec soit le spin nucléaire des noyaux voisins soit avec le spin des autres
électrons. Celle-ci ne provoque pas de perte d’énergie mais uniquement des échanges d’énergie
entre les différentes particules. Ce phénomène ne permet donc pas de modifier la différence
de population entre les deux niveaux. Il est donc nécessaire d’avoir un second phénomène,
l’interaction spin-réseau, qui lui induit des pertes d’énergie des électrons par interaction avec
leur environnement. Dans le cas d’un échantillon solide, la perte d’énergie des électrons est
causée par la vibration du milieu. Dans le cas d’un liquide, la perte est induite par l’interaction
des électrons avec les molécules du milieu en mouvement. [659, 651, 363, 660, 661]

E.3.1.4.2 Les systèmes complexes Dans le cas des radicaux libres, le couplage spin-
orbite est très faible et peut donc être négligé. Cependant, dans des systèmes plus complexes,
l’électron non apparié est lié à un ou plusieurs noyaux. Dans ces conditions, l’électron ne
peut plus être considéré comme libre et le couplage spin-orbite n’est plus négligeable. Celui-ci
augmente avec le numéro atomique Z du noyau sur lequel est délocalisé l’électron non apparié.
Le couplage va donc induire un champ magnétique local supplémentaire qui sera ressenti par
l’électron célibataire. Dans ce cas, la condition de résonance doit tenir compte de ce champ
local.

hν0 = geµB(B0,R +Bsp), (E.30)

hν0 = gjµBB0,R. (E.31)

Le facteur de décomposition spectrale se définit donc comme gj = ge (1+
Bsp
B0,R

). [659, 660,
662]

Le couplage spin-orbite dépend fortement de l’orientation de la molécule par rapport au
champ magnétique extérieur. Le facteur g est par conséquent anisotrope. Dans le cas où les
molécules de l’échantillon sont fixes les unes par rapport aux autres et ont la même orien-
tation, par exemple dans un cristal, les différentes molécules ressentent la même valeur de
champ magnétique local. Par conséquent, la valeur de g est identique pour toutes les molé-
cules. Lorsque l’orientation du cristal varie par rapport à la direction du champ magnétique
extérieur, la valeur de g varie également. Le spectre RPE est donc formé de raies fines. Lors-
qu’il s’agit d’une poudre ou une solution gelée, les molécules ont différentes orientations par
rapport au champ magnétique extérieur. Chaque molécule ressent donc une valeur différente
du champ local induit par le couplage spin-orbite. Le spectre observé est la superposition de
toutes les valeurs du champ magnétique résultant, provoquant l’élargissement des raies ainsi
qu’une perte d’informations sur la valeur de g.

L’anisotropie du facteur g s’exprime sous la forme d’un tenseur de rang deux symétrique
[g]. En choisissant un système d’axes approprié ( #»x , #»y et #»z ), le tenseur se diagonalise sous la
forme : gx 0 0

0 gy 0
0 0 gz
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Lorsque les trois axes #»x , #»y et #»z sont équivalents, gx = gy = gz et le tenseur se réduit
à un scalaire. Le facteur g est alors isotrope. Ce cas peut être observé pour des solutions de
faible viscosité, dans lesquelles les molécules paramagnétiques peuvent rapidement changer
d’orientation par rapport au champ magnétique extérieur. La valeur de g est donc le résultat
d’une moyenne temporelle sur toutes les orientations possibles et les raies du spectre RPE
sont fines. L’effet de moyenne s’exprime de la façon suivante :

g =
1

3
(gx + gy + gz) (E.32)

En mécanique quantique, l’effet Zeeman s’exprime grâce à l’hamiltonien de Zeeman, qui
tient compte de l’interaction entre les moments cinétiques

#»

S et
#»

L et le champ magnétique
extérieur

#  »

B0, ainsi que du couplage spin-orbite :

H = geµB
#»

S .
#  »

B0 + µB
#»

L.
#  »

B0 + λ
#»

L.
#»

S (E.33)

où µB est le magnéton de Bohr et λ est la constante de couplage spin-orbite.[659, 651, 661]

E.3.1.5 Structure hyperfine

Un spectre obtenu en RPE est caractérisé par une structure hyperfine. Celle-ci provient
de l’interaction du moment magnétique de l’électron non apparié avec les moments magné-
tiques de spin des noyaux se trouvant près de lui. Ces moments magnétiques nucléaires gé-
nèrent des champs magnétiques locaux permanents qui vont s’additionner vectoriellement au
champ magnétique extérieur

#  »

B0. Seuls les noyaux ayant un nombre impair de nucléons et ,par
conséquent, un moment cinétique de spin nucléaire

#»

I non nul peuvent induire l’interaction
hyperfine.

Figure E.9 – Schéma représentant l’interaction dipôle-dipôle entre le moment magnétique de l’élec-
tron non apparié et le moment magnétique de spin du noyau [660].

Ainsi, si on considère le cas d’un électron célibataire ayant un seul atome voisin, celui-ci
est caractérisé par un moment cinétique de spin nucléaire

#»

I et un moment magnétique de
spin nucléaire # »µI , liés par la relation # »µI = γ

#»

I où γ est le rapport gyromagnétique nucléaire,
caractéristique du noyau. En présence du champ magnétique

#  »

B0 dirigé selon l’axe Oz, la
composante Iz est quantifiée et on a Iz = mI h̄ avec mI variant de -I à I par pas d’une
unité. La composante µIz est également quantifiée et peut aussi prendre 2I+1 valeurs. Le
champ magnétique local créé par le noyau et ressenti par l’électron a pour origine l’interaction
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dipôle-dipôle anisotrope entre le moment magnétique de l’électron et le moment magnétique
nucléaire. L’amplitude de ce champ local est donnée par

Blocal = µIz
3cos2θ − 1

r3
, (E.34)

où r est la distance entre l’électron et le noyau et θ est l’angle représenté sur la figure E.9.
Le champ local dépend des 2I+1 orientations possibles de # »µI par rapport à la direction de

#  »

B0.

Un échantillon à analyser est composé d’un ensemble de molécules possédant un électron
non apparié. Ces électrons sont tous proches d’un noyau caractérisé par un moment magné-
tique d’orientation donnée par rapport à

#  »

B0. Le champ magnétique effectif ressenti par les
électrons étant donné par

#»

Beffectif =
#  »

B0 +
#»

Blocal, il existe donc 2I+1 valeurs de champ
effectif (figure E.10). Ainsi, la condition de résonance est donnée par hν0 = gjµB Beffectif,R,
où Beffectif,R est le champ magnétique effectif à la résonance.

Figure E.10 – Schéma représentant la séparation des niveaux d’énergie magnétique d’un système
de spin S = 1/2, en présence d’un champ magnétique extérieur B0, suite à son interaction hyperfine
avec un noyau de spin nucléaire I = 1. Les niveaux d’énergie magnétique se divisent en 2I+1 = 3
sous-niveaux. Schéma inspiré de la thèse de J. Colin [651].

Expérimentalement, hν0 étant fixé lors du balayage en champ magnétique extérieur, la ré-
sonance est donc observée pour 2I+1 valeurs du champ magnétique extérieur B0 (noté B0,R),
ce qui donne lieu à la séparation des raies d’absorption du spectre en 2I+1 raies équidistantes
et de même intensité. En effet, les niveaux d’énergie magnétique sont chacun divisés en 2I+1
niveaux hyperfins caractérisés par le nombre quantique mI . Les deux règles de sélection dé-
finissant les transitions permises entre les niveaux d’énergie hyperfins sont ∆ms = ± 1 et
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∆mI = 0. On aura donc 2I+1 transitions possibles entre ces niveaux. Les valeurs du champ
magnétique extérieur pour lesquelles aura lieu la résonance sont B0,R = B0 −a mI , où a est
la constante hyperfine et où B0 est ici le champ magnétique vérifiant la condition de réso-
nance si on ne considère pas l’interaction hyperfine. a représente l’intervalle en Gauss entre
les différentes raies hyperfines. [651, 659, 660]

Dans le cas d’un électron se trouvant sur une orbitale s, l’origine des champs magnétiques
locaux est due uniquement à une interaction hyperfine isotrope d’origine purement quantique
et liée à la probabilité de présence de l’électron au noyau. En effet, les électrons ne sont pas
localisés dans l’espace. Par conséquent, la valeur du champ local produit par l’interaction
dipôle-dipôle est calculée en faisant la moyenne sur toutes les positions possibles de l’électron.
Toutes les orientations étant équiprobables dans les orbitales s, cos2 θ = 1/3 (voir équation
E.34). Par conséquent, le champ local est nul. L’interaction hyperfine isotrope s’exprime sous
la forme de l’Hamiltonien [659, 651] :

Hiso = a
#»

S .
#»

I , avec a =
2µ0

3
geµBγ|ψ(0)|2 (E.35)

où µ0 la perméabilité magnétique du vide,
γ le rapport gyromagnétique nucléaire,
|ψ(0)|2 la densité électronique au noyau,
a la constante de couplage hyperfin

Pour des électrons non appariés se trouvant sur une orbitale p,d,f, les champs magnétiques
locaux ont une origine liée à des interactions anisotropes. En effet, la fonction d’onde de ces
orbitales est le produit d’une fonction de symétrie sphérique et d’une harmonique sphérique.
Elle présente un noeud au noyau, là où la probabilité de présence de l’électron est nulle. Les
orientations ne sont pas équiprobables. L’Hamiltonien représentant l’interaction hyperfine
anisotrope s’exprime de la façon suivante [659, 651] :

Haniso =
µ0

4π
geµBγ(

3(
#»

I . #»r )(
#»

S . #»r )

r5
−

#»

I .
#»

S

r3
). (E.36)

E.3.2 Les complexes avec métaux de transition - cas particulier des
peroxydases

Jusqu’à présent, seuls ont été considérés les systèmes caractérisés par un moment cinétique
de spin

#»

S égal à 1/2, c’est-à-dire ayant un seul électron non apparié, comme les radicaux
libres. Or, il existe un grand nombre de systèmes avec S = n/2, avec n = 2,3,... le nombre
d’électrons non appariés. C’est par exemple le cas des complexes de métaux de transition et
des métalloprotéines. Les peroxydases sont des métalloprotéines qui, à l’état natif, possèdent
un noyau de fer à l’état d’oxydation +3.

E.3.2.1 Rhombicité et anisotropie

Au sein du site actif des peroxydases, le noyau de fer, possédant les électrons non appariés,
se trouve au centre d’une structure porphyrique (figure E.11a). Le noyau de fer est alors lié de
façon covalente à quatre atomes d’azote et le système possède une symétrie axiale. La porphy-
rine, étant au sein d’une structure protéique, peut passer de la symétrie axiale à une symétrie
rhombique, c’est-à-dire sans axe de symétrie, suite à la contrainte qu’impose la structure et
la distorsion du plan de l’hème qui en découle. En effet, la liaison de la protéine avec l’hème
engendre une asymétrie structurelle et électronique dans l’environnement du noyau de fer en
perturbant le système d’électrons π de l’hème. La structure porphyrique est proche d’une
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structure octaédrique (figure E.11b).

Un système paramagnétique à symétrie rhombique est caractérisé par un facteur g to-
talement anisotrope. En effet, l’environnement du noyau de fer, sur lequel est délocalisée sa
densité électronique, est anisotrope. Il existe donc trois directions particulières #»x , #»y et #»z
de l’espace (figure E.11b) selon lesquelles, l’application d’un champ magnétique extérieur

#»

B0

provoque une réponse différente du système rhombique. Le tenseur g s’exprime donc avec
les valeurs gx 6= gy 6= gz (figure E.11c), qui dépendent évidemment du couplage spin-orbite,
important dans les métalloprotéines en raison de la présence du noyau métallique.

Pour obtenir le spectre RPE d’une métalloprotéine, la solution doit être gelée pour empê-
cher l’élargissement des raies du spectre suite au temps de relaxation spin-réseau très court
du complexe de fer à température ambiante. Dans le cas d’une solution gelée, les molécules
paramagnétiques ont une position fixe et toutes les orientations sont représentées de façon
équiprobable. Le spectre RPE d’une solution gelée est donc la superposition des différents
spectres résultant de toutes les orientations possibles des molécules par rapport au champ
magnétique extérieur

#  »

B0, comme dans le cas d’une poudre (figure E.11c). [659, 651]

Figure E.11 – a) Structure de l’hème de la myéloperoxydase [50], b) Structure octaédrique de la
porphyrine des peroxydases [651], c) Allure du signal d’absorption d’un système à symétrie rhombique
en solution gelée et allure de la dérivée première du signal d’absorption d’un système à symétrie
rhombique en solution gelée [651].

E.3.3 Champ de ligands

Le noyau de fer au sein de la porphyrine du site actif des peroxydases est à l’état d’oxyda-
tion +3. Par conséquent, sur base de sa structure électronique, la sous-couche 3d ne contient
que cinq électrons et est de ce fait, à moitié remplie. Chaque électron ayant un spin de 1/2,
le spin du complexe métallique S est de 5/2. Les cinq électrons d vont se répartir sur les cinq
orbitales de la sous-couche, de manière à minimiser l’énergie du complexe. Il va donc y avoir
compétition entre la répulsion électrostatique, qui va tendre à séparer les électrons sur les cinq
orbitales et maximiser le spin total, et l’interaction électrostatique avec des ligands axiaux
potentiels du noyau de fer, qui favorise le regroupement des électrons sur les orbitales de plus
faible énergie et minimise le spin total. [659, 651]

L’interaction de l’atome de fer avec un ligand provoque une séparation ∆ des orbitales d.
Deux situations peuvent être considérées (figure E.12). Lorsque le champ de ligand est faible,
c’est-à-dire que l’interaction avec le ligand est faible, l’état de spin de l’atome de fer est dit
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fort, ou highspin. Les cinq orbitales d sont donc peu séparées et les électrons se répartissent
chacun sur une orbitale afin de maximiser le spin total selon la règle de Hund. On a alors S =
5/2. Par contre, lorsque l’interaction avec le ligand est forte, celle-ci provoque la division des
orbitales et le regroupement des électrons sur les trois orbitales de plus basse énergie. L’atome
de fer est donc dit spin faible ou low spin et on a S = 1/2. [659, 651, 661]

Figure E.12 – Séparation en énergie des cinq orbitales d de la sous-couche 3d du noyau de fer des
peroxydases sous l’action d’un champ de ligand faible ou fort et répartition des cinq électrons. [651]

E.3.3.1 Levée de dégénérescence à champ nul

Pour les systèmes paramagnétiques caractérisés par S > 1/2, il faut également tenir compte
de la levée de dégénérescence des niveaux d’énergie électronique en l’absence d’un champ
magnétique extérieur. Ce phénomène est appelé Zero Field Splitting (ZFS). Ce dernier a
pour origine le couplage spin-orbite et l’interaction spin-spin entre les différents électrons
non appariés. L’Hamiltonien de levée de dégénérescence à champ nul s’écrit sous la forme
[659, 651, 661] :

HZFS =
#»

S .[D].
#»

S (E.37)

Le tenseur [D] est une matrice de trace nulle. La matrice D exprimée dans le système
d’axes #»x , #»y et #»z , décrit précédemment, est diagonale :

[D] =

Dx 0 0
0 Dy 0
0 0 Dz


avec Dx +Dy +Dz = 0.

Les valeurs propres du tenseur D dépendent principalement du couplage spin-orbite dans
le cas des complexes de métaux de transition, de la distorsion et de l’anisotropie du système
de spin.

L’Hamiltonien ZFS peut également s’exprimer de la façon suivante :

HZFS = DxS
2
x +DyS

2
y +DzS

2
z , (E.38)

HZFS = D(S2
z − (S(S + 1)/3)) + E(S2

x − S2
y), (E.39)

avec D = 3Dz/2 et E = (Dx −Dy)/2.
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Si on choisit l’axe #»z comme étant l’axe principal, tel que |Dz| ≥ |Dx|, |Dy|, on a 0 ≤ λ =
E
D ≤ 1/3. Le rapport λ = E

D est une mesure de la rhombicité du système et peut prendre
une valeur allant de 0 pour un système axial à 1/3 pour un système ayant une rhombicité
maximale. [659, 651, 661]

Prenons l’exemple d’une peroxydase à l’état high spin. Le noyau Fe(III) possède cinq
électrons non appariés et donc un spin S = 5/2. Le ZFS provoque la différenciation énergétique
entre les états de spin ±1/2, ±3/2 et ±5/2. Les niveaux d’énergie magnétique restent associés
en trois doublets, appelés doublets de Kramer. Il est nécessaire de plonger le système dans
un champ magnétique extérieur

#  »

B0 pour que l’effet Zeeman provoque la séparation des trois
doublets en six niveaux d’énergie magnétique caractérisés par les valeurs de ms = -5/2, -3/2,
-1/2, 1/2, 3/2 et 5/2 (figure E.13).

Figure E.13 – Effets Zeeman et de levée de dégénérescence à champ nul appliqués aux niveaux
d’énergie d’un noyau de fer +3 high spin. [651]

L’écart en énergie entre les états de spin augmente avec le facteur D. Lorsque D = 0, il
n’y a pas de levée de dégénérescence à champ nul, on retrouve le premier cas illustré à la
figure E.14. Les transitions permises entre les différents niveaux d’énergie satisfont à la règle
de ∆ms = 1 et apparaîtront pour une même valeur de champ magnétique extérieur

#  »

B0. Le
spectre RPE associé est formé d’une raie isotrope. Dans le cas où le ZFS est non nul, la
différence d’ordre de grandeur entre le ZFS et l’effet Zeeman a un impact important sur la
structure du spectre RPE. En effet, lorsque le ZFS est faible par rapport à l’effet Zeeman
(D � hν), les transitions au sein des trois doublets apparaîtront pour différentes valeurs du
champ magnétique extérieur et le spectre sera composé de cinq raies. Lorsque le ZFS est beau-
coup plus grand que l’effet Zeeman (D � hν), la troisième configuration est obtenue (figure
E.14) Avec les champs magnétiques produits dans les spectromètres conventionnels, seules les
transitions au sein du premier doublet ±1/2 seront observées. [659, 651, 661]

Dans le cas d’un système rhombique, le paramètre E doit également être considéré afin
de déterminer l’impact du ZFS et de l’effet Zeeman sur les niveaux d’énergie du système et
l’allure de son spectre RPE, c’est-à-dire la position des raies et les valeurs du facteur g. Un
rhombogramme donne l’évolution des valeurs de g caractéristiques du système en fonction du
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Figure E.14 – Influence de l’intensité du ZFS sur la levée de dégénérescence par effet Zeeman des
niveaux d’énergie d’un système de spin S=5/2. [651]

rapport λ = E
D . La figure E.15 illustre le rhombogramme d’un système contenant un noyau

de fer +3 à l’état high spin. En s’intéressant au premier doublet ±1/2, on observe que lorsque
le système présente une symétrie axiale (λ = 0), deux résonances apparaissent. Le système
est symétrique dans le plan x-y. On obtient donc gx = gy = 6 et gz = 2. C’est le cas pour
une métalloprotéine appelée myoglobine, qui possède une structure porphyrique plane, dans
le plan x-y (figure E.11b). Par contre, dans le cas des peroxydases comme la myéloperoxydase,
la rhombicité est non nulle suite à la distorsion du plan de l’hème. Par conséquent, les valeurs
de gx et gy sont différentes et s’éloignent de 6. [659, 651, 663, 664]

Les expressions mathématiques suivantes donnent l’évolution des valeurs de gx, gy et gz
en fonction de λ.

gx = 6, 01 + 24ED − 18, 7E
2

D2

gy = 6, 01− 24ED − 18, 7E
2

D2

gz = 2− 33, 8E
2

D2

E.3.4 Spin trapping

La RPE est une technique de spectroscopie de choix permettant notamment l’étude des ra-
dicaux libres, des composés chimiques très réactifs possédant un électron non apparié. Cepen-
dant, l’observation directe de certains radicaux libres en RPE stationnaire en milieu aqueux
est impossible étant donné leur importante réactivité et donc instabilité. Une technique appe-
lée spin trapping ou piégeage de spin a été développée afin de permettre l’étude des radicaux
de courte durée de vie. Afin de former un radical libre plus stable, appelé adduit de spin, le
radical réagit avec une molécule diamagnétique, le piégeur de spin. [660, 665, 666, 667]

piégeur de spin + radical −→ adduit de spin

E.3.4.1 Les nitrones et les nitrosos

Il existe deux classes principales de piégeurs : les composés nitrosos et les composés ni-
trones. Ces deux types de piégeurs de spin, lorsqu’ils réagissent avec des radicaux libres R. de
façon covalente, forment des radicaux nitroxyles, radicaux contenant le groupement fonction-
nel NO..
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Figure E.15 – Rhombogramme d’un système contenant un noyau de fer +3 à l’état high spin. Image
originale de la thèse de J. Colin [651]

L’électron non apparié du radical nitroxyle est proche du noyau d’azote caractérisé par un
spin nucléaire non nul (I = 1). Ainsi, en raison du couplage hyperfin, le spectre RPE du radical
nitroxyle est donc composé de trois raies, une à bas champ, la deuxième à champ moyen et
la dernière à haut champ. En outre, en fonction du piégeur et du radical libre ayant réagi,
le couplage hyperfin de l’électron célibataire du radical nitroxyle sera également influencé
par d’autres noyaux. La structure finale du spectre de l’adduit, c’est-à-dire le nombre de raies
hyperfines et la constante de couplage hyperfin, dépend du choix du piégeur et du radical libre
à étudier. Dans le cas des nitrosos, le radical piégé se fixe directement sur l’atome d’azote
du radical nitroxyle. Ainsi, les noyaux du radical possèdent une forte influence sur le spectre
de l’adduit et la structure hyperfine est donc fortement caractéristique du radical piégé. Par
contre, dans le cas des piégeurs nitrones, le radical est piégé plus loin du radical nitroxyle. Par
conséquent, les noyaux du piégeur auront une plus grande influence sur le couplage hyperfin
que ceux du radical. Le spectre sera donc moins spécifique du radical. [660]

E.3.4.2 Les critères pour le choix du piégeur de spin

1) La stabilité

Le piégeage de radicaux libres par une molécule diamagnétique a pour but d’augmenter
leur temps de vie en formant un composé relativement stable pouvant être observé en RPE.
Les adduits de spin formés à partir de piégeurs nitrones sont plus stables que ceux formés à
partir de piégeurs nitrosos.
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2) La réactivité

La réactivité du piégeur de spin est caractérisée par la constante de vitesse de la réaction
de piégeage, c’est-à-dire de la formation de l’adduit. Or, les radicaux libres ayant un temps
de vie court, les piégeurs doivent avoir une constante de vitesse importante pour arriver à les
capturer. De plus, le piégeur doit être compétitif. En effet, dans un échantillon, les radicaux
libres peuvent réagir avec d’autres molécules. Ces réactions sont donc en compétition avec
la réaction de piégeage. La constante de vitesse de celle-ci doit être supérieure à celle des
réactions de compétition pour être efficace.

3) La solubilité

Le choix du piégeur dépend de celui du solvant dans lequel se fera la réaction de piégeage.
Il doit être soluble dans le solvant (eau, tampon, solvant organique,...) [660]

E.3.4.3 Le DMPO

Le DMPO appartenant à la famille des nitrones est un piégeur de spin très réactionnel.
Il est un des plus utilisés pour le piégeage de radicaux libres tels que les espèces réactives de
l’oxygène comme l’anion superoxyde ou le radical hydroxyle. Le DMPO est soluble en milieu
aqueux [668].

Figure E.16 – Spectre de l’adduit de spin DMPO-OOH caractéristique du piégeage de l’anion
superoxyde par le DMPO.

La réaction du DMPO avec l’anion superoxyde forme l’adduit de spin DMPO-OOH.. Le
radical provoque une rupture homolytique de la liaison π de la double liaison du DMPO. La
constante de vitesse de formation de l’adduit est égale à 10,2 M−1 s−1 [669].

La structure hyperfine du spectre RPE de l’adduit DMPO-OOH. a pour origine l’inter-
action entre l’électron célibataire et un noyau d’azote ainsi que deux noyaux d’hydrogène. Le
noyau d’azote et celui d’hydrogène ont un spin nucléaire non nul et sont caractérisés respecti-
vement par IN = 1 et IH = 1

2 . Ainsi, mI (N) = -1,0,1 et mI (H) = -1
2 ,

1
2 . Les trois noyaux sont
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définis par des constantes hyperfines respectives aN = 13,1 G, aβH = 10,4 G et aγH = 1,3 G. Le
spectre RPE du DMPO-OOH. est donc composé de douze raies (figure E.16). [660, 665, 669]

mI (N) mI (Hβ) mI (Hγ) B0,R B0,R (Gauss)

1 1/2 1/2 B0 - aN - a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 - 18,95

1 1/2 -1/2 B0 - aN - a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 - 17,65

1 -1/2 1/2 B0 - aN + a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 - 8,55

1 -1/2 -1/2 B0 - aN + a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 - 7,25

0 1/2 1/2 B0 - a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 - 5,85

0 1/2 -1/2 B0 - a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 - 4,55

0 -1/2 1/2 B0 + a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 + 4,55

0 -1/2 -1/2 B0 + a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 + 5,85

-1 1/2 1/2 B0 + aN - a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 + 7,25

-1 1/2 -1/2 B0 + aN - a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 +8,55

-1 -1/2 1/2 B0 + aN + a
Hβ

2 - aHγ
2 B0 +17,65

-1 -1/2 -1/2 B0 + aN + a
Hβ

2 + aHγ
2 B0 + 18,95

Table E.1 – Tableau reprenant le calcul des valeurs du champ magnétique à la résonance
B0,R associées aux douze pics du spectre du DMPO-OOH.
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E.4 Modélisation moléculaire - docking

La modélisation moléculaire permet d’étudier l’affinité entre un ligand et un récepteur.
Différentes techniques existent en fonction des données de départ utilisées et des informa-
tions recherchées. Le docking permet notamment d’étudier l’interaction de petites molécules
dans un site de liaison d’une cible protéique de structure déterminée. Cette technique per-
met d’étudier l’insertion du ligand et son orientation dans le site actif en tenant compte de
l’environnement d’acides aminés et des différents moyens d’interaction possibles entre eux
(interactions de Van der Waals, interactions ioniques, liaisons hydrogène, lipophilie, etc.). Des
programmes de docking (GOLD, Glide, Autodock) ont été developpés pour prédire la position
et l’interaction d’un ligand au sein d’un site actif prédéfini dans la structure d’une protéine. Ils
proposent différentes conformations protéine/ligand qui minimisent l’énergie du complexe et
peuvent, grâce au scoring, estimer et comparer l’affinité de liaison entre le ligand et la protéine
de chaque conformation. Le docking est notamment utilisé pour le criblage virtuel également
appelé virtual screening. Cette méthode consiste à sélectionner, parmi un large éventail de
ligands, ceux présentant le meilleur positionnement et la meilleure probabilité d’interaction
dans le site actif d’une protéine donnée. [670, 671]

Il faut garder à l’esprit que le docking ne fournit que des prédictions théoriques sur la
formation de complexes protéine-ligand. Des approximations réalisées à différents stades du
processus (flexibilité de la protéine ou du ligand, présence de molécules d’eau au sein du site
actif, sélection des interactions entre le ligand et la protéine) sont à l’origine de la limite de
la méthode de modélisation moléculaire. Le docking offre une première source d’information
qui doit être associée à différentes techniques expérimentales pour évaluer de façon précise
l’interaction réelle entre le ligand et la protéine cible. [670, 671]

E.4.1 Le processus de docking

Afin de pouvoir réaliser le docking, la structure de la protéine doit être connue. Pour cela,
des bibliothèques de structures protéiques obtenues par cristallographie aux rayons X existent.
Parmi ces bases de données, la Protein Data Bank (PDB) [672], créée en 1971, met gratuite-
ment à disposition plus de 200 000 structures de protéines ou de complexes protéine/ligand
(juillet 2023). [670, 671]

Le processus de docking comporte deux étapes corrélées : l’échantillonnage des conforma-
tions du ligand dans le site actif de la protéine cible et le scoring, c’est-à-dire l’évaluation de
l’affinité de liaison entre le ligand et la protéine dans les différentes configurations proposées
par le programme.

Lors de l’échantillonnage, le programme de docking place le ligand au sein du site actif
dans différentes positions permettant l’interaction entre la molécule et les différents acides
aminés du site. Pour chaque configuration, il évalue l’énergie d’interaction entre le ligand et
la protéine [673].

Afin de définir cette énergie d’interaction, considérons une solution contenant des protéines
P et des ligands L. La liaison entre la protéine et ligand donne un complexe PL.

P + L↔ PL (E.40)

Lorsque l’équilibre de la réaction est atteint, les concentrations en ligands libres [L], pro-
téines libres [P] et complexes [PL] sont constantes. On peut alors définir la constante d’asso-
ciation de la réaction Ka :
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Ka =
[PL]

[P ][L]
. (E.41)

La constante d’association quantifie l’affinité de liaison entre la protéine et le ligand. En
effet, plus Ka est grand, plus la concentration en complexes est importante par rapport aux
concentrations en protéines et ligands libres, donc plus grandes sont l’affinité et la stabilité du
complexe. Cette constante peut être reliée à la variation d’énergie libre de la réaction entre le
ligand et la protéine, ∆G :

∆G = −RT lnKa. (E.42)

L’énergie libre ∆G est égale à la différence d’énergie entre l’état du système où P et L sont
liés et l’état du système où P et L sont libres. Elle correspond donc à l’énergie d’interaction
entre la protéine et le ligand.[674, 675, 672]

La constante d’association peut être déterminée expérimentalement. Or, elle n’est géné-
ralement pas connue car le docking est utilisé comme technique théorique préliminaire pour
l’étude de l’interaction entre la protéine et le ligand d’intérêt. C’est pourquoi, en pratique,
l’énergie ∆G est estimée grâce à un modèle mathématique, une somme d’énergies caracté-
ristiques des différentes interactions possibles entre les atomes du ligand et les atomes des
acides aminés présents dans le site actif. Ces interactions sont notamment : l’interaction de
Van der Waals, l’interaction électrostatique, les liaisons hydrogène. Chaque programme utilise
une sélection de ces interactions et permet donc d’obtenir une approximation de l’énergie de
liaison du complexe protéine/ligand. [675, 673, 674]

∆G = Evdw + Eelec + EpontsH + ... (E.43)

Afin de pouvoir minimiser l’énergie d’interaction et tendre vers un complexe le plus stable
possible, le programme cherche pour chaque configuration les meilleures positions et orienta-
tions de la molécule afin de maximiser l’interaction du ligand avec différents acides aminés
du site actif. C’est pourquoi il est essentiel de définir la flexibilité aussi bien du ligand que de
la protéine avant de procéder à l’échantillonnage. Trois situations sont possibles : le docking
rigide (la structure de la protéine et du ligand sont rigides), semi-rigide (la structure de la
protéine est rigide mais celle du ligand est flexible) et flexible (la structure de la protéine et
du ligand sont flexibles). Le docking semi-rigide est le plus couramment utilisé car il permet
de prendre en compte au moins la flexibilité du ligand et de se rapprocher de la situation
réelle d’interaction entre le ligand et la protéine. Tenir compte de la flexibilité de la protéine
a longtemps représenté un challenge. C’est pourquoi elle n’était pas considérée. Malgré cela,
le docking semi-flexible offre tout de même des résultats intéressants. En effet, pour beaucoup
de protéines, le site actif est une région relativement rigide. Cependant, afin de pouvoir tenir
compte de la flexibilité des acides aminés situés sur la partie extérieure du site actif, différents
programmes permettent maintenant d’intégrer (dans une certaine mesure), la flexiblité de la
protéine dans les calculs. [670, 671, 675, 673]

Le programme de docking fournit finalement un ensemble de solutions, c’est-à-dire de
conformations optimisées du complexe. Le programme de modélisation associe à chacune
d’entre elles un score grâce à une fonction de scoring afin de les classer en fonction de leur
stabilité. Dans le cas du scoring le plus simple, l’énergie d’interaction estimée ∆G est utilisée
comme score. D’autres fonctions de scoring existent : empirique, à potentiels statistiques,
par méthode d’apprentissage,... Le programme de docking GOLD utilisé dans le cadre de ce
travail met à disposition quatre fonctions de scoring différentes. Celle utilisée ici est appelée
Goldscore et est basée sur le champ de force suivant [675, 676] :
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∆G = Evdw + Eelec + EpontsH + Emetal (E.44)

où Evdw est l’énergie d’interaction de Van der Waals, Eelec l’énergie d’interaction électrosta-
tique, EpontsH l’énergie d’interaction par ponts hydrogène et Emetal l’énergie d’interaction avec
un atome métallique. Dans le cas de protéines contenant dans leur site actif une structure
porphyrique comme les peroxydases, ce terme permet de tenir compte des éventuelles inter-
actions entre le ligand et le noyau de métal de transition se trouvant au centre de la porphyrine.

L’établissement d’un score est particulièrement intéressant lorsqu’on souhaite réaliser le
docking d’une série de ligands dans une structure protéique définie et qu’on souhaite comparer
leur affinité avec cette protéine afin de pouvoir sélectionner les plus intéressants et poursuivre
leur étude via différentes techniques expérimentales.



Annexe F

Etude de l’interaction du dérivé
quinone du propofol (PPFQ) avec le
site actif de la myéloperoxydase par
spectroscopie RPE basse température

Le métabolite du propofol, 2,6-diisopropyl-1,4-quinone (PPFQ), agit comme inhibiteur
efficace des actions de peroxydase et de chloration de la MPO. L’association des différents ré-
sultats obtenus grâce au SIEFED (voir section 4.8.4) et au docking (voir section 4.8.1) permet
de conclure à l’insertion de la molécule au sein du site actif de l’enzyme et à la formation d’un
complexe stable. Afin d’obtenir des résultats complémentaires confirmant cette hypothèse,
la spectroscopie RPE a été utilisée. L’étude a été réalisée au Laboratoire de Biophysique et
Physique Biomédicale de l’Université d’Anvers sous la direction du Professeur Sabine Van
Doorslaer.

Pour étudier la MPO et la formation d’un complexe par spectroscopie RPE, un système
de refroidissement à l’hélium doit être associé au spectromètre pour pouvoir atteindre une
température de 10 K permettant de refroidir suffisamment l’échantillon (voir annexe E).

Le spectre de l’enzyme native (figure F.1 gauche) est celui d’un système à symétrie rhom-
bique contenant un noyau de fer à l’état high spin, caractérisé par les valeurs gz = 6,87, gy
= 5,05 et gx = 1,95 [677]. Le petit pic observé directement après le pic gy = 5,05 est dû à
la présence d’atomes de fer libres en solution. Ceux-ci peuvent provenir du tampon et/ou de
l’enzyme.

L’étude par docking de l’interaction du PPFQ avec le site actif de la MPO propose la
formation d’un complexe où le cycle du PPFQ est placé parallèlement à l’hème. Cette confor-
mation rend possible la formation d’un pont hydrogène entre l’atome d’oxygène en position
para du cycle phénolique de la molécule et le noyau de fer au centre de la porphyrine de
l’enzyme. Ce type de complexe est similaire à celui formé par une autre molécule, l’acide sa-
licylhydroxamique, dont l’interaction avec la MPO a été étudiée via docking et spectroscopie
(RPE et absorption UV-visible) [41, 678, 587]. L’étude RPE a montré que l’interaction de la
molécule en tant que ligand dans le site actif de l’enzyme provoque le passage du noyau de fer
de l’état high spin à l’état low spin (voir annexe E). En réalité, le spectre RPE obtenu (figure
F.1 droite), similaire à celui présenté dans l’étude de Hori et al. [678], est une combinaison
d’un signal high spin (gz = 6,84, gy = 5,04 et gx = 1,95) et low spin (gz = 2,66, gy = 2,22 et
gx = 1,8).
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Figure F.1 – Gauche : spectre RPE de la MPO native (42 µM) dans du tampon HEPES-Na2HPO4

pH 7,4 à 10K (puissance : 0,1 mW). Droite : spectre RPE de la MPO native (42 µM) avec un excès
d’acide salicylhydroxamique (2,1 mM) dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance :
0,2 mW).

On peut supposer que l’interaction du PPFQ avec la MPO puisse provoquer le même
phénomène sur le spectre RPE de l’enzyme. Cependant, l’ajout d’un excès (100x) de PPFQ
n’engendre pas la formation d’un complexe avec un noyau de fer à l’état low spin (figure F.2).
Cependant, un pic supplémentaire (g=2,031) apparaît sur le spectre. Celui-ci n’est pas dû au
solvant DMSO, utilisé pour diluer le PPFQ. L’augmentation de la concentration en PPFQ in-
duit l’accroissement de l’intensité du pic, tout comme la diminution de la température (figure
F.3 gauche). L’échantillon a ensuite été conservé pendant une semaine dans de l’azote liquide
puis un nouveau spectre a été obtenu. Une augmentation très importante de l’intensité du pic
à g= 2.029 est observée (figure F.3 droite).

Sur la base de ces résultats, plusieurs hypothèses ont été étudiées pour essayer de com-
prendre le mécanisme d’action entre le PPFQ et la MPO et l’origine du pic apparaissant sur le
spectre RPE. La première étant qu’il ne s’agirait pas d’une interaction directe avec l’enzyme
mais bien entre le PPFQ et les atomes de fer libres de la solution. En effet, des quinones sont
capables de former des complexes avec le fer [679]. De plus, des complexes mononucléaires
de fer donnent des spectres RPE caractérisés par un seul pic situé dans la même gamme de
champ magnétique [679, 680]. Un tel phénomène pourrait expliquer l’augmentation du pic
observé avec le temps. En effet, la dégradation de l’enzyme au cours du temps provoque la
libération du fer dans la solution et celui-ci pourrait interagir avec le PPFQ. La quinone est
peut-être susceptible d’aider à l’extraction du fer hors de la porphyrine de la MPO.

Afin de confirmer cette hypothèse, le spectre du fer libre a été obtenu (figure F.4). Le pic
observé à g=4,22 correspond bien à celui illustré à la figure F.1 gauche. L’acide salicylique,
connu pour former un complexe avec le fer [681], a ensuite été utilisé comme contrôle (figure
F.5 gauche). L’augmentation du signal du pic à g=4,25 ainsi que la coloration caractéristique
de la solution en violet confirment la formation d’un complexe entre les deux espèces en solu-
tion.
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Figure F.2 – Spectre RPE de la MPO native (42 µM) avec un excès de PPFQ (4,2 mM) dans du
tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance : 0,1 mW). Insert : zoom sur la région 180-500
mT.

Figure F.3 – Gauche : spectre RPE de la MPO native (42 µM) avec un excès de PPFQ (4,2 mM)
dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 5K (puissance : 0,1 mW). Droite : spectre RPE de la
MPO native (42 µM) avec un excès de PPFQ (4,2 mM) dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à
10K après une semaine d’incubation dans de l’azote liquide (puissance : 0,1 mW).

L’expérience a été répétée avec le PPFQ (figure F.5 droite). Cependant, aucun pic carac-
térisant la formation d’un complexe ne peut être observé autour de la valeur de g=2,031. Par
conséquent, le PPFQ n’interagit pas avec les noyaux de fer libres dans la solution.
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Figure F.4 – Spectre RPE du fer libre (Fe2SO4) dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K
(puissance : 0,2 mW).

Figure F.5 – Gauche : spectre RPE du fer libre (Fe2SO4) avec de l’acide salicylique dans du tampon
HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance : 0,2 mW). Droite : spectre RPE du fer libre (Fe2SO4)
avec de le PPFQ dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance : 0,2 mW).

Une seconde hypothèse a dès lors été investiguée. Le PPFQ pourrait, via son interaction
entre un de ses atomes d’oxygène et le fer, jouer le rôle du peroxyde d’hydrogène et former le
composé I de l’enzyme. En effet, le spectre RPE du composé I de différents types de peroxy-
dases montre un pic caractérisé par une valeur de g≈2, caractéristique de l’état radicalaire du
composé [651, 682, 683]. Pour obtenir le spectre du composé I de la MPO, l’acide paracétique
a été utilisé pour remplacer le peroxyde d’hydrogène [651, 684]. Malheureusement aucun si-
gnal caractéristique du composé I n’a été observé (figure F.6).

De nouvelles mesures ont été réalisées trois mois plus tard, avec un nouvel échantillon de
MPO. Le spectre du mélange MPO-PPFQ a été acquis une nouvelle fois afin de confirmer
l’apparition du pic à g=2,031 (figure F.7). La structure apparaissant à g=2,057 est caracté-
ristique d’une contamination au cuivre (II). Celle-ci provient vraisemblablement du nouveau
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Figure F.6 – Spectre RPE de la MPO native (42 µM) avec un excès d’acide paracétique (420 µM)
dans du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance : 0,2 mW).

lot de MPO. Contrairement au premier spectre obtenu (figure F.2), aucun pic à g=2,031
n’est observé. La présence du cuivre interférerait-elle avec l’interaction entre le PPFQ et la
MPO? Le pic observé lors des premières mesures est-il réellement dû à cette interaction, ou
correspond-il à un artefact non expliqué ?

Figure F.7 – Spectre RPE de la MPO native (42 µM) avec un excès de PPFQ (4,2 mM) dans
du tampon HEPES-Na2HPO4 pH 7,4 à 10K (puissance : 0,5 mW). La courbe rouge représente la
simulation du spectre de l’enzyme native.
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Malheureusement, les coûts élevés de l’enzyme et de l’hélium liquide ne nous ont pas permis
d’acquérir un nouvel échantillon de MPO et de répéter à nouveau l’analyse du complexe MPO-
PPFQ. Par conséquent, les résultats présentés ne permettent pas d’apporter des réponses
précises sur le mécanisme d’interaction entre la quinone et l’enzyme ni de faire le lien avec les
différents résultats expérimentaux repris dans le chapitre 4
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