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REesuMmE

La modélisation du passage membranaire des xémplest tels que les statines est une
nécessité afin d’évaluer leur biodisponibilité etid pharmacocinétique. Elle se fait grace a
trois types de phases stationnaires remplissant aolenne chromatographique: une
membrane artificielle immobilisée (MAI) pour étudi¢a diffusion passive, une phase
stationnaire Oatp2 (Organic anion transporting peptide 2) et des phases stationnaires
membranaires cellulaires (CMC) constituées d’etdranembranaires d’hépatocytes de rat
surexprimés ou non en Oatp2 pour étudier la diffudiacilitée. Ces phases permettront
d’analyser et de mieux comprendre les processusiqghimiques impliqués dans le
mécanisme de diffusion des xénobiotiques. Les tasulobtenus ont montré que les
interactions gouvernant I'association des statavex les biomembranes ou les transporteurs
membranaires sont de type van der Waals, hydroggrdectrostatiques. L'effet hydrophobe
joue un réle majeur sur cette association. Nous©isvémalement montré que le magnésium
augmente la diffusion passive des statines maigderpar contre leur diffusion facilitée. La
phase stationnaire Oatp2 modélise la diffusionsiasnes de maniére optimale et similaire a
la CMC. Cette nouvelle phase stationnaire Oatp2s piimple a mettre au point
expérimentalement, couplée a une colonne d’anaigparative classique (type colonne C18)
et a un spectre de masse (i.e., CLHP-Q&pRP-C18SM) devrait permettre de faire des
études de type «screening » pour trouver et dgpelo des inhibiteurs nouveaux et
spécifiqgues pour chague membre de la sous-fanaieQhtps.

Mots-clés: Statines, Membrane artificielle immobilisée (MADrganic anion transporting
polypeptides (Oatps), Chromatographie membraneulagk (CMC), Chromatographie
liquide haute performance (CLHP)

Modeling the statin diffusion mechanism across thecell membrane:
biochromatography and thermodynamic approach

ABSTRACT

The xenobiotic cell membrane passage studies ssachtains is needed to assess their
bioavailability and pharmacokinetics. It is doneotigh three types of stationary phases
filing a chromatographic column: an Immobilized t#ficial Membrane (IAM) to study
passive diffusion, an Oatp2 stationary phase (Qcgamion transporting polypeptide 2) and
cell membrane stationary phases (CMSP) (i.e. domesti with extracts membrane of rat
hepatocytes Oatp2 overexpressed or not to studitdted diffusion). These studies will
analyze and better understand the physical andichkeprocesses involved in the xenobiotic
diffusion mechanism. The results showed that tteréctions governing the statin association
with biological membranes or transporters are van \Waals, hydrogen and electrostatic
bonds. The hydrophobic effect plays a major rolthia association. We have also shown that
magnesium increases the station passive diffusidndbcreases their facilitated diffusion.
The Oatp2 stationary phase models the statin dbffiugptimal and similar to the CMC. This
new Oatp2 stationary phase easier to develop exrpatally, coupled with an analytical
column separate classic (type C18) and a massrgpeéte., HPLC-Oatp2/HPLC-C18/SM)
should serve to make studies such as "screenindihtband develop new and specific
inhibitors for each member of the Oatp subfamily.

Keywords: Statins, Immobilized artificial membrane (IAM),r@anic anion transporting
polypeptides (Oatps), Cell membrane stationary @h&MSP), High-performance liquid
chromatographyHPLC)
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PRINCIPALES ABREVIATIONS

A : Surface membranaire traversée par le flux déudibn

ADP : Adénosine diphosphate

AFSSAPS: Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Rtedie Santé
Ala : Alanine

ALAT : Alanine Amino Transférase

Arg : Arginine

ARNmM : Acide Ribonucléide messager

ASCOT-LLA: Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial-Lipiowering Arm
Asp: Aspartate

ATP : Adénosine Triphosphate

AVC : Accidents Vasculaires Cardiaques

BCRP: Breast Cancer Resistance Protein ou protéineedestance au cancer du sein
BSA: Sérum Albumine Bovine

BSEP: Bile Salt Export Pump ou pompe d’exportation gels biliaires

C : concentration

CARE : Cholesterol and Recurrent Events

CEE : Compensation Enthalpie Entropie

CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance

CMC : Chromatographie Membrane Cellulaire

CMCoatpz+-: Extrait membranaire surexprimé ou non en Oatp2

CI50 : Concentrations inhibant 50% l'activité de 'emag HMGR

CYP: Cytochromes P450

Cys: Cystéine

Cxext - Concentration Extérieure du Xénobiotique

Cxint : Concentration Intérieure du Xénobiotique
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D : Coefficient de diffusion membranaire

DEX : Dexaméthasone

DREES: Direction de la Recherche des Etudes de I'Eviaduneet des Statistiques
DSC: N,N'-Disuccinimidyl carbonate

e : Epaisseur de la membrane biologique

Ebebye: Energie de Debye : effets d’orientation

Ekeesom: Energie de Keesom : effets d’orientation
ELondon : Energie de London : effets de dispersion

&o . Constante diélectrique du vide

Fext : Fluorescence a I'extérieur du liposome

Fint : Fluorescence a l'intérieur du liposome

FXR : Farnesoid X receptor ou récepteur farnésoide X

AG° : Enthalpie libre standard\G° du processus de fixation du xénobiotique supHase
stationnaire

AG°f : Enthalpie libre standardAG° du processus de fixation du xénobiotique sypHase
stationnaire a la température

Glu : Glutamate
GSH : Glutathion

HDL-C : High Density Lipoprotein Cholesterol ou cholestié lipoprotéine de haute
densité

HMG-CoA : HydroxyMéthylGlutaryl-Coenzyme A

HMGR : HydroxyMéthylGlutaryl-CoA Réductase

HNF : Hepatocyte Nuclear Factor ou facteur nucléaieelthépatocyte
AH® : Enthalpie

J : Flux de diffusion du xénobiotique a travers lambrane biologique
k' : Facteur de rétention

K : Coefficient de partage membranaire

k ouh : Constante de Planck



K\ : Facteur de rétention a 100% d’eau

LDL-C : Low Density Lipoprotein Cholesterol ou cholesté&dipoprotéine de faible densité
Leu: Leucine

log P: Coefficient de partage octanol/eau

LST : Liver Specific Transporteur ou transporteur spiégie du foie

Lys: Lysine

MAI : Membrane Artificielle Immobilisée

MDR : Mutiple Drug Resistance ou résistance aux xéotiipies

MG : MéthylGlycolate

Ncaz+: Nombre d’ion calcium impliqué dans 'associatiénobiotique-phase membranaire
Nmgz+ - Nombre d’ion calcium impliqué dans I'associatixénobiotique-phase membranaire
NTCP : Sodium-Taurocholate Co-transporting Polypeptide

OATs: Organic Anion Tranporters ou transporteurs d’ang organiques

OATPs: Organic Anion Transporting Polypeptides ou trpageurs polypeptides d’anions
organiques

OCTs: Organic Cation Transporters ou transporteursadions organiques
OMS : Organisation Mondiale du Santé

P: Coefficient de perméabilité mesurant la vitesselaquelle la solution traverse la
membrane

PBS: Phosphate Buffer Sodium ou tampon phosphate
PCN : Pregnenolone-1d-carbonitrile

PC : Phosphatidylcholine

PPAR«a : Peroxisome Proliferator Activated Receptor
PCa? : - logarithme de la concentration en calcium
P-gp: Glycoprotéine P

PMg?" : - logarithme de la concentration en magnésium
4 S: Scandinavian Simvastatin Survival Study

Ser: Sérine



SHP 1: Small Heterodimer Partner 1 ou petit partendmé&térodimere 1

SLC: Solute Carrier

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms ou polymorphisgina seul nucléotide

STCOOH: Statines

T : Température

to : Temps mort ou temps que met un soluté n'ayantreuaffinité pour la phase stationnaire
TMs : Domaines Transmembranaires

tr : Temps de rétention ou temps écoulé entre I'tigacet le maximum du pic du composé
élué

v : Fréquence électronique d’absorption
a : Polarisabilités électriques
u - Moments dipolaires des molécules considérées

v: Nombre de molécules d'eau ordonnées exclues iuterface xénobiotique-phase
stationnaire
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La membrane plasmique permet d’assurer la recosarais des signaux et des xénobiotiques
provenant du milieu extracellulaire grace aux pra® speécifiques qui la constituent. Elle
protéege également la cellule de son environnenmurtt én maintenant les échanges avec
celui-ci. Cette membrane plasmique présente unegedilité sélective. En effet, certains
xénobiotiques la traversent plus facilement queitdés. Le transport des xénobiotiques non-
macromoléculaires se fait soit par (i) la diffusgimple ou passive, (ii) la diffusion facilitée
ou (iii) le transport actif. L’étude de ces mécams de passage des xénobiotiques a travers la
membrane cellulaire est extrémement importante nmoint pour évaluer leur
biodisponibilité et leur pharmacocinétique. En gffefficacité d’'un médicament dépend de
sa capacité a traverser la membrane cellulaire &teindre son site actif. Ces parametres
influencent aussi bien I'activité pharmacologiquendédicament que sa toxicité au niveau de
I'organisme.

Actuellement plusieurs techniques d’analygse vitro du passage membranaire des
xénobiotiques se sont développées. Parmi ces desniéa biochromatographie est une
nouvelle méthode de reconnaissance moléculaire &dhsiste a mimer la perméabilité
membranaire du xénobiotique a étudier a partir lespholipides greffés sur un support en
silice formant ainsi une Membrane Atrtificielle Imbitisée (MAI). Une MAI a ainsi été
constituée par le greffage par liaison covalenteadjroupement de phosphatidylcholine (PC)
sur des particules de silice propylamine constitiansi la phase stationnaire. Ce type de
membrane permet d’analyser tout particulieremenmézanisme de passage par diffusion
passive des xénobiotiques ciblés.

Cependant I'utilisation de la MAI trouve ses linsitdans le cas ou le xénobiotique diffuse a
travers la membrane cellulaire en se liant a de®pres membranaires (i.e. diffusion facilitée
du xénobiotique). Ainsi l'influence de ces prot@nsur le mécanisme de passage
membranaire des xénobiotiques doit étre visualisée.

Dans cette optique de recherche, les xénobiotigibéess utilisés pour étudier les mécanismes

de passage membranaire consistent en une séridatilees (pravastatine, mévastatine,
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atorvastatine, simvastatine et fluvastatine). Legtirees sont une classe pharmaceutique
utilisée dans le traitement de I'hypercholestéraéenkn effet, ces médicaments pénetrent
dans les hépatocytes et inhibent la biosynthesehadlestérol par inhibition de I'enzyme
HMG-CoA (Hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A) réduatasL’hypercholestérolémie est
reconnue depuis la moitié du®¥®siécle comme le facteur de risque majeur dansiédadies
cardiaques, premiére cause de mortalité et de temdians la plupart des pays développés.
En France et dans certains pays industrialisésmigdifications des habitudes alimentaires
observées ces derniéres années, alimentation de dygnack » au détriment de celle
traditionnelle et variée riche en produits végétaont a l'origine de 'augmentation des cas

d’obésité et d’hypercholestérolémie.

L’entrée rapide des statines dans les hépatocgtestgulée par la diffusion passive mais
également par des protéines membranaires telleegU@ATPs (Organic anion transporting
polypeptides). Ces transporteurs se trouvent danseimbrane plasmique des hépatocytes et
constituent dans notre recherche les protéines maraipes étudiées pour analyser la

diffusion facilitée des statines.

L’objectif principal de notre travail de recherobst :

a) La mise au point de supports chromatographiquestito@s de particules de silice sur
lesquelles sont immobilisées des phospholipidesdes protéines membranaires
OATPs impliquées dans le transport facilité detirsta. Elle sera une étude préalable
afin de mieux définir les contours du mécanismeaksage membranaire des statines.

b) Les données obtenues par ces colonnes chromatagraprseront comparées a des
données biologiques sur des extraits membranainex@imés ou non en OATPs
immobilisés sur des particules de silice.

Ces nouvelles colonnes biochromatographiques pgonef’analyse phénoménologique de
la perméabilité membranaire du xénobiotique a #aideé descripteurs physico-chimiques tels
que le pH, la température ou la force ionique.

Notre travail de recherche est subdivisé en qumardes parties :
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La premiére partie de cet exposé est consacrée analyse bibliographique

sur les maladies cardiovasculaires, I'hypercholekigie, les statines, la

membrane plasmique, le foie, les OATPs et les miffies méthodes d’étude
de la perméabilité membranaire.

La deuxiéme partie de ce travail présente les nagdaéilochromatographiques
utilisés (la Membrane Atrtificielle Immobilisée, MAgt la Chromatographie

Membrane Cellulaire, CMC). Les différentes grandecinromatographiques
telles que les facteurs de rétention, les donr@embdynamiques ainsi que les
principales interactions impliquées dans I'ass@miaéntre un xénobiotique et
une phase stationnaire, sont également définies.

La troisieme partie est consacrée a la partie axeétale de notre travail. Elle

décrit le matériel, les réactifs utilisés et lesiditions opératoires pour les
analyses chromatographiques et biologiques. Cettitiepdécrit également la
mise au point de nouvelles colonnes biochromatdggaes telles que la

colonne Oatp2 (un membre des OATPSs) constituéeedpltase stationnaire
silice propylamine greffée avec I'Oatp2 et des noks CMC constituées

d’extraits membranaires surexprimés ou non en Oatpfobilisés sur des

particules de silice.

Dans la quatrieme et derniére partie, les résuttgt@rimentaux sont analysés.
Les principales associations impliquées dans leamgéme d’association entre
les statines et les différentes phases statioméiee les diffusions passive et
facilitée) sont déterminées. L'influence de difféie parameétres physico-
chimiques tels que le pH, la température, la fam@que est également

analysée.
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A.1. Maladies Cardiovasculaires

Al.1. Généralités

Les maladies cardiovasculaires restent la prenti@use de mortalité et de handicap dans la
plupart des pays développés. Elles représentdrtagrite (environ 32% des déces soit 180000
déces par an) et dans le monde entier, un enjeeumadg santé publique (AFSSAPS, Agence
Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits dé 24805). Selon 'OMS (Organisation

Mondiale de la Santé), 29,2% des décés globauxi6¢it millions de déces par an sont dus
aux maladies cardiovasculaires et sous ses diteBseiormes. Si les tendances continuent
ainsi ce nombre atteindra les 20 millions de dé&e2015 (déces causeés principalement par
les crises cardiaques). En effet, les maladiesimasdculaires englobent aussi bien les
maladies coronaires cardiagues (crises cardiaquies), maladies cérébrovasculaires,

I'athérosclérose, les cardiopathies ischémiqueghiemboses veineuses profondes.

A.1.2. Facteurs de risque

Les maladies cardiovasculaires sont causées paadkesirs de risque bien identifiés et sur
certains, il est possible d’intervenir efficacemd®drmi ces facteurs de risque, il y a ceux trés
connus tels que le tabagisme, I'hypertension aftéril’nypercholestérolémie, I'obésite, le

diabete sucré.
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A.1.2.1. Hypercholestérolémie

A1.2.1.1. Généralitées

Le cholestérol est un constituant essentiel deshrems plasmiques. Il est nécessaire dans la
formation de certaines hormones et dans la craiesdes cellules. C’est un composant vital
dont I'organisme a besoin. En effet, il joue urerglé dans la formation de la mémoire et
constitue ainsi la principale molécule organique cguveau. Il existe plusieurs types de

cholestérol :

» LDL-cholestérol ou cholestérol a lipoprotéine deblia densité (LDL-C): Il est
souvent dénommé « mauvais cholestérol ». En efést,niveaux élevés dans le sang peuvent
provoquer des accumulations de dépbts adipeuxldaratéres et vaisseaux sanguins et ainsi

entrainer I'athérosclérose et des accidents vasesileardiaques (AVC).

» HDL-cholestérol ou cholestérol a lipoprotéine daitkadensité (HDL-C): Souvent
appelé le «bon cholestérol », il aide a diminwes tépbts de LDL-cholestérol dans les
artéres. Ainsi des niveaux élevés de ce cholegp@wlent aider a prévenir I'athérosclérose et

les maladies cardiaques.

L’hypercholestérolémie est causée par des nivekawé® de LDL-C dans le sang. Elle est, et
restera un des risques cardiovasculaires les pipsrtants a combattre ABLIGAND 2004).

En effet, selon la Direction de la Recherche degl€t de I'Evaluation et des Statistiques
(DREES) la part des déces liés a I'hypercholesééna varie de 6,4% en France, 8,9% en
Espagne, 11,1% en lItalie, 13,3% au Royaume-Unb¢t% en Allemagne (DREES 2006).
L’augmentation du taux de LDL-C dans le sang pérg §énétique, on parle dans ce cas
d’hypercholestérolémie familiale, ou provoquée par surplus des apports extérieurs en
cholestérol. En effet, les modifications des hatgsialimentaires en France et dans certains
pays industrialisés, alimentation de type « snacux»détriment de celle traditionnelle et

variée riche en produits végétaux, sont a l'origilee 'augmentation des cas d’obésité et
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d’hypercholestérolémie. La prise en charge théragpesl des patients présentant une

hypercholestérolémie ou dyslipidémie est soumidessrecommandations (AFSSAPS 2005).

A1.2.1.2. Traitement

Le traitement de I'hypercholestérolémie est emreee intention un régime alimentaire pour
diminuer les apports en cholestérol exogene. Cependi la rectification du profil lipidique
est difficile avec un changement des habitudeseaiiaires, des médicaments pour diminuer
les taux de cholestérol dans le sang sont aloscpie aux patients (AFSSAPS 2005). Parmi
ces medicaments, appelés hypocholestérolémianiswrecenser les résines, les fibrates, la

niacine ou acide nicotinique, les statines.

A.2. Statines

Les statines, prescrites pour 20 millions de p&ieont prouvé leur effet bénéfique dans le
traitement de I'hypercholestérolémie, la prévensenondaire et méme primaire des maladies
cardiovasculaires. Cette classe de médicamenteuggra cérivastatine, la pravastatine, la

mévastatine, I'atorvastatine, la simvastatineluadstatine, la lovastatine et la rosuvastatine.

A.2.1. Historique

Le premier membre identifié de cette nouvelle dade composés pharmaceutiques est la
compactine ou mévastatine isolée d’une culture éataire fongique d®enicillium citrinum
Cette molécule a été découverte en 1976 par AkidoEun biochimiste et microbiologiste

japonais. Elle fut la premiere molécule a étre émdlans le début des années 1980. Par la
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suite, d’autres molécules de la méme famille oétdécouvertes. La lovastatine ou meévilonin
isolée a partir du champignohspergillus terreusdevient ainsi la premiére statine a étre
commercialisée. La simvastatine et la pravastagsaltent de modifications chimiques de la
molécule de lovastatine. En effet, la simvastatiogsede un méthyle de plus en positiate
I'ester que la lovastatine alors que la pravagtapiosséde un groupement hydroxyle de plus
en position 9 par rapport a la molécule de lovastat.a fluvastatine est la premiére statine
entierement synthétique et posséde des caraa@sstiphysico-chimiques semblables avec
celles de la lovastatine et de la simvastatine.dstanes ont été commercialisées a la fin des
années 1980 pour leur activité hypocholestérolémiaaconnue. Depuis la découverte de
cette classe pharmaceutique, d’autres types deestaint été fabriqués, la derniére étant la
rosuvastatine. Elle est |&"8 statine découverte et commercialisée en Francgeer@eant, la
cérivastatine introduite en 1998 a été retirée darché 3 ans plus tard a cause de ses
multiples effets secondaires. Plusieurs étudesqci@s ont été effectuées pour démontrer les
effets bénéfiqgues des statines sur les diminutdustaux de cholestérol sanguin, de la

morbidité et de la mortalité cardiovasculaire. Fares études, on peut citer :

» En prévention primaire, I'étude WOSCOPS (West abtand Coronary Prevention

Study) dont 6595 hommes et femmes étaient traieés @de la lovastatine

> En prévention secondaire, les études 4S (Scandima&imvastatin Survival Study)
avec 4444 hommes et femmes traités avec de la siative ; ASCOT-LLA (Anglo-
Scandinavian Cardiac Outcomes Trial-Lipid Lowerhrgn) 10305 personnes traitées avec de
I'atorvastatine et CARE (Cholesterol and Recurienents) 4159 personnes traitées avec de

la pravastatine

D’aprés une étude de la DREES, la France et le iRogaJni occupent la premiére place
dans le marché européen des statines (DREES 2066).statines dominent le marché
pharmaceutique francais et en 2004, elles ont septé la classe pharmaceutique la plus
remboursée soit prés d’'un milliard d’euros. Ainaiprescription de ces medicaments est

soumise a des criteres fins et stricts pour limiger consommation abusive et doit se faire
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dans un cadre précis selon les recommandationfABE3APS. En effet, les statines sont
prescrites a des centaines de millions de patigm® et al. 2006). Depuis leur découverte
jusqu’a présent, les statines ne cessent de sed@vouvrir de nouvelles vertus thérapeutiques
dans d’autres maladies telles que I'Alzheimer, rlesmatismes, I'ostéoporose, le risque de

cataracte et bien d’autres d’otl leur nom de « itasp» du 28 siécle.

A.2.2. Structure moléculaire

Les statines peuvent étre subdivisées en deux esoupn fonction de leur
structure moléculaire : les statines de type k#es de type Il (figure 1).

> Les statines de type | regroupent la pravastalinejévastatine, la simvastatine et la
lovastatine.

> Les statines de type Il regroupent la fluvastatitagrvastatine, la cérivastatine, et la

rosuvastatine.

structurs de IHMG ©

groupement HO
butyryle \CCDOH
|—| OH
O c

annean décaline

Type |

structure de 'HMG

HO

“[j“COOH
I/I_.\OH
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méthyle

groupement

flnerophényla

s

annean central

Type Il

Figure 1 : Différence entre la structure chimiqueed statines de type | et Il

*HMG = Hydroxyméthylglutaryl



Les statines de type | et Il présentent une stracthimique commune constituée par un
groupement acide dihydroxyheptanoique. Ce grouperoenstitue le pharmacophore des
statines. Ce dernier est ensuite modifié en aciiiroxyglutarique qui a une structure
similaire avec celle du substrat endogene du folEMG-CoA de I'enzyme

Hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMGR). Ainsiau niveau des statines, le
pharmacophore est lié de fagcon covalente a un groapt plus ou moins hydrophobe allant

du plus hydrophobe, la cérivastatine, au moins dphiobe, la rosuvastatine.

Il peut donc étre déduit que les statines ne différque par la structure de l'anneau
(groupement plus ou moins hydrophobe) lié au pheopiaore. En effet, les statines de type |
et 1l different par un remplacement du groupemairtiydyle des statines de type | par un
groupement fluorophényle pour les statines de type(figure 1). Ce groupement
fluorophényle est responsable des interactions irpslaadditionnelles provoquant une
association plus forte entre les statines de typet I'enzyme clé dans la biosynthése de
cholestérol, 'THMGR. Ces statines de type Il difér également des statines de type | par la
présence d'un anneau central de différente streadtird’'un groupement meéthyléthyl. Par
exemple pour la rosuvastatine, cet anneau ests@m par un groupement pyrimidinyle.
Sachant que toutes les molécules de statines peé@sem groupement carboxylique, le terme
STCOOH désignera dans notre étude ces médicani@nssructure chimique de ces statines

est présentée dans la figure 2.

23
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Figure 2 : Structures chimiques des statines (STCB) de leur pharmacophore et de

I'HMG-CoA
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Au cours de notre recherche, nous étudierons Sedestatines a savoir la pravastatine, la
mévastatine, I'atorvastatine, la simvastatine effllvastatine. La rosuvastatine est une

nouvelle statine tres difficile a obtenir chez fie@srnisseurs.

A.2.3. Mécanisme d’'action

Les statines agissent sur la biosynthése de chobéstans le foie. Elles inhibent 'enzyme clé
intervenant dans la synthéde novodu cholestérol, I'Hydroxyméthylglucaryl-Coenzyme A
réductase (HMGR) d’ou leur nom formel d’« inhibitewde 'HMGR ». Les statines sont des
inhibiteurs compétitifs puissants, réversibles pécfiques de I'enzyme HMGR car elles
présentent le méme pharmacophore que la partie ldivi&@ubstrat HMG-CoA de I'enzyme.
En effet, le pharmacophore des statines se liesuéme site actif que le substrat HMG-CoA
induisant ainsi une inhibition trés efficace de MBR de l'ordre du nanomolairetvAN
2003). L’inhibition de I'enzyme empéche la transfation de I'HMG-CoA en acide
mévalonique (ou mévalonate), le précurseur de tahsege de cholestérol selon le schéma

suivant :
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Figure 3 : Mécanisme d’action des statines sur lai& de synthése du cholestérol et des
isoprénoides (d’apresUuDMAN et al. 2009)

Les associations entre le pharmacophore des €atinBenzyme sont gouvernées par des
liaisons polaires et ioniques et sont similairesirptoutes les molécules de statines. Les
groupements hydrophobes des statines vont entnesr ldasillon hydrophobe peu profond de
I'enzyme. En effet, 'enzyme HMGR présente une oamiation tres flexible qui provoque la

création d’un sillon hydrophobes{fvaN 2003).

La figure 4 montre les associations intervenantsdanliaison d’'une statine de type |, la

simvastatine, et 'HMGR.
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Figure 4 : Interactions entre la simvastatine (staé de type |) et les résidus acides aminés
de 'HMGR. Structure de 'HMGR obtenue par cristalbraphie (d’apres $TVAN 2003)

Les liaisons polaires sont formées avec les réssans* (Sérine), Asp™® (Aspartate), LyS"
(Lysine) et Ly§® L'association entre les statines de type | edite actif de I'enzyme fait
intervenir de nombreuses liaisons hydrogénes detrgroupement hydroxyle de l'acide
hydroxyglutarique des statines et les résidugLysIr® (Glutamate) et Asp’ (figure 4).
Tandis que l'atorvastatine et la rosuvastatine, statines de type Il, forment des liaisons

hydrogénes uniquement avec la*8er

Les statines de type Il forment des interactionaipes entre leur groupement fluorophényle
et le résidu Arg’® (Arginine). Ce groupement fluorophényle est respbie de la forte liaison

entre 'enzyme et les statines de type Il.

En plus de ces liaisons polaires et hydrogénesxiste d’autres liaisons de type van der

856
a

Waals intervenant avec les résidus 1°8(Leucine), Vai®® (Valine), Leld*® Ala®*° (Alanine)

et Led™" de la partie hydrophobe de I'enzyme (figure 4).
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La différence dans

la structure chimique des satinaffecte

leurs propriétés

pharmacologiques et pharmacocinétiques telles euelipophilie, leur affinité avec le site

actif de I'enzyme HMGR, leur biodisponibilité systé&ue, leur métabolisme et leur

élimination.

A.2.4. Données pharmacologiques et

pharmacocinétiques

L’activité de chaque statine dépend de sa structbiraique, de son affinité avec I'enzyme et

sa durée de liaison avec celui-ci. Les donnéesydmaocinétiques des 5 statines étudiées sont

consignées dans le tableau 1.

Pravastatine

Mévastatine*

Atorvastatine

Simvastatine

Fluvastatine

Biodisponibilité (%) 18 - 12 5 19-29
Lipophilie Hydrophile Lipophile Lipophile Lipophile Lipophile
CI50 (nMY 44 23 10 9 18
Métabolisme Sulfatation - CYP3AZ CYP3A4 CYP2CY
Diminution cholestérol total (93) 16-25 - 25-45 19-36 16-27
Diminution LDL-C (%) 22-34 - 26-60 26-47 22-36
Augmentation HDL-C (%) 2-12 - 5-13 8-16 3-11

Tableau 1 : Les données pharmacologiques et la camafson de I'efficacité des statines

* Mévastatine : En étude aux USA et données paouikles

% CI50 : Concentration inhibant 50% de I'activité denzyme HMGR (figure 3)
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® ¢Enzymes appartenant a la superfamille des cytocksoR%50 (CYP) fortement impliqués dans la
transformation et I'élimination des principes astithez 'homme

d Cholestérol sanguin total dont la valeur normalen() doit &tre < 2 g/l

¢ Diminution du taux de LDL-C dans le sang (v.n.,80Lg/l) : lipoprotéine transportant le cholestérol
vers les tissus. Cette réduction est le meilledicateur de la prévention cardiovasculaire (AFSSAPS
2005)

" Augmentation du taux de HDL-C dans le sang (v.0,49 g/l) : lipoprotéine transportant I'excés de
cholestérol vers le foie d’ou son €élimination

Les statines présentent des caractéristiques pbacmatiques variables, conditionnées en
partie par leurs propriétés physico-chimiques.ipaghilie des statines est un parametre tres
important car elle détermine leur hépatosélectiiée varie selon les molécules de statines.
En effet, la simvastatine et 'atorvastatine sdpbphiles alors que la pravastatine et la
rosuvastatine sont hydrophiles. La fluvastatine rastns lipophile que la simvastatine et
I'atorvastatine mais plus lipophile que les stain®ydrophiles. Cependant le caractére
amphiphile de cette statine lui permet de former rignbreuses liaisons hydrogéenes
intramoléculaires lui conférant un caractére ligpliplus élevé et une forte perméabilité
membranaire (WMELIN et TURGEON 1998). Cette hépatosélectivité permet aux statines
d’atteindre leur site actif et d’inhiber de facoronpétitive I'enzyme HMGR. Les
concentrations inhibant 50% de I'activité de I'emsy (CI50) sont consignées dans le tableau
1 et sont de l'ordre du nanomolaire. En effet, detines sont de puissants inhibiteurs de
'enzyme. L’inhibition de I'enzyme HMGR entraine ainréduction de la synthese du
cholestérol dans le foie. Elle permet de réduisetdeix du « mauvais cholestérol », le LDL-C
tout en augmentant les taux du «bon cholestértd >HDL-C. La différence des effets
obtenus est liée a la structure chimique des sttia leur affinité pour I'enzyme ainsi qu’a
leur degré de lipophilie.

Les statines sont métabolisées dans le foie cdeguiconfére une faible biodisponibilité
systémique (ORSINI etal. 1999). Ce métabolisme, assuré par les cytochrégs (CYP),
est oxydatif. La simvastatine et I'atorvastatinatsmajoritairement meétabolisées par les CYP

3A4 hépatiques en métabolites actifs alors queulastatine est essentiellement métabolisée
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par le CYP 2C9 en métabolite inactif. La pravasggtiqui est hydrophile, n’est pas
significativement métabolisée par le CYP 3A4 maiBitsune sulfatation. Le CYP 3A4 étant
impliqué dans le métabolisme de la plupart des cagdents, le risque d’effets indésirables
suite a des interactions médicamenteuses lorstdiitement par une statine, ne doit pas étre
négligé. En effet, l'inhibition de ces enzymes matel'élimination des statines et provoque
ainsi une augmentation de leur concentration plagoma Cette augmentation de la

concentration plasmique favorise la survenue d&ffelésirables musculaires.

A.2.5. Effets indésirables

Les statines sont bien tolérées et présentent ggelqres cas d'effets indésirables. En effet,
plusieurs études ont démontré que les statinesroakcellent profil de sécurité AIBERT et
al. 2006). Les effets indésirables notés portentswitle foie, le principal organe cible des

statines, soit sur le muscle.

» L’hépatotoxicité des statines repose sur I'élévatasymptomatique fréquente des
transaminases ALAT (Alanine Amino Transférase) aathque [latteinte hépatique
cliniguement significative est tres rare (0,2/100Q@@rsonnes traitées) ARRA et al. 2003,

CADRANEL etal. 2009).

> Les atteintes du muscle telles que la myopathia gtabdomyolyse sont causées par
la présence des statines dans la circulation sa@gtiqui ont ainsi tendance a pénétrer dans
les muscles. Cependant, les statines étant norraatemépatosélectives, ces cas surviennent
chez certaines personnes qui n'arrivent plus alwoészr correctement la dose ingérée ou par
un engorgement des transporteurs hépatiques oaytshromes P450 @wIN et al. 2002,
CHITTURI et GEORGE 2002). Ainsi le risque de rhabdomyolyse est petquent, pour

observer un cas il faudrait traiter 22727 patieats une année. La rhabdomyolyse est
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essentiellement causée par des interactions meéeitaases avec une fibrate, la gemfibrozil,

et/ou par des fortes doses prescrites (AFSSAPS)2005

A.3. Membrane plasmique

A.3.1. Structure

La membrane plasmique appelée aussi plasmalemmenestcouche de cellules d’'une
épaisseur de 7 a 8 nm constituée principalemenphdspholipides et dans laquelle sont
insérées des molécules de cholestérol. Elle présesa surface des protéines et des glucides.
Les phospholipides sont a la base de la structimeipale des biomembranes. Les molécules
de phospholipides sont constituées d'une téte Iyl (le groupement phosphocholine
attaché au groupement du glycérol) et d’'une queukophobe (les deux chaines d’acides
gras saturés et insaturés). Les phospholipideplles fréquents et constituant la majeure
partie de la membrane plasmique sont des phosplddtadines (PCs). La figure 5 ci-dessous

représente un schéma de ce lipide.
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Figure 5 : Structure d’'un phospholipide membranair@l’apres QMPBELL et al. 2004)
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Les molécules de phospholipides constituant laugice de la membrane plasmique sont liées
entre elles non pas par des liaisons covalentes paaides interactions de van der Waals et
hydrophobes. En effet les phospholipides, le cléteket plusieurs protéines constituant la
membrane plasmique sont des molécules amphipliiesi a partir de ces données d’analyse
chimique (= ROBERTIS et al. 1983), plusieurs modeles de la structure de la lnane
plasmique ont été proposeés :

» Le modele VSON et DANIELLI est le premier modele élémentaire proposé en 1935
par DAVSON et DaNIELLI. Ce modeéle suggérait I'existence d’'une couche dEemes
tapissant les deux cotés d’'une bicouche lipidiqua@ersant la membrane pour former des

pores ouverts de protéinesAIZBON et DANIELLI 1935).

» Le modele de BBERTSONfut proposé en 1950. Il est constitué de deux lveside
lipides asymétriques entre une couche extérieurglydmprotéines et une couche intérieure

de protéines. C’est le modele de la membrane u@iRDBERTSON1959).

» Le dernier modéle a été mis au point paNGER et NCOLSON en 1972. Il est
communément appelé le modéle de la « mosaiquesfluidls ont montré que la membrane
était constituée d’une bicouche fluide de phospibdis disposée en mosaique dans lesquelles
flottent des protéines. Ce concept de fluidité iquet des liaisons non covalentes entre les

différents constituants de la membrangi¢&ER et NCOLSON 1972).

Une représentation schématique du modeéle de laiquesfluide est présentée dans la figure

6.
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Figure 6 : Représentation de la membrane plasmigaeec sa mosaique fluide (d’aprés
http://med.tn.tudelft.nl/~hadley/nanoscience/week4itml)

Les statines sont des médicaments hépatosélectédae constitue leur organe cible. Nous
nous intéresserons donc a la structure de la namalplasmique de la cellule principale du

foie, 'hépatocyte.

A3.1.1. Foie et hépatocyte

Le foie est I'organe le plus volumineux chez I'adulll joue un réle fondamental dans le
métabolisme de la plupart des xénobiotiques. Ceasiate sont transformés dans les
hépatocytes, principalement par le systeme enzgomtides cytochromes P450, en
métabolites actifs ou inactifs qui seront élimidéss la bile ou dans les urines.

Le foie est constitué majoritairement d’hépatocytiégure 7). Leur membrane plasmique

présente deux domaines principaux constitués pg@blenapical (ou pble biliaire) dirigé vers
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le milieu extérieur et un pble basolatéral dirigérsvle sang en relation avec le milieu
intérieur. Cette membrane plasmique présente dastéastiques difféerentes au péle apical et
au pble basolatéral. Les jonctions serrées quiuesnd les canalicules biliaires limitent ces
deux domaines principaux. Néanmoins, le domainelatsal de la membrane plasmique de
I'népatocyte peut étre subdivisé en un domainel {asadomaine sinusoidal de part la
présence des sinusoides) et en un domaine lagisaint face a I'népatocyte voisin. Ce
domaine sinusoidal représente 70% de la membrasengue, tandis que les deux autres
domaines se partagent de fagcon presque équitabB®% restants BEDMANN 1997).

En dehors du systeme enzymatique du métabolismgéhebiotiques, I'hépatocyte exprime
différents transporteurs membranaires. Par son 9dlesoidal, la cellule est en contact avec
le milieu sanguin ou transitent les xénobiotiquepaatés par la veine porte. Le passage
membranaire de ces xénobiotiques dans I'hépatoegteréalisé par des transporteurs
spécifiqgues appartenant principalement a la fandidle SLC (Solute carrier), regroupant les
transporteurs OATPs (Organic anion transportingyeptides) (KONIG et al. 2000). Au
niveau du péle apical, on trouve des transportmesbranaires appartenant a la famille des
ABC (Adénosine triphosphate (ATP) binding cassett€ette famille regroupe les
transporteurs MDR (Multi-drug resistance) avec ergtutres la glycoprotéine (P-gp) ou
MDR1 (DiAz 2000). Ces transporteurs permettent I'excrétios xdmobiotiques dans la bile

via le canal biliaire et ensuite dans la lumiétestinale.
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Figure 7 : Vue antérieure du foie et structure ddsépatocytes avec leurs différents
domaines (KLLER 2004)

A.3.2. Fonction

Les biomembranes constituent une barriere entnéetieur et I'extérieur d’une cellule ou
d’un organite. Le passage des différentes moléailems entre ces deux milieux est controlé
par la perméabilité membranaire. Ainsi la membrg@hEsmique laisse passer certaines
substances plus facilement que d’autres. En plutle perméabilité sélective, la membrane
plasmique joue trois rbles importants :

> Elle permet une communication intercellulaire avéra des signaux chimiques soit
par I'intermédiaire d’'un récepteur (les signaux rfegblubles) ou en traversant la membrane

(les signaux liposolubles).
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> Elle sert aussi a I'adhérence des cellules entes ek le milieu extracellulaire grace
aux jonctions intracellulaires étroitement liés @dosquelette. Ces jonctions permettent la
communication entre les cellules (jonction lacumaou gap-jonction), le maintient de

I’'homéostasie cellulaire, la compartimentation uelke...

> Le grand rble de la membrane plasmique est le goahgles molécules. Il existe
plusieurs types de transport. Les molécules lidephraversent la membrane plasmique par
diffusion simple ou passive. C’est un transportsgagui suit le gradient de concentration et
qui ne consomme pas d’énergie. Par contre les metydrophiles ou ionisées traversent
cette membrane par diffusion facilitée ou par tpant actif qui nécessitent tous les deux
l'intervention d’'une protéine de transport. Ceperidde transport actif nécessite une

consommation d’énergie sous forme d’ATP car ilakedontre le gradient de concentration.

Ces différents types de transport sont représelatés la figure 8 ci-dessous.
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Figure 8 : Représentation des différents modes densport des substances a travers la
membrane plasmique

Ces types de transport concernent des moléculepetites tailles telles que les ions,
I'éthanol... Le transport des macromolécules sepiai des mécanismes qui font intervenir le

cytosquelette soit par endocytose ou par exocytose.deux types de transport interviennent
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également dans les mécanismes de renouvellemenindetranes plasmiques. En effet,
toutes les cellules eucaryotes ingerent continonelle sous forme de vésicules des parties de
leurs membranes plasmiques par endocytose. Les raeres sont remplacées par le
mécanisme inverse d’'exocytose, ou recyclées aapsilament qu’elles sont ingérées par
endocytose. Ainsi I'exocytose permet aux cellules ltbérer des macromolécules a
I'extérieur, mais aussi de remodeler les membrgfesmiques tandis que I'endocytose fait

pénétrer ces macromolécules a l'intérieur de lallgetians le cytoplasme.

A.3.2.1. Diffusion simple ou passive

La diffusion simple est un mode d’échange transmiandire qui se fait sans consommation
d’énergie suivant un gradient de concentration.sC'@ mécanisme non saturable qui
intéresse plus la forme moléculaire non ionisédaeforme libre non liée. Elle se fait
spontanément. La diffusion simple est considér@ence une diffusion passive car elle ne fait
pas intervenir de perméases dans le transport d&&cutes. C’est le mode de transport le
plus fréquent. Cependant cette diffusion n’est ipbssque si la molécule peut traverser
directement la bicouche lipidique c’est-a-direli est hydrophobe. Par contre si la molécule
est hydrophile, il faut qu’elle soit de taille sgsimment petite telle que I'éthanol, I'eau ou
I'urée pour utiliser ce type de transport. La difan passive d’un xénobiotique est influencée
par son pH, son pKa c’est-a-dire son degré d’igimeasa lipophilie ainsi que sa solubilité.

La diffusion passive répond aux lois de la physidwetransport se faisant selon un gradient
de concentration, 1a%F loi de Fick peut étre utilisée pour quantifiertgpe de transport. En
effet selon cette loi, la vitesse des moléculefushiint d’'une région a une autre est une
fonction de la différence de leur concentrationnghipour une cellule délimitée par une

membrane, la loi de Fick peut s’écrire sous la B(HOPKINS 1995) :

J=PA(G-C) )
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J représente le flux de diffusion c’est-a-dire lawofité de soluté traversant la membrane par
unité de temps en mol/m2fS; et C, sont les concentrations de la molécule concereqead

et d’autre de la membrane biologigar mol/ni, A est la surface traversée par le flux de
diffusion ou la surface membranaire en P%st le coefficient de perméabilité qui mesure la

vitesse a laquelle le soluté traverse cette merel@amm/s.

Pour les molécules absorbées par la diffusion pasde coefficient de partagP est
directement proportionnel aux coefficients de mgtenembranair& et de diffusionD et |l
est inversement proportionnel a I'épaisseur de éanbranee (LODISH et al. 1995). Ainsi

I'équation du flux de diffusion a travers les meartes biologiques peut s’écrire sous la

forme :
J =[(DK)/e] A (Ci- Cy) (2)
Avec P = (DK)/e )

D représente le coefficient de diffusion en ni/de coefficient de partage membranaire sans

unité ete I'épaisseur de la membrane traversée par le #udiffusion en mz.

La barriere membranaire est constituée d’'une blweuipidique, les molécules apolaires ont
tendance a la traverser plus facilement. Par coest® refléte la solubilité des molécules

diffusant dans les lipides membranaire®@BHINS 1995).

COMPARTIMENT 1

@ 9 c1
Oxygen

OMPARTIMENT 2|
| I -

EFPAISSEUR (&)

Figure 9 : Représentation schématique de la diffasisimple
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A3.2.1.1. Méthodes d’étude

Ces derniéres années, l'intérét des recherches$ ®ealisé sur l'aspect important de
I'association des xénobiotiques avec les membrhaiwsgiques. L'étude de la diffusion des
médicaments a travers les bicouches lipidiquedrestimportante car elle conditionne leur
comportement pharmacocinétique et leur activitérmphaologique. En effet pour atteindre
son site actif, le xénobiotique doit franchir larfere de la membrane cellulaire de nature
lipidique séparant les compartiments aqueux. Almgiapacité d’un xénobiotique a traverser
la membrane cellulaire par diffusion passive repsse sa lipophilie. Elle représente un
parameétre physico-chimique clé qui permet de peéths phénoménes de transport des
xénobiotiques a travers les biomembranes. Il ettrakiné par le partage du xénobiotique
entre deux phases, le plus souvent I'une orgaretjliautre aqueuse. Elle est quantifiée par le
logarithme décimal du coefficient de partd&@og P) entre un systeme biphasique constitué
de deux solvants non miscibles, le systawmetanol/eau (EO etal. 1971, FDGEON et al.
1995). Pour étudier cette lipophilie et mieux coemglre les parameétres physico-chimiques
qui gouvernent la diffusion passive des xénobi@ijuplusieurs systemes mimant les
membranes biologiques ont été développés tels egianbdéles des liposomes ou de la

membrane artificielle immobilisée (MAI).
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MODELISATION

/

BICOUCHE LIFIDIQUE
MEMBEANE BIOLOGIQUE

SILICE
MONOCOUCHE LIPIDIQUE
madéle dela MEMBRANE
ARTIFICIELLE IMMOEILISEE (MAI

Figure 10 : Modélisation de la membrane biologique
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A3.2.1.1.1. Liposomes

Les liposomes ont été fabriqués pour la premiéie dar BANGHAM en 1965 (BRNGHAM et

al. 1965). lls constituent un modéle membranaire et fargement employés pour mieux
comprendre les mécanismes intervenant au niveda membrane comme la perméabilité, la
fluidité, I'ancrage de protéines ou encore la fagie deux membranesd@RIN et al. 2004).

Ce sont des spheres creuses, de quelques dizainesdques milliers de nanometre (nm) de
diamétre, dont la paroi est formée d'une bicouehphibspholipides. Leur préparation est trés
simple. D’aprés la méthode deABGHAM, les phospholipides sont dissous dans un mélange
chloroforme/méthanol (4:1, v/v) et qui est parfaient dispersé par sonication. Sous un
courant d’azote gazeux, le chloroforme et le mahaont évaporés a sec. Les liposomes
obtenus sont ensuite hydratés pendant 20 minutes wabain d'eau a 75°C avec 10 ml de
saccharose a 9% dans du tampon phosphate 10 mM=af6l De facon plus simple, les
liposomes sont obtenus spontanément quand les Ipblgsdes sont dispersés dans un milieu

aqueux. Un modele de liposome est représenté iguta 11 ci-dessous.

millien aquenx

bicouche lipidique

Figure 11 : Représentation d’'un liposome

Les liposomes sont utilisés dans de nombreux dasatiant de la cosmétique a la thérapie

génique. Cependant pour étudier la diffusion pasdies xénobiotiques, ils sont couplés avec
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une technique de fluorescence. Ainsi on les nomesdldorosomes (kK et MELCHIOR 2002,
DENG etal. 2007, RzYBYLO etal. 2007). Le processus du transport passif des xétigbes

dans les liposomes est décrit comme SWREZ{BYLO etal. 2007, figure 12):

> La suspension de liposomes est mélangée avecutosoisotonique du xénobiotique
X qui va s'adsorber sur la surface extérieure plsbbme ce qui correspond a la concentration

extérieure du xénobiotiquexgtx:

> Ensuite, le composé traverse la bicouche lipidigtugpparait a la surface intérieure du

liposome correspondant ainsi a la concentratiafrigire du xénobiotiqueyat.

Chacun de ces processus se traduit par des chamigedans l'intensité de la fluorescence
(Fext €t Fnt). En effet, la diminution de la fluorescence gst enduite par la présence du

xénobiotique dans la bicouche du liposome essatlipour déterminer la diffusion passive.

millien aquenx

millien aquenx
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R i 2
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%ﬂ i
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‘%ﬂ&w
Figure 12 : Etude du transport passif d’'un xénobiqtie a travers un fluorosome

En plus des liposomes, il existe d’autres modeleésude de la diffusion passive des

xénobiotiques tels que le modéle des membrandiaites immobilisées.
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A.3.2.1.1.2. Membranes Atrtificielles Immobilisées

Les Membranes Atrtificielles Immobilisées (MAIS) @e introduites en 1989 palDBEON et
VENKATARAM (PIDGEON et VENKATARAM 1989). Elles sont constituées de monocouche de
phosphatidylcholines (PCs) greffée sur des padgude silice. Les phosphatidylcholines
représentent les lipides les plus importants dansnémbrane plasmique. Cette méthode
biochromatographique, disponible dans le commem@eonstituer notre modele d’étude pour

déterminer la diffusion passive des statines. &liesimple, fiable et rapide a mettre en place

par rapport au modele des liposomes. Elle serad@usloppée dans le chapifel.l.

A.3.2.2. Diffusion facilitée

Certains xénobiotiques ne peuvent traverser laustoe lipidique a cause de leur polarité. En
effet, les bicouches lipidigues sont imperméables solutés chargés ou aux ions ce qui les
rend insolubles dans les lipides. Ainsi ces moksuéfoulées telles que le glucose, les acides
aminés se lient a des protéines de transport diséém dans la membrane plasmique et
diffusent selon leur gradient de concentrationtype de transport assisté des xénobiotiques a
travers les biomembranes est appelée la diffusiotitEe. Une protéine de transport possede
un site de conformation qui est fait sur mesurer p@umolécule qu’elle transporte. Ainsi ces
protéines de transport peuvent étre inhibées denfatpmpétitive par des molécules
ressemblant a leurs substrats normaux. Le trangjmrtes xénobiotiques se fait par un
changement de conformation de la protéine memlregai transfere ainsi son site de liaison
d’'un coté a l'autre de la membrane plasmique. Gaxgbment de conformation ne nécessite

aucun apport énergétique ce qui fait de la diffugaxilitée un transport passif.
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A3.2.2.1. Méthodes d’étude

Les méthodes d'étude de la diffusion facilitée désobiotiques sont calquées sur celles
utilisées pour I'étude de la diffusion passive. &ffet sachant que la diffusion facilitée
nécessite la présence d'un transporteur membrariasemodeéles des liposomes et de la
membrane artificielle immobilisée ont été améliorBgs transporteurs membranaires sont
donc insérés par différents processus dans la dheolipidique des liposomes ou dans la
monocouche lipidique des MAIs. L'immobilisation des transporteurs sur les MAIs se fait
« in-batch » c'est-a-dire que les protéines membranaires cbédmt directement mis en
contact avec les chaines de phospholipides greffiéetes particules de silice. Ce mélange
constituera la phase stationnaire remplissant alece chromatographiqueUNDAHL etal.

ont mis au point une méthode pour immobiliserdasporteur du glucose des globules rouges
dans des liposomes YNDAHL etal. 1999). Les MAIs ont aussi été utilisées pour greffes
transporteurs tels que le récepteur nicotiniquglytaoprotéineP ou P-gp, le sérum albumine
humain (SAH), le transporteur d’anion organique {QAar une insertion hydrophobe dans
les espaces interstitielles de la monocouche peli(LU etal. 2001, MdADDEL etal. 2002,
TRUJILLO etal. 2007, KMURA etal. 2007, MOADDEL et WAINER 2009).

Une autre technigue biochromatographique beaucdup pEcente a été développée et
introduite par H et al. en 1996 (K etal. 1996, H et al. 2001, H et al. 2007). Cette
technique, appelée Chromatographie Membrane CieulelCMC), permet d’observer
I'affinité des médicaments avec le récepteur otrdasporteur de fagon simple et commode
sans dénaturer ces derniers. Ce modele d’étude difusion facilitée consiste & immobiliser
un extrait membranaire surexprimant les transpostspécifiques des xénobiotiques a étudier
sur des particules de silice. La CMC constitueasmsdhotre recherche, le modéle d’étude de la

diffusion facilitée des statines a travers les h@pades et sera plus largement développée dans

le chapitreB.1.2.
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Le transport facilité des statines se fait partéimédiaire des protéines transmembranaires
des hépatocytes connus sous le nom d’'OATPs (Orgamimn Transporting Polypeptides).
Ainsi nous travaillerons avec ce type de transporteépatique et nous utiliserons en
complément du modéle CMC, une autre technique déetde la diffusion facilitée des
statines. Ce modeéle consiste a greffer les Oatptdment sur des particules de silice

propylamine (@LLERI etal. 2003, GRELLI et MATTEI 2005). Elle sera plus développée dans

le chapitreB.1.1.

A.3.2.3. Transport actif

Le transport actif ressemble a la diffusion faéditavec l'intervention d'un transporteur
membranaire mais il se fait contre le gradient decentration et a besoin d’'une source
d’énergie métabolique fournie par I'hydrolyse dedénosine triphosphate (ATP). L'ATP est
un intermédiaire énergétique pour la cellule. Ebbeére de I'énergie nécessaire au transport
des xénobiotiques contre leur gradient de conciurtran cédant son dernier groupement

phosphate pour devenir [l'adénosine diphosphate {[ADBelon Ila réaction

ATP » ADP + P. Le transportglucose et de certains sucres peut étre ainsi

schématisé :

MILIEU EXTRACELLULAIRE

malécules 2 tranzportar

Bicouche lipidique

£ ¥

protéine de tranzport P“{?
CYTOPLASME

Figure 13 : Représentation schématique du transpactif
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Ce transport actif joue un role clé et permet aebules de conserver un milieu intérieur
différent du milieu extérieur. En effet en plustdééspécifique et tres rapide, le transport actif
des xénobiotiques aboutit a leur accumulationradtieur de la cellule. A la différence de la
diffusion spontanée, le transport actif est unmiomnel soit entrant soit sortant et son
mécanisme provoque le déplacement des moléculdseclaur gradient de concentration.
C’est pour cette raison qu’ils sont souvent décsitsis le terme de pompes. Ce type de
transport transmembranaire fait intervenir des Sparteurs de types protéiques qui se
combinent spécifiquement et réversiblement avecnie$écules a transporter. Parmi les
transports actifs, on peut citer les pompes a soditi a potassium faisant intervenir une

enzyme appelée ATPase sodium/potassium.

A.4. Transporteurs polypeptides d’anions

organiques ou Organic Anion Transporting
Polypeptides (OATPS)

A4.1l. Généralités

Comme nous avons pu le voir dans le chap#ti®1.1, le foie est le site de la métabolisation

des xénobiotiques. Les hépatocytes sont constitied#férents pdles, chacun constitué d’'un
certain nombre de transporteurs transmembranaigss dpécifiques appartenant a deux
grandes familles de transporteurs les ABC (ATP inipdassette) et les SLC (Solute carrier)
(HAGENBUCH et MEIER 2004, KONIG etal. 2000, FOFFMANN et KROEMER 2004). La figure

14 ci-dessous récapitule les transporteurs hepgatiguistants chez I'Homme et chez le rat et
appartenant a ces deux grandes familles. Il fatégrrque les transporteurs d’origine humaine

sont écrits en lettre capitale (par exemple OATE®®)s que ceux des rongeurs sont écrits en
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minuscule (par exemple Oatps). Ces transporteuenjoun réle important dans I'absorption

et I'élimination des substances endogenes et desbxaiques.
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Figure 14 : Représentation schématique de la réjgaoh des transporteurs hépatiques chez
I'Homme et chez le rongeur (d’apréseLVEE 2006)

La sécrétion des métabolites produits par les béptas vers la circulation générale est
assurée par les transporteurs situés sur le pfieleet appartenant a la superfamille des
ABC. Certains de ces transporteurs ont des fongtjgmysiologiques essentielles comme
I'excrétion de toxines du foie ou limitent la pémadion de molécules toxiques dans des
organes vitaux comme le cerveauA®RIDO et al. 2006). Elle regroupe les transporteurs
MRP (Multi-drug resistance protein ou la protéire résistance aux xénobiotiques) (figure
14).

Le pble apical (ou pble biliaire) est constituétid@msporteurs qui permettent I'élimination des
xénobiotiques dans la bile. Ces transporteurs &ppaent également a la famille des ABC
regroupant d’autres transporteurs les MDR (Multigdrresistance ou résistance aux

xénobiotiques), les BSEP (Bile salt export pumgompe d’exportation des sels biliaires) et
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les BCRP (Breast cancer resistance protein ou ippotée résistance au cancer du sein)
(figure 14).

Le pble basal (ou pble sinusoidal) représente tdepka plus importante de la membrane
plasmique des hépatocytes, soit environ 70%. lleestelation avec le milieu sanguin et
permet le transport des xénobiotiques dans I'héytto Ces derniers peuvent traverser les
hépatocytes a partir de la membrane sinusoidake psoi diffusion passive soit par des
systemes de transport facilité ou actif. Le tramsfaxilité ou actif de ces xénobiotiques est
assuré par des transporteurs spécifiques de lidades SLC. La famille des SLC compte 43
sous-familles dont 3 sous-familles spécifiques @a feprésentées par les sous-familles des
SLC10, SLC21 ou SLCO et SLC22. Les transporteulypeptides d’anions organiques
OATPs (Organic anion transporting polypeptides)aapennent a la sous-famille des SLC21
ou SLCO (O pour la®C lettre des OATPSs). Le co-transporteur polypeptidesodium et du
taurocholate NTCP (sodium-taurocholate co-transmprpolypeptide) fait parti de la sous-
famille des SLC10. Les transporteurs de cationsarogqges OCTs (Organic cation
transporters) appartiennent a la sous-famille dé£23 (MIKKAICHI et al. 2004,
HAGENBUCH et MEIER 2004). Ces sous-familles sont classées en regdelid structure et de

leur fonction.

Dans notre recherche nous nous focaliserons dayasta les transporteurs de la famille des
SLC et plus particulierement ceux impligués dandiffusion facilitée des statines a travers

les hépatocytes, a savoir les OATPs.

A.4.2. Structure

Les transporteurs polypeptides d’anions organigoes des transporteurs transmembranaires
ubiquistes exprimés dans la barriere hématoendépkall’intestin, le rein, le cceur, les

poumons, le foie... La sous-famille des OATPs hépatgregroupent plusieurs membres.

a7



Chez I'Homme ils sont au nombre de 3: OATP1, OATGATP-C et chez le rat ils sont
représentés par I'Oatpl, I'Oatp2 et I'Oatp4. Cepeda nomenclature des transporteurs
hépatiques est tres diverse et peut étre sourcerdasion. En effet, le nom des membres de
la sous-famille des OATPs est donné par I'équipeedberche qui I'a isolé (MKAICHI etal.
2004). Par exemple I'OATP1 correspond a OATP-AATP-C correspond a 'OATP2 ou
LST-1 (Liver specific transporter ou transportepéafique du foie) et I'Oatp4 s’appelle aussi
Lst-1. Pour éviter ces confusions, une nouvelle exiature a été adoptéeAGENBUCH et
MEIER 2004). Par exemple LST-1/OATP2 sera nommé OATP&B1Oatp2, Oatpla4.
Cependant dans notre recherche, on utilisera Bane dénomination de ces protéines

beaucoup plus simple.

Les OATPs possedent une structure commune a tausmsenbres. Cette structure est
constituée (1) de protéines avec 12 domaines tram&manaires (TMs) avec une large boucle
extracellulaire émergeant entre les TMs 9 et 10ter@mnt environ 11 résidus cystéine
conserves, et (2) de nombreux sites de N-glycasylatt de phosphorylation présents au
niveau des boucles extracellulaires 2 et RONA etal. 2001, FAGENBUCH et MEIER 2004,
MIKKAICHI etal. 2004). La signature de cette sous-famille esttdtoge de 13 acides aminés
bien conservés et qu’on retrouve aussi bien chiéanime, le rat et la souris. Cette signature
est localisée a la frontiere entre la boucle exffalaire 3 etle TM 6 (WGENBUCH et MEIER
2004, MEIER-ABT et al. 2005). Un exemple de la structure de I'Oatpl eptésenté sur la

figure 15.
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Figure 15 : Structure de I'Oatpl avec ses 12 donmesriransmembranaires (TMs)

Le mécanisme d’action des membres de la sous-B@MNTPs est mal connu. Le mode de
transport est indépendant du sodium, des gradienpotassium, du potentiel membranaire et
des niveaux d’ATP (MHAGITA et al. 2007, EVERS et CHU 2008). Cependant un modele
général du mécanisme d’action a été proposé paw lBs membres de cette sous-famille
selon lequel les substrats seraient transportéavars un pore central chargé positivement
(MEIER-ABT etal. 2005). Ce transport se ferait grace a un mécandagpe rocker-switch
c'est-a-dire un mécanisme de basculement de laipeotontenant le xénobiotique du milieu

extracellulaire vers le cytoplasme selon le scheuamaant :
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Figure 16 : Représentation schématique du mécanismegype rocker-switch

Cependant les analyses de ce modele de transpdiserd pas si c’est un mécanisme de co-
transport avec une autre molécule ou si c’est mpht une diffusion facilitée des
xénobiotiques a travers le pore central chargéipesient (MAHAGITA etal. 2007). Certains
travaux ont démontré que le mécanisme de trangaories OATPs se fait par un échange

d’anion couplé a la prise en charge des composggsigues (EUTHOLD etal. 2009).

A.4.3. Fonction

Les OATPs sont des protéines de transport membeatr@s importantes qui modulent le
transport d’'une grande variété de substances endsgtelles que les sels biliaires, les
conjugués du glutathion (GSH), les hormones thyeaites mais aussi de xénobiotiques tels
que les statines, la digoxine, la rifampicine, d@ons organiques.... (RONA et Kim 2002,
HAGENBUCH et MEIER 2004, KONIG et al. 2006). En effet, les OATPs hépatiques tels que
'OATP-C et I'Oatp2 sont responsables de I'entrapide des statines dans les hépatocytes
(NAKAI etal. 2001, KONIG et al. 2006). L'inhibition de ces transporteurs et le§édeénces
interindividuelles dues aux polymorphismes géné&sgsont responsables des concentrations

plasmatiques systémiques de la pravastatine auesidg la biodisponibilité de toutes les
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statines provoquant ainsi une augmentation desessde rhabdomyolyse MHIZATO etal.
2003, NEMI et al. 2004). La mutation d'un des résidus cystéines desnaines
extracellulaires 9 et 10 est suffisante pour prooqine altération du mécanisme de transport
des OATPs. Ceci prouve le role central de cettgeloucle extracellulaire 5 dans le transport
des molécules a travers la membrane plasmique @estdcytes (MIER-ABT et al. 2005,
HANGGI et al. 2006). Selon I'étude de ANGGI et al., le transport de la prostaglandine Al
était altéré et diminué chez tous les OATP-B prissgndes mutations de ces cystéines
(HANGGI etal. 2006). Cette mutation est une substitution dadugsystéines par des résidus

alanines (Cys en Ala).

D’autres études ont démontré également que laiuttst d’'un des acides aminés &fen
Ala associée a deux autres substitutions*Xs(Asparagine, site de N-glycolysation) en
Aspartate (Asp) et ASff en glycine (Gly), localisés dans la méme bouckeaerllulaire 5,
étaient associées a l'augmentation de la cons@atsociationK entre le substrat et les
OATPs (TRONA etal. 2001, FhGENBUCH et MEIER 2004, MEIER-ABT et al. 2005). Cette
large boucle extracellulaire 5 a un motif structlwammun a tous les OATPs. Ainsi les
polymorphismes ou modifications de cette bouclevprtioccasionner une altération de la
fonction chez tous les membres de cette sous-RarfiilRONA et al. 2001). Ces mutations
sont des polymorphismes d’'un seul nucléotide ou sS{#nhgle nucleotide polymorphisms)
qui altérent la fonction des OATPs donc le transpes xénobiotiques et peuvent provoquer

des variabilités interindividuelles dans I'activité ces xénobiotiques.

A.4.4. Régulation de I'expression des OATPs

L’étude de I'expression des OATPs est importantesdzotre travail de recherche. En effet

pour pouvoir étudier la diffusion des statinesavérs ces transporteurs par le modéle de la
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chromatographie membrane cellulaire, il est nédessde les surexprimer dans les

hépatocytes.

Les mécanismes qui gouvernent la régulation detession de cette sous-famille restent a ce
jour peu connus. Cependant cette expression smmaitdlée par le récepteur intranucléaire
FXR (Farnesoid X receptor ou récepteur farnésoipeeX présence d’acides biliairesMSN

et al. 1996, MKKAICHI etal. 2004). En effet, l'activation du FXR diminue I'engssion de
'OATP-C et I'Oatp4 via le SHP1 (Small heterodimeartner 1 ou petit partenaire
hétérodimere 1) qui induit une inhibition de ladtaon de HNF (hepatocyte nuclear factor ou
facteur nucléaire de I'hépatocyte). Le HNF faitlégaent parti des récepteurs nucléaires et
joue un réle dans I'expression des OATPs. En efle¢z des souris déficientes en HNF1
I'expression de TARNm (Acide ribonucléiqgue messggdes Oatpsl, 2 et 4, des OATPs-C et
8 est diminuée ou absenteJ{& etal. 2001, WNG et KULLAK-UBLICK 2003, VAVRICKA et

al. 2004, L et KLAASSEN 2004). La diminution de I'expression de ce facteucléaire est
également impliquée dans la diminution de I'expmssles Oatpsl et 2 observée lors de
certaines maladies du foie telles que les cholest@hRTMANN et al. 2002). Ceci peut étre
expliqué par le fait que les OATPs présentent des de liaison du HNF1 dans leur région
promoteur ou amplificateur. Cependant le réle didecce facteur nucléaire dans la régulation

de I'expression des OATPs n’a pas encore été éucid

En plus de ces récepteurs nucléaires FXR et HNgxiste deux autres récepteurs appartenant
a cette méme famille qui sont impliqgués dans I'egpion de la sous-famille des OATPs. Ce
sont le récepteur pregnane X (PXR ou Pregnane ¥pter et le récepteur activé de la
prolifération des peroxysomes (PP&Ru Peroxisome proliferator activated receptprEn
effet plusieurs études ont démontré que l'expressie I'Oatp2 est augmentée par des
substrats du PXR qui sont la pregnenolone-d&rbonitrile (PCN), le spironolactone et la
dexaméthasone (DEX) (ITTRINGER etal. 2002, TURNCLIFF etal. 2004, GIENG etal. 2005).
Cette expression serait régulée par I'activationPR via I'élément de réponse DR3 qui
induirait une transcription du géne de I'Oatp2J(Get al. 2002, LUTTRINGER et al. 2002).
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Cet élément de réponse DR3 est un nucléotide ait ggesent au niveau du promoteur de
I'Oatp2 qui contient un autre site de liaison p@airécepteur nucléaire PPARCe dernier
peut également jouer un rble dans I'expression alte sous-famille. Cependant une étude
récente de NKAJIMA etal. a démontré que le bézafibrate, un substrat du BPARvait pas

d’effet sur 'expression de TARNmM des Oatpsl ¢N2AKAJIMA etal. 2008).
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B. MODELE D’ETUDE
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B.1. Chromatographie membranaire

La chromatographie liquide haute performance (CLEMR)un outil puissant, simple et rapide
pour I'étude de la reconnaissance moléculaire tglle le mécanisme d’association entre un
xénobiotique et une molécule cible avec des apjies: biopharmaceutiques et médicales.
Elle permet une approche plus compléte et plusdeapour étudier ce mécanisme

d’association par rapport aux autres techniquessquela dialyse, la spectrofluorimétrie, les

titrages calorimétriques... En plus au niveau expénit@ elle palie a certains problemes
rencontrés dans les techniques tels que I'absarpiioligand sur la membrane de dialyse ou
les effets de quenching en spectrofluorimétrie. AleCLHP, plusieurs parametres physico-
chimiques du mécanisme d’association d’un xénaipietiavec une molécule cible tels que le
pH, la force ionique, la température peuvent étaysés. Elle permet grace a I'étude de la
température d’accéder aux données thermodynamiguésgouvernent ce mécanisme

d’association.

Un schéma d’'une chaine CLHP est représenté payuliaefl?7 ci-dessous :

Pompe
P Boucle

d’injection

I;!j

Solvant
d’élution :
milieu d'étude L

Détecteur

Evier Exploitation des données

Figure 17 : Représentation schématique d’une Chraotographie Liquide Haute

Performance
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La phase mobile qui constitue le milieu d’étudecudie continuellement dans le systeme
chromatographique (figure 17). Lorsque la statiseigectée, elle est drainée par la phase
mobile dans la colonne remplie de phase statioan&ite traverse cette colonne et sort au
bout d’un temps plus ou moins long selon son dffiavec la phase stationnaire. Si la statine
présente une forte affinité avec la phase statiom@dors son temps de rétention ou de sortie
de la colonne sera plus grand. La fixation ded#irst sur la phase stationnaire est caractérisée
par le facteur de rétentidd. Un détecteur, couplé a un enregistreur placé sotte de la
colonne, permet d’obtenir un chromatogramme. Ceétrahromatographique permet de
déterminerk’ grace au temps qui sépare le sommet du pic ddé@lulie la statine de son
injection. Dans le cas ou la phase stationnairec@sstituée par la MAIK’ représentera la
diffusion passive de la statine et qui est une dganchromatographique proportionnelle a la
constante d’associatidd entre la molécule de statine et la phase statioarslAHUZIER et

al. 1999, HhGE etal. 1999).

La CLHP présente un champ d'application trés vastaison d'un choix important de phases
stationnaires. En effet en immobilisant différentawolécules sur le support
chromatographique, on peut créer de nouvelles pelrthromatographiquéslles que les
membranes artificielles immobilisées (MAIs), la @matographie membrane cellulaire

(CMC). Ces deux techniques utilisées dans notreleéteont étre développées dans les

chapitresB. 1. 1. etB. 1.2. suivants.

B.1.1. Membrane Artificielle Immobilisée (MAI)

Le développement des membranes artificielles imlisélgis (MAIS) a ouvert de nouvelles
perspectives dans l'application en CLHP et aingimgttre une rapide évaluation de la
diffusion passive des xénobiotiques a travers lembranes biologiques. Les phospholipides

des membranes biologiques contiennent dans leuctgte des groupements polaires et de
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nombreux xénobiotiques possedent, en plus de Bactere hydrophobe prépondérant, des
groupements polaires pouvant interagir avec cewsx piespholipides. Par conséquent, les
MAIs sont préparées a partir de groupements depbladislylcholines (PCs) greffés de facon
covalente sur des particules de silice et consiitaénsi une monocouche lipidique. Elles
permettent ainsi de mieux décrire les interactigpudaires pouvant exister entre le
xénobiotique et les membranes biologique®@BON et al. 1995, ABRAHAM et al. 1997,
TAILLARDAT -BERTSCHINGERet al. 2003). Les MAIs servent de modéle de prédictiorade
diffusion passive des xénobiotiques car elles mintemnbicouches lipidigues des membranes
biologiques. Par contre de représentera la diffusion facilitée dans le caslaphase
stationnaire est constituée de protéines membemgreffées sur des particules de silice.

La figure ci-dessous explique les correspondancesse ela bicouche lipidique des

biomembranes et la monocouche lipidique de la MAL.

= coefficient de partage o KZ&L—'\I = coefficient de partags
+ des biomembranes * der membrane: immobilizées
@%%%ﬂﬁ% —
EICOUCHE LIFIDIQUE MONOQCOUCHE LIFIDIQUE
Colonne MAT

Figure 18 : La modélisation de la membrane plasmé&an MAI (d’aprés ¥ING et al.1996)

> La premiere MAI, appelée MAI-PC est constituée dyraffage par liaison covalente
d’'un groupement de diacylphosphatidylcholine (P@) des particules de silice substituées
par un groupement propylamine (-}HLa silice propylamine est une matrice trés stajuli
permet I'immobilisation de ces lipides IGBEON et al. 1991). Cependant a cause de
'encombrement stérique, les groupements propylamilibres et résiduels conferent un

caractére basique a la surface de la MAI et ainsindient la stabilité de la phase stationnaire.
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Ceci provoque une rétention plus grande pour lespcsés acides mais faibles pour les

composes basiques ARKOVICH etal. 1991a, MARKOVICH etal. 1991b).

> La seconde MAI a été développée afin de diminute aifférence de rétention entre
les composeés acides et basiques. Pour cela dgsegneats résiduels neutres ont été créés en
transformant les groupements propylamines libresgmupements amines grace a des
groupements meéthylglycolates (MG). Cette transfeoionaa aussi conduit a la formation de
groupements hydroxyles (OH) a l'intérieur de la lpodipophile de la monocouche. Cette
nouvelle phase stationnaire dont la structure egstésentée sur la figure 19 ci-dessous est

appelée MAI-PC-MG.

> Afin de conférer aux MAIs une grande stabilité sdas conditions acides par
'augmentation de la densité des groupements sld@rsa surface, une seule chaine de PC a
été greffée par liaison covalente sur la surface slices propylamines. Le nombre des
groupements hydroxyles a été réduit en transforro@stderniers en groupements amines par
I'anhydride propionique et décanoique (figure I®tte troisieme phase stationnaire appelée
MAI-PC-DD (DD pour Drug Discovery) semble plus hgghile que les MAIs précédentes
(MAI-PC et MAI-PC-MG) a cause de I'immobilisationedPC monoacétylé @RE et al.

1991).

> La derniere MAI appelée MAI-PC-DD2 a été créée dfmugmenter la durée de vie
de la phase stationnaire et aussi allonger lesgatapétention des molécules analysées pour
mieux visualiser le comportement des lipides aueaiv des biomembranes. Elle est
constituée, a la différence de la MAI-PC-DD, d'udeuble chaine de groupements
diacylphosphatidylcholines greffés sur la surfaes dilices propylamines. Les groupements
amines résiduels sont couverts par des chaineksalid8 ou C10 comme pour la MAI-PC-

DD. La MAI-PC-DD2 est actuellement la colonne lauplutilisée pour I'étude de la
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perméabilité membranaire ou la diffusion passive dwlécules (XNG et al. 1996). Par
contre la colonne MAI-PC-MG est utilisée pour laification de mélange protéique.

Ces trois phases stationnaires sont représentéksfgyure 19 ci-dessous.

types de greffage
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Figure 19 : Les différentes phases stationnaires MA



B.1.2. Chromatographie Membrane Cellulaire

(CMC)

La Chromatographie Membrane Cellulaire (CMC) acéé&e par Hetal. en 1996 (H etal.
1996, H et al. 2001, H et al. 2007). Cette technique permet d'observer I'affinides
xénobiotiques avec le récepteur ou le transpodeudacon simple et commode sans dénaturer
ces derniers. En effet, par rapport aux autres odéth d’étude de I'affinité xénobiotique-
récepteur telles que les MAIs couplées a des taatesps membranaires, la CMC n'utilise
pas de détergent pour solubiliser les protéinesidfergent peut provoquer un changement de
I'état de la protéine ou la dénaturer.

En milieu aqueux, les groupements silanols (Si-@Hp surface des particules de silice
constituant le support chromatographique remplisdancolonne sont trés polaires et
provoquent ainsi une forte et irréversible adsorpties biopolyméres. Cette propriété permet
aux fragments des membranes de s’immobiliser ssuittace des particules de silice (figure

20).

Couche de
- phospholipides

Figure 20 : Représentation d’'une image idéale (A)ddune micrographie réelle de la CMC
(B) (d’apres He et al. 2007)

Cette nouvelle technique de bio-affinité chromaapiique est utilisée dans plusieurs

modeles d’études tels que I'établissement d'un neodke chromatographie membrane
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cellulaire de I'endothélium vasculaire humain ou Gidysos LI et HE démontrent dans une
étude que ce modéle est fiable et repromiuititro les interactions entre les xénobiotiques, la
membrane et ses récepteurs L H= 2007). lls ont également démontré, par des tedesiq
de spectrométrie et de microscopie a balayageréhegtie, que les particules de silice sont
entierement recouvertes par les cellules de I'drioim vasculaire. En effet les spectres de
la CMGCecyv304 Obtenus montrent I'apparition d’'un nouveau piacdeone a la place du pic de
la silice tandis que sur les spectres des parfddesilice pure, il apparait un pic d’oxygéene et
un grand pic de silice (figure 21). Ces résultataipgent que la surface des particules de silice
est entierement recouverte par la membrane cebuldé I'endothélium vasculaire. Cette
technique semble donc efficace et mime les intenagtentre xénobiotiques et récepteurs
membranaires. En plus de cela elle est reproduetigéable (V¥ etal. 2005, L and H: 2007,
ZHENG etal. 2009).

CK Sik
(a) (b)

-

M Oﬂ K SnL Cukl
i

1.00 1.90 2.803.704.60 5.50 6.407.30 8.20 9.10 1.00 2.003.004.00 5.006.00 7.008.009.0010.00
KV KV

Figure 21 : La surface caractéristique d’'une CMGyvso04

Spectres d’énergie de la CMGy304 (2) €t de la silice pure (b); Micrographes a batme
électronique de la CMgcv304 (€) (X5000) et de la silice pure (d) (x5000) (drap LI et HE
2007)
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Pour une utilisation optimale de la chromatographieembrane cellulaire, les
expérimentations doivent étre réalisées dans daditans identiques a celles d’'un état
physiologique c’est-a-dire un milieu d’étude aqueukase de tampon phosphate (PBS) 50
mM a pH = 7,4 et une température de 37°C. Ces tiondipermettent de mieux maintenir

I'activité des protéines membranaires tout au ldadjétude.

B.2. Grandeurs chromatographiques

B.2.1. Facteur de rétention k')

Le résultat obtenu lors d’'une analyse CLHP se ptéssous la forme d’'une courbe d’allure

gaussienne appelée chromatogramme comportant yisigieandeurs caractéristiques :

1200 5
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-200 q 100 200 300 400 500
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Figure 22 : Représentation d’'un chromatogramme

> Le temps de rétentioip exprimé en minutes est la principale grandeurégention. I
représente le temps que met le soluté a sortia delbnne c’est-a-dire le temps écoulé entre
I'injection et le maximum du pic du composé éluévarie en fonction du débit, de la

température, de la composition du milieu d’étude.
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> Le temps morty est le temps que met un soluté n'ayant aucuneitgffpour la phase
stationnaire.
A partir de ces deux grandeurs, le facteur de tiéterk’) du composé peut étre déterminé

selon la formule suivante :

K" = (tr — ©)/to (4)

C’est un parametre important caractérisant I'afirdu composé avec la phase stationnaire

remplissant la colonne chromatographique et quinegtpendant du débit.

B.2.2. Courbes de van't Hoff

L’enthalpie libre standard\G° du processus de fixation du xénobiotique sur lasph

stationnaire est reliée a la constante d’assoacisttipar la relation suivante :
AG® =-RTIn K (5)
OuT est la température exprimée en KelvifiRda constante des gaz parfaits.

K peut étre exprimée en terme d’enthalpie standddd et d’entropie standardS° du

processus de fixation par la relation suivante :

In K = (|-AH°/RT) + AS°/R) (6)

K est calculée selon I'équation suivanteE(MNDER et HORVATH 1986, HhGE 1999) :

K=K/® (7)

Ou @ représente le rapport de phase de la colonnentie la phase stationnaire divisé par
celui de la phase mobile étant une constante, le facteur de réterkiotiun composé est

donc directement proportionnel & la constante d@ationK. k' caractérise donc l'affinité du

composé pour la phase stationnaire ou la diffupassive ou facilitée du composé.

Commek’ est proportionnel K, I'équation (7) peut aussi s’écrire :
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In k'= (-AH°/RT) + AS°/R) + In® (8)
avec(AS°/R) +In @ = AS°* (9)

La courbe ik’ en fonction del/T est nommeée courbe de van't Hoff. Si dans le doendm
température étudiégH est constant, la courbe de van't Hoff est unetdrqui permet de
calculer les parameétres thermodynamiqudd® et AS° du processus d’association du
xénobiotique avec la phase stationnaireE{WMNDER et HORVATH 1986). Lorsque les
conditions opératoires variemtS°* (sans unité) varie de maniere identiqu&Sa puisque®

est une constante.

B.2.3. Compensation Enthalpie-Entropie (CEE)

La CEE est un phénoméne largement observé en biachElle permet d’étudier plus
finement le mécanisme d’association d'une classeédebiotiques avec la phase stationnaire
lorsque les conditions d’analyse varient. C’est om¢hode extra-thermodynamique d’analyse
des données physico-chimiquesHMNDER et HORVATH 1986).

Elle est exprimée généralement par la relationasuer:

AH® = RAS® + AG®; (10)
AG®; est I'enthalpie libre du processus physico-chimigliassociation d’'un xénobiotique
avec la phase stationnaire a la température de @msapon3. Quand une réaction chimique
exhibe une relation linéaire entre I'enthalpie’ettropie alors une CEE est observée. D’aprés
I'équation (10), si la CEE est observée lorsquectaglitions d’analyse varient (par exemple
par ajout d'un ion Ca2 MgZ" dans le milieu d’étude) alors le xénobiotique & @mthalpie
libre AG%, a la températur®, indépendante des conditions d’analyse. Dans se lea
contributions enthalpique et entropique a I'entlalifibre sont identiques pour toutes les
conditions d’analyse (RVATUNGA etal. 2002). Le type d’association entre le xénobiotigtie

la phase stationnaire est alors indépendant defitors d’analyse.
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La CEE peut étre étudiée pour une classe de xémpms dans un systeme donne.
Lorsqu’elle est observée, il peut étre conclu ges derniers sont retenus sur la phase
stationnaire par globalement le méme type dintevac(MELANDER et HORVATH 1986).
Cependant Ranatunga @t ont montré que, pour des composés chimiquemefdreiits et
n'ayant pas les mémes activités biologiques, I'eride des xénobiotiques testés n’exhibent
pas forcément le méme mécanisme de fixation sphése stationnaire ARATUNGA etal.
2002). On admet donc que la CEE est observée skdasbiotiques étudiés présentent

également les mémes activités biologiques.

B.2.4. Principales interactions gouvernant

I'association xénobiotique-phase stationnaire

Pour gu’un xénobiotique tel qu’une statine s’ass@cla phase stationnaire constituée soit de
membrane artificielle immobilisée ou de protéinesmbranaires Oatp2 ou d'un extrait
membranaire surexprimé ou non en Oatp2, il estssaie qu'il se trouve dans son voisinage.
Les forces qui interviennent dans ce rapprochensent des forces a longues portées
constituées principalement par les interactionsrdpldobes et coulombiennes. Ce sont les
interactions primaires. Succédant a cette étaptatane engage avec la phase stationnaire des
interactions secondaires de courtes portées repiéesepar les interactions de van der Waals,
les liaisons hydrogénes et les répulsions stériqiesi I'association optimale entre la statine

et la phase stationnaire étudiée se fait gracs d@ex types d’interaction.
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B.2.4.1. Interactions primaires

Le rapprochement de la statine a la surface déhdae stationnaire est gouverné par deux

types d’interaction :
* Les interactions hydrophobes

* Les interactions coulombiennes

B.2.4.1.1. Interactions hydrophobes

L'interaction hydrophobe est un terme souvent eglavec une certaine imprécision.
Tanford définit I'effet hydrophobe (assimilé auxdractions hydrophobes) comme étant la
tendance gu’ont deux composés peu polaires ou isgmlka s'attirer mutuellement en milieu
aqueux (BNFORD et al. 1973). Ces attractions hydrophobes sont la comséagu
d'importantes énergies libres de cohésion desolimishydrogénes des molécules d'eau
entourant ces solutés, en formant autour d’eux aotpie de molécules d’eau hautement
ordonnées. L'eau n'appartenant pas a cette coquaerg@de nom d’eau libre. « L'eau s’aime
elle-méme tout simplement trop pour permettre dqués substances d’interférer dans ses
affaires » (BANFORD 1973, \AN OsS1996). Tout se passe comme si I'attraction poldes
molécules d’eau entre elles entraine I'exclusiortadiie autre molécule du systeme aqueux.
L’attraction hydrophobe est gouvernée par le nonderenolécules d’eau ordonnées exclues
de l'interface xénobiotique-phase stationnawg quand le contact entre les molécules est

établi selon le schéma suivantNBRE 2005) :
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Figure 23 : Libération dev molécules d’eau lors du processus de liaison djahd sur la
phase stationnaire (d’aprés MORE 2005)

v a une valeur négative car elle correspond a urbromie molécules d’eau exclues (figure
23) a l'interface ligand-phase stationnaire. L'effeydrophobe est donc bien relié a une
modification de l'activité de I'eau dans un milieomme le stipulent de nombreux auteurs
(TANFORD 1973, VAN Oss 1996). L’addition d’'un cation (comme le Mgéu le Ca?), de
sucres ou de polyols diminue cette activité en ament I'effet hydrophobe par
électrostriction du solvant. Ce phénomeéne est tgaril’augmentation de I'enthalpie libre de
cavitation des composés hydrophobes dans I'eat;a&'dire I'énergie requise a la formation
d’'une cavité dans le milieu aqueux destinée a aticues composés (GILLAUME et al.
2002b, ADRE etal. 2005). Cet effet est directement relié & un asssgnent de la pression
interne du milieu et donc de la tension de surthcsolvant (TMASHEFF etal. 1976, BACK et

al. 1979, MELANDER et HORVATH 1980). Dans le cas de I'ajout d’'un cation Mgd Ca2
dans le milieu d’étudep correspond au nombre d'ions Mgdu Ca? (Nyg+ OU Ncaz)

impliqués dans la liaison xénobiotique-phase statiire.
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D’un point de vue thermodynamique, la diminution lentropie du systeme molécules
hydrophobes-molécules d'eau est une des caram@dst fondamentales de [Ieffet
hydrophobe a température ambiante.

Les interactions hydrophobes se produisent noreseiit entre deux composés hydrophobes
mais également entre une unité hydrophobe et unécaie plus hydrophile. Ce dernier cas

est le plus fréquemment rencontré en milieu bigjogi

B.2.4.1.2. Interactions coulombiennes

Les interactions électrostatiques entre deux iamspour contribution principale I'énergie
coulombienne entre les chargesetj ¢ de ces deux entités. Elles peuvent étre attractve
répulsives. Ce sont des interactions fortes deli®de 150 a 190 kJ/mol voisines de celui des
interactions covalentes.

En solution liquide, les ions sont entourés d’'éstitle charges opposées dans leur voisinage
(atmosphere ionique). Cet environnement masquetenpel de coulomb qui décroit plus
rapidement que s'il était réellement isolé. A gradistance caractéristique appelée longueur
de Debye, cette décroissance limite la portéemtesaictions coulombiennes. Elle correspond
a I'épaisseur de lI'atmospheére ionique entourantclerges et est fonction notamment de
I'inverse de la racine carrée de la force ioniquertdlieu.

Il existe une interconnexion entre les interactionslombiennes et hydrophobes. En effet
guand deux molécules de charges opposées se Heria gormation de paires d’ions, la
neutralisation des charges entraine un accroisgemedydrophobicité respective des deux
entités (\AN Oss etal. 1986, \AN Oss et al. 1987). En milieu biologique, les interactions
coulombiennes interviennent dans la plupart desgssus physico-chimiques@™ OEPEN et

al. 1991).
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B.2.4.2. Interactions secondaires

A la suite du rapprochement du xénobiotique a féasa de la phase stationnaire grace aux
interactions primaires, ce dernier engage alorsimtesactions de courtes portées appelées

interactions secondaires représentées principalepaen
* Les interactions de van des Waals
* Les interactions hydrogenes

» Larépulsion stérique

B.2.4.2.1. Interactions de van der Waals

Les forces de van der Waals sont des forces dmmigilectriques qui, pour la plupart,
proviennent des interactions entre des dipOles aeemts ou induits. Ce sont des forces
attractives de faible intensité entre moléculesmats. Les forces de van der Waals peuvent
étre déclinées en quatre forces plus particulieres

» Les forces de KESOM: effets d’orientation
KEESOM(KEESOM1912a, KESOM1912b) décrit I'interaction entre dipbles permasgrar

la relation suivante :

1 M1 - o
EP{ eEsH T o

% | 3(dm-en-€) - k- T
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» Les forces de BBYE : effets d’induction
DEBYE (DEBYE 1920, EBYE 1921) décrit I'interaction entre un dipble permaineu une
molécule polaire et un dipdle induit par celuiiciénergie de cette force est exprimée par la

relation :

1 [p?an+ 2o
tLER tLE]
ED ebye = |: ! - )_ ]

rb (47 - € - €)?

» Les forces de @NDON : effets de dispersion
LONDON (LONDON 1930, LONDON 1937) montre que dans des atomes neutres, deleslipd
fluctuants apparaissent rapidement qui a leur ppovoquent des moments dipolaires induits
chez d'autres atomes et, par conséquent, les ratti€ette énergie d’'interaction est

représentée par la relation :

B _ l § h-v-oap-as
bondon = 708 14" (4-7 - €)?

Toutes ces énergies sont inversement proporti@mallla sixieme de la distance moyenne
interatomique ). &y est la constante diélectrique du videgu h la constante de Planck,la
fréquence électronique d’absorptidnest la température absolueles moments dipolaires

des molécules considéréesiées polarisabilités électriques.

B.2.4.2.2. Interactions hydrogénes

La liaison hydrogene ou pont hydrogéne correspondealiaison physique non covalente de
dip6le-dipble. Ces liaisons de hautes énergiesldgas dizaines de kJ/mol) se manifestent a

chaque fois que des atomes de forte électronégatiassocient a I'hnydrogene (notamment
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'oxygene, I'azote ou le fluor). Cette interactiomet en jeu la composante d’orientation de
van der WaalsHkeeson) Car la charge partielle positive des atomes d'dgéne provoque une
attraction vers les doublets non liants des xénimpies. Elle est baptisée « la liaison de la

vie » car elle joue un rdle central dans les pragdiologiques au niveau moléculaire.

B.2.4.2.3. Répulsions stériques

Ce sont des forces de répulsions qui prédomingritsacourte distance dés que les orbitales
moléculaires tendent a s'interpénétrer. Dans lerecatiun processus d’association d’un
xénobiotique et d’'une macromolécule, il peut y aum phénoméne de répulsion stérique
lorsque les molécules invitées présentent des groapts volumineux susceptibles de

contrarier cette association.
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C. MATERIEL ET MODES
OPERATOIRES

72



C.1. Matériel
¢ 1.1. Appareillage

Le systéeme chromatographique utilisé durant tol@ieide comprend une pompe L 7100
Merck Hitachi (Nogent sur Marne, France), une vaiiajection Rheodyne 7125 (Cotati,
Californie, USA) munie d'une vanne d’'éjection de j2D et d’'un détecteur Shimadzu UV-
Visible. Les données de rétention des statines sbtagnues grace a différentes colonnes
chromatographiques :

» colonne IAM-PC-DD2 Interchim (Montlugon, Franceude longueur de 100 mm, de
diamétre interne 4,6 mm constituée de particulesilie avec une taille de 120 A et 12 pm
de diamétre de pore greffées avec des chainesodemtidylcholine.

» colonne MODULO-CART HS UPTISPHERE 3 Nhhterchim (Montlugon, France)
d’'une longueur de 50 mm et de diamétre internendn® constituée de particules de silice
avec une taille de 120 A et 12 um de diamétre de.po

» colonne en acier vide Interchim (Montlugon, Frandene longueur de 50 mm et de
diamétre interne 4,6 mm constituée de particulesilie avec une taille de 60 A et 10 pm de

diametre de pore.

C. 1.2. Réactifs et molécules étudiées

Les phases mobiles utilisées sont constituées &ératits produits en fonction des
expériences réalisées :

» NaHPOJ/NaH,PO, (Prolabo, Paris, France)

» Acide borique/Borate de sodium (Prolabo, Parisnéea

» Meéthanol et acétonitrile (Carlo Erba, Val de Rebrnce)
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> L’eau CLHP est obtenue grace au systeme Elgasia{Tadant, France) puis dégazée
par sonification

» Chlorure de magnésium (Sigma-Aldrich, Saint-Querinance)

» Chlorure de calcium (Sigma-Aldrich, Saint-Quen&nance)

» Sodium azide, chlorure de sodium, N,N'-Disucciniyhidarbonate (DSC), glycine,

acide citrique, nitrate de sodium (Sigma-Aldrichjr$-Quentin, France)

Les xénobiotiques et les protéines étudiés sont :
> Statines i.e. pravastatine, mévastatine, atorvastasimvastatine et fluvastatine
(Sigma-Aldrich et VWR, Paris, France)
» Rifamycine (Sigma-Aldrich, Paris, France)

» Oatp2 de rat — MM = 54000 daltons (Interchim, Mogdn, France)

C.2. Modes opératoires

La plupart des injections ont été répétées trasdbla détection des molécules étudiées a la
sortie des colonnes est réalisée a une longuendd’de 254 nm ou 280 nm en fonction de

leur structure chimique.
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C.2.1. Etude de la fixation des statines sur la MAI

¢2.1.1. Evaluation de la lipophilie : concept de log

K w-MAI

Pour étudier le caractére lipophile des molécutestdtines, le milieu d’étude (i.e., la phase
mobile) est constituée d’un mélange tampon phosp{@05 M ; pH = 7,0)/méthanol. Le
pourcentage de méthanol dans ce mélange varie de680%. Le débit du milieu d’étude est
maintenu constant a 0,5 ml/min pour la pravastatmenévastatine et I'atorvastatine et a 0,7
ml/min pour la simvastatine et la fluvastatine. Pane colonne maintenue a 37°C, 20 ul
d’échantillon a 1 mM sont injectés. Les temps maast déterminés a l'aide de l'acide
citrique. Le facteur de rétentidtt de chaque molécule de statine est alors calcgléa{®n

4). La relation entre le facteur de rétentidnde la statine sur la MAI et le pourcentage de
méthanol X) dans le milieu d’étude peut étre décrite comnite: su

logk'=Ax2-Sx+D 11
OuA, SetD sont des constantd3d.représente le logarithme du facteur de rétentamk() de

la molécule de statine sur la MAI a 0% de méthalawis le milieu d’étude et est noté kig.

val. Ce dernier est calculé pour chaque molécule atinstpar extrapolation 2= 0 de la
courbe logk’ versusx (Eqg. 11). Selon BAUMANN, les logarithmes des facteurs de rétention a
0% de méthanol ou a 100% de phase aqueuse estjiceatl log° (BRAUMANN etal. 1983).

Le log k'y, c’est-a-dire le logarithme du facteur de rétenttod00% d’'eau a été démontré
comme un parametre de mesure spécifigue du cagatigidrophobe ou lipophile du
xénobiotique (WILSHOFFet FERRIN 1976, BRAUMANN etal. 1983). La lipophilie moléculaire
est un parametre de référence pour prédire lasibifupassive des statines a travers les

membranes biologiquesgb etal. 1971).
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c2.1.2. EffetdupH

Le milieu d'étude (phase mobile) est constitué dmélange tampon phosphate (0,05
M)/méthanol dans les proportions de 60/40 (v/vie Ekt ajustée a différents pH variant entre
57 et 7,0 (5,7; 6,0; 6,3; 6,7 et 7,0) et laoooe MAI est maintenue a différentes
températures allant de 10 a 37°C (10, 15, 20, @533 et 37°C). L’élution des statines se fait
a un débit constant de 0,5 ml/min pour la pravastata mévastatine et I'atorvastatine et a un
débit de 0,7 ml/min pour la simvastatine et la fistatine. Pour chaque pH du milieu d’étude
et a chaque température de la colonne, 20 ul ddidoas a 1 pM sont injectés
successivement dans le systéme chromatographiqua diffusion passive des statines
représentée par le facteur de rétenkodrsont déterminées. A chaque condition de I'étude,

I'acide citrique est injecté pour déterminer le psnmort.

¢2.1.3. Effet du magnésium et du calcium

Le milieu d’étude (phase mobile) est constitué dindlange de tampon acide borique/borate
(pH = 7,0) et méthanol dans les proportions de®NA). Les débits de la phase mobile sont
les mémes que ceux utilisés dans I'étude du pHeffets des ions magnésium et calcium sur
la diffusion passive (i.ek’) des statines sont étudiés en ajoutant dans leumdlétude des
concentrations variant entre 0,00 a 2,60 mM et @025 mM pour le magnésium et le
calcium respectivement. Les gammes de concentgtiétudiées contiennent les
concentrations biologiques des deux cations seietne 0,75 et 0,90 mM pour le magnésium
et entre 2,25 et 2,65 mM pour le calcium. La terapuge de la colonne est comprise entre 5 et
45°C. 20 ul de solution de statine a 1 uM sontciéje et la diffusion passiv&’) de chaque

statine déterminée.
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C.2.2. Etude de la fixation des statines sur 'Oatp2

C.2.2.1. Immobilisation « in-situ » de I'Oatp2

Les techniques d'immobilisation peuvent se fairgllsieurs fagons soit (i) de maniéren«
situ» soit (i) de maniere i-batch». L'immobilisation «in-situ» consiste a faire circuler
les protéines directement a I'intérieur de la cammrontenant le support chromatographique
constitué de particules de silice propylamine.

L’'immobilisation «in-situ» de I'Oatp2 est effectuée sur des particules liz gropylamine
(particules de silice greffées avec des groupeméhty. L'Oatp2 est immobilisée a partir de
son groupement amine sur des particules de sillopyfamine. Cette immobilisation
covalente entre des groupements amines nécesaitdvdition des particules de silice
propylamine en présence de DSC. Le DSC est égatartibsé pour éliminer la présence des
groupements imines restants. La colonne, Nidt lavée avec de l'acétonitrile a débit 0,5
ml/min. La phase stationnaire est activée contieoednt avec une solution de 2,25 g de DSC
dans 100 ml d’acétonitrile pendant 18 h en cir¢eimé. Ensuite la colonne est lavée en
premier temps avec 60 ml d’acétonitrile, puis 60dmtampon phosphate (1 mM ; pH = 7,0).
500 pg d’Oatp2 sont dissous dans 10 ml de tampaspbtate (1 mM; pH = 7,4) et la
solution obtenue est circulée de facon continuaildle débit (0,3 ml/min) dans la colonne.
Apres 40 h d'immobilisation, la colonne est lavée@200 ml de tampon phosphate (20
mM ; pH = 7,4), 200 ml de solution de chlorure deliam et finalement avec 100 ml de
solution de glycine (0,2 M) afin de bloquer lesgrements restés actifs. A la fin, la colonne
est rincée puis stabilisée avec du tampon phosp@&enM ; pH = 7,4). Les réactions
chimiques qui se produisent tout au long du greffdg I'Oatp2 sur les particules de silice

propylamine sont détaillées dans la figure ci-desso
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ACTIVATION DES SILICES
AMINOFPROPYL PAR DSC
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Figure 24 : Immobilisation de I'Oatp2 sur des pactiles de silice propylamine par le DSC

La masse totale de protéine immobilisée dans lanoc@ est déterminée a partir de quatre
fractions de la phase stationnaire. Elle est depdp8'Oatp2. La différence maximum relative
de la quantité de protéine immobilisée entre céf@rdntes mesures ne dépasse pas 0,5%

prouvant une distribution homogéne de I'Oatp2 swsupport chromatographique.

C.2.2.2. Effet du magnésium

Le milieu d’étude (phase mobile), maintenu a unitddb 0,3 ml/min, est constituée d'un

tampon phosphate (0,05 M ; pH = 7,4). Des conagotrs de magnésium variant entre 0,00
et 3,00 mM (0,00; 0,60; 1,00; 1,40; 1,80 ; 2¢2(,00 mM) sont ajoutées respectivement
dans le milieu d’étude. Les expériences sont eftexg entre 10 et 35°C. 20 pl d’'une solution

de statine a 1 uM ou de rifamycine a la méme cdraon sont injectés dans la valve et
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entrainée par l'intermédiaire d'une pompe dansd@mme Oatp2. Les xénobiotiques sont
elués et détectés a 254 nm pour les statines en@B@our la rifamycine. Les temps de
rétention sont déterminés et la diffusion facili(ee., k’) est calculée. Le nitrate de sodium est

utilisé pour déterminer le temps mort.

C.2.3. Etude de la fixation des statines sur un

extrait membranaire surexprimé ou non en Oatp2

C.2.3.1. Réactifs et matériel

En fonction des expériences réalisées, les réattéénobiotiques suivants ont été utilisés :

> Dexaméthasone (DEX), prégnenolonesb@arbonitrile (PCN), bézafibrate (BEZA)
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin, France)

» Particules de silice LiChrospher Si60 (10 um) [Mefferance]

> EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid), Hépes (N-(2-loxgethyl) piperazine-N’-
(2-ethanesulfonic acid), chiane de calcium Cag| collagénase IV, Percoll, (Sigma
Aldrich, Saint-Quentin, France)

> Sérum de veau feetal, Milieu de culture Williams'HBSS (Hank’s Buffered Salt
Solution), Pénicilline/streptomycine, insulinegkér Bioblock, France)

» Tris-HCI (Tris Hydrochloride) [Prolabo, Paris, Fra

> Kit BSA (Sérum Albumine Bovine) [Sigma Aldrich, ®&iQuentin, France]

> Plaques de culture 6 puits et boites de Pétri denBDtapies de collagéne type |
(Dutscher, France)

> TrizolO (Invitrogen, France)
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C.2.3.2. Culture in vitro et induction de I'Oatp2

hépatocytaire

Dans notre recherche nous nous focalisons sur ABP® des hépatocytes. Pour cela des
hépatocytes de rat sont isolés et mis en cultupgr@sence de différents composés permettant
de faire surexprimer I'Oatp impliqué dans la diftusdes statines, I'Oatp2.

Le foie d’'un rat male Wistar (Charles River, Fragn280 g) est perfusé a partir de la veine
porte par un tampon Hépés supplémenté par de 'E@®]J&AM), et préalablement mis a 37°C
a un debit de 25 ml/min pendant 10 min. Ensuitéammpon Hépes supplémenté par G4&l
mM) + collagénase type IV (100U/ml) est circulé sida foie pendant 8 min a un débit de 25
ml/min. Le foie est ensuite délicatement retiré piicé dans une boite de pétri stérile
contenant de I'HBSS froid. La capsule de Glissandésoupée et le foie est mécaniquement
écrasé afin de libérer les cellules isolées. Afileation sur un filtre de nylon, la suspension
cellulaire est lavée 2 fois avec de I'HBSS froidispon réalise une purification de cette
suspension cellulaire sur gradient de Percoll (33%)nombre de cellules totales ainsi que la
viabilité cellulaire sont déterminés par un comptag bleu de trypan. Ce colorant posséde la
caractéristique de pénétrer dans les cellules sattat la permeéabilité membranaire est
modifiée et les colore. La viabilité cellulaire detre préparation est estimée a 80,9%. Les
cellules sont alors mises en culture dans différégyes de supports (plagues 6 puits a raison
de 1,5 18 cellules/ puits ou dans des boites de pétri dmBDde diamétre a raison de 3,5 10
cellules/ boite) dans un milieu de culture Willidrks supplémenté avec 10% de sérum veau
foetal, 100 pg/ml de pénicilline/streptomycine, 4/mlg d’'insuline et 0,1 pM de
dexaméthasone. Les cellules sont ensuite incub&é¥adans une atmosphere saturée en eau
avec une teneur en air de 95% et en, @®5%. Aprés 4h d’incubation, le milieu de culture
est changé et remplacé par le méme milieu Willidmsiais sans sérum de veau fcetal.
Ensuite, a cet instant et pour les besoins de metigerche, les cellules sont subdivisées en
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quatre groupes. Chaque groupe est constitué deeqoaites de pétri de 60 mm et d'une
plaque de culture 6 puits.

> Un groupe contréle (CONTROL) : aucun inducteur hagsuté a ces cultures

» Un groupe traité avec de la dexaméthasone (DEX) |a\b

» Un groupe traité avec de la prégnenolone (PCN)g1\

> Un groupe traité avec du bézafibrate (BEZA) a 250 U
Le milieu de culture de chaque groupe est enseiiteuvelé chaque jour.
Apres 48h de traitement, les cellules contenues Enplaques 6 puits sont grattées avec une
solution commerciale Trizal afin d’étudier I'expression des ARNm. L'extractides ARN
totaux, la synthese des ADN complémentaires éP@R quantitatives ont été réalisées selon
(ALVERGNAS etal. 2009).
Apres 72h de traitement, les cellules contenues tEmboites de pétri sont grattées avec une
solution de Tris-HCI (50 mM ; pH = 7,4) afin de diiser la préparation de [|'extrait
membranaire surexprimé ou non en Oatp2 qui seraitensmmobilisé sur le support
chromatographique remplissant la colonne.

Dans les deux cas, les échantillons sont stocké8@°C jusqu’a leur utilisation.

C.2.3.3. Préparation de I'extrait membranaire

surexpimé ou non en Oatp2

Les échantillons aprés décongélation, sont cegtgia 1000 g pendant 10 minafYG et al.

2008). Toutes les expériences sont alors réaliagedSC. Le culot obtenu est remis en
suspension dans de I'eau ultra-pure puis laissésegpendant 30 min. Il est ensuite soumis
aux ultra-sons pendant 10 min et centrifugé a 2p@@éndant 20 min. Le surnageant obtenu

est centrifugé a 12000 g pendant 20 min. Le cubbérmu est ensuite récupéré et remis en

81



suspension dans une solution de Tris-HCI (50 mM =p7,4). La concentration en protéines
membranaires est déterminée a l'aide du kit decPiene gamme d’étalonnage de la
protéine Sérum Albumine Bovine (bovine serum albuBBA) est réalisée et le dosage des
protéines membranaires dans nos échantillons festwt a partir de 20 pl d’échantillon et de
200 pl de réactif de Pierce (acide bicinchonini@@A et cuivre Il). Aprés une incubation a
37°C pendant 30 min, la densité optique est déterenpar spectrophotométrie a 570 nm. Les
concentrations de protéines membranaires des quiatn@es de traitement obtenues a l'aide
de la courbe d’étalonnage de BSA sont les suivantes

» 7,6 mg/ml pour le groupe CONTROL

> 8,8 mg/ml pour le groupe traité avec la DEX

> 6,0 mg/ml pour celui traité avec la PCN

> 9,4 mg/ml pour le groupe traité avec le BEZA
Les extraits membranaires surexprimés ou non ep23&MCoayp2+) Sont alors stockeés a —

80°C.

C.2.3.4. Immobilisation «in-batch »de I'extrait

membranaire surexprimé ou non en Oatp2 sur des

particules de silice

Quatre colonnes chromatographiques sont prépangadiades quatre groupes d’hépatocytes
traitées. Les colonnes seront nommées tout au tind'étude CMGonTtro, CMCoex,
CMCpcn et CMGgeza. CMC renvoie a Chromatographie Membrane Celluldd®ur chaque
colonne chromatographique, toutes les expérimemiatci-dessous sont effectuées de la

méme maniére et a 4°C. L'immobilisationinkbatch » consiste a immobiliser d’abord
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I'extrait membranaire surexprimé ou non en Oatp2des particules de silice puis de remplir
le mélange dans une colonne chromatographiqueien ac

Les particules de silice (10 pm de diamétre et GleAaille) sont activées a 120°C pendant 8
h puis placées dans un dessiccateur pendant JattiMdtion des particules de silice (Si-OH)
par la température va les rendre plus adsorbartteaugmenter ainsi le nombre de
groupements hydroxyles-OH) disponibles. Ensuite, 3 ml de Tris-HCI (50 mMH = 7,4)
contenant 500 pg de suspension protéique sontegedgucement dans un tube a réaction
contenant les particules de silice activées. L'gutsan des protéines membranaires se fait en
ultrasoniquant jusqu’a ce que I'équilibre soit mite’est-a-dire jusqu’a ce que le mélange soit
bien homogene (environ entre 1 h et 2 h). Apréguilére, un volume égal d’eau ultra pure
(3 ml) est dilué dans la préparation pour permeting phospholipides des membranes
cellulaires de fusionner entre eux autour de lfasardes particules de silice. Le surnageant
de la préparation protéique est éliminée aprégitegation a faible vitesse (1000 g) pendant
7 min. Le culot est lavé avec du tampon Tris-H@@ (BM ; pH = 7,4) jusqu’a ce qu’aucun
résidu de membranes cellulaires ne reste en suspens

Ce culot est ensuite rempli sous faible pressiors dene colonne chromatographique (50 mm
de longueur et 4,6 mm de diamétre interne) quieasuite équilibrée avec une solution
tampon phosphate (50 mM ; pH = 7,4). La températieréa colonne est maintenue a 37°C.
Pour permettre un meilleur fonctionnement des awsnchromatographiques, toutes les
manipulations seront effectuées au pH et a la testyn@ physiologiques soient pH =7,4 et T
= 37°C.

La présence des protéines membranaires sur lesubestde silice est détectée avec le réactif
de Pierce (mélange de 5 ml d’acide bicinchoninigu&00 ul de cuivre II). Une suspension
de I'extrait membranaire surexprimé ou non en Oatm2obilisé sur les particules de silice
est diluée dans le réactif de Pierce et incubéela@n30 min a 37°C. La coloration de la
suspension en pourpre ou mauve atteste de la peéderprotéines membranaires (figure 25).

La concentration totale de protéines est alorséteravec l'intensité de la coloration de la
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solution en pourpre. La réaction qui conduit aolarfation de la couleur pourpre est fortement
influencée par la présence d'un des quatre résidogles aminés (la cystéine, la cystine, la

tyrosine ou le tryptophane) dans la séquence ¢eolgine. Cette couleur pourpre est donc

due a la réduction du cuivre Il en cuivre | paptatéine en milieu alcalin.

Silice greffée avec . . , Silice greffée avec
protéines + réactif Silice pure + Reéactif de Pierce  gtgines + réactif
de Pierce réactif de Pierce de Pierce

Figure 25 : Détection des protéines membranaires fgaréactif de Pierce
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D. RESULTATS ET
DISCUSSION
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D.1. Analyse de l'association des statines avec la

Membrane Artificielle Immobilisée (MAI)

Ce travail a donné lieu deux publications dans des revues internationales a comité de

lecture et aine publication soumise

SARR F.S, ANDRE C., QUILLAUME Y.C.
Statins (HMG-coenzyme A reductase inhibitors)-bioiic membrane binding mechanism
investigated by molecular chromatography.

Journal of Chromatography,2008 868 : 20-27

SARR F.S, GUILLAUME Y.C., ANDRE C.
Magnesium cation effect on passive diffusion ofistenolecules: Molecular chromatography
approach.

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analy2B08 47 : 651-657

SARR F.S, GUILLAUME Y.C., THOMASSIN M., ANDRE C.
Biochromatographic framework for analysing calcighloride salt effect on statin passive
diffusion to an Immobilized Artificial Membrane (M).

Submitted tcAnal Chim Acta
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D.1.1. Etude de la diffusion passive des statines

Comme nous I'avons vu dans le chap#€l. 1., la MAI est un modéle qui permet d’étudier

la diffusion passive des xénobiotiques. Les fasteigr rétentiok’ calculés a partir des temps
de rétention permettent de refléter la diffusiosgdee des statines. Les valeurs #esles

statines calculées a 25°C et a pH = 7,0 sont rddéemdans le tableau ci-dessous :

Statines k’
Pravastatine 0,31
Mévastatine 2,84

Atorvastatine 3,76
Simvastatine 7,59
Fluvastatine 7,76

Tableau 2 : Diffusion passive (représentée par #9s statinesapH=7,0eta T = 25°C

Sur la monocouche lipidique, I'ordre de diffusicaispive des statines est la suivante :
Pravastatine <<< mévastatine < atorvastatine <¥asiatine< fluvastatine

Cette évolution semble étre modulée par le degrigpdphilie des molécules de statines. En
effet, la pravastatine (figure 2), une moléculeropthile, présente la plus faible affinité avec
la membrane. La fluvastatine présente avec la statiae la plus forte affinité avec la MAI.
La forte diffusion passive de la fluvastatine askela une augmentation de sa lipophilie
apparente due a ses nombreuses liaisons hydrogatrasnoléculaires (AWMELIN et
TURGEON 1998). Ces résultats nous ont amenés a étudmapdiitance de la lipophilie

moléculaire dans la diffusion passive des statines.
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D.1.2. Lipophilie moléculaire des statines

La lipophilie moléculaire déterminée par le coeéfit de partagae-octanol/eau (lodP) est un
paramétre important a tenir en compte dans la giiédides propriétés pharmacologiques des
xénobiotiques. Elle permet une appréciation dudlég lipophilie du xénobiotique et donc
sa capacité a diffuser facilement & travers les lonanes biologiques €O et al. 1971,
PIDGEON et al. 1995). Afin de caractériser la lipophilie des cistgtines, une étude de
I'affinité de ces molécules sur la monocouche Igpied est effectuée. La MAI mime la
membrane cellulaire et permet la détermination ldgs K'w.wai des statines. Ces derniers
seront comparés aux logsthéoriques des statines obtenus par le logKiglgP (base de
données de PubChem).

Ainsi pour chaque molécule de statine et a chaguecpntage de méthanoddans le milieu
d’étude (v/v), les temps de rétentipnsont mesurés et les facteurs de rétentioocalculés

(équation 1). Un exemple de chromatogramme devagtatine est représenté ci-dessous :

394
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0 3.0 20.0 350 30.0

Figure 26 : Chromatogramme obtenu pour la fluvasia¢ a 25°C (phase mobile:
méthanol/tampon phosphate, 30/70 v/v et pH=7,0)
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Une extrapolation a 0% de méthanol est effectuée pbtenir les valeurs de dg,.ma des
statines. La figure 27 représente la courbeklate la pravastatine en fonction du pourcentage

de méthanolX) dans la phase mobile.

log kK’
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Figure 27 : Variation des valeurs de log k' de la pravastai a 25°C en fonction du

pourcentage de méthanol x dans le milieu d’étude

Cette variation de log’ en fonction du pourcentage de méthanol est idemfppur toutes les
autres molécules de statines avec un coefficiemodelationrz > 0,999. Les valeurs de log
K'w-val Obtenues a 25°C apres extrapolation a 0% de ntharsi que les logB théoriques

de toutes les statines sont consignées dans &atablivant :

Statines log K’ w-mal log P*
Pravastatine 3,36 2,20
Mévastatine 4,06 4,00

Atorvastatine 5,35 5,70
Simvastatine 4,90 4,70
Fluvastatine 4,45 4,50

Tableau 3 : Valeurs des logs P etka des statines
*Données obtenues surttp://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez?db=pcconmubu
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Les résultats obtenus démontrent que la pravastatit’affinité la plus faible avec la
monocouche lipidique. Ceci peut étre expliqué patcdractere hydrophile de cette molécule
(log K'w-mal = 3,36 et logP = 2,20). En effet, la diffusion passive d’'un xéimigue a travers

la membrane cellulaire se fait grace a sa lipophilia membrane cellulaire est constituée
d’'une bicouche lipidique et la MAI d’'une monocoudipedique ce qui implique que l'affinité
d’'une molécule hydrophile est trés faible et mémien

La comparaison des valeurs de kig.ua et de logP montre une courbe linéaire avec un
coefficient de corrélationr{ = 0,95, tableau 3). Cette excellente corrélasoggere que les
statines interferent avec la téte polaire de la anonche lipidique. En effet, la MAI est
constituée d'une partie non-polaire liée aux pahktis de silice mais elle offre, avec ses
chaines de phosphatidylcholines, une partie potairééte polaire qui représente le premier
site de contact des xénobiotiques. Ainsi la diffaspassive des statines augmente avec leur
degré de lipophilie. Ce résultat confirme l'intemtien des interactions hydrophobes et leur
importance dans la diffusion passive des statines.

La pravastatine présente la plus faible diffusiasgive et son caractere hydrophile suggere
gue son transport a travers la membrane cellulagefait grace a un transporteur
membranaire.

Pour atteindre le site actif de I'enzyme clé daasblosynthése de cholestérol, HMG-
coenzyme A réductase, les statines doivent travéaskicouche lipidique de la membrane
cellulaire. En effet, le site actif de cette enzyest localisé dans le cytosol des hépatocytes.
Ainsi une comparaison entre la concentration imit&0% I'enzyme (CI50) et le degré de
lipophilie des statines est analysée. La figuren®®tre une courbe linéaire entre le logmai

et les CI50 des statines avec un coefficient dedtaiionrz > 0,96. Cette relation montre que
plus la statine est lipophile et traverse faciletlanmembrane cellulaire plus elle accede a

son site actif et inhibe de fagon compétitive 'lHMGenzyme A réductase. Les valeurs des
CI50 des statines sont représentées dans le tabledans le chapitre4.2.3.. La

pravastatine, la molécule la plus hydrophile, a Qi) de 44 nM alors que les autres statines
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plus lipophiles telles que la simvastatine présemte CI50 de 9 nM quatre fois plus faible

que celle de la pravastatine.

CI50

50 -
45 -
40 -

| \
30 - Mévastatine

25 - . Fluvastatine

20 1 \
Simvastatine

15 +

10 . .
5 Atorvastatine

0 T T T T 1
3 3,5 4 4,5 5 55 log K'w-mal

Pravastatine

*

Figure 28 : Comparaison entre les valeurs de log.ka & 37°C et la CI50 des statines

La diffusion passive des xénobiotiques est égalénmdnencée par leur degré d’ionisation.
En effet le pH de l'organisme joue un rble impottatans le processus de passage

membranaire des xénobiotiques.

D.1.3. Effet du pH sur la diffusion passive des

statines

Le pH est un parameétre physico-chimique trés ingmbrau niveau de l'organisme et la
plupart des xénobiotiques tels que les moléculestatines peuvent s’ioniser. Il joue un réle
clé dans les processus de transport membranairgéediotiques. Il est donc intéressant
d’étudier I'effet de ce paramétre sur la diffusipassive des statines. Ainsi le mécanisme

d’association des statines sur la Membrane Arglfieilmmobilisée (MAI), qui reflete comme
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nous l'avons vu dans le chapit® 1. 1. la diffusion passive, est étudié en fonction de la

variation du pH dans le milieu d’étude. Cette étadeeffectuée a différentes températures.
Pour chaque molécule de statine et a chaque pHenegs de rétention sont mesurés et la
diffusion passivel{) déterminée. Ce pH varie entre 5,7 et 7,0. Lalwowulu logarithme du
facteur de rétention (lokj) est tracée en fonction du pH. La courbekoge la simvastatine

en fonction du pH a 25°C est représentée sur ladig9.
log K’

1,4 -

1,3 -

1,2 -

1,1 -

1,0 - .

0,9 -

0,8 T T 1 pH
5,5 6 6,5 7

Figure 29 : Courbe du log k’ de la simvastatine &nction du pH a 25°C

C’est une courbe non linéaire quadratique de tggd’l (pH) =apH?2 -bpH +c aveca, b etc
des constantes?(> 0,98 aveca = 0,17,b = 2,48 etc = 9,89). L'allure de la courbe est
similaire pour toutes les autres molécules densati

L’affinité des statines sur la monocouche lipidicest pH-dépendante, plus le pH est acide
plus I'association statine-MAI est forte. L’évoloti de la courbe démontre I'existence d’'une
courbure a un pH critique (RHqui se situe autour de pH = 7,0. A partir deamsbes, le pH
critique théorique des statines a été determingsetgal a 6,96 ; 7,37 ; 7,36 ; 7,27 et 7,25
pour respectivement la pravastatine, la mévastatiamrvastatine, la simvastatine et la

fluvastatine.
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* Pour les pH << pK une diminution initiale est observée suivie d'daible variation
de I'association statine-MAI aux pH > pHPour ces pH plus acides, les statines sont dass u
forme moléculaire et leurs groupements carboxyBgoe sont pas ionisés ou faiblement

ionisés. Le tableau ci-dessous représente lesrgalieupKa des molécules de statine.

Statines Pravastatine| Mévastatine| Atorvastatine| Simvastatine| Fluvastatine

pKa 4,36 - 3,95 4,45 4,15

Tableau 4 : Valeurs des pKa des molécules de rstati

La diffusion passive des xénobiotiques a travess nembranes biologiques se fait plus
facilement sous leur forme neutre qu’ionisée. Hatd®etat d’'ionisation de la molécule, qui
dépend de son pKa et du pH du milieu d’étude, jonedle important dans sa capacité a
traverser les membranes biologiquesaNBYT 2007). Ceci pourrait expliquer 'augmentation
de I'affinité des statines pour la monocouche Igpi@ aux pH trés acides (pH <<< YHet
donc de leur diffusion passive.

* Pour les pH < pH la proportion de la forme ionisée des molécukestdtine est plus
importante que celle de la forme neutre. Ceci pgoeo 'augmentation des répulsions
électrostatiques entre les groupements carboxy€0O0) des molécules de statine et les
groupements phosphatesROO) de la MAI. Ces forces de répulsions ne sont pasribles
a la diffusion passive des statines.

L’évolution non-linéaire de la courbe ki en fonction du pH démontre que le mécanisme de
liaison des statines sur la MAI n’est pas seulengeniverné par des liaisons hydrophobes,
des interactions de van der Waals et hydrogénes.

Pour mieux apprécier I'effet du pH sur la diffusipassive des statines, le nombre de protons

H* (ny") impliqué dans le mécanisme d’association statidg¢-est calculé a chaque pH du
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milieu d’étude. Lorsque le pH du milieu d’étude e, la relation entre la monocouche
lipidique (MAI), les statines (STCOOH) et le comysestatine-MAI (STCOOH.MAI) est la
suivante :

MAI (H)a + STCOOH (H)g + .. (H) «—  STCOOH.MAI {(ht (12)
Oun,. = C— (A + B) est le nombre d’ions Hmpliqué dans I'association statine-MAI.

La constante d’associatidhde cet équilibre est donnée par I'équation :

K = [STCOOH.MAI] / (IMAI] [STCOOH] [H'] "..) (13)
L’équation (13) peut étre écrite comme suit :

K =Ko/ [H"] ™ (14)
Avec K, représente les valeurs de K podiT= 1 mM. Le logarithme de I'équation (14) est :
log K = log Ko— . log [H] (15)
Apres dérivation de I'équation (15), on obtient :

olog K /opH = n,. (16)
D’aprés les equations (7) et (16) ona:

olog k’/ opH = n,, (17)
Ainsi le ny" est calculé a partir de I'équation de la droitekbgn fonction du pH.

La figure 30 ci-dessous représente la variatiomndmbre d’ions H exclus (") lors de

I'association statine-MAI en fonction du pH.
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Atorvastatine
Simvastatine
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Figure 30 : Variation duny™ des statines en fonction du pH a la température28C

Ces valeurs dey” impliqguées dans I'association des statines avewdaocouche lipidique

sont négatives et diminuent linéairement avec ledpHmilieu d’étuderg > 0,999). En effet,

pour une valeur de pH inférieure a 7,0 (i.e.)phplus leny” s’approche de O et plus la

diffusion passive des statines diminue. Le tablgaidessous présente les valeurs du pH du

milieu d’étude otny* = 0.

Statines

Pravastatine

Mévastatine

Atorvastatine

Simvastatine

Fluvastatine

pH

6,96

7,37

7,36

7,27

7,25

Tableau 5 : Valeurs du pH du milieu d’étude ogh= 0 a la température de 25°C

A des valeurs de pH < 7,0, le nombre de protefiestnégatif. Ceci est une conséquence de

la liaison des statines sur la MAI et de la libi@matdes protons H Donc la propriété de la

MAI serait de diminuer le pKa des groupements ceyles des molécules de statine
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(CAccuURI et al. 1999). Ce groupement carboxyle peut étre resptsmghbnombre négatif
des ions H impliqué dans I'association statine-MAI.

Cependant & des valeurs de pH > 7,0ndedevient positif et peut étre expliqué par une
augmentation du pKa du groupement phosphate deurface de la MAI. En effet, le
rapprochement du groupement phosphate de la MAd &g groupements carboxyles des
molécules de statine se fait grace a des liaisgdsogenes et pourrait jouer un réle dans la
déprotonation des molécules de statine. Ces résult@montrent pour la premiére fois
I'existence d’une fonction catalytique ou de nawettprotons du groupement phosphate de la

monocouche lipidique.

D.1.3.1. Analyse des données thermodynamiques

Dans le domaine de température étudié (10-35°€);darbes de van’t Hoff (Ik" en fonction
de 1T, équation 9) sont tracées pour chaque valeur de.alfigure 30 représente un exemple

de courbe van’t Hoff pour la fluvastatine pour éifintes valeurs de pH dans milieu d’étude.

In k’
4,0 -
X
3,5 1 X
3,0 X X =
X - ¢ *pH=7
2,5 A X - .
. ® pH=6,7
2,0 - . s pH = 6,3
*
H=6
1,5 - . P
X pH=5,7
1,0 -
0,5 -
0,0 T T T T T T 1 -
1T (K™

0,0032 0,0033 0,0033 0,0034 0,0034 0,0035 0,0035 0,0036

Figure 31 : Courbe de van't Hoff de la fluvastatingour différentes valeurs de pH
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La courbe est linéaire et est similaire pour I'enble des statines avec des coefficients de

corrélationrz > 0,996. Elles montrent que dans le domaine dedemture étudie, la diffusion

passive des statines est indépendante de la tetumgéra

A partir de ces courbes de van't Hoff, les valedes parametres thermodynamiques sont

calculées pour chaque pH du milieu d’étude et gméss dans le tableau ci-dessus :

pH =57 pH =6,0 pH = 6,3 pH = 6,7 pH=7,0
Statines

AH® AS°* AH° AS°* AH° AS°* AH° AS°* AH® AS°*
Pravastatine| -15,90| —6,88 | —-20,40| -8,90 | 25,09| 11,14 | 27,68 | -12,33 | -24,21| 11,07
Mévastatine| 25,12 | -8,27 | -24,33| -8,14 | 28,50| -10,21| -31,12 | 11,43 | -26,73| 9,81
Atorvastatinel -31,12| -10,34 -30,31| -10,21|-34,94| -12,49 | 37,37 | -13,65 | -31,97| -11,65
Simvastating 28,26 | -8,52 | -27,07| -8,26 | -32,11| -10,65| -34,96 | -11,99 | -29,45| 9,93
Fluvastatine| -33,50| -11,09| -35,63| -11,56 | -39,62| -13,67 | 42,42 | -14,99 | -36,06| -12,60

Tableau 6 : Valeurs des parameétres thermodynamiqdes statines a chaque pH

Pour mieux apprécier I'évolution des données thegnamiques en fonction du pH, les

figures suivantes représentent les variations dethalpie AH°, kJ/mol) et de I'entropie

(AS°*, sans unité) obtenues pour la fluvastatine.
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Figure 32 : Variation de I'enthalpie de I'associain fluvastatine-MAI en fonction du pH
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Figure 33 : Variation de I'entropie de I'associatiofluvastatine-MAI en fonction du pH

Toutes les molécules de statine présentent la nvamation parabolique avec ud > 0,70.
Par exemple les équations des régressions parabsligour la fluvastatine sont les
suivantes :

AH® = 12,80pH2- 166,27pH + 499,46 r2=0,76 (18)
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AS°* = 4,66pH=— 61,22pH + 186,91 r2=0,74 (19)
Les valeurs des enthalpies du mécanisme d’assmtiatatine-MAI sont négatives. Ce
résultat démontre que ce mécanisme de liaisontdéases sur la monocouche lipidique est
dominé par des liaisons de van der Waals et desattions hydrogénes. Il est donc
energiquement plus favorable aux statines de s 8xr la monocouche lipidique que de
rester en solution dans le milieu d’étude. Les @asnnégatives de I'entropie quant a elles
montrent une augmentation de l'ordre lors de l'esgmn statine-MAI. Les données
thermodynamiques deviennent de plus en plus négatpand le pH du milieu détude
augmente. En effet les répulsions électrostatigaeBe les groupements phosphates de la
membrane et les groupements carboxyles négativentemjés des statines, augmentent.
Cette diminution des interactions électrostatigUasprables a I'association statine-MAI,
provogue une diminution de la diffusion passive digines. Ces résultats démontrent la
grande importance des sites polaires de la sudack monocouche lipidique (figure 19),
c’est-a-dire I'effet de la rétention polaire, semprocessus de la diffusion passive des statines.
Afin de vérifier si le mécanisme d’association k@@ue molécule de statine sur la membrane
est identique, nous avons analysé la compensatitialpie-entropie ou CEE. La courbe CEE

(équation 10) est représentée par la figure 34.
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Figure 34 : Compensation enthalpie-entropie deststas a tous les pH du milieu d’étude

La courbe de CEE est linéaire avec @r> 0,90 mais on ne peut pas déduire de facon
rigoureuse que le mécanisme de fixation des statisar la monocouche lipidique
est indépendant :

> de la structure des molécules de statine

> du pH du milieu d’étude
Cependant comme nous l'avons vu dans le chaBit2 3., cette CEE peut étre observée et
vérifiée si les xénobiotiques étudiés présententriémes activités biologiquesARATUNGA
etal. 2002). Ainsi sachant que les statines présenenadtivités biologiques similaires, on
peut en déduire qu’elles présentent toutes des nisdoas d’association sur la MAI

similaires.

En conclusion cette étude nous a permis de connaitre le méoandassociation des

statines sur la membrane et les interactions yveatant. Il peut étre retenu que :

» Ladiffusion passive des statines est températépentdante et pH-dépendante
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> Elle est gouvernée par les forces de van der Wadess interactions hydrogenes qui
sont prédominantes

> L’importance du degré de lipophilie des statinesdes interactions hydrophobes
occupent également une place importante dansdiéfitision passive

> Le groupement phosphate de la monocouche lipidigue un réle de fonction
catalytique. Il peut modifier le pKa des xénobiotg.

> Les statines diffusent passivement a travers lasbrenes biologiques. Cependant la

pravastatine nécessite un transporteur pour fragekibarriéres lipidiques.
Comme nous I'avons vu dans le chap®&2.4. 1. 1., 'addition d’un cation (comme le M?2

ou le Ca? diminue l'activité de I'eau en augmentant I'effggdrophobe par électrostriction
du solvant. Dans cette étude nous avons démoitrgditance des interactions hydrophobes
dans la diffusion passive des statines. La pratilagiaune molécule hydrophile, est
faiblement retenue sur la monocouche lipidique.eHat, elle présente une faible diffusion
passive a travers les biomembranes. Ces deux tonsias améne a étudier I'effet de certains
sels tels que le magnésium sur le mécanisme diasieocdes statines sur la MAI. Le choix
de ce minéral est lié a son importance et a san adlniveau de I'organisme. En effet, le
magnésium est 1e¥3° minéral le plus important de I'organisme et ileintient dans plus de
300 réactions biochimiques ARSSIGUIER et al. 1993). Il est souvent utilisé au cours de
supplémentation dans le traitement des maladiedlioz@sculaires, de I'hypertension

artérielle... (WILLAUME etal. 2002a, RSANOFFetal. 2004).
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D.1.4. Etude de 'effet du magnésium et du calcium

D.1.4.1. Effet du magnésium sur la diffusion passive

des statines

La figure 35 représente la variation deklrdes statines a 35°C en fonction du logarithme de
la concentration en magnésiyo) (-log cou PMg?). La concentration en magnésiamarie

entre 0,6 et 3,0 mmol/L. Le pH du milieu d’étudefes a 7,0.

In k'
3,0 X
o Pravastatine
2,5 , .
L) - ® Simvastatine
s . 2,0 Mévastatine
X % 1,5 N Fluvastatine
X £ 1,0 x Atorvastatine
0,5 X
‘ ‘ ‘ 0.0 ‘ - PMg?
0,6 0,4 02 0500 0,2 0,4 (mmoliL)
-1,0
* o
* * 15
-2,0 *
-2,5

Figure 35 : Variation des In k' des statines a 35%h fonction dePMg? (—log c)dans le
milieu d’étude a pH =7,0

Cette évolution est similaire pour toutes les autempératures de I'étude. Elle montre une
augmentation de la diffusion passive des statimsgjlie la concentration en magnésium dans
le milieu d’étude croit. Cet effet peut étre expégoar une diminution de l'activité de I'eau
(i.e. effet hydrophobe) classiquement attribué edfdt du sel (GILLAUME et al. 2002b,
ANDRE etal. 2003). Ainsi le magnésium améliorerait le procesde! fixation des statines sur

la membrane. Par contre, I'ordre d’'affinité surmi@nocouche lipidique reste la méme que
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celle obtenue avec I'étude du pH. L’augmentationaldiffusion passive des statines peut
étre expliquée par une formation de paires diongeele groupement carboxyle d’une
molécule de statineCOO ou—0OC), I'ion Mg?" et le groupement phosphate de la téte
polaire POO ou —OOP) de la monocouche lipidique (i.e. STCBMg—OOP). Cette
association va diminuer les forces répulsives emdretéte polaire de la MAI et les

groupements carboxyles des statines négativemangé&h En effet, comme nous I'avons vu
précédemment dans le chapitle 1.3., quand le pH du milieu d’étude augmente, la faible

diffusion passive des statines était due a l'assmmnent des forces répulsives entre le
groupement phosphate de la MA+KOOQO) et les groupements carboxyles des statines
négativement chargés-COO).

Afin d’élucider les interactions intervenant dafeugmentation de la diffusion passive des
statines avec celle de la concentration du magmgdas données thermodynamiques ont été
calculées a partir des courbes de van't Hoff. Camidres présentent des coefficients de
corrélationr2 > 0,99. Les courbesH® et AS°* en fonction dePMg? de la mévastatine et de
la fluvastatine sont représentées par les figuest 37 ci-dessous. L'allure de ces courbes est

identique pour toutes les autres molécules denstati
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Figure 36 : Variation de I'enthalpie de la mévastae et de la fluvastatine en fonction du
logarithme de la concentration en magnésium (PMy?
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Figure 37 : Variation de I'entropie de la mévastag et de la fluvastatine en fonction du
logarithme de la concentration en magnésium (PMy?

L’étude de la variation de ces données thermodymaesi montre qu’elles sont négatives et
deviennent cependant progressivement moins négataeec l'augmentation de la
concentration en magnésium dans le milieu d’étl@s. données négatives de I'enthalpie

confirment l'intervention des forces de van der Wad des interactions hydrogenes dans le
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processus d’association statine-MAI. Ces forcesorg pas les seules car 'augmentation de
la concentration en sel s’accompagne d’'une augrmentdes données thermodynamiques qui
deviennent moins négatives. Ceci reflete la prédantde de forces hydrophobes due a
'augmentation de la tension de I'eaudiG.AUME etal. 2002b, A\DRE etal. 2003). Cet effet
hydrophobe provoque une augmentation de laffid#s statines avec la monocouche
lipidique. De plus, les groupements carboxyles dexdmolécules de statine (STCOQu
"OO0CST) peuvent former une paire d’ions avec l'iog?Mi.e. STCOG-Mg—OOCST) ayant
pour conséquence une augmentation de la lipopthéiestatines $MAILI et al. 2003). Cette

derniére va ainsi provoquer une augmentation de détusion passive. En effet dans le
chapitreB.2.4.1.2., on a vu que la neutralisation des charges daef@rination de paires

d’'ions entre deux molécules entrainait un accromesd de I'’hydrophobicité ou de la
lipophilie respective de ces deux entités. En fartmigalement ces paires d’ions avec le
magnésium, les statines ne se retrouvent plusleougorme ionisée ce qui est favorable pour

la diffusion passive.
Dans le chapitréd. 1. 3., nous avons étudié le nombre de protohgrd™) impliqué dans la

formation du complexe STCOOH.MAI. Les équationdisées dans la détermination dyi"
peuvent étre reprises pour calculer le nombre dgnégum Qvgz.) impliqué dans ce méme
processus d’association.

Lorsque la concentration en magnésium du miliedud@ change, la relation entre la
monocouche lipidigue (MAI), les statines (STCOOH) ke complexe statine-MAI
(STCOOH.MAI) est la suivante :

MAI (Mg?")a + STCOOH Mg?)g + Nuge+ (MgZ) > STCOOH.MAWG2)c  (20)

ol nyg+ = C— (A + B) est le nombre d’'ions Mgfmpliqué dans I'association statine-MAI.

En remplacant le terme’hpar Mg?, I'équation 17 du chapitr®. 1. 3. redevient :

olog K/ 0PMg? = nyge+ (21)
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A partir de cette équation 21, la droite de la beunk’ versusPMg? est tracée et les valeurs

du nombre de magnésium impligué dans le proces&sssatiation statine-MAI sont

calculées. Les résultats obtenus sont consignésleaableau 7 :

Température (°C)

Pravastatine

Mévastatine

Atorvastatine

Simvastatine

Fluvastatine

5 — 0,26 —0,33 — 0,34 — 0,38 — 0,37
10 —0,22 —0,44 — 0,41 —0,40 —0,38
15 — 0,29 — 0,52 — 0,50 — 0,42 — 0,43
20 —0,31 —0,49 —0,52 — 0,47 —0,45
25 — 0,33 — 0,50 — 0,53 — 0,52 —0,51
30 — 0,56 — 0,53 —0,53 —0,58 — 0,54
35 —0,53 —0,54 — 0,56 —0,61 — 0,52
40 — 0,90 — 0,53 — 0,62 — 0,76 — 0,57
45 —0,82 —0,74 —0,76 —0,74 — 0,62

Tableau 7 : Valeurs du nombre de magnésiumygn) exclu lors de I'association statine-
MAI a différentes températures de la colonne

La figure 38 représente la coungy. de la fluvastatine et de la simvastatine en fonctie

la température de la colonne. Cette courbe esifim@t évolue de fagon similaire pour toutes

les autres statines.
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Figure 38 : Variation des pg+ de la fluvastatine et de la simvastatine en fooctide la

température (T) de la colonne

Le nombre de magnésium impliqgué dans I'associatiatine-MAI est négatif et augmente en

valeur absolue avec la température (tableau fetdi38). Lenyg.: calculé refléte I'exclusion

du magnésium quand les statines se lient avec teooooiche lipidique. Les valeurs négatives

sont expliquées par la formation des paires d’@mtse le Mg2 et :

() Le groupement carboxyle de deux statines (STA@§-OOCST)

(i) Le groupement phosphate de la monocouche lipidi§i€ OO-Mg—OOP).

La courbe CEE de toutes les molécules de statiagaites les concentrations de magnésium

est représentée par la figure 39 avec un coeffidercorrélation? > 0,80.
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Figure 39 : Compensation enthalpie-entropie pourutes les statines et pour toutes les

concentrations de magnésium

D’apreés la figure 39, cette linéarité associée pnapriétés biologiques similaires des statines
peuvent démontrer que le mécanisme de fixatiorstimes sur la MAI est indépendant des

concentrations de magnésium dans le milieu d’étude.

En conclusion les résultats obtenus ont permis de démontreungusupplémentation en
magnésium augmentait I'affinité des statines a@emonocouche lipidique c’est-a-dire leur
diffusion passive a travers les membranes biolagqCe phénomene est accompagné par
'augmentation des liaisons hydrophobes qui deveehprédominantes et gouvernent ainsi la
fixation des statines sur la MAI. L’augmentation ldediffusion passive des statines sous
I'effet du cation Mg? et I'importance des liaisons hydrophobes y intearg nous améne a
poser cette hypothése : tous les cations divalgstsent induire le méme effet. Ainsi pour
vérifier cette hypothése, une étude supplémentaigge réalisée. Elle consiste a analyser
I'effet d’un autre cation, le calcium, sur I'ass®n statine-MAI. En effet le calcium est,

comme le magnésium, un minéral tres important aeani de I'organisme. Il régule le pH du
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corps et intervient dans la formation des os. It également utilisé au cours de

supplémentation dans le traitement de I'ostéopocbsz les femmes ménopauseesAKEY

et NORDIN 2002).

Les facteurs de rétentidd ainsi que les données thermodynamiques (enthetpemtropie)

D.1.4.2. Effet du calcium sur la diffusion passive

des statines

calculées a partir des courbes de van't Hoff desbaiation statine-MAI a différentes

concentrations de calcium (Cpélans le milieu d’étude sont transcrits dans téetu 8.

Ca? Pravastatine Mévastatine Atorvastatine Fluvastatine
(mM) | K AH® | AS°* K’ AH® | AS°* K’ AH® | AS°* Kk AH® | AS°*
0,00 | 0,10 | -30,92 |-14,42| 0,54 | -38,42| -15,57| 0,72 | 42,66| -16,99| 1,23 | -52,59 | 20,33
1,00 | 0,30 | -34,01| -4,94| 258 | 31,33| -11,27| 2,45 | 43,70| -16,28| 5,41 | 40,37 | -14,05
2,00 | 041 | -28,09|-10,22 3,41 | —26,73| 9,21 | 2,76 | 42,78 | -15,68| 7,12 | -34,00| -11,30
2,25 | 0,41 | 32,01 |-13,31] 3,64 | -29,65| -10,26| 3,19 | -43,92| -15,93| 7,53 | 36,44 | 12,21
250 | 0,55 | 23,33| -9,66| 4,05 | -28,62| 9,76 | 391 | 37,16| -13,10| 8,71 | -34,66| 11,37
2,65 | 052 | -33,55|-13,73| 4,24 | —29,23| -10,00| 4,80 | —34,76| —-12,03| 9,00 | -36,35| 12,01
3,00 052 | -22,24| -9,29| 4,27 | -26,14| -8,76 | 4,70 | 31,66| -10,81| 9,11 | 35,42 | -11,63
325| 0,62 | 19,26 | -8,01| 4,63 | —25,89| 8,00 | 525 | -30,43| -10,24| 9,88 | -34,30| -11,11

Tableau 8 : Valeurs des k’ et des parametres thedyrtamiques de la liaison statine-MAI a

différentes concentrations de Ca@dmmol/L) dans le milieu d’étude
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La variation de la diffusion passive des statinedaaction de la concentration de calcium

dans le milieu d’étude est représentée par ladigOr

K
10 -

9 _

8 _

7 b .

6. ¢ Pravastatine

c | = Mévastatine

4l am . = Atorvastatine

g T Fluvastatine

37 n

2 _

14

04 o ¢ 0 e 00 [CaZ"], mmol/L

0 1 2 3

Figure 40 : Variation de la diffusion passive (repsentée par k') des statines en fonction
de la concentration en calcium ([C5) dans le milieu d’étude a pH = 7,0

Cette derniere montre que la diffusion passivesiaines augmente quand la concentration
de calcium augmente dans le milieu d'étude. Ceti aazompagné par des données
thermodynamiques qui deviennent moins négativesudrhentation de la diffusion passive
des statines est expliqguée par 'augmentation degaictions hydrophobes classiquement
attribuée a I'effet du chlorure de calcium.

Pour voir si le magnésium et le calcium agisseradeéme facon sur la diffusion passive des
statines, l'effet du calcium est comparé a celui dagnésium. Les données #e de
I'enthalpie et de I'entropie obtenues sous I'effatmagnésium sont recalculées a partir de la

courbek’ en fonction de la concentration en magnésitir>(0,995) de I'étude précédente

(chapitreD. 1.4. 1.). Elles sont reportées dans le tableau suivant :
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Mgz+ Pravastatine Mévastatine Atorvastatine Fluvastatine

(mM) k’ AH° AS°* k’ AH° AS°* k’ AH® AS°* k’ AH® AS°*

0,00 | 0,22 | 27,19 | -19,42| 0,95 | -34,58| -13,58| 1,02 | -39,33| -15,36| 2,00 | -46,67 | —-17,48
1,00 | 0,47 | -30,23| -13,58| 2,14 | 32,59 | -12,01| 2,17 | -37,53| -13,95| 5,00 | 41,13 | 14,46
2,00 | 0,26 | —22,83 | -10,23| 3,20 | —29,02 | -10,20| 3,27 | -33,54| -11,95| 7,03 | -38,02 | -12,91
225| 0,28 | -20,83| 9,20 | 3,47 | -28,19| -9,74 3,55 | -32,68| -11,50| 7,63 | -37,07 | -12,41
250| 0,30 | -18,83| -8,17 | 3,74 | -27,36 | -9,28 3,83 | -31,82| -11,03| 8,22 | -36,12 | -11,92
265| 0,31 | -1763| -7,55 | 3,91 | -26,86| —9,01 | 4,00 | -31,31| -10,75| 8,58 | -35,56 | —11,62
3,00| 0,34 | -14,84| -6,11 | 4,29 | -25,70| -8,37 | 4,39 | -30,10| -10,10| 9,41 | 34,23 | -10,93
325| 0,36 | -12,84| -5,08 | 4,56 | -24,87| -7,91 | 4,67 | -29,24| -9,63 | 10,01| -33,28 | -10,43

Tableau 9 : Valeurs des K’ et des parametres thedymamiques de la liaison statine-MAI a
différentes concentrations de Mgémmol/L) dans le milieu d’étude

On peut constater dans le tableau 9 ci-dessus'éaution de la fixation des statines sur la

MAI est similaire a celle observée en présence dgmésium dans la phase mobile. Les

forces impliquées sont les liaisons hydrophobes dpiniennent prédominantes dans le

mécanisme d’association statine-MAI. Cependantfdtedu calcium sur la diffusion passive

des statines est plus important que celui du magmésCeci peut étre expliqué par le

caractére hautement osmotropique du calcium induisae augmentation plus importante de

la tension de I'eau (i.e. de I'effet hydrophobep(NosTRO et al. 2002). Un exemple de la

comparaison entre les effets du calcium et du nsgmé sur la diffusion passive de la

pravastatine est représenté par la figure 41.
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Figure 41 : Comparaison des valeurs de la diffusipassive (k’) de la pravastatine a 35°C
en fonction des concentrations de Mgét de Ca?2(c) dans le milieu d’étude a pH = 7,0

A 35°C et avec une méme concentration de calciude ebagnésium (1,00 mM), la diffusion
passive de la pravastatine est égale a 0,30 etéspéctivement.

Afin de vérifier si le mécanisme d’'association isitMAI est identique, la compensation
enthalpie-entropie est étudiée. Cette CEE poursoldgs concentrations de cations et pour

toutes les molécules de statine est représentda figure 42.

AH®, kJ/mol : : : : : : ;
-70

(o)

-10 4

-15 4

-20 4

25 4

-30 -

AS°* sans unité

Figure 42 : Compensation enthalpie-entropie deststas pour toutes les concentrations de
Mg?" et de Ca2dans le milieu d’étude
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La courbe est linéaire avec un coefficient de datia@n r2 > 0,87. Cette CEE prouve que le

meécanisme d’association des statines sur la memastrsimilaire quelque soit le sel utilisé.

En conclusion le calcium et le magnésium induisent une augntientade la diffusion
passive des statines. Cependant le calcium gréoa #ort caractere osmotrope provoque une
augmentation plus grande de la diffusion passiwestiatines que le magnésium. Ce résultat
semble important pour amplifier la diffusion passide la pravastatine, une molécule
hydrophile. Cette derniere n'a pas trop d’affinétéec la monocouche lipidique et semble
traverser les membranes biologiques par l'interaiéelide transporteurs membranaires, les
OATPs. Les OATPs sont des transporteurs transmeraipes d’origine hépatique. La
diffusion facilitée semble étre un autre mode dangport des statines a travers les
hépatocytes. Ce résultat nous améne a mettre aat pme nouvelle colonne
biochromatographique. Elle sera constituée d’ureselstationnaire greffée avec de I'Oatp2.
Ces derniers sont les transporteurs transmembeanaiésents au niveau de I'hépatocyte de
rat et sont responsables du transport des stataresle foie. Cette nouvelle colonne va nous
permettre de mieux apprécier la diffusion facilitdes statines a travers les membranes

biologiques.
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D.2. Analyse de 'association des statines avec

I'Oatp2 : Effet du magnesium

Ce travail a donné lieuidne publication dans une revue internationale a comité de lecture

SARR F.S, ANDREC., QUILLAUME Y.C.
A novel biochromatographic Oatp2 column to studyttansmembrane transport of statins

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analy&i31Q 52 : 93-98

Afin d’étudier le transport facilité des statinestravers les membranes biologiques par

lintermédiaire des transporteurs transmembranaié®atp2, une nouvelle colonne
biochromatographique a été créée dans notre lal@dtoir chapitre€.2.2.). Les OATPs

qui se trouvent dans la membrane plasmique degdudf@s sont responsables en partie de
I'entrée rapide des statines dans les hépatoc@ete nouvelle colonne est utilisée pour
étudier l'effet du magnésium sur le mécanisme datiftn des statines mais aussi d’un
antibiotique, la rifamycine, sur I'Oatp2 a la temgaére et pH physiologiques (i.e. pH = 7,4 et
T = 35°C). La rifamycine est un inhibiteur de I'@atqui diminue la constante d’association
K de certains xénobiotiques tels que le taurocholitepravastatine. On a démontré

précédemment que les molécules de statines et d@ésmm pouvaient former des paires
d’ions. De plus comme nous l'avons vu dans le dhaal. 4. 2., ces transporteurs possedent

un pore central chargé positivement et ce catiamrpd donc interférer dans la diffusion
facilitée des statines.
Les chromatogrammes obtenus grace a cette now@b&ne biochromatographique sont

quasi-identiques. Un exemple de chromatogrammeepstsenté dans la figure ci-dessous :
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Figure 43 : Chromatogrammes obtenus pour la pravatste (a) et la mévastatine (b) a
10°C (phase mobile : tampon phosphate 0,05 mM, 0 m&magnésium, pH=7,4 et débit :
0,3 ml/min)

La figure 44 ci-dessous représente la variatiotaddiffusion facilitée des statines et de la

rifamycine (représentée par le logarithme du facteurétentiork’) sur I'Oatp2 en fonction

de la concentration de magnésiwndans le milieu d’étude.

In kK’
1,0 %
0,5 4
* .
. ¢ .
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ¢ (mol/L)
0,006 0,0011 0,0016 0,0021 0,0026
X o Fluvastatine
0,5 1 m Pravastatine
Rifamycine
-1,0 # n X X X Atorvastatine
= % . | XMevastatine
|
-1,5-

Figure 44 : Variation des valeurs de In k' des xdniotiques en fonction des concentrations
de magnésium (c) dans le milieu d’étude

115



La fixation des statines et de la rifamycine s@alp2 diminue avec l'augmentation de la
concentration en magnésium) gdans le milieu d’étude (figure 44). Au pH de lide (pH =
7,4), toutes les molécules de statine et la rifangysont sous leur forme ionisée avec des
groupements carboxyles chargés négativement. LDapt un transporteur d’anions
organiques qui possede un pore central actif chgrgsitivement. La fixation des
xénobiotiques étudiés se fait donc par lintermiédiade liaisons électrostatiques. La
diminution de la diffusion facilitée des xénobiatés étudiés en présence de magnésium peut
étre expliquée par le fait que le magnésium bldgu&ation de ces xénobiotiques sur le site

actif de I'Oatp2. En effet comme il a été démonti@ns I'étude précédente (chapitre
D.1.4.1.), les groupements carboxyles de deux moléculestadine et le magnésium

peuvent former une paire d’ion empéchant ainsiceacdu site actif a ces xénobiotiques. Il
peut étre aussi constaté que la rifamycine eshuetele la méme facon que les statines qui
sont des substrats de I'Oatp2. En effet, cet atthe posséde un groupement carboxylique
qui s’ionise également au pH de I'étude. Elle pdabhc se fixer de facon similaire aux
molécules de statines sur I'Oatp2. Ce résultat ygogue la rifamycine est un inhibiteur
compétitif de I'Oatp2. Il se lie de la méme manique les substrats de I'Oatp2 et peut ainsi

provoquer une diminution de leur affinité avec pestéines.

Afin d’apprécier les interactions intervenant daesmécanisme d’association xénobiotiques-
Oatp2, les valeurs des enthalpies sont détermiageartir des courbes de van’t Hoff. La
figure 45 représente la courbe de la variation'elghalpie des xénobiotiques en fonction de

la concentration en magnésium dans le milieu d&tud
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Figure 45: Variation des valeurs de [I'enthalpie slexénobiotiques fonction des
concentrations en magnésium (c) dans le milieu diéée

Cette variation des valeurs de I'enthalpie des ki@mues en fonction de la concentration en
magnésium montre qu’une augmentation de la coratémiren magnésium dans le milieu
d’étude conduit a une diminution des valeurs d’almie qui deviennent plus négatives. Ces
valeurs démontrent que le mécanisme de fixatiorxdaeebiotiques sur le site actif de 'Oatp2
est conduit enthalpiquement c'est-a-dire qu’il gstiverné par des interactions de van der
Waals. L'ordre de diffusion facilitée des xénolgoies sur I'Oatp2 est la suivante :
Pravastatine < mévastatine < rifamycine < atorvaga fluvastatine.

Cet ordre démontre qu’outre les interactions de danWaals et électrostatiques, d’autres
forces telles que les interactions hydrophobes gment également ce mécanisme. En effet,

cet ordre est aussi lié au degré de lipophiliexdembiotiques (tableaux 1 et 3 des chapitres
A2 4 eth.1.2).

La figure 46 représente la variation du nombre dEgymasium rfug+) impligué dans le
mécanisme de liaison des xénobiotiques sur le aitd de I'Oatp2 en fonction de la

température.

117



Nmvgz+
0,6 -
0,5 -
0,4 -
03 1 s Rifamycine

0,2 - . . Pravastatine

0,1 - m IS

T (K)

280 285 290 295 300 305 310

Figure 46 : Variation des pg+ de I'atorvastatine, de la rifamycine et de la pestatine en
fonction de la température (T) de la colonne

Les valeurs d@&ug+ sont déterminées a partir de la courb&’len fonction de Irc (équation

21). Ces données sont positives et augmentent avemiaérature. Elles sont accompagnées
par une diminution de I'affinité des xénobiotiquegec le site actif de I'Oatp2. En effet, la
formation de liaison ionique entre le Mget les groupements carboxyles négativement
chargés de deux xénobiotiques peuvent expliquemomebre positif de Md2 De plus, la
diminution de [lattraction électrostatique entres lxénobiotiques et le pore chargé
positivement de I'Oatp2 peut induire ces valeursitp@s dunyg.. Ceci provoque la
diminution de la fixation des xénobiotiques sur dite actif de la protéine quand la
concentration en ions magnésium augmente danditurdiétude.

La courbeAH® en fonctionAS°* permet de déterminer la CEE pour toutes les xétighies a

toutes les concentrations de magnésium. Cette e@streprésentée par la figure 47.
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Figure 47 : Compensation enthalpie-entropie pouruwmles xénobiotiques et pour toutes les
concentrations de magnésium

Ce résultat démontre que le mécanisme de fixates x@nobiotiques sur le site actif de
'Oatp2 est indépendant de la structure chimique ceés derniers mais aussi de la

concentration en magnésium dans le milieu d’étude.

En conclusion les résultats obtenus ont permis de montrer egisthtines et la rifamycine se
fixent sur le pore positif de 'Oatp2. Le magnésiprovoque une diminution de cette affinité
en créant des liaisons ioniques avec les xénobiegigLe pore positif de 'Oatp2 n’est donc
plus accessible aux xénobiotiques. L’associatiomokétique-Oatp2 (i.e. la diffusion
facilitée) est gouvernée par des forces électigsies, des liaisons de van der Waals et
hydrophobes. Cette étude ouvre d'autres perspsctpreur déterminer un inhibiteur
spécifiqgue des OATPs. En effet, la déterminatiorteteinhibiteur spécifique va permettre de
mieux visualiser l'influence des OATPs sur le mésanre de passage membranaire. Le

modele de la colonne Oatp2 se trouve étre une métde screening simple et rapide pour
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étudier la diffusion facilitée des xénobiotiqueaiges négativement et spécifiques a ces types

de transporteurs.

D.3. Analyse de l'association des statines avec un
extrait membranaire surexprimé ou non en Oatp2 :
Modele de la CMC

A partir d’hépatocytes de rat traités avec des dtelus de I'Oatp2, une colonne
biochromatographique a été mise au point au seinatee laboratoire. Cette colonne est
obtenue en immobilisantir-batch» un extrait membranaire surexprimé ou non en Dsiip
des particules de silice. Toutes les manipulatisnst effectuées a température et pH
physiologiques (37°C et 7,4) pour des résultatsranix.

Pour vérifier si les hépatocytes de rat surexprini€@atp2, nous avons analysé les niveaux

d’expression des ARNm de I'Oatp2 et des CYP3Al/4idbleau 10) par PCR quantitative.
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INDUCTEURS CYP3Al CYP4A1 Oatp2

DEX (50 uM) 87,43 -12,50 1,50
PCN (100 uM) 4002,45 -14,28 -1,29
BEZA (250 uM) 9302,05 83,29 -25,00

Tableau 10 : Expression des ARNm CYP3A1, CYP4ADetp2 par PCR quantitative apres

48 h de traitement des cultures d’hépatocytes astes composeés inducteurs de référence
(DEX, PCN et BEZA)

Résultats exprimés en nombre de fois de la valaugrdupe contréle (contréle = 1). Les

valeurs positives (> a 1) indiquent une inducti@nl'éxpression de '’ARNm, alors que les

valeurs négatives indiquent une répression de erfteession.

Le traitement de notre culture d’hépatocytes deeatdant 48 h avec 50 uM DEX augmente
I'expression du CYP3A1 (87,4-fois I'expression d& ARNmM comparativement au groupe
contréle). De plus, le traitement par 50 uM BEZAyaente I'expression du CYP3A1 et 4A1
(9302,0- et 83,3- fois respectivement). Ces résuta parfaite adéquation avec des données
recueillies dans la littérature quant aux inductale référence des CYP, prouvent que notre

modéle d’étude est fiable RNCLIFF etal. 2004, AVERGNAS etal. 2009).
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Figure 48 : Expression de 'ARNm de I'Oatp2 par PCRuantitative aprés 72 h de
traitement des cultures d’hépatocytes avec des awsép inducteurs de référence (DEX,
PCN et BEZA)

Le tableau 10 et le figure 48 présentent les résutibtenus quant a I'expression de '’ARNm
de I'Oatp2 aprés 48h de traitement des hépatoeytesilture. Une augmentation d’un facteur
1,5-fois de I'expression de cet ARNm apreés traiteimpar la DEX est observée. Ce résultat
est en accord avec la littérature puisqu’il a éténmmé que le traitement de cultures
d’hépatocytes de rat en sandwich soit 1 uM de DEKdant 96 h ou 100 uM de DEX
pendant 48 h provoque une augmentation de I'expreste I'Oatp2 (UTTRINGER et al.
2002, TURNCLIFF et al. 2004). Par contre, nous n'avons pas obtenu d'tnolucde
I'expression de I'Oatp2 apres traitement par 100 geMPCN alors que des travaux publiés
(Guo et al. 2002) décrivent une induction aprés traitemengpdtocytes de rat par PCN a
cette méme concentration pendant 72 h. Les tawprEssion obtenus dans notre étude sont
semblables a ceux obtenus dans le groupe con@éta.peut étre expliqué par la présence de
cristaux de PCN non dissous dans notre milieu dtereulors du traitement des hépatocytes
avec la concentration 100 uM de PCN; ceci impligiteque la concentration finale de
traitement obtenue était inférieure a 100 uM eetbecconcentration ce composé n’est plus

inducteur (@O etal. 2002).
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Le bézafibrate provoque une répression de I'expmeste 'TARNmM de I'Oatp2 d’un facteur
25-fois par rapport au groupe contréle. Une éindavo de Nakajima eal. a démontré que le
traitement avec 10 mg/kg/jour ou 100 mg/kg/jour BEEZA pendant 10 jours n’induisait
aucun changement des taux d’expression des ARNMd®p2 et de I'Oatpl chez des souris
(NAKAJIMA etal. 2008). Notre étudmm vitro a permis de montrer pour la premiere fois I'effet

du bézafibrate sur I'expression de 'ARNm de I'Gathez le rat.

Pour confirmer cet effet des inducteurs sur l'egpien de |'Oatp2, des colonnes
biochromatographiques immobilisées avec des extra@mbranaires surexprimés ou non en
Oatp2 ont été fabriquées pour étudier la diffusiacilitée des statines. Chaque colonne
contient une phase stationnaire constituée decpt de silice immobilisées avec des
fragments cellulaires d’'un des quatre groupes tlale® traitées ou non. Les colonnes vont
étre nominées par les termes CdGrro,, CMCpex, CMCpcn et CMGeeza. Avant chaque
remplissage de la colonne par la phase stationge@féée, un test par le réactif de Pierce est
effectué pour vérifier la présence de protéinemdubation est effectuée a 37°C pendant 30

min et I'intensité de la couleur pourpre est proponelle a la quantité de protéines dans le
milieu. Ce test est positif et est présenté damh#pitreC. 2. 3. 3.. Il confirme bien que les

protéines membranaires sont immobilisées sur Iggpies de silice.

L’affinité des statines et de la rifamycine sur oedonnes est exprimée par le facteur de
rétentionk’. Plusk’ est grand plus l'affinité des xénobiotiques aveghase stationnaire,
constituée d’'un extrait membranaire surexprimé auen Oatp2, est grande.

Les chromatogrammes de la fluvastatine obtenus glmague colonne CMC sont représentés

sur la figure suivante :
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Figure 49 : Chromatogrammes de la fluvastatine obiess avec les différentes colonnes
CMC a 37°C (phase mobile : tampon phosphate 0,05 npM=7,4 et débit : 0,3 ml/min)

Le tableau 11 et la figure 50 ci-dessous représents facteurs de rétentioki des

pharmacomolécules obtenus a 37°C et a pH = 7,4 gmague colonnek’ représente ici la

diffusion facilitée des xénobiotiques étudiés.

Molécules CMCcontroL CMCpex CMCpcn CMCgeza
Pravastatine 0,23 0,64 0,47 0,29
Mévastatine 0,55 1,14 0,96 0,64
Rifamycine 1,21 1,56 1,31 1,05

Atorvastatine 1,21 1,75 1,26 1,11
Fluvastatine 1,16 1,81 1,26 1,32

Tableau 11 : Valeurs de la rétention k’ des xénotiies sur les quatre CMC
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Figure 50 : Comparaison des valeurs de la rétentikhdes xénobiotiques sur les quatre
CMC

L’ordre de fixation des xénobiotiques sur les geatolonnes est la méme : Fluvastatine >
Atorvastatine > Rifamycine > Mévastatine > Praviista

L’affinité de ces xénobiotiques avec la phase atataire est plus grande pour la Ch que
pour les autres colonnes. Par exemple la diffufacilitée de la pravastatine est de 0,23 et
0,64 pour respectivement les colonnes @¥GroL et CMGex. Cette diffusion est faible
voir insignifiante pour la CMgeza. Ces résultats semblent bien se corréler aveddesées
obtenues sur l'expression de I'ARNm de I'Oatp2. Effiet, cette expression est plus
importante pour les hépatocytes traités avec laméthasone qu’'avec les autres traitements.
L’ordre de diffusion facilitée sur ces colonnesfffres semble étre la méme que celle obtenue
sur la colonne Oatp2 (chapit® 2.). Selon GENG etal., la diminution de la toxicité de la
digoxine chez des rats prétraités avec des lig@XxR était due a une augmentation de sa
diffusion dans le foie via l'activation des récapte nucléaires PXR et la régulation ou la
surexpression de I'Oatp2 HENG et al. 2005). De plus, l'activation de ces récepteurs
nucléaires par I'acide lithocholique et 'augmeittatde I'expression de I'Oatp2 provoquent

la diminution de la synthése des acides biliaires’'aigmentation de leur diffusion
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(STAUDINGER etal. 2001, GIENG etal. 2005). Cette expression de I'Oatp2 serait régpége
I'activation du PXR via I'élément de réponse DR3) nucléotide présent au niveau du
promoteur de I'Oatp2, qui induirait la transcriptidu géne de ce transporteur membranaire
(Guo etal. 2002, LWUTTRINGER etal. 2002). Ainsi 'augmentation de I'expression dedtp2
par la DEX peut induire une augmentation de lauditin des xénobiotiques donc de leur
rétention sur la CMgex. HASEGAWA etal. ont démontré que le transport de la pravastatine a
travers les hépatocytes chez des rats diabétigliésh® était favorisé par une augmentation
de I'expression de I'Oatp2 $EGAWA etal. 2010).
Une étude de I'effet de la rifamycine, un inhibitele 'Oatp2, sur la fixation des statines sur
la CMCoex a été effectuée. La rifamycine a été ajoutée ecdmsentrations croissantes dans
le milieu d’étude. Apres chaque concentration,dine est lavée et les statines réinjectées.
Les temps de rétention obtenus sont a 0,1 % leseséme ceux obtenus & 0 mM de
rifamycine dans le milieu d’étude. La figure 51 rtrenla variation de la diffusion facilitée
des statines quand la concentration de rifamyanaugmente dans le milieu d’étude.

K

2,0
18

1,6 -
14 -
1,2 | Fluvastatine
1,0 -
0,8 1

0,6 ¢ - T
0,4 - .
Pravastatine

0,2 ¢

L 4

.

0,0

‘ ‘ ‘ ¢ (mmol/L)
0 0,005 0,01 0,015 0,02

Figure 51 : Effet de la concentration en rifamycing) sur la diffusion (représentée par k')
des statines sur la CMggx a 37°C
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La rétention des statines sur la CM¢ diminue avec I'augmentation de la concentration en
rifamycine dans le milieu d’étude. Cette diminutiest plus importante et accentuée aux
concentrations inférieures a 0,005 mM avec uneepplus forte. Cependant a partir de cette
concentration la diminution de la diffusion fa@kt des statines est faible et 'augmentation de
la concentration en rifamycine ne l'affecte paspirdl est possible qu'a partir de cette

concentration la totalité des sites actifs de Ifasoit encombrée et qu’aucun pore actif ne

soit accessible aux statines.

En conclusion cette nouvelle technique qui palie l'utilisaticiu détergent dans la
solubilisation des protéines, permet une étudeadbfiusion facilitée des xénobiotiques. Les

résultats obtenus ont confirmé les données obteswrela nouvelle colonne Oatp2 (chapitre
C.2.). Le coefficient de corrélatiorr?(= 0,89, figure 52) semble indiquer que la colonne

Oatp2 permet d’étudier la diffusion facilitée degngbiotiques aussi bien que celle

immobilisée avec I'extrait membranaire surexpriméaatp2 (CMGex ou CMGoarp).

k' Oatp2

2,1 -
1,9 - Atorvastatine Fluvastatine

1,7 ¢

1,5

Mévastatine Rifamycine

1,3 -
1,1 - ¢
0,9 -
0,7 Pravastatine

0,5 : ‘ ‘ w k CMCpex
0,3 0,8 1,3 1,8 2,3

Figure 52 : Corrélation entre les valeurs de la flision facilitée (représentée par k') des
xénobiotiques sur la colonne Oatp2 et la CM&
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Cependant la CMC est beaucoup plus lourde dangpsmessus de mise au point que la
colonne Oatp2. En effet elle nécessite un mat@imbgique, des rats de laboratoire. Ces
animaux doivent étre acclimatés en animalerie awmntpouvoir étre utilisé dans nos

expérimentations ; ensuite un isolement des hépa®eEst nécessaire. En effet, I'induction
des protéines membranaires passe d’abord par [@natéon des cellules et leur culture

pendant 72 h. Ensuite I'extrait membranaire suliexfprou non en Oatp2 doit étre préparé et
immobilisé sur des particules de silice (CMg»+) pour étudier enfin la diffusion des

xénobiotiques. Par contre la colonne Oatp2 estamh@nne dont la mise au point est plus
simple et plus rapide. L’'Oatp2 et les colonnesadipropylamines sont disponibles dans le
commerce et la technique d'immobilisation dure &uspl8 h. La méthode de greffage des
protéines sur un support en silice ouvre de noesgherspectives pour étudier la diffusion

facilitée des xénobiotiques avec d’autres protémesbranaires.
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CONCLUSION GENERALE ET
PERSPECTIVES
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La mise au point de nouvelles colonnes chromatdgnaps pour étudier les propriétés
pharmacologiques des xénobiotiques a suscité w@réintmajeur. En effet, ce sont des
techniques de screening rapides et fiables. Ekemgitent, en utilisant la chromatographie
liquide haute performance (CLHP), d’analyser einileux comprendre les processus physico-
chimiques impliqués dans le mécanisme d’associates)xénobiotiques sur les différentes
phases stationnaires remplissant une colonne chognaghique.
Le but de cette étude était de mieux appréhendmrayser, par la mise au point de nouvelles
colonnes chromatographiques, les associations doddis dans les diffusions passive et
facilitée des statines a travers les membrane®dimles. Ainsi les différentes méthodes
chromatographiques utilisées pour atteindre cetabibjsont constituées de différents supports
tels que la membrane artificielle immobilisée (MAIg transporteur polypeptide d’anion
organique 2 (Oatp2) ou des extraits membranainexgtmés ou non en Oatp2 (CM&p2+)
greffés sur des particules de silice. Ces deux ig®®n nouvelles colonnes
biochromatographiques ont été développées au seinotte laboratoire pour étudier la
diffusion facilitée des statines a travers les h@pades.
Ces différentes méthodes ont permis de tirer eglta#s généraux suivants :
> La diffusion passive des statines ou leur fixasanla MAI est pHdépendante
> Le rble prépondérant des interactions hydropholsess da diffusion passive des
statines
> Lintensité des liaisons de van der Waals et hydneg sur le mécanisme
d’association des statines
> La fonction catalytique du groupement phosphatéadéte polaire de la MAI a été
montrée pour la premiére fois. Il joue un réle deeatte a protons en modifiant le pKa
des statines
> L'influence de certains ions tels que le magnésetre calcium sur la diffusion

passive des statines et sur le processus d’assocsiitine-MAIl a été démontrée. De
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maniere générale, le magnésium diminue la diffusten la pravastatine mais
augmentent celle des autres statines
> La diffusion facilitée des statines se fait graagea interactions électrostatiques avec
le site actif positivement chargé de I'Oatp2
Les données obtenues sur la colonne Oatp2 sontarépypavec les résultats obtenus sur une
nouvelle colonne dont la phase stationnaire eststtage d'un extrait membranaire
surexprimé en Oatp2. Pour cela les hépatocyteétértaités par différents inducteurs.
> La dexaméthasone (DEX) permet une augmentatioriegdpréssion de 'ARNm de
I'Oatp2
> La CMGCpex est la colonne avec laquelle la diffusion facditdes statines est la plus
importante
> Les résultats obtenus sur la colonne Oatp2 et |&€EHdsont similaires. La colonne
Oatp2 est une nouvelle colonne plus simple a exatlsin point de vue expérimental
et qui permet d’étudier la diffusion facilitée dstatines
Ce travail de recherche démontre l'importance d@ennes biochromatographiques dans
I'analyse des processus de transport des xénobéstign utilisant la chromatographie liquide
haute performance (CLHP). La phase stationnairgpZ)atouplée a une colonne d’analyse
séparative classique (type colonne C18) et a umtspele masse (SM) (i.e., CLHP-
Oatp2/CLHP-C18/SM), devrait permettre de faire é#sdes de type « screening » pour
trouver et développer de nouveaux inhibiteurs $iofigis pour chaque membre de la sous-
famille des Oatps. Cette méthode de greffage deatp® sur des particules de silice
propylamine ouvre de nouvelles perspectives dansmiae au point de colonnes
biochromatographiques greffées avec les transpsrtetembranaires des xénobiotiques

ciblés.
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