N
N

N

HAL

open science

ETUDE du CYTOCHROME P450 2J2
HUMAIN :Recherche de substrats et d’inhibiteurs
sélectifs ;Détermination de la topologie de son site actif
Pierre Lafite

» To cite this version:

Pierre Lafite. ETUDE du CYTOCHROME P450 2J2 HUMAIN :Recherche de substrats et
d’inhibiteurs sélectifs ;Détermination de la topologie de son site actif. Autre. Université René Descartes

- Paris V, 2007. Frangais. NNT: . tel-00192090

HAL Id: tel-00192090
https://theses.hal.science/tel-00192090
Submitted on 26 Nov 2007

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00192090
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE PARIS DESCARTES
Ecole doctorale Médicament

Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé
Spécialité : Chimie

THESE
présentee par
M. Pierre LAFITE
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE LUNIVERSITE PARIS DESCARTES

ETUDE du CYTOCHROME P450 2J2 HUMAIN
Recherche de substrats et d’inhibiteurs sélectifs ;
Détermination de la topologie de son site actif

Soutenue le 14 Juin 2007

Membres du Jury :
Rapporteurs
Dr. Daniele WERCK
Dr. Jean-Pierre SALAUN
Examinateurs
Pr. Arnaud DUCRUIX
Dr. Francois ANDRE
Dr. Daniel MANSUY (Directeur de these)

Theése réalisée au Laboratoire de Chimie et Biochimie Phatogiqoes et Toxicologiques
UMR CNRS 8601 - Université Paris Descartes, sous la directioDrdDaniel Mansuy
Université Paris Descartes, 45 rue des Saints-Péres 7%2is0dedex 06




Page 2



Résumé :

Ce manuscrit présente une étude fonctionnelle et struetdialcytochrome P450 2J2 humain
(CYP2J2), enzyme exprimée dans les tissus cardiovasclaoat les roles biologiques sont mal
connus. En utilisant la terfénadone comme base structuyailest un composé oxydé régiosélective-
ment par le CYP2J2, plusieurs composés ont été synthétisémseevélés étre des inhibiteurs affins
et sélectifs du CYP2J2. En particulier, un inhibiteur tréfadt compétitif (Ki = 160 nM) et deux
substrats suicides efficaces du CYP2J2 (kinact/Ki 3000 L&poht été mis en évidence. L'étude
de 'oxydation de ces composés par le CYP2J2 a révélé unesgdgativité surprenante, en faveur
d’une position chimiqguement moins réactive vis-a-vis deglations. La caractérisation du site actif
du CYP2J2 et I'identification de résidus importants pour rmaissance des dérivés de terfénadone
a pu étre réalisée en construisant un modele par homologae3iatte enzyme et par le docking de
certains dérivés dans le site actif du CYP2J2. Enfin, une grélieninaire des réles biologiques pos-
sibles du CYP2J2 a été réalisée en étudiant les effets iabitie ce P450. En conclusion, ce travail
a permis de caractériser les premiers outils biochimiquéside des réles biologiques du CYP2J2,
de proposer une premiere topologie du site actif du CYP2J&affiner les réles biologiques du
CYP2J2.

Mots clés :Hémoprotéines, monooxygénases, terfénadine, ébastickind sous contraintes
douces, époxydation de I'acide arachidonique.

Abstract :

This manuscript deals with the functional and structuratigtof human cytochrome P450 2J2
(CYP2J2), an enzyme mainly expressed in cardiovasculaesssvhose biological roles are not well-
known. We used terfenadone, regioselectively oxydized b2, as a starting point for design and
synthesis of several compounds, which revealed to be affidesalective inhibitors of this P450.
In particular, one affine and selective inhibitor (Ki = 160 nhihd two efficient mechanism-based
inactivators (kinact/Ki 3000 L/mol/s) of CYP2J2 were iddietl. The study of the CYP2J2-catalyzed
oxidation of some of these compounds revealed a surprisgigselectivity, favoring a less reactive
position, regarding the reactivity towards oxidation. Td@racterization of the active site and the
identification of important residues for terfenadone denixes recognition by CYP2J2 was achieved
using an homology 3D model of this enzyme, and docking of reév@ibstrates in the active site.
Finally, a preliminary study of the potential biologicales of CYP2J2 was performed by looking at
the inhibitory effect of several compounds involved in tesaular relaxation pathways. In conclusion,
this work provides the characterization of the first biockeintools to study the biological roles of
CYP2J2, the first description of the active site topology astudy on CYP2J2 biological roles.

Keywords :Hemeproteins, monooxygenases, terfenadine, ebastiftegstrained dynamic do-
cking, arachidonic acid epoxidation.
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CHAPITRE I. INTRODUCTION

I-1 Introduction générale sur les cytochromes P450.

I-1.1 Présentation des cytochromes P450.
[-1.1.1 Historique de la découverte des P450s.

(a) Découverteetdéveloppemerte 'étude du métabolismaesxénobiotiques.

Les débuts de I'étude du métabolisme des xénobiotiquegpsoftndément liés a ceux de la chi-
mie organiqugMurphy, 2001) Dans la premiére moitié du XFxsiecle, F. Wdélher fut le premier a
démontrer I'utilité potentielle de la chimie organique eétdvant la synthése totale de I'urée. Cette
étude 'amena également a comprendre les transformatiooitmiques des composés exogenes qui
se produisent dans les organismes vivants. A la suite dess@sik, la premiére étude de métabolisme
chez 'homme fut réalisée par A.Ure en 18d1re, 1841)qui montra la conversion de I'acide ben-
zoique en acide hippurique. Ce résultat a ensuite été conpamé/. Keller en 184ZKeller, 1842)
qui démontra la formation d’un adduit hydrophile entre idecbenzoique et un composé endogene,
la glycine (Figure I.1).

0 Glycine o
H,N"~COOH
- > H
Acide Benzoique Acide Hippurique

Figure I.1 —Détoxification de I'acide benzoique chez 'homme

L'étude menée en 1867 par O. Schultzen et B. Naunyn sur leotraation de composés dérivés
du benzeéne chez le chien démontra la capacité de I'orgarisimgder ces dérivés ingéréSchultzen
et Naunyn, 1867)Par la suite, en 1876, E. Baumann détecta la présence diesué&ivés du phénol
et de I'indole dans les urines d’un chi@aumann, 1876)Jne étude similaire menée par O. Schmie-
deberg et H. Meyer démontra que le camphre était éliminé angrines sous forme d’'un adduit
d’acide glucuroniqu¢Schmiedeberg et Meyer, 1879)

Toutes ces observations ont mené R.T. Williams a énoncerilesjges fondamentaux de la dé-
toxification des xénobiotiques par les organismes vivgWtiliams, 1947) Celle-ci s’effectue en
deux étapes chimiguement différentes (figure 1.2) :

— Une premiére phase denctionnalisation (ou phase ) du composé endogene permet d’intro-
duire une fonction hydrophile. Cette fonction est ajoutéeuyp oxydation, mais dans certains
cas, elle peut apparaitre a la suite d’'une hydrolyse ou d'&eaction.

— La seconde phase denjugaison(ou phase Il) consiste a former un adduit avec un composé
tres hydrophile, comme I'ion sulfate, le glutathion, owclde glucuronique. Le composé conju-
gué, beaucoup plus hydrosoluble, peut ensuite étre exdedtérganisme par la voie urinaire
ou biliaire.

La position intermédiaire du foie entre I'intestin et lactifation systémique a orienté I'étude du

métabolisme vers cet organe. Dans cette optique, G. Milleriller démontrerenin vitro I'impli-
cation des cellules hépatiques du rat dans la transformdtiaimethylaminoazobenzeé(dueller et
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CHAPITRE I. INTRODUCTION

Phase | Phase I

Absorbtion Forctionnalisation Conjugaison Elimination (urines, bile
—_— —_—
——> R=H—>» R=0—=H—> R—O—Q —
—_— —_—
Figure 1.2 —-Schéma du mécanisme de détoxification des xénobiotiques
Miller, 1949). A la suite de ces travaux, J. Axelrod et B. Brodie montréreptlge enzymes membra-

naires hépatiques pouvaient convertir des xénobiotiquessréactions ne pouvant se produire qu’en
présence de NADPH et d’oxygéne moléculgBzodie et al., 1955)

(b) Identificationet caractérisationdescytochrome$450.

En 1958, M. Klingenberg et D. Garfinkel mirent en évidence igment dans des fractions mi-
crosomales hépatiques de rat et de cochon qui, réduit pathlerdte ou le NADPH, présentait une
absorption caractéristique a 450 nm en présence de monoeydarbon€Klingenberg, 1958; Gar-
finkel, 1958) Puis les travaux de T. Omura et R. Sato permirent d’élucalstrlicture biochimique
de ces pigments, en montrant qu’il s'agissait d’hémopnet&i appelées par la suite « cytochromes
P450 »(Omura et Sato, 1962, 1964h,&u début des années 1960, I'implication des cytochromes
P450 dans la biotransformation des stéroi@esgabrook et al., 1963)uis dans I'oxydation des com-
posés exogeng€ooper et al., 1965t établie.

Apoprotéine

Face Distale

Face Proximale

Figure 1.3 —Représentation schématique d’'un cytochrome P450

Dés lors, durant les trois décennies qui ont séparé la premidrification d'un P450 en 1970
(Yu et Gunsalus, 1970j)e la premiére résolution d’'une structure d’'un P450 de mdemenen 2000
(Williams et al., 2000)la complexité et la diversité de la superfamille des cytoofes P450 a pu
étre apprehendée. Ainsi, plus de 6400 genes codant pouytdetiomes P450 ont été répertoriés en
octobre 2006 dans un nombre trés important d’'organismesisv chez les bactéries, dans le monde
végétal et animal.
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Tous les P450s identifiés jusqu’a présent sont des hémamstéonstituées d’'un heme relié a
'apoprotéine par un groupement cystéinate complexarrledd ce groupe prosthétique (Figure 1.3).
— L'apoprotéine est composée d’une chaine polypeptidiguaasse moléculaire comprise entre
45 et 60 kDa. La diversité des P450s est naturellement li@es@dquence primaire en acides
aminés de cette chaine protéique.

— L’'heme est constitué d’une protoporphyrine IX de Fer (figd). Au sein des P450s, ce métal
est lié aux quatre azotes pyrroliques de la porphyrine ebafresde la cystéine axiale. Le fer
peut étre hexacoordiné, le sixieme ligand pouvant é4@,HCO, ou une autre molécule. Dans
le cytochrome P450, le plan de 'heme définit deux régiondadaproximale située du coté
du ligand cystéinate et la fackstale contenant le site actif de 'enzyme.

N\

HOO

HOOC

Figure 1.4 —Protoporphyrine IX de fer constituant 'héme des cytochromes P450

I-1.1.2 Diversité des cytochromes P450.

(&) Unemultiplicité degenes.

Le nombre de génomes séquencés augmentant exponentiglidepeiis environ 10 ans, plus de
6400 géenes codants pour des cytochromes P450 ont été igemi#ns 'ensemble des organismes
vivants. Il faut noter que parmi ces 6400 genes, prés de 1808sycodants pour des P450s ont été
répertoriés en 2006. Une base de données regroupant teateéduences est régulierement mise
a jour sur le site de D.R. Nelsohtfp://drnelson.utmem.edu/ CytochromeP450.ptié nombreux
organismes vivants expriment des génes de P450s. On retainsi des représentants de cette super-
famille chez les bactéries, les champignons, les végétdex animaux. Le nombre de génes codant
pour des P450s est tres variable selon I'espéce considenéen dénombre ainsi 57 chez 'homme
tandis que le riz en contient plus de 3@gelman-Sundberg, 2003)ans les cas des procaryotes, les
P450s sont des protéines cytosoliques, tandis que cheadasyetes, les P450s sont membranaires,
localisés dans différents compartiments cellulaires. @tindjue les cytochromes P450 mitochon-
driaux, les cytochromes P450 microsomaux, fixés aux merebrda réticulum endoplasmique, et
les cytochromes P450 plastidiaux chez les végétaux.

Sur la base d’alignements de séquences et d’arbres phyigées d’évolution, D. Nelson a émis
I'hypothese d’'un géne ancestral commun qui serait a I'nagle tous les P45@#lelson, 1999)Ce
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CHAPITRE I. INTRODUCTION

gene commun, apparu il y a environ 3,5 milliards d’annéegz &b& bactéries, serait tres proche du
seul P450 présent dans tous les organismes : le CYP 51. Ce R4bBeda 14a-déméthylation du
lanostérol, intermédiaire qui intervient tét dans la clkaie synthése des stérols. La complexification
de la biosynthése des stérols pourrait donc étre liée a dagiiication de ce CYP, au fur et a mesure
de I'évolution. D’autre part, I'apparition de menaces exogs dans le monde végétal ou animal ex-
plique également la différentiation de ce CYP51 vers d’'autsgochromes P450 spécialisés dans la
détoxification des xénobiotiqué¢®i et al., 2006)

Malgreé I'importante diversité génique des cytochromes®®48tte superfamille est caractérisée

par deux séguences protéigues consensus (figure 1.5) :

— Une premiere séquence, située du c6té proximal de I'ie@x(R/H)XCxG. Appelée « Cys-
Pocket », elle contient la cystéine ligand du fer et est c@msie comme la signature peptidique
de la superfamille des P450s. Cette séquence participe atienaie I'héme au sein de I'apo-
protéine (voir partie I-1.3).

— Une seconde séquence, du cote d{&a\)Gx(E/D)T, moins bien conservée au sein des P450s,
qui joue un role dans I'activation de I'oxygéne moléculdes de la catalyse (voir paragraphe

[-1.2.2).

350 353 357 359 249 252

CYP101(P45¢am) Il ¢ HIEll s H LI L K& ... G2 L DREV
CYP 102 (P450BM-3i=8l G NNl O R A KA | KeX ... AN H ERN T
CYP 1A1 S G L K R K el | Nef ... ANl F D BN |

CYP 3A4 S G SE P R Nl | Nef ... ANl Y ERN T

CYP 2J2 s | el K R A ol L HeR .. ANl T ERBT
441 444 448 450 312 315

Sequence F x x G xRHx C x G AAGG x EEDT x

concensus

Figure 1.5 —Séquences concensus caractéristiques des cytochromes®45

Du fait du nombre important de P450s exprimés dans le mongmaiyiune nomenclature en
famille et sous-famille basée sur l'identité de séquence&kaborée. Pour que deux P450s soient
membres d’une méme famille, leur identité de séquence tteitd@ plus de 40 % ; pour une méme
sous-famille, elle doit étre supérieure a 55 %. La nomeamatveut que la famille soit indiquée
par un chiffre arabe suivi d’'une lettre correspondant a lesgamille, puis un chiffre identifiant le
P450 individuellement. Ainsi, le cytochrome P450 dénommdé@Y¥2 appartient a la famille 2, sous-
famille J, et est le second représentant de cette soustidamil

(b) Unediversitédesréactionscatalysées.

Une des particularités des cytochromes P450 est leur ¢amacatalyser une multitude de réac-
tions de monooxygénation (figure 1.6), dont I'hydroxylatiest la plus répandue. Ces réactions de
monoxygénation nécessitent la présence d’oxygene maléewdt d’'un donneur d’électrons et de
protons. Par ailleurs, des réactions de déshydratatienisdenérisations et des réductions ont aussi
été observéefOrtiz de Montellano, 2005; Guengerich, 2001; Mansuy etiBaitt2000)
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Figure 1.6 —Réactions d’oxydation généralement catalysées par les oghromes P450D’aprés
Mansuy et Battioni, 2000

(c) Desrblesvariés.

Cette variété de réactions catalysées permet aux P450sateujouible important dans la trans-
formation des molécules endogénes et exogenes. Les aytnebrP450 ne jouent pas le méme réle
selon les organismes dans lesquels ils sont exprimés.

(c)-i La métabolisation des xénobiotiques.

Les cytochromes P450 sont les principales enzymes im@gdans la phase | du métabolisme
des xénobiotiques. lIs participent a I'élimination des pogés exogénes comme les médicaments, les
toxines ou les polluants en complétant I'action défensivesysteme immunitaire destiné a prendre
en charge les macromolécules. Dans certains cas, cergiabiotiques peuvent devenir source de
toxicité car les P450s forment un métabolite réactif étgaitile capable d’alkyler d’autres protéines
cellulaires (voir partie 1-1.4.3).

(c)-ii  Le rble des P450s dans la biosynthese et la biodégradales composés endogéenes.

Chez les procaryotes, certains cytochromes P450 particgpnbiosynthése de composés en-
dogenes, comme les stérols ou des antibiotiques assurdafdase du microorganisme. Chez les
eucaryotes, la synthese des stérols nécessaires aux mesipfasmatiques fait également interve-
nir des cytochromes P450 (cholestérol, ergostérol) ; laymithese des hormones stéroidiennes, des
eicosanoides, des rétinoides ou de certaines vitamindigurapt des P4508Guengerich, 2005)
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(d) Unegammeadesubstratstendue.

Les cytochromes P450 catalysent I'oxydation d'un tres graombre de substrats. Les cyto-
chromes P450 participant a des chaines de biosynthésearatospnt spécifiques d’un seul substrat,
tandis que les P450s impliqués dans le métabolisme des ixéigoles montrent une trés faible spé-
cificité de substrat. Ces derniers sont capables de métabdks substrats de polarité ou de taille
trés variables. L'exemple type est le cytochrome P450 hur®a#, capable de métaboliser 50% des
médicaments prescrits chez 'homrfieendic, 2002)D’autre part, il est a noter qu’un substrat peut
étre oxyde differemment par un seul P450, et que la mématéatioxydation d’un substrat peut étre
catalysée par plusieurs P450s.

I-1.2 Propriétés chimiques des P450s.
I-1.2.1 Interactions entre le P450 et un compose fixé au seimudite actif.

Le fer peut accepter une coordinence de 6. Dans le cas duhegtoe P450, le fer est pentacoor-
diné par les 4 azotes pyrroliques de 'heme et par le thialatka cystéine. Il peut donc accepter un
sixieme ligand, qui peut étre une molécule d’eau ou un ataedinant d’'un composé fixé dans le
site actif. Ces variations dans I'état de coordination diséetraduisent par des signatures spectrales
caractéristiques dans le domaine UV-visible (figure 1.7) :

A I'état natif , le Fé"' de 'héme existe en équilibre sous deux états de spin, dépede son état
de coordination :
e un état de bas spiS= % dans lequel le fer est hexacoordiné et dans le plan de I’heme
Le sixieme ligand est généralement une molécule d’eau. bérmen d’absorption de cette
espéce P& est situé aux environs de 420 nm.
e UN état de haut spiS= % correspond a un e pentacoordiné situé en dehors du plan de
I’'héme. Cette espéce a un maximum d’absorption a 390 nm.

En présence d’un composé exogene qui se fixe au sein du site fadtdis cas se présentent :

e Lorsque le composé hydrophobe rentre dans le site actihasse la molécule d’eau
coordinant le fer dans I'état bas spin. Le'fese retrouve donc a I'état haut spin, avec un
maximum d’absorption a 390 nm. Cette interaction estintezaction de type | dont le spectre
différentiel est constitué d’un pic a 390 nm et d’'une valle&a nm.

e Si ce composé porte un atome d’oxygéne accessible au femeame fonction alcool
ou éther, cet oxygene peut complexer le fer pentacoordirdgraer unenteraction de type
| inversé. On retrouve ainsi le P& sous forme de bas spin avec un pic d’absorption en UV a
420 nm. Le spectre différentiel résultant comporte alorpia@ 420 nm et une vallée a 390 nm.

Il est a noter que dans certains cas, I'arrivée d’un subddnas le site actif peut favoriser la fixa-
tion d’'une molécule d’eau comme sixieme ligand du fer, etrdorégalement une interaction
de type | inversée.

e Uneinteraction de type Il est observée dans le cas ou le composé exogéne comporte
un atome d’azote ou de soufre pouvant complexer |&.Aee Fé! absorbe alors entre 425 et
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435 nm, et le spectre différentiel montre un minimum vers-890 nm et un maximum vers
425-435 nm.

Type linversé A\ may= 420 nnj Type | Amax= 390 nm
Amin= 390 nm Amin= 420 nm

. N N
T B
. NN
. Fe' N | —E
5 . HS
ws Amax= 390 nm
R-OHH Tl R-H
ETAT NATIF

BS
Amax= 420 nm

BS
Amax= 420 nn
T NRR'R"
(ou RSRY)
Type Il Amax= 425-435 nm
Amin = 390-410 nnf

BS
Amax= 425-435 nm

Figure 1.7 —Spectres différentiels des différentes interactions obsetes lors de la fixation d’'un
composeé dans le site actifMansuy et al., 1989) HS : Haut Spin; BS : Bas Spin

I-1.2.2 Cycle catalytique de la monooxygénation des subsifis par les cytochromes P450.

1.

Le cycle catalytique des cytochromes P450 est initié gpéixation du substrat au sein du site
actif, ce qui entraine dans le cas de I'état natif bas spiréfdatement de la molécule d’eau
distale et favorise la position pentacoordinée haut spiccuplexe ferrique .

Cette fixation du ligand induit une augmentation du pogtihii couple F8 /Fd', permettant
le transfert d’un électron qui peut réduire le fer en comglixtreux F&. Dans certains cas, il
semblerait que le transfert de I'électron puisse se predians fixation d’'un composé dans le
site actif(Guengerich et Johnson, 1997)

La réduction du fer est suivie par la fixation de I'oxygeneléoulaire sur le fer, donnant le
complexe ferreux Re— Os.

Le transfert d’un second électron vers ce complexe rédxitgéne en formant I'entité peroxy-
ferrique F&'-OO~, qui par protonation, donne le complexe hydroperox8 f&0OH.

La rupture hétérolytique de la liaison O-O est provoqueaupe seconde protonation, formant
de I'eau et le composé fer-oxo formellement écriY £©.
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6. Ce composé, hautement oxydant, peut transférer son atorRygéne au substrat.
7. Le métabolite sort du site actif.

Il est & noter que dans certains cas, I'oxydation du subyjsénat étre réalisée par I'espéece hydro-
peroxo F&'-OOH. Ces résultats ont été initiés par les travaux de A. Vamagitrent que certaines
époxydations d’oléfines sont réalisées par cette entitigrepar le fer-oxo F&=0 (Vaz et al., 1998)

L'utilisation d’agents oxydant donneurs d’atome d’oxygetels que I'iodosobenzéne, les per-
acides, les hydroperoxydes, les anions £k 10, permet d’obtenir directement I'espece réactive
fer-oxo a partir de I'état natif. On parle ainsi de cycle ¢ales cytochromes P450.

Activité R-O-H R-H
OXY GENASE

)
e e

Ho0

| = |

[
|
[
HO_ R-H Q_ R-H |
o Yo
N AT i !
2H O R @ | |
2¢ S o) s Y
~ S~
VH+\ —Fdls e Activité
REDUCTASE
S\
2 HF
y
H,0 H,0, 0,

Activit € OXYDASE

Figure 1.8 —Cycle catalytique des cytochromes P45(Makris et al., 2005, Mansuy et Battioni,
2000). Le cycle court obtenu par addition d’un composé donneumndiat d’oxygéne est indiqué en bleu; les voies
non-productives ou abortives en rouge et la voie réductaseagron.

(a) \Voiesabortives.

Idéalement, la consommation d’'une molécule de NADPH daitmpagner de I'oxygénation
d’'une molécule de substrat, comme dans le cas du P450 lescE4b@,m ou des P450s spécifiques
des voies de biosynthése endogéne. Cependant, dans le ddd5ssimpliqués dans la métaboli-
sation des xénobiotiques, ce couplage n’est pas aussioeffatades voies secondaires de transferts
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d’électrons, dites « abortives », peuvent se produire, csajtraduit par une formation du complexe
Fé' sans oxydation du substrat. Ce découplage entre transéections et transfert de I'atome
d’oxygéne peut apparaitre au niveau de plusieurs étapegthuaatalytique :
— Le complexe ferreux Fle— O, peut se décomposer en formant I'ion superoxyde 6t le
complexe ferrique B&. Cet ion superoxyde peut alors se dismuter pour donner duxydeo
d’hydrogéne et de I'oxygene moléculaire :

2057 +2H" - H,0,+4+ 0,

— L'addition d’'un proton sur I'atome d’oxygéne qui est ligadu fer dans les complexes per-
oxyferrique F&'-O0~ ou hydroperoxo PE-OOH se traduit par la formation de 'Feet d’'une
molécule de peroxyde d’hydrogéne :

H
| H*

Fé'-00™ + Ht — Fd!l-000 — H50, + Fd!
H

I
F-O0H +H" — Fé!l-OOH — H0, + Féll

— Lentité fer-oxo F¥=0 peut redonner également I'état natif'Faprés consommation de deux
protons et de deux électrons :

Fe'=0+2H" +2e — H,0 +F€"

L'ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogene libérés comstit une source potentielle de stress
oxydant. Cette activitéxydasedes P450s est généralement plus importante que I'actaiédytique
oxygénaserésentée précédemment dans le cas des P450s microsonagsigerdécouplage dépend
de parametres qui influent sur la vitesse de transfert detr@hs ou des protons, comme l'acces-
sibilité de I'eau au site actif, un positionnement du sudistirop éloigné du fer, I'absence de sites
suffisamment réactifs sur le substfdtueller et al., 1995)

(b) Etudedel’existencedesintermédiairesdu cyclecatalytique.

Le cycle catalytique des cytochromes P450 a été étudié ail dans le cas du P459, et de
certains de ses mutants, qui catalysent I’hnydroxylatigmoréet stéréo- sélective du camphre.

— Les premiers intermédiaires du cycle catalytique des £466 deux états natifs, écamphre
et Fél/camphre) ainsi que le dernier complexe'{fieydroxycamphre) ont été caractérisés par
de nombreuses études cristallographiques et spectrosesgMakris et al., 2005)On ob-
serve trés peu de différences structurales entre les deopases F€/camphre et Fécamphre
(Schlichting et al., 2000)

— La structure du complexe feD,, résolue par cryo-cristallographie a 10q8chlichting et al.,
2000) révele un déplacement du camphre, I'apparition de madscdleau, et la stabilisation
de I'oxygéne par des liaisons hydrogenes auxquelles getitcertains acides aminés du site
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actif (Asp251 et Thr252) (figure 1.9).
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Figure 1.9 —Comparaison entre les structures du camphre Fé (A) et Fe' — O, (B), d’aprés
Schlichting et al., 2000 A la suite de la fixation de 'oxygéne moléculaire, le groupebonyle de Asp251 subit
une rotation, entrainant un déplacement de la chaine legearhr252 qui peut alors former une liaison hydrogéne avec
le dioxygene. La présence de molécules d’eau (représestidasu clair) se traduit par une structuration du site alcii#

a une chaine de liaison hydrogéne.

— I n’y a pas de preuves cristallographiques bien définid&distence des complexes peroxo-,
hydroperoxy- et oxo- du fer. Cependant, I'équipe de B. Hoffmarpu caractériser par spec-
troscopies ENDOR et RPE les complexes peroxo- et hydroperBwyr cela, I'irradiation par
rayonsy des échantillons a tres basse température (77 K et 6K) a i@y pour ne réaliser
gu’une étape du cycle catalytique a la fois et observer ks ébtenugDavydov et al., 2001)
L'espéce F&=0 n’a pas pu étre observée, car la transformation du complék-OOH produit
directement I'espéce Behydroxycamphre, sans passer par le fer-oxo.

(c) Meécanismel'activationdel’oxygéne.

La structure tri-dimensionnelle de l'intermédiaire'Fe O, révéle I'importance de la poche dis-
tale dans le transfert des protons et dans I'activation abeyieéne(Schlichting et al., 2000)Des
changements conformationnels du squelette peptidiquesthaines latérales autour du site actif
se produisent lors de la fixation du dioxygene, entrainapplarition d’'un réseau de liaisons hydro-
genes. Lesrésidus Asp251 et Thr252 semblent jouer un rlertamt dans le mécanisme d’activation
de I'oxygene. Ainsi, des études d’effets isotopiques ssgrrdatants D251N montrent I'importance
du role structural d’Asp251 dans le réseau de molécules d’eau évoqué précédemmentgabis é
ment dans la coupure hétérolytique de la liaison @EP@prez et al., 1994; Gerber et Sligar, 1994)
Les études de RPE et ENDOR cryogéniques sur le mutant T252mamiré I'existence de I'espece
Fd''-OOH sans observer I'hydroxylation du subsif@avydov et al., 2001)Ce résultat montre donc
gue dans le cas du P45, la thréonine 252 est impliquée dans le transfert du secmtdmpdu cycle
catalytique.
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(d) Lemécanismeu P450cancommeparadigmepour touslesP450s ?

Le mécanisme catalytique présenté en figure 1.8 se retroans thutes les monooxygénases a
P450. Cependant, le mode d’activation de I'oxygene semifiereli selon les P450s, les protons né-
cessaires a la catalyse pouvant étre fournis par les rédidBg50, mais également par une molécule
d’eau ou méme par le substrat lui-méme. Ainsi, D.F. Lewis atnédogu’'une mutation de la thréo-
nine correspondant a Thr252 du P45Pavait pour conséquence une réduction trés importante de
I'activité des P450s de la famille @ ewis, 1998) De plus, des P450s ne possédant pas cette thréo-
nine possedent une activité catalytiqiéroya et al., 1994; Cupp-Vickery et Poulos, 199afin, le
transfert des protons dans le P450semblent dépendre trés fortement de la structure des atgostr
fixés dans le site actif, comme cela a été montré par I'équed. tHoffmann(Davydov et al., 2005)

[-1.2.3 La chaine de transfert d’électrons.

Les cytochromes P450 catalysant principalement des oéaatie monooxygénation, il est néces-
saire d’apporter des électrons au substrat. Ces électromgasonis par le NADPH ou le NADH.
Cependant, pour les transmettre jusqu’a 'heme, lieu detklys®, plusieurs protéines peuvent étre
impliquées dans le transfert d’électrons. On distinguadasses majoritaires de systémes de trans-
fert d’électrongPaine et al., 2005)voir figure 1.10). Deux autres classes sont également rerées,
mais beaucoup plus rarement.

CLASSE |
(B) FxR  Fx P450

- @ = %
i N
NAD(P)H
©

NAD)P*
Y@ %
NAD(P)H ’
CLASSE Il

©) ®
CPR P450 Réductase Oxyggnas:

- %%
NAD(P)H ‘

Figure 1.10 —Partenaires de transfert d’électrons des cytochromes P45@apres Paine et al.,
2005. La classe | comprend les P450s mitochondriaux (A), la m&ates P450s solubles (B) et certains systémes
fusionnés comme le CYP RhF (C). La classe Il comprend les $d60éticulum endoplasmique (D) et les P450s qui
incluent une réductase a deux flavines comme le CYP BM-3 (E).férredoxine, FxR : ferredoxine réductase, CPR :
cytochrome P450 réductase.

e La classe Ifait intervenir dans la chaine de transfert d’électronsateymes a centre fer-soufre.
Les électrons du NAD(P)H sont prélevés par une ferredox@deictase a flavine FAD puis

Page 23



CHAPITRE I. INTRODUCTION

transmis a une ferredoxine a centre fer-soufreSreCette ferredoxine transfere ensuite les
électrons au P450 pour permettre la catalyse. Cette classemoa tres grande majorité des
P450s bactériens et les P450s mitochondriaux. Il convandiajouter a cette classe des nou-
veaux systemes identifiés réecemment comme le P45QRbBerts et al., 2002hui est une
protéine de fusion contenant une réductase a flavine FMN puot@ine type-ferredoxine a
centre fer-soufre et le cytochrome P450.

e Laclasse llest constituée par les sytemes qui contiennent une rééuetdsux flavines (FAD et
FMN). Ici, cette réductase est le seul intermédiaire estiéADPH et le P450. Cette classe re-
groupe les P450s microsomaux dont la réductase, appeléehtgmoe P450 Réductase (CPR),
est ancrée sur la membrane du réticulum endoplasmiquehgrhcP450. Un second systéme,
qui n'est pas spécifigue des P450s, peut également partmiptransfert d’électrons vers le
P450. Les électrons du NADH sont transférés via la cytockrigynéductase vers le cytochrome
bs, qui transfere ensuite les électrons vers le P@frter, 2002)Du fait de la colocalisation
de ces enzymes avec la P450 réductase sur la membrane,rddertead’électrons « croisés »
entre ces deux systemes peuvent également étre observiesn€BA50s microbiens tels que
le cytochrome P450 BM3 issu @acillus Megateriunappartient a cette classe, car ce P450 est
une protéine de fusion entre le P450 et une réductase a deinefia

D’autres P450s catalysant des isomérisations ou des d@ésaijdns ne nécessitent pas d’apport
d’électrons extérieurs ou d’'oxygéne moléculaire. Les satstransformés sont généralement riches
en électrons, comme des hydroperoxydes ou des endopesoBida qu’'aucun systéme de transfert
d’électrons ne soit présent, on définit tout de méndase Ill, qui comprend ces systemes.

Le P45Q,, catalyse la réduction du monoxyde d’azote NO et recoit sestréns directement
du NADH, sans protéine intermédiaif@akaya et al., 1999)Ce P450 est le seul représentant de la
classe IV.

I-1.3 Structure des cytochromes P450.

Entre la premiere structure de P450 soluble publiée en {R8blos et al., 1985t la structure du
CYP 1A2 humain résolue début 2008ansen et al., 200fres de 150 structures tri-dimensionnelles
de P450s résolues par cristallographie ont été déposé&gatéan Data Bank (accessible a I'adresse
http://www.rcsb.ory} Elles concernent 18 P450s solubles (dont 1 de champigtcéhP450s micro-
somaux de mammiféres (dont 7 humains).

Le premier P450 cristallisé dont la structure aux rayons ¥aésolue est le cytochrome P45Q
(CYP 101), issu de la bactérieseudomonas putidet catalysant I'hydroxylation régio- et stéréo-
sélective du camphre en 5-exo-hydroxycampliteulos et al., 1987Lette structure haute résolution
est restée un paradigme pour I'étude de la relation strexfaurction des P450s pendant plusieurs an-
nées, jusqu’a la résolution d’autres structures de P430blss, dont les principales sont répertoriées
dans le tableau I.1.
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CYP Organisme Entrée PDB  Res. (A) Références

CYP 101 Pseudomonas putida (55 structures)

(P45Qam) P dont 2CCP 1,63 (Poulos et al., 1987)

CYP 102 Bacillus meaaterium (15 structures)

(P450BM3) 9 dont 2HPD 2 (Ravichandran et al., 1993)
CYP Terp Pseudomonas 1CPT 2,3 (Hasemann et al., 1994)
CYP 55A1 Fusarium oxysporum (9 structures)
(P450nor) (Champignon) dont 1IROM 2 (Park et al., 1997)
CYP 107 Saccharopolyspora (9 structures)
(P450EryF) erythraea dont 1EGY 2,35 (Cupp-Vickery et al., 2000)
. (5 structures)
2
CYP 119 Thermus thermophilus * dont 1EAT 1.9 (Yano et al., 2000)
. . (5 structures)
CYP 51 Myobacterium tuberculosis dont 1EAL 22 (Podust et al., 2001)
L . (3 structures)
P4500xyB Amycolatopsis orientalis dont 1LEK 17 (Zerbe et al., 2002)
. (2 structures)
CYP EpoK Polyangium Cellulosum dont 1Q5E 2.7 (Nagano et al., 2003)
. . (2 structures)

CYP 121 Mycobacterium tuberculosis dont 1N40 11 (Leys et al., 2003)
P4500xyC Amycolatopsis orientalis 1UED 1,9 (Pylypenko et al., 2003)
CYP 152A1 Bacillus subtilis 11z0 1,9 (Lee et al., 2003)
CYP 175A1 Thermus thermophilus 1N97 1,9 (Yano et al., 2003)
CYP 154C1 Streptomyces coelicolor A3(2)  1GWI 1,9 (Podust et al., 2003)
CYP 151A1 Streptomyces coelicolor 10DO 1,9 (Podust et al., 2004)

CYPst Sulfolobus tokodaii 1UES8 3,0 (Oku et al., 2004)
. (5 structures)
CYP 158A2 Streptomyces coelicolor A3(2) dont 1S1F 15 (Zhao et al., 2005a)

Tableau I.1 -Principales structures tridimensionnelles des P450s de @roorganismes déposées
a la Protein Data Bank.

Du fait de la difficulté a cristalliser les P450s membrarsirkea fallu attendre 2000 pour que la
premiére structure d’'un P450 de mammiféere soit pubfié@liams et al., 2000)Afin de permettre
une meilleure cristallisation du P450, la protéine a sulbiiglurs mutations et la délétion de sa partie
transmembranaire N-terminale. C’est ainsi que la structune mutant du CYP 2C5 de lapin, le CYP
2C5/3LVdH, a pu étre résolue. A la suite de ce travall, lescttines d’autres P450s de mammiféeres
ont été résolues et sont présentées dans le tableau 1.2.
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. . Substrat Résolution fex
CYP Organisme Entree PDB /Inhibiteur A) Référence
CYP 1A2 Homme 2HI14 - 1,95 (Sansen et al., 2007)
1710 Coumarine 1,9 (Yano et al., 2005)
1711 Methoxaléene 2,05 (Yano et al., 2005)
2FDU DPFM 1,85 (Yano et al., 2006)
CYP2A6  Homme  orpy MPFM 1,65 (Yano et al., 2006)
2FDW PFM 2,05 (Yano et al., 2006)
2FDY Adrithiol 1,95 (Yano et al., 2006)
1PO5 - 1,6 (Scott et al., 2003)
CYP 2B4 Lapin 1SUO CPI 1,9 (Scott et al., 2004)
2BDM Bifonazole 2,3 (Zhao et Halpert, 2006a)
1DT6 - 3 (Williams et al., 2000)
CYP 2C5 Lapin 1IN6B DMz 2,3 (Wester et al., 2003a)
INR6 Diclofenac 2,1 (Wester et al., 2003b)
CYP2C8 Homme 1PQ2 - 3 (Schoch et al., 2004)
10G5 - 2,6 (Williams et al., 2003)
CYP2C9 Homme 10G2 Warfarine 2,6 (Williams et al., 2003)
1R90 Flurbiprofene 2 (Wester et al., 2004)
CYP2D6 Homme 2F9Q - 3 (Rowland et al., 2005)
1WOE - 2,7 (Williams et al., 2004)
1WOF Progestérone 2,7 (Williams et al., 2004)
1W0G Métyrapone 2,8 (Williams et al., 2004)
CYP3A4  Homme 416N . 21 (Yano et al., 2004)
2J0C Kétoconazole 2,80 (Ekroos et Sjogren, 2006)
2J0D Erythromycine 2,75  (Ekroos et Sjogren, 2006)
CYP8A1 Homme 21AG - 2,15 (Chiang et al., 2006)

Tableau 1.2 —Structures tridimensionnelles des P450s de mammiféres dégées a la Protein
Data Bank. CPI : 4-Chlorophénylimidazole ; DPFM : N-dimethyl(5-(pgfin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; MPFM :
N-methyl(5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; PFM5-(pyridin-3-yl)furan-2-yl)methanamine ; DMZ : 4-msth
N-methyl-N(2-phenyl-2H-pyrazol-3-yl)benzenesulforide

[-1.3.1 Structure générale.

Suffisamment de structures ont été resolues pour affirmeleqepliement général et la topogra-
phie des P450s sont globalement identiques (voir figurg pr tous les P450, solubles, membra-
naires, de classe I, Il, Ill ou IV, malgré une faible identit& séquence. Par ailleurs, ce repliement
semble étre spécifique aux P450s, car a ce jour, aucune aaténeg non-P450 ne le partage. Les
structures ont une forme de prisme triangulaire dont lachaunesure environ 60 A et la base 30 A.
Un schéma topographique du P450 BM-3 est représenté en fig2r@draham et Peterson, 1999)
Les éléments de structures secondaires suivent la nongmectionnée par Poulos en 198%oulos
etal., 1985)avec de légeres modifications, au fur et a mesure de la dédeule nouvelles structures
secondaires dans d’autres P450s. Les héticesnt identifiées par des lettres majuscules tandis que
les feuilletsB sont désignées par des chiffres de 1 a 5. Deux régions sagiistit dans ces structures :
une région riche en hélices bien structurée (a droite, figure 1.12) et une seconde régpostituée
principalement de feuillet8 et de boucles, donc plus flexible (a gauche et en haut, figleg I.
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CYP2C5 CYP3A4

Figure .11 —-Exemples représentatifs de structures tridimensionnelledlustrant le repliement
similaire des P450sLes hélices sont représentées en rubans verts, les fewsitias forme de fléches jaunes, 'héme
en représentation de Van der Waals en rouge.
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Les régions structurales les plus conservées dans togtefletures sont celles qui participent
a la chimie d’activation de I'oxygene par le complexe hemmelate. La premiere contient une par-
tie de I'hélice L et la cystéine proximale. Afin d’assurer gtabilisation du ligand cystéinate, une
structuration particuliere de la boucle contenant la éystéCys-pocket) est observée dans toutes les
structures. La seconde région relativement bien consestéstuée du coté distal de 'heme, et fait
partie de I'hélice I. La thréonine 252 (numérotation du R4gPparticipant a I'activation de I'oxy-
géne moléculaire (voir partie 1-1.2.2) en fait égalememtipa

Les parties les plus variables dans les structures soesagli forment la cavité distale au dessus
de I'heme, dont le site actif et les canaux potentiels d’ac=s substrats comme les hélices B’, F, G
et la boucle F-G (ou les hélices F’ et G’ chez les P450s menaines).

-~

u-Domain

Figure 1.12 —(A) Topologie et éléments de structures secondaires du cytorome P450 BM-3
d’apres Graham et Peterson, 1999 (B) Structure tridimensionnelle du P450 BM-3. Les hélices C’,
J', K’ et K" ainsi que les feuillets 2, 4 et 5 ne sont pas indiggiéur la structure tridimensionnelle pour plus de clarté.

(a) Lesiteactif defixationdessubstrats.

Le site actif est généralement constitué d’'une cavité pltwbe, bordée par les hélices F, G et I,
la boucle B-C, la boucle C-terminale et la boucle située aph&tite K. Les P450s membranaires se
différencient des P450s bactériens par la structuratiaamerou deux hélices de la boucle F-G. Ces
hélices, notées F’ et G’, forment le toit du site actif, comenkeoucle F-G chez les P450s cytosolubles.
De facon générale, les éléments structuraux bordant laditfedes P450s solubles et membranaires
sont les mémes. Cependant, I'arrangement spatial de ceeséli boucles est différent, mis a part le
positionnement de I'hélice | comme le montre la figure 1.13.
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Figure 1.13 -Comparaison des structures secondaires bordant la caviteudP45Q.am (en vert) et
CYP 2C8 (en bleu), en vue perpendiculaire (A) ou coplanaireR) par rapport a ’lhéme. L'héme
est représenté en batons rouge, le fer sous forme de sph¥aa der Waals.

En se basant sur la structure tri-dimensionnelle du B4bét sur les alignements de séquences
des CYP membranaires de la famille 2, O. Gotoh a prédit laipasite six régions d’interactions
possibles entre le substrat et 'apoproté{@otoh, 1992) Appelées SRS (« Substrate Recognition
Site »), ces zones sont réparties tout au long de la séquesd@4b0s et correspondent a des zones
fortement variables en termes de séquence. La reconnegsdame grande variété de substrats par
les P450s pourrait étre expliquée par différents posigoments des éléments structuraux bordant le
site actif, mais également par la variabilité des séqueaoesein des zones en interaction avec les
substrats.

(b) Interactionavecla cytochromeé?450réductase.

Les structures résolues par rayons X ou par RMN de la putidanéel dePseudomonas putida
(couplée au P45Qy) révéelent que de nombreux résidus chargés négativemenpsesents sur la
surface de cette protéine. Ainsi, l'interaction princeaintre le P45Qm et sa protéine de transfert
d’électrons serait électrostatique et ferait intervessriésidus positivement chargés du P450. L'étude
par cristallographie du P450 BM-3, protéine de fusion ergreytochrome P450 réductase (CPR) et
le P450 confirme cette hypothese et montre que la surfacénpatixdu P450, est en contact avec la
CPR. Cette surface est définie par les hélices B, C et K.

La résolution tridimensionnelle de la totalité de la cytamrhe P450 réductase de (&Vang et al.,
1997) puis la résolution partielle de la CPR humaii#ao et al., 1999bnt permis de mieux com-
prendre les interactions entre les P450s de classe Il et la GRIRcomme celle des P450s membra-
naires, la cristallisation des CPRs n’est possible qu’enramgnt la partie N-terminale hydrophobe
transmembranaire. Des études enzymologiques ont morgréhgz les mammiferes, la CPR solubi-
lisée (sans domaine transmembranaire) ne peut plus seec@vglc les P450s membranaires, ce qui
démontre I'importance de la membrane dans l'orientatiatiaje correcte des deux enzymes entre
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elles (Paine et al., 2005De plus, la surface d’interaction supposée entre le P4sBosomal et la
réductase semble étre la méme que celle décrite pour les BdhDles.

[-1.3.2 Structures de complexes P450-substrats - 'exengtu CYP 2C5.

Parmi les 25 structures de P450s de mammiféres résoluesit Bdéorésolues en présence d’'un
substrat ou d’un inhibiteur. Les premieres structures thpéabliées au début de ma these en 2003
a la suite d’'une collaboration entre les équipes de E.F.stohet D. Mansuy. La recherche sys-
tématique de nouveaux substrats des CYP 2C a permis d’iseler composés substrats du 2C5
de lapin et des CYP 2C humains : le diclofénac et le 4-methyhddhyl-N(2-phenyl-2H-pyrazol-
3-yl)benzenesulfonamide (DMZMarques-Soares et al., 2008)es deux composés de taille et de
polarité différentes ont été co-cristallisés avec le CYP 308dH et ont conduit aux deux premieres
structures de complexes P450-substrat de mammiféres.

Résidus en contact

SRS communs aux deux substrats spécifiques du DMZ spécifiquesatinféhac
SRS 1 L103, A113, Al14 V106 V100

SRS 2 N204, V205 L201 -

SRS 3 - A237, 1240 -

SRS 4 D290, G293, A294, T298 S289 -

SRS 5 L359, L363 - -

SRS 6 F473,VA474 - -

Tableau 1.3 -Résidus du site actif du CYP 2C5 en contact avec le DM{Wester et al., 2003a)
et le diclofénac(Wester et al., 2003b) Les résidus sont classés en fonction de leur appartenarezsités de
reconnaissance des substrats (SRS), définis sadooh, 1992

Les résidus du 2C5 en contact avec le DMZ ou le diclofenac soasiment les mémes (voir
tableau 1.3), et ne présentent pas de différence majeureldetp. Lorsqu’un substrat se fixe au sein
de son site actif, le CYP 2C5 montre une adaptabilité impaetdas €léments structuraux bordant la
cavité du site actif en fonction de la taille et de la poladgitecomposé (figure 1.14) :

— La présence dans le site actif d’'un composé faiblemenirpaiamme le DMZ correspond a
une conformation fermée du P450. Afin de chasser I'eau préskams la cavité du site actif et
d’éviter les interactions défavorables avec le subsagrdtéine se contracte autour du substrat,
le déplacement observé d’hélices permettant de boucheralesux par lesquels pourraient
rentrer des molécules d’eau. Les deux hélices F et G se mapgmbde 'héme par translation
perpendiculaire par rapport a I'axe de I'hélice |. D’auteatpla boucle B-C se structure pour
former une petite hélice B’, qui permet d’optimiser les cotdade type hydrophobe avec le
substrat.

— Globalement, les modifications du site actif du CYP2C5 iredugiar la fixation du diclofénac
sont analogues a celles observées avec le DMZ (compacttoaradu substrat, structuration
de la boucle B’, fermeture des différents canaux). Cepentianiclofénac est plus petit que
le DMZ, et il porte une fonction chargée (acide carboxyliogei pointe vers I'extrémité d’'un
canal. Ce canal, ouvert vers I'extérieur de la protéine, esthdé par un réseau de molécules
d’eau.
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Hélice B' L103

Figure 1.14 -Adaptations conformationnelles du site acif du CYP 2C5/3L\H lors de la fixation
du DMZ (A) ou du diclofénac (B), d’aprés Wester et al., 2003a,bLes résidus correspondants du CYP
2C5/3LVdH sans substrat sont représentés en gris.

[-1.3.3 Dynamique conformationnelle d’acces au site actif

Hélice B' Hélicem .

Figure 1.15 —Analogue du camphre complexé au P450cam (PDB 1LWL) d’apré®unn et al.,
2002 Lanalogue de substrat est représenté en sphéres au censite dictif. Du fait de sa longueur importante, le
substrat occupe tout un canal d’acces, avec la partie flcemés a I'extérieur de I'enveloppe protéique.

La résolution de la structure tridimensionnelle du R45@omplexé avec le camphre a révélé
un site actif des P450s profondément enfoui au sein de |l&ipmfPoulos et al., 1987Des lors,
la question de I'accessibilité des substrats a ce site siest posée. Globalement tres proches, les
structures du P45%@, avec et sans camphre ne présentent pas de canal parfaitdéfientCepen-
dant, les facteurs thermiques des structures RX montrenflexibilité possible des hélices B’, F
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et G. Poulos et al. ont ainsi proposé que I'hélice B’ soit tresilfle et puisse permettre I'entrée du
substrat(Poulos et al., 1987Plusieurs études ont contribué a valider cette hypotletde,résultat
qui confirme le mieux ce point de vue est la cristallisatiorPd®Q,n avec un analogue du camphre,
possédant une longue chaine avec une sonde fluorescentexitigmité(Dunn et al., 2002)voir
figure 1.15). Ce composé occupe tout un canal d’acces, quirsefpar déplacement de I'hélice B’
et de la boucle F-G. Plusieurs autres travaux sur les P430isle® ont confirmeé ce résultat tout en
apportant des preuves de la présence d’autres canauxlpeshiins certains P450s, selon le substrat
considérgPoulos et Johnson, 2005; Cojocaru et al., 2007)

Contrairement aux P450s cytosolubles, les P450s microsoamdwne boucle F-G beaucoup plus
longue qui se structure généralement en deux courtes fi€lies G’. Cette région interagit beaucoup
plus avec la région en feuillefs de la partie N-terminale, limitant les possibilités d’ottuee évo-
guées précedemment chez les P450s solubles. Cependdite IBiéest encore tres flexible, elle peut
donc jouer un réle dans I'ouverture d’'un canal d’acces dbstsats.

Au vu des structures du CYP 2C5/3LVdH, E.F Johnson a proposéneil d’accés des substrats
dont I'entrée serait délimitée par les hélices B’, | et G etlpavoucle B’-C(Wester et al., 2003a)
Cependant, d’autres structures de P450s de mammiféresveté t&xistence de plusieurs canaux
visibles. La structure la plus éloquente est celle du CYP 2B4apgm sans substrgiScott et al.,
2003) Celle-ci présente une large ouverture entre les hélices3—datine part et I'hélice B’ d’autre
part. Il est a noter que I'ouverture de ce canal est tellemmpihistidine d’'un autre monomeére de CYP
2B4 vient complexer le fer. D’autre part, une autre structlueCYP 2B4 complexée avec un petit
substrat (4-chlorophenylimidazole) montre la trés grdftedabilité de la protéine dans cette région
(Scott et al., 2004; Zhao et al., 2006F)gure 1.16).

2B4 sans substrat 2B4 complexé avec le 4-Chlorophenylimid

Figure 1.16 —Structures du CYP 2B4 sans substrat (PDB 1PO5) et complexé avée 4-Chloro-
phenylimidazole (PDB 1SUQO) Dans la structure sans ligand, les hélices F et G sont éles plan de 'héme
et la boucle B-C n’est plus structurée en hélice, comme dassdonde structure. D’apr8sott et al., 2004; Zhao et al.,
2006b

Des analyses par dynamique moléculaire d’expulsion detsibaenées par I'équipe de R.C.
Wade ont permis de compléter ces hypothéses en démontrarédance possible d’autres canaux
dont I'ouverture dépend du substrat considéndgdemann et al., 2000; Winn et al., 2002; Wade et al.,
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2004, Schleinkofer et al., 2005, Cojocaru et al., 2007)

[-1.3.4 Les modéles de P450s.

La modélisation par homologie est devenue un outil tressatiflans I'étude des cytochromes
P450. Il y a en effet trop de P450s pour espérer que toutesases soient rapidement cristallisées
avec et sans substrat. Cependant, la modélisation par hgimdioit relever un important défi. Toutes
les structures connues a I'heure actuelle montrent quealdiep les plus variables, donc difficiles a
modéliser par homologie, sont les parties les plus imptetapour la reconnaissance des substrats
par les P450s.

Depuis la cristallisation du premier P450 en 1985, de noogag équipes ont essayé de construire
des modeles par homologie de P450s, notamment des P450mbubaarésolution de la structure du
CYP 2C5/3LVdH a ouvert la porte a un meilleur affinement des resddes P450s de mammiféeres et
certains ont modélisé nombre de P450s humains a partir theseetle structur@ewis, 1998, 2002)
Toutefois, a I'heure actuelle, la diversité des structdeeP450s de la famille 2 (2A6, 2B4, 2C5, 2C8,
2C9 et 2D6) disponibles permet d’espérer construire des le®ghus précis de P450s de la famille 2.

Plusieurs méthodes de modélisation par homologie ont épogaes pour modéliser les cyto-
chromes P450, dont certaines ont été utilisées dans I'é@a®. Mansuy.

Modélisation par alignements de séquenceb.F. Lewis a utilisé cette méthode pour construire plu-
sieurs modeles de P450s de la famille 1, 2 qie@wis, 2002) Aprés un alignement des deux
séquences basé sur 'homologie entre le P450 & modélisesetkture initiale (appeléem-
plate), le modele est construit en se basant sur cette séqueriee Gette méthode présente
deux principaux défauts. Tout d’abord, elle utilise uneicure initiale unique, ce qui donne
généralement un modele trés procheaelplate Puis I'alignement est réalisé en se basant sur
la structure primaire en acides aminéstdmplateet du P450 & modéliser, sans prendre en
compte les éléments structuraux tridimensionneltedulate

La mutagéneése virtuelle. Utilisée par C. Marques pour modéliser les CYP 2C8 et g@8let et al.,
2003; Melet, 2004)cette méthode est tres proche de la précédente, car dite wtbmme
templatda structure du CYP 2C5/3LVdH. On mute successivement toug$gsus pour arriver
a la séquence du P450 désiré. Dans ce cas, l'identité dersggtrés grande entre le CYP
2C5 et le CYP 2C8 (ou CYP 2C9) est suffisante pour considérer quesiessiructures le
seront également, et de ce fait, les erreurs de construdtionodéle induites par la premiére
méthode sont considérablement réduites. Cependant, deweasleu 'homologie de séquence
est inférieure a 80 %, cette méthode est peu envisageablgmaroximation d’'une structure
proche avec léemplaten’est plus valable.

La modélisation par alignements de blocs structurauxCette méthode est de loin la plus efficace
pour modéliser une protéine dont 'homologie avec les slinestemplatesest inférieure a
50 %. P. Jean, au sein de I'équipe de D. Mansuy et en collaboratec I'équipe de J. Potier et
A. Viari de I'A.B.l a I'Institut Curie, a mis au point cette méitie afin de modéliser les CYPs
(Jean et al., 1997A la différence des deux autres techniques, la premieggeéatansiste a
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alignerpar éléments structuraux plusieurstemplates pour définir des zones fixes en terme
de structure (généralement, les hélices ou les feuillees3.zones, appelées Blocs de Structure
Commune, sont utilisées pour étre alignées avec la séquerieésd a modéliser. Ainsi, cette
méthode s’affranchit de l'utilisation d’'une seule struetet évite d’obtenir un modele trop
proche desemplatesnitiaux.

I-1.4 Les cytochromes P450 humains.

I-1.4.1 Les 57 isoformes humaines de cytochromes P450.

Tissus d’expression Localisation L o

P450 o ) Activité caracteristique
principaux cellulaire

1A1 Poumon RE 3-Hydroxylation du benzo[a]pyréne
1A2 Foie RE N-Déméthylation de la caféine
1B1 Poumon et Rein RE 4-hydroxylation duA-éstradiol
2A6 Foie et poumon RE 7-hydroxylation de la coumarine
2A7
2A13 Muqueuse nasale RE Activation de la NNK
2B6 Foie et poumon RE N-déméthylation de la (S)-mephenytoine
2C8 Foie et vaisseaux RE o6hydroxylation du taxol
2C9 Foie RE 4’-hydroxylation du diclofénac
2C18 Foie RE
2C19 Foie RE 4-hydroxylation de la (S)-mephenytoine
2D6 Foie RE 4-hydroxylation de la debrisoquine
2E1 Foie et poumon RE 6-hydroxylation de la chlorzoxazone
2F1 Poumon RE 3-méthylindole
232 Coeur RE Hydroxylation de I'ébastine
2R1
251 Poumon RE
2U1 Cerveau et thymus RE w-hydroxylation d’'acides gras
2W1
3A4 Foie et intestin RE B-hydroxylation de la testostérone
3A5 Foie et poumon B-hydroxylation de la testostérone
3A7 Foie feetal B-hydroxylation de la testostérone
3A43 ARNMm détecté dans les gonades (RE)
4A11 Foie RE w-hydroxylation d’acides gras
4A22 RE
4B1 Poumon RE w-hydroxylation de I'acide laurique
4F2 Foie RE w-hydroxylation du leucotriéne B
4F3 Neutrophiles RE w-hydroxylation du leucotriene B
4F8 Vésicules séminales RE w-2-hydroxylation de prostaglandines

Suite page suivante
14-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone
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Tableau 1.4suite)

4F11 Foie RE

4F12 Foie RE Hydroxylation de I'ébastine

4F22

4V2 Oxydation d’acides gras

4X1 Cerveau Oxydation d’acides gras

471

5Al Plaquettes RE Synthése du thromboxane A

TA1 Foie RE ‘tr-hydroxylation du cholestérol

7B1 Cerveau RE @-hydroxylation de la déhydroepiandrostérone
8A1 Aorte RE Synthése de la prostacycline

8B1 Foie RE

11A1 Glandes adrénales M Coupure de chaine latérale du cholestérol
11B1 Glandes adrénales M 11-hydroxylation du 11-deoxycortisol
11B2 Glandes adrénales M 18-hydroxylation de la corticostérone
17A1 Tissus stéroidogenes RE d-hydroxylation de stéroides

19A1 Tissus stéroidogénes RE

20A1

21A2 Tissus stéroidogénes RE 21-hydroxylation de la 17-hydroxyprageste
24A1 Rein M 24-hydroxylation de la 25-hydroxyvitaming D
26A1 RE 4-hydroxylation de I'acide rétinoique
26B1 Cerveau RE 4-hydroxylation de I'acide rétinoique
26C1

27A1 Foie M 27-hydroxylation de stérols

27B1 Rein M 1-hydroxylation de la vitamine D

27C1

39A1 Foie RE 7-hydroxylation du 24-hydroxycholestérol
46A1 Cerveau RE 24-hydroxylation du cholestérol
51A1 Foie RE 14r-deméthylation du lanostérol

Tableau I.41es 57 cytochromes P450 humains et leur localisation d’apré&Suengerich, 2005RE : Réticu-
lum endoplasmique ; M : Mitochondrie.

La description du génome humain en 2001 a permis de déterlainembre total de genes codant
pour des P450s, qui est de 57. La liste complete est présaeméde tableau 1.4 avec leur distribution
tissulaire (pour les P450s caractérisés). Parmi ces P33 su 38) sont exprimeés dans le réticulum
endoplasmique, et seulement 6 sont mitochondriaux. Pasi450s dont I'activité catalytique et le
réle biologique sont bien caractérisés, on dénombre 20$4%liqués dans la chaine de biosynthése
et de dégradation des stérols, des vitamines et des eiGdeanet 15 qui participent a la détoxification
des xénobiotiques (Tableau 1.5). Parmi les autres P450slea®le biologique reste incertain ou
inconnu, on distingue ceux qui semblent étre impliqués damsétabolisation des eicosanoides et
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ceux qui catalysent 'oxygénation des acides gras. Les$d&it I'existence est connue par I'analyse
du génome humain, mais dont I'étude est incompléete ou iteaxis, sont appelés « P450s orphelins »
et apparaissent dans ce dernier groupe.

Role endogéne Métabolisation des  Rdle biologique inconnu ou incertain
Stérols Vitamines Eicosanoides Xénobiotiques Acides gras Eicosanoides Orphelins
1B1 24A1 5A1 1A1 2J2 4F2 2A7
7A1 26A1 8A1 1A2 4A11 4F3 2R1
7B1 26B1 2A6 4B1 4F8 2S1
8B1 27B1 2A13 4F12 2U1
11A1 2B6 2W1
11B1 2C8 3A43
11B2 2C9 4A22
17A1 2C18 4F11
19A1 2C19 4F22
21A2 2D6 4V2
27A1 2E1 4X1
39A1 2F1 471
46A1 3A4 20A1
51A1 3A5 26C1
3A7 27C1

Tableau 1.5 —Classification des P450s humains basée sur la classe de leubstrat principal
(Guengerich, 2005) Cette classification est arbitraire, et certains P450srp@nt apparaitre dans plusieurs co-
lonnes.

I-1.4.2 Les P450s impliqués dans les voies endogénes.

La plupart des P450s participant a la chaine de biosynthésbhalestérol, des acides biliaires et
des hormones stéroidiennes (figure 1A &t B) sont indispensables pour I'organisme. Les polymor-
phismes génétiques de ces P450s conduisant a des formigeimac moins actives entrainent géné-
ralement des maladies trés graves et leur taux d’expresgiEmindividuel reste quasiment constant
(Pikuleva, 2006)On retrouve ces P450s dans les organes stéroidogéenes.

La synthése et la dégradation de lar425-dihydroxyvitamine B, ligand du récepteur de la vita-
mine D3 sont principalement catalysées par quatre isoformes désdbnt 3 sont mitochondriales
(figure 1.17C). Cette voie de signalisation est responsable du transpstiotis C&", des os vers le
transit intestina{Nebert et Russell, 2002)

Contrairement aux deux autres voies de biosynthese évogu&asiement, la chaine de biosyn-
these et de degradation des eisosanoides est partiellearenie (figure 1.1 D). Les cytochromes
P450 impliqués dans la synthese de la prostacycline, dbtseame A et du 12-HHT ont été iden-
tifiés, mais les isoformes impliqguées dans d’autres voiesydthése de cette cascade arachidonique
n'ont pas été completement identifiés. Ainsi, de nombreisggsrmes de P450s catalysent I'époxy-
dation de I'acide arachidonique (voir partie 1-3). Les pritsl issus de cette cascade sont impliqués
dans de nombreux phénoménes physiologiques, notammeivesu vasculaire.
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Figure 1.17 -Cytochromes P450 impliqués dans la biosynthése des acideakdires (A) et des hor-
mones stéroidiennes (B), dans la transformation de la vitame D3 (C) et des eicosanoides (D)
D’aprés Nebert et Russell, 2002.es étapes pour lesquelles les isoformes responsablat pas été identifiées sont
indiquées par des rectangles bleus. DOC : déoxycorticnst¢ DHEA : déhydroépiandrostérone, :Foestriol, & : oes-
tradiol ; RVDs : Récepteur de la vitaminegD EETs : époxydes d'acide arachidonique, HETEs : hydroxytlaside
arachidonique, HPETESs : hydroperoxydes d'acide arachuden COX : cyclooxygénase, PGH prostaglandine b
PGD; : prostaglandine B PGFR, : prostaglandine fz, PGE : prostaglandine £ 12-HHT : acide 12(S)-12-hydroxy-
5,8,10-heptadecatrienoique, TXAthromboxane A, PG} : prostacycline.
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I-1.4.3 Importance pharmacologique des cytochromes P45Mpliqués dans le métabolisme
des xénobiotiques.

Contrairement aux P450s impliqués dans la chaine de bicgssatiles stéroides, les P450s qui
participent a la détoxification des xénobiotiques sontgrtsdans les organes de filtration ou de
stockage (le foie ou le rein), mais également d’autres @gaui peuvent étre des voies d’acces des
xénobiotiques dans I'organisme (appareil intestinapirasoire, ou peauDing et Kaminsky, 2003)

Du fait de leur participation a la phase | de détoxificatios xi€nobiotiques, les cytochromes P450
jouent un réle pharmaco-toxicologique tres important.

— Lavitesse d’élimination des médicaments de I'organisste@nditionnée par la vitesse de leur
transformation par les cytochromes P450. Ce métabolismievpeier en fonction de facteurs
génétiques (polymorphisme des cytochromes P450), oucamamentaux (induction, inhibi-
tion), et ainsi constituer une cause possible d’'ineffiéattiérapeutigue ou méme de toxicité
(Ingelman-Sundberg, 2002)

— D’autre part, I'oxydation des xénobiotiques est parfdisrdgine de la formation de métabolites
réactifs, potentiellement toxiques pour l'organisfRark et al., 2005)

(&) Lemétabolisme&lesmédicamentpar lescytochrome$450.

Les médicaments sont majoritairement métabolisés dangledrgane de détoxification principal
des xénobiotiques. La quantité de cytochromes P450 héeatigst tres importante (environ 18000
nmoles en moyenne pour un foie de 1,5(k@aminsky et al., 1984) Leur répartition par isoenzyme
est indiquée figure 1.18. Il est & noter que contrairement@tchromes P450 impliqués dans les
oxydations de composés endogenes, la variabilité inthviguelle d’expression de ces isoenzymes
est tres importante (voir plus loin). La contribution relatdes différents cytochromes P450 au meé-
tabolisme des médicaments est a peu prés proportionnediaraabondance relative dans le foie,
excepté pour les CYP 1A et le CYP 2D6. Approximativement 75%ndédicaments sont métaboli-
sés par seulement trois CYP hépatiques (figure 1.18) : les CYR GXP 2D6 et CYP 2C%Rendic,
2002)

D’autres organes sont également le lieu d’un métabolismenskaire mais néanmoins important,
car les cytochromes P450 exprimés dans ces tissus comtribae seulement a I'élimination, mais
influencent également les concentrations tissulaires gests thérapeutiques. Ainsi, I'intestin se-
rait le lieu principal du métabolisme extra-hépatique. kefipde répartition des cytochromes P450
intestinaux est également présenté dans la figure 1.18. Le3?MRest en proportion beaucoup plus
importante, mais d’autres P450s sont relativement plusepité que dans les tissus hépatiques, comme
le CYP 2J2, tandis que d’autres CYP présents dans le foie n@asuigtectés dans l'intestin, tels que
les CYP 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, et 2HPaine et al., 2006Bien que la quantité totale de cytochromes
P450 exprimés dans I'intestin soit environ 100 fois plublague celle du foie, certaines études ont
montré que le métabolisme intestinal pouvait contribudiaden significative et parfois égale au mé-
tabolisme hépatique, comme dans le cas de la cyclosportinmjdhzolam ou du verapam(iKolars
etal., 1991; Paine et al., 1996, von Richter et al., 2001)
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Figure 1.18 —Proportions des différentes isoformes de cytochromes P450ésentes dans le foie
(A) (Guengerich, 2005)et I'intestin (B) humains (Paine et al., 2006)Contribution des différents
P450s au métabolisme hépatique des médicaments (C) d’apr&siengerich, 2005

Les tissus du systeme respiratoire, qui sont exposés adatoi xénobiotiques inhalés et aux
pathogenes transmis par le sang, sont une cible importantxieologie environnementale. De nom-
breux P450s sont exprimés dans le poumon, comme les CYP 1A 32%6 2C, 2D6, ou méme 2J2,
d’autres étant plus spécifiquement exprimés dans ce tissune les CYP 2A13, 2S1 ou 4BDing
et Kaminsky, 2003)Le poumon semble étre le lieu d’entrée dans I'organisme gemombreux pro-
carcinogenes, comme les hydrocarbones aromatiques [wélsms la fumée de cigarette, métabolisés
par les CYP 1A ou 2A.

(b) Lescausedgevariationsinter-individuellesdu métabolisme&esmédicaments.

L'activité des cytochromes P450 dans le tissu hépatiquéogasiment dépendante de deux para-
metres, I'un génétique (polymorphisme), et I'autre exag@nduction et inhibition). Cette variabilité
peut étre la cause d’'une accumulation trop importante oned&limination trop rapide du médica-
ment, pouvant entrainer des effets indésirables et/oguesi

(b)-i Les facteurs génétiques.

Les genes codant pour les P450s impliqués dans le métalealissxénobiotiques peuvent avoir
des mutations alléliques, qui sont appelgelymorphismessi leur fréquence est supérieure a 1% de
la population. Ces variations du gene peuvent conduire aatesions d’expression du CYP corres-
pondant, ainsi qu’a des variations de leur activité capg Ainsi, de nombreux polymorphismes
de P450s définissent deux phénotypes, appelés « métabddisen et « métaboliseur rapide », pour
un médicament donné. Les métaboliseurs rapides élimimesnt/jie le médicament et diminuent son
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efficacité thérapeutique, tandis que les métaboliseuts &amrumulent le médicament, qui peut deve-
nir toxique quand sa concentration dépasse un certain saustbommunauté scientifique et médicale

est maintenant bien consciente qu’une thérapie ratianpelit émerger en prenant en considération
ces variations de métabolisme inter-individuellEsans et Relling, 1999)

(b)-ii  Les interactions médicamenteuses.

Un médicament peut entrainer uindibition de l'activité catalytique de certains P450s, ou une
induction de I'expression de certains P450s. Si un second médicarsiemetabolisé par ces P450s
dont l'activité est modifiée, son métabolisme pourra étreefoent perturbé. La prise simultanée de
tels médicaments peut entrainer des interactions du niéstadecouinteractions médicamenteuses
dont les effets peuvent étre une inefficacité thérapeutiquene toxicité vis-a-vis de I'organisme.

Inhibition des P450¢Correira et Ortiz de Montellano, 2005)

Certains composés sont inhibiteurs des P450s, et diminexenactivité catalytique vis-a-vis d’'un
substrat. On distingue deux types d’inhibiteurs : les inbirs réversibles et les inhibiteurs irréver-
sibles.

— Les inhibiteurs réversibles.Ces composés diminuent I'activité enzymatique en se fixaht so
au niveau du site actif en entrant en compétition avec letsatbsoit dans un autre site de I'en-
zyme en modifiant sa structure ce qui peut entrainer une dirmamde l'affinité de 'enzyme
pour le substrat. Généralement, les inhibiteurs de P45@tsdes inhibiteurs compétitifs, qui
prennent la place du substrat au sein du site actif, par dgeactions non-covalentes (hydro-
phobes, ioniques, complexes avec le fer, ...).

— Les inhibiteurs irréversibles (Fontana et al., 2005Certains inhibiteurs peuvent étre oxydés
par les P450s en métabolites réactifs qui se fixent de facealarte dans le site actif de ces
cytochromes P450. On parle donc d’inhibition irréversadie'inhibiteur suicide. L'inhibiteur
peut se fixer soit a I'hnéme, soit a I'apoprotéine. Quelquesmptes de groupes connus comme
inactivant des CYPs sont présentés figure 1.19, ainsi quaniéganisme d’inactivation de ces
P450s. On distingue notamment :

e les alkylamines transformées en nitrosoalcafMgnsuy et al., 1978)e liant de fagon
guasi-covalente au fer de I'heme,

e les composés comportant un groupe méthylene-dioxyarengapt former un complexe
fer-carbéngMansuy et Ullrich, 1975)

e les alcénes ou alcynes terminaux capables de N-alkylemeh@u P45QOrtiz de Mon-
tellano et Mico, 198Q)

e les cycles thiophéniques oxydés en sulfoxydes de thioghéameables d’alkyler I'apo-
protéine(Lopez-Garcia et al., 1994)
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Figure 1.19 —Mécanisme d’inactivation des cytochromes P450 par certainsubstrats suicides
Les motifs inactivants présentés correspondent aux ar(i)eaux cycles benzodioxoleB), aux oléfines terminale€)
et aux thiophéned)).

De nombreux exemples d’interactions médicamenteusesqguoguit des cytochromes P450 ont
été etudiés. La terfénadine est une de ces molécules doania & été interdite suite a de telles in-
teractions observées cliniguement. Cet anti-histaminigpresédatif est en effet métabolisé dans le
foie par le CYP 3A4(Yun et al., 1993)Mais la prise simultanée de ce médicament avec d’autres
traitements, comme le kétoconazole (antiparasitaire)éythromycine (antibiotique), entraine des
complications cardiaques importantes (torsades de ®iffi#onahan et al., 1990Pes études ulté-
rieures ont démontré que la présence de kétoconazoleiteuridu CYP 3A4, diminuait fortement le
métabolisme de la terfénadine, ce qui avait pour effet dizemer sa concentration plasmatique et de
provoquer des toxicités cardiaques et vasculgiviézng et al., 2002)Ainsi, la commercialisation de
ce médicament a été arrétée suite a de tels accidents peuiegtplacée par son métabolite actif, la
fexofénadine ; ceci illustre les conséquences parfois dtigues des interactions médicamenteuses.

Induction de I'expression des P450s

Lorsqu’un organisme est exposeé a certains xénobiotiquegeont observer une augmentation de
certains P450s, en particulier ceux qui sont impliqués teursmétabolisme. Ces composeés, appelés
inducteurs, activent des facteurs de transcription des cytochromB6.Rain distingue généralement
4 types d'inducteurs, en fonction de leur classe chimiqudwrécepteur active (tableau 1.6).

Lorsqu’'un médicament est inducteur de P450s, la prise taméd d’autres médicaments peut
entrainer des interactions médicamenteuses importdinesffet, si I'un des médicaments est méta-
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bolisé par un P450 induit, sa métabolisation sera plus eaidci a pour effet d’abaisser sa concen-
tration plasmatique et de diminuer son efficacité thérageet

Classe d’'inducteur Origine Exemples P450 induits

Hyd b Tabac, Viande grillé B ene, dioxi
ydrocar gres a ac ian e.grl ée enzo,(a)pyrene IO\XI&%P 1AL, CYP 1A2

polyaromatiques Expositions accidentelles  3-Méthylcholanthréne
Barbituriques Médicaments, DDT Diphénylhydantoine CYP 2C, CYP 3A4
_ Certains stéroides : -

Ligands des PXR o Rifampicine CYP 3A4

et antibiotiques
Inducteurs du CYP 2E1 Ethanol, isoniazide Ethanol CYP 2E1

Tableau 1.6 Principaux inducteurs des cytochromes P450 humains. D’agrs Guengerich, 2005
PXR : Pregnane X-Receptor

[-1.4.4 Les P450s de rble incertain ou inconnu.

Contrairement aux P450s métabolisant les xénobiotiquescmuwd impliqués dans les chaines
de biosynthése endogenes décrits préecédemment, le ridgigioe de prés de la moitié des P450s
humains (24 sur 57) révélés par le décryptage du génome hudsamneure inconnu.

Certains sont capables d’'oxyder des composés endogenas(neht ceux de la cascade ara-
chidonique), mais leur participation exacte aux cascadeSiasynthése correspondantes n’est pas
identifiee. 1l est en effet difficile de leur attribuer un r@articulier, du fait d’'une localisation tis-
sulaire inhabituelle ou d’une trés faible expression. Out piter en exemple le CYP 4F12 qui est
tres peu exprimé dans le foie, mais qui est capable d’hydeoXgcide arachidoniquéBylund et al.,
2001) et qui est également impliqué dans le métabolisme d’'un raéwat, I'ébastingHashizume
etal., 2002)

Les autres P450s dont le role biologique est inconnu n’aemt bouvent pas été caractérisés. On
parle de « P450s orphelins », terminologie discutable, quiigne simplement que I'existence de ces
P450s est révélée par le génome, mais que leur fonctiongiiple n’est pas connue. Les CYP 4F22
ou 4V2 font notamment partie de cette catégorie.

Bien que leur taux d’expression soit trés faible en compamagux autres isoformes, tous ces
P450s doivent jouer un role important au sein de I'organiti@ain, fait déemontré par de nom-
breuses études de polymorphismes, corrélés avec desqadsosouvent sérieus@sn et al., 2005;
Spiecker et al., 2004)

Les cytochromes P450 sont des enzymes qui catalysentafiviegpes de la biosynthése ou de la
déegradation de composés endogenes, mais qui participafgrdgnt a la détoxification des xénobio-
tiques. La prévision du métabolisme des médicaments peut@lisée en partie grace a I'étude des
cytochromes P450. Les tedtsvitro sur enzymes recombinantes, sur cellules hépatiques aatiinte
nales ou sur microsomes humains constituent un moyen & éayide, moins onéreux et plus facile
a mettre en oeuvre que les tedtsvivo sur animaux. D’autre part, les cytochromes P450 impliqués
dans le métabolisme de composés endogénes sont essantiel®ganisme, une faible variation
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d’activité pouvant entrainer des conséquences imporsagtetermes de pathologies graves pour le
patient.

Historiquement, I'équipe de D. Mansuy a travaillé prindigaent sur I'étude de la sous-famille
2C, importante dans le métabolisme hépatique des médicanizams cette sous-famille, le dernier
P450 humain étudié au laboratoire a été le CYP 2C8. Ce cytochABO, exprimé notamment dans
les vaisseaux, semble jouer un réle physiologique imporans les tissus vasculaires. D’autres
P450s, comme le CYP 2J2, qui fait partie des P450s dont le ridledique est trées mal connu,
pourrait aussi jouer un rdle important dans les tissus véaices. Il a été I'objet de ce travail de
these.

I-2 Le cytochrome P450 2J2.

[-2.1 La sous-famille 2J.

Le premier représentant de la sous famille 2J a été identifibut des années 90 par I'équipe de
Y. Fujii-Kuriyama (Kikuta et al., 1991)dans l'intestin gréle du lapin. Depuis, la trés grande mi&o
des isoenzymes de cette sous-famille a été caractérisemée@ar I'équipe de D.C. ZeldifScar-
borough et al., 1999 Cette sous-famille a la particularité d’étre exprimée mtgoement dans les
tissus extra-hépatiques, notamment les tissus vasajl&reoumon et le systeme gastro-intestinal.
Elle pourrait donc étre impliquée dans le métabolisme exé@atique des xénobiotiques.

I-2.1.1 Représentants de la sous-famille 2J.

Grace au séquencage du génome chez plusieurs organisrag¢sentaine de genes susceptibles
de coder un cytochrome P450 de la sous-famille 2J ont étéfiéenmajoritairement chez la souris et
le rat, mais également chez 'homme, le lapin, le poulet bokeuf(Scarborough et al., 1999; Grasso
etal., 2005)Seule une dizaine de protéines correspondantes ont éteslcet parfois localisées dans
I'organisme (voir tableau 1.7). Chez ’lhomme, I'analyse dngme indique qu'il n’existe qu’un seul

gene codant pour un représentant de la sous-famille 2J.

Isoenzyme  Organisme Localisation principale référence
CYP 2J1 Lapin Intestin (Kikuta et al., 1991; Koike et al., 1997)
CYP 2J2 Homme Coeur (Wu et al., 1996)
CYP 233 Rat Foie, coeur (Wu et al., 1997)
CYP 2J4 Rat Intestin, poumon (Zhang et al., 1997)
CYP 2J5 Souris Rein (Ma et al., 1999)
CYP 2J6 Souris n.d. (Ma et al., 2002)

CYP 2J37/238 Souris n.d. Zeldin et al., non publié
CYP 2J9 Souris Cerveau (Quetal., 2001)

CYP 2J10 Rat Rein (Yu et al., 2000)

CYP 2J13 Souris n.d. (Katayama et al., 2005)

Tableau 1.7 -Cytochromes P450 de la sous-famille 2J ayant fait I'objet dine caractérisation
totale ou partielle. n.d.: non déterminé.
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[-2.1.2 Le cytochrome P450 2J2.

(a) LocalisationetdistributiontissulairechezZ’lhomme.

Le CYP 2J2 est le seul P450 humain qui soit exprimé majoritaerdg dans le coeur (princi-
palement dans les myocytes cardiaques et les cellulestexidd¢s). On retrouve également cette
isoforme dans I'endothélium des artéres coronaires déepettigrande taille, et on en détecte une
faible quantité dans les cellules musculaires lig$#s et al., 1996; Node et al., 1999)n retrouve
également ce cytochrome P450 dans une moindre mesure dgamsien, le rein, le foie, les cellules
musculaires non cardiaques, le systeme digestif et lesleglépithélialegZeldin et al., 1996, Wu
etal., 1996; Zeldin et al., 1997a,b; Du et al., 2004, Endladtaet al., 2004)

(b) Métabolismalescomposégndogeénest exogenegpar le CYP2J2.

Du fait de sa localisation principalement vasculaire, le QIR doit avoir un réle différent de
la détoxification des xénobiotiques. En effet, les tissisEukaires ne sont ni un organe de stockage,
comme le foie, ou de filtrage, comme le rein. On ne connait pdseare actuelle son réle exact
dans les vaisseaux, mais on sait néanmoins qu’il est capgagexyder les acides arachidonique et
linoléique dont le rdle vasculaire est important (voir ai3) (King et al., 2002; Wu et al., 1996)

}cm E@w@i

Ebastine Terfenadine

=1 M, Vijax= 35 mirl =0,4 M, Vipax= 20 mirrL

Sy

o)

F Astemizole
K =1 MM, Vipae 1,1 mind

Figure 1.20 —Xénobiotiques transformeés par le CYP 2J2Le site de métabolisation est indiqué par une
fleche. L'ébastine et la terfenadine sont hydroxyléestédtaszole subit une O-déméthylation.

Dans les autres tissus ou le CYP 2J2 est exprimé, notammetesskin, il a été montré qu’il par-
ticipait au métabolisme intestinal de plusieurs médicameku début de ma thése, trois antihistami-
niques (I'ébastine, I'astémizole et la terfenadine) aviaéé identifiés comme substrats efficacement
transformeés par le CYP 2J2 dans lintestin hum@iashizume et al., 2002; Matsumoto et al., 2003;
Patten et al., 2003)es constantes cinétiques de métabolisation ainsi qustkEs d’oxydations de
ces composés sont indiqués figure 1.20.
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(c) Reégulatiordela transcriptiondugenedu CYP2J2.

Le cytochrome P450 2J2 est codé par le ggyp2J2du chromosome 1. Ce cytochrome P450, long
de 502 résidus, a une masse moléculaire de 58 eet al., 1996)Le géne possede a son extrémité
5’ un site de fixation de la protéine cJun qui active sa trapson (Marden et Murray, 2005 la
suite d’'une hypoxie, la libération de la protéine ciFdgebster et al., 1994jui se dimérise avec cJun
pour former la Protéine Activatrice-1 (AP-1), a pour effetdiminuer fortement la transcription du
CYP 2J2(Marden et al., 2003)_e rble exact de cette régulation n’est pas encore connu.

SITUATION NORMALE fg & }}é{
|_) Promotion de la transcription / ﬂ
nl cyp2j2 gﬁ‘ %’?zﬁ ?ﬁg
c-jun & fﬁﬁ a,ﬁ
HYPOXIE Expreﬁn du 2J2 augmént
FoC 6
Activating Transcription Eprimée 5 fﬁ

7,
Protein-1 j 4‘% o
[ ) ] 7 K:7
i cyp2j2 M

c-jun

2J2 peu exprid

Figure 1.21 -Activation de la transcription du CYP 2J2 par la protéine jun C.

Contrairement aux autres P450s vasculaires participarip@xygénation de I'acide arachido-
nique (CYP 2C8 et 2C9, voir I-3), I'expression du CYP 2J2 sembile ébnstitutive(Wu et al.,
1996; Spiecker et al., 2004t n’est pas induite par le cortisol, la nifédipine, lesistg ou laS-
naphtoflavonégFissithaler et al., 2000, Bauersachs et al., 2002; Fidsltleaal., 2003; Spiecker et al.,
2004)

(d) Polymorphismedu CYP2J2.

D’apreés le site de nomenclature officielle des P4btig://www.cypalleles.ki.saine dizaine de
variants alléliques du CYP 2J2 ont éte identifiés. A ces vegigiajoutent d’autres alleles qui ont été
identifiés mais qui ne sont pas répertoriés dans cette bais¢gvleau 1.8). La quasi totalité des alléles
codent pour des mutants fonctionnels du CYP 2J2. A ce jourdfitudes rigoureuses de l'influence
des polymorphismes sur la variation d’activité enzymadiqat été menées.

I-2.2 Implications du CYP 2J2 dans certaines pathologies.
[-2.2.1 CYP 2J2 et systéme vasculaire.

Du fait de sa localisation principalement vasculaire, igluss équipes de recherches se sont in-
téressées au rble que pourrait jouer le CYP 2J2 dans les aaissees relations observées entre
pathologies cardio-vasculaires et variation de I'adivaiti de I'expression du CYP 2J2 sont une forte
indication de cette implication.
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Mutation Mutation

Allele (ADNS)  (protéine) Activité enzymatique Références Localisation
CYP 2J2*1 - - Normale - -
CYP 2J2*2  A427G T143A AA/AL réduites (King et al., 2002) Hélice C
CYP 2J2*3  C472T R158C AA/AL réduites (King et al., 2002) Hélice D
CYP 2J2*4  T575A  1192N AA réduite (King et al., 2002) Hélice E
CYP 2J2*5 G1042A D342N Normale (AA/AL) (King et al., 2002) Hélice J
CYP 2J2*6  A1210T N404Y AA/LL réduites (King et al., 2002) Hélice K’

. I L (King et al., 2002)
CYP 2J2*7  G-50T - Transcription réduite (Spiecker et al., 2004)
N Réduites -
CYP 2J2*8  (G934A G312R (Ebastine/Astémizole) (Lee et al., 2005) Hélice |
. Normales :
CYP 2J2*9  C1052T P351L (Ebastine/Astémizole) (Lee et al., 2005) Boucle J-J
CYP 2J2*10 C344T P115L Pas d’héme (Gaedigk et al., 2006) Boucle B’
Mutants non répertoriés
- - R49S - (Dreisbach et al., 2005) FeuilletB; 1
- - V113M - (Dreisbach et al., 2005) Hélice B’
- - N124S - (Dreisbach et al., 2005) Boucle B-B’

Tableau 1.8 -Polymorphismes du CYP 2J2 Les trois derniéres mutations ont été publiées sans étegtoép
riées dans la base de données des variants alléliques dés R#4Bains. Les positions dans les éléments structuratix son
déterminées par alignement de séquences avec les CYP deille fadont les structures ont été publiées. Une mutation
du géne sur le promoteur du site entraine une faible traptsmride I'ADN génomique (mutant CYP 2J2*7). Ce polymor-
phisme interviendrait sur le site de fixation de la protéisiin, I'empeécherait de se fixer, et diminuerait la transionm

du géne. AA : acide arachidonique ; AL : acide linoléique.

(a) Polymorphismedu CYP2J2etcomplicationsardiaques.

Peu d’études ont été menées sur la corrélation entre desiqgitts cardio-vasculaires et la pré-
sence éventuelle d'un allele du CYP 2J2 dans une populationégo Le variant 2J2*7 (fixation de
c-Jun) est étudié dans la majorité des cas. Ce polymorphistrmogélé a I'hypertension ou a des
pathologies coronariennes dans des populations de typasianne, mais aucune corrélation parti-
culiere n'est relevée pour les populations afro-améres{Spiecker et al., 2004; King et al., 2005;
Dreisbach et al., 2005)

(b) Influencedespathologiediéesauxvaisseausur I'expressiondu CYP2J2.

. . , Expression fex
Pathologie Organisme Organe/Tissu du CYP 2. Références
Cortex(;teriw:]()edullalre 1 (Yu et al., 2000)

Hypertension Rat Vasculature rénale 1 (Kaergel et al., 2002)

Rein ! (Zhao et al., 2003)

Hvpoxie Boeuf BAEC 1 (Yang et al., 2001)
yp Homme Cellules HepG2 1 (Marden et al., 2003)

Varices Homme Veines Saphénes 1 (Bertrand-Thiebault et al., 2004)

Tableau 1.9 4nfluence de certaines pathologies cardio-vasculaires sliexpression du CYP 2J2
T :augmentation | : diminution ; BAEC : Cellules Endotheliales Bovines Aori&p
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Quelques études ont montré la variation d’expression du C}2Rd2s d’une pathologie telle que
I’hypertension ou une hypoxie-réoxygeénation (qui peutampjire lors d’une transplantation d’or-
gane). Par ailleurs, la majorité de ces travaux concernarieslogues du CYP 2J2 d’autres animaux
(CYP 2J3 chez le rat, ou CYP 2J de boeuf). Le tableau 1.9 répetas différentes pathologies qui
peuvent faire évoluer I'expression du CYP 2J2 ou de ses agoels.

(c) Influenced’une surexpressiomu CYP 2J2 sur desphénomenephysiologiques Rblesdes
époxydesl’'acide arachidonique.

Plusieurs équipes ont surexprimé le CYP 2J2 dans des ceduldsthéliales animales, et ont
étudié I'effet de cette surexpression sur des phénomenesabbgiques(Spiecker et Liao, 2005,
2006) Il ressort de ces travaux que le CYP 2J2 est capalypeatéger les tissus vasculairea la suite
d’'une hypoxie-réoxygénation ou d’une ischémie-repediugvang et al., 2001; Seubert et al., 2004)
D’autre part, le CYP 2J2 semble fortement influer sur les pirémes liés 8athérosclérose car cette
enzyme possede des activités anti-thrombotiques (iratudg I'enzyme thrombolytique « tissue type
plasminogem activator »)Node et al., 2001t anti-inflammatoires (inhibition de I'expression de
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) et de la formationfdateur proinflammatoire NkB)
(Node et al., 1999Enfin, une surexpression du CYP 2J2 inhibe la migration dédege musculaires
lisses(Sun et al., 2002)induit I'expression de la NO-synthase endothélifléang et al., 2003)
augmente les courants calciques de typgXiao et al., 2004)et empeche I'apoptose des cellules
endothéliales induites par le facteur TNF(Yang et al., 2007)Une étude plus récente montre que
la surexpression du CYP 2J2 active les canaux potassiquablesra I'’ATP, tres importants dans les
mécanismes physiologiques cardiaques et vasculditest al., 2005)

Les études menées sur cette influence possible d’une sassipm du CYP 2J2 sur des patho-
logies ont également montré une relation forte avec la poesd’époxydes d’acides arachidoniques
(EET). Le CYP 2J2 est en effet capable d’époxyder I'acideradmnique pour former les EETSs, ce
qui permet de penser que le role vasculaire du CYP 2J2 puisséé&aux EETs, dans la mesure ou
ces époxydes jouent un role trés important de médiateursv@auvasculaire (voir partie 1-3). Ainsi,
tous les effets observeés lors d’'une surexpression du CYPr23d2més dans le paragraphe précédent
I'ont été également par injection d’'EET (notamment de hiwwe 11,12-EET).

[-2.2.2 CYP 2J2 et cancer.

Récemment, deux études ont montré I'implication forte du CYP @ans certaines tumeurs hu-
maines de type carcinomgésang et al., 2005; Enayetallah et al., 20@E8) effet, cette enzyme est sur-
exprimée dans de nombreux carcinomes et dans des cultuligaéles cellulaires tumorales. D’autre
part, I'inhibition du CYP 2J2 par des ARN interférents ou parinimibiteur de I'époxygénation de
I'acide arachidonique permet de diminuer la croissandale#le, mais également la taille de tumeurs
grefféesex-viva Le CYP 2J2 serait donc impliqué dans le phénotype néoplestigs carcinomes.
Ce groupe a également montré que la surexpression du 2J2 egsltliles endothéliales bovines
augmentda croissance et la migration cellulaire mais égalemeritangiogénéesein vivo (Wang
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et al., 2005)Cette participation au phénomene d’angiogénéese lors desrsaest également liée a la
formation des EETSs.

Toutes les implications biologiques du CYP 2J2 présentéssepgemment sont reliées a la for-
mation et a la présence des époxydes d’acide arachidonitjure le CYP 2J2 catalyse la biosynthese.
Pour comprendre le rdle que pourrait jouer le CYP 2J2 au seivaigseau, il est donc nécessaire de
décrire plus précisément I'origine et le role de ces éposyde

I-3 Les époxydes d’acide arachidonique.

L'acide arachidonique est un acide gras composé d’une elwrbonée de 20 carbones com-
portant 4 doubles liaisons, qui fait partie de la classe @gslu fait de la position de sa derniere
insaturation. Il peut étre incorporé dans les membranes fwme de phospholipides, mais égale-
ment étre métabolisé par plusieurs enzymes. Cette suiteadiaiés biochimiques, appeléascade
arachidonique, représentée en figure 1.22, fait intervenir trois classeisaymes : les lipoxygénases
qui sont a l'origine des leucotrieénes, les cyclooxygénagesynthétisent les prostaglandines, et les
cytochromes P450 qui catalysent la formation des acidesyejimnsatrienoiques (EET), mais égale-
ment des acides hydroxyeicosatrieneoiques (HETE).

o (0]

OH EETs
(CYP 2B6,2C,2]2)

HETEs

mﬁ (CYP 4A,4F,2C8,2C9,2C18)
P450 OH o

Lipoxygenases OOH OH

—\F OH/

- - OH—>

HPETEs
ACIDE ARACHIDONIQUE

W COOH
Cyclooxygenases / PGE,

W ‘\\‘\\E/\/\
(0] COOH N = N
1)
= o =

OH OH

. /{\/\/COOH

i PGI,
3 =

HO le}

PGH,

Figure 1.22 \oies de métabolisation de I'acide arachidonique
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I-3.1 Formation des EETSs - les cytochromes P450 vasculaires.

Les P450s humains sont généralement capables de catatgseramoxygénation de I'acide ara-
chidonique. Cependant, du fait des quatre insaturationetladide, la réaction enzymatique peut

conduire a un alcool, ou a un époxyde. Le tableau 1.10 réperts P450s humains pouvant oxyder
I'acide arachidonique.

Isoforme Epoxygénases w / w-1 Hydroxylases Autres Hydroxylations
Produits Localisation Produits Localisation Produits Localisation

1A2 EETs F P 7-,10-, 13-HETE F

2B6 EETs F

2C8 EETs F PV 11-, 13-, 15-HETE F

2C9 EETs F, PV 12-, 13-HETE F

2C19 EETs F 13-HETE F

232 EETs C,V,R, SGI

3A4 7-,10-, 13-HETE F
4A11 19-, 20-HETE F,R

4F2 20-HETE F, R

4F3 HydroxyLTB, L

4F8 18-HETE F, AR
4F12 nd F R 18-HETE F R, SGI, C

Tableau 1.10 —P450s humains impliqués dans la métabolisation de l'aciderachidonique,
d’apres Roman, 2002 F, Foie; P, Poumon; V, Vaisseaux; C, Coeur; R, Rein; SGI,&ystGastro-intestinal ;
AR, Appareil Reproductif.

(5S,6R) (5R,6S) (8S,9R) (8R,9S)
(e] O, (e] O,
= B56EET /\_ i 89EET /\

0 o 0o o
6 5 9 8
o OH o OH
~— o —"
CTols

0 «— ~— o}
* - OH - T OH
INTT2 — 1IN /15
(o] (@]
N/ 1112EET=~ N7/ 1415EET-. 7
(6] (@] (@) (o]
(11R,128) (11S,12R) (14R,15S) (14S,15R)

Figure 1.23 —Formule développée des régioisomeres et des stéréoisonsades eépoxydes d’acide
arachidonique.

Dans les tissus vasculaires humains, les cytochromes PA4502B6, 2C8, 2C9, 2E1, 2J2 et
3A4 ont été détectés par immunohistochinffitoebel et al., 1998; Borlak et al., 2003; Enayetallah
et al., 2004; Furukawa et al., 2004; Elbekai et El-Kadi, 2aD&ozier et al., 2007)Quelques travaux
montrent également de facon concordante des taux d’ARNmrianis pour ces P450s ainsi que
pour d’autres comme le CYP 2A6 ou 2¥bin et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999, 2000; Thum et
Borlak, 2000; Borlak et al., 2003)l est a noter que toutes ces études ne mettent pas en évidenc
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tous ces P450s en méme temps, ceci étant d0 au prélevemessideviasculaires différents, dans
des conditions physiologiques qui peuvent étre différer@eci indique la disparité d’expression des
P450s dans les vaisseaux humains.

La formation des époxydes d’acide arachidonique dans lisseaux est principalement cataly-
sée par les CYP 2C8, 2C9 et 2J2, qui seront appelés par leP=ib@s époxygenase€ependant,
la proportion des régio- et stéréo-isomeres des époxydeatexdu coeur est plus proche de celle
obtenue en incubant le CYP 2J2 en présence d’acide arachidgon(voir la figure 1.23 et le tableau
1.11). L'époxyde 5,6-EET n’est pas détecté dans le coeurdiymais du fait de sa tres grande insta-
bilité, il peut étre dégradé rapidement par d’autres méoaes, ce qui diminue sa concentrat{ovu
et al., 1996) Ainsi, contrairement au tissu hépatique ou le CYP 2C8 senthdel’dcide arachido-
nique epoxygenase majoritaire, &P 2J2 serait le principal P450 responsable de la formation
des EETs au niveau vasculairg¢Zeldin, 2001)

56EET  89EET 11,12EET 14,15EET
RS) SR (RS SR (RS (SR
Coeur humain 37% 24 % 39 %
43)  (57) (44%) (56%) (67%) (33%)
52 % 48 %
Cyp2Cs ) n.d (82%) (18%) (82%) (18%)
14 % 26 % 60 %
CYP2C9 - nd.  nd  (70%) (30%) (63%) (37 %)

24 % 18 % 37%

0,
CYP2221% 7o) (53%) (49%) (51%) (76%) (24%)

Tableau I.11 -Proportion des régioisomeres et des stéréoisoméres des @pies d’'acide arachi-
donique détectés dans le coeur humaifdWu et al., 1996) et formés par les cytochromes P450
2C8, 2C9 et 2J2(Daikh et al., 1994; Zeldin et al., 1995; Wu et al., 1996 L'isomére 5,6-EET est trés
instable ; son absence dans le coeur humain pourrait dosndéra une transformation ultérieure. Les CYPs 2C8 et 2C9
ne semblent pas réellement former cet isoméi.: non détecté.

[-3.2 Métabolisme et devenir des EETSs.

Les EETs formés par les CYPs peuvent subir plusieurs voiesétigbmlisation :

— Incorporation sous forme de phospholipides. phosphatidylcholine est capable de former
avec les EETs un phospholipide qui s’incorpore & la membcatielaire des cellules vascu-
laires(Spector et Norris, 2007Ceci constitue un réservoir d’époxydes qui peuvent étérdib
rapidement par action de la phospholipase A

— Action de I'époxyde hydrolasé.a transformation principale que peuvent subir les EETsdan
de nombreuse cellules est I'hydrolyse en acide dihydraogztrienoique (DHET). Cette ré-
action est catalysée par les époxydes hydrolases soldiiél €t se produit trés rapidement.
Généralement, les DHETSs sont considérés comme étant ldaifgrale dégradation des EETs
(Spector et Norris, 2007)-eur activité est relativement semblable aux EETs, maifaden
beaucoup plus réduite.
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— Oxydation des EET4.es EETs peuvent également subir undaydroxylation qui semble étre
une autre voie de dégradation des EETs. Cette étape, catalpsgmment par les CYP 4F,
forme des nouveaux médiateurs chimiques pouvant se lieréamepteurs activés par les profi-
|érateurs du peroxisome (PPARa) (Cowart et al., 2002; Le Quere et al., 2004)

-3.3 ROles des EETs.

De nombreuses études montrent I'implication trés impoetales EETs dans les cascades de si-
gnalisation des cellules des tissus vasculaires. Outreflets anti-inflammatoires et anti-thrombo-
tiques présentés précédemment (voir partie 1-2.2.1), E§sEsont également des inhibiteurs de
'agrégation plaquettaire. Lensemble de ces effets aend&ix EETs un role trés important dans la
protection vasculaire contre I'athéroscér¢gp@anasekaran et al., 2006; Seubert et al., 2007; Spector
et Norris, 2007)

Par ailleurs, la propriété la plus étudiée des époxydesdarachidonique est leur participation
probable au phénomeéne de relaxation vascul@esnpbell et al., 1996, Campbell et Falck, 2Q07)

[-3.4 La relaxation vasculaire.

I-3.4.1 Les mécanismes mis en jeu lors de la relaxation vaseaire.

Collagémeglastine, ..
&
/_\_/\ /\

Cellules
musculaires lisst

AN |
e \ Cellules

—~ _— Endotréliales

Figure 1.24 -Représentation schématique d’un vaisseau

Les phénomenes de relaxation vasculaire font intervemcipalement deux types de cellules
constituant la paroi vasculaire : les cellules endothedigiormant I'endothélium) et les cellules mus-
culaires lisses (figure 1.24). Lorsque I'endothelium esnsté par une force de cisaillement ou la
fixation d’'un agoniste sur son récepteur, une cascade dalisigtion induit la formation de média-
teurs qui vont diffuser de la cellule endothéliale vers Ihute musculaire lisse. L'information qui
arrive a cette derniére provoque sa dilatation et ainskediavaisseayiBusse et al., 2002; Feletou et
Vanhoutte, 2006)

(a) Laprostacycline.

.....

1976) Le stimulus provoque I'activation de la phospholipasegdi libére de 'acide arachidonique
dans la cellule. Cet acide est ensuite transformé en praditaey?Gb par action de la cyclooxygénase
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(COX) puis de la prostacycline synthase (voir figure 1.22) t€ptostaglandine diffuse ensuite vers
la cellule musculaire lisse et se fixe sur un récepteur coaplée protéine & Ceci a pour effet
d’augmenter la concentration en AMP cyclique, ce qui engda relaxation du muscle.

(b) L’endotheliunDerivedRelaxingFactor - NO.

En 1980, un second mécanisme de relaxation dépendant dethetium a été mis en évidence
(Furchgott et Zawadzki, 1980)e médiateur de cette relaxation, Budothelium Derived Relaxing
Factor (EDRF) s’est avéré sept ans plus tard étre le monoxyde d'atOt¢Palmer et al., 1987)
Synthétisé par les NO-synthases endothéliales (eNOSifuisd également de la cellule endothéliale
vers la cellule musculaire lisse et active la guanylyl cgelaoluble. Le GMP cyclique formé conduit
ensuite a la dilatation vasculaire.

(c) Untroisiemephénoméne?

Le phénomeéne deEndothelium Derived Hyperpolarization, ou EDH est classiquement décrit
comme le mécanisme de relaxation vasculaire qui interVogatjue les deux autres voies de relaxa-
tion (EDRF et prostacycline) sont inhibées.

Une stimulation par un agoniste ou une force de cisaillempeat impliquer une hyperpolarisation
dépendant de I'endothélium de la membrane des cellulesutauss lissegBolton et Clapp, 1986;
Beny et Brunet, 1988; Chen et al., 1988; Feletou et Vanhoutt8)1Des études in vivo montrent
'importance de cette 3éme voie de relaxation. En effet,sdesis n’exprimant pas la eNOS et/ou la
COX-1, ont des vaisseaux pouvant relaxer, car 'EDH repttésaors le seul phénoméne vasorelaxant
(Brandes et al., 2000; Huang et al., 2000, 200Bst a noter que la part de relaxation dépendante de
I'EDH est inversement proportionnelle a la taille des vaéas<(Nagao et al., 1992; Shimokawa et al.,
1996)

L'ensemble des voies physiologiques impliquées dans leghéne EDH n’est pas encore totale-
ment déterminé. LEDH semble cependant hyperpolariseelabrane des cellules musculaires lisses
en ouvrant les canaux potassiques de cette membrane (Esxcaaicium-dépendant§Xygmunt et
Hogestatt, 1996, Petersson et al., 1997)

I-3.4.2 Les mécanismes sous-jacents a 'EDH.

Les différents mécanismes identifiés comme pouvant exgliieffet EDH peuvent étre classeés
en deux catégories : un transfert direct de polarisationcpatact cellulaire ou la diffusion d'un
médiateur de la cellule endothéliale vers la cellule musoilisse.

(a) Lesjonctionscommunicantefap junction

Les cytoplasmes d’une grande majorité de cellules (dontdartie les cellules musculaires lisses
et les cellules endothéliales) sont directement intereot@s par des canaux appelés jonctions com-
municantes (owap junctionsen anglais). Formés par six monomeres de connexines, casxan
peuvent laisser passer de petites molécules, mais égdlee®ions. Or, il a été montré que de tels
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canaux connectent non seulement les cellules endotrskalze elles, et les cellules musculaires
lisses entre elles, mais également les cellules enddtsk les cellules musculaires lisg€shrist

et al., 1996) Ainsi, un chemin de faible résistance électrique existeeetes deux couches cellu-
laires et pourrait ainsi concourir a la propagation d’ungdrpolarisation. D’autre part, le nombre
de ces connexions est inversement proportionnel a la tealfevaisseauxSandow et Hill, 200Q)
tout comme la relaxation transmise par I'EQ¥Bhimokawa et al., 1996¢e qui suggere une relation
possible entre EDH et jonctions communicantes. Ceci estroo@éfpar I'utilisation d’inhibiteurs de
ces gap junctions qui semblent inhiber fortement la relarate type EDH(Coleman et al., 2001;
Griffith, 2004)

(b) L’EndotheliumDerivedHyperpolarizingFactor.

Outre le mécanisme de transfert de polarité par contaa eatiules endothéliales et musculaires
lisses, de nombreux travaux ont mis en évidence I'implicati’ un médiateur diffusant de I'endothé-
lium aux cellules musculaires lisses, pouvant provoquer yperpolarisation de la membrane. Ce
médiateur de 'EDH est désigné gandothelium Derived Hyperpolarizing Factor, ou EDHF.

(b)-i Lesions PotassiumK

La stimulation des cellules endothéliales a également pfier d'ouvrir les canaux potassiques
de la cellule endothéliale. Ces ioKs', libérés dans I'espace myo-endothélial, forment un "nuage"
ionique qui peut activer la pompea’ /K *-ATPase et les canaux potassiques de régulation de type
inward rectifiers (IR) Ainsi, cet afflux d'ionsK™ serait lui méme déclencheur de I'hyperpolarisation
induite par I'ouverture des canaux potassiques de la eeflulsculaire liss¢Edwards et al., 1998)
Mais I'idée deK ™ comme unique EDHF a été rejetée par plusieurs tragkasy et al., 2000; Doughty
et al., 2000)

(b)-ii  Les métabolites d’acide arachidonique.
Les époxydes d’acide arachidonique (EETS).

Parmi la multitude de réles physiologiques que les époxgltesde arachidonique joueint vivo,
leur participation a 'homéostasie vasculaire est I'ung ples étudiée.
Les différentes preuves montrant qu'un métabolite d’aeidehidonique issu des P450s pouvait
jouer le réle d’'EDHF ont été apportés chez le bo@décker et al., 1994, Campbell et al., 1996)
le porc(Hecker et al., 1994; Popp et al., 1998) rat (Bauersachs et al., 1994¢ chien(Widmann
et al., 1998)mais egalement chez 'lhomn{&oman, 2002; Campbell et Falck, 200Zhypothése
des époxydes d’acide arachidonique est étayée par difé&ebservations :
— Les EETs sont produits par I'endothéliyfdissithaler et al., 1999; Campbell et al., 1996; Ro-
solowsky et Campbell, 1996)

— Les EETs et leur métabolites dilatent les vaisseaux enrpgfsisant la membrane des cel-
lules musculaires lissg€ampbell et al., 1996, Gebremedhin et al., 1998; Fulton.efl8b8;
Fisslthaler et al., 1999)
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— L'inhibition des P450s époxygénases par I'utilisatiomkibiteurs chimiques ou d’oligonu-
cléotides antisens bloque la relaxation de type EIABs/thaler et al., 1999; Bolz et al., 2000;
Taddei et al., 2006)

— La relaxation par hyperpolarisation est inhibée par umagoniste du 14,15-EETGauthier
etal., 2002)

— Linduction de I'expression endothéliale des CYP 2C, P45fisxggénases, augmente forte-
ment la relaxation médiée par 'TEDHPopp et al., 1996; Fisslthaler et al., 1999)

Cependant, ces observations n’excluent pas un role pdteleseEETs stockés sous forme de
phospholipides. Ainsi, les P450s époxygénases intercagert lorsque de tels stocks seraient épuisés
(VanRollins et al., 1996; Weintraub et al., 1997; Spectoi.e£804) Une autre hypothese permettant
d’expliquer la profusion de résultats quand a I'implicatitles EETs dans la voie de relaxation serait
gue les EETs pourraient étre degssagers secondairegmpliqués dans I'amplification et la trans-
mission de 'EDH, sans étre réellement 'EDHIFleming, 2004)L activation des canaux calciques
TRPVA4 sur les cellules endothéliales serait a l'origine d'tmyperpolarisation endothéliale suscep-
tible d’étre transmise aux cellules musculaires lissesafnment par les jonctions communicantes,
voir plus haut)(Watanabe et al., 2003)

Les triols d’acide arachidonique.

L'oxydation de I'acide arachidonique en hydropéroxydead\ipoxygénase) ou en époxyde (voie
epoxygénase) peut mener, aprés isomérisation et hydtmxyldes hydropéroxydes ou hydrolyse et
hydroxylation des époxydes, a la formation de triols d’acdachidonique vasorelaxants. En effet,
ces dérives peuvent dilater les vaisseaux par un mécanighftgntervenir I'ouverture des canaux
potassiquegPfister et al., 1996, 1998; Faraci et al., 2001 de ces composes, I'acide 11,12,15-
trihnydroxyeicosatrienoique posséde toutes les caraqtées pour étre condidéré comme un médiateur
des relaxations de type EDHF dans I'aorte de Ig@iampbell et al., 2003; Pfister et al., 2003a)

(c) Lepéroxyded’hydrogene.

Dans le cas des arteres coronaires (porc) et mésentérigpasne et souris), le peroxyde d’hy-
drogéne HO, a été proposé comme mediateur possible pouvant jouer |e'EBBHF (Matoba et al.,
2000, 2002, 2003; Shimokawa et Matoba, 20@8pendant, cette hypothese est mise a mal par l'uti-
lisation souvent hasardeuse de la catalase (consomnrid€D,) en termes de concentrations et de
temps d’incubation, qui donne des résultats contrades@ur 'importance de #0, dans des études
comparables.

La variabilité des conditions expérimentales dans lesegisbnt réalisées ces études est souvent
évoquée pour expliquer la multitude de résultats conttaides sur l'identification 'EDHF (voir
figure 1.25)(Campbell et al., 2002; Busse et al., 2002; Griffith, 2004; $an@004) Ainsi, les types
de vaisseaux étudiés, I'espece et le sexe considérés etldisions physiologiques des tissus prélevés
sont autant de parameétres qui semblent influencer le mécamis type EDHF observé.
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Figure 1.25 -Schéma récapitulatif des différents mécanismes menant a falaxation vasculaire

Les deux médiateurs des deux voies de relaxation identigsirsdiqués en vert : prostacycline (RBet EDRF (NO).
Les principaux composés proposés comme médiateur de Jatiela de type EDH sont en bleu : peroxyde d’hydrogene
H,0,, potassium K et époxydes d’acide arachidonique EETs. BLAPhospholipase A PLC : Phospholipase C;
phospholipase A2 (PLA2); WP Inositol 1,4,5-trisphosphate ; CaM : Calmodulline ; eNO$O-synthase endothéliale ;
COX : Cyclooxygénases ; LOX : Lipoxygénases; LT : Leucote®nHETES : acide hydroxyeicosatetraénoiques ; GMPc :
Guanosine monophosphate cyclique ; AMPc : Adénosine mosigate cyclique.

Les époxydes d’acide arachidonique sont des médiatewssrmgortants de certaines cascades
de signalisation intracellulaires dans les vaisseauxanahent les mécanismes de vasodilatation, a
travers le phénomeéene de 'EDHF. Les cytochromes P450 égoaggs, qui catalysent leur formation,
sont donc des enzymes qui jouent un role trés important dansgulation de ces médiateurs. Les
trois cytochromes P450 2C8, 2C9 et 2J2 semblent étre les P45Q@dus impliqués dans la synthése
et la régulation des EETs au niveau vasculaire. Cependagkidite a I'heure actuelle peu d’études
sur le rble particulier que joue chacune des isoformes deOB4f¥poxygénases, par manque d’outils
sélectifs.
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I-4  Objectifs de cette these

Peu de choses sont connues a I'heure actuelle sur le CYP 2i2]escompare a d’autres cyto-
chromes P450 humains de découverte moins récente, comrad R8A4, 2C9 ou 2D6. Ses roles
biologiques sont encore mal définis méme si son implicatarsda biosynthése des EETs et dans la
protection des cellules du systeme cardiovasculaire-vis-des agressions oxydantes commence a
étre bien documentée. Pour aller plus loin dans I'étude sedes biologiques chez I'homme, il est
nécessaire de posséder des outils sélectifs, comme deésassibsdes inhibiteurs spécifiques du CYP
2J2. Or, au début de mon travail de these, on ne connaissad’iphibiteurs sélectifs de ce P450,
et on ne disposait que d’'un nombre restreint de substratsxddnaniere plus générale, rien n’était
décrit sur la topologie du site actif du CYP 2J2.

Le but général de cette these a donc été :

a) d’obtenir des inhibiteurs sélectifs du CYP 2J2;
b) de mettre au point des substrats a haute affinité de ce Bd&@n étudier I'oxydation ;

c) de déterminer la topologie de son site actif, entre ayices savoir quels types de molécules
endogeénes il était capable de reconnaitre.

Le chapitrell de la thése concerne la recherche préliminaire de subdtraiy'P 2J2.

La partielll présente la mise au point d’inhibiteurs sélectifs, de tygametitif ou irréversible.

Le chapitredV montre la mise en évidence de la régiosélectivité paréoelie ce P450, ainsi que
la détermination de la topologie de son site actif.

Le chapitreV présente une premiere approche des interactions posdibl€EYP 2J2 avec des
composes impliqués dans les voies de relaxation vasculaire
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lI-1 Recherche de substrats spécifiques du CYP 2J2.

Ce travail a été initié lors de mon stage de D.E.A. réalisé laor&toire, dont 'un des objectifs a
été d'identifier de nouveaux substrats et de nouvellesitggidu CYP 2J2. Avant le début de cette
these, un seul substrat efficacement métabolisé par le CY&t&if2écrit dans la littérature. 1l s’agit
de I'ébastingHashizume et al., 2002Peux autres substrats, I'astémiz@atsumoto et al., 2003)
et la terfénadingStresser et al., 2004t été décrits au début de cette these. Ces trois compogés son
des anti-histaminiques H1 non-sédatifs, mais seule ltéEmgéKestir?) est encore commercialisée
actuellement; des interactions médicamenteuses pouvtaairer des complications cardiaques im-
portantes dans le cas de I'astémizole ou de la terfénadirentrainé le retrait de ces molécules (voir
partie 1-1.4.3 de l'introduction). Les structures chimégude ces différents composés ainsi que les
constantes cinétiques de leur métabolisation par le CYP i2J2té présentées précédemment (figure
1.20).

Les constantes de MichaeKs, de I'hydroxylation de ces substrats par le CYP 2J2 sont ddriéor
de 1uM, ce qui indique une bonne affinité de ces substrats pour le ZJ)2PCes composés ont donc
été pour nous un point de départ intéressant pour cherchemoeaux substrats en se basant sur leur
structure chimique.

rgund

Terfénadine

Partie
Aromatique

Astémizole

Figure 1.1 —Eléments structuraux communs aux trois substrats du CYP 2J2 pbliés au début
de cette theseLe site d’hydroxylation est indiqué par une fleche.

Une comparaison rapide de la structure de ces trois subsénale plusieurs points communs :
une structure plutét linéaire longue d’une vingtaine diaés, un noyau pipéridine en son centre, des
groupes aromatiques du coté opposeé au site d’oxydation,rdyau phényle situé a 2 carbones de ce
site (figure 11.1). Bien que cette analyse soit préliminairglebale, elle nous a permis néanmoins de
sélectionner une série de composés pour étre testés emanbgveaux substrats. Cette recherche a
été menée de deux facons différentes (figure 11.2) :
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— Deux composés ont été directement obtenus par réacti@ddetion sur I'ébastine (qui forme
I'ébastine réduite) ou d’oxydation de la terfénaditexfénadone.

— Les autres composés ont été obtenus commercialement,besaet sur la structure de base
générale décrite précédemment.

Y

GBR 12935 GBR 12909

Figure 1.2 —Composés testés dérivés de I'ébastine ou de la terfénadirfe Ou proches du motif
commun aux substrats de CYP 2J2 décrits dans la littératureB) (cf figure 1.20).

L'oxydation de ces composés par des microsomes de celllitsectes §f9 exprimant le CYP
2J2 recombinant et la CYP-réductase humaine en présence DPINA été suivie par Chromato-
graphie Liquide a Haute Pression (CLHP) couplée a une déteptir spectrométrie de masse (SM)
pour étudier 'apparition de produits et déterminer lemucure. Les activités enzymatiques de méta-
bolisation mesurées sont représentées en figure 11.3.lys@par CHLP couplée a une spectrométrie
de masse tandem (S)ldes métabolites de la terfénadone et de I'ébastine réduiteélé que leur
hydroxylation a lieu au niveau du groufes-butyle, comme cela est observé pour I'ébastine et la ter-
fenadine. Les métabolites des autres composés (cinrarihimarizine, GBR12909 et GBR12935)
n’ont pu étre identifiés, du fait de la faible quantité form€ependant, leur spectre de masse indique
une masse molaire égale a celle du substrat augmentée da at(oe d’oxygene), ce qui suggere
gu'’ils dérivent d’une hydroxylation de ces composés.
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Figure 11.3 —Activités enzymatiques de métabolisation des moléculesstées comme nouveaux
substrats Les activités représentées ont été mesurées pour une t@ticende 2QM de substrat et un temps d’incu-
bation de 30 minutes. Les valeurs obtenues sont la moyenBexigeriences distinctes, les barres d’erreurs reprégente
I'erreur standard.

Le graphique 1.3 montre que la terfénadone et I'ébastideité sont aussi des substrats effica-
cement métabolisés par le CYP 2J2. Ainsi, ces composés peseetr de base stucturale pour la
conception de nouveaux inhibiteurs ou de substrats du CYR@d2in. Dans la continuité de ce tra-
vail préliminaire, nous avons étudié la spécificité de céssats vis-a-vis du CYP 2J2 comparé aux
autres P450s humains impliqués dans le métabolisme desangéelits. L'ébastine et la terfénadone
ont été choisies comme substrats pour ces études, caricemiat a la terfénadine et a I'ébastine
réduite, la présence d’un bon chromophore (le groupe Ph-&4@))la détection par spectrophotomé-
trie UV plus facile. Expérimentalement, il est donc plustionge d’utiliser ces composés. Nous avons
également choisi d’étudier 'astémizole, qui est égaldrfailement détectable par spectrophotomé-
trie UV.

lI-2 Etude de la spécificité de I'ébastine, de la terfénadone et de
I'astémizole vis-a-vis du CYP 2J2.

Nous nous sommes efforcés de répondre aux deux questivastas :

a) ces trois substrats ne sont-ils hydroxylés que par le C2Palsont-ils aussi hydroxylés par les
principaux P450s humains impliqués dans le métabolismeélasbiotiques ? Pour ce faire, nous
avons étudié la transformation de ces substrats par le CYRtZd les 15 P450s humains dis-
ponibles sous forme recombinante, exprimés dans le ménensygcellules d’insectes infectées
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par un baculovirus).

b) I'hydroxylation de ces substrats par des microsomestigges ou intestinaux humains est-elle
majoritairement dépendante du CYP 2J2 ou d’autres P450sr?cetay nous avons suivi I'hy-
droxylation de ces substrats par ces microsomes en prédendiwers anticorps monoclonaux
dirigés contre le CYP 2J2 et les autres P450s humains.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec I'équipe.\deG¢lboin (National Cancer Ins-
titute, NIH, U.S.A.) qui nous a fourni les anticorps mona@ax anti-2J2 et les 15 principaux cy-
tochromes P450 humains impliqués dans le métabolisme dedbiatiques (1A1, 1A2, 1B1, 2A6,
2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 3A4, 3A5 et 4A11) expritaés des cellules d’in-
sectes infectées par le baculovirus. Nous avons égalegst@tie CYP 4F12, dont I'hydroxylation de
I'ébastine avait été observée précedemngefatshizume et al., 2002)

Le groupe de H.V. Gelboin a également mis au point une bangaéabrps monoclonaux (Mono-
clonal Antibodies otMAbg anti-P450s qui peuvent étre utilisés pour détecter famlet la présence
éventuelle d’'une isoforme de cytochrome P450 dans un tisené De plus, ils permettent d’étu-
dier la participation d’une isoforme de P450 a un phénomérysiplogique comme le métabolisme
d’'un médicament. D’une maniére générale, les anticorpsogionaux sont susceptibles d’étre plus
spécifiques d’'une isoforme, car contrairement aux antecpgbyclonaux, les MAbs ne reconnaissent
gu’un seul épitope. Cette banque d’anticorps est constitiagricorps spécifiques vis-a-vis des CYP
1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, de la famille 2C, 2C19, 2D6, 2E1 et 3AALjino et al., 1982; Gel-
boin etal., 1995, 1996; Krausz et al., 1997; Yang et al., 19@8et al., 1999; Krausz et al., 200Eh
utilisant de tels anticorps, cette équipe a pu détermineotdribution de chacun de ces P450s dans
le métabolisme hépatique du diazépam ou de I'imiprani¥amg et al., 1999)

Dans le cadre de cette collaboration, nous avons partici@&aractérisation d’anticorps mono-
clonaux anti-CYP 2J2, en démontrant I'inhibition de I'adtvcatalytique de cette isoforme par ces
anticorps, et en utilisant ces anticorps pour étudier labwisme de I'ébastine, de la terfénadone et
de l'astémizole dans les tissus humains. Ce travail a doeo&lun article soumis pour publication,
présenté ci-dessous.

1-3  Article 1

Article présenté :

K.W. Krausz,P. Lafite, D.C. Zeldin, P.M. Dansette, D. Mansuy and H. V. GelboiSpecific and
Inhibitory Monoclonal Antibodies Against CYP 2J2 Define thetdbolism of Ebastine, Terfenadone
and Astemizole in Human Tissuedburnal of Pharmacology and Experimental Therapelgozanis
pour publication.

Page 62



CHAPITRE Il. NOUVEAUX SUBSTRATS DU CYP 2J2

SPECIFIC AND INHIBITORY MONOCLONAL ANTIBODIES
AGAINST P450 2J2 DEFINE THE METABOLISM OF EBASTINE,
TERFENADONE AND ASTEMIZOLE IN HUMAN TISSUES.

1 2 3
KRISTOPHER W. KRAUSZ , PIERRE LAFITE , DARRYL C. ZELDIN ,

2 2 1

PATRICK M. DANSETTE , DANIEL MANSUY AND HARRY V. GELBOIN .

1
Laboratory of Metabolism, National Cancer Institute, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
2
Universite Rene Descartes, CNRS UMRS8601, Paris CXO6, France

3
Laboratory of Pulmonary Pathology, National Institutes of Environmental Health Sciences, National Institutes of Health,
Research Triangle Park, NC, USA

ABSTRACT :

Hybridomas were isolated that produce 3 monoclonal
antibodies (MAbs) that are specific and highly inhibitory to
human P450 2J2. MAD 6-2-16-1 and MAb 6-5-20-8 exhibited
specific and potent inhibitory activity (85-95%) to P450 2J2
metabolism of arachidonic acid (AA), ebastine, terfenadone
and astemizole. MADb 5-3-2-2 was not inhibitory, but yielded
a strong Western blot. The inhibitory MAbs were used to
determine the metabolic contribution of P450 2J2 to the
metabolism of AA, ebastine, terfenadone and astemizole in
human liver and intestinal microsomes. The single or
combinatorial use of the anti-2J2 MAbs, together with a
panel of inhibitory MAbs previously developed can provide

the reaction phenotype of a drug, xenobiotic or endobiotic in
human tissue microsomes. MADb directed reaction
phenotyping revealed that P450 2J2 contributes less than
10% to total AA metabolism in human liver, where as P450
2J2 contributed up to 40% of ebastine and terfenadone
hydroxylation in human liver and 40% ebastine and 60%
terfenadone hydroxylation in human intestinal microsomes.
P450 2J2 did not contribute to the N-dealkylation of either
compound. MAb directed reaction phenotyping of
astemizole revealed no significant contribution of P450 2J2
to its metabolism in either liver or intestine.

The Cytochromes P450 are a superfamily of enzymes
that metabolize a wide range of compounds icluding
drugs, carcinogens, xenobiotocs, and endobiotics such a
steroids, hormones, and fatty acids (Guengerich, 2005).
They metabolize over 80% of marketed drugs, making
them both clinically relevant and extremely important in
pre-clinical drug development. Inhibition, inactivation,
and activation of these enzymes may cause toxicity, drug-
drug interactions and/or altered therapeutic efficacy.
Cytochrome P450 2J2 has been described in the
metabolism of arachidonic acid (AA) to three types of
eicosanoid products; midchain HETEs, w-terminal
HETEs, and epoxyeicosatrienoic acids (EETs) (Zeldin,
2001). The latter have been shown to play an important
potent effect on vascular and bronchial smooth muscle
tone and ionic transport (Kroetz and Zeldin, 2002).
Additionally, the EETs have been shown to play roles in
cellular proliferation, inflammation, homeostasis, and a
variety of intercellular signaling pathways, and in kidney
and cardiovascular functions (Spiecker et al., 2004).
Recently, P450 2J2 has been demonstrated to metabolize
the drugs ebastine (Hashizume et al, 1998) and
astemizole (Matsumoto et al., 2003). Moreover,
terfenadone derivatives have been reported as high-
affinity and specific inhibitors of CYP 2J2 (Lafite et al.,
2006). Additionally, P450 2J2 activity has been
demonstrated in intestinal microsomes, implicating its
potential role in first pass metabolism of drugs
(Matsumoto et al., 2003).

We describe the production and characterization of
specific and highly inhibitory monoclonal antibodies

(MAbs) against human P450 2J2, which can be used to
determine the contribution of P450 2J2 to the metabolism
of drugs, xenobiotics and endobiotics. These MAbs
complement the comprehensive library (Gelboin and
Krausz, 2006) of specific MAbs to the major human
P450s which can be used to determine the role of
individual P450s in the in vitro metabolism of drugs,
other xenobiotics and endobiotics in a mixed enzyme
system.

Materials and methods

Chemicals and microsomes. Ebastine was provided
by Pharmafarm (Paris, France), astemizole was purchased
from Sigma (St Quentin Fallavier, France). Terfenadone
was synthesised as described previously (Lafite et al.,
2006). All organic solvents were purchased from SDS
(Peypin, France) or Sigma (St. Louis, MO) and were of
HPLC grade. NADP and NADPH regenerating system
(glucose-6-phosphate (G6P) and glucose-6-phosphate-
deshydrogenase =~ (G6PDH) were obtained from
Boehringer-Mannheim (Mannheim, Germany). Human
liver samples were provided by the Cooperative Human
Tissue Network (CHTN) which is funded by the National
Cancer Institute. Microsomes from human liver were
prepared as described (Alvares et al., 1970) and total
P450 content measured by difference spectra (Omura and
Sato, 1964). Protein content was measured with BCA
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL) using BSA as a
standard. Human intestine microsomes were obtained
from Biopredic (Rennes, France), and were stored at —
80°C before use. The CDNA expressed human P450
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TABLE 1
Binding specificity of MAbs anti-2J2 as measured by ELISA. Culture fluid containing MAbs from hybridomas specified were assayed with a panel of

expressed P450s. The values represent optical density at wavelength of 405nm.

mAbP450 1Al 1A2 1Bl 2A6  2B6 2C8 2C9 2C9*2 2CI8 2C19 2D6 2El  2J)2  3A4 3A5 CONT
6-6-20-8 006 0.03 0.04 004 004 003 003 004 008 005 002 002 172 008 0.05 0.1
6-2-16-1 004 002 003 002 003 004 001 003 009 002 004 002 135 006 003 008
5322 004 0.1 002 002 003 003 002 003 008 003 002 002 167 003 003 007
100+
€
Q0
v °
8 9 = MAb 6-5-20-8
3]
A - € 4+ MAb 6-2-16-1
% 504
-~ =
£
12 34 56 7828 8 257
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FIG 1. Immunoblotting analysis of expressed P450 2J2 with MAbs 5-3-2-
2(4) and MAb 6-5-20-8(B).

Expressed P450 2J2 enzyme was separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose, and probed with MAb. Both blots were
loaded as follows: Lane 1-8: 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, and 0.0312
pmole of expressed 2J2, respectively. Blot was developed using
Chemiluminesence.

enzymes used for immuno- assays and metabolic assays
were obtained as Supersomes (BD Discovery Labware,
Woburn, MA ), and/or Baculosomes (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA).

Incubation procedure. The reaction mixture consisted
of substrate (50 uM), microsomes (human intestine, 30 ug
; human liver, 9.5-10 pmol of P450 ; recombinant P450,
2.5 pmol), antibodies (0-1 pg protein/pmol P450 for
hepatic microsomes, 0-2 pg protein/pug protein for
intestinal microsomes and 0-5 pg protein/pmol P450 for
recombinant CYP2J2), and NADPH regenerating system
(NADP 1 mM, G6P 10 mM and G6PDH 2 u/mL) in a
final volume of 200 uL of 0.1 M potassium phosphate/0.1
mM EDTA buffer (pH=7.4). Anti-lysosyme MAbHy Hel-
9 (Newman et al., 1992), with an amount equivalent to
specific MAbs, was used as a control for non specific
binding.

Microsomes were preincubated for 30 minutes at 0°C
with monoclonal antibodies. A pre-mixture containing
substrate and NADPH regenerating system was
preincubated for 3-4 minutes to generate NADPH. The
reaction was started by mixing of the two preincubations.
It was stopped after incubation at 37°C for 30 minutes by
the addition of 100uL of acetonitrile/acetic acid solution
(9/1). The internal standard (ebastine or terfenadone) was
added at a final concentration of SuM. The solution was
centrifuged at 10000 rpm for 5 minutes and the
supernatant was injected on HPLC/MS system.

HPLC/MS analysis. The apparatus HPLC/MS
analysis consisted of a Surveyor HPLC system and LCQ
Advantage-ion trap mass spectrometer (Thermo Finnigan,
Les Ulis, France). The column used was a Kromasil C18
(150 x 2.1 mm, 3.5p) (AIT, Marly, France). The mobile
phase consisted of water/acetonitrile/formic  acid
(80/20/1) (solvent A) and acetonitrile/formic acid (99/1)
(solvent B), at a flow rate of 200 pL/min. Elution was
performed with a linear gradient from 0% of B to 70 % in
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FIG. 2. Inhibition of expressed P450 2J2 metabolism of arachidonic

acid.

MAbs were incubated with expressed P450 2J2 and AA and products
analyzed by HPLC as described in Materials and Methods. Data are
expressed as percentage of control with a control MADb.

= Ebastine
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FIG. 3. Inhibition of expressed P450 2J2 metabolism of ebastine,
terfenadone and astemizole by MAb 6-5-20-8.

MAbs were incubated with expressed P450 2J2 and compound
indicated and products analyzed by LCMS as described in Materials and
Methods. Data are the mean values of triplicate studies and are
expressed as percentage of control with a control MAb.

13 minutes, followed by a gradient to 100% of B in 4
minutes, ended by 4 minutes at 100 %. The MS ionisation
was carried out using an ESI source in positive mode,
with a capillary temperature at 275°C, a capillary voltage
of 41V and a spray voltage of 5 kV. Ions were detected by
MS/MS monitoring ebastine and terfenadone : 470—203 ;
hydroxy-ebastine and hydroxy-terfenadone : 486—219 ;
N-dealkylebastine and dealkylterfenadone: 268 — 250.
Single ion monitoring was employed for astemizole : 459
; desmethylastemizole : 445 ; norastemizole : 325 ;
hydroxyastemizole : 475.

Each activity value was calculated using authentic
metabolites for ebastine and terfenadone. The results are
the mean values of triplicate studies.

AA metabolic incubations were carried out using [1-14
C]AA and products analyzed by reverse-phase HPLC as
previously described (Wu et al., 1996; Xiao et al., 2004).
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FIG. 4. Specificity of MAb 6-5-20-8 and MAb 6-2-16-1 inhibition of P450 2J2: lack of inhibition of 12 other human P450s.

MADbs were incubated with expressed P450 2J2 and phenathrene with products analysed by HPLC. Formation of 9,10 diol was measured for all
P450s except 2A6, where 9-phenol formation was measured. Data are the mean + S.D. of triplicate incubations and are expressed as percentage of
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FI1G. 5. Inhibition of CYP 2J2 activity in human liver microsomes
by MAb 6-5-20-8.

MADbs were incubated with HLM and compound indicated and
products analyzed by LCMS as described in Materials and Methods.
Data are the mean + S.D. of duplicate incubations with 3 individual
HLMs and are expressed as percentage of control (remaining activity)
with a control MAD.

P450 expression and hybridoma production.
Recombinant P450 2J2 baculovirus and the recombinant
protein expression in Sf9 (Spodoptera frugiperda) cells
were previously described (Wu et al., 1996). The resulting
expressed P450 2J2 protein was extracted from the cells
yielding 28.8 nanomoles of P450 2J2 from an one liter
S19 culture preparation. The extracted P450 was used as
the immunogen. Three Balb/c mice were immunized with
10 ug of P450 2J2 emulsified in 0.2 ml of adjuvant once a
week for three weeks. Spleen cells were isolated and
fused to mouse myeloma cells (NS-1), and the resulting
hybridomas were screened for antibody production by
ELISA using the extracted material.

Detailed procedures of immunization, hybridization,
and ELISA screening has been described (Gelboin et al.,
1998). Extracted material from Sf9 cells infected with
wild-type baculovirus was used to test for specific binding
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FIG. 6. Inhibition of ebastine hydroxylation by MAb 6-5-20-8:
lack of inhibition of N-dealkylation.

MAD was incubated with HLM and ebastine and analyzed by LC/MS
for N-dealkylation and hydroxylation activity as described in Materials
and Methods. Data are the mean of duplicate incubations
of the antibodies. The hybridization resulted in the

screening of over 1000 individual wells

with hybridoma growth. Three specific individual clones,
MADb 6-2-16-1, MADb 6-5-20-8, MADb 5-3-2-2, were
isolated. Each was screened for P450 binding specificity
by ELISA using human P450 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6,
2C8, 2C9*1*2, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 and 3AS5, and
tested for P450 enzyme inhibition as measured by the
metabolism of phenanthrene by the same P450s. The
incubation and assay conditions have been described
(Krausz et al., 2001).

All three clones were found to be specific to P450 2J2
and did not bind nor inhibit the other human P450s
mentioned above (Table I). All hybridomas were cloned
at least three times. All three MAbs produced are mouse
IgG1, as determined by the MADb isotyping kit purchased
from The Binding Site (San Diego, CA). IgGl
concentrations in mouse ascites fluid were determined
using radial immunodiffusion kits also from The Binding
Site (San Diego, CA).
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FIG. 7. Effect of specific inhibitory MAbs on the metabolism
of arachidonic acid in human liver.

MADs were incubated with HLM and AA and products analyzed by
HPLC as described in Materials and Methods. The inhibitory effect of
each MAb was measured for metabolite group as indicated. Data are
expressed as percentage of control with a control MAb and are the mean
+S.D.

Results

Three hybridoma cell clones were isolated which
produced monoclonal antibodies MAb 6-5-20-8 MAb 6-
2-16-1 and MAb 5-3-2-2 each of which bound
specifically to P450 2J2 as measured by ELISA (Table 1)
. The three MAbs bound to P450 2J2 and did not cross
react with the expressed human P450 1A1, 1A2, 1Bl1,
2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3AS
and 4A11. Figure 1 shows that MADb 6-5-20-8 and MAb
5-3-2-2 formed immunoblots with expressed P450 2J2
and did not cross react with the other human P450s listed
above (blot not shown). MAb 5-3-2-2 yielded a strong
immunoblot detecting 0.0312 pmole P450 2J2 (Fig. 1).
MAD 6-2-16-1 did not yield a blot. Of the three MAbs
isolated, MAb 6-12-16-land MAb 6-5-20-8 inhibited
(>90%) the P450 2J2 catalyzed metabolism of AA,
ebastine, terfenadone and astemizole (Fig. 2 and 3).
Figure 2 shows the inhibitory activity of the two MAbs
against P450 2J2 metabolism. MAb 6-5-20-8 and MAb 6-
2-16-1 inhibited by more than 90% the metabolism of AA
by expressed P450 2J2. Although MAb 5-3-2-2 yielded a
strong immunoblot (Fig. 1), it did not inhibit P450 2J2
activity. Figure 3 shows a high level of inhibition of
expressed P450 2J2 catalyzed metabolism of ebastine,
terfenadone and astemizole by MAbs 6-5-20-8 and 6-2-
16-1. The inhibitory activity of both MAb clones was
similar. The specificity and inhibitory activity of the
MADbs was measured by the amount of inhibition of the
metabolism of the common P450 substrate, phenanthrene,
by anti 2J2 MAbs to each of the other human P450s.
Figure 4 demonstrates the lack of inhibition of
phenanthrene metabolism by any of the P450 isoforms
except that of P450 2J2 by MAb 6-5-20-8, MAb 6-2-16-1.
The anti-2]2 MAbs completely inhibited phenanthrene
metabolism catalyzed by 2J2 (>95%). The anti- 2J2
MADbs exhibited no inhibition of phenanthrene
metabolism catalyzed by human P450 1A1, 1A2, 1Bl,
2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 and 3AS.

The extraordinary specificity and high inhibitory
activity of the new anti-2J2 MAbs make them ideal
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F16. 8. Analysis of ebastine metabolism in human liver and by expressed
P450s.

MADs wereincubated with HLM and ebastine and products analyzed
by LC/MS as described in Materials and Methods. The MAbs were
added combinatorially (in succession) so the each bar represents the
inhibitory activity of the last MAb added. The preceding bar is the
control. The inhibitory effect of each MAb on (A) ebastine
hydroxylation and (B) N-dealkylation in HLM. Data are expressed as
percentage of control with a control MADb and are the mean of duplicate
incubations. (C) Panel of expressed P450s metabolism of ebastine. Data
are expressed as mean +S.D. of triplicate incubations.

probes for determining the contribution of P450 2J2 for
the metabolism of drugs and endobiotics in a variety of
human tissues. Figure 5 shows that the percent
contribution of 2J2 to the metabolism (hydroxylation) of
ebastine, terfenadone and astemizole in human liver
microsomes (HLM) was 35%, 20% and 31%,
respectively. The remainder of the total hydroxylation is
likely catalyzed by other P450s. This correlates well with
the published reports that P450s other than 2J2 contribute
to the hydroxylation of ebastine, terfenadone and
astemizole (Hashizume et al., 1998; Matsumoto et al.,
2003). P450 3A4 is the major isoform responsible for
ebastine N-dealkylation in HLM (Hashizume et al., 1998).
Figure 6 shows that the anti 2J2 MADb distinguishes
between the metabolism catalyzed through the alternate
pathways of hydroxylation and N-dealkylation. The MAb
anti-2J2 inhibits ebastine hydroxylation in HLM by 35%,
and does not inhibit the N-dealkylation pathway. P450
2J2 is thus responsible for some of the hydroxylation of
ebastine and none of the N-dealkylation.

Arachidonic Acid (AA) metabolism is characterized by
different reactions including epoxygenation, omega
hydroxylation and midchain hydroxylation (Zeldin,
2001). P450 2J2 is believed to be a major enzyme
involved in AA metabolism. The MADbs anti-2J2, along
with the panel of MAbs (Gelboin et al., 1999) to the other
human P450s, were used to determine the contribution of
each of eleven human P450s to the metabolism of AA in
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FIG. 9. Analysis of terfenadone metabolism in human liver
and by expressed P450s.

MADbs were incubated with HLM and terfenadone and products
analyzed by LC/MS as described in Materials and Methods. The MAbs
were added combinatorially (in succession) so that each bar represents
the inhibitory activity of the last MAb added, with the preceding bar as
the control. The inhibitory effect of each MADb on (A) terfenadone
hydroxylation and (B) N-dealkylation in HLM. Data are expressed as
percentage of control with a control MAb and are the mean of duplicate
incubations. (C) Panel of expressed P450s metabolism of terfenadone.
Data are expressed as mean +S.D. of triplicate incubations.

human liver. Figure 7 shows the results of this analysis.
P450 2C8 and 2C9 were found to be the major isoforms
responsible for metabolism, contributing 40% and 25 %
respectively to the epoxygenase activity, and 0% and 40%
respectively to the midchain hydroxylase activity while
P450 2J2 activity was responsible for 10% to the total AA
metabolism of in human liver.

Previous studies have demonstrated the presence of
P450 2J2 in human intestine and its involvement in drug
metabolism (Hashizume et al., 2002; Matsumoto et al.,
2003). The results suggest that P450 2J2 in the small
intestine maybe involved in the metabolism of other
drugs. P450 2J2 activity in human intestine may clearly
be important for first pass metabolism of drugs and other
substrates. The quantitative role of the major human
P450s to the metabolism of ebastine and terfenadone was
determined using the method of combinatorial addition of
inhibitory MAbs previously described (Yang et al., 1999).
Figure 8 shows an analysis of the contribution in five
HLM of P450s 3A4, 2D6, the 2C family and 2J2 to the
hydroxylation (Fig. 8a) and N-dealkylation (Fig. 8b) of
ebastine, and the contribution of a panel of expressed
P450 enzymes (Fig. 8c). The range of variation among the
five individual HLM samples for ebastine hydroxylation
was respectively 20-40% for 3A4 and 10-40% for 2J2,
with virtually no activity(<10%) exhibited by 2D6 or the
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F16. 10. Analysis of ebastine and terfenadone metabolism in human
intestinal microsomes.

MAbs were incubated with HIM and ebastine or terfenadone with
products analyzed by LC/MS as described in Materials and Methods.
The MAbs were added combinatorially (in succession) so that each bar
represents the inhibitory activity of the last MAb added, with the
preceding bar as the control. The inhibitory effect of each MAb on (A)
hydroxylation and (B) N-dealkylation formation in HIM. Data are
expressed as percentage of control with a control MAb and are the mean
of duplicate incubations.

2C family (Fig. 8a). N-dealkylation was almost entirely
catalyzed by P450 3A4 (70-90%) in all five HLM assayed
(Fig. 8b). No activity was observed in the five HLM by
2D6, the 2C family or 2J2 for N-dealkylation. In
comparison, using a panel of 16 expressed P450s
demonstrate that 2J2 is most active towards ebastine
hydroxylation, followed by 3AS, 3A4, and 4F12, whereas
the N-dealkylation of ebastine is predominantly catalyzed
by 3A4 and 3AS5. In parallel, Figure 9 shows an analysis
of the contribution of P450 3A4, 2D6, 2C and 2J2 to the
hydroxylation (Fig. 9a) and N-dealkylation (Fig. 9b) of
terfenadone and the contribution of a panel of expressed
P450 enzymes (Fig. 9c). The contribution among the five
individual HLM samples for terfenadone hydroxylation
was 5-20%for 3A4, <10% for the 2C family and 2D6, and
5-30% for 2J2. N-dealkylation was almost entirely
catalyzed by P450 3A4 (>85%) in all five HLM. There
was no N-dealkylation activity from 2D6, 2C or 2J2. In
comparison, using a panel of 16 expressed P450s
demonstrate that 2J2 is most active towards terfenadone
hydroxylation, followed by 3A5, 3A4, and 4F12, whereas
the N-dealkylation of terfenadone is predominantly
catalyzed by 3A4 and 3AS5. Figure 10 shows the analysis
of the activity of P450 3A4, 2D6, 2C and 2J2 for the N-
dealkylation and hydroxylation of ebastine and
terfenadone in (a pooled sample of) human intestinal
microsomes. P450 3A4 contributed almost entirely to the
N-dealkylation of ebastine and terfenadone (Fig. 10a)
with no activity exhibited by P450 2C, 2D6, and 2J2.
However P450 2J2 contributes significantly to the
hydroxylation of ebastine (60%) and terfenadone (40%),
in addition to the hydroxylase activity by 3A4 of 33% and
10 %, respectively (Fig. 10b). No activity was
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FIG. 11. Analysis of astemizole metabolism in human liver and intestinal microsomes and by expressed P450s.

MAbs were incubated with HLM and HIM and astemizole with products analyzed by LC/MS as described in Materials and Methods. The MAbs
were added combinatorially (in succession) so that each bar represents the inhibitory activity of the last MAb added, with the preceding bar as the
control. The inhibitory effect of each MAb on astemizole (A) demethylation, (B) hydroxylation and (C) N-dealkylation in HLM and HIM. Data are
expressed as percentage of control with a control MADb and are the mean of duplicate incubations. (D) Panel of expressed P450s metabolism of

astemizole. Data are expressed as mean +S.D. of triplicate incubations.

observed by P450 2C family or 2D6 for the metabolism of
these two drugs in human intestinal microsomes. The
combinatorial contribution of 3A4 and 2J2 accounts for
>90% of the hydroxlyatin of ebastine in human intestinal
microsomes but only 50% of the hydroxlatin of
terfenadone, indicating the likelihood of other P450
involvement in terfenadone metabolism. These
observations correlate well with the inhibition observed in
HLM, where < 40% of terfenadone hydroxylation was
inhibited by MAbs against 3A4 and 2J2 combined.
However, where > 90% of ebastine hydroxylation
inhibition was observed in human intestinal microsomes
by MADs against 3A4 and 2J2 combined, only < 60%
inhibition was observed in HLM, indicating the
possibility of other P450 involvement. Figure 11 shows
an analysis of the contribution of P450 3A4, 2D6, 2C, and
2J2 to the demethylation (Fig. 11a), hydroxylation (Fig.
11b), and N-dealkylation (Fig. 11c) of astemizole in
human liver and intestinal microsomes and the
contribution of a panel of expressed P450 enzymes (Fig.
11d).

Here, among the five individual HLM samples and one
pooled human intestinal sample , there is no total
contribution greater than 10% for demethylation activity
by P450 2C, 2D6, 3A4, and 2J2, whereas the contribution
to hydroxylation activity was 0-16% for P450 2C, 2-66%
for 2D6, 73-90% for 3A4, and 0% for 2J2. The N-
dealkylation activity was primarily attributed to P450 3A4
(=70%) with 2C contribution of 17% in only one HLM
sample. In comparison, using a panel of 16 expressed
P450s demonstrate that P450 2J2 and 2D6 are most active
towards astemizole demethylation, with a minor
contribution from 2C19. However, this does not correlate
with the inhibitory MAb data, which shows less than a
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10% combined contribution of 2J2, 2D6 and 2C.
Hydroxylation of astemizole, as determined by expressed
enzyme, is contributed strongly by 2D6, followed by 3A4.
In contrast, 3A4 accounted for up to 90% and 2D6 up to
66% when analyzed by inhibitory MAbs in tissue
microsomes. N-dealkylation of astemizole is primarily
formed by P450 3A4, which is in agreement with the
inhibitory MAb data.

Discussion

The paper describes the production of immortal
hybridoma clones which produced three MAb which
specifically inhibit and/or immunoblot the CYP450 2J2.
The MADs can be used to quantify the role of P450 2J2
compared to the activity of human P450s for the
metabolism of a drug, xenobiotic or endobiotic. The
amount of inhibition by the addition of a P450 target
specific MADb to the metabolism of a substrate incubated
with human liver microsomes, (or other enzyme or tissue
preparation), defines the quantitative role of the target
P450 to the metabolism of the substrate.

We have developed hybridoma clones that produce
MADs to all the major P450's in human liver including
1A1, 1A2 (Yang et al., 1998b), 2A6 (Sai et al., 1999),
2B6 (Yang et al., 1998a), 2C8, 2C9, 2C19 (Krausz et al.,
2001), 2C Family (Yang et al., 1999), 2D6 (Krausz et al.,
1997), 2E1 (Gelboin et al., 1996), and 3A4/5 (Gelboin et
al., 1995) and the addition of anti-2J2 MAbs is a
significant addition to our panel of specific inhibitory
monoclonal antibodies. Using specific inhibitory MAbs,
we have identified and quantitated the role of each
specific P450s responsible for the metabolism of
bufuralol, dextromethorphan, phenacetin, chlorzoxazone,
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coumarin, 7-ethyoxycoumarin, diazepam, diclofenac,
imipraimine, mephenytoin,  p-nitroanisole,  taxol,
testosterone , tolbutamide, aflatoxin nitroanisole and
toluene (Gelboin and Krausz, 2006). Commonly used
chemical inhibitors have been repeatedly shown to be, at
best, selective and thus nonspecific and inadequate for
quantitative measurements (Sai et al., 2000). For example,
ketocanozole is a highly favored and considered a strong
inhibitor of P450 3A4. Previous studies indicate that
ketoconazole also inhibits expressed P 450 2J2 catalyzed
metabolism of astemizole by 40% (Hashizume et al.,
2001). Another popular chemical inhibitor of P450 1A1,
alpha-napthlflavone, also inhibits the activity of expressed
P450 2J2 metabolism of astemizole metabolism by 60%
(Matsumoto et al., 2003). Both chemical inhibitors were
utilized at 10uM, a concentration commonly used for
inhibition studies. Thus, chemical inhibitors should be
used with extreme caution at very well defined
concentrations since they are generally selective and not
specific and their extravagant use may lead to misleading
results. In contrast, the specific highly inhibitory MAbs
can be used at saturating levels to inhibit their target P450
without displaying cross-reactive or non-specific
inhibition toward other P450s.

In summary, three monoclonal antibodies have been
isolated and characterized for their specificity and
inhibitory activity towards human Cytochrome P450 2J2.
These MAbs have been used to determine and quantitate
the role of P450 2J2 in the metabolism of arachidonic
acid, ebastine, terfenadone and astemizole in human liver
and intestine. The 2J2 MADbs can also be used to
determine the role of 2J2 catalyzed metabolism of the
above substrates relative to their metabooism by other
P450s in bothe liver and extrahepatic tissues. The new
anti-2J2 MAbs will be useful to determine the role of
P450 2J2 relatoive to the role of other P450s in the
metabolism of new drugs, xenobiotics and endobiotics.

Footnotes

This research was supported (in part) by the Intramural
Research Program of the NIH, National Cancer Institute,
Center for Cancer Research.
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lI-4 Conclusions de cette étude.

L'article présente la mise au point d’'un anticorps monoalanti-2J2 (aucun anticorps mono-
clonal n’était disponible jusqu’a présent). Notre conttibn a ce travail a permis d’établir que ces
anticorps étaient de tres bons inhibiteurs de I'activitgyematique du CYP 2J2. Elle a permis d'illus-
trer I'utilité de ce nouvel outil dans I'étude du métabolesiale xénobiotiques par le CYP 2J2 chez
’lhomme.
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Figure 1.4 —(A) Régiosélectivité des oxydations par les P450s humaing diébastine et de la
terfénadone. Oxydation de I'ébastine (B) et de la terfénadam(B) par 16 P450s humains recom-
binants. Les figures B et C sont tirées de I'Article 1 (Figures 8C et 3pectivement).
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Ce travail nous a également fourni des éléments intéressams qui concerne la spécificité des
substrats présentés précédemment pour le CYP 2J2 :

— L'étude du métabolisme de I'ébastine et de la terfénadankgmsemble des 15 P450s humains
recombinants testés montre que seules les isoformes 3/&4eB2J2 hydroxylent de fagon ef-
ficace ces substrats (figures 8C et 9C de I'article, agrarmidgure 11.4-B et C). La vitesse
d’hydroxylation du groupeer-butyle de ces substrats par le CYP 2J2 est 7 a 8 fois supérieure
a celle du 3A4, 4 fois supérieure a celle du 3A5 et 10 a 20 fqieseaure a celle du 4F12 (qui
sera négligée par la suite). Le CYP 2J2 est le seul qui conduise hydroxylation régiosélec-
tive significative sur le groupter-butyle de ces substrats. Par contre, 'oxydation majoeita
catalysée par les CYP 3A4 et 3A5 a lieu au niveau de la fonctioina tertiaire et conduit a
une coupure oxydative de la molécule (voir figure 11.4-A).

— Le CYP 2J2 est le P450 majoritairement impliqué dans I'hydition intestinale de I'ébas-
tine et de la terfénadone (sa contribution a cette réactoie entre 40 et 60 %). Dans le foie,
il participe pour 20 a 40 % a I'’hydroxylation de ces compo&ite différence est vraisembla-
blement due a la variation de I'expression relative des CYR &22J2 dans le foie et I'intestin
(voir figure 1.18).

Les hydroxylations du grouper-butyle de I'ébastine et de la terfénadone sont donc degtasti
de choix pour la mise en évidence du CYP 2J2. En plus du CYP 2UB les CYP 3A4 et 3A5
catalysent cette réaction avec une activité significativeis avec une efficacité bien plus faible par
rapport au CYP 2J2. De plus, si on s’intéresse au systemeovastiulaire, le CYP 3A4 est présent
en quantité trés faible et ne devrait pas jouer un réle siifivis-a-vis de ces substrats. Enfin, les
valeurs des constant&sn de I'hydroxylation de I'ébastine et de la terfénadine paC¥P 2J2 sont
respectivement de 0,5 eV, ce qui témoigne de la forte affinité de ces composés pour Ié £32.

La sélectivité de I'ébastine et de la terfénadone pour le CYR [Rur oxydation rapide et régios-
léective, et leur forte affinité pour ce cytochrome P450 swriant de criteres qui ont déterminé le
choix de ces composés comme base stucturale pour constneigrie de dérivés susceptibles d’étre
des inhibiteurs ou des substrats affins et sélectifs du CYPQde étude préliminaire a été trés
importante pour la conception des composés qui ont été &ysels et étudiés en tant qu’inhibiteurs
(voir chapitrelll ) ou substrats (chapiti® ) par la suite.

Au cours de ma thése, d’autres substrats du CYP 2J2 ont étfigkerieur structure chimique,
ainsi que les constantes de leur oxydation par le CYP 2J2 sdigjuées dans la figure 11.5. Ainsi,
en 2005, un resumé de congres mentionnait que le CYP 2J2 poatalyser I'oxydation d’un anti-
émétique, la dompéridor@ichaud et al., 2005En 2006, deux travaux ont montré I'implication du
CYP 2J2 dans I'oxydation de la vitaming;[fAiba et al., 2006)et d’'un composé antiparasitaire, le
DB 289 (Wang et al., 2006)
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Figure 1.5 —Substrats du CYP 2J2 publiés apres 2003 es sites d’oxydations sont indiqués par une fleche.
La régiosélectivité d’hydroxylation de la dompéridone p&as été établie.

La stucture globale de ces trois composés est similaire tuetsre générale décrite précédem-
ment :

— Les molécules sont globalement linéaires, avec une virgytie liaisons d’un bout a l'autre,

— L'oxydation a lieu a une des extrémités de la chaine de qepases.

On peut identifier dans les structures de ces substrats upselgotifs qui correspondent aux
groupes fonctionnels importants pour la reconnaissancegaYP 2J2 présentés figure I1.1. Ainsi,
on retrouve le noyau pipéridine et la partie hydrophobe damompéridone. Les affinités sont du
méme ordre de grandeur que celles de I'ébastine ou de |aaglifée, mais les vitesses d’oxydation
sont tres inférieures a celles obtenues avec I'ébastinesuérivés. Cette constatation a confirmé
l'intérét de la structure de I'ébastine ou de la terfénadomer construire de nouveaux substrats ou
inhibiteurs.
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Pour connaitre le role biologique du CYP 2J2, il est nécesshirposséder des outils biochi-
miques, comme deshibiteurs affins et sélectifsdes activités enzymatiques de cette isoforme. De
nombreuses études ont utilisé des inhibiteurs d’époxytggmde I'acide arachidonique, parmi les-
guels le 17-ODYA, le MS-PPOH ou des analogues d’EET (figukd)ll pour mettre en évidence
le réle des P450s époxygénases dans divers phénomeneslgiigsies(Chataigneau et al., 1998;
Gauthier et al., 2002; Brand-Schieber et al., 2000; Jian§,é2@5) Cependant, tous ces inhibiteurs
ont une structure dérivée de 'acide arachidonique et santpnséquent tres peu spécifiqgues d’'une
isoforme particuliere de P450 époxygénase.

O
H
N—S-CH,
(Z\/\/W/\C:OOH O\/\/\/\’( Il
O

17-ODYA MS-PPOH
@)
14-15 EEZE

Figure 11l.1 —Inhibiteurs usuels des P450s époxygénases dérivés de Iteciarachidonique 17-
ODYA : Acide 17-Octadecynoique ; MS-PPOH : N-Methylsulfbgy(2-propargyloxyphenyl)hexanamide ; 14,14-EEZE :
acide 14,15-epoxyeicosa-5(Z)-enoique.

Par ailleurs, I'implication du CYP 2J2 dans certains phénmes@angiogéniques et tumoraux laisse
penser que des inhibiteurs de ce cytochrome P450 pourpaseéder une activité anti-tumorale. En
effet, dans des lignées cellulaires tumorales ou dans desuiis xeno-greffées, I'inhibition de I'ex-
pression du CYP 2J2 par des transfections d’ADN anti-sendriuldition de I'activité enzymatique
par le 17-ODYA se traduit par une diminution de la multiptioa cellulaire et de la taille de la tumeur
(Jiang et al., 2005)

L'objectif premier de ce travail a été la mise au point d’iiteurs affins et sélectifs du CYP 2J2
et I'évaluation de l'efficacité et de la sélectivité de cemposés. L'étude préliminaire réalisée dans
le chapitre précédent a montré que I'ébastine et la terfémadont des points de départ de choix pour
construire une banque d’inhibiteurs du CYP 2J2. Un travailisé en collaboration avec I'équipe de
W.B. Campbell de I'université du Wisconsin (U.S.A.) a déméntimplication d’'un orthologue du
CYP 2J2 dans la transformation d’un hydroperoxyde d’acidel@donique (15-HPETE) en hydroxy-
époxyde dans l'aorte de lapiiffister et al., 2003bjvoir annexe A). Ce travail montre I'intérét de
I'utilisation d’inhibiteurs du CYP 2J2 en tant que moyenstdtée du réle de cette isoforme au niveau
vasculaire (au moin Vvitro).

A la suite d’une premiere étape de synthese d’'une série dpasdn dérivés de la terfénadone et
de I'étude de leur efficacité et de leur sélectivité, la cmagation de leur type d’inhibition (compé-
titive, irréversible) a pu étre réalisée pour proposer watsp large d’inhibiteurs pour de futurs tests
biologiques.
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[1I-1 Vers de nouveaux inhibiteurs du CYP 2J2.

1I-1.1 Présentation de l'article.

Nous avons choisi de construire une premiere série d’itéubs en partant de la structure de la
terfénadone. Ce composé est hydroxylé par le CYP 2J2 au niveaord groupder-butyle (voir
chapitrell ), il nous a donc semblé intéressant de garder la structurérglé de la terfénadone, tout
en changeant la nature du groupebutyle (figure 111.2).

Terfénadone

O CYP 232 O
O ST j (0]
HO N { )i —— HO N < R

Figure 111.2 —Conception des inhibiteurs dérivés de la terfénadone.e groupeter-butyle, hydroxylé par
le CYP 2J2, est remplacé par le groupedans le cas des nouveaux inhibiteurs

Les différents inhibiteurs synthétisés possédent despg®R de taille et de polarité variables,
pour profiter du plus grand nombre possible d’interactiorecde site actif et pour tenter d’opti-
miser I'affinité. Certaines fonctions connues pour condaires inactivations de type suicide des
cytochromes P450 ont aussi été introduites au niveau dupgrdu Lefficacité de ces inhibiteurs a
été déterminée vis-a-vis de I'hydroxylation de I'ébastiae le CYP 2J2. Les concentrations condui-
sant a une inhibition de 50 % (ou £g) ont été mesurées. Elles ont donné une premiere indication
de I'affinité du composé pour le CYP 2J2, car la concentratiosiudstrat (ébastine) utilisée étant
€gale a la valeur de la constarkg, d’hydroxylation de I'ébastine, I'approximation g~ 2 x K;
pour un inhibiteur compétitif est valab{€heng et Prusoff, 1973)ous avons ensuite sélectionné les
meilleurs inhibiteurs du CYP 2J2, et étudié les effets irthilris de ces composés sur les autres P450s
€époxygeénases présents dans les vaisseaux, ainsi que le GYP 3A

Ce travail a été publié au cours de ma these, et I'article spomdant est inclus dans la partie
suivante.

11-1.2 Article 2.

Article présenté :

P. Lafite, S. Dijols, D. Buisson, A-C. Macherey, D.C. Zeldin, P.M. Datseaind D. Mansuy,De-
sign and synthesis of selective, high-affinity inhibitof$gyaman CYP 2J2'"Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letterd 6 (2006) 2777-2780.
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Abstract—The active site topology, substrate specificity, and biological roles of the human cytochrome P450 CYP2J2, which is
mainly expressed in the cardiovascular system, are poorly known even though recent data suggest that it could be a novel biomarker
and potential target for therapy of human cancer. This paper reports a first series of high-affinity, selective CYP2J2 inhibitors that
are related to terfenadine, with Kj values as low as 160 nM, that should be useful tools to determine the biological roles of CYP2J2.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

In the human genome, 57 genes have been found to code
for cytochromes P450 (CYPs) that are involved in the
oxidative metabolism of endogenous compounds and
xenobiotics.! The main CYPs implicated in drug metab-
olism, such as CYP3A4, CYP2C9 or CYP2D6, and
those responsible for the biosynthesis of steroid
hormones have been extensively studied,! and several
X-ray structures of human CYPs have been recently
published.> Much less is known about recently discov-
ered human CYPs such as CYP2J2.!:3 This cytochrome
seems to be primarily expressed in heart?; it has also
been found in kidney, liver, lung,* and the gastrointesti-
nal tract.> Its biological role is presently unclear, even
though it has been found to catalyze the oxidation of
a few drugs such as ebastine in the intestine.®” More-
over, recombinant CYP2J2 catalyzes the epoxidation
of arachidonic acid to four cis-epoxyeicosatrienoic acids
(EETs), with regio- and stereo-selectivities that match
those of the EETs isolated from heart tissue.® Some
EET-derived metabolites play important roles in regula-
tion of vascular tone® and in a host of processes related
to cancer cell behavior, angiogenesis, and tumor patho-
genesis.” Very recent data suggest that CYP2J2 pro-
motes the neoplastic phenotype of carcinoma cells and

Keywords: Cardiovascular system; Terfenadine; Ebastine; Hydroxyl-

ation; Suicide substrates; Monooxygenases.
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may represent a novel biomarker and potential target
for therapy of human cancers.! However, little data
are presently available on the active site topology and
substrate specificity of CYP2J2.! This communication
reports the design and synthesis of a first series of
high-affinity inhibitors of human CYP2J2. These inhib-
itors should be useful tools to determine the biological
roles of this cytochrome.

Hydroxylation of the drug ebastine by recombinant
CYP2J27 expressed in baculovirus-infected Sf9 insect
cells® was used as an assay to find CYP2J2 inhibitors.
During a first screening for such inhibitors, compound
1, derived from the drug terfenadine by oxidation of
its benzylic alcohol function, was found to inhibit
CYP2J2'"!" with an ICs, value of 0.7 = 0.1 pM. This val-
ue was much lower than the ICs, found for terfenadine
itself (8.1 £ 0.4 uM) (Table 1), that was previously de-
scribed as an inhibitor of CYP2J2.!? Then, compound
1, called terfenadone in the following, was used as a
starting point for the design of high-affinity inhibitors
of CYP2J2. Ebastine,’ terfenadine,'® and compound 1
are all hydroxylated by CYP2J2 at a site that is weakly
reactive from a chemical standpoint, a CHj; of the 7-bu-
tyl group (Scheme 1). This regioselectivity in favor of the
least reactive part of these substrates implies their strict
positioning in the CYP2J2 active site in order to main-
tain the z-butyl group in close proximity of the heme
iron for transfer of an oxygen atom from O,. Therefore,
a series of compounds derived from 1 by replacement of
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Table 1. Inhibitory effects of terfenadone derivatives toward recombi-

nant CYP2J2
® .
HO N /\/\(p/
Q) )

Inhibitor -R 1C50* (M)
Terfenadine 8.1+04
Terfenadone, 1 ~C(CH3); 0.7+0.1
2 —-CH; 0.7%0.1
3 ~CH,-CHj; 0.6+0.1
4 —CH,-CH,-CHj3 0.4%0.1
5 ~CH,-CH=CH, 04%0.2
6 —(CH,);CH; 0.7+£0.2
7 —~CH,-CH,-OH 1.3+£0.8
8 —CH,-CH,~CH,-OH 1.9+£0.3
9 _CH,-CH,-CH,-OAc 25405
10 —-O-CHj3; 7.6£0.6
11 -Br 42+0.6
12 —CH,-CHF, 22109
i
13 Al = —@0 67423

*Compound concentration leading to 50% inhibition of the hydrox-
ylation of ebastine by CYP2J2 expressed in baculovirus-infected Sf9
insect cells.> Conditions as described in Ref. 15. Under these condi-
tions, the K, of ebastine hydroxylation was 0.5 uM. Values are
means £ SD from three to four experiments.

®Ar=-C¢Hs—R.

2 o
CH;  Ebastine
e t
I ’
®
CH;
HO N Terfenadine

OH

Scheme 1. Formula and site of CYP2J2-dependent hydroxylation of
ebastine and terfenadine.

its 7-butyl group with various R groups of different size
and polarity was synthesized (Scheme 2). This included
compounds bearing functions previously known to lead
to suicide inactivation of cytochromes P450 after in situ
oxidation.'® This is the case for the terminal double
bond of compound 5, since terminal alkenes act as
mechanism-based inhibitors of cytochromes P450 after
N-alkylation of the heme by an intermediate derived

R CI(CHysCOCI
— =
@ cl

(0]

R HOC(Ph)ZCNH O

—— > HO

from P450-catalyzed oxidation of the substrate double
bond.!* The choice of the CHF, and benzodioxole func-
tions of compounds 12 and 13 was also made on the ba-
sis of literature data on suicide substrates of cytochrome
P450.'4 In situ hydroxylation of the C—-H bond of CHF,
groups leads to an electrophilic intermediate able to
acylate the P450 protein, whereas inactivation of cyto-
chrome P450 by benzodioxole derivatives is due to the
formation of an iron-carbene bond after oxidation of
the benzodioxole CH, group.'* The structure of com-
pounds 5, 12, and 13 has been chosen in order that
CYP2J2-catalyzed oxidations occur at the site leading
to inactivating metabolites, assuming that hydroxylation
of 5, 12, and 13 should occur on the homobenzylic
position as the hydroxylation of compound 1 and
terfenadine.

The general synthetic route used for the preparation
of terfenadone derivatives (Scheme 2) with
R =(CH,),CH; (with n=0-3), (CH,),OH and
(CH,),0COCH; (with n=2 or 3), Br, CH,CHF,,
OCH,0-, and OCHj3; involved an acylation of the ben-
zenic starting compound with 4-chlorobutanoic acid
chloride in the presence of FeCls;, AICl; or SnCly and
reaction of the corresponding product with a,0-diphen-
yl-4-piperidinomethanol. In the case of 7 and 8, the
starting compounds were the acetates of 2-phenyletha-
nol and 3-phenylpropanol, respectively. Deprotection
of the alcohol function was done as the last step of
the synthesis. Compound 5 was obtained from reaction
of 11 with allyltributyltin, in the presence of
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0).

The structures of all the terfenadone derivatives listed in
Table 1 were completely established from their '"H NMR
and mass spectra; "H NMR spectroscopy analysis in the
presence of an internal standard showed that all these
compounds were more than 95% pure.

Table 1 compares the ICs, values measured for the
inhibition of ebastine hydroxylation catalyzed by
recombinant CYP2J2. It shows that most of the
synthesized terfenadone derivatives are good CYP2J2
inhibitors with ICs, values at the low pM range. Com-
pounds 4 and 5 had the highest affinity with an ICsq
value of 0.4 uM. In fact, increasing the chain length
from R = methyl to R = propyl results in a gradual de-
crease of the ICs, value, whereas a further increase of
the chain length (R = butyl) leads to a loss of affinity.
Introduction of a polar function in the R substituent
generally leads to a decrease in the affinity of the
inhibitors. Compounds such as 10 and 13 in which
oxygen atoms have been introduced at benzylic posi-
tions exhibit ICsy values one order of magnitude

R
N/\/\[H@/
) ’

Scheme 2. General synthetic route used for the preparation of terfenadone derivatives (for the nature of R, see Table 1).
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Table 2. Comparison of the inhibitory effects of terfenadone deriva-
tives toward vascular cytochromes P450

Compound ICso (uM)*

CYP2J2 CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4
4 04+£0.1 28%1 >100 263 7.9%0.5
5 0402 21%1 >100 211 55+1.0

#Compound concentration leading to 50% inhibition of CYP2B6-
catalyzed 7-benzyloxyresorufin O-deethylation,'® CYP2C8-catalyzed
6-0-hydroxylation of taxol,'” CYP2C9-dependent 4’-hydroxylation
of diclofenac,'® and CYP3A4-catalyzed 6-B-hydroxylation of tes-
tosterone,'? respectively. Microsomes from W(R)fur yeast strain
expressing each of these cytochromes P450%° were incubated with the
corresponding substrate at a concentration equal to the K, value of
the studied reactions (0.5, 5, 10, and 20 uM, respectively) and a
NADPH-generating system. Incubations and analyses of the reaction
mixture were performed as described previously.'®' Values are
means £ SD from three to four experiments.

greater than those observed for compounds bearing an
alkyl chain (R = Et or Pr, 3 or 4 for instance). Com-
pounds such as 7, 8, 9, and 12 in which an OH, OAc
or F substituent have been introduced in the R-chain
farther from the phenyl ring exhibit intermediate 1Csq
values, around 2 puM. Thus, the best inhibitors (in
terms of ICsy value) were compounds 4 and 5. Preli-
minary experiments showed that compound 4 is a
competitive inhibitor of CYP2J2-catalyzed hydroxyl-
ation of ebastine with a K; of 160 £ 30 nM and also
a competitive substrate of CYP2J2. Compound 5
seems to be a time-dependent inhibitor, as expected
for a compound bearing a terminal double bond.'#
Interestingly, compounds 12 and 13 involving a
CHF, and benzodioxole function, respectively, also
led to time-dependent inhibitory effects that suggest
a mechanism-based type of inhibition.

Table 2 compares the inhibitory effects of the best inhib-
itors found for CYP2J2, compounds 4 and 5, toward the
other main human cytochromes P450 that are present
in the cardiovascular system, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2B6, and CYP3A4.2! The data clearly show that
compounds 4 and 5 are selective inhibitors of CYP2J2,
as they are nearly inactive toward CYP2CS8 and their
ICso values for CYP2C9, CYP2B6, and CYP3A4 are
1-3 orders of magnitude higher than those observed
for CYP2J2.

In conclusion, the aforementioned results have led to
the first selective, high-affinity inhibitors of CYP2J2,
compounds 4 and 5, that exhibit ICsy values around
400 nM. Compound 4 is a competitive inhibitor char-
acterized by a K; of 160 nM, a value that is remarkably
low for a human cytochrome P450 inhibitor.'* Addi-
tional studies are underway to determine the type of
inhibition exhibited by compounds 5, 12, and 13, and
to use these new inhibitors as tools to study the biolog-
ical roles of CYP2J2 in vitro and in vivo. In light of
the recent findings that CYP2J2 promotes the neoplas-
tic phenotype of carcinoma cells, these compounds are
also currently being investigated as potential anti-can-
cer therapeutics.
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[11-1.3 Conclusions.

Il a été possible de synthétiser divers composés dérivalat gefénadone par remplacement du
substituanter-butyle par des groupeR variés. Certains de ces produits sont d’excellents inhikste
du CYP 2J2 avec des £glallant jusqu’a 400 nM (composé=t5 de I'article). D’autre part, plusieurs
de ces composés comportant des fonctions suicides deshoymoes P450 semblent effectivement
étre des inhibiteurs irréversibles du CYP 2J2.

l1I-2 Synthese et caractérisation d'inhibiteurs du CYP 2J2.

l11-2.1 Déterminants importants pour une inhibition efficace et sékctive du
CYP 2J2.

A partir des résultats de la partie précédente (article@)sravons voulu déterminer les facteurs
structuraux qui conditionnent la reconnaissance desibehits par le CYP 2J2 et I'efficacité de ces
inhibiteurs. Pour cela, nous avons testé au total 27 comnspb&évés soit de I'ébastine, soit de la
terfénadone par variation (voir figure 111.3) :

H .
7/ 1 compog

H
H ~L.—- 2 composs

H
HO.| . 2 composs

. , V---- 22 compoés .
0= 5 compogs P 18 groupes difrents

—{ 3 composs

HO—— 18 compoés

) 1 compoé

Figure 111.3 —Variations structurales des différents inhibiteurs synthétisés et testés

— du groupeR terminal sur lequel se produit I'hydroxylation,

— de la fonction -CO- eparadeR (réduction en -CHOH- ou -CH, introduction d’une fonction
-CH=CH-),

— du groupe terminal RICOH le plus éloigné du site d’hydroxylation (f&OH-, PiCH-O-,
PhpC=, ou absence de ce groupe).

llI-2.2 Schémas de synthése.

La majorité des 25 composés synthétisés a été préparéeaaattzite par Sylvie Dijols ; certains
nous ont été fournis par Didier Buisson (UMR 8601). Les sclség@méraux de synthese des déri-
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vés de la terfénadone, de I'ébastine et de la deshydrotetfére sont représentés respectivement en
figures I11.4, 1I1.5 et 1ll.6. Les conditions expérimentalparticulieres, les rendements des réactions
et les caractérisations structurales (RMN, spectromégrimdsse, ...) des produits et des différents
intermédiaires sont indiqués dans la partie expérimeetadans les suppléments de l'article 3.

De facon générale, un couplage entre le dérivé de la 1-pl#aklorobutan-1-one et la pipéri-
dine correspondante (a-diphényl-4-pipéridinométhanol ou 4-(diphénylméthipgridine) a per-
mis d’obtenir les différents composés portant le grodpee la terfénadone ou de I'ébastine, respec-
tivement (composés a21). Les dérive2 a 24 sont issus de la déhydratation en milieu acide de la
terfénadone, du dérivis et de la terfénadine, respectivement (figure 111.6).

HO NH
CI(CHp)3COCI O
Q AICI3 (SnCl) - « KoCOz/KI HO N « =
P xR R, <
50-90 % U 50-70 % U
-R = -C(CHg) (terfénadone) 1 -R=-0O-CHg: 10
-R=-CHgy:
‘R = -CHy-CHg : 3 ‘R=-Br: 11
 =.c. |R7CHxCHxCHg: 4 -R = -CHy-CHF : 12
" |-R=-CHy-CH=CHp: 5 o,
O _ :
-R = -CHy-CHy-CHy-CH3 : 6 @ @ : 13
-R = -CHy-CH>-OH : 7 —\
- . -R=—-N_N 14
-R = -CHy-CHy-CH,-OH : 8
-R = -CHyp-CHy-CHy-OAc : 9 -R = -CHy-CHo-NHAC : 15
-R=-C(CHy) : 16
X = -CHy-
-R=-CHy-CHy-CH3: 17

Figure Ill.4 —Schéma général de synthése des dérivés de la terfénadonenfposésl al17).
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O Ebastineo - ‘ NaBH O o
oL N~ ) > = OC“‘\f@‘F
@,

CIUXOR 40-50 % O
O xOre

Q HOCNfboc O O
cl—=> —> >0+ NH ‘R=-CHy-CHyOH: 19
() ) X =-C- |-R = -CH=Chy: 20

O |-R=-CHy-CHp-S-CHg: 21

18

Figure IIl.5 —Schéma général de synthése des dérivés d'ébastine (compdsga2l).

O A, [H]
HO N XA R w0 N~ XA )R

R =-C(CH)3: 22
-R = -CHy-CHy-NH, : 23

" “”}Cx ~ %F
HO N
51 %

Figure 111.6 —Schéma général de synthése des dérivés de la deshydrotegdane, obtenus apres
hydrolyse acide (composég2 a24).
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[11-2.3 Inhibition du CYP 2J2 par les dérivés de la terfénadone et de [Ebas-
tine.

Les tableaux I11.1, 111.2 et 111.3 comparent les £glde divers dérivés de la terfénadone, de I'ébas-
tine et de la déhydroterfénadone pour l'inhibition de I'hgxlylation de I'ébastine par le CYP 2J2
exprimeé dans les cellules d’insectes infectées par le baicut.

Tableau Ill.1 —Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés de la terf@aone vis-a-vis des
cytochromes P450 vasculaires

HO N\_/XOR
S

. Clso (M) @
Compose  -X- R 232 2B6 2C8 2C9 3A4
Terfénadine -CHOH-  -C(CHg)s | 81+04 70+1 >100 38+1 2,0+01
1 -CO- -C(CHa)3 07401 6745  >100  19+1 12+1
2 -CO- -CHs 07402 29+1 ~100 3242 15+1
3 -CO- CH,-CHsz | 06401 2542  >100 18+4 61402
4 .CO- -CH,-CH»CHs | 04401 28+1  >100 2643 7,9+0,1
5 .CO- -CH,-CH=CH, | 04+02 2141  >100 21+1 55+1,0
6 CO-  -(CHy)sCH3 | 0,7402 13+2  >100 38t2 8240,8
7 .CO- -CH,-CH,-OH | 1,3+08 48+1  >100 28+4  20+1
8 -CO- (CHp)s-OH | 19403 1642 ~100 33+1 6,8+0,6
9 CO-  -(CHp)sOAc | 25+05 9,0+05 >100 42-3 0,9+0,2
10 -CO- -OCHs 76406 1941  >100  40+1  11+1
11 -co- -Br 42406 2642 >100 34-6 22+06
12 -Co- CHy-CHF, | 22409 1641  >100 1944 89+0.2
Oy
13 co. AR50 | 67123 1651  ~100  10-2 28401
14 -CO- NN 04+01 16+03 52+03 1,6+01 28+0,9
15 CO-  -(CHp)-NHAc | 23+5 60+3  >100 15+2 2,8+009
16 -CHy- _C(CH3)3 36+07 86+2 >100 28+2 41+10
17 CHp- -CH-CH,-CH3 | 45409 28+4  >100 34t5 4,6+0,7

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d'inhibition dectivité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d'insectes (CYPoJ@e levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).

(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expésierdépendantes.

(c) Activité résiduelle supérieure a 50 % de I'activité iai¢ a 100uM en inhibiteur.

(d) Ar =-CgHy-R
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Tableau 1ll.2 —Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés d’ébastineis-a-vis des cyto-
chromes P450 vasculaires

= o N x{ )

. Clso (uM)?
Compose  -X- R 232 2B6 2C8  2C9 3A4
Ebastine -CO- -C(CH3)3 n.d. 90+ 2> >100C 27+4 13+1
18  -CHOH- -C(CHa)3 72410 38+1 >100 69L8 37405
19 CO-  -CHyCH,-OH |1,14+03 75+09 >100 35t3 6,8+0,9
20 -Cco- -CH=CH 38405 74+04 >100 22£2 59402
21 CO-  -CHp-CH»-S-CH3 | 0,740,1 1541 >100 30+2 4,040,2

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d’inhibition dectivité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d’insectes (CYPoJ@e levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).

(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expésierdépendantes.

(c) Activité résiduelle supérieure a 50 % de l'activité imlié & 100uM en inhibiteur.

Tableau 111.3 —Comparaison des effets inhibiteurs des dérivés de la déhydierfénadone et du
composé2s vis-a-vis des cytochromes P450 vasculaires

()
— NxfOR

] Clso (UM)?@

Compose  -X-Y- R 232 286 (gczs 2C9  3A4
22 -CO-CHs- -C(CH3)3 09+03 41+4 >100 17+2 55+8
23 -CO-CHp- -CH2-CHo-NH, | 1,7+0,7 <008 >100 13+1 12+1
24 -CH=CH- -C(CH3)3 15+2 41+2 >100 15+3 49+6

H O
H>CNL>_®+
25 - - | 18£2 58+3 ~100 39+2 68+1

(a) Concentration inhibiteur donnant 50 % d’inhibition dectivité d’oxydation du substrat par les différents P450s
vasculaires exprimés dans des cellules d'insectes (CYPoRJ@e levure (CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4).

(b) Les valeurs ont été obtenues par moyenne de 3 ou 4 expesierdépendantes.

(c) Activité résiduelle supérieure a 50 % de I'activité iai¢ a 100uM en inhibiteur.

(d) La valeur réelle n’a pu étre déterminée, car la conceatran CYP 2B6 semble influer fortement sur I3
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Les 26 composés testés (sans I'ébastine) inhibent le CYP &2 des Gip allant de 0,4 a
23 uM. La présence d'un groupe terminal hydrophobe a I'extréroppposée au site d’hydroxyla-
tion (PhCOH-, PRCHO- ou PRC= respectivement) est importante pour I'affinité des irbilis.
Ceci est indiqué par la valeur de lasgldu compos&5 qui est 19 fois plus importante que celle de
la terfénadond. (13 et 0,7uM respectivement). L’hydrophobie de ce groupe terminaltsderétre le
facteur important dans la reconnaissance de cette parteerdelécule par le CYP 2J2. En effet, la
suppression d’une fonction alcool ou éther lorsqu’on paesk terfénadoné ou de I'ébastine au
compos&2 ne conduit pas a une perte d’affinité significatives@iu Ky, de 0,7 et 1uM pour 1 et
I'ébastine respectivement a comparer a ung @é 0,9uM pour 22).

La présence de la fonction cétone mara du substituanR est également un élément important
pour I'affinité des composés. La réduction de cette fonctie@- en -CHOH- ou -Ch+ (passage du
composél a la terfénadine ou &6) s’accompagne d’une augmentation de lgo@0,7 a 8 et 3,uM).
Des augmentations similaires d’un facteur 10 environ seugént lorsque I'on passe des composés
4 et22 aux dérivedl 6 et 24 respectivement.

La nature du substitua® influe fortement sur I'affinité des inhibiteurs du CYP 2J2. beslleurs
résultats ont été obtenus pour des grouResydrophobes, correspondant & des chaines alkyles li-
néaires de trois carbones. Less§les plus faibles ont été observées pdwet 5 (R = propyle ou
allyle) ; la présence d’'une chaine plus coufe méthyle ou éthyle) ou plus longu® & butyle)
conduit a une Iégere augmentation de la valeur deg(€®dmposég, 3 et6 respectivement). L'intro-
duction de fonctions polaires daRss’est toujours traduite par une diminution d’affinité comime
montre une comparaison dessgtle 7, 8, 9 et 15a celle ded ou 6, ou de la Cip de 10 a celle de3.
Dans ce contexte, la forte affinité du compdgépour lequeR est un groupe imidazole trés polaire
est un cas particulier. En effet, les dérivés comportantronpe imidazole sont d’excellents ligands
du fer des cytochromes P4%Gorreira et Ortiz de Montellano, 20Q%}t, de ce fait, sont de trés bons
inhibiteurs de ces enzymes dans la mesure ou leur fixatiole $er empéche la fixation de substrats
dans le site actif et la coordination de I'oxygene molégelau fer du P450 qui est indispensable pour
la catalyse d’hydroxylation. Cette complexation du fer defhe est vérifiée expérimentalement par
la détermination du spectre visible de l'interaction eriest le CYP 2J2 (figure I11.7). Ce spectre
différentiel montre une interaction de type Il (voir pattig.2.1), caractéristique d’un ligand azoté du
fer de I’'hneme, défini par un minimum a 413 nm, ainsi qu’un maxima 432 nm.

Cette étude des effets des 26 dérivés de la terfénadone suP22va donc permis de mettre en
évidence les facteurs structuraux importants pour I'diard’inhibiteurs a forte affinité. Elle fait en
particulier ressortir deux composeés tres affhet 5, présentant une g4 de 400 nM.

l1I-2.4 Sélectivité des inhibiteurs pour le CYP 2J2 par rapport aux autres
P450s vasculaires.

Les tableaux I11.1, 111.2 et I11.3 comparent également |&ets inhibiteurs de I'ensemble des dé-
rivés de la terfénadone et de I'ébastine vis-a-vis des ipa@nx P450s présents dans les tissus vas-
culaires, les CYP 2B6, 2C8, 2C9 et 3A4 (voir introduction). Letsvéés enzymatiques de référence
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utilisées pour mesurer les effets inhibiteurs vis-a-viscds 4 isoformes sont respectivement la 7-
benzyloxyrésorufine O-débenzylase (CYP 2BEkins et al., 1998)taxol 6o —hydroxylase (CYP
2C8) (Rahman et al., 1994dliclofénac 4’-hydroxylase (CYP 2C9Mancy et al., 1999kt testoste-
rone @8-hydroxylase (CYP 3A4}Brian et al., 199Q)Toutes les conditions d’incubation et de mesure
d’activité sont explicitées dans la parfeotocoles expérimentauxhapitreVIil ) et dans l'article 3.
Pour que les Gh mesurées soient comparables entre elles, les concensatesubstrat utilisees
dans ces expériences correspondent dans chaque cag @&l& réaction enzymatique suivie.

8
432 nm*
6 b .
[Inhibiteur]
41 10 nM N
— - 50nM o
2 — — 100 nM
—— 500 nM

Absorbance (103 A)
o

-2
-4 N
- 6- +
-8 413 nm
400 410 420 430 440 4

Longueur d'onde (nm)

Figure 111.7 —Spectre différentiel de I'interaction entre le CYP 2J2 etl4. Les deux cuves contiennent
le CYP 2J2 (100 nM) exprimé dans les microsomes de cellulasettes. Différentes concentrationsldiesont ajoutées
dans la cuve échantillon, puis le spectre obtenu est etnégis

De tous les composeés étudiés, le compbgéui comporte un groupement imidazole est claire-
ment un cas particulier. Du fait de la présence de ce groygsbtacapable d’agir comme un excellent
ligand du fer,14 est un bon inhibiteur de tous les P450s testés, avec dggsl€D,4 & 5,24M; c’est
toutefois pour le CYP 2J2 qu'il présente la plus grande affiriiin tant qu’inhibiteur des CYP 2C8,
2C9 et 2J214 pourrait étre utilisé comme inhibiteur de I'ensemble deSd34poxygénases présents
dans les tissus vasculaires.

En ce qui concerne I'ensemble des autres composés figunamtetatableaux I11.1, 111.2 et I11.3,
les conclusions majeures de 'examen de ces tableaux sosuileantes :

— Aucun de ces composeés n'inhibe de fagon significative le CYRE8 (Clsg > 100 uM). Pour

vérifier ce résultat un peu surprenant, nous avons étudiéfiiets inhibiteurs des composés
1 a5 vis-a-vis de la @-hydroxylation du taxol par le CYP 2C8 recombinant exprimésdan
un autre systeme (microsomes de cellules d’insectes édsqtar le baculovirus, au lieu des
microsomes de levure utilisés pour obtenir les résultasstaleleaux I11.1, 111.2 et 111.3). De
plus, nous avons étudié les effets des mémes composés/iasdame autre activité du CYP
2C8, la N-déséthylation de I'amodiaquidei et al., 2002) Dans les deux cas, aucun de ces
composés n’'a conduit a une inhibition significative du CYP 2CBd{> 100 uM).
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— Le CYP 2C9est inhibé avec des & allant de 10 a 6uM, qui sont en généranviron 10
fois plus élevéesgjue celles observées pour le CYP 2J2.

— La conclusion précédente concernant le CYP 2C9 est globalemtevalable pour le CYP
2B6, avec des G allant de 7 a 9QuM, si on exclut le compos23 qui s’est révélé étre un
remarquable inhibiteur du CYP 2B6. Leffet inhibiteur 88 vis-a-vis du CYP 2B6, et dans
une moindre mesure vis-a-vis du CYP 2J2, pourrait étre da diaieen forte entre le fer de ce
P450 et la fonction Nkide23.

— Ces composés inhibent le CYP 3Advec des G) allant de 0,9 a 6@(M qui sont en général
intermédiaires entre celles mesurées pour le CYP 2J2 et le C9Rdl 2B6).

Les meilleurs inhibiteurs du CYP 2J2, les compo$éss, présentent une bonne sélectivité vis-a-
vis de cette isoforme, puisque leurssgpour les autres P450s testés sont au minimum 20 fois (pour
4) et 14 fois (poulb) plus grandes que celles observées avec le CYP 2J2.

A ce stade de I'étude, nous avons sélectionné 5 composésdpsuttudes enzymatiques plus
détaillées, en particulier pour déterminer leur mode dlitton du CYP 2J2 :

— le composél qui présente la plus faible €, qui pourrait se comporter comme un inhibiteur

de type compétitif.

— le composé.4 qui possede un groupe imidazole, pouvant se fixer au fer denéh et qui est un
bon inhibiteur de tous les CYPs vasculaires.

— les composéSs, 12 et 13, qui semblaient étre des inhibiteurs irréversibles du CYP®dpres
des études préliminaires de suivi d’activité en fonctionietups.

I1I-2.5 Etude du mode d’inhibition du composé 4.

Etant donnée la grande analogie de structuré aeec celle de la terfénadone, qui est un substrat
du CYP 2J2 (cf. chapitrd ), et 'absence de fonctions susceptibles d’inactiver aeatyome P450
dans la formule dé, il semblerait probable que ce composeé soit un inhibiteorétitif du CYP 2J2.
Pour vérifier cette hypothése, une étude de I'hydroxylatiefiébastine par le CYP 2J2 en présence
de4, a des concentrations diverses de substrat (0,2Ml)pet d'inhibiteur (0 & 2uM) a été réalisée.

Une représentation des résultats obtenus par la méthodénderdaver-Burk (figure 111.8-A)
montre clairement que les droites correspondantes avitéctif(1/[substrat]) pour diverses concen-
trations d’inhibiteur se coupent sur I'axe des ordonnéegjui est caractéristique d’'une inhibition
de type compétitif. En effet, I'addition de l'inhibiteurinflue que sur la constante de Michad{ig
du complexe enzyme-substrat, en déplacant I'équilibreodgptexation. Pour une concentration infi-
nie en substrat (abscisse = 0), la vitesggMeste constante et indépendante de la concentration en
inhibiteur (Dixon et Webb, 1964)
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Figure 111.8 —Représentation selon Lineweaver-Burk (A) et Dixon (B) de l'infibition du CYP 2J2

par le composé4. (A) Les vitesses de réaction ont été calculées a partir dearpériences indépendantes, avec des
concentrations en inhibiteur de @), 0,5 @), 1 (O) et 2 uM (@). Pour plus de clarté, les courbes obtenues pour des
concentrations en inhibiteur de 0,1 et U®1 n'ont pas été représentées. Ces droites passent égalparelat point
d’intersection défini sur I'axe des ordonnées. (B) Les giéssde réaction ont été calculées a partir de trois expésenc
indépendantes, avec des concentrations en substrat d®)0®5 @), 2 (o) et 5uM (O). Pour plus de lisibilité, la
courbe obtenue pour une concentration deM en inhibiteur n’a pas été tracée. Celle-ci passe égalepmnie point
d’intersection des autres droites, d’abscisse -K

Pour obtenir une valeur la plus précise possible de la cotesthinhibition K;, nous avons utilisé
la représentation de Dixon, en tracant la courbe 1/actiit€[inhibiteur]) (Dixon et Webb, 1964)
Les droites obtenues (figure 111.8-B) se coupent en un point Habscisse est -K d’ou une valeur
de Ki = 0,16 + 0,04 uM. Dans le cas d’'un inhibiteur compétitif, 'approximatidt = Clso/2 est
raisonnable si la concentration en substrat est égale dani§,, (Cheng et Prusoff, 1973g¢t donne
une valeur de Kde 0,2uM, en utilisant la valeur du tableau Ill.1. Les deux valeues<gl, obtenues
par la Ckg et par la représentation de Dixon, sont donc en excelleordccompte-tenu des domaines
d’erreur.

En fait, comme ceci sera établi dans le chapitfe 4 est un substrat du CYP 2J2, hydroxylé
au niveau de son groupe propyle. Le compédsst donc un inhibiteur compétitif, substrat alterna-
tif du CYP 2J2. On pouvait donc craindre que la concentratiomhbibiteur4 varie en fonction du
temps d’incubation, au cours des études cinétiques queavous réalisées pour déterminer le mode
d’inhibition de 4. En réalité, dans les conditions utilisées, qui font inéeiv une tres faible quan-
tité d’enzyme (1 nM) et des temps d’incubation courts (2 a Aut@s), nous avons verifié que la
concentration dd ne variait pas de fagon significative (consommation intésea 10 %). De plus, la
linéarité de I'activité enzymatique a été vérifiée en araiyse milieu réactionnel a plusieurs temps
d’incubation.
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I1I-2.6 Etude du mode d’inhibition du CYP 2J2 par le composél4.

L'étude du mécanisme d’inhibition du CYP 2J2 data été réalisée en tracant le graphique de
Lineweaver-Burk correspondant (figure I11.9-A). Les dreitgbtenues se coupent en un point, qui
n'est pas situé sur les axes du graphique. On est donc empesdain mécanisme d’inhibition de
type mixte, avec une composante compétitive, et une compmsan-compétitive. Deux constantes
d'inhibition correspondanteis® et KNC peuvent étre calculées en tragant le diagramme de Dixon de
cette inhibition(Segel, 1993)figure 111.9-B). Le point d’intersection des droites pernaéaccéder
aux constante© etKNC

— l'abscisse de ce point vautK®,
— l'ordonnée du point d'intersection vaut (KE/KNC)/V max
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o <
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Figure 111.9 —Graphe de Lineweaver-Burk (A) et Dixon (B) correspondant a I'inhibition du CYP

2J2 par le composéﬁ. Les points expérimentaux sont la moyenng&erreur standard de trois expériences indépen-
dantes, en utilisant des microsomes de cellules d'insesg@smant le CYP 2J2, en présence de systeme générateur de
NADPH (voir chapitreVIil ). (A) : Les concentrations di4 utilisées étaient de @), 0,5 @), 1 (O) et 2,5uM (@). (B) :

Les concentrations en ébastine utilisées étaient daa]), 0,2 @), 0,5 (a) et 5uM (O). Pour des raisons de lisibilité, les
courbes obtenues pour des concentrations en inhibiteul¢8,@ et 5uM (A) et en substrat de 1 et/2M (B) n’ont pas

été représentées.

En utilisant ces deux formules, on obtient comme constatitesibition K& = 0,2+ 0,1 uM et
KiNC =2,4+ 0,4 uM. Comme la constante d’inhibition compétitin—f est environ 10 fois plus faible
que KiNC, on peut considérer que le mécanisme mixte d’inhibitiorildenontre un fort caractere

compétitif.
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I1I-2.7 Etude du mode d’inhibition du CYP 2J2 par les composésb, 12 et13.

Ces composés comportent une fonction « suicide » classiglaectiénie des cytochromes P450,
et ont été concus pour étre des inhibiteurs de type sulsstigdie du CYP 2J2. Nous avons donc dans
un premier temps vérifié qu’ils conduisaient a une inhibitipendante du temps du CYP 2J2. La
figure 111.10 montre que l'activité résiduelle du CYP 2J2 (aiwis de I'ébastine) mesurée apres des
temps variables d’incubation avec le compbgéu 13) et du NADPH diminue fortement en fonction
du temps. Lorsque les mémes incubations sont réaliséesenadbde NADPH, on n’observe qu’'une
tres faible chute d'activité (fig. 111.10), ce qui montre bigu’une oxydation de l'inhibiteur par le
CYP 2J2 en présence de NADPH et d'€st nécessaire pour observer cette inhibition.

@
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. ‘-“

Activité residuelle (%)
(2]
o
Activité résiduelle (%)
(o))
o
o

20 } 20

0 5 10 15 20 0 2 4 6 8 1
Temps d'incubation (min) Temps d'incubation (min)

Figure 111.10 —Variation en fonction du temps de l'activité du CYP 2J2 aprésincubation avec
les composés (A) et 13 (B). Les activités résiduelles sont obtenues en incubant desosoimes de cellules
d’insectes exprimant le CYP 2J2 en présence @&/ O) et 20uM d’inhibiteur (@). Une incubation témoin est réalisée
en présence de 20M d’inhibiteur, mais en absence de systeme générateur deP¥A@). Les valeurs expérimentales
ont été obtenues a la suite de trois expériences indépeasdant

Alors que les composédset 13 conduisent a des inhibitions dépendantes du temps, alisqtja
75-90 % apres 20 minutes d’incubation en présence ge\2@d’inhibiteur, I'inhibiteur 12 ne montre
gu’une chute d’activité de 30 % environ méme apres 30 mirditesubation avec une concentration
de 100uM en inhibiteur (courbe non représentée). Nous n’avons dontinué I'étude et déterminé
les constantes cinétiques d’inactivation du CYP 2J2 que lgslcomposés et 13.
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[1I-2.7.1 Détermination des constantes cinétiques d’inaévation.

Dans le schéma classique d’'une inhibition de type « substliaide » définie selon les équations
suivantes :

E+F

E+Se——— E-S———» E-S*

ou E, S, E-S, E-S*, P et Elésignent respectivement I'enzyme, le substrat, le coremazyme-
substrat, le complexe enzyme-substrat activé, le proéud déaction et 'enzyme inactivée, les para-
metres décrivant I'inactivation so(iValsh, 1982; Silverman, 1995)

— Ki = [(ko1+ ko)/Kq][(ko + kq)/(k2 + k3 4 k)], constante représentative du mécanisme d’inhibi-

tion suicide,
— Kinact = koka/ (k2 + k3 4 ka), constante de vitesse d'inactivation,
— tmax —

12 In(2)/kinact, temps nécessaire pour observer 50 % d’inactivation deye, pour une
concentration infinie en inhibiteur,

— 1 = ka/kg, coefficient de partition entre formation de produit statilexydation et inactivation
de 'enzyme.
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Figure 111.11 —Cinétique d’inactivation du CYP 2J2 par l'inhibiteur 5. (A) : Activité résiduelle

du CYP 2J2 en présence de différentes concentratios (@) : Régression linéaire du logarithme
décimal de I'activité résiduelle du CYP 2JZ) : Courbe de Kitz-Wilson correspondantes courbes

ont été obtenues a la suite de trois expériences indépawladalisées en présence de microsomes contenant le CYP 2J2
de NADPH, et pour des concentrations d@j) ( (O), 2 (), 5 (A) et 20uM (O) de l'inhibiteur5. Les courbes obtenues

en présence de J0M d’inhibiteur n’ont pas été représentées pour plus deélart
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Les trois premieres constantes ont été calculées a pasticdebes de I'activité résiduelle du CYP
2J2 en fonction de I'inhibition, et des courbes correspateadonnant la variation du logarithme de
I'activité résiduelle en fonction du temps d’incubati@€itz et Wilson, 1962)figures 111.11 et I11.12).
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Figure 111.12 —Cinétique d’inactivation du CYP 2J2 par l'inhibiteur 13. (A) : Activité résiduelle
du CYP 2J2 en présence de différentes concentratiols (@) : Régression linéaire du logarithme
décimal de l'activité résiduelle du CYP 2JZ) : Courbe de Kitz-Wilson correspondantanditions
expérimentales identiques a celles de la figure 111.11.

Tableau 111.4 —Constantes cinétiques d’inactivation du CYP 2J2 par les coposéss et 13, com-
parées avec celles d’autres substrats suicides de P450s

Inhibiteur pgso  onetion \ Kinact tz  Kinaar/K
inactivante (M) (min—Y) (min)  (L.molt.s 1)
§(a) - Alcéne terminal 0,45%-0,05 0,08£0,02 8,7£1,6 2960+ 30
13@ - Benzo-1,3-dioxole 2,%0,7 0,47+0,12 1,5-0,9 2700+ 40
Ticlopidine® 2C19 Thiophéne 87 0,2 3,4 39
Paroxetin& 2D6 Benzo-1,3-dioxole 4,9 0,17 4,1 580
Acide tiéniliqué? 2C9 Thiopheéene 4,3 0,2 3,6 746
Chloramphenicé??  2B11 Dichloroacetamide 5 1,2 0,6 4 000
2-Ethynylnaphtaled® 2B1  Alcyne terminal 0,08 0,83 0,84 173000

(a) Ces valeurs ont été calculées a partir des figures IILILLE2.
(b) Ha-Duong et al., 2001

(c) Bertelsen et al., 2003

(d) Lopez-Garcia et al., 1994

(e) Ciaccio et al., 1987

() Roberts et al., 1993

Les valeurs des constantes cinétiques d’inactivation du €¥Ppar les composéset 13 sont
indiquées dans le tableau Ill.4. Elles sont comparées ard®gonstantes publiées précédemment
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pour d’autres substrats suicides des P450s. L'efficacit@d@nhibiteurs est caractérisée par la valeur
du rapporkinac/ Ki (Bednarski et Nelson, 1989)e ce point de vue, les compogest 13 sont parmi

les inhibiteurs les plus efficaces des substrats suicidE®gemments publi¢Eontana et al., 2005)
En fait, la vitesse d’inactivation du CYP 2J2 par le compb3ést 6 fois supérieure a celle causée par
le composé (kinact de 0,47 et 0,08 mint, respectivement). En revanche, I'affinité Sipour le CYP
2J2 est supérieure a celle 18, comme l'indiquent les valeurs de KO,5 et 3uM respectivement)
ainsi que les valeurs desdgldu tableau 111.1 (0,4 et 6,M).

[11-2.7.2 Etude du mécanisme de I'inactivation par13.

Afin de mieux caractériser, au niveau moléculaire, le méraaid’inactivation du CYP 2J2 pa8,
nous avons cherché a identifier la nature du métabolite ¢saudiLa I'inactivation du CYP 2J2, ainsi
gue celle du (ou des) méetabolite(s) non inactivants formaéars de cycles catalytiques productifs.

(a) Etudedel'oxydationdel13parle CYP2J2.

Compte tenu de la structure @8, nous nous attendions & une oxydation majeure par le CYP 2J2
ayant lieu au niveau du groupe gHe fonction benzodioxole diE3 (Correira et Ortiz de Montellano,
2005) D’apres ce qui est connu sur I'oxydation de cette fonctianles P450¢Mansuy et al., 1979,
1989) la réaction de I'espéce EeO du P450 avec le groupe GHevrait conduire & la formation
d’un radical dérivé du substrat qui peut (figure 111.13) :

— soit subir un transfert oxydatif du ligand OH de I'espécl/ FeH avec formation d’un formiate

de catéchol qui s’hydrolyse en catéchol,

— soit se lier au fer de 'héme et conduire, apres éliminatiét»O, a un complexe carbénique du

P450 tres stable, et a 'inactivation de ce cytochrome.

La formation d’'un complexe CYP 2J2 Fe-carbene a été étudiée espectroscopie UV-visible
différentielle. L'addition de NADPH a des microsomes de cellules d'inseetggimant le CYP 2J2
en présence du compo$8 conduit a I'apparition progressive d’un spectre présdrzgics a 428 et
457 nm, caractéristique de la formation d’'un complexe aadue de P450 dérivé du benzodioxole
(Correira et Ortiz de Montellano, 2008)gure 111.14). Si 'on tient compte du coefficient d’extitian
molaire €) du pic a 455+ 2 nm décrit dans la littérature pour de tels complexegfiant de 50 000
a75 000 M.ct (Murray et al., 1983; Elcombe et al., 19%5¢n calcule que 66 & 99 % du CYP 2J2
est engagé dans la formation de complexe carbénique daosridgions de I'expérience (CYP 2J2
0,1 uM, 13100uM, 10 min. apres I'addition de NADPH 1mM).
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Figure 111.13 —Mécanismes de I'oxydation et de I'inactivation du CYP 2J2 pale composéL3.
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Figure 111.14 —Spectre différentiel obtenu lors de I'oxydation del3 par le CYP 2J2 Les deux cuves
contiennent une suspension de microsomes de cellulegdtesexprimant le CYP 2J2 (100 nMB (100 uM) est ajouté
dans la cuve de mesure, puis du NADPH (1 mM) est ajouté damelescuves. Les spectres indiqués ont été obtenus 2,
5 et 10 minutes aprés addition de NADPH.

La formation de métabolites stables del3 lors d’incubation del3 avec des microsomes de
cellules d'insectes exprimant du CYP 2J2 en présence d'uersgsgénérateur de NADPH, a été
étudiée par CLHP couplée a un spectrométre de masse. Le hittabajoritaire détecté par cette
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méthode présente un spectre de masse avec un pic molécutaire= 446 (M-12 si M est la masse
de I'ion molaire du compos#3) correspondant au catéchol dérivé i L'étude des fragments du
métabolite comparés a ceux igest aussi tout a fait en faveur d’une structure de type catfaiur

le métabolite (figure I111.15). La plupart des fragments a oresse m/z égale a ceux @ig- 12, sauf
ceux de la partie gauche du métabolite, ne contenant pastittenminal oxydé (m/z = 268 et 250).
On détecte également un pic de masse 474 (M+16) de tres faiblesité. Ce produit pourrait étre
le dérivé formiate, précurseur du catéchol. Mais du faitadfaible quantité de ce composé, aucune
analyse par fragmentation n’a pu étre réalisée pour éfaldiructure de ce second métabolite.

268 268
—_ (-Hy0:25

miz =458 [ )2
HO+ Ni:

3 420 CYP2J2 B
S —> £
No) N

S 20{ 149 < 20,137 250268
c 10 250 c 10

0 z 0 R P N PEPE
4204 80, 604207007297 80,60, 80,00,00, 10, 60,00, 020,80 7204 30, 60400709790, 50 6072000190, 30,6020, 0020, 10, 60
m/z m/z

Figure I11.15 —Spectres de masse Skide 13 et de son métabolite formé aprés oxydation par le
CYP 2J2. Les spectres de masse ont été obtenus aprés analyse parSBiHPUne incubation dé.3 (50 uM) avec 10
nM de CYP 2J2 en présence d'un systeme générateur de NADPii{20Les attributions des fragments sont indiqués
sur les structures chimiques. Le fragmentfcH 250) indique la perte d’'une molécule d’eau du fragment desa 268.

Une comparaison des spectres UV Iet de son métabolite montre des caractéristiques tres
analogues avec un léger déplacement vers le bleu du pic 8BD&m lorsqu’on passe de& a son
métabolite. Les spectres UV de composés analogues, la(Bigthylenedioxy)propiophénone et le
catéchol correspondant sont trés proches de ceu3ad de son métabolite. On note ici aussi un
faible déplacement vers le bleu du pic a 305-310 nm en padsarimposé de type benzodioxole au
catéchol correspondant (figure 111.16).

Les caractéristiques du métaboliteX®en spectrométrie de masse et en UV sont donc tout a fait
en accord avec la structure de type catéchol attendu.

(b) Etudescomplémentairest calcul du coefficientde partage.

(b)-i Corrélation entre I'oxydation dd3 par le CYP 2J2 et l'inactivation de I'enzyme. Calcul
du coefficient de partage

La figure 111.17-A montre que l'inactivation pdi3du CYP 2J2 (mesure de l'activité enzymatique
résiduelle) varie de fagon paralléle avec la formation dtalmdite (catéchol), comme cela est attendu
pour des substrats suicid@4/alsh, 1982; Lopez-Garcia et al., 1994, Silverman, 198G8fi confirme
que l'oxydation del3 par le CYP 2J2 est nécessaire pour qu'il y ait inactivationeteecenzyme.
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Figure 111.16 -Comparaison des spectres UV d&3 et de son métabolite obtenus apres incubation
du composél3 avec le CYP 2J2 (A) et pour deux composés de structures ptoes : les 3',4'-
(methylenedioxy)propiophénone et 3',4’-dihydroxypropophénone (B) Les spectres d&3 et de son
métabolite ont été obtenus lors d'une incubation avec demsvmes contenant le CYP 213 et du NADPH.
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Figure 111.17 —Corrélation entre inactivation du CYP 2J2 et métabolisation du composél3 en

catéchol (A) et calcul du cofficient de partage (B)(A) : Les microsomes de cellules d’insectes exprimant le

CYP 2J2 ont été incubés avequR de 13 et du systéme générateur de NADPH. Les valeurs sont la meyelierreur
standard de 3 mesures distinctes. La courbe (B) est obtgrartiade I'activité résiduelle du CYP 2J2 et de la quant&é d
métabolite formée, dans le cas d’incubation du CYP 2J2 esepee dd.3 (2-20 uM) et de différents temps d’'incubation
(0 & 30 minutes).
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L'efficacité des inhibiteurs de type « substrat-suicide t>qe@ntifiée d’'une part par le rapport
kinact/ Ki mentionné plus haut, et, d’autre part, par son ccefficientadtipn, r, qui est le nombre
de cycles catalytiques « productifs » (conduisant & un (&) aetabolite(s) stable(s)) effectués par
'enzyme en présence de l'inhibiteur avant d’étre compietet inactivée. La courbe permettant le
calcul der est indiquée en figure 111.17-B.

Elle correspond a la variation de I'activité résiduelle @mtyme apres incubation avé8 et du
NADPH, en fonction de la quantité de métabolite stable éa@dtéchol) formé, exprimé en moles par
moles d’enzyme. La valeur del est I'abscisse du point d’intersection de la droite obéesvec I'axe
des abscissgq¥Valey, 1980)Dans le cas dé&3, r = 17,6+ 2,8, soit 18 cycles.

(b)-ii  Effet d’'un inhibiteur compeétitif sur l'inactivatio du CYP 2J2 pafl.3.

La figure 111.18-A montre que la présence du compésihibiteur compétitif du CYP 2J2 (voir
partie 111-2.5), lors d’incubations du CYP 2J2 avE8et du NADPH, retarde fortement l'inactivation
de cette enzyme.

(b)-iii  Effet d’un nucléophile sur l'inactivation du CYP 2iar 13.

Lafigure 111.18-B montre que I'addition de glutathion rétd{s mM) a des incubations du CYP 2J2
en présence de3et de NADPH n’a pas d’effet significatif sur I'inactivatioe dette enzyme. L'espéce
réactive formée par oxydation d8 dans le site actif du CYP 2J2 se fixe de fagon quasi-irréversibl
avec un élément du site actif (ici, il s’agit du fer), en coisdmnt a une inactivation irréversible de
'enzyme, avant de pouvoir sortir du site actif et étre pipgéun nucléophile comme le glutathion.
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Figure 111.18 —Influence de I'addition du composé4 (A) ou du glutathion réduit (B) sur I'inacti-
vation du CYP 2J2 par le composéL3. Les courbes sont obtenues a partir de co-incubations du Q¥R&c
le composé&3 (5uM), en présence) ou en absencas() de4 (50 uM) ou du glutathion réduit (5 mM). Des incubations
témoins sans substrat suicide, mais en présence de ltahitmompétitif ou du GSH ont aussi été réalisagsl(es points
représentés sont la valeur moyenhé&erreur standard de trois expériences distinctes.
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[11-2.8 Conclusion.

En partant des structures de I'ébastine et de la terfénadiome I'étude en tant que substrats
du CYP 2J2 a été présentée dans le chapitre précédent, 26glént été synthétisés et 'ensemble
des 27 composeés a été testé comme inhibiteurs du CYP 2J2. Bpadea@es composés présentent
une bonne affinité pour le CYP 2J2 avec degyCle I'ordre dupuM. Une étude de corrélation entre
la Clsg de ces composeés et leur structure moléculaire a montrédiitapce des deux substituants
en para du noyau phényl terminal. La présence d’'un grodRehydrophobe de taille moyenne (3
carbones) au niveau terminal de la molécule et d’'un groupe €b@ara est un élément important
pour une affinitt maximum. De fait, les inhibiteurs les pléfsna mis en évidence sodtet 5. Une
étude plus détaillée des compoges, 13 et14a montré qué était un inhibiteur compétitif, substrat
alternatif du CYP 2J2 avec utg de 160 nM. Le compos#4, trés affin pour le CYP 2J2 (g = 400
nM), s’est révélé étre un inhibiteur faisant intervenir udaanisme d’inhibition de type « mixte »,
du fait de la complexation du fer de I'heme par le groupe imnadea del4. Les composés et 13
sont des inhibiteurs de type « substrat-suicide », caiaétpar des valeurs #g,c/K de I'ordre de
3000 L.mot.s™1. Le composé 3 conduit & une inactivation du CYP 2J2 par formation d’un caxel
carbénique du fer de ce cytochrome P450, qui intervientdara cycle catalytique sur 18 cycles
productifs.

Lefficacité d’inhibiteurs commd, 5, 13 vis-a-vis du CYP 2J2 s’accompagne d’'une assez bonne
sélectivité par rapport a leur action sur les principaux@®4arésents en plus du CYP 2J2 au niveau
vasculaire, les CYP 2C8, 2C9, 2B6 et 3A4 (cf partie I-3.1).

On peut donc maintenant proposer un ensemble d’inhibiteéssélectifs vis-a-vis de chacun des
P450s majeurs du tissu vasculaire. Il s’agit de

— laticlopidine comme inhibiteur du CYP 2BRichter et al., 2004)

— le montelukast comme inhibiteur du CYP 208alsky et al., 20085)

— le sulfaphénazole comme inhibiteur du CYP 2@B@aldwin et al., 1995)

— le ketoconazole comme inhibiteur du CYP 3@kldwin et al., 1995)

— le composé& comme inhibiteur du CYP 2J2.

Le tableau III.5 montre que chacun de ces inhibiteurs a urie &finité pour le P450 qu’il inhibe
(Clsg compris entre 20 et 600 nM) et une grande sélectivité vissale ce P450 (rapport desggdu
P450 visé par rapport aux autres au moins €gal a 20).

Clso (HM)
CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4 CYP2J2

Ticlopidine 0,32 1007 > 200 > 50 > 50

Inhibiteur

Montelukast 11¢ 0,0 1,% 1,2-7,9 > 100
Sulfaphénazole > 1007 1207 0,6 > 200 > 150
Kétoconazole| 6,3 5,51 164 0,0 3
4 28 > 100 26 7,9 0,4

Tableau II1.5 —Inhibiteurs sélectifs des principaux CYP vasculaires Les valeurs données pour le
CYP 2J2 ont été déterminées lors de ce travail. Les autresingaproviennent des publications suivantes :R&hter
et al., 2004 (b) Ha-Duong et al., 2001(c) Walsky et al., 2005 (d) Baldwin et al., 1995
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A la suite de I'étude préliminaire des dérivés de la terfé@madcomme inhibiteurs du CYP 2J2
(Article 2, Lafite et al., 2009, plusieurs applications de ces composés dans des étudenaitolo-
giques nous ont été proposées :

— Le CYP 2J2 semble étre impliqué dans des phénomenes detfmotges tissus vasculaires a
la suite d’un stress oxydant, consécutifs, par exemplegdsamémie-reperfusiofivang et al.,
2001) Pour étudier ce phénomene, des souris transgéniquegpsorart le CYP 2J2 ont été
élaborées par le Dr. Seubert a l'université d’Alberta (Canafin étudianex vivole coeur
de ces animaux soumis a une ischémie-reperfusion, la reatigrédes fonctions cardiaques
est beaucoup plus importante par comparaison a des anineawexprimant pas le CYP 2J2
(Seubert et al., 2004)) a été montré que ces phénomenes impliquaient la formdt&Epoxydes
d’acide arachidonique. Cependant, aucun inhibiteur sEthcCYP 2J2 n’étant disponible, les
études d’inhibition pour montrer I'importance de ce CYP otdt €alisée avec un inhibiteur
de P450 époxygénase non sélectif (MS-PPOH). L'utilisatles composés présentés dans ce
travail pourrait permettre de montrer clairement le réleGXP 2J2 dans les phénomenes de
protection du tissu cardiaque. Dans le cadre d’'une col&lwor avec le Dr. Seubert, I'influence
des inhibiteurs de CYP 2J2 sur ces modeles de coeurs periisseurs d'étude.

— Léquipe du Dr. Bishop-Bailey (W. Harvey Research Institltaiversity of London) a obtenu
des résultats montrant I'activation &eroxisome Proliferation-Activated Recepto(PPARx)
par les époxydes d’acide arachidonique dont la formatiamnad étre catalysée parle CYP 2J2.
Cette voie de signalisation pourrait étre relié a leurs pédgs anti-inflammatoires et anti-
prolifératives (activité NKB et expression de la cyclooxygénase(Rjoraes et al., 2006 En
inhibant les cytochromes P450 présents dans des ligndakateks de monocytes par un inhi-
biteur non-sélectif de P450s (proadifen SKF525A), on olesane réponse pro-inflammatoire
(induction de COX-2), dont I'effet peut étre inversé par &iddid’'un agoniste du PPAGR ou
d’EETs. Ces lignées cellulaires expriment le CYP 2J2. Powardéher son implication éven-
tuelle dans I'activation du PPAR ['utilisation d’inhibiteurs sélectifs du CYP 2J2 a été esad
gée. Leffet des inhibiteurd, 5 et 13 sur ces lignées cellulaires sont en cours de réalisation en
collaboration avec I'équipe du Dr. Bishop-Bailey.

— Lerdle du CYP 2J2 dans les phénomenes liés a 'angiogénaseahcer se révéle trés impor-
tant (Jiang et al., 2005; Wang et al., 200ba transfection d’'un adénovirus contenant ’ADNc
antisens codant pour le CYP 2J2 dans certaines lignées tlesdoal dans une tumeur xeno-
greffée sur une souris) se traduit par la diminution de e&tphénomenes caractéristiques des
tumeurs (croissance et migration cellulaire, résistantap@ptose, taille de la tumeur, ...).
L'utilisation d’inhibiteurs non-spécifiques de I'époxytdan de I'acide arachidonique a révélé
une diminution identique. Pour pouvoir compléter cettelétat peut-étre ouvrir la voie & une
série de nouveaux composés anti-tumoraux, I'utilisatesidhibiteurs dérivés de I'ébastine ou
de la terfénadone est envisagée, en collaboration avequgses des Drs. Zeldin (NCBI, NIH,
USA) et Wang (Université de Wuhan, Chine).
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Abstract

Twenty five derivatives of the drugs terfenadine and ebastine have been designed, synthesized and evaluated as inhibitors of recom-
binant human CYP2J2. Compound 14, which has an imidazole substituent, is a good non-competitive inhibitor of CYP2J2
(ICso =400 nM). It is not selective towards CYP2J2 as it also efficiently inhibits the other main vascular CYPs, such as CYP2B6,
2C8, 2C9 and 3A4; however, it could be an interesting tool to inhibit all these vascular CYPs. Compounds 4, 5 and 13, which have a
propyl, allyl and benzo-1,3-dioxole terminal group, respectively, are selective CYP2J2 inhibitors. Compound 4 is a high-affinity,
competitive inhibitor and alternative substrate of CYP2J2 (K; = 160 & 50 nM). Compounds 5 and 13 are efficient mechanism-based
inhibitors of CYP2J2 (kinac/ K; values ~3000 L mol ™! s~! ). Inactivation of CYP2J2 by 13 is due to the formation of a stable iron—carbene
bond which occurs upon CYP2J2-catalyzed oxidation of 13 with a partition ratio of 18 4 3. These new selective inhibitors should be

interesting tools to study the biological roles of CYP2J2.
Published by Elsevier Inc.

Keywords: Ebastine; Terfenadine; Drug metabolism; Arachidonic acid epoxidation; Vascular P450s; Benzo-1,3-dioxole; Hydroxylation; Monooxyge-

nases; Hemeproteins

Cytochromes P450 (CYPs)' constitute a superfamily of
hemoproteins that play key roles in the metabolism of a
large variety of xenobiotics and endogenous compounds
[1]. In the human genome, 57 genes have been found to
code for CYPs [2]. The main CYPs implicated in drug
metabolism, such as CYP3A4, CYP2C9 or CYP2D6,
and those responsible for the biosynthesis of steroid hor-
mones have been extensively studied, and several X-ray

" Corresponding author. Fax: +33 (0) 1 42 86 83 87.

E-mail address: daniel. mansuy@univ-paris5.fr (D. Mansuy).

U Abbreviations used: CYP or P450, cytochrome P450; DMF, N,
N-dimethylformamide; DMSO, dimethylsulfoxide; EDTA, ethylenedi-
aminetetraacetic acid; EET, epoxyeicosatrienoic acid; ESI, electrospray
ionization; GSH, glutathione, reduced form; Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid; HPLC, high performance liquid
chromatography: MS, mass spectrometry; MS?, tandem mass spectrom-
etry; THF, tetrahydrofuran; TLC, thin layer chromatography; Tris,
2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol; UV, ultraviolet.

0003-9861/$ - see front matter Published by Elsevier Inc.
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structures of human CYPs have been recently published
[3-10]. Much less is known about more recently discovered
human CYPs such as CYP2J2 [2.11,12]. This cytochrome
seems to be primarily expressed in heart [11]; it has also
been found in kidney, liver, lung and the gastrointestinal
tract [11-14]. CYP2J2 has been found to catalyze the epox-
idation of arachidonic acid to four cis-epoxyeicosatrienoic
acids (EETs), with regio- and stereo-selectivities that
match those of the EETs isolated from heart tissue [11].
Some EETs-derived metabolites play important roles in
the regulation of vascular tone [15,16]. Moreover, it has
been shown that CYP2J2-derived metabolites are involved
in the recovery of heart function following ischemia in
mice [17], that the risk of coronary artery disease is asso-
ciated with polymorphisms in CYP2J2 gene in humans
(18], and that CYP2J2-derived products are involved in
cardiac electrophysiology [19,20]. EETs and EETs-derived
metabolites are also involved in a host of processes related

Please cite this article in press as: P. Lafite et al., Arch. Biochem. Biophys. (2007), doi:10.1016/j.abb.2007.03.028
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to cancer cell behavior, angiogenesis and tumor pathogen-
esis [21,22]. Very recent data suggest that CYP2J2 pro-
motes the neoplastic phenotype of carcinoma cells and
may represent a novel biomarker and potential target for
therapy of human cancers [23]. Besides these possible roles
in the metabolism of endogenous compounds, CYP2J2
could be implied in the metabolism of some drugs, espe-
cially at the intestinal level. Thus, CYP2J2 has been shown
to contribute to the metabolism of three drugs, ebastine
[24,25], astemizole [26] and terfenadine [27].

Little data are presently available on the active site
topology and substrate specificity of CYP2J2 [2]. Quite
recently, preliminary results have shown that it was possi-
ble to obtain high-affinity inhibitors for CYP2J2, by chem-
ical modification of terfenadone [28], that is an isomer of
ebastine and a derivative of the drug terfenadine (see
Fig. 1 and Table 1). This article describes the design, syn-
thesis and evaluation as CYP2J2 inhibitors of 25 deriva-
tives of terfenadone and ebastine. It also reports the
compared effects of these compounds towards the other
main CYPs that are present in the vascular system, such
as CYP2B6, 2C8, 2C9 and 3A4. Finally, it describes a
detailed study of the mechanism of inhibition of CYP2J2
by some of these compounds and reveals a high-affinity
and selective, competitive inhibitor of CYP2J2, and two
selective, mechanism-based inhibitors of CYP2J2.

Materials and methods

Commercial chemicals

All chemicals used in this study were of the highest purity available.
Organic and HPLC solvents were purchased from SDS (Peypin, France);
ebastine was provided by Almirall (Paris, France). NADP™, glucose 6-
phosphate and glucose 6-phosphate dehydrogenase were purchased from
Boehringer-Mannheim (Mannheim, Germany). Paclitaxel, amodiaquine,
reduced glutathione (GSH), 7-benzyloxyresorufin, resorufin, diclofenac,
testosterone, ticlopidine, sulfaphenazole and ketoconazole were obtained
from Sigma chemicals (Lyon, France). 3',4’-Dihydroxypropiophenone
and 3,4-(methylenedioxy)propiophenone were purchased from Alfa Aesar
(Strasbourg, France). Montelukast was obtained from Sequoia Research
(Oxford, UK).

Physical measurements

UV-vis spectra were recorded at room temperature using an Uvikon
941 spectrophotometer. 'H NMR spectra were recorded at 27 °C on a
Bruker ARX-250 instrument; chemical shifts are reported downfield from
(CH3)4Si1 and coupling constants are in Hz. The abbreviations s, d, t, q, m,
bs, dd, dt, td and tt are used for singlet, doublet, triplet, quadruplet, massif,
broad singlet, doublet of doublets, doublet of triplets, triplet of doublets

and triplet of triplets, respectively. Mass spectra (MS) were performed
using a LCQ Advantage-ion trap mass spectrometer (Thermo Finnigan,
Les Ulis, France). MS ionization was carried out using an electrospray
ionization (ESI) source in positive mode, with a capillary temperature of
275 °C, a capillary voltage of 21 V and a spray voltage of 5 kV. This ion-
ization gave the molecular ion (M+H™") indicated for each compound. The
mentioned fragments were obtained from tandem mass spectrometry
(MS?) that was performed with activated broadband and a fragmentation
power set to 40-50%, depending on the substrate. Compound 11 contains
one bromine atom, and all peaks corresponding to the molecular ion or
fragments involving a Br atom exhibited the isotope cluster expected for the
presence of one Br atom (with a M:M + 2 ratio of 51:49).

Synthesis of ebastine and terfenadone derivatives

All compounds were characterized by 'H NMR spectroscopy in
CDCl; and ESl-ion trap MS? in positive mode. 'H NMR spectroscopy
analysis in the presence of an internal standard showed that all these
compounds were more than 95% pure. Most compounds were synthesized
according to the scheme indicated on Fig. 2. This was the case of com-
pounds 1, 3, 4, 6-9, 11-13, 15 and 19-21. Compounds 5 and 14 were
prepared from 11. Compound 17 was synthesized by a very similar pro-
tocol using 4-(4-propylphenyl)butylmethane sulfonate as an intermediate.
Compounds 2, 10, 16 and 25 were a gift from Dr. Didier Buisson (UMR
8601, Paris); their syntheses will be described elsewhere (El Ouarradi et al.,
in preparation). Finally, compounds 22, 23 and 24 were obtained from
dehydration of 1, 15, and terfenadine, respectively. Compounds 1, 11, 20,
22 and 24 were reported in a patent [29]; however their '"H NMR and mass
spectrum characteristics were not described. The main 'H NMR and MS
characteristics of compounds 1, 3, 4, 6,9, 11-13, 15, 17, 5, 14, 7, 8, 19, 18
and 20-24 (in the order of appearance in following paragraphs (a)—(h)) as
well as those of some of their precursors are given in Supplementary
Materials.

(a) Synthesis of the intermediates (see Fig. 2)
4-(Diphenylmethoxy)piperidine [30] and 1,1-difluoro-2-phenylethane
[31] were prepared as described previously.

Typical procedure for the synthesis of the intermediate alkylchlorides by
Friedel-Crafts acylations. To a solution of aromatic starting compound
C¢Hs-R (see Fig. 2) (15 mmol) and 4-chlorobutanoyl chloride (15 mmol)
in dry CH»Cl,, AICl; or SnCly (20 mmol) was progressively added at room
temperature under argon. After stirring at room temperature for 2-18 h
then at 40 °C for 2-7 h, the mixture was poured into ice water and stirred
overnight. The organic phase was separated and the aqueous phase was
extracted with CH,Cl,. The combined extract was dried (MgSO,) and the
solvent evaporated. Compounds were purified by column chromatography
(Si0,) (cyclohexane/ethyl acetate 90/10). The obtained alkylchlorides were
characterized by "H NMR spectroscopy and used as such for the following
reactions.

Synthesis of 4-(4-propylphenyl)butylmethanesulfonate. 4-(4-Propyl-
phenyl)butanoic acid was prepared as described previously [32,33]. A
solution of this carboxylic acid (1.03 g, 5 mmol) in THF (10 mL) was
slowly added to a suspension of NaBH, (227 mg, 6 mmol) in THF (10 mL)
at room temperature (10 min). The mixture was stirred until the end of gas
emission. lodine (635 mg, 2.5 mmol) in THF (10 mL) was then added
slowly (10 min) at room temperature. The medium was further stirred for
1 h. Dilute HCI (7 mL, 1 N) was added carefully and the mixture extracted

o) CH, CYP2J2 0 CH,
RCN\_)—@—FCPQ —> R NU—@—FCHZOH

H
CH,
R = OCHPh, Ebastine
R=C(OH)Ph,  Terfenadone

CH,

Fig. 1. Regioselectivity of the hydroxylation of ebastine and terfenadone by CYP2J2.
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Table 1
Comparison of the inhibitory effects of terfenadone derivatives towards CYP2J2, 2B6, 2C8, 2C9 and 3A4

¢
HO NLXOR
9

Compound -X- -R ICs (uM)*
212 2B6 2C8 2C9 3A4

Terfenadine ~CHOH- —C(CH;); 8.1+04 70+ 1 >100° 38+1 2041

1 (Terfenadone) -CO- —C(CH;)3 0.7+0.1 67+5 >100 1941 12£1

2 -CO- —CH; 0.7+£0.2 29+1 ~100 3242 1541

3 -CO- -CH,-CH; 0.6 +0.1 2542 >100 18+4 6.1+0.2
4 -CO- ~CH,-CH,-CH3 0.4+0.1 28+1 >100 26 +3 7.94+0.1
5 -CO- -CH,-CH=CH, 04402 21+1 >100 2141 55+1.0
6 -CO- —(CH,);-CH; 0.74+0.2 13£2 >100 3842 824038
7 -CO- -CH,-CH,-OH 1.3+0.38 48 +£1 >100 28 +4 20+1

8 -CO- —(CH,);-OH 19403 16 +2 ~100 3341 6.8+0.6
9 -CO- —(CH,);-OAc 25405 9.0+0.5 >100 42 +3 0.9+0.2
10 -CO- -OCHj3; 7.6 £0.6 19+1 >100 40 +1 11+1
11 -CO- -Br 4.2 +0.6 26+2 >100 344+6 2.2+0.6
12 -CO- —~CH,-CHF, 22409 16 +1 >100 19+4 8.940.2

(0]
_CO- R i
13 CO Arfe C o 6.7+23 16 +1 100 104+2 2.8+0.1
—\
14 -CO- ~N__N 0.4+0.1 1.6+0.3 52+0.3 1.6 0.1 28+09
7

15 -CO- —(CH,),-NHAc 2345 60+3 >100 1542 2.8+0.9
16 ~CH»- ~C(CHs); 3.6+0.7 86 +2 >100 2842 41410
17 ~CH,- ~CH,-CH,-CHj3; 4.5+0.9 28+4 >100 3445 4.6 +0.7

# Compound concentration leading to 50% inhibition of the oxidation of typical substrates of the different CYPs (for the nature of these substrates and
the conditions used, see Materials and methods; concentrations of substrates were equal to the K, values found for their CYP-catalyzed oxidations under
our experimental conditions). Values are means + SD for three to four independent experiments.

® Above 50% of remaining activity at the indicated inhibitor concentration.

°~Ar: -C¢Hs—R.

with ether. The combined ether extracts were washed with 1 M NaOH and on SiO, (CH,Cl, then +10% ether), and was obtained as a pale yellow oil
brine, and dried over MgSQO,. Evaporation of the organic layer gave 4-(4- in a 61% yield. "H NMR (CDCl3): 6 0.92 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.19 (1H, bs),
propylphenyl)butan-1-ol which was purified by column chromatography 1.65 (6H, m), 2.56 (4H, m), 3.65 (2H, m), 7.07 (4H, s). Methanesulfonyl

® R
o]
HOC(Ph)2 NH

X O e Oy

Fig. 2. General synthetic routes used for the preparation of terfenadone and ebastine derivatives. For the nature of R, see Tables 1 and 2. Specific
protection and deprotection of reactive chemical functions were used when necessary. They were mentioned in Ref. [28].

@R CI(CH,);COCl
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Page 107



CHAPITRE IIl. INHIBITEURS DU CYP 232

4 P. Lafite et al. | Archives of Biochemistry and Biophysics xxx (2007) xxx—xxx

chloride (326 puL, 4.22 mmol) was then added to a stirred solution of this
alcohol (405 mg, 2.11 mmol) in dry CH,Cl, (6.5 mL) containing pyridine
(1.48 mL) at 0 °C. This solution was stirred under an argon atmosphere
for 20 h at room temperature, diluted with CH,Cl,, washed with aqueous
sulfuric acid (1%, 2 x 50 mL), saturated aqueous NaHCOj; (50 mL), and
brine, and reextracted with CH,Cl,. The combined organic phase was
dried (MgSO,), and the solvent was removed under vacuum to afford a
colourless oil (100% yield). "H NMR (CDCls): 6 0.92 (3H, t, J = 7.6 Hz),
1.61 (2H, m), 1.65 (4H, m), 2.53 (2H, t, J=7.6 Hz), 2.61 (2H, m), 2.96
(3H, s), 4.21 (2H, t, J = 5.8 Hz), 7.07 (4H, s).

(b) General procedure for N-alkylation of o,o-diphenyl-4-
piperidinomethanol (terfenadone derivatives) or 4-
(diphenylmethoxy ) piperidine (ebastine derivatives) [34],
used for the synthesis of 1, 3, 4, 6, 7, 9, 11-13, 15 and 17

The piperidine derivative (1eq.), anhydrous K,CO; (2eq.) and KI
(0.2 eq.) were added to a solution of 4-chlorobutan-1-one-derived com-
pounds (1eq.) in dry DMF. The resulting mixture was refluxed under
argon for 24 h. After cooling, the solvent was removed under vacuum to
give a residue that was dissolved in CH,Cl,, washed with water, and dried
over MgSO,. After evaporation of the solvent, products were purified by
column chromatography on SiO, (CH,Cl, then 10% MeOH), and by
dissolution in ether to filter the insoluble impurities.

(¢) Synthesis of 1-(4-allylphenyl)-4-(4-
(hydroxydiphenylmethyl) piperidin-1-yl) butan-1-one, 5

Coupling of 11 (620 mg, 1.26 mmol) with allyltributyltin (0.5 mL) in
DMF (13 mL) was performed in the presence of tetrakis(triphenylphos-
phine)palladium(0) (90 mg) under argon, 30 min at room temperature
then 6h at 110°C. Purification by column chromatography (SiO,,
CH,Cl,-MeOH 95:5) led to compound 5 as a white powder in 45% yield.

(d) Preparation of 1-(4-N-imidazolylphenyl)-4-(4-
(hydroxydiphenylmethyl) piperidin-1-yl) butan-1-one, 14

Coupling of 11 (0.13 mmol) with imidazole (0.16 mmol) was per-
formed in the presence of Cul (0.013 mmol), proline (0.13 mmol) and
K,COj3 (0.26 mmol) [35]. The reaction was performed under argon at
95 °C during 40 h. After ethyl acetate extraction and drying on anhydrous
MgSO,, 14 was purified on SiO, (CH,Cl,/MeOH 90:10) and led to a
brown oil (54% yield).

(e) Preparation of 4-(4-(hydroxydiphenylmethyl)piperidin-1-yl)-
1-(4-(2-hydroxyethyl) phenyl) butan-1-one, 7, 4-(4-
(hydroxydiphenylmethyl) piperidin-1-yl)-1-(4-(3-
hydroxypropyl) phenyl)butan-1-one, 8, and 4-(4-
(diphenylmethoxy ) piperidin-1-yl)-1-(4-(2-
hydroxyethyl)phenyl)butan-1-one, 19, from their acetate
precursors

The acetate precursor (1 mmol) was heated under reflux in 5 mL EtOH
with 70 mg NaOH (1.75 mmol) for 2.5 h. After evaporation of EtOH, the
residue was diluted with water and extracted with CH,Cl,. The organic
phase was dried over MgSOy. After evaporation of the solvent, com-
pounds 7, 8 and 19 were purified by column chromatography (SiO,,
CH,CL-EtOH 90:10) and by dissolution in ether to filter insoluble
impurities.

(f) Synthesis of 4-(4-(diphenylmethoxy)piperidin-1-yl)-1-(4-
(2-tertiobutyl)phenyl) butan-1-ol, 18, from reduction of ebastine

A suspension of NaBH, (64,4 mg, 1.7 mmol) in MeOH (4 mL) was
slowly added to a solution of ebastine (200 mg, 0.4 mmol) in distilled THF
(8 mL) at 0°C. After 7h of stirring, HCl (1 mL, 1 M) was added to
hydrolyze residual NaBH, and the mixture was extracted with ethyl ace-
tate. The combined extract was washed with brine and dried over Na,SOj,.
After filtration, 18 was purified by column chromatography on SiO,
(CH,Cl, then 5% MeOH) and was obtained as white powder in 81% yield.

(g) Synthesis of 4-[4-(diphenylmethoxy )piperidin-1-yl ]-1-
(4-vinylphenyl ) butan-1-one, 20, and 4-[4-
(diphenylmethoxy ) piperidin-1-yl J-1-[4-(2-
thiomethoxy )ethylphenyl |butan-1-one, 21, from 19

Compound 19 (100 mg, 0.22 mmol) in the presence of ethylamine
(30 pL, 0.21 mmol) was cooled to 0 °C in CH,Cl, (2 mL). Methanesulfo-
nyl chloride (20 pL, 0.26 mmol) was added and the reaction mixture was
kept at 0°C for 2h. After evaporation, 2-(4-{4-[4-(diphenylmeth-
oxy)piperidin-1-yl]-1-oxobutyl} phenyl)ethyl methanesulfonate was puri-
fied by column chromatography (SiO,, CH,Cl, then 7% EtOH). Then,
dissolution in ether to filter insoluble impurities gave the desired product
(110 mg, 0.21 mmol, 95% yield). "H NMR (CDCls):  1.66 (2H, m), 1.91
(4H, m), 2.12 (4H, m), 2.37 (2H, t, J = 7.1 Hz), 2.86 (3H, s), 2.95 (2H, t,
J=17.1Hz), 3.09 (2H, t, J=6.7Hz), 340 (1H, m), 442 (2H, t,
J=6.7Hz), 548 (1H, s), 7.17-7.30 (12H, m), 7.91 (2H, d, J =8.3 Hz).
MS? (ESIY): m/z 536 (M+HT™), 269, 227, 167. Reaction of this methane-
sulfonate derivative (1 eq.) with 2 eq. of EtONa in 2 mL MeOH at 50 °C
for 20 h gave 20, whereas a very similar reaction with 1 eq. of CH3;SNa in
1.5mL dry DMF led to 21. The reaction mixtures were extracted with
CH,Cl, and the products were purified by chromatography on SiO,
(CH,Cl, then 7% MeOH).

(h) Synthesis of 4-[4-(diphenylmethylene)piperidin-1-yl]-1-
[4-tertiobutylphenyl |butan-1-one 22, 1-[4-(2-aminoethyl)phenyl |-
4-[4-(diphenymethylene ) piperidin-1-yl Jbutan-1-one 23,
and 4-(diphenylmethylene )-1-[4-(4-tertiobutylphenyl ) but-3-
enyl [piperidine hydrochloride 24, from dehydration of 1, 15 and
terfenadine, respectively

Derivative 1 (100 mg, 0.2 mmol) in 10 mL HCI (3 M, 30 mmol) was
heated to reflux for 6 h. After neutralization, the reaction mixture was
extracted with CH,Cl, and compound 22 was purified by TLC on SiO,
(ethyl acetate, then 20% EtOH).

Origins of recombinant cytochromes P450

CYP2J2 was co-expressed with human P450 reductase in baculovirus-
infected Spodoptera frugiperda insect cells (Sf9) and microsomes of these
cells were prepared as described previously [11]. CYP2B6, 2C8, 2C9 and
3A4 were expressed in a previously described yeast strain W(R)furl [36]
system, in which yeast cytochrome P450 reductase was overexpressed.
Transformation by a pYeDP60 vector containing one of the human liver
CYP2B6, 2C8, 2C9 and 3A4 cDNAs was then performed according to a
general method of construction of yeast strain W(R)fur 1 expressing
various human liver P450s [37-39]. Yeast culture and microsomes prep-
aration were performed by using previously described techniques [40].
Microsomes were homogenized in 50 mM Tris buffer (pH 7.4) containing
1 mM EDTA and 20% glycerol (v/v), aliquoted, frozen under liquid N»,
and stored at —80 °C until use. P450 contents of yeast microsomes or
insect cell microsomes were 90, 30, 30, 300 and 100 pmol P450/mg protein
for CYP2B6, 2C8, 2C9, 3A4 and 2J2, respectively. Those contents were
determined spectrally using the method of Omura and Sato [41]. Some
comparative experiments were done using microsomes from baculovirus-
infected insect cells expressing CYP 2B6, 2C8, 2C9 and 3A4 (Supersomes
from BD Discovery Labware, Woburn, MA, USA).

Enzyme activity assays

(a) Hydroxylation of ebastine. The assay for hydroxylation of ebastine
by CYP2J2 [24] was performed at 37 °C in the presence of a NADPH-
generating system (1 mM NADP™, 10 mM glucose 6-phosphate, and 2 U/
mL glucose 6-phosphate dehydrogenase) using a previously described
method [28]. The concentrations of ebastine and CYP2J2 were 0.5 pM and
1 nM, respectively. The reaction was done at 37 °C for 2-5 min.

(b) O-Debenzylation of 7-benzyloxyresorufin. The protocol used for
measuring the oxidation of 7-benzyloxyresorufin by CYP2B6 was based
on a modification of the spectrofluorometric method described by Burke
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and Mayer [42]. A mixture containing 0.5 uM 7-benzyloxyresorufin and
yeast microsomes expressing CYP2B6 (10 nM) in 100 mM Hepes buffer
pH 7.8 containing 5 mM MgCl, for a total volume of 985 ul. was prein-
cubated at 37 °C for 3 min. Reaction was started with the addition of
NADPH (100 uM) and formation of resorufin was monitored by fluo-
rimetry, with an excitation wavelength of 535 nm and an emission wave-
length at 580 nm. After 2-3 min, during this fluorimetric monitoring,
inhibitor was added and the change of slope of the activity vs time curve
was observed. Then, quantitation of metabolite was done by addition of
authentic resorufin (20 nM final concentration).

(¢) 6a-Hydroxylation of paclitaxel. Hydroxylation of paclitaxel by
CYP2C8 [43] was assayed as described previously [44] (10 uM substrate,
10 nM CYP2C8, 5 min at 28 °C).

(d) N-Deethylation of amodiaquine. N-Deethylation of amodiaquine
by microsomes of yeast cells expressing CYP2C8 was performed according
to a previously reported procedure [45] (1 pM substrate, 10 nM CYP2CS,
10 min at 28 °C).

(e) 4'-Hydroxylation of diclofenac. Diclofenac hydroxylation by
CYP2C9 was carried out using a previously reported protocol [46] (15 uM
substrate, 20 nM CYP2C9, 10 min at 28 °C).

(f) 6B-Hydroxylation of testosterone. The assay for testosterone
6B-hydroxylation was performed as described previously [47] (20 uM
substrate, 10 nM CYP3A4, 20 nM cytochrome bs, 10 min at 28 °C).

Study of CYP2J2 inactivation by derivatives 5 and 13

(a) General incubation procedure. All incubations were performed at
37 °C in triplicate, using glass tubes in a shaking bath. The incubation
mixture contained insect cell microsomes expressing CYP2J2, an inhibitor,
and a NADPH-generating system in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4
containing 1 mM EDTA.

(b) Time course analysis of the oxidation of compound 13 by CYP2J2-
expressed insect cell microsomes. Compound 13 was incubated at 37 °C in
the presence of insect cell microsomes expressing CYP2J2 (10 nM) and
reaction was started by the addition (7p = 0 min) of the NADPH-gener-
ating system, which had been preincubated at 37 °C for 3 min (total final
volume of 2 mL). At 7y and regularly thereafter, aliquots (200 pL) were
taken and were mixed with 100 pL of a cold CH3;CN/CH3;COOH (10:1)
mixture to quickly stop the enzymatic reaction. Proteins were precipitated
by centrifugation at 10,000 rpm for 10 min, and the supernatant was
stored at —40 °C for HPLC/MS/UV analysis. The apparatus for HPLC/
MS-UV analysis was composed of a Surveyor HPLC system and LCQ
Advantage-ion trap mass spectrometer (Thermo Finnigan, Les Ulis,
France). Elution was carried out on a Betabasic-18 column (100 x 2.1 mm,
3.5 um) (Thermo Finnigan, Les Ulis, France). The mobile phase consisted
of water/acetonitrile/formic acid (80/20/1) (solvent A) and acetonitrile/
formic acid (99/1) (solvent B), at a flow rate of 200 pL/min. Elution was
performed with a linear gradient from 0 to 45% B in 5 min, followed by an
increase of B to 55% in 17 min, and by 4 min at 100% B. Quantification of
the metabolite formed was carried by monitoring of the effluent at 310 and
275 nm.

(¢) Incubation for inactivation kinetics. The experimental protocols for
determining the kinetic parameters of CYP2J2 inactivation were based on
the previously described procedures for other mechanism-based inhibitors
[48-50]. Insect cells microsomes (30 nM P450) were incubated under the
conditions described above, in the presence of inhibitor concentrations
ranging from 1 to 20 pM. At ¢y and regularly thereafter, aliquots (25 pL)
were removed from the incubation medium and immediately processed to
determine residual ebastine hydroxylase activity.

(d) Determination of the residual monooxygenase activity. Routine
experimental procedures to determine the enzymatic activity remaining
after exposure to a suicide substrate [50] need the use of an alternative
substrate to assay the remaining activity in a second incubation period. To
dramatically decrease the influence of the already present inactivator
substrate on the accurate determination of enzymatic activity, samples
were diluted 20-fold in the standard medium assay. Briefly, 25 uL aliquots
taken from CYP2J2 inactivation experiments were rapidly diluted in a
total volume of 500 pL containing 20 pM ebastine and a NADPH-gen-

erating system. At 7o =0 min, 150 pL aliquots were removed and quen-
ched by adding 75 pL of CH3;CN/CH3COOH (10:1) cold mixture and
vortexing. The remaining medium was incubated at 37 °C and two other
150 pL aliquots were removed at # = 2 and 4 min to be treated as the first
one. In all experiments, the initial rate for ebastine hydroxylation activity
was taken as a measure of the maximal activity (100% activity).

(e) Effect of a competitive inhibitor and glutathione on CYP2J2 inac-
tivation by compound 13. Incubations for inactivation measurement were
carried out as described above in order to determine the time course of
enzyme inactivation in the presence of compound 4 or GSH. Compound 4
(50 uM) or GSH (5 mM) was added at 7, of the inactivation incubation
assay containing 5 pM compound 13. At the indicated times, the residual
activity was determined as described above. Hundred percent activity was
defined for remaining activity measured at 7o for each incubation condi-
tions. Control assays under non-catalysis conditions (in the absence of the
NADPH-generating system) were carried out in parallel with the experi-
mental incubations.

(f) Inactivation kinetics analysis. Kinetic parameters of the inactivation
process were calculated according to previously described models [48,50].
This process can be represented in the simplest way by the following
equations:

k3 E+P
kl k2
E+S <k—. E-S ———» E-S*
-1

where ES is the initial enzyme-substrate complex converted to an acti-
vated species, ES”, which can either react with the enzyme that leads to
inactivated enzyme (Ej), or break down to yield free enzyme and product
(P). k_1/k, represents the dissociation constant Ks, and ks/ky is the parti-
tion ratio between the number of productive turnovers and the number of
turnovers leading to enzyme inactivation. The pseudo-first order rate con-
stant for the inactivation process (Kkinact) is koka/(ka + k3 + k4). The K; con-
stant, a term used for mechanism-based enzyme inactivators, is
[(k_y + ko)/k1 (ko + k4)/(ky + k3 + k4)]. Calculation of those constants
were performed using the analytical treatment described by Kitz and
Wilson [51].

(g) UV-vis spectra observed during interaction of compound 13 with
CYP2J2. A suspension of microsomes from insect cells expressing CYP2J2
(100 nM P450) in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, containing 0.1 mM
EDTA was equally divided between two 200 pL black quartz cuvettes
(1 cm path length). Three microliters of a DMSO solution of compound 13
was added to the sample cuvette, the same volume of solvent being added
to the reference cuvette, and a baseline was recorded between 350 and
500 nm. Two microliters of NADPH (final concentration of 100 uM) was
then added (z) = 0 min) to the sample cuvette and difference spectra were
recorded at 7 and every min thereafter for 20 min between 350 and 500 nm.

Results and discussion

Synthesis of three series of derivatives of terfenadone,
dehydro-terfenadone and ebastine

The choice of terfenadone, 1, and ebastine as starting
points for the design of high-affinity inhibitors of CYP2J2
was based on: (i) the high regioselectivity of the CYP2J2-
catalyzed hydroxylations of 1 and ebastine, in favor of
the least reactive part of these substrates (Fig. 1), which
implies their strict positioning in the CYP2J2 active site
to keep their z-butyl group in close proximity of the heme
iron for transfer of an oxygen atom from O,, and (ii) the
high affinity of 1 and ebastine for CYP2J2, as indicated
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by the ICs, value of 1 for CYP2J2 inhibition (0.7 uM) [28]
and the K, of CYP2J2-catalyzed hydroxylation of ebastine
(1 uM) [24].

Sixteen derivatives of terfenadone were synthesized
and compared to terfenadone and the drug terfenadine,
as CYP2J2 inhibitors (Table 1). Most of them derive
from terfenadone by replacement of its z-butyl group
with various R groups of different size and polarity. This
includes R groups bearing chemical functions well known
to lead to suicide inactivation of cytochrome P450 after
in situ oxidation [52-56]. This is the case of the terminal
double bond of compound 5, of the CHF, function of
compound 12, and of the benzo-1,3-dioxole function of
compound 13 (Table 1). The structure of compounds 5,
12 and 13 was chosen so that the CYP2J2-catalyzed
hydroxylation occurs at the site leading to inactivating
metabolites, assuming that hydroxylation of these com-
pounds should occur on the homobenzylic position, as
the hydroxylation of terfenadone [28], terfenadine [27]
and ebastine [24]. The general synthetic route used for
the preparation of the terfenadone and ebastine deriva-
tives has been described previously [28]; it is recalled in
Fig. 2. Compounds 16 and 17, in which the keto group
of 1 and 4 was replaced with a CH, group, were also
synthesized to evaluate the importance of this keto group
in CYP2J2 inhibition. Compounds 5 and 14 were
obtained from reaction of 11 with allytributyltin and
imidazole, respectively. In the ebastine series, compounds
20 and 21 were prepared from reactions of the methane-
sulfonate of 19 with sodium ethanolate and sodium thio-
methoxide, respectively (see Materials and methods).
Finally, compounds 22, 23 and 24, that are derived from
dehydro-terfenadone, were obtained by treatment of
compounds 1, 15 and terfenadine by HCIl in boiling
water. All compounds were characterized by 'H NMR
spectroscopy and mass spectrometry. 'H NMR spectros-
copy in the presence of an internal standard showed that
all these compounds were more than 95% pure.

Table 2

Comparison of the inhibitory effects of the terfenadone and
ebastine derivatives towards CYP2J2

The fourth columns of Tables 1-3 compare the ICs, val-
ues found for the inhibition of ebastine hydroxylation cat-
alyzed by recombinant CYP2J2 expressed in baculovirus-
infected Sf9 insect cells. These ICsq values vary from 0.4
to 23 uM.

The presence of a terminal hydrophobic group
(Ph,CHO-, Ph,C(OH)- or Ph,C=) in ® position relative
to the hydroxylation site is important for the affinity of
the inhibitors. This is indicated by the 1Csq value of 25,
which is 19-fold higher than that of terfenadone 1 (13
and 0.7 pM, respectively). The hydrophobicity of this ter-
minal group appears to be the most important factor for
the affinity, as the removal of the tertiary alcohol function
of 1 or of the ether function of ebastine resulting in 22 does
not lead to any significant loss of affinity (ICso of 0.7 and
1 uM for 1 and ebastine to be compared to an ICsy of
0.9 uM for 22).

The presence of the keto function para to the R group is
also important for the affinity of the compounds. This is
shown by the marked increase of the ICs, value observed
after reduction of the CO function of 1 into CHOH or
CH, functions (0.7, 8 and 3.6 uM for 1, terfenadine and
16, respectively). Similar increases of 1Csg by a factor of
about 10 were also found when passing from 4 to 17 and
from 22 to 24 (Tables 1 and 3).

The nature of the R substituent has a great influence on
the affinity of the inhibitors towards CYP2J2. The best
results were obtained with hydrophobic C; alkyl chains,
as the lowest ICs, values were observed for compounds 4
and 5 (0.4 uM) for which R is a propyl or an allyl group.
Any increase or decrease of the chain length, as in 6 or 3,
respectively, led to an increase of the ICso value. Moreover,
the introduction of polar groups into R always led to a
marked increase of the ICsy (compare for instance 7, 8, 9
and 15 with 4 or 6 and 10 with 3). In that regard, the

Comparison of the inhibitory effects of ebastine derivatives towards CYP2J2, 2B6, 2C8, 2C9 and 3A4

o< N x{)w

Compound -X- -R I1Cso (uM)*

2J2 2B6 2C8 2C9 3A4
Ebastine —-CO- —C(CHas)3 n.d. 90 +2 >100° 27+ 4 1341
18 ~CHOH- ~C(CH;); 72+1.0 3841 >100 69+ 8 3.7+£0.5
19 -CO- —~CH,-CH,-OH 1.1+£03 7.5+09 >100 3543 6.8 +£0.9
20 —CO- —CH=CH, 3.8+0.5 74+04 >100 22+2 59+0.2
21 -CO- —~CH,-CH,-S-CHj 0.7+0.1 1541 >100 30+2 40+0.2

? Conditions as in Table 1.
° Above 50% of remaining activity at this concentration.
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Table 3

Comparison of the inhibitory effects of dehydro-terfenadone derivatives and of compound 25 towards CYP2J2, 2B6, 2C8, 2C9 and 3A4

~ N A

Compound -X-Y- -R 1Cso (uM)?
2J2 2B6 2C8 2C9 3A4

22 ~CO-CHy- ~C(CHj3)3 0.9+0.3 41 +4 >100° 17+2 5548
23 —CO-CH»— ~CH,-CH,-NH, L;740:7 0.1 +0.05 >100 13+1 12+1
24 ~CH=CH- —~C(CHjs)3 1542 41 +2 >100 15+3 49+6

OO

N

H

25 — — 13+£2 58+3 ~100 39+2 68+ 1

& Conditions as in Table 1.
> Above 50% of remaining activity at this concentration.

low ICs, value observed for compound 14, for which R is a
quite polar imidazole group, is a particular case. Its good
affinity for CYP2J2 is due to the presence of the imidazole
heterocycle, which is a well-known ligand of P450 iron [52]
and should strongly bind to the iron of CYP2J2. Accord-
ingly, addition of 14 to a suspension of microsomes from
insect cells expressing CYP2J2 led, in difference visible
spectroscopy, to a spectrum characterized by a peak at
432 nm and a trough at 415 nm (type II difference spectrum
[57]) (data not shown). These data confirmed that 14 binds
to CYP2J2 iron through the accessible nitrogen atom of its
imidazole moiety.

Selectivity of the inhibitors towards CYP2J2 by comparison
with other vascular P450s

Tables 1-3 also compare the inhibitory effects of the ter-
fenadone and ebastine derivatives towards the other main
CYPs that have been reported to be present in the blood
vessels, namely CYP2B6, 2C8, 2C9 and 3A4 [58-61]. The
reference activities that were followed to measure these
inhibitory effects were 7-benzyloxyresorufin O-debenzylase
[42], paclitaxel 6a-hydroxylase [43], diclofenac 4’-hydroxy-
lase [62] and testosterone 6B-hydroxylase [47], respectively.
The substrate concentrations used in these experiments
were equal to the K, of the activity followed for each
CYP (see Materials and methods). Microsomes of the
W(R)furl yeast strain expressing each CYP and over-
expressing yeast cytochrome P450 reductase [36] were used.
We have confirmed that the ICs, values measured with
these systems were very similar to those measured by using
microsomes of insect cells expressing CYP 2B6, 2C8, 2C9
and 3A4 in the case of compounds 1, 3-6, 11, 13, 14 and
17 (less than 15% variation of the ICs, values).

Among all the studied compounds, the imidazole deriv-
ative 14 exhibited a particular behavior, as it acted as a

good, but non-selective inhibitor of all the studied CYPs,
with ICs, values from 0.4 to 5.2 uM. However, it is note-
worthy that it exhibited the best affinity for CYP2J2
(ICsp = 0.4 uM). Even though 14 is not a selective inhibitor
for CYP2J2, it could be useful to inhibit all the vascular
CYPs and, consequently, all the activities of arachidonic
acid epoxidation at the vascular level.

As far as all the other compounds mentioned in Tables
1-3 are concerned, the main conclusions drawn from those
tables are the following ones:

(1) none of the studied compounds led to a significant
inhibition of CYP2CS8 (ICso > 100 pM). In order to
confirm these results, we have also studied the effects
of the terfenadone and ebastine derivatives towards
another usual CYP2CS activity, the N-deethylation
of amodiaquine [45]. Both CYP2C8-catalyzed activi-
ties were not significantly inhibited by compounds 1-
25, their ICsy values always being higher than
100 uM.

(i) CYP2C9 was inhibited with ICs, values between 10
and 69 uM, which were, in general, about 10-fold
higher than those found for CYP2J2.

(iii) the previous conclusion concerning CYP2C9 is glob-
ally valid for CYP2B6, with ICs, values varying from
7 to 90 uM, if one excludes compound 23 that
appeared to be a very good inhibitor of CYP2B6.
This inhibitory effect of 23 towards CYP2B6, and
to a lesser extent towards CYP2J2, could be due to
a strong binding of its terminal NH, function to
P450 iron.

(iv) the studied compounds inhibited CYP3A4 with 1Cs,
values from 0.9 to 68 uM, that were generally inter-
mediate between those found for CYP2J2 and for
CYP2C9 (or 2B6).

The best inhibitors of CYP2J2, 4 and 5, are reasonably
selective towards this cytochrome as their ICs, values
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towards the other studied CYPs are at least 20-fold (for 4)
and 14-fold (for 5) higher than those found for CYP2J2.
This preliminary study of the ICs, values of the terfena-
done and ebastine derivatives allowed us to select the fol-
lowing compounds for further, more detailed studies.
Compound 4 was chosen because of its ICsy value of
0.4 uM, which was the lowest one and of its good selectiv-
ity towards CYP2J2. The choice of compound 14 was made
because of its low ICs, and because it could be considered
as an inhibitor for all the main vascular CYPs. Finally,
compounds 5 and 13 were selected because preliminary
experiments showed us that their inhibitory effects
increased as a function of the incubation time, suggesting
that they could be mechanism-based inhibitors of CYP2J2.

Study of the mode of inhibition of CYP2J2 by 4

Kinetic studies of the inhibition of CYP2J2-catalyzed
hydroxylation of ebastine by 4 were performed at various
ebastine (0.2-5 pM) and 4 (0-2 uM) concentrations. The
Lineweaver-Burk plots of the reciprocal of the reaction rate
vs the reciprocal of ebastine concentration, at different con-
centrations of 4, indicated that 4 acts as a competitive
inhibitor of CYP2J2 (intercept of the straight lines on the
y axis [63], data not shown). The Dixon plot of 1/v vs the
concentration of 4 led to a K; value for the inhibition of

0.9 -

0.8

0.7 1

0.6+

0.5 -

0.4+

1/Activity (min.turnover'l)

0.34

0.24

-0.5 0 0.5 1 1.5 2
[4] (1070 moLL-1)

Fig. 3. Dixon plots obtained from a kinetic study of CYP2J2-catalyzed
hydroxylation of ebastine in the presence of different concentrations of
compound 4. Results are means + SD calculated from three independent
experiments, using microsomes of insect cells expressing CYP2J2, ebastine,
4, and a NADPH-generating system, as described in Materials and methods.
Substrate concentrations used were 0.2 (H), 0.5 (A), 2 (A) and 5 uM (O).

CYP2J2 by 4 of 0.16 £ 0.05 uM (Fig. 3). This value was
in excellent agreement with the K; value (0.2 uM) that
may be calculated from the ICs, value of Table 1, assuming
that K; = ICsy/2 for a competitive inhibitor [64].

Actually, 4 is a substrate of CYP2J2; it is hydroxylated
at the level of its propyl group, as expected from its great
analogy with terfenadone (Lafite et al., publication in prep-
aration). Thus, compound 4 is a competitive inhibitor and
an alternative substrate of CYP2J2. We have confirmed
that the concentration of 4 did not vary in a significant
manner (less than 10% consumption) under the conditions
used in kinetic experiments of study of its inhibitory effects
towards CYP2J2-catalyzed hydroxylation of ebastine (very
low CYP2J2 concentration of 1 nM and short incubation
times, 2-4 min).

Characterization of the inhibition of CYP2J2 by 14

In order to analyze the type of inhibition of CYP2J2 by
14, the Lineweaver-Burk plots of the reciprocal of the reac-
tion rate vs the reciprocal of ebastine concentration were
drawn at different 14 concentrations. Fig. 4 shows that 14
acts as a mixed-type inhibitor of CYP2J2, with a competi-
tive and a non-competitive component [65]. The Dixon plot
drawn for the inhibition of CYP2J2-catalyzed hydroxyl-
ation of ebastine by 14 led to an evaluation of the compet-

1.2 -

1.0 |

0.8 4
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1/Activity (min.turnover'l)
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1/[Ebastine] (10® L.molI'1)

Fig. 4. Lineweaver-Burk plots obtained from a kinetic study of CYP2J2-
catalyzed hydroxylation of ebastine in the presence of different concen-
trations of compound 14. Results are means & SD calculated from three
independent experiments, using microsomes of insect cells expressing
CYP2J2, ebastine, 14 and a NADPH-generating system. Inhibitor
concentrations used were 0 (CJ), 0.5 (A), 1 (O) and 2.5 uM (@).
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Fig. 5. Kinetics of inactivation of CYP2J2 upon NADPH-dependent oxidation of compounds 5 (a) and 13 (b). Details for incubations and determination
of remaining activity are described in Materials and methods. CYP2J2 (30 nM) was incubated for the indicated times in the presence of a NADPH-
generating system and 0 (H), 1 (CJ), 2 (A), 5 (4A) and 20 pM (O) compound 5 or 13. Values are means calculated from three independent experiments. The
inset shows the plot of ¢/, (time required for half-inactivation of CYP2J2) vs the reciprocal of the concentration of 5 or 13 for the experiments depicted

(Kitz-Wilson plot).

itive and the non-competitive inhibition constants K{ and
KN, respectively (data not shown). The values deduced
from the Dixon plot, KiC =024+0.1pM and
KN¢ =2.44 0.4 uM, suggest that 14 is a mixed-type inhib-
itor, with a strong competitive component, as K¢ is 10-fold
lower than KNC.

Mechanism of inhibition of CYP2J2 by compounds 5 and 13

To further analyze the time-dependent variation of the
inhibitory effects of 5 and 13, insect microsomes containing
recombinant CYP2J2 were preincubated with 5 or 13 in the
presence or absence of NADPH (i.e. under catalysis or
non-catalysis conditions), and the remaining enzymatic

Table 4

activity was measured using ebastine as substrate, as a
function of the preincubation time.

Incubation of microsomes with 5 in the presence of
NADPH led to a progressive loss of CYP2J2 activity as a
function of time (Fig. 5a). With 20 uM §, 50% of the activ-
ity was lost after 7min and only 20% remained after
20 min. Loss of CYP2J2 activity was faster after incubation
with identical concentrations of 13, as 50% of the activity
was lost after 1.5 min and only 20% remained after 4 min
in the presence of 20 uM 13 (Fig. 5b). Incubations under
identical conditions but in the absence of NADPH did
not lead to any significant loss of CYP2J2 activity. In the
absence of either 5 or 13, less than 10% of the activity
was lost after 10 min (data not shown). These results

Comparison of the kinetic parameters calculated for inactivation of CYP2J2 by compounds 5 and 13 (this work) with those published for other suicide

substrates of CYPs

Inhibitor P450 Inactivating moiety K; (uM) Kinac (min~!) 11 /2max (Min) kinact/Ki (L mol ™! s71h)
54 2J2 Terminal alcene 0.45 £ 0.05 0.08 £+ 0.02 87+22 2960 + 1 000

13* 2J2 Benzo-1,3-dioxole 29402 0.47 £+ 0.05 1.5+0.1 2 700 + 500
Ticlopidine [71] 2C19 Thiophene 87 0.19 34 3

Paroxetin [75] 2D6 Benzo-1,3-dioxole 49 0.17 4.1 580

Tienilic acid [49] 2C9 Thiophene 4.3 0.22 3.4 813

Chloramphenicol [76] 2B11 Dichloroacetamide 5 1.2 0.6 4 000
2-Ethynylnaphthalene [77] 2B1 Terminal alcyne 0.08 0.83 0.84 173 000

? Values were calculated from data of Fig. 5, and are means & SD from three independent experiments.
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confirmed the existence of a catalysis-dependent inactiva-
tion of CYP2J2 upon oxidation of 5 and 13.

Kinetics of CYP2J2 inactivation by 5 and 13

Fig. 5a shows that the loss of CYP2J2 activity as a func-
tion of time after incubation in the presence of NADPH
and various 5 concentrations followed the classical kinetics
previously described for other CYP suicide substrates
[54,55]. The time required for half-maximal inactivation,
t1/2, and the apparent first-order constant, ki,,c, were cal-
culated from the logarithmic transformation of the remain-
ing activity as a function of time, as depicted in Fig. Sa.
Plots of #/, vs reciprocal 5 concentration (Fig. 5a, inset)
led to the kinetic constants of the inactivation process
(see Materials and methods). From extrapolation to infi-
nite 5 concentration, the time required to inactivate half
of the enzyme, at the maximal rate, 7|/>max, and the maxi-
mal kigaee Were 8.7422min and 0.08 4 0.02 min~',
respectively (Table 4). The inhibition constant, K;, was
found to be 0.45+0.05 uM, and the second-order rate
constant ki,aci/K;, a proper index of the in vitro effectiveness
of a compound as inactivator [66], was found to be
2960 + 1000 L mol ' s™".

Identical experiments were performed in the case of
compound 13 (Fig. 5b) and led to the kinetic constants
reported in Table 4. The efficiencies of 5 and 13 as inactiva-
tors of CYP2J2 are similar, if one compares their kiyu./K;

o_ .
CH *  po—m™
/
0

457 nm
428 nm T
; !
<4
s}
o 3 .
= 10 min.
0N W VI A
54
51 2 min.
= '
50 o~
5 10 A20 430 440 450 460 470480490500
Wavelength (nm)
%)

Fig. 7. Difference absorption spectra observed during CYP2J2-catalyzed
oxidation of 13 in the presence of NADPH. Conditions described in
Materials and methods; difference spectra obtained after 2, 5 and 10 min
after addition of 100 uM NADPH to the sample cuvette containing
0.1 uM CYP2J2 and 100 uM 13.

values (2960 and 2700 L mol~'s™!, respectively). In fact,
the inactivation rate of CYP2J2 by 13 is six times higher
than that found in the case of 5 (0.47 £+ 0.05 instead of
0.08 4 0.02 min~!). At the opposite, the affinity of 5 for
CYP2J2 seems to be higher than that of 13, as suggested
by the K; (0.45 4 0.05 and 2.9 4 0.2 uM respectively, Table
4) and ICs, values (0.4 0.1 and 6.7 = 2 uM, respectively,
Table 1) found for these compounds. Table 4 also

0
N\
HC—Fe
—_— §'3 |
o OH
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Fig. 6. Possible mechanisms of the CYP2J2-catalyzed oxidation of 13 and of the inactivation of this cytochrome.
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compares kinetic constants reported for other CYP mech-
anism-based inactivators [56]. It indicates that 5 and 13
are reasonably efficient mechanism-based inactivators of
CYP2J2, as judged from their kj,../K; values.

Study of the molecular mechanism responsible for CYP2J2
inactivation by 13

Compound 13 has been designed to be a mechanism-
based inhibitor of CYP2J2, as we expected that its hydrox-
ylation by this enzyme would mainly occur at the level of
its benzodioxole CH, group. Such P450-dependent oxida-
tions of benzo-1,3-dioxole derivatives are well known to
lead to the formation of the corresponding catechol metab-
olites and to P450 inactivation due to the formation of very
stable P450 iron-benzodioxole-derived carbene complexes
[52] (Fig. 6). The generally admitted mechanism of these
reactions involves the free-radical abstraction of an hydro-
gen atom of the benzodioxole CH, group by the high-
valent P450 iron-oxo active species. The resulting radical
may either undergo an oxidative transfer of the OH ligand
of the P450 Fe(IV)-OH intermediate, with formation of an
unstable orthoformiate that is eventually hydrolyzed to the
corresponding catechol, or bind to P450 iron leading to a
very stable P450 iron—carbene complex after elimination
of H,O [67,68].

Addition of NADPH to microsomes of insect cells
expressing CYP2J2 containing 100 pM 13 led to the pro-
gressive appearance of a difference visible spectrum charac-
terized by two peaks at 428 and 457 nm (Fig. 7). This
difference spectrum is characteristic of the formation of a
P450 iron-benzodioxole-derived carbene complex [52].
Under the used conditions (0.1 pM CYP2J2, 100 uM 13),
the difference spectrum reached its maximal intensity
10 min after the addition of 100 uM NADPH. If one con-
siders the &455 490 nm values reported in the literature for
the difference spectra of these P450 iron—carbene com-
plexes, which vary from 50,000 to 75,000 M cm™! [69,701,
one may estimate that 66-99% of CYP2J2 is engaged in
an iron—carbene complex derived from 13.

Reaction mixtures from incubation of 13 with micro-
somes from insect cells expressing CYP2J2 in the presence
of NADPH were studied by HPLC coupled to mass spec-
trometry. The major metabolite detected by this method
exhibited a mass spectrum characterized by a molecular
ion at m/z =446 (M-12 if M is the molecular ion of 13).
This ion well corresponded to the one expected for the cat-
echol derived from 13. Moreover, the main fragments
appearing in the mass spectrum of the metabolite were also
in complete agreement with what could be expected for the
catechol derived from 13. Thus, most fragments exhibited
mj/z values equal to those of 13 minus 12, except the frag-
ments that do not contain the benzodioxole moiety which
exhibited m/z values identical to chose of the correspond-
ing fragments of 13 (Fig. 8). Finally, comparison of the
UV spectra of 13 and of its main metabolite showed very
similar characteristics with two peaks at 280 and 305-
310 nm, and a small blueshift of the 305-310 nm peak for

the metabolite of 13. A comparison of the UV spectra of
analog compounds, 3’,4’-(methylenedioxy)-propiophenone
and the corresponding catechol, led to very similar charac-
teristics (data not shown).

The aforementioned data confirmed that CYP2J2-cata-
lyzed oxidation of 13 mainly occurred at the benzodioxole
CH, group with formation of the corresponding catechol
metabolite and of a CYP2J2 iron-carbene complex that
leads to the inactivation of this cytochrome.
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Fig. 8. Mass spectra of compound 13 and its metabolite formed after
oxidation by CYP2J2. Mass spectra were obtained from HPLC-MS?
analysis of incubations of 50 uM 13 with 10 nM CYP2J2 and a NADPH-
generating system for 20 min, as described in Materials and methods. The
molecular fragments corresponding to the observed peaks are shown.
(-H,0: 250) indicates the fragment having lost H,O from dehydration of
the tertiary alcohol function.
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Fig. 9. Relationship between CYP2J2 inactivation and efficient catalysis of 13 oxidation (catechol metabolite formation) (a) and determination of the
partition ratio (b). Microsomes from insect cells expressing CYP2J2 were incubated with 2 pM 13 and a NADPH-generating system (a). Values are
means + SD calculated from three independent experiments. Curve (b) was obtained from residual CYP2J2 activities and amounts of catechol metabolites
measured from incubations of microsomes containing CYP2J2 in the presence of a NADPH-generating system and various concentrations of 13
(2-20 uM) for different time periods (0-30 min). Points are mean values from three experiments.

Further studies of the characteristics of CYP2J2 inactivation
by 13

Fig. 9a shows that the loss of CYP2J2 activity upon
incubation with 2 uM 13 for increasing times paralleled
catechol metabolite formation, as expected for mecha-
nism-based inhibition [48-50]. Fig. 9b illustrates the corre-
lation between the CYP2J2 activity remaining after
oxidation of 13 and the amount of catechol metabolite
formed for various concentrations of 13 and incubation
times. The linear relationship observed allowed us to esti-
mate the partition ratio of the inactivation process, r,
which represents the number of productive turnovers (lead-
ing to the catechol metabolite) divided by the number of
inactivating events [48-50]. Actually, extrapolation to 0%
remaining activity in Fig. 9b led to a r value of 18 + 3.

The presence of 4, a good competitive inhibitor and
alternative substrate of CYP2J2, in incubations of CYP2J2
with 13 and NADPH led to a clear decrease of the rate of
inactivation of CYP2J2 (see figure in Supplementary
Materials).

An important property of efficient mechanism-based
inhibitors is to generate reactive species that will rapidly
react within the active site rather than diffuse out into solu-
tion. The presence of 5 mM reduced glutathione in incuba-
tions of CYP2J2 with 13 and NADPH did not have any
significant effects on the rate of CYP2J2 inactivation (see
figure in Supplementary Materials). This result indicates
that the reactive intermediate of 13, which is responsible

for CYP2J2 inactivation is not an electrophilic metabolite
released in the medium. It is in agreement with the mecha-
nism shown in Fig. 6, in which the free-radical intermediate
from 13 is rapidly trapped by CYP2J2 iron, with the even-
tual formation of the iron—carbene complex, and is not
released in the medium.

Conclusion

Starting from the structures of terfenadone and ebas-
tine, 24 derivatives have been synthesized and evaluated
as inhibitors of CYP2J2. Many of them exhibit a good
affinity for this isoform with ICsgs at the micromolar level.
A comparison of these ICsgs has shown the importance of
three structural features for a good recognition by CYP2J2:
(i) the presence of a short hydrophobic alkyl chain at one
end of the molecule, (ii) the presence of a keto group para
to this alkyl chain on the terminal aryl group and (iii) the
presence of an hydrophobic diarylmethyl substituent at
position 4 of the central piperidine ring. Four compounds
appeared to be particularly interesting. Compound 14 is a
good non-competitive (or mixed) inhibitor of CYP2J2 with
an 1Csq value of 400 + 100 nM. It is not selective towards
CYP2J2 as it also efficiently inhibits the other main vascu-
lar CYPs such as CYP2B6, 2C8, 2C9 and 3A4. However it
could be an interesting tool to inhibit all these vascular
CYPs. Compounds 4, 5 and 13 are reasonably selective
CYP2J2 inhibitors (Table 1). Compound 4 is a competitive
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Table 5
Proposed selective inhibitors of the main human vascular CYPs
Inhibitor ICso (UM)

CYP2B6 CYP2C8 CYP2C9 CYP3A4 CYP2J2
Ticlopidine 0.32 [72] 100 [72] >200 [71] >50 [71] >50
Montelukast 11 [73] 0.02 [73] 1.2 [73] 1.2-7.9 [73] >100
Sulfaphenazole >100 [74] 120 [74] 0.6 [74] > 200 [74] >150
Ketoconazole 6.3 [74] 5.5[74] 16 [74] 0.02 [74] 3
4 28 >100 26 79 0.4

Values for CYP2J2 and for 4 were determined in this work. The other ICs, values were previously reported in the references indicated into brackets.

inhibitor, alternative substrate of CYP2J2 of high-affinity
(K; =160 + 50 nM). Finally, compounds 5 and 13 are
mechanism-based inhibitors of CYP2J2, characterized by
high kjn.o/K; values (around 3000 L mol™! sfl) (Table 4).
Inactivation of CYP2J2 by 13 is due to the formation of
a very stable iron-carbene bond which occurs with a
partition ratio of 18 + 3.

Compounds 4, 5 and 13 should be interesting tools to
study the biological roles of CYP2J2. As far as vascular
CYPs are concerned, Table 5 summarizes data obtained
on 4 (this work, Table 1) and on ticlopidine [71,72], mont-
elukast [73], sulfaphenazole [74] and ketoconazole [74] as
selective inhibitors of CYP2B6, 2C8, 2C9 and 3A4, respec-
tively. These data show that each compound is a selective
inhibitor of a given P450—i.e. its ICsy for this CYP is at
least 20-fold lower than its ICsy towards the other
P450s—, and exhibits a high affinity for its preferred
P450 (ICsy values between 20 nM for montelukast and
ketoconazole towards CYP2C8 and 3A4, respectively, to
600 nM for sulfaphenazole towards CYP2C9). This set of
compounds should be very useful to determine the biolog-
ical role of each P450 in the cardiovascular system. Finally,
given the recent findings suggesting that CYP2J2 may rep-
resent a potential target for therapy of human cancers [23],
studies are currently underway to test the above described
CYP2J2 inhibitors as potential therapeutic agents for
cancer.
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L'ébastine et la terfénadone sont toutes deux efficacemmméformées par le CYP 2J2, en étant
hydroxylées en bout de chaine sur leur grotgrebutyle (voir chapitrell ). Cette oxydation a une
extrémité de la molécule suggere un positionnement péeiale ces substrats au sein du site actif
du CYP 2J2. Nous avons cherché a déterminer si certains dbgeuins de haute affinité caractérisés
dans le chapitre précédent étaient oxydés par le CYP 2J2puaesrariation de structure chimique
pouvait influer sur la régiosélectivité de cette oxydation.

A la suite de ce travail, une étude par modélisation moléeuthu CYP 2J2 etlockingdes dérivés
de la terféenadone a été mise en oeuvre pour comprendre iésediks interactions pouvant exister
entre les substrats et les amino acides du site actif du CYP 2J2

V-1 Oxydation des deérives de la terfénadone par le CYP 2J2.

Nous avons choisi d’étudier I'oxydation par le CYP 2J2 d’'uégesde composés dont la structure
est inspirée de la terfénadone (voir tableau 1V.1). Ces caedggpportent une chaire de longueur
variant entre 1 et 4 carbones, ce qui en fait des substrasbpes du CYP 2J2 car aucun motif
pouvant complexer le fer ou inactiver 'enzyme n’est présidous avons choisi d’ajouter le composé
5 a cette liste, car il s'agissait du substrat suicide le pftis pour le CYP 2J2 (voir tableau III.1),
dont certaines caractéristiques de son mode d’inhibitidrét étudiées précédemment.

Tableau IV.1 -Analogues de la terfénadone testés comme substrats potexis du CYP 2J2

Composé -R

1 -(CHz)3

(] 2

O
HO N R 3 -CH>-CHs
D) 4 -CHp-CH,-CHg

‘ 5  -CHy-CH=CH,

6 -CH»-CH»-CH»-CHs

IV-1.1 Activités hydroxylases catalysées par le CYP 2J2.

L'étude de I'oxydation des composés 6 par des microsomes de cellules d’insectes exprimant
le CYP 2J2 en présence de NADPH par CLHP/SM montre que tous ogsosgés sont hydroxylés,
ce qui se traduit par I'apparition d’un ou plusieurs picstdanmasse est augmentée de 16 (masse
molaire d’un atome d’oxygéene) par rapport a la masse dedratdbdge départ. Un exemple de chro-
matogramme obtenu par incubation3lavec le CYP 2J2, ainsi que I'analyse des masses du substrat
et des différents métabolites sont présentés en figure Dhlobserve I'apparition de deux métabo-
lites, notés3a et 3b dont la masse est augmentée de 16 par rapport a cee Dans le cas des
composeédl, 5 et 6, plusieurs métabolites sont également formés aprés arydade ces substrats (3,
3 et 4 métabolites, respectivement), mais on observe tmijayprésence d’'un métabolite majoritaire
(> 85 %). Le dérive2, portant une fonction méthyle, ne donne, lui, qu’un seulaiélite de masse
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M+16. Dans le cas du compoSgon observe I'apparition d’'un métabolite majoritaire dianimasse
est augmentée de 16, mais également un produit trés potaitdadmasse est augmentée de 34, qui
pourrait correspondre au diol obtenu par hydrolyse d’umetion époxyde.
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Figure IV.1 —Chromatogrammes CLHP/SM obtenus apres incubation du dérivé avec le CYP
2J2 en présence de NADPH. es deux chromatogrammes ont été obtenus pour un tempsiétion de 0 minute
(noir) et de 30 minutes (rouge). Les spectres de masse dtraBsainsi que des métabolitea, 3b, & 30 minutes
d’incubation, sont indiqués a droite du chromatogrammetémps de rétention.

Les vitesses de formation des métabolites, calculées emantres aires des pics correspondant
aux différents métabolites, sont indiquées dans la figur2 IVest a noter que I'activité d’oxydation
augmente avec la longueur de chaine a oxyder. Ainsi, le ce@est faiblement oxydé, sa vitesse
d’hydroxylation est 100 fois inférieure a celle observéarde composé®.

Les constantes de Michaelis-Menten de formation du composéipal ont ensuite été détermi-
nées et sont indiquées dans le tableau IV.2. Du fait de I¢efaittivité d’oxydation du composg la
détection des métabolites pour des concentrations inf&sea 5uM en substrat n’est pas possible,
et les constantes cinétiques de métabolisation de ce atibsint pu étre mesurées.

Le rapport de la constante de vitesdgg sur la constante de Michaek§, est plus représentatif
de l'efficacité de la réaction enzymatique par rapport auwiges présentées dans la figure 1V.2.
La comparaison de ce rapport pour tous les substrats indjgade composéd est le substrat le
plus efficacement métabolisé, bien quekda correspondant a son oxydation soit inférieure a celle
obtenue pour d’autres substrats. Les dérivés de la terbdeastés sont donc des substrats du CYP
2J2, certains comme le substfadtant tres efficacement métabolisés par ce cytochrome P450.
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Figure IV.2 —Activités d’oxydation par le CYP 2J2 des composés analogueke la terfénadone
La concentration en substrat est de(2d, pour une incubation de 30 minutes. Les valeurs obtenuatscadculées en
moyennant les résultats obtenus pour 3 expériences desdiries barres d’erreurs représentant I'erreur standard.

Tableau V.2 -Constantes cinétiques d’oxydation des dérivés de la terf@done par le CYP 2J2
Composé Km (UM)  keat(Min~")  keadKm (UM~ =.min~ )

Ebastine 0,52- 0,08 35+ 3 70
1 0,39+ 0,01 36+ 2 90
2 n.dP n.d. n.d.
3 0,24+ 0,07 5,4+ 0,6 23
4 0,14+ 0,02 19+ 1 141
S 0,21+ 0,02 23+ 2 110
6  032+002 4245 132

(a) : Les valeurs obtenues sont la moyernkerreur standard d’aprés 3 expériences indépendantes.
(b) : Non-déterminée.
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IV-1.2 Reégiosélectivité de I'oxydation des composésab.
IV-1.2.1 Une régiosélectivité inattendue.

L'identification de la structure des différents régioissa®formés a été réalisée par analyse?SM
d’incubations du substrat a étudier et les microsomes delegld’insectes exprimant le CYP 2J2.
Par exemple, pour identifier les métabolisset 3b formés aprés oxydation depar le CYP 2J2,
on étudie les spectres SMies pics présentés en figure 1V.1, de m/z = 442 et 458 (figu.IV.
Les spectres SKdu substrat et du métaboligb, ainsi que l'identification des fragments observés
sont représentés en figure 1V.3. La faible quantité de métat8a formé par le CYP 2J2 ne permet
pas d’obtenir un spectre de masse Sadsez intense pour identifier ce métabolite. Cependant, ce
métabolite est le métabolite principal aprés oxydatioB gar le CYP 3A4 (voir plus loin). Le spectre
SM? du métabolite3a présenté en figure V.3 a donc été obtenu aprés une inculzhti®Y P 3A4 en
présence da.

— Une comparaison des spectres Xl substrat avec ceux des deux métabolites montre que
I'oxydation a bien lieu sur le groupe ethyle situémara de la cétone, car seuls les fragments
contenant ce groupe alkyle ont une masse augmentée de lGedmsdes métabolites (m/z
a 191 et 149, au lieu de 175 et 133 pour le substrat). Par ¢datreasse des fragments ne
contenant pas la chaine éthyle oxydée est la méme dans lesasédabolites et du substrat
(m/z = 250 et 268).

— Le composé, présenté dans le chapitre précédent, est un métaboliterdigiue de I'oxydation
en bout de chaine d& La co-injection d&/ en CLHP/UV avec un incubat ddiet du CYP 2J2
(ou du CYP 3A4) montre quab a le méme temps de rétention goiénon montre). D’autre
part, les fragments obtenus par 36u composé& correspondent & ceux @b (voir partie
expérimentale). On en déduit donc qdkeest le régioisomere dont la fonction alcool est située
en position homo-benzylique.

— Le fragment de masse m/z = 176 observé dans le specBa e caracteristique du groupe
-OH situé en position benzylique, et permet d’identiBar Ce fragment est également obtenu
par fragmentation SRdu fragment de masse 191, ce qui montre la filiation entre ées d
fragments. Par déduction, on suppose donc3gysorte la fonction OH en position benzylique.

Des analyses identiques des métabolites dans le cas dess@shpt5 ont permis d’identifier les
régioisomeéres formés aprés oxydation par le CYP 2J2. Lesrep&M correspondants sont indiqués
en annexe B. Dans le cas @d’analyse par SMn’a pas permis d’identifier les régioisomeéres formés.

La proportion des différents métabolites caractérisés [@susubstrat8 a5 ainsi que la nomen-
clature utilisée pour définir les sites d’hydroxylation simaiquées dans le tableau IV.3.

Tous ces composes sont oxydés majoritairement sur le aafbde la chaine carbonée. Ceci est
en accord avec la faible vitesse d’hydroxylation du comgbsBservée dans la figure 1V.2. Lorsque
la chaine carbonée est plus longue, on observe toujoursyainexXylation majoritaire de ce carbone,
comme dans le cas du subs#taDans le cas du compoSéon observe majoritairement I'époxydation
de l'alcene terminal, qui est hydrolysé en diol, détectdatgant par spectrométrie de masse (voir
annexe B).
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Figure IV.3 —Spectres de fragmentation SM et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolites3a et3b (m/z = 458) formés aprés oxydation du composgpar le CYP 2J2 et

le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respectivement en rouge$sentent les fragments dont la masse ne
change pas (respectivement dont la masse augmente de &§pagdation. Le fragment caractéristique du métabdite

est indiqué en vert.

Tableau V.3 -Régiosélectivité d’oxydation des analogues de terfénadempar le CYP 2J2

. Position d’hydroxylation

Compose B v
3 2% 98% -
4 5% 85% 10 %
5 1% 99 %2

(a) : époxydation de la double liaison.
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La positionB3, ouhomobenzylique favorisée dans le cas du CYP 2J2, n’est pas la plus réactive su
le plan chimique. En effet, le carbobenzylique est toujours le plus réactif vis-a-vis des oxydants.
Un résultat analogue est obtenu dans le cas du comfpasé la position benzylique-allylique est
chimiquement tres réactive et pourtant peu hydroxyléeg@\P 2J2.

Pour expliguer une telle régiosélectivité, qui ne va pasdarsens de la réactivité chimique des
différentes liaisons C-H, il faut supposer que les substaisnt bien reconnus par le site actif du
CYP 2J2 (valeurs d&, faibles) et que cette reconnaissance s’accompagne d’itiopogment tres
contraint au sein de ce site actif qui maintiendrait la posibenzylique trop loin du fer pour qu’elle
puisse étre oxydée.

IV-1.2.2 Comparaison avec le CYP 3A4.

Nous avons décidé de comparer la régiosélectivité du CYP &R eelle du CYP 3A4. Cette
isoforme, la plus abondante au niveau hépatique chez I'hmnpmssede un large site actif ce qui
implique que la régiosélectivité des réactions catalypéese CYP 3A4 est souvent déterminée par
la réactivité chimique intrinseque des sites a oxy@mith et Jones, 1992De plus, le CYP 3A4
est capable d’hydroxyler I'ébastine et la terfénadone suméme site que le CYP 2J2, méme si
cette hydroxylation est minoritaire par rapport a la N-#glation oxydante de sa fonction amine
(cf chapitrell ). Les activités d’hydroxylation des dérivés de la terféraapar le CYP 3A4 ont été
mesureées et sont représentées en figure 1V.4.

2,0

Activité (nmol/nmolP450/min)
O O O r P P P R
> o ® o v A o

o
[N

0,0 | i
Ebastine 1

N
W
B3N
o
o

Figure IV.4 —Activités d’oxydation par le CYP 3A4 des composés analoguete la terfénadone
La concentration en substrat est de(2d, pour une incubation de 30 minutes. Les valeurs obtenuascsdculées en
moyennant les résultats obtenus pour 3 expériences destides barres d’erreurs représentant I'erreur standard.

Les activités d’oxydation du grouge sont du méme ordre de grandeur quel que soit le substrat
(0,4 a 1,6 nmol/mol P4501/min—1) et sont généralement trés inférieures a celles relevéasi@o
CYP 232 (figure 1V.2), comme cela avait été montré pour I'ébastt la terfénadone (voir chapitre
II'). La structure des composés formés a la suite de I'oxydatane CYP 3A4 a également été
déterminée, et les proportions de ces régioisomeres sdiquiges dans le tableau 1V.4.
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Tableau IV.4 -Régiosélectivité d’oxydation des analogues de terfénademar le CYP 3A4
Position d’hydroxylation

O Composé a B v

o Y °> C a 3 9B % 2% -
5 Y 4 88% 9% 3%

O 5 81 % 19 %

(a) : époxydation de la double liaison.

Contrairement au CYP 2J2, la position benzyliguest favorisée dans tous les cas, ce qui est en
accord avec la vitesse d’hydroxylation du compag#oche de celles des autres composés. Dans le
cas de cette isoforme dont le large site actif ne permet pag®sitionnement contraint des substrats,
le site d’hydroxylation favorisé est la position sur la eteacarbonée la plus réactive.

Le cas particulier du compoge substrat suicide du CYP 2J2 (voir partie 111-2.7), permdtus-
trer I'implication de la différence de régiosélectivitésdeYP 2J2 et 3A4 dans le caractére inactivant
de cet inhibiteur. En effet, la fixation covalente Slse produit apres oxydation de la double liaison.
Le CYP 2J2 catalyse principalement cette réaction, tandideg)CYP 3A4 n'oxyde qu’a 19 % cette
double liaison. On pourrait donc s’attendre a ce §ue soit pas ou tres peu substrat suicide du CYP
3A4. L'inhibition du CYP 3A4 pal5 est en effet peu dépendante du temps, comme l'indique laefigur
IV.5, qui compare l'inhibition dépendante du temps pabservée pour le CYP 2J2 et le CYP 3A4.

[EnY
o
o

B (2] (o]
o o o
1 1 1

Activité enzymatique résiduelle (%)
3

o

30 40 50 €

o
=
o
N
o

Temps d'incubation (min.)

Figure IV.5 —Inhibition dépendante du temps par5 du CYP 3A4, comparé au CYP 2J2Les
activités résiduelles defBhydroxylation de la testostérone (pour le CYP 3A4) ont éti€udées a partir de trois expé-
riences indépendantes. Les incubations ont été réalisg@gsence de systéme générateur de NADPH et gevk@e 5

(@). Deux expériences témoins ont été réalisées, 'une emebgiEs (M), 'autre en absence de systéme générateur de
NADPH (O). L'inhibition par 5 de I'activité d’hydroxylation de I'ébastine par le CYP 232)(est issue de la figure 111.10.

Le CYP 3A4, qui posséde un large site actif, oxyde le grarpkes dérivés de la terfénadone en
positionbenzylique, plus réactive. Ceci appuie notre hypothese d’un site act©dP 2J2 plus res-

treint, qui favoriserait I'oxydation en position homo-lzgtique, moins réactive, par positionnement
contraint des substrats.
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IV-1.3 Importance de la cétone erparadu groupe R dans la reconnaissance et
la régiosélectivité d’hydroxylation des composé8 a5 par le CYP 2J2.
Nous avons décidé d’étudier I'importance de la fonctiomoétdans la régiosélectivité d’hydroxy-

lation des composéxS. L'analyse des Gp des différents inhibiteurs du CYP 2J2 présentés dans le
chapitrelll a montré que cette fonction cétone était trés importante lfafinité (tableau I1V.5).

Tableau IV.5 —Variation de l'affinité des inhibiteurs en présence ou en absnce de la fonction
cétone

Composé X -R Clso (UM)
16 -CHy- -(CH3)3 3,607 O
1 -CO -(CHs)3 07401 N R
17  -CHp -CHp-CH,-CH3 4,1+£0,9 N O
4 -CO -CH-CH,-CHz 0,4+0,1

(a) : les valeurs indiquées sont celles du tableau Il1.1.

Nous avons également étudié la régioseélectivité d’hydedion du composé7 par le CYP 2J2.
Ce composé est identique au compdséans fonction cétone. Une analyse du milieu d’'incubation
par CLHP/SM nous a permis d’identifier les métabolites formés (les spsatorrespondants sont
indiqués dans I'annexe B). Le schéma IV.6 indique la propories alcools obtenus apres incubation.

‘ 33 %
HO N‘\_/—Q—\/; < 1%

66 %
Figure IV.6 —Régiosélectivité de I'’hydroxylation du composéd.7 par le CYP 2J2

Le composéL7 ne présente pas la méme régiosélectivité d’hydroxylatiom le dérivé4, car
33% de I'hydroxylation se produit sur le site benzyliquentte 5% pou#. Ainsi, la fonction cétone
confére aux substrats dérivés de la terfénadone une bofmi&éafis-a-vis du CYP 2J2, et participe
a la régiosélectivité observée. On peut donc en déduire efteefonction chimique pourrait jouer un
réle dans le positionnement contraint des substrats awdsesite actif du CYP 2J2.

IV-1.4 Discussion.

Certains dérivés de la terfénadone sont des substrats fikecefnent métabolisés que les sub-
strats précédemment décrits, comme I'ébastine ou la titére. Une affinité importante couplée a
une bonne constante de vitesse en font d’excellents stgstiigsables comme marqueurs d’activité
possibles du CYP 2J2.

L'étude de I'oxydation des compos8sa 5 permet également de compléter I'analyse structure-
affinité des dérivés de la terfénadone pour le CYP 2J2 esguis®s le chapitre précédent. En effet,
I'étude des G des différents inhibiteurs avait permis d’identifier lestifsostructuraux importants
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pour I'affinité de ces composés, ainsi que d’émettre cartalitypotheses sur le site actif du CYP 2J2,
rappelées ici :
— la présence d'un grouge hydrophobe et relativement petit est nécessaire pour eesicom-
posés affins (voir tableau 1V.6). Par conséquent, on peytaagr que le site actif prés de 'héme
doit étre assez restreint et bordé par des résidus hydrephob

Tableau IV.6 —Evolution de I'affinité des inhibiteurs en fonction de la taille et de la polarité du
groupe R.

Compog -R 1G5 (UM)
A U -Br 8
12 -CH,-CHF> 2,2
Groupe Polaire 10 -OCHs 76

«(CHp)2-NHAC 23
-CHp-CHy-OH 1,3

Taille importante -(CHy)3-OH 1,9

‘ o -(CH,)3-OAC 2,5
HO NU—@R -O-CH,-O- 6,7
-C(CHg)s 0,7

-(CH2)3-CH3 0,7
-CHQ-CH:CHZ 0,4
-CHy-CH>-CH3 0,4

-CH,-CHs 0,6
-CH3 0,7

Groupe Hydrophobe

- ¢
v 1w Is 101 1o 1= |5 1o 1w 1~ |5 |

Y

— la fonction cétone eparadeR assure également une bonne affinité des dérivés de la terféna
done pour le CYP 2J2. Celle-ci doit donc étre impliqguée dansédifin des inhibiteurs au sein
du site actif.

— la présence d’'une fonction polaire située a I'extrémitpogge au groupR n’est pas déter-
minante pour l'affinité. Par contre, les deux noyaux phénglemblent étre importants pour la
reconnaissance des inhibiteurs par le CYP 2J2.

L'étude de la régiosélectivité d’oxydation des dérivés aléekfénadone par le CYP 2J2 montre
gu'’il y a un positionnement contraint de ces composés dasitelactif. En effet, seule une contrainte
de distance entre la position benzyliquele R et le fer de 'héme pourrait expliquer la faible oxyda-
tion de ce carbone. En revanche, la position homo-benzyfigurrait étre favorisée grace au position-
nement contraint des substrats favorisant I'acces de pesiéion au fer de I'heme. Cette hypothése
est appuyée par la régiosélectivité trés differente d’'axipth des composésa s par le CYP 3A4,
dont le site actif plus large ne permettrait pas un tel pasitement contraint des substrats.

Cette étude a également confirmé I'importance de la cétonéesénpara du groupeR dans la
reconnaissance des dérivés de la terfénadone. En effeftéade cette fonction s’accompagne d’'une
perte partielle de la régiosélectivité observée en favela gosition homo-benzyliqyé. Ainsi, cette
fonction serait impliquée dans le positionnement contrdés substrats dans le site actif du CYP
2J2, par exemple grace a une liaison hydrogéne entre cétteecét un groupe donneur de liaison
hydrogéne de la protéine (voir figure IV.7).
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Région hydrophobe
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Figure IV.7 —Schéma des interactions supposées entre les substrats amples de la terfénadone
et le site actif du CYP 2J2 en présence (A) ou en absence (B) dddamction cétone du substrat

I\V-2 Construction et utilisation d’'un modeéele 3D du CYP 2J2.

Les expériencem vitro précédentes nous ont permis de caractériser des interaatiportantes
entre les analogues de terfénadone et le site actif du CYPLZl#&ence de structure cristallogra-
phique du CYP 2J2 nous a amené a construire un modéle par hgimdi® ce P450, qui a ensuite
ete utilisé pour ydockercertains composés au sein du site actif pour essayer deereadpte des
interactions mises en jeu lors de la fixation des analoguésrffmadone.

IV-2.1 Construction d’'un modele 3D du CYP 2J2 par homologie.
IV-2.1.1 Le serveur Swiss-Model comme outil de modélisationgr homologie des P450s.

Pour la construction du modele, nous avons choisi d’utiliseprogramme Swiss-Model ver-
sion 3.5(Schwede et al., 2003)ccessible sur le serveur suisse EXPASy a I'adresse seivhatip:
I/ Swiss-Model.expasy.ar@omme toute construction de modéle par homologie, cettbadétné-
cessite l'utilisation de structures 3D de référence, aggsbémplatesdont la séquence protéique doit
étre la plus proche possible de celle de la protéine a medélis modéle est ensuite construit en se
basant sur un alignement des structurestdegplatesalignement qui dépend tres sensiblement de
la qualité de l'alignement des séquences primaires cayrelgmtes. Dans la pratique, I'alignement
structural devient fiable pour des séquences homologuesalpl30 %. Ce logiciel présente I'avan-
tage de permettre a un opérateur de laisser le programmewonautomatiquement le modele, mais
également de manipuler tous les paramétres manuellerhest.domposé de plusieurs modules qui
ont chacun leur réle a jouer tout au long de la constructiomddele :
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Recherche des structuresemplatesa utiliser. Aprés soumission sur le serveur de la séquence de
la protéine a modéliser, le module BLASTP la compare avecdgsences des protéines dont
les structures 3D sont disponibles (Protein Data Bank), etxtrait les séquences les plus
homologuegAltschul et al., 199Q)

Définition des zones a modéliserLe programme ne retient que les séquences dont I'identigddo
de séquence est supérieure a 25 %, et définit les fragments s#jlience cible qui seront
modélisés, en fonction de la similarité des séqueramgplates

Alignement structural destemplateset construction du modéle. Le programme ProMo(Peitsch,
1996)aligne les structures 3D demmplatesPuis, les parties structurales des templates qui sont
proches (spatialement) sont alors utilisées pour définmauvel alignement structural en sé-
guences primaires désmplatesLa séquence de la protéine a modéliser est alors alignéetsur
alignement multiple. Les parties de la séquence cible quntrpu étre alignées (généralement
les boucles) sont alors modélisées a partir d’'une biblgpikéde fragments issue de la Protein
Data Bank.

Minimisation énergétique. La minimisation énergétique de la structure obtenue eslitengssurée
par le logiciel GROMOS9¢Scott et al., 1999)

Le principal avantage pratique de cette méthode est sat@gpidaut compter environ 10 minutes
pour générer un modéle, avec une bonne facilité d’utibsatEn revanche, le programme excluant
les groupes prosthétiques, ’'heme n’est pas présent dansdele obtenu, il faut donc le rajouter et
minimiser 'ensemble P450 + heme.

Cette méthode automatique a été utilisée préecédemment posirgire des modeles par homo-
logie des CYP 2B@Bathelt et al., 2002)11A1 (P45Q.0 (Sivozhelezov et Nicolini, 2005¢t 2E1
(Vidali et al., 2004; Collom et al., 200./pour valider cette méthode et affiner les parametres aartili
dans le cas du CYP 2J2, nous avons donc décidé de construsieyskimodeles préliminaires de
CYP dont la structure RX était résolue, sans optimisation Iéapgntaire, en comparant le modele
avec la structure cristallographique. Cette étude préhimgnayant été réalisée fin 2004, je n’ai uti-
lisé que les structures de P450s de mammiféres disponildesreoment 1a, celles des CYP 2B4 (2
structures), 2C5 (3 structures), 2C8 (1 structure), 2C9 (8tstres) et 3A4 (4 structures).

Nous nous sommes affranchis de la recherche automatiqustrdetures proches en séquence
du CYP a modéliser, en sélectionnant nous-mémeeleplatesstructuraux a utiliser pour construire
le modele. Le tableau IV.7 rapporte les résultats obtenns tacas du CYP 2C8. En partant de la
séquence protéique et apres utilisation de Swiss-Modelcomparaison globale du modéle obtenu
avec la structure obtenue par diffraction de rayons X (padledd?Q2), en terme de distance moyenne
(au sens des moindres carrésRmot Mean Square DeviatiQgiRMSD) entre les carbonesou entre
les atomes du squelette peptidique, a été réalisée. Le desitemplatess’est porté soit sur une
unique structure cristallographique, soit sur un group4 de 5 structures.
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Tableau IV.7 -Comparaison des RMSDs entre la structure RX du CYP 2C8 et le magle de 2C8
généré par Swiss-Model en partant des structures RX des CYP 2B2C5, 2C9 et 3A4 comme
templates

RMSD (A)°¢

P45 pdb Substrat  Identit Homologié Ca  Squelette

Utilisation d’un uniquetemplate

oB4 1PO5 - 50 % 69 % 5,31 5,27
1SUO cpd 50 % 69 % 1,73 1,71
1DT6 - 70 % 81 % 2,33 2,27

2C5 1NR6 Diclofenac 70 % 81 % 1,28 1,28
1N6B DMZ 70 % 81 % 1,21 1,19
10G2 - 75 % 84 % 1,09 1,13

2C9 10G5 Warfarine 75 % 84 % 1,08 1,13
1R90O Flurbiprofene 75 % 84 % 2,77 2,74
1TON - 23 % 38 % 4,32 4,25

3A4 1WOE - 23 % 38 % 3,24 4,25
1IW0G Metyrapone 23% 38% | 291 2,89

Utilisation d’'une combinaison deemplates

2C5 1INR6 Diclofenac

2C5 1N6B DMZ 70% 81%

2C9 1R90O Flurbiprofene 1,00 1,03

2C9 10G2 - 70 % 81 %

2C9 10G5 Warfarine

2B4 1SUO CPI 50 % 69 %

2C5 1N6B DMmzd 70 % 81 %

2C9 10G5 Warfarine 75 % 84 % 1,48 1,45

3A4 1WOE - 23 % 38 %

(a) : Les lignes du tableau représentent les différents fasdke 2C8 générés a partir de la structure tridimensioadell
P450 indiqué.

(b) : Les calculs d'identité et d’homologie de séquence oétréalisés en utilisant le programme CLUSTALWitp:
/Iwww.ebi.ac.uk/ clustaly

(c) : Le calcul de RMSD a été effectué aprés superpositiondéex structures par le logiciel Swiss-pdb-viewer (en
utilisant I'otion magic fi) (Guex et Peitsch, 199.4d) : CPI : 4-Chlorophénylimidazole ; DMZ : 4-methyl-N-nhgt-N(2-
phenyl-2H-pyrazol-3-yl)benzenesulfonamide.

Les modeles de CYP 2C8 obtenus sont pour certains tres proetestiucture 3D de I'enzyme,
avec des RMSD proches de 1 A, calculés sur lg®Cle squelette peptidique. Les meilleurs résultats
sont obtenus en utilisant les structures du CYP 2C5 compleclaviclofénac ou le MDZ, certaines
structures du CYP 2C9, mais également une combinaison degesists. Mais I'utilisation du CYP
2B4 (pdb 1SUO) donne également un résultat relativemenecio(RMSD = 1,7 A), malgré une
identité de séquence plus faible. Les modéles obtenus ksaatile CYP 3A4 sont évidemment
moins proches de la structure RX du CYP 2C8, car la faible ident séquence avec le 3A4 ne
permet pas d’obtenir un bon modéle.

Le méme protocole a été employé pour construire des modése€Ps 2B4, 2C5 et 2C9. Dans
la majorité des cas, une précision surprenante du RMSD éabaulr les carboneas ou le squelette
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peptidique a été obtenue compte tenu de l'automaticité & depidité de la méthode. Nous avons
ainsi pu construire un modeéle de CYP 2B4 en utilisant des stresRX plus récentes de la famille 2
(CYPs 2A6, 2C8 et 2C9; pdb 1711, 1PQ2, 10G2) dont le RMSD avecuatstie RX du CYP 2B4
contenant le chlorophénylimidazole (pdb 1SUO) était ieféra 1,5 A sur 'ensemble du squelette
peptidique.

Enfin, le positionnement des chaines latérales des résidsitedactif est proche de celui observé
dans les structures RX. Par exemple, un calcul de RMSD de hanisedes atomes d’une trentaine
de résidus du site actif, entre un modéle de CYP 2C9 et la steuBt¥ correspondante (pdb 1R90)
est de l'ordre de 1 A. De plus, ces différences ne sont pasgrlrsdes que celles observées dans
les autres modeles de P450s générés au laboratoire, commeepaple pour les résidus importants
pour la reconnaissance des substrats par le CYP 2C9 (voir fiig@®e Le modéle présenté est issu
de la thése de C. Marques-Soafktarques-Soares, 2002Un autre modeéle généré par C. Minoletti
(Minoletti, 1998) qui donne le méme résultat n’est pas représenté pour piciade.

A F476 B F476

F114

SSGEE ; \
S365 ! l

Figure IV.8 —Comparaison du positionnement des résidus F114, S365 et F4du CYP 2C9 dans
différents modeles et dans la structure cristallographige. Deux vues A) et (B) sont représentées. La
structure obtenue par RX (pdb 1R09) est représentée etegnmdele généré dans cette étude par Swiss-Model en vert,
celui obtenu par C. Marques en orange.

F114

Ainsi, sans optimisation particuliere, le modéle génétéedativement précis et acceptable. Plu-
sieurs conclusions ressortent de cette étude prélimjrguigpeuvent permettre d’améliorer I'utilisa-
tion de ce protocole :

— Plusieurs structures de départ doivent étre utiliséesremi@mplatescar la précision semble

étre meilleure par rapport a I'utilisation d’'un seemplate

— La forte représentativité des CYPs 2C peut impliquer desuesrdans le modele d’'un P450
autre que 2C, car en utilisant beaucoup de structures de $afaoille 2C, le modéle obtenu
serait tres proche des CYPs 2C. Il faut donc éviter de choigjr tietemplatesparmi cette
sous-famille pour ne pas biaiser la construction du modéle.

— La structure ouverte du CYP 2B4 (pdb 1PO5, voir figure 1.16)tregt différente des autres
structures de P450s de la famille 2. Son utilisation cortenglatepourrait générer un modele
trop ouvert, ce qui n'est pas envisagé.

— L'utilisation du CYP 3A4 comméemplatepour modéliser les CYPs de la famille 2 ne semble

Page 133



CHAPITRE IV. REGIOSELECTIVITE D’OXYDATION ET TOPOLOGIE DU SITRACTIF

pas étre judicieuce, car le logiciel exclut souvent cetéoisne, du fait de la faible homolo-
gie de séquence (proche de 25%). De plus, le repliement dieshE-G dans les différentes
structures de 3A4 publiées semble étre un cas a part che3€sfScott et Halpert, 2005)
Le serveur Swiss-Model permet de construire des modélesifi@sPrelativement proches des
structures RX de ces mémes P450s. Il est donc envisageabhleseéfwn tel programme pour modeé-
liser par homologie le CYP 2J2.

IV-2.1.2 Construction et validation du modeéle.

Notre choix detemplatess’est porté sur les structures cristallographiques dexhyvmes de la
famille 2. Avec plus de 40 % d’identité, ce sont des structale choix pour construire un modele de
P450 de cette méme famille. Cependant, le serveur n'acdepiarbtemplatesnitiaux, nous avons
donc restreint notre choix en se basant sur plusieursesiter

— Toutes les sous-familles de P450s pour lesquels unewtelRX a été publiée (2A, 2B, 2C et
2D) sont utilisées pour fournir leemplatesafin de permettre un spectre plus large de struc-
tures.

— Parmi toutes les structures RX de la famille 2, 8 ont un sabstr ligand au sein de leur site
actif, 5 sont des CYPs sans substrat. Les variations de chabéeales et de repliement pouvant
varier fortement en présence ou non de subgwWéister et al., 2003b; Scott et al., 2003, 2Q04)
nous avons choisi comntemplategies structures avec et sans substrat.

En prenant en considération tous ces critéeres de choix,anmrs décidé d’utiliser les structures

cristallographiques de 5 P450s différents (tableau IV.8).

Tableau IV.8 -Structures utilisés pour construire le modele de CYP 2J2

Identité Homologig

CYP Codepdb Substrat Nombre d’acides amlnesde séquence avec le CYP 2J2

2A6 1711  Methoxaléne 476 42% 62%)
2B4  2BDM Bifonazole 476 44% 64%)
2C5 1NRG6 Diclofénac 473 41% 61%)
2C8  1PQ2 - 476 41%59%)
2D6  2F9Q - 479 42%Q1%)

Aprés soumission de la séquence protéique du CYP 2J2 (codsBwt P51589) au serveur
Swiss-Model et sélection deéemplatesa utiliser, le programme a généré un modele privé de son
héme. Le fichier des évenements créé lors de la construatiomodele par Swiss-Model est indiqué
dans 'annexe C. A ce niveau de la modeélisation par homolagie,pré-validation du modele a été
possible. En effet, le logiciel fournit également des aypibur valider le modéle en le testant par les
algorithmes ANOLEA et WHATCHECKHooft et al., 1996; Melo et al., 1997; Melo et Feytmans,
1998) Le premier étudie les irrégularités énergétiques qui peuapparaitre dans le modéle, tan-
dis que le second se base sur des criteres géométriquesslatrdourni par ANOLEA a été tres
proche de ceux obtenus pour des structures RX, et n’a pasmpEébaberration au niveau énergé-
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tique, comme l'illustre la figure IV.9. Un extrait du rappdéourni par WHATCHECK est également
indiqué en annexe C, indiquant que le modele a montré queiquerfections mineures dans la
structure tridimensionnelle de la protéine. Cependantddate n’était pas encore affiné et ne conte-
nait pas d’heme, les résultats des tests de validité pesante niveau de la construction n’étaient
pas représentatifs du modéle final obtenu apres avoir djbetée et optimisé la structure.

CYP 2C8 (pdb 1pg2) CYP 2J2 (modele)
540 200 400 540 200 400
H'B 0 -
E
o 7
D
3 -10 1
S
o 151
2
o -20 -20 -
w
-25 1 -25 1
-30 Acide aminés -30 4 Acide aminés

Figure 1V.9 —Courbes d’énergies calculée par ANOLEA du modeéle de CYP 2J2, aaparée a
celle du CYP 2C8 Lénergie calculée par le programme est divisée par la vadgTli ol k, est la constante de
Boltzmann. On considéere que les résidus dont I'énergiautEcest positive subissent des contraintes stériquessfort
Dans le cas du CYP 2J2, 4,3% de résidus sont dans ce cas, 8@dtrgour le CYP 2C8.

L'’heme est ajouté manuellement au sein du modéle en utilissiwoordonnées de ce groupe pros-
thétique dans une des structures cristallographiquasags précédemment (CYP 2C8, pdb 1PQ2).
Comme tous legemplatepossédent un heme dans leur structure, le modéle contienteshespace
correspondant, et 'heme peut étre ajouté sans créer dexotuas stériques trop importantes.

La validation et I'optimisation du modele 3D de CYP 2J2 ontrédisées en collaboration avec
I'équipe du Dr. F. André, du CEA de Saclay. L'optimisation ‘efffinement du modéle sont réali-
sés par plusieurs cycles de dynamique moléculairgacuoet de minimisation, jusqu’a atteindre
un minimum d’énergie de I'ordre de -6000 kcal/mol (énerglative propre au logiciel Sybyl, voir
chapitreVIl ).

Plusieurs outils ont permis de valider ce modéle final :

— Le logiciel PROCHECK, couramment utilisé pour évaluer descsitires tridimensionnelles
(Laskowski et al., 1993)a été utilisé. Ce programme calcule notamment un diagramame d
Ramachandran représenté en figure IV.10. Dans le cas du CYRagd@portion de résidus
dans la zone la plus probable est de 81 % (le méme pourcerabgdécpour les 5 stuctures RX
templatesarie entre 84 % et 89 %). Le programme Procheck effectue nalgse géomeétrique
de tous les résidus et extrait un score global de qualitécbescalculé pour le modéle du CYP
2J2 estde 0,29, ce qui est considéré comme un modele de baalité gcar inférieur a la valeur
limite de 0,5(Morris et al., 1992)D’autre part, ce score issu de Procheck se situe dans la zone
définie par les scores calculés dans les mémes conditiomdgmbtemplateq0,17 a 0,39).

Le modéle obtenu aprés insertion de 'héme et optimisatn@ng®&tique est donc d’'une qualité
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comparable aux structures cristallographiques dont ikest

— Laqualité du modéele est liée a la présence de toutes leadtitss qui permettent la stabilité de
la protéine, notamment en assurant la structuration epleereent de la chaine peptidique. Pour
s’assurer d’'une stabilité importante du modeéle générélangrie dynamique vacuoa 300 K
a été réalisée pendant 1 ns. Généralement, les dynamiguekedade ne dépassent pas 150 K
pour éviter une dénaturation de la protéine. La stabilitthd’structure dans une dynamique
dans le vide a 300 K est donc un bon test de la qualité du reefienha structure tertiaire
globale du modéle de CYP 2J2 est préservée tout au long dadgetienique. La minimisation
énergétique du modele n’a pas mené sur un minimum local Wjé&nqui aurait été surmonte
lors de cette dynamique. On peut donc considérer que latsteudu modéele obtenu est bien
optimisée.

RARONS7TY*
_IJ ~b

s |

ol ¢ | °
A N ~b
s 2,
T

-45 (é)egles) 135 18C

180 -135 -9

Figure V.10 —-Diagramme de Ramachandran du modéle de CYP 2J2es triangles correspondent aux
résidus glycine et proline de la protéine, les carrés irghles autres résidus. Les résidus sont situés a 81 % (tisspec
ment 18,5 et 0,5 %) dans les régions favorables (défavarablaterdites, respectivement).

IV-2.1.3 Description du modéle.

(a) Structuregénérale.

Les éléments de structures secondaires que présente le @¥Brindiqués sur la figure V.11,
qui montre également I'alignement de la séquence du CYP 2i2es résidus destémplateséalisé
par le programme Swiss-Model. Ces éléments structurauxaiigngs entre eux, et le repliement du
modéle final du CYP 2J2 estidentique a celui des autres P4&@dsne l'illustre la figure 1V.12. Cette
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homologie entre les structures est peu étonnante, du fdtdesation de 5 P450s possédant cette
structure tertiaire.

A‘ A
CYP2J2 40 PKNY[EEegIWR L[ FFLV EFEQSHLEVQ
CYP2A6 30 KI[NEN:E-Xel-Rg=l FN=lF | vNe) L NTEQMYN LM
CYP2B4 28 GKLPPGPP L P L o) M RISG'L LR
CYP2C5 27 [XENEXREE Fla | | 1L off A4D | SK
CYP2C8 28 KLPPGPTPHL PN MNe] | V4D | CK
CYP2D6 34 LP QNTPYCJED
B_
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CypP2B4 87 ¥k | Avvpor - - -[{olgY A RRFSLETY
CYP2C5 86 G R GERY LEK V- - -sjide L[ EYRRFS LY RNFGMGKRS I
CYP2C8 86 G R GV SQR n---TL | ERIRRF S LRJ RNFGMGKRS I
CYP2D6 90 DIRIP PV TQl LGFGPRSQ E[R R F SIS
BZ' D _
cyp232 156 EEEEEEE - M B~ keenE BFBIR-E« ' n wiE o ol <l .
CYP2A6 146 IHA:WRIAFNG F AN | DIRES - s VSNVISI K EfN S RMM
CcYP2B4 143 HLERIINAR[ MEFIWIAs [ AL PN LFH P ViU R o -
CYP2C5 142 EHoLGENIAFIR[Y IMVAREN-T@IN A SECPEIRES I [Nc clYr cCIYAAReE vV EEfzA4 KM E S L
CYP2C8 142 o[ VIelAF\+-[e MAFIN:TGI< A S[HCDIREE I8c Cl\Pr cIAANE v QNN TIAMK R F
CYP2D6 150 fHowV T[HFAle CAAFANHS RIBFRPNG LD KENAIWAIAK L P RN R DlA
) =
cyp2J2 216 ofgvtvfle ABx T8 Fl VERwW FLP- T FS.WKKLK vsHMmI DK ExownBaeT-
CYP2A6 206 LG I QFT TS To[LMEMIES s VMHLPQQ AFQLLQGLE D AK EHN QRENNPIEN SHH -
CYP2B4 203 FQS ssfeMNFELIdSsG F LIY YK TG IYRLQEIN T er E K5 TLDPNP
CYP2C5 202 HEIANVELGTP wWL[AAANIEA L LD YiZEe | [5] K LIAKINADY I K N KI5 QK Ll VIVINES -
CYP2C8 202 NN.RL w I [oACINNEERE L L I DClgKe TIRIN KVIAKINVALTR 'S YHEIR KI=E] Q A sjius] VININEZ -
CYP2D6 210 QGLKEE LREMLINAVIY- VDRHIPALAG KVRFQKAFL TQLDIEL L TR EMWAQP
c—
CYP2J2 275 LIRNEbIA YK E SHTGT SIHHEINNN | C S
CYP2A6 265 EsNNN»] S R QEEKNT Y L KNERY Vi3 TSTTLRYG L LMY KHP E V|3
CYP2B4 262 LIsNNEs]v Y[HL R SDPS. HHQINN | 'Ly TrsTTLRYG[ML v KHPEVES
CYP2C5 261 [¥sNzlW»]C K MIFQIEANN - - - TLIESIAY | A TTSTTLRYFLEL LML KHPE V[
CYP2C8 261 [¥s)zlb)C K MEEEK QK NMIEN L V[T TTSTTLRYGLMLL[LKHPE VR
CYP2D6 269 [PjL TEA|HNAE Y ALSG SiEN DA R | v
Y —
CYP2J2 335 [WelQGQQESTA
CYP2A6 325 (el K NINOQIR K F E VIHEIQRFGD
CYP2B4 322 | G H R P NS VIHEIQRGD
CYP2C5 318 | GIgH RE P M VIHE | QRFHID
CYP2C8 321 IGHRPM VEJHE | QR
CYP2D6 329 QVREG
CYP2J2 395 WATIE TIAWMED GENE -
CYP2A6 385 Llds Vv LD PR FEIN PRSI F N P[oll H F L INESEN G[e] F K
CYP2B4 382 LSLHDP FIS3 P~ NP GHF LD A L[S
CYP2C5 378 LTSVLHDISYSEFIEN PR F3] P GIlIH F L DI GIN| F K
CYP2C8 381 (I SRV D K E SN P
CYP2D6 389 WEK[Y RIFHIZE RSN A Q[eH F Vv
L— 85 B5->
CYP2J2 454 ENNE KW sL K FR Mg T sl VIHHRINE A VIEQ
CYP2A6 445 FNGIVIASAN-N=hy SQSEN®) IBlVS PKHV AT Il RNMTMSIHLEEY HH
CYP2B4 442 INA T[SNANS EVP LRl PRES[§VGN VS H
CYP2C5 438 GRS | by L VENGEN | il ANV N VSVIYd GERZINAS I H
CYP2C8 441 ARMELFLFT ILQNF vDD LEANIAN TR AN TK[d | VS L[ PSYQ"CFP
CYP2D6 449 FN:IVIASAN-N=hy LHSFSV ETGQPRPSHH GM - FAIFL VSl sPREINY A VR

Figure IV.11 —Alignement de séquence entre le CYP 2J2 et les P450s utilissssnme structures
de référence, et €léments de stucture secondaire du modele @YP 2J2 Les résidus communs a la
totalité (resp. a la moitié) des 6 P450s sont en noir (resgrish Les hélices sont indiquées en vert, les feuilletoege.
Les éléments de stuctures secondaires sont nommées pano&f@Poulos et al., 198%voir introduction).
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Figure 1V.12 —Structure du modele de CYP 2J2 obtenu, comparée a la structer RX du CYP
2C8 (pdb 1PQ2)

CYP 232

(b) Descriptiondu site actif.

(b)-i  Volume de la cavité.

La cavité définie par les résidus du site actif a été calcudédepogiciel VOIDOO (Kleywegt et
Jones, 1994)tilisé pour caractériser le site actif de certaines stines RX de P450s de mammiféres
(Schoch et al., 2004, Yano et al., 2008)in de pouvoir comparer le volume de ce site actif avec ceux
des autres P450s de mammiferes de structure RX connuegdiffénodes de calcul ont été utilisés.
Pour déterminer I'existence d’une cavité, tous les prognas(comme CASTP ou MOLCAD) uti-
lisent une sphere (dont le rayon correspond généralemeziiadtune molécule d’eau) qui balaye
I'espace disponible. Deux types de volumes sont alors B cdéfinis respectivement par deux types
de surfaces : la surface accessible au solVaAly( définie par le centre de la sphere, et la surface
moléculaire accessible au solvarBiMAS définie par les contacts de Van der Waals entre la protéine
et la sphere (voir chapitiéll ). Le volume dans le cas d’'une cavité de typ&Sest toujours inférieur
a celui de la cavité correspondante de t§MAS Le protocole de détermination de la cavité et de
calcul du volume correspondant sont indiqués dans le aleait "Protocoles Expérimentaux”. Il
est a noter que, dans certains cas, les cavités sont ousartésxtérieur par I'existence de canaux.
Afin de calculer une valeur du volume, il est nécessaire detmwirtuellement ces canaux par des
molécules d’eau dont les coordonnées sont ajoutées mamezit au fichier de coordonnées de la
structure du P450. On peut donc considérer que la valeurldomeandiquée est indicative, et qu'une
erreur de plus ou moins 100°Aliée & la définition de 'embouchure des canaux doit étrésagée.
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Tableau IV.9 -Volumes de site actif des cytochromes P450 de mammiféres deustures RX
publiées, d’'une structure de CYP 3A4 (pdb 1TQN) aprés dynamige moléculaire, et du modele
de CYP 2J2

Volume calculé (&%) Valeurs de la littérature

P450 Code pdb Substrat SMAS SAS SMAS SAS
1710 Coumarine 286 56 - -
CYP2A® 1711 Methoxaléne 262 49 - -
1PO% - - - - -
CYP2B4 1SUO  Chlorophénylimidazole 271 32 - -
CYP2D6  2F9Q - 484 65 - -
1DT6 - 924 295 - 36CF
CYP2C5 1NR6 Diclofénac 730 173 645 -
1N6B DMZ 714 150 - -
CYP 2J2 - - 995 146 - -
CYP8Al 21AG - 981 113 - 35¢F
10G2 - 1450 441 - 670
CYP2C9 10G5 Warfarine 1617 467 - 470
1R90O Flurbiprofene 1114 239 - -
1PQ2 - 1578 345 143¢ -
CYp2cs - Acide rétinoiqu@ 1663 442 - -
1WOE - 1289 364 950! 520
1WOF Progesterone 1318 394 - -
CYP 3A4 1WO0G Metyrapone 1415 461 - -
1TQN - 1576 354 1386 -
- Dynamique 1713 447 - -
2J0C Kétoconazole 2080 737 1650 -
2J0D Erythromycine ~ 2300 ~900° | ~2000 -

() La structure est trop ouverte pour détecter une cavité.

(b) Les structures présentent une grande ouverture quidiffimle un calcul exact du volume.

(c) Williams et al., 2000

(d) Schoch et al., 2004

(e) Chiang et al., 2006

(f) Williams et al., 2004

(g) Williams et al., 2003

(h) Cette structure RX nous a été fournie par I'équipe de Jaknson (Scripps Institute, La Jolla, CA, USA).
(i) Ekroos et Sjogren, 2006

() Yano et al., 2004

Les quelques valeurs volume de site actif de P450s, donragda pttérature ont été calculées
en utilisant I'un des deux modes de calcBASou SMAS, ce qui ne permettait pas de comparer les
différentes valeurs de volume entre elles. Pour pouvoirpaoar ces valeurs avec le volume du site
actif du CYP 2J2 calculé dans ce travalil, toutes les cavitéstlectures RX de P450s de mammiferes
ont été déterminées et les volumes correspondant ont @déslken utilisant ces deux modes. Les
valeurs obtenues, ainsi que celles données par la littératunt reportées dans le tableau IV.9.

Pour s’assurer d’une faible variation de volume apres upéngance de dynamique moléculaire,
le volume du site actif du CYP 3A4 (pdb 1TQN) a été égalementut@laprés une dynamique de
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2ns dans I'eau. Une autre structure de P450 a été ajoutéeedséat, qui n'a pas été publiée, mais
qui nous a été fournie par I'équipe de E.F. Johnson, du ScRgsearch Institute (La Jolla, USA). Il
s’agit du CYP 2C8 contenant 2 molécules d’acide rétinoiquet doe est proche du fer de I'heme.

Par définition, le volume correspondant a la surface de Vai@dals SMAS de la cavité repré-

sente mieux I'espace disponible au sein du site actif. Arpaes volumes de typ8MASprésentes,
on peut classer les différents P450s en fonction de la wallleur site actif :

— Les cytochromes 2A6 et 2B4 présentent les sites actifs lesspatits & 300 A3). Ces P450s
sont connus pour oxyder des substrats de petite {@lleengerich, 2005)

— Quatre isoformes, dont les CYPs 2C5, 2D6 et 8A1l présententaesies de taille interme-
diaire, compris entre 500 et 100G ALe volume calculé pour le modéle de CYP 2J2 est de 995
A3, ce qui l'inclut dans ce groupe.

— Enfin, les CYPs 2C9, 2C8 et 3A4 ont les sites actifs les plus Qestailles importantes avaient
déja été indiquées pour les CYPs 2C8 et 3A4, capables de miéabdés composés de tres
grande taille. Le volume est supérieur a 100D ¢k peut atteindre 23003 aprés déforma-
tion par un ou plusieurs substrats. On peut noter égalementagdynamique n’induit qu’un
changement de volume de moins de 10 % par rapport a la steudttBA4 initiale.

(b)-ii  Description de la cavité.

La valeur du volume de la cavité ne permet pas d’obtenir desnrations tridimensionnelles de
ce site actif. Il est donc nécessaire de s’intéresser a faefate la cavité, notamment a proximité
de 'héme. Dans le cas du CYP 2J2, cette cavité est en formerdetodnqué, bordée par les hé-
lices |, B, F et F’ et possede deux extensions qui s'étendestfy’au feuilletB; (voir figure IV.13).
Contrairement a certaines structures cristallographidu@y a pas de canal visible dans la structure.

BoucleK-f31

HéliceF' ==
Fedillet B4

HéliceF

Hélice F'\ \ | HéliceA

Hélicel

/ \ Hélice B' i
BoucleB'-C Hélice F \
\

Figure 1V.13 —Site actif du modéle de CYP 2J2La surface de la cavité du site actif calculée par Voidoo est
représentée en grillage vert. Les deux vues correspondamd &ue axiale (gauche) et coplanaire (droite) par rapport a
'héme.

Feullet 31
BoucleB'-C

Comparée a d’autres P450s dont le volume du site actif estalguot, la partie de la cavité proche
de I'heme est rétrécie dans le cas du CYP 2J2. Ceci est illuatri@figure 1V.14, qui compare cette
cavité a celle du CYP 2C5.
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éliceF Hélice F

Hélicel

Hélicel

CYP 232

CYP 2C5

Figure IV.14 —Comparaison de la cavité du site actif pres de 'héme pour le €P 2C5 (pdb
1INRG6) et CYP 2J2 La cavité du site actif est représentée sous forme de geilibey.

Les résidus qui bordent le site actif sont indiqués en figurg3l. Dans le cas du CYP 2J2, les
acides aminés proches de I'hnéme sont plutot hydrophobetagivement encombrants (isoleucines,
phénylalanine, valine, alanine et thréonine). La restrictle I'accés au fer de 'héme observée en
figure 1V.14 est due a 'encombrement stérique importantothe$nes latérales de ces résidus (figure
IV.15).

F310

A311 Hélicel
T35

BoucleB'-C

BoucleK"-34

Figure 1V.15 —Résidus restreignant I'acces au fer de I’'hnéme dans le sitetifadu CYP 2J2. Lhéme
est représenté en rouge, les chaines latérales des rénalicuiés sont représentées en sphéres de Van der Waals.
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V-3 Docking des dérivés de la terfénadone dans le site actif du
modele de CYP 2J2.

Les expériences ddockingont été réalisées au CEA de Saclay (dans I'équipe de F. Anilig).
de pouvoir déterminer le positionnement de la chaine owdligdroxylation et de tenter d’expliquer
la régiosélectivité observée, les compokés 3 et4 ont été utilisés comme substrats pouddeking
L'importance de la fonction cétone dans la reconnaissaesesdbstrats a pu étre appréhendée en
dockantle dérivél7 au sein du site actif. Toutes les expériences de mise augtaitdaffinement des

parametres ont été meneées en utilisant la terfénadone ctigand.

IV-3.1 Choix de la méthode dedockingsous contraintes douces.

On distingue généralement plusieurs méthodedodking en fonction du modéle théorique dont
elles s’inspirent :

— Les méthodes dites « rigides » ou la protéine et le ligantifs@s, selon 'approche Lock &

Key »(clé-serrure) du complexe ligand-réceptétischer, 1894)

— D’autres méthodes, appelées « semi-flexibles » ou « flexibfent varier la conformation du
ligand ou/et de la protéine pour chercher les positionnésries plus favorables. Ces méthodes
tendent a rendre compte de<Induced Fit » modéle selon lequel la complexation ligand-
récepteur s’accompagne de changements conformationaalkatun des partenair@sosh-
land, 1958)

Pour les P450s, enzymes dont I'adaptabilité de structuagpadsence d’'un substrat est tres im-
portante (voir partie 1-1.3 de I'introduction), la flexitté de 'enzyme et du substrat doit étre prise en
compte pour estimer le positionnement d’'un substrat. [Déapart, le site actif est situé a I'intérieur
de la protéine, sans ouverture vers I'extérieur clairerdéfinie et dans certains cas, notamment pour
le CYP 3A4, un phénomene de coopérativité entre substrat@frelobservé.

Afin de pouvoir s’'affranchir de toutes ces contraintes, uige de F. André a mis au point une
technique dadockingapplicable au cas des P450s, app&lé&oft-Restrained Molecular Dynamics
Docking »(Dockingpar dynamique moléculaire sous contraintes douces) qsistera faire rentrer
le substrat dans le site acfndré et al., 2004; Delaforge et al., 200Bpres avoir placé le substrat a
I'extérieur de la protéine (voir figure 1V.16), on appliquesuou plusieurs contraintes de distance entre
le ligand et le P450 lors d’une dynamique moléculaire, ceaqubur effet de rapprocher le ligand du
P450 Q). Si les paramétres des contraintes sont judicieusemeigishe ligand peut trouver sa voie
d’entrée au site actif, en passant par un canal d’accésdemasurer la protéindB|). Enfin, la force
a la sortie du canal est supprimée, et le ligand évolue dmé&me dans le site actif du P450 pour
trouver un positionnement optimisant les interactionbibsantes C). Tous les paramétres utilisés
lors de ces expériences sont indiqués dans la partie exgrétahe de ce manuscrit.
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Figure IV.16 —Schéma du protocole dedocking par dynamique moléculaire sous contraintes
douces Le ligand (L) subit la contrainte), qui diminue au fur et & mesure vers une force de plus faittnsitéf,
pour étre annulée a la fin dlockinget laisser évoluer le complexe ligand-P450. D'apiésiré et al., 2004

Cette approche a l'avantage de prendre en compte le changeesnucture éventuel qui peut in-
tervenir lors de I'entrée du substrat dans le canal d’addais un canal d’acces aux substrats doit étre
clairement identifié, afin d’orienter convenablement lessiat hors du P450, et de définir la contrainte
initiale a appliquer. Dans le cas du CYP 2J2 et des compodésker le site actif est relativement
étroit et allongé (8 A sur 20 A), tout comme les substratsgimur de I'ordre de 25 A); le substrat
doit donc occuper en partie le canal d’acces et interagic &&résidus formant ce canal d’acces.
Ainsi, pour caractériser toutes les interactions qui paiant intervenir dans la reconnaissance de ces
composes, l'identification préalable du canal d’acces éstssaire.

IV-3.2 Choix du canal d’entrée des substrats.

Plusieurs preuves expérimentales et arguments cal@atdémontrent I'existence chez les P450s
bactériens d’un canal d’accés des substrats dont I'enstesitaée entre la boucle F-G, I'hélice B’
et le domaine en feuillgd (voir partie I-1.3 de I'introduction). Cependant aucune siesctures RX
des P450s de mammiféres ne présente de canal d’acces elairdéfini. Pour déterminer le canal
a utiliser dans nos expériences diecking plusieurs résultats issus de la littérature ont orien® no
choix :

— Dans la structure du CYP 2B4 sans substrat (pdb 1PO5), un@roties hélices F, G, F’
et G’ autour de I'hélice I, par rapport a la structure conténan substrat (pdb 1SUOQ) (voir
figure 1.16), a pour effet « d’ouvrir » la structure. Cette afion dans la structure de ce P450
membranaire montre la tres grande flexibilité de cette réedmI'’enzyme, appuyant le choix
d’un canal défini dans cette zone.

— Les différentes structures cristallographigues de PAiGosomaux, comme celles des P450s
solubles, présentent des facteurs de température élel@daeacle B-C, indiquant une flexibi-
lité importante de cet élément structural.

— Les études de sortie de substrats par dynamigue molécaoiainées par I'équipe de R.C. Wade
(Wade et al., 2005; Cojocaru et al., 200npntrent que trois canaux peuvent généralement
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permettre I'acces des substrats dans le cas des P450s deif@aanies entrées de ces 3
canaux sont définies autour de I'hélice B'.
— Une autre étude par dynamique moléculaire sur la stru®Xeu CYP 2C9 a identifié un
possible canal d’accés du substrat situé entre le fef@let I'hélice B’ (Seifert et al., 2006)
A partir de ces considérations et de I'observation visuddida cavité du site actif du CYP 2J2,
nous avons décidé de choisir trois canaux, représentésier fig17, pour tester notre méthode de

docking

A

Canal 3 5 Canal 1

Canal 2

Figure IV.17 —Canaux testés dans les expériences decking L'héme est représenté en sphéres de Van
der Waals, les hélices par des tubes (moaltoon).

Les trois canaux choisis présentent les caractéristiguesrges :

— Lecanal lest paralléle a I'hélice | et son entrée est délimitée papleacte B’-C et les hélices
| et G. Ce canal avait été identifie comme possible entrée destrats par I'équipe de E.F
Johnson dans le cas du CYP 2(ester et al., 2003a)

— Lecanal 2est situé perpendiculairement a 'héme, et son entrée edébpar les hélices F, |
et par le feuilleiBs de la partie C-terminale. Ce canal est usuellement considénéne le canal
du solvant(Cojocaru et al., 2007par lequel les molécules d’eau participant a la catalys& ou
la structuration du site actif, arrivent dans la cavité.

— Letroisiéme canalest le canal « historique » identifié chez les P450s cyto&suBon entrée
est encadrée par les hélices B’, G’ et le feuiffet

Les résidus utilisés pour définir les entrées respectivecaeaux d’'acces sont indiqués dans le
tableau IV.10.

Afin de déterminer le canal a utiliser padiockerles 5 substrats au sein du site actif du CYP 2J2,
une approche expérimentale a été envisagée. Le protocdteckimgutilisant les mémes paramétres a
été appliqué a la terfénadone en utilisant les trois canéasigprécédemment. La discrimination d’'un
canal a été réalisée en se basant sur plusieurs critérasnegptaux, qui ont permis de déterminer le

Page 144



CHAPITRE IV. REGIOSELECTIVITE D’'OXYDATION ET TOPOLOGIE DU SITRACTIF

chemin d’acces le plus énergétiquement favorable.

Tableau V.10 -Résidus encadrant les entrées des canaux d’acces aux subssr

Canal Résidus
1 lle120, GIn245, Trp251, Lys255, Cys303
2 Aspl79, Asp216, Trp220, Arg495, Lys497
3 Phe52, Gly84, 11e86, Vall113, Prol115, Asn231

13200
-34007 Canal 1
36001
38001
40001
42001

-4400 -

Canal 3

Canal 2

-4600

Energie potentielle (kcal/mol)

-4800 -
50004 M‘WMWMW

'5200 T T T T T
0 2000 4000 20000 30000 40000 500

Temps (fs)

Figure V.18 —Energies potentielles calculées lors ddocking de la terfénadone au travers des
trols canaux L'énergie présentée est I'énergie donnée par le logicielyByour laguelle I'énergie potentielle de la
contrainte a été soustraite. Les énergies sont obtenuesipewontrainte globale d’entrée de 12 kcal/mol.

— Pour chaque canal, plusieutsckingsont été réalisés en diminuant progressivement la valeur
de la contrainte imposée a la terfénadone (12, 9, 6 et 3 koBl/@ans le cas des canaux 1 et
2, le substrat est stoppé dans le canal et la distance estteéhité du substrat et le fer reste
supérieure a 12 A, indiquant que le composé ne traverse fiassenent les deux canaux.

— L'analyse énergétique au cours des différelaskingsmontre que la barriére d’énergie a fran-
chir est la plus importante dans le cas des canaux 1 et 2, aontaau canal 3 (figure 1V.18).

Suite a ces études préliminairesclenal 3a été choisi comme canal d’acceés des substrats lors

desdockings

IV-3.3 Description des complexes enzyme-substrat obtenus.

Les dérivesl, 2, 3, 4 et 17 ont étédockésdans le site actif du modéle de CYP 2J2, par le ca-

nal 3. Pour chaque composéd8ckingsdifférents ont été réalisés, en changeant I'orientatidn in
tiale du substrat avant I'entrée dans le canal. Ce positimmenéest tel que la liaison C-H subissant
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I’hydroxylation pointe toujours vers le fer, car le site gihroxylation est bien identifié par les tests
enzymologiques présentés précédemment. Il est nécedsgiréciser ici que ces expériencegide
ckingont pour but d’expliquer les résultats biochimiques obsegtunon de prédire le métabolisme du
composé. Par conséquent, les substtatkéglans le site actif ont toujours été orientés pour observer
I'oxydation sur le group&® enparade la fonction cétone.

20 %

80 %

Figure IV.19 —Positionnements du substra? au sein du site actif du CYP 2J2Ces deux positionne-
ments obtenus avec le compdsgont représentatifs des positionnements obtenus avetetastres substrats.

Apres minimination énergétique desdackinggéalisés (pour une contrainte totale de 9 kcal/mol,
voir chapitreVIl ), nous avons obtenu 3 modéles de complexe enzyme-subatrabmposé. Dans
tous les cas, I'énergie potentielle du complexe est infiéggéex la somme des énergies potentielles
calculées séparément de I'enzyme et du substrat, dans teeswdnformations. Ceci indique que les
interactions entre le substrat et la protéine sont globahstabilisantes.

On observe deux positionnements représentés en figure B6hOI'un est trés majoritaire (80 %
de I'ensemble dedockings observés pour chacun des composés). La différence paleagmtre les
deux positionnements est I'orientation de la fonction séfaui pointe soit vers I'hélice B’ (80 %),
soit vers la boucle KB1. Nous avons choisi d’analyser le positionnement majogtaiar plus repro-
ductible et commun a tous les substrats testés.

Les composeés prennent place au sein de la cavité représenfi§ere IV.13, le group® pres de
I’'héme et les deux noyaux phényles proches du feyletUn schéma récapitulatif des interactions
relevées est indiqué en figure 1V.20. Plusieurs interastiamportantes pour la reconnaissance des
dérivés de la terfénadone par le site actif du CYP 2J2 sontnaése (dans I'ordre, en s’éloignant
progressivement de I'heme) :

— La partie de la molécule qui est oxydée est en contact ageésidus hydrophobes et encom-

brants présentés en figure 1V.15 (lle127, Phe310, lle3733%.

— Le groupe phényle n’a pas d’interaction de typstackingavec Phe310, mais la cétone est liée

a la protéine par le résidu Arg117. Cette fixation du composétabilisée par une ou deux
liaisons hydrogénes, selon le complexe CYP 2J2-substratdséne.
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Figure 1V.20 —Interactions relevées dans les complexes CYP 2J2-substsaibtenus pardocking
Les interactions de Van der Waals sont indiquées en rougjéalsons hydrogenes en bleu. Une faible interaction polai
impliguant la fonction alcool de la terfenadone est repré&seen vert.

— Il n’y a pas d’interaction notable entre la protéine et lagoe chaine carbonée au centre le la
molécule, a part quelques interactions de type hydrophededes résidus comme Metl116.

— Les deux groupes phényles sont en contact avec plusiewisés, présentes dans le domaine
des bringB. Les chaines latérales de ces résidus entourent les dearpnasgomatiques assurant
un environnement hydrophobe optimal.

— Dans cette région, il 'y a pas de résidu pouvant interaggctement avec le groupe alcool. Le
résidu polaire le plus proche, Thr488 est situé a 6 A de cettetion. Une petite poche moins
hydrophobe est néanmoins présente dans cette partie déti dans laquelle se place cette
fonction alcool.

Importance de Argl17 dans la régiosélectivité observié vitro.

L'arginine 117 semble jouer un réle important dans la fixaties substrats au sein du site actif.
En effet, une comparaison dlockingdu composét et de son analogue sans cétdifemontre une
grande variation de positionnement due a I'absence dantems avec Argl17 (figure IV.21).

Le composéd.7 n’est plus maintenu par I'arginine et il peut se rapprocleditttme. Les distances
obtenues entre les différents carbones hydroxylablesalupgR des composédockéset le fer sont
indiquées dans le tableau 1V.11.

Dans les structures de complexes P450-substrat publiaesadiétérature, les distances observées
entre le fer de 'héme et le carbone hydroxylé varient gdaérent entre 4 et 5 APoulos et Johnson,
2005) On observe généralement une corrélation entre la distiteC et la régiosélectivité, méme
si les structures ne sont pas celles de I'état=F@ oul la liaison C-H est rompue (voir figure 1V.22).
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Figure IV.21 —Positionnement des dérivéed (A) et 17 (B) au sein du site actif du CYP 2J2

Tableau 1V.11 -Distances (A) entre les carbones hydroxylables et le fer poles composég, 3,
4 et17 et comparaison avec la régiosélectivité d’hydroxylatio par le CYP 2J2

Modélisation Enzymologie
Substrat R) Distancé (A) Régiosélectivit@
c® Ch cv cr CcF o
2 (CHg) 4,0+ 0,1 - - 100% - -
3 (CH»-CHy) 51+01 3,9+0,1 - 2% 98% -
4 (CH2-CH2-CH3) | 49+0,2 38+0,1 46+01| 5% 85% 10%
17 (CH2-CH2-CH3) | 42+0,5 44+05 46+0,1| 33% 66% <1%

(a) : Les valeurs indiquées correspondent aux moyennesstascks obtenues pour les différedtekings
(b) : D'apres les données du tableau V.3 et de la figure 1V.6.

Les distances Fe-C figurant dans le tableau IV.11 sont ddtesfoerchette puisqu’elles varient
entre 3,8+ 0,1 et 5,1+ 0,1 A. Toutefois, les valeurs absolues de ces distancesmicdire considé-
rées avec précaution puisqu’elles sont issues de ce quiques1 modele. Il est néanmoins frappant
de constater I'excellent corrélation entre ces distanagzit®es d’aprés le modele et les valeurs ex-
périmentales de régiosélectivité. Ainsi, I'hydroxylatimajoritaire en position homobenzylique des
composés et4 est en parfait accord avec les distances BdeS plus courtes (3,9 A pod a com-
parer avec 5,1 A pour la distance F&-(3,8 A pour4, & comparer avec 4,6 A et 4,9 A pour Fé-&
Fe-C"). Dans le cas du compo4#, les distance Fe-C deviennent trés proches, ce qui est erdacc
avec la perte de régiosélectivité observée.

Le modele construit pour le CYP 2J2 permet donc de bien rermrgte de la régiosélectivité
surprenante observée pour les hydroxylations des comBagtés
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Figure V.22 —Distances supposées entre le fer du complexe activé Fer-aaile carbone subis-
sant I'hydroxylation.

V-4 Conclusion.

La construction d’'un modéle de CYP 2J2 etteckingde certains composés permettent de mieux
comprendre les résultats expérimentaux obtenus danspéreharécédent concernant les inhibiteurs
et leur affinité, et les résultats d’hydroxylation de cersailérivés de la terfénadone par le CYP 2J2,
présentés plus haut. De nombreuses hypotheses émisea gartsd V-1 se trouvent ainsi confirmées
par I'analyse du modele ou dedsckings De plus, I'approche par modélisation moléculaire permet
d’identifier les résidus clés impliqués dans ces interastio

1. Le site actif est tres rétréci au voisinage direct de I'eggar de nhombreux résidus hydro-
phobes et de taille importante encombrent I'acces desrsibst 'lhéme. Cet espace d’acces
des substrats au voisinage immeédiat de 'héme expliquiénita particuliere des dérivés de la
terfénadone porteurs d’'un grouperelativement petit et hydrophobe (affinité maximale pour
R = propyle ou allyle). L'existence de cette petite cavité tayghobe permet aussi d’expliquer
la régiosélectivité surprenante en faveur de la positiomdtzenzylique, observée pour I'hy-
droxylation des composékset 4. Cet encombrement stérique courbe notamment la chaine de
trois carbones du groupe propyle (figure IV.21), éloignanside carbone terminal du fer, ce
qui pourrait expliquer I’hydroxylation minoritaire (10 %pservée sur la positiop (tableau
IV.3).

2. Le groupe bi-phényle, situé a I'opposé de la partie hyglésx interagit avec la protéine par des
interactions de type hydrophobe avec un grand nombre dm&=sjsans qu'il y ait d’interaction
de typerr-stacking Il n'y a pas d’interaction particuliere avec la fonctiow@bl des dérivés de
la terfénadone, ce qui confirme également les résultatsiexgdtaux, car cette fonction ne
semblait pas avoir d’'impact important sur I'affinité (tadolex 111.1, 111.2 et 111.3).

3. Lerbéle important de la fonction cétone dans la reconaaissdes substrats et son influence sur
la régiosélectivité est expliquée par I'étude des strest@YP 2J2-substrat. Un résidu polaire,
Argl17, interagirait avec cette fonction en augmentaritiid® des composés porteurs de la
fonction cétone. D’autre part, I'analyse des distanceedas carbones hydroxylables et le fer
montre que cette interaction joue un réle important dan#tipnnement des substrats. Les
distances relatives pour chaque substrat correlent bisnlas sites d’hydroxylation observés.
Ainsi, dans le cas des compo$hst4, la position homo-benzylique est plus proche du fer ; c’est
aussi la position majoritaire d’hydroxylation. Le groupeyle du compos&7 est globalement
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plus proche du fer, du fait de I'absence de liaison hydrogame Argll7. Dans le cas de ce
compose, les distances des carbones du groupe propyle @evfennent équivalentes, d’ou la
perte de régiosélectivité observée par rapport au cdslitlg a bien sar une grande incertitude
sur les distances fer-carbones estimées, et il est déédatreé une corrélation quantitative entre
ces distances et les régiosélectivités observées, diqlteque les distances importantes pour
la détermination de la régiosélectivité ne sont pas leauists C-F& du complexe 2J2-substrat
a l'état natif, mais les distances C¥du complexe fer-oxo intermédiaire. Mais globalement,
I'idée d’'un glissement du composé vers le fer permet d'ex@r la régiosélectivité observée
qui ne privilégie plus uniqguement la position homo-berqyé.

Cette étude de la topologie du site actif du CYP 2J2 a été réaiséombinant une analyse enzy-
mologique sur une série de dérivés qui permet de déterneadohctions importantes des substrats
pour la reconnaissance, et une étudsilico qui permet de proposer la nature des résidus de la pro-
téine importants dans cette reconnaissance. La syntheseuseaux substrats ou d’'inhibiteurs du
CYP 232, plus affins et spécifiques pourra étre envisagée agswédultats obtenus.

CYP 2D6(Thr107) ./ CYP 2C5(Leul03 ) CYP 2C8(Ser103 -
& 4 /Leu103 //‘@erlOS
‘v:}\ :~§.ﬁz ‘\F}‘\g\: 2 [ &
ArgLL? Argll7 ( Arg117

f \ / A f\ /
\ ¥4 \

J

Figure 1V.23 —Comparaison du positionnement de I'arginine 117 du CYP 2J2ec celui des
résidus correspondants dans le cas des CYP 2C5, 2C8 et 2[D6s structures RX des CYP 2C5, 2C8
et 2C9 (code pdb 1INR6, 1PQ2 et 2F9Q, respectivement) onuptfmosées sur le modele du CYP 2J2 en utilisant le
logiciel PYMOL.

De méme, l'identification d’'un résidu important pour la fieat des substrats qui comportent
une fonction cétone, I'Arg117, permet de mieux prédire Eommaissance de nouveaux COmMpoOSES.
Cet acide aminé pointe au dessus de I'heme, au centre de I&,catvsa longueur lui assure un
réle particulier au sein du site actif. Le positionnementdeaésidu ne semble pas étre issu d’'une
erreur de modélisation par homologie, car I'acide amirgngliavec Arg117 dans les autres structures
cristallographiques de P450s de mammiferes est orient@&t de la méme fagcon, méme pour des
structures qui n'ont pas éteé utilisées comt@m@plategpour construire le modele de CYP 2J2 (figure
IV.23).

Dans ces structures cristallographiques, ce résidu eshgiophobe (Phe, Val, Leu ou Ala),
soit contient un groupe hydroxy (Ser ou Thr), et a été idénpfiur les CYPs 2A6, 2C5, 2C8 et
2C9 comme constituant le site acfiVester et al., 2003a,b; Schoch et al., 2004; Wester et@04,2
Yano et al., 2005)Nous proposons donc que ce résidu, tres long et trés pplaitieipe a la fixation
des substrats au sein du site actif du CYP 2J2. Ce travail détraicomplété par la construction
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d'un CYP 2J2 possédant une mutation de Argl17, et en anallgsgdgiosélectivité d’hydroxylation
eventuelle des dérivés de la terfénadone. Cette étude poumfeimer ou infirmer I'importance de
Argl117 dans la reconnaissance des substrats. Dans le @adatrd collaboration avec le groupe de
D. Zeldin, ce travail est en cours ; des CYP 2J2 mutés en Argddf/es cours d’expression, et seront
utilisés dans des expériences ultérieures.

V-5 Article 4

P. Lafite, F. André, D.Z. Zeldin, P.M. Dansette and D. MansUynusual regioselectivity and
active site topology of human cytochrome P450 2B¥3chemistrysous presse
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Unusual Regioselectivity and Active Site Topology of Human Cytochrome
P450 2J27
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Laboratoire de Chimie et Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques, CNRS UMR 8601, Université Paris Descartes, 45
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National Institutes of Health, Research Triangle Park, North Carolina 27709
Received May 9, 2007; Revised Manuscript Received July 6, 2007

ABSTRACT: The oxidation of six derivatives of terfenadone by recombinant human CYP2J2 (CYP =
cytochrome P450) was studied by high-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry
(MS) using tandem MS techniques and by 'H NMR spectroscopy. CYP2J2 exhibited a surprising
regioselectivity in favor of the hydroxylation of the substrate terminal chain at the weakly reactive
homobenzylic position. In contrast, hydroxylation of the same substrates by CYP3A4 mainly occurred on
the most chemically reactive sites of the substrates (N-oxidation and benzylic hydroxylation). A 3D
homology model of CYP2J2 was constructed using recently published structures of CYP2A6, CYP2B4,
CYP2C8, CYP2C9, and CYP2D6 as templates. In contrast with other CYP2 structures, it revealed an
active site cavity with a severely restricted access of substrates to the heme through a narrow hydrophobic
channel. Dynamic docking of terfenadone derivatives in the CYP2J2 active site allowed one to interpret
the unexpected regioselectivity of the hydroxylation of these substrates by CYP2J2, which is mainly
based on this restricted access to the iron. The structural features that have been found to be important for
recognition of substrates or inhibitors by CYP2J2 were also interpreted on the basis of CYP2J2—substrate

interactions in this model.

Cytochromes P450 (CYPs)! constitute a superfamily of
hemoproteins that play key roles in the metabolism of a large
variety of xenobiotics and endogenous compounds (/). In
the human genome, 57 genes have been found to code for
CYPs (2). Many studies on the major isoforms implicated
in hepatic drug metabolism and those responsible for the
biosynthesis of steroid hormones have been carried out.
Specific inhibitors and substrates have been extensively
studied (2). Moreover, several X-ray structures of human
CYPs, including CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6,
and CYP3A4, which together metabolize a large majority
of drugs clinically used, have been recently published (3—
12).

Fewer data are available for the other human P450’s that
have been more recently characterized. Among them,
CYP2J2 is the only cytochrome that is mainly expressed in
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Recherche Scientifique), Ministére de la Recherche (France), and
Intramural Research Program of the NIH, National Institute of
Environmental Health Sciences.
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performance liquid chromatography; MS, mass spectrometry; MD,
molecular dynamics; MS*MS?, tandem mass spectrometry; NMR,
nuclear magnetic resonance; UV, ultraviolet.
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the cardiovascular system (/3). Its presence was also detected
in kidney, lung, and the gastrointestinal tract and to a lower
extent in liver (/4, 15). CYP2J2 is assumed to be the main
arachidonic acid epoxygenase in the heart as the regio- and
stereoselectivities of cis-epoxyeicosatrienoic acid (EET)
formation by CYP2J2 match those in the human heart (73).
EETs are important intracellular messengers in vascular
tissues, as they play important roles in the regulation of
vascular tone (16, 17), have anti-inflammatory (/&) and
antifibrinolytic properties (/9), and protect endothelial cells
from ischemic or hypoxic injuries (20, 21). Moreover, it has
been shown that CYP2J2-derived metabolites are involved
in the recovery of heart function following ischemia in mice
(20), that the risk of coronary artery disease is associated
with polymorphisms in the CYP2J2 gene in humans (22),
and that CYP2J2-derived products can affect the cardiac
electrophysiology (23, 24). EETs and EET-derived metabo-
lites are also involved in a host of processes related to cancer
cell behavior, angiogenesis, and tumor pathogenesis (23, 26).
Very recent data suggest that CYP2J2 promotes the neo-
plastic phenotype of carcinoma cells and may represent a
novel biomarker and potential target for therapy of human
cancers (27).

Besides these roles in the metabolism of endogenous
compounds, CYP2J2 could be involved in the metabolism
of some drugs, especially in the intestine. So far, CYP2J2
has been shown to contribute to the metabolism of three
drugs, ebastine (28, 29), astemizole (30), and terfenadine
3.
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o CYP2J2
HO N—\_)—OR —— HO

1(2’}25552233 1a R[O]=C(CH;),CH,OH
2 R=CHj3 2a R[O]=CHOH
3 R=CH,-CH; 3a R[O] = CH(OH)-CH3
3b R[O] = CHy-CH,OH
4 R =CHy-CHy-CH3 4a R[O] = CH(OH)-CHp-CHj

4b R[O] = CH»-CH(OH)-CHj
4c R[O] = CHy-CH»-CHyOH

5 R=CH,-CH=CH, 5a R[O] = CH(OH)-CH=CH,
Sb R[] = CHy-CH-CH)

5¢ R[O] = CHy-CH(OH)-CH,OH

6a, 6b, 6¢, 6d
(not structurally identified)

6 R =CHy-CH-CH,-CH3

FIGURE 1: Structure of terfenadone derivatives 1—6 and of their
products formed after oxidation by CYP2J2.

Very few data are presently available on the active site
topology and substrate specificity of CYP2J2 (2). Quite
recently, we have shown that it was possible to obtain high-
affinity inhibitors for CYP2J2 by chemical modification of
terfenadone, 1 (see Figure 1), which is an isomer of ebastine
and a derivative of the drug terfenadine (32, 33). Thus,
compound 4 was found to be a selective, competitive
inhibitor of CYP2J2 with a K value as low as 0.16 uM, and
compound 5 was found to be an efficient mechanism-based
inhibitor of CYP2J2 (33) (see Figure 1 for the formulas of
4 and 5).

In this paper we show that terfenadone derivatives, such
as 4, are good CYP2J2 substrates which are hydroxylated
by this P450 with an unexpected regioselectivity favoring
the homobenzylic position of their R chain (Figure 1).
Construction of a 3D homology model of CYP2J2 and
dynamic docking of these terfenadone derivatives in its active
site allowed us to interpret the particular affinity of some of
these derivatives, as well as the peculiar regioselectivity of
their hydroxylation by CYP2J2.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials. Terfenadone, 4-[4-(hydroxydiphenylmethyl)-
piperidin-1-yl]-1-(4-tert-butylphenyl)butan-1-one, 1, 4-[(4-
(hydroxydiphenylmethyl)piperidin-1-yl]-1-(4-methylphenyl)-
butan-1-one, 2, 4-[(4-(hydroxydiphenylmethyl)piperidin-1-
yl]-1-(4-ethylphenyl)butan-1-one, 3, 4-[(4-(hydroxydiphenyl-
methyl)piperidin-1-yl]-1-(4-propylphenyl)butan-1-one, 4, 1-(4-
allylphenyl)-4-(4-(hydroxydiphenylmethyl)piperidin-1-yl)bu-
tan-1-one, 5, 4-[(4-(hydroxydiphenylmethyl)piperidin-1-yl]-
1-(4-butylphenyl)butan-1-one, 6, and diphenyl(1-(4-(4-
propylphenyl)butyl)piperidin-4-yl)methanol, 7, were synthe-
sized as described previously (33). Reference compounds
for products 2a, 3b, and 4c were synthesized as reported
recently (33). Ebastine was provided by Pharmafarm (Paris,
France). All organic solvents were purchased from SDS
(Peypin, France) and were of the highest purity available.
NADP" and an NADPH-generating system (glucose 6-
phosphate and glucose 6-phosphate dehydrogenase) were
purchased from Boehringer-Mannheim (Mannheim, Ger-
many).

Biochemistry

Origins of Recombinant Cytochromes P450. CYP2J2 was
coexpressed with human P450 reductase in baculovirus-
infected Spodoptera frugiperda insect cells (Sf9), and mi-
crosomes of these cells were prepared as described previously
(13). Microsomes from insect cells expressing CYP3A4
(Supersomes) were purchased from BD Discovery Labware
(Woburn, MA).

Oxidation of Compounds 1—7 by CYP2J2 and CYP3A4.
Incubation Procedure and HPLC—MS—UV Analysis. The
substrate (0.1—20 #M) and microsomes of insect cells
expressing CYP2J2 or CYP3A4 (1-5 nM P450) were
preincubated for temperature equilibration at 37 °C in a
shaking bath for 2—3 min in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4, containing 0.1 mM EDTA. Incubation was started (
= 0 min) with the addition of an NADPH-generating system
(1 mM NADP*, 10 mM glucose 6-phosphate, and 2 units
of glucose 6-phosphate dehydrogenase/mL) preincubated at
37 °C for 2 min. The usual incubation times were 2—5 min
for kinetic constant determination and up to 30 min for
product identification. At ) and regularly thereafter, aliquots
(200 uL) were taken, and the reaction was terminated by
treatment with 100 4L of a cold CH;CN/CH3;COOH (10:1)
mixture. Proteins were precipitated by centrifugation for 10
min at 10 000 rpm, and the supernatant was analyzed by
reversed-phase HPLC. The apparatus for HPLC—MS—UV
analysis was composed of a Surveyor HPLC system and an
LCQ Advantage ion trap mass spectrometer (Thermo Finni-
gan, Les Ulis, France). The column used was a Kromasil
Cig column (150 x 2.1 mm, 3.5 um) (AIT, Marly, France).
The mobile phase consisted of water/acetonitrile/formic acid
(80:20:1) (solvent A) and acetonitrile/formic acid (99:1)
(solvent B), at a flow rate of 200 xL/min. Elution was
performed with a linear gradient from 0% B to 70% B in 13
min, followed by a gradient to 100% B in 4 min, and ended
by 4 min at 100% B. Elution was monitored at 254 nm for
quantification. The MS ionization was carried out using an
ESI source in positive mode, with a capillary temperature
of 275 °C, a capillary voltage of 41 V, and a spray voltage
of 5 kV. The amounts of the products were quantified by
using UV detection at 254 nm. Ky and k., parameters were
determined using Kaleidagraph software (Synergy, Pennsyl-
vania).

Identification of Oxidation Products by Tandem Mass
Spectrometry (MS? and MS?). MS? and MS? analyses were
performed with an activated broad band and the fragmenta-
tion power set to 40—50%, depending on the compound
analyzed: (1) MS? m/z 470 (M + H'), 452, 268, 250, 203,
161; (1a) MS? m/z 486 (M + H™), 468, 450, 268, 250, 219,
177; (2) MS? m/z 428 (M + H'), 410, 268, 250, 161, 119;
(2a) MS? m/z 444 (M + H™), 426, 408, 268, 250, 177, 135;
(3) MS? m/z 442 (M + HY), 424, 268, 250, 175, 133; (3a)
MS? m/z 458 (M + H™), 440, 422, 268, 250, 191, 176, 149,
131; MS? (for m/z = 191) 176 (m/z — CHs); (3b) MS? m/z
458 (M + H™), 440, 422, 268, 250, 191, 149, 131; (4) MS?
m/z 456 (M + HT), 438, 268, 250, 189, 147; (4a) MS? m/z
472 (M + H"), 454, 436, 268, 250, 205, 163; (4b) MS? m/z
472 (M + H"), 454, 436, 268, 250, 205, 161, 163; MS? (for
m/z = 205) 161 (m/z — CH;CHO); (5) MS? m/z 454 (M +
H™), 436, 268, 250, 187, 145; (5a) MS? m/z 470 (M + H"),
452,434, 250, 203, 176, 161; MS? (for m/z = 203) 176 (m/z
— CH=CH,); (5b) MS? m/z 470 (M + H™"), 452, 434, 268,
250, 203, 161, 131; MS? (for m/z = 161) 131 (m/z — CH,0);
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Biochemistry

(5¢) MS? m/z 488 (M + H™), 452, 268, 250, 221, 203, 190,
179, 161, 131; MS? (for m/z = 221) 190 (m/z — CH,OH).

Identification of Oxidation Products by 'H NMR Spec-
troscopy. The amounts of 3a, 4a, 4b, 5a, 5b, and 5c that
were sufficient for '"H NMR structure determination were
obtained from incubations of 3, 4, and 5 with rat liver
microsomes. Each incubation involved 40 mL of 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.4, containing 0.1 mM EDTA and 35
nmol of P450 (25 mg of protein from liver microsomes from
dexamethasone-pretreated rats). In the particular case of the
isolation of products 5a, 5b, and 5S¢, incubations were done
in the presence of an inhibitor of microsomal epoxide
hydrolases, 3,3,3-trichloropropene oxide (I mM) (34), to
accumulate sufficient amounts of Sb. Reaction was started
with the addition of an NADPH-generating system (I mM
NADP*, 10 mM glucose 6-phosphate, and 2 units of glucose
6-phosphate dehydrogenase/mL), lasted 1 h at 37 °C, and
was terminated by treatment with 20 4L of CH;COOH/mL
of incubate. The proteins were precipitated by centrifugation
at 10 000 rpm for 10 min. After filtration on a SepPak C18
cartridge (Waters, Massachusetts), washing of the column
with 5 mL of H,0, and elution with 2 mL of CH;OH, the
reaction products were separated by reversed-phase HPLC
using the equipment described above. The fractions contain-
ing a single product were evaporated; the residue was
dissolved in 200 uL of D,O, evaporated to dryness, redis-
solved in 100 uL of D,O saturated with Na,COs, and
extracted with 0.75 mL of CD,Cl, (except in the case of 5a,
for which CDCl; was used). The final CD,Cl, (or CDCls)
solution was studied by 'H NMR spectroscopy using a 250
MHz and, for some products, a 500 MHz Bruker instrument.
Structure determination was done on the basis of one-
dimensional '"H NMR and COSY experiments. The signals
observed for all the hydrogens of 3a, 4a, 4b, 5a, 5b, and 5S¢,
except for those of the R group, were almost identical to
those of the starting substrate (3, 4, and 5) that are described
in ref 33. The '"H NMR signals of the R group that are
characteristic of the indicated structure (Figure 1) are the
following (0 in parts per million relative to the peak for
tetramethylsilane; s, d, t, g, m, and dd stand for singlet,
doublet, triplet, quadruplet, multiplet, and doublet of doublets,
respectively): (3a) 0 = 4.81 (1H, q, J = 6.3 Hz, CHOH),
1.97 (3H, d, J = 6.3 Hz, CH;); (4a) 0 = 4.64 (1H, t, J =
7.3 Hz, CHOH), 1.73 (2H, m, CH,), 0.88 (3H, t, J = 6.8
Hz, CHs); (4b) 6 = 4.02 (1H, m, CHOH), 2.80 (1H, dd, J
= 5.1, 13.3 Hz, CH,Hy), 2.73 (1H, dd, J = 7.7, 13.3 Hz,
CH,H,), 1.20 (3H, d, J = 6.2 Hz, CHj3); (5a) 0 = 6.00 (1H,
m, CH), 5.35 (1H, d, J = 17.3 Hz, CH,H,), 5.25 (1H, d, J
= 10.3 Hz, CHOH), 5.21 (1H, d, J = 5.9 Hz, CH.Hy); (5b)
3.10 (1H, m, CHO), 2.94 (1H, dd, /= 5.0, 14.8 Hz, CH,Hy),
2.85 (1H, dd, J = 6.2, 14.8 Hz, CH,H,), 2.74 (1H, dd, J =
3.9, 5.0 Hz, CH.H40), 2.50 (1H, dd, J = 2.7, 5.0 Hz,
CH.H40); (5¢) 0 = 391 (1H, m, CHOH), 3.63 (1H, m,
CH,HyOH), 3.45 (1H, m, CH,H,OH), 2.81 (2H, m, CHa).

Homology Modeling and Model Refinement. Construction
of a CYP2J2 model was done as follows.

(1) The amino acid sequence of CYP2J2 was submitted
to the SWISS-MODEL v3.5 server in automatic mode (35).
Templates used for homology modeling were the X-ray
structures reported for CYP2A6 (9), CYP2B4 (36), CYP2CS5
(37), CYP2CS8 (4), and CYP2D6 (8) (PDB codes 1z11, 2bdm,
Inr6, 1pq2, and 2f9q, respectively). Validation of the protein

Page 154

CYP2J2 Regioselectivity and Active Site Topology C

structure (devoid of heme) was made at this early stage using
ANOLEA (38) and WHATCHECK (39), as proposed by
SWISS-MODEL.

(2) Iron protoporphyrin IX was then added to the protein
using the X-ray structure data of one of the templates
(CYP2CB).

(3) The complete structure was then optimized by 15
cycles of minimizations (1000 steps, Powell method (40))
and short molecular dynamics (MD) runs (500 ps at 50 K)
for equilibration. Then, a minimization of 2000 steps (Powell
method) was performed to obtain the final model. All
computations were performed using Sybyl software (Tripos,
Courtaboeuf, France) on an Octane 2 Silicon Graphics
workstation (Mountain View, CA) using Tripos force field
parameters. MD simulations and minimizations were carried
out in vacuo. The temperature for all MD simulations was
held to 50 or 100 K. The cutoff for the computation of
nonbonded interactions was set to 12 A.

(4) Validation of the final optimized model was performed
using PROCHECK tools (41), yielding an overall score for
the model. The stability of the model was also tested by
running a 1 ns MD simulation at 300 K in vacuo, during
which no partial unfolding of the protein secondary and
tertiary structures was observed.

Solvent-accessible molecular surfaces were calculated
using VOIDOO software from Uppsala Software Factory
(Uppsala University, Sweden) (42) with a probe solvent
radius of 1.4 A and a grid size set to 0.33 A. PYMOL
software was used for structure rendering (http://www.
pymol.org) in Figures 5—9.

Docking Procedure. The docking protocol used was based
on a soft-restrained MD approach previously described (43)
and applied to CYP2C8 (44). Briefly, in this protocol, the
substrate was placed outside the protein structure in front of
the entrance of a possible substrate access channel, its
hydroxylation site being in front of the entrance about 20 A
from the iron. The three initial orientations corresponded to
different angles (between —15° and +15°) between the mean
axis of the substrate molecule and that of the substrate access
channel entrance, globally considered as cylinders. The
choice of the substrate access channel is described in the
following paragraph. MD simulations (2 ps) were performed
in vacuo at 50 K to thermally equilibrate the substrate and
the protein without restraints applied to the system. Then a
distance-dependent constraint whose force constant values
ranged from 3 to 9 (kcal/mol)/A? was applied between the
heme iron and the substrate hydroxylation site, and MD
simulations were performed at 50 K for 200 ps. Equilibration
of the docked ligand in the active site was done by releasing
the constraint in a final MD run of 200 ps at 100 K. Final
minimization (1000 steps, conjugate gradient) was performed
to obtain the CYP2J2—substrate complexes.

Choice of the Access Channel. The docking protocol needs
a well-defined access channel through which the substrate
will be driven. After thorough examination of the CYP2J2
model and consideration of previously published work on
substrate access channels of mammalian P450’s (37, 45—
50), three possible access channels were found for CYP2J2.
Channel 1 was delineated by helices B’, G, and I and the
B’—C loop; it corresponds to the substrate access channel
previously proposed in CYP2CS (37, 45, 46). Channel 2 was
found to be located between helices F and I and the f35 sheet;
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FIGURE 2: Oxidation of terfenadone, 1, by CYP2J2 and CYP3A4.
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it is described as the solvent access channel of several P450’s
(48). Channel 3 was located on the opposite side of the cleft
bordered by the B—C loop utilized by channel 1, between
helices B” and G’ and the f3; sheet. It should correspond to
the cleft between helices B’ and G’ visible in the X-ray
structure of an open conformation of CYP2B4 (47). In a more
general manner, it corresponds to the access channel identi-
fied as “pathway 2b” by Cojocaru et al. in several mam-
malian P450’s (50). Calculation of potential energy profiles
of the CYP2J2—terfenadone complex after entrance of the
substrate through each of these channels showed that channel
3 presented the lowest energy barrier for this entry. More-
over, when decreasing the constraint force constant value
was decreased from 9 to 3 (kcal/mol)/A2 the distance
between the iron and the substrate hydroxylated carbon
remained larger than 7 A in the case of channels 1 and 2. In
the case of channel 3, the substrate came closer to the iron,
with an iron—hydroxylated carbon distance of about 4 A,
even with the lowest constraint applied. Considering these
preliminary docking results, channel 3 was chosen for
docking the terfenadone derivatives. Residues used to define
the channel entrance were Phe52, Gly84, Ile86, Valll3,
Proll5, and Asn231.

RESULTS AND DISCUSSION

Oxidation of Terfenadone Derivatives by CYP2J2. Oxida-
tion of terfenadone derivatives 1—6 by microsomes of insect
S/9 cells expressing CYP2J2, in the presence of an NADPH-
generating system, was studied by HPLC—MS. Compounds
1 and 2 led to only one oxidation product, the mass spectrum
of which exhibited a molecular ion at m/z = m/z of the
molecular ion of the starting compound + 16. A study of
the fragments of these molecular ions by MS? showed that
the oxygen atom introduced into 1 and 2 was inserted at the
level of the R substituent (Figure 1). Actually, oxidation
products of 1 and 2 exhibited HPLC and MS characteristics
identical to those of authentic samples of the alcohols derived
from a hydroxylation of the terminal methyl group of 1 and
2, 1a and 2a, respectively (Figure 1). These results are in
agreement with those of a recent study (Krausz, K. W.,
Lafite, P., et al., submitted for publication), that compared
the oxidations of terfenadone, 1, by 15 recombinant
human P450’s including CYP1Al, CYP1A2, CYPIBI,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2CIS,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2J2, CYP3A4, CYP3AS,
CYP4AL11, and CYP4F12. The latter results showed that only
three of those P450’s, CYP2J2, CYP3A4, and CYP3AS, were
efficient catalysts of the oxidation of 1. However, contrary
to CYP3A4 and CYP3AS5, which mainly oxidized 1 at the
level of its amine function with formation of dealkylation
products, CYP2J2 catalyzed the hydroxylation of the R group
of 1 (R = tert-butyl in that case) in a highly regioselective
manner (Figure 2).

Biochemistry

Oxidation of compounds 3, 4 and 6 respectively led to
two, three, and four products that exhibited molecular ions
at m/z = m/z of the molecular ion of the starting compound
=+ 16 and fragments consistent with a hydroxylation at the
level of the R substituent.

Actually, structural determination of the oxidation products
in this terfenadone series was possible in general because
of the existence of three major fragments in the MS? spectra
of these compounds (Figure 3). Two fragments resulted from
the breaking of the N—CH, (exocyclic) bond—i.e., one
corresponding to the HOCPhy-piperidinyl fragment at m/z
= 268 and the other corresponding to the (CH,);COCsHsR
fragment. A third fragment corresponding to COC¢H4R was
also formed by cleavage of the CH,—CO bond. In all
products derived from CYP2J2-catalyzed oxidations of
compounds 1—6, the two latter fragments exhibited an m/z
value equal to m/z of the corresponding starting compound
fragment + 16. This clearly showed that the oxygen atom
introduced into the substrate was systematically inserted at
the level of the CcH4R group. A further detailed analysis of
the (CH,);COC¢H4R[O] fragment using MS? and MS?
techniques showed the formation of fragments resulting from
the breaking of C—C bonds whose at least one carbon bore
the introduced oxygen atom. This allowed us to determine,
in most cases, the site of R in which an oxygen atom was
inserted (see the Experimental Procedures).

This is illustrated in the case of CYP2J2-catalyzed
hydroxylation of 3, which led to two products. The major
product was easily identified as the primary alcohol 3b (33)
on the basis of its HPLC and MS characteristics, which were
identical to those of an authentic sample synthesized previ-
ously (33). MS? and MS? analyses of the minor product
clearly showed that it was a regioisomer of 3b resulting from
a benzylic hydroxylation of 3 (fragments at m/z = 149 and
191 corresponding to COCcH4CHOHCHj; and (CH,);COC¢Hs-
CHOHCHj; and fragmentation of the latter, leading to a loss
of a methyl group, m/z = 176) (Figure 3).

One of the two minor oxidation products of 4 was also
identified as a previously described authentic compound (33),
the alcohol 4¢, by using the same HPLC—MS characteriza-
tion. One of the other products, 4b, was characterized on
the basis of MS? and MS? analyses as indicated above (the
presence of a fragment corresponding to the loss of
CH;CHOH).

Compound 5 led to two kinds of oxidation products. The
first ones, which comprise 5a and 5b, exhibited an MS
molecular ion at m/z = m/z of 5 + 16, whereas the second
one (5c¢) exhibited an MS molecular ion at m/z = m/z of §
+ 34. A more detailed analysis of their MS? characteristics
was in favor of the structures shown in Figure 1. These
HPLC—MS data showed that oxidation of 5 by CYP2J2
mainly occurred at the level of its double bond with
formation of the corresponding epoxide 5b, whose hydrolysis
by insect cell microsomes, which should contain epoxide
hydrolases (517), led to the diol 5¢. Product 5a should result
from a hydroxylation of the benzylic—allylic CH, group of
5.

Finally, the structures of all these oxidation products of
compounds 3, 4, and 5 were completely confirmed on the
basis of their '"H NMR spectra, after separation and isolation
by preparative HPLC. To obtain sufficient amounts of each
product for '"H NMR studies, compounds 3, 4, and 5 were
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upon oxidation by CYP2J2. Mass spectra were obtained from HPLC—

MS? and —MS? analysis of incubations of 20 uM 3 with 5 nM CYP2J2 and an NADPH-generating system for 30 min, as described in the
Experimental Procedures. The m/z values corresponding to 3 and its oxidation products (3a and 3b) are indicated in squares. Fragments

containing the hydroxylated carbon are indicated in bold. The m/z
is circled.

incubated with liver microsomes from rats pretreated with
dexamethasone. Such preparative experiments required rela-
tively large amounts of cytochrome P450 (up to 35 nmol of
P450 per incubation), and we did not have enough recom-
binant CYP2J2 for that purpose. Fortunately, oxidation of
3, 4, and 5 by liver microsomes led to the expected products
3a, 4a, 4b, 5a, 5b, and 5c¢ in sufficient amounts for isolation
by preparative HPLC and 'H NMR structure determination.
These products were found to be identical to those derived
from CYP2J2-catalyzed oxidations of 3, 4, and 5 on the basis
of their HPLC and MS (including MS? and MS?) charac-
teristics. The "H NMR characteristics of 3a, 4a, 4b, 5a, Sb,
and Sc completely confirmed the structures indicated in
Figure 1. The signals corresponding to the hydrogens of the
R substituent clearly showed the position of the oxygen atom
introduced into the substrate (see the Experimental Proce-
dures for a detailed description of these signals). As
mentioned above, the other oxidation products, 3b and 4c,
were identified as previously described authentic compounds
(33) on the basis of their identical HPLC and MS charac-
teristics.

As mentioned above, oxidation of 6 by CYP2J2 led to
four products that should result from the hydroxylation of
the four carbons of the butyl chain of 6. The analysis of the
mass spectra of these four products did not allow us to make
definitive conclusions about their respective structures.

Table 1 compares the kinetic constants that were calculated
for the oxidation (on the basis of the amounts of the major
product detected by HPLC—UV) of compounds 1, 3, 4, 5,
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value of the characteristic fragment for identification of compound 3a

Table 1: Kinetic Constants for the Oxidation of Compounds 1—6

by CYP2J2¢
KM kcat kcat/KM ICSOIJ
compd (uM) (min™") (M '*min~") (uM)
1 0.39 £0.01 36 +2 90 0.7+0.1
2 nd¢ nd nd 0.7+0.2
3 0.24 +£0.07 5406 23 0.6 £ 0.1
4 0.14 £ 0.02 19+1 141 0.4+£0.1
5 0.21 £0.02 23+£2 110 04+02
6 0.32 +£0.02 4245 132 0.7+£0.2

@ Kinetic constants were calculated for the formation of the major
product upon oxidation of each compound by microsomes of insect
cells expressing recombinant CYP2J2 (conditions described in the
Experimental Procedures). Values are means £ SD from three
independent experiments. ? Values previously reported (33) for the
inhibition of CYP2J2-catalyzed hydroxylation of ebastine by the
indicated compound. ¢ nd = not determined because of the formation
of too low amounts of product.

and 6 by CYP2J2. The amounts of product formed after
oxidation of substrate 2 were too low (for 2 concentrations
below 5 uM) to calculate the kinetic constants of this
oxidation. The best CYP2J2 substrate in this series of
compounds was 4 in terms both of Ky (lowest value of 0.14
=+ 0.02 uM) and of ke,/Ky (highest value of 141 min~!-uM™).
Interestingly, the variation of the Ky value as a function of
the R structure corresponded well to that of the ICsy value
previously found for the inhibition of CYP2J2-catalyzed
hydroxylation of ebastine by the same compounds (33).
Actually, the Ky value calculated for 4 (0.14 £ 0.02 uM)
was in very good agreement with the K; (0.16 £ 0.05 uM)
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Table 2: Regioselectivity of the Oxidation of the R Group of
Compounds 3—5 by CYP2J2 and CYP3A4“

regioselectivity” (%)

CYP2J2 CYP3A4
compd o p y o B Y
3 2 98 98 2
4 5 85 10 88 9 3
5 1 99 81 19

@ Oxidation conditions as described in the Experimental Procedures.
b a, B, and y indicate the position of oxidation on the R chain (Figure
1) relative to the aryl ring; i.e., the o~ and S-positions refer to the
benzylic and homobenzylic positions, respectively. In the case of
compound 5, oxidation at positions  and 7y corresponds to the
epoxidation of the double bond. Values are means from three
independent experiments.

and ICsy (0.4 £ 0.1 uM) values previously found (33) for
the inhibition of CYP2J2-dependent hydroxylation of ebas-
tine by 4, assuming that K; = ICs¢/2 for a competitive
inhibitor (52). In a more general manner the Ky, values found
for compounds 1 and 3—6 were roughly equal to 1Cs¢/2
(Table 1).

Regioselectivity of CYP2J2-Catalyzed Oxidations of Com-
pounds 3, 4, and 5. Comparison with the Corresponding
CYP3A44-Catalyzed Reactions. Table 2 shows the regiose-
lectivity of CYP2J2-dependent oxidation of 3 that led almost
exclusively to the homobenzylic alcohol 3b (98% hydroxy-
lation on the S3-carbon relative to the aryl ring). This result
could only be explained by a strict positioning of 3 in the
CYP2J2 active site, as, from a chemical point of view,
benzylic C—H bonds are much more reactive toward oxidants
than unactivated C—H bonds. This was illustrated by a
comparative study of the regioselectivity of the oxidation of
the R group of 3 by CYP3A4, which is well-known to
possess a large substrate binding site, which might allow
free substrate reorientation and thus multiple positioning of
substrates in the active site (/7, 53). CYP3A4-catalyzed
hydroxylation of the R group of 3 almost exclusively
occurred at the most reactive position, i.e., the benzylic
position (Table 2). Such completely different regioselectivi-
ties of CYP2J2 and CYP3A4 in the hydroxylation of the R
group of 3 were also observed for compounds 4 and 5, as
the CYP3 A4-dependent oxidation of the R group of 4 and 5
mainly occurred on the benzylic position (88% and 81%
regioselectivity, respectively), whereas the CYP2J2 oxidation
of these substrates mainly occurred on the homobenzylic (3)
position (85% and 99% regioselectivity, respectively, Table
2). Actually, CYP3A4-catalyzed oxidation of terfenadone and
its derivatives 3—5 mainly led to N-dealkylation products
resulting from an oxidation occurring at the level of their
amino function (Figure 2). In the following, we will only
discuss the regioselectivity of the minor CYP3A4-dependent
oxidation that occurs at the level of the substrate R group
for comparison with oxidations by CYP2J2.

The above data revealed two main differences between
CYP2J2 and CYP3A4 as catalysts for the oxidation of
terfenadone derivatives. The first difference had been
described already in the case of terfenadone itself and was
also observed in the case of its derivatives 3—5. It is related
to the ability of CYP2J2 to only oxidize the R substituent
of the terfenadone derivatives, whereas CYP3A4 is much
less selective as it oxidizes both the amine function (major

Biochemistry
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FIGURE 4: Regioselectivity of the hydroxylation of compounds 4
and 7 by CYP2J2.

pathway) and the R group of the same compounds. The
second difference between CYP2J2 and CYP3A4 concerned
their very different regioselectivities in the oxidation of the
R group of terfenadone derivatives, as CYP2J2 mainly
oxidizes the homobenzylic position, whereas CYP3A4 favors
benzylic oxidation.

The regioselectivity of CYP3A4 seems to be dictated by
the intrinsic chemical reactivity of the different parts of the
terfenadone-derived molecules, which varies as follows:
tertiary amine function > benzylic C—H bonds > unactivated
C—H bonds (including homobenzylic C—H bonds). This is
presumably due to the wide substrate binding site of
CYP3A4, which permits several positionings of the substrates
relative to the iron—oxo hydroxylating species. At the
opposite, the highly regioselective oxidation of terfenadone
derivatives by CYP2J2, which occurs on the poorly reactive
homobenzylic C—H bonds, can be attributed to a unique,
very strict positioning of these substrates in its active site.

Influence of the Presence of the Keto Group of Terfena-
done Derivatives on the Regioselectivity of Their Oxidation
by CYP2J2. Previous studies on the inhibitory effects of a
series of terfenadone derivatives toward CYP2J2 have shown
the importance of the presence of a keto group para to the R
substituent for a good recognition by CYP2J2 (33). For
instance, compound 7 (Figure 4), which results from a
complete reduction of the keto function of 4, exhibited an
ICs value for CYP2J2-dependent ebastine hydroxylation 10
times higher than that of 4 (33). An HPLC—MS study of
the oxidation of 7 by microsomes of insect cells expressing
CYP2J2, under conditions identical to those previously used
for the oxidation of compounds 1—6, showed that CYP2J2
catalyzed the hydroxylation of the R group of 7 with a
regioselectivity different from that found in the case of 4
(Figure 4). The loss of regioselectivity observed in the case
of 7 corresponds to a marked increase of the benzylic
hydroxylation.

These data indicate that the very strict positioning of
terfenadone derivatives in the CYP2J2 active site, which
would be at the origin of the high regioselectivity of this
enzyme in favor of homobenzylic C—H bonds, implies, at
least in part, a binding of the keto group in the CYP2J2 active
site.

Construction of a 3D Model of CYP2J2 by Homology
Modeling. In a preliminary step, the SWISS-MODEL
software, available at the address http://swissmodel.expasy-
.org, was used to build 3D models of CYP2 proteins whose
X-ray crystal structures had been recently published (CYP2CS,
CYP2B4, and CYP2C9). This was done to further validate
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FIGURE 5: 3D model of the substrate binding site of CYP2J2 and
cavity contours. The active site is viewed perpendicular (top) and
parallel (bottom) to the heme. The heme is represented by red sticks
with the iron atom shown as a van der Waals sphere. The active
site cavity surface is rendered with a green mesh calculated using
VOIDOO (42) with a probe size of 1.4 A. Portions of the structural
elements of the protein surrounding the active site (helices A, B/,
F, and [; B, and 34 sheets) are rendered as green (helices) or yellow
(sheets) cartoons. Portions of the B’—C and K—p, loops are
rendered as gray ribbons. The residues bordering the cavity are
shown (sticks), with side chain atoms colored in gray for carbon,
red for oxygen, blue for nitrogen, and orange for sulfur.

the method which had been previously used to build models
of CYP2B6 (54), CYP2EL (55, 56), and CYP11A1 (57) and
to find the most appropriate parameters for producing

F Helix

I Helix

CYP 2J)2

CYP2J2 Regioselectivity and Active Site Topology G

accurate models. For instance, a model of CYP2B4 was
constructed from a combination of three CYP2 templates
(CYP2A6, CYP2C8, and CYP2C9; PDB codes 1z10, 1pq2
and log2, respectively). The root-mean-square (rms) devia-
tion of the peptide backbone atoms between the resulting
model and the X-ray structure published for CYP2B4 in a
closed conformation (58) (PDB code 1suo) was found to be
1.05 A, whereas the sequence identities between CYP2B4
and the X-ray templates were 53%, 54%, and 51% for
CYP2A6, CYP2C8, and CYP2C9, respectively.

A 3D model of CYP2J2 was then built using a combina-
tion of the X-ray structures of CYP2A6, CYP2B4, CYP2CS,
CYP2C8, and CYP2D6 (PDB codes 1z11, 2bdm, 1nr6, 1pq2,
and 29q, respectively) as templates. The choice of these
templates was made to start from the greatest possible
diversity of subfamilies in CYP family 2 (CYP2A, CYP2B,
CYP2C, and CYP2D) and from structures of CYP2’s with
(CYP2A6—methoxalene, CYP2B4—Dbifonazole, CYP2C5—
diclofenac) and without (CYP2C8, CYP2D6) substrate.
Sequence identities of the templates with CYP2J2 varied
from 41% to 44%. Final optimization of the model was done
by several cycles of MD simulations in vacuo and energy
minimizations. Optimization of the model was followed by
validation of the geometry of the model using PROCHECK
tools (47) that give an overall score for the model. A structure
is considered to be of sufficient quality if its PROCHECK
score is below the limit of 0.5. The score obtained for the
CYP2J2 model was 0.29, which was within the score range
calculated for the templates (X-ray structures) with the same
method (from 0.17 to 0.39). Ramachandran plots also gave
a good reliability of this model with 81% of the residues in
the most favored region (to be compared with 84—90% for
the templates).

The global folding of the protein in the final model was
very similar to that found in previously described X-ray
structures of CYP2’s (59), as expected if one considers the
construction method based on CYP2 templates. The substrate
binding site appeared as a truncated cone between the I, B’,
F, and F’ helices with an extension up to the 3; sheet (Figure
5). The volume of the cavity corresponding to the solvent-
accessible molecular surface was calculated using VOIDOO
and found to be 945 A3, It is larger than that reported for
CYP2D6 (540 A3, PDB code 2f9q (8)) but smaller than that

CYP 2C9

FIGURE 6: Comparison of the active sites of CYP2J2 and CYP2C9. The active site cavities for CYP2C9 (PDB code 1r90) and CYP2J2
model were calculated using VOIDOO (42) and are represented as gray mesh. The heme is rendered in sticks, and the F and I helices are
rendered as ribbons. The arrows indicate the width of the active site cavity available to the substrate in close proximity to the heme.
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K"-By Loop

FIGURE 7: Detailed distal view of the amino acid residues
determining the access to the heme in the CYP2J2 active site. The
amino acid residues that delineate the active site near the heme are
rendered in van der Waals spheres.

calculated for CYP2CS8 (1438 A3, PDB code 1pq2 (4)). The
part of this cavity that is close to the heme and leads to a
possible access to the iron is markedly narrower than in other
CYP2’s, such as CYP2CS (37), CYP2CS8 (4), or CYP2C9
(3). Figure 6 illustrates this particular characteristic of
CYP2J2 by comparing the access to the heme in the active
site cavity in CYP2J2 and CYP2C9. This restricted access
to the heme is due to the presence of a crown of bulky amino
acid residues 1127, F310, A311, T315, 1375, 1376, and V380
that are in close proximity to the heme (Figure 7). They form
a small, hydrophobic tunnel which is the only possible access
to CYP2J2 iron for the substrates.

Docking of Terfenadone Derivatives in the CYP2J2 Active
Site. Docking of compounds 1—4 and 7 in the CYP2J2 active
site. model was performed using the soft-restrained MD
docking method described previously (43) and applied to
CYP2C8 (44). The interest of this method, which follows
the substrate from its entrance into the substrate access
channel to its final positioning close to the heme, is to take
into account possible conformational changes of the protein
and of the substrates that may occur after the entrance of
the substrate into the access channel. The different steps of
this protocol and the method used for choosing the most
appropriate substrate access channel are described in the
Experimental Procedures. The channel used for dynamic
docking was delineated by helices B’ and G” and the /3, sheet
and corresponded to the access channel identified as pathway
2b by Cojocaru et al. observed in several mammalian P450
X-ray structures (50). Each substrate was docked three times
by changing the initial substrate orientation. Using this
protocol, the substrate positioning most often found (80%
of the docking experiments) for all the studied compounds
is shown in Figure 8 in the case of terfenadone. In this model
of the CYP2J2—terfenadone complex, the hydrophobic
terminal part of 1, which involves the fert-butyl group, is in
contact with some of the amino acid residues constituting
the hydrophobic, narrow tunnel of access to the heme—i.e.,
1127, F310, 1376, and V380. The keto function of 1 is well
positioned to establish one or two hydrogen bonds with the
guanidine moiety of R117. The (CH,); chain of 1 is in contact
with M116. Finally, the two phenyl groups of the terminal
Ph,COH moiety are in a hydrophobic region formed by
several leucine residues (L378, L402, and L83). The terminal
OH group of 1 is located in a small, less hydrophobic pocket
of this region containing T488, even though it seems to be
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FIGURE 8: Schematic positioning of terfenadone, 1, in the active
site of CYP2J2. Hydrophobic interactions are shown in red, the
hydrogen bond between the keto function of 1 and Argl17 is drawn
in blue, and putative polar interaction with Thr488 is represented
in green.
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Table 3: Distances Calculated between Iron and the Carbon Atoms
of R in CYP2J2—Terfenadone Derivative Complex Models”

distances (A)
substrate Ca Cs Cy

3 3,1 0,1 3901
(2%) (98%)

4 49+0.2 3.8+0.1 4.6 £0.1
(5%) (85%) (10%)

7 42405 44+£05 4.6 £0.5
(33%) (66%) (1%)

“q, 3, and y positions relative to the phenyl ring. Values are means
+ SD from three structural models obtained from various docking
procedures where the initial position of the substrate was changed.
Values in parentheses, drawn from Table 2, refer to the regioselectivity
of CYP2J2-catalyzed hydroxylation of the carbons of the R chain for
each substrate.

too far away to establish a hydrogen bond with the oxygen
atom of this threonine (O—O distance of 6 A).

Docking of compounds 2—4 led to positionings of these
substrates in the CYP2J2 active site highly similar to that of
terfenadone. The distances between the iron and the carbon
atoms of the R group are compared in Table 3. Their absolute
values must be considered cautiously as they derive from a
model. However, they are in the range of distances (4—5 A)
expected for a hydroxylation of the corresponding C—H
bonds by the P450 iron—oxo species (48). More interestingly,
a comparison of the Fe—C distances for a given substrate
allowed one to explain the surprising CYP2J2 regioselectivity
mentioned above (see Table 3). Thus, the Fe—Cp distance
found in the case of 3 is more than 1 A shorter than the
Fe—C, distance, in agreement with the high regioselectivity
that was observed in favor of homobenzylic hydroxylation.
In the case of 4, the order of the Fe—C distances completely
corresponds to the hydroxylation regioselectivity: Fe—Cjp
< Fe—C, < Fe—C, for an 85:10:5 regioselectivity.
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FIGURE 9: Comparison of the positioning of 4 (A) and 7 (B) in the CYP2J2 active site. H-bonding between the keto group of 4 and Argl17

is indicated by dashed lines.

Docking of compound 7 in the CYP2J2 model led to a
slightly different positioning of the propyl chain relative to
the heme, when compared to that of 4 (Figure 9). The loss
of the interaction with R117, which was important in the
CYP2J2—4 complex, leads to a much greater flexibility of
the terminal part of 7 in the active site and allows the
benzylic carbon (C,) to be closer to the iron, as shown by
the Fe—C, distance, which is shorter in the CYP2J2—7
complex than in the CYP2J2 complexes with either 3 or 4
(Table 3). This should be at the origin of the lower
regioselectivity of CYP2J2-dependent hydroxylation of 7.
Actually, in the case of 7, the order of the Fe—C distances
does not fit to the observed hydroxylation regioselectivity
as well as in the case of 3 and 4. However, presumably
because of the greater flexibility of the aryl—R part of 7 in
the CYP2J2 active site, the error in the Fe—C distance
determination is much higher than in the case of 3 and 4.

CONCLUSION

The specific behavior of CYP2J2, in terms of its recogni-
tion of terfenadone derivatives as inhibitors (33) and its
regioselective oxidation of several of those derivatives
(shown in Figure 1), can be explained by considering the
CYP2J2 3D model described above.

The surprising regioselectivity of CYP2J2-catalyzed oxi-
dation of compounds 3—35, which is strongly in favor of the
weakly reactive homobenzylic position of the R chain, can
be explained by the shape of the CYP2J2 active site, leading
to a severely restricted access to the iron. The presence of a
small channel constituted by several bulky amino acid
residues (1127, A311, 1375, 1376, and V380) just above the
heme would only permit the access to iron of the terminal
part of the R chain. This access would also be controlled by
a hydrogen bond between the keto function of the terfena-
done derivatives and arginine 117. This would explain the
loss of regioselectivity observed in CYP2J2-catalyzed hy-
droxylation of compound 7.

The main structural features that appear to be important
for recognition of terfenadone derivatives, as inhibitors (33)
or as substrates (this work) of CYP2J2, are (i) the existence
of a small hydrophobic terminal chain (R = propyl leads to
the highest affinity), (ii) the presence of a keto substituent
on the phenyl ring, para to the R group, and (iii) the existence
of a hydrophobic moiety at the other extremity of the
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substrate. The present 3D model of CYP2J2 explains the
high affinity of compounds such as 4 (Ky = 0.14 uM (this
work), K; = 0.16 uM (33)), as they have the proper length
and shape to fill the CYP2J2 active site cavity. The R =
propyl chain of 4 is particularly well adapted to establish
favorable hydrophobic interactions with the narrow hydro-
phobic protein channel close to the heme. Moreover, the keto
group of 4 is well positioned to establish hydrogen bonds
with R117 (Figure 8). Removal of this keto group (as in 7)
leads to a 10-fold increase of the ICs, value (33). Introduction
of polar alcohol, ether, or amide functions into R was also
shown to lead to a dramatic decrease of the affinity (33),
presumably because of steric hindrance and loss of hydro-
phobic interactions in the narrow hydrophobic channel.
Finally, removal of the HOCPh, terminal moiety of the
molecule was found to cause a 19-fold decrease of affinity
(33). On the basis of the model of Figure 8, this would be
explained by the loss of several, favorable, hydrophobic
interactions of the CPh, group with a series of leucines of
the active site (Leu83, Leu378, and Leu402).

Supplementary experiments, using site-directed mutants,
are required to confirm this molecular description of the
interactions between CYP2J2 and its substrates and inhibi-
tors. However, the aforementioned results, particularly the
3D model proposed for CYP2J2—substrate interactions,
should be important tools (i) to find even more selective and
high-affinity substrates and inhibitors, (ii) to interpret or to
predict the metabolism of xenobiotics, including drugs, by
CYP2J2, and (iii) to discover new possible endogenous
substrates of this enzyme.
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Le CYP 2J2 est majoritairement exprimé dans le cceur et lasstisssculaires. |l catalyse la for-
mation des EETs qui sont des médiateurs importants dansndieraases cascades de signalisation;
ces EETs sont notamment impliqués dans la relaxation \aise{l’oie EDHF) et dans la protection
du tissu vasculaire dans des situations de stress, enybi@rtioxydant (cf. chapitré). Le but des
études qui suivent a été de savoir quelles molécules ing@igidans les voies de relaxation vasculaire
(voies de 'EDRF, de 'EDHF et des prostaglandines) et, deienarplus générale, dans la cascade
arachidonique, étaient susceptibles d’interagir avec |® @¥2. Les effets de I'acide linoléique ont
€également été étudiés, car cet acide et les époxydes qurigardént des propriétés cytotoxiques
importantegyBylund et al., 1998a,b; Moran et al., 2000)

Les Ckg de ces molécules vis-a-vis d’'une activité du CYP 2J2 (hydedign de I'ébastine) ont
été mesurées. Certains de ces composés étaient connus cabstrats du CYP 2J2 (acides arachi-
donique et linoléique, 15-HPETE, cf chapitle Dans ces cas patrticuliers, le but de ce travail a été
d’avoir une idée de I'affinité de ces substrats pour le CYP @dfs la mesure ou les résultats décrits
dans la littérature ne donnaient pas acceskgyet keo: de leur transformation par le CYP 2J2.

La biosynthese des EETs au niveau vasculaire fait aussverte d’autres P450s, en particulier
les CYP 2C8 et 2C9. Nous avons réalisé une étude comparée desleffs molécules mentionnées
plus haut surles CYP 2C8, 2C9 et 2J2 (en complétant ce qui agddtitprécédemment au laboratoire
sur le CYP 2CgMarques-Soares, 2002)

V-1 Effets des dérivés issus de la voie de biosynthese de NO sur
les CYP 2C8, 2C9 et 2J2.

La synthese du monoxyde d’azote NO est assurée dans letesadindothéliales par la NO-
synthase endothéliale (eNOS). Comme les deux autres ise$ode NO-synthases (NOS), la eNOS
catalyse I'oxydation de I'arginine en N-hydroxyarginiddé@HA), puis en citrulline, comme l'indique
le schéma V.1.

Arginine N-Hydroxy-Arginine Citrulline
(NOHA)
COOH COOH COOH

NH, NH, NH,

NADPH, Ht 0,5 NADPH, Ht .

EE—— E—— + NO
N N N

HZNr< H 2N~<

© “NH NOH

g ONOO™
H2N

(0]

Figure V.1 -Mécanisme reactionnel de synthese du monoxyde d’azote pasl&lOS

2

Le monoxyde d’azote se dégrade rapidement dans les cedludieshéliales (i, ~ 5 s), pour for-
mer tres majoritairement des ions nitrites, qui sont gdaérant oxydés partiellement en nitrates en
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milieu enzymatique oxydarftgnarro, 1990; Ignarro et al., 1993 ar ailleurs, la présence simultanée
d’anion superoxyde g)et de monoxyde d’azote peut mener a une réaction tres rajndela vitesse
est limitée par la diffusionkd 10°M~1.s71), conduisant a I'ion peroxynitrite ONOO

Les constantes d’'inhibition Gg vis-a-vis des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 ont été mesurées pour tous les
dérivés impliqués dans la chaine de biosynthese et de dégnadu monoxyde d’azote (tableau V.1).

Tableau V.1 -Constantes inhibitrices a 50 % des dérivés des voies de bigghese et de dégrada-
tion de NO.

L Clso(uM)

Inhibiteur ~vpocg cyp2ce CYP 202

Arginine > 550 n.d. > 200

Citrulline > 550 n.d. > 200

N-hydroxyarginine > 550 n.d. > 200

NO 6+ 2 2545 260+ 20

NO, >550 n.d. >500

NO, 360 n.d. >500

ONOO™ 100+ 12 n.d. 65+ 4

(a) : Les valeurs limites indiquent une inhibition inféniewd 50 % pour la concentration indiquée.
n.d.: non déterminée.

Parmi tous les composés testés, seuls le monoxyde d’azetpetoxynitrite présentent desggl

inférieures a 10QUM :

— La Clgg de NO est environ 40 fois plus importante pour le CYP 2C8 que @YP 2J2.
Une étude précédent®arques-Soares, 2002) montré que l'inhibition du CYP 2C8 par le
monoxyde d’azote était compétitive, par fixation réeveesid NO sur le fer de 'héme. D’autre
part, le tableau V.2 montre que, parmi les P450s vascujdr€3YP 2C8 présente la meilleure
affinité pour NO.

Tableau V.2 4nhibition de certaines isoformes de P450s par NO
P450 2BE 2C8 2C9 2EP 2J2 3A4
Clsp 8a60uM 6+2 25+5 >150¢ 260+20 > 150
Outre la valeur obtenue pour le CYP 2J2, les autres donnésgepnent de la thése de C. Marquddarques-Soares,

2002) ou de la littérature (a) Wink et al., 1993 (b) : Gergel et al., 1997
(c) moins de 50 % d’inhibition observée a 1M.

— On observe une tendance inverse pour I'ion peroxynitc&eClsg pour le CYP 2J2 est Iégeére-
ment plus basse que celle mesurée pour le CYP 2C8. Cette inhibémble dépendre peu de la
concentration en substrat, comme l'indique le graphiq@es¥ne semble pas étre compétitive,
ce qui est peu surprenant, au vu de la tres grande réactiitéque de I'anion peroxynitrite,
qui doit conduire a une inactivation de 'enzyme.
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Figure V.2 —Inhibition de I'hydroxylation de I'ébastine par ONOO .

V-2 Effets des acides arachidonique et linoléique.

Pour savoir dans quelle mesure les différentes isoform@«86s participaient a I'époxydation de
I'acide arachidonique au niveau vasculaire, il nous a sénmbportant de déterminer I'affinité de cet
acide gras vis-a-vis des P450s 2C8, 2C9 et 2J2. Par aillews avons €également déterminé I'affinité
de I'acide linoléique, dont I'oxydation peut étre reliéergeprotection des tissus vasculai(@ang
et al., 2001; Moran et al., 2000hais également a une cytotoxicité, a haute concentrgiftmran
etal., 2000)

Nous avons mesuré lesd4glde ces deux acides gras pour les trois isoformes de P450éexud
Les activités diclofénac 4’-hydroxylase et ébastine hyyliase ont été utilisées comme activités en-
zymatiques de référence pour les cytochromes P450 2C9 ee3p2ctivement. Dans le cas du CYP
2C8, la N-déséthylation de I'amodiaquine a été préférée athy@roxylation du taxol, car la détec-
tion de I'hydroxy-taxol est rendue difficile par la présenes acides gras.

Le tableau V.3 compare les £gldes acides arachidonique et linoléique vis-a-vis des CYP 2C8,
2C9 et 2J2 exprimés dans des cellules d’'insectes.

Tableau V.3 -Constantes inhibitrices a 50 % des acides arachidonique enloléique vis-a-vis des
CYP 2C8, 2C9 et 2J2, exprimés dans des cellules d’insectes

Clso (HM)
P450 Acide Arachidonique Acide linoléique
2C8 14+ 4 18+ 1
2C9 18+ 3 8+ 2
2J2 48+ 1 86+ 5

Les valeurs obtenues pour l'acide arachidonique vis-&es CYP 2C8 et 2C9 sont en accord
avec les valeurs d€,, de I'époxydation de cet acide gras par ces P450s données jttérature (6
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et 14uM, respectivemenfBarbosa-Sicard et al., 2005ki I'on admet une inhibition compétitive de
ces P450s par I'acide arachidonique (dans c&gas K ~ Clsp/2). Il est a noter que les deux acides
gras testés semblent étre moins affins pour le CYP 2J2 quegoBAbO0s de la famille 2C.

V-3 Effets des dérivés de la cascade arachidonique sur les CYP
2C8, 2C9 et 2J2.

L'étude des effets éventuels des composés impliqués daasdade arachidonique sur les activi-
tés enzymatiques des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 a été realisée en deex. diut d’abord, un screening
rapide des effets inhibiteurs de ces composés a une coatientde 50uM a permis d’identifier des
inhibiteurs potentiellement affins de ces CYPs. A la suiteate@tude préliminaire, une mesure des
Clsp pour ces bons inhibiteurs a été réalisée pour comparerflagés relatives vis-a-vis des P450s
€époxygénases vasculaires.

Deux groupes de dérivés ont été testés, au vu du métabolestizedie arachidonique (voir figure
[.22 de l'introduction). Une premiere série de composeg@aeme les prostaglandines PGEPGH
et la prostacycline PGl(figure V.3). La prostaglandine PGHvasocontractante, est le composé preé-
curseur de biosynthése des deux prostaglandines BEGEG)H. Aucune de ces trois prostaglandines
(50 uM) ne semble inhiber les trois isoformes de P450s, indiquaatfaible affinité de ces composés
pour les CYP 2C8, 2C9 et 2J2.

o PGE2 Activité résiduelle
100 %- _I__I_ =2C8
_\\‘\:/\/\
COOH F1 EEHT L oo
- 80 %-| —I—
HO : 0232
OH PGH2
Oy \\‘\_/\/\ 60 %-
A
/ e

¥ 40 %
OH
20 %]

|
O
COOH
of
N PGl»
o PN 0%
OH

Figure V.3 —Inhibition des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 par les prostaglandines PE,, PGH, et PGl
(50 uM).

PGE) PGl PGH,

Une autre série de composés testés comme inhibiteurs des C&,R29 et 2J2 a été constituée
des dérivés issus des voies lipoxygéenases et P450s epasggethydroperoxydes HPETE, leuco-
triene LTB;,, alcools HETE et époxydes EET). Les variations d’activibdéervées pour une concen-
tration en inhibiteur de 5(M sont indiquées dans la figure V.4.
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Activité résiduelle
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Figure V.4 —Inhibition des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 par certains dérivés de laascade arachido-
nique (concentration de 50uM). * : non mesuré.

A partir de ces données, les composés les plus inhibitewrkateine des isoformes ont été sélec-
tionnés et leur G ont été déterminées (tableau V.4). Les concentrations lestrait étaient fixées a
la valeur de I&Ky, afin de pouvoir comparer les £l

Tableau V.4 —Cl5g mesurées pour certains dérivés de la cascade arachidoniqués-a-vis des

CYP 2C8, 2C9 et 2J2

n.d.: non déterminée

ey Clso(uM)
Inhibiteur ~vp 508 cyP2co CYP 232

5-HETE nd. nd_ 2512
15(S)}-HETE  26:4  n.d. n.d.
15(R)-HETE 958  n.d. n.d.
1112-EET  41+7  nd. 2544
1415-EET 75012 7,0+£18 842
15(S)-HPETE 8t 2 nd. 3447
LTB, 40+3  nd n.d.

Plusieurs valeurs de €g sont remarquables :

— Le 15(S)-HPETE, malgré sa forte réactivité due a sa fondtdroperoxyde, n’inhibe signi-
ficativement le CYP 2J2 qu’'a des concentrations relativeréviees (GJo = 34 uM), alors
gue son pouvoir inhibiteur est plus important vis-a-vis duRCXC8 (Ckp = 8 uM). On peut
noter que cet hydroperoxyde a un effet inhibiteur plus irtgarque I'alcool correspondant.
Cette fonction hydroperoxyde ROOH mise en présence d’urchytme F&' peut subir une
coupure homolytique et former un radical RQui peut dégrader I'hnémoprotéine en se fixant
irréversiblement sur ’'héme ou sur I'apoprotéifiea et al., 1993; Yao et al., 1993; Barr et al.,

1996)

— Le leucotriene B, impligué dans les phénoménes d’inflammation, posséde finiéarelati-
vement moyenne pour le CYP 2C8, et est mal reconnu par le CYP 2J2.
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— Les deux époxydes d’acide arachidonique testés sonivestent affins pour les trois iso-
formes. Il est a noter que le régioisomere 14,15-EET possademeilleure affinité (de 2 a
5 fois) par rapport au 11,12-EET, pour les deux isoformes CE® & CYP 2J2, alors que les
deux isomeres sont formés en quantité équivalente par les2C8P2C9 et 2J2.

V-4 Discussion et conclusion.

De toutedes molécules impliquées dans les voies de relaxation vakite (voie EDRF, voie
des prostaglandines et voie de TEDHi)nt les effets vis-a-vis des CYP 2C8, 2C9 et 2J2 ont été
étudiésci-dessus, c’est-a-dire :

— les différents composés apparaissant lors de la biosyattda biodégradation de NO (arginine,

citruline, NOHA, NO, NG, NO; et ONOQO"),

— certains composés apparaissant dans la cascade araghej@oit :

e 'acide arachidonique lui-méme,

e via la voie des cyclooxygénases (PGS BGH, et PG)),

e via la voie des lipoxygénases (5-, 12- et 15-HETE, 15-HPEMHB,)
e via la voie des époxygénases (11,12- et 14,15-EET),

seules quelques unes ont des gglinférieures a 50 uM. Il s’agit de NO, des 15(S)-HETE et
HPETE, du LTB,, des 11,12- et 14,15-EET, ainsi que des acides arachidoeiginoléique pour le
CYP 2C8. Il ne s’agit que du 5(S)-HETE, du 15(S)-HPETE, desZ-1et 14,15-EET et de I'acide
arachidonique pour le CYP 2J2 (voir tableau V.5).

Tableau V.5 -Dérivés testés présentant une G} inférieure a 50 uM, vis-a-vis des CYP 2C8, 2C9
et2J2

CYP2C8 CYP2C9 CYP 232

NO + + -
ONOO~ - n.d. -
PGE, PGH, PGh - - -
5-HETE - - +
15(S)-HETE + ; ;
15(R)-HETE - n.d. -
15(S)-HPETE + n.d. +
LTB4 + - -
11,12-EET + n.d. +
14,15-EET + + +
Acide arachidonique + + -
Acide linoléique + + -

+:Clsg<50uM; - : Clgg > 50 uM.
n.d.: non déterminée

L'acide arachidonique est substrat des CYP 2C et du CYP 2J2 (cf. chapjtiémontre une plus
grande affinité pour les CYP 2C que pour le CYP 2J2. Le rappor€iiganesurées est d’environ 4,
ce qui suggere gu’a faibles concentrations en acide arawcigjde, les CYP 2C8 et 2C9 pourraient étre
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les enzymes majoritairement responsables de la formagerE@Ts. Il faudrait toutefois connaitre
les constantekg,t des réactions d’époxydation de I'acide arachidonique parRA50s pour pouvoir
conclure. Ces constantes ne sont pas connues a I'heurdagiol le CYP 2J2, et nous n’avons pas
eu le temps, a la fin de ce travail de these, de faire les étadsseq longues) correspondantes.

L'acide linoléique a une affinité aussi bonne (voire meilleure pour le CYP 2C9) @oide ara-
chidonique pour les CYP 2C8 et 2C9. Dans certaines patholdgesa un stress oxydant (brulGres,
choc systémique, ...), cet acide gras semble jouer un r@ertiant dans la cytotoxicité résultante,
a des concentrations élevées (100-p00). Des travaux montrent également I'implication possible
des époxydes d’acide linoléique dans cette toxi@éran et al., 2000Mais a faibles concentrations
(5nM-5uM), I'acide linoléique et ses époxydes peuvent diminuey$e Icellulaire, et protéger ainsi
les tissusg(Yang et al., 2001)Lors d’'un stress oxydant, 'augmentation importante deitie lino-
Iéique aurait donc moins d’influence sur I'activité catajye du CYP 2J2, par rapport aux CYP 2C,
permettant ainsi a cette enzyme de jouer son role protedemuvaisseaux, en formant les EETSs.

NO et ONOO sont les deux seules especes impliquées dans la voie EDREEunent inhiber
efficacement les CYP 2C8 et 2J2.

— Le monoxyde d’azote NOest un bien meilleur inhibiteur du CYP 2C8 que du CYP 2J2 (rap-
port des Cdg supérieur a 40). A des concentrations comprises entre 100gt¥, NO inhibe
tres fortement le CYP 2C8 alors qu'il n’a pas d'effet significaur le CYP 2J2. Dans les
vaisseaux présentant une forte activité de production dg\{@ EDRF trés active), la for-
mation des EETs devrait étre majoritairement dépendant@¥t® 2J2 dans la mesure ou les
CYP 2C seraient inhibés par NO. Dans cette situation, le CYPnRJerait que minoritai-
rement impliqué dans la relaxation vasculaire via 'EDHFpdurrait par contre assurer une
synthese plus « basale » des EETs pour des roles physiosgamtres que la relaxation (anti-
inflammatoires, anti-thrombotiques, cf chapitjeA l'inverse, dans des situations vasculaires
de trop faible production de NO (voie EDRF peu active dans deat®ns pathologiques de
faible activité des eNOS, ou cas des vaisseaux de faibleadiafiNagao et al., 1992; Shi-
mokawa et al., 1996) dans lesquelles la voie EDHF jouerait un réle compensafmur la
relaxation vasculair@Bauersachs et al., 1996 biosynthése des EETs pourrait étre fortement
dépendante des CYP 2Cs et ne dépendrait que de fagcon mirodtalLYP 2J2. Ces sugges-
tions qui dérivent de nos résultats restent a établir pagtigtes de systémes biologiques plus
complexes (cellules endothéliales, tissugivo). De telles études sont d’autant plus nécessaires
que d’autres effets peuvent intervenir dans l'interacéotre les voies EDRF et EDHF, comme
I'effet inducteur de NO vis-a-vis de certains P450s (4A od &Jez le ratYaghi et al., 2004;
Tunctan et al., 2006)

— Le peroxynitrite est une espéece chimique trés réactive susceptible de maldifiacon irréver-
sible de nombreuses protéines, par oxydation ou nitrgt@assina et al., 2000; Daiber et al.,
2000a,b) Ainsi, le K; d’inactivation de la prostacycline synthase par ONO€st de I'ordre
de 50 nM (Zou et Ullrich, 1996) Certains travaux ont montré que le CYP 2J2 pouvait étre
impligué dans une protection des tissus vasculaires saaunnisfort stress oxydant, (hypoxie-
réoxygeénation, ...fYang et al., 2001; Spiecker et Liao, 200bh bonne résistance des CYP

Page 171



CHAPITRE V. CYP 232 ET RELAXATION VASCULAIRE

2C8 et 2J2 a l'inhibition par ONOO (Clsg supérieures a 6QM, tableau V.1) suggere que,
méme en présence d’'un stress oxydant important et a desntoataans en ONOO de 1 a
50 uM, le CYP 2J2 pourrait continuer a jouer un réle de protectiorsynthétisant les EETs
qui ont des activités anti-inflammatoires et anti-throndpes.

Les composés issus de la vailooxygénaseestés ici, les prostaglandines P& RGE et PGh
n'ont pas d’effet inhibiteur significatif sur les CYP 2C8, 2C242. lIs ne devraient pas avoir d’effets
directs importants sur la biosynthése des EETs dans leeais€ependant, les époxydes formés
par le CYP 2C9 peuvent, eux, influer sur la formation des préstages, notamment en induisant
I'expression de la cyclooxygénase 2, catalysant la fownatie la prostaglandine PGEMichaelis
et al., 2005)

O

Acide Arachidonique mH

15-Iipoxygénasei

o)
15-HPETE OH
—
OOH
/ CYP 2J2 \
15-H-11,12-EET O 11-H-14,15-EET O
o OH o OH
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o) OH HO o}

sEHl l sEH
(e} O
OH o o OH
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11,12,15-THETA 11,14,15-THETA

Figure V.5 -Voies de synthése des triols dérivés de I'acide arachidoniq, d’apres (Pfister et al.,
2003b). sEH : Epoxyde hydrolase soluble ; THETA : Acide Trihydroxy@satriénoique.

Parmi les dérivés issus de Vaie lipoxygénaseseuls less-HETE et 15-HPETE ont des Cig
inférieures a 5QuM vis-a-vis du CYP 2J2. Un travail réalisé en collaboratior@des équipes amé-
ricaines, dont la publication corresponda(®ister et al., 2003bgst insérée en annexe A a montré
l'implication du CYP 2J2 dans I'isomérisation du 15-HPETEdex hydroxy-époxydes d’acide ara-
chidonique, les 11-hydroxy-14,15-EET et en 15-hydroxyt21EET (voir figure V.5). Cette réaction
est suivie d’'une hydrolyse de ces époxydes, probableméalysée par des époxydes hydrolases
pour donner deux triols, les acides 11,14,15- and 11,12ritfrdroxyeicosatrienoiques (THETA).
Les deux hydroxy-époxydes et les deux triols correspomsdsonit vasorelaxants, et pourraient parti-
ciper au mécanisme EDHfPfister et al., 1998; Campbell et al., 2003)

Le leucotriene By n'a pas d’effet significatif sur I'activité du CYP 2J2, alors'igjinhibe le CYP
2C8 avec une Ghde 40uM (tableau V.4). Ce composé est un médiateur important digfimmation,
son activité chimiotactique permettant d’attirer sur le shflammatoire les polynucléraires et les
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monocytegDevchand et al., 1996 I'inverse, les époxydes d’acide arachidonique synséstpar le
CYP 2J2 ont des propriétés anti-inflammatoifidede et al., 1999; Spiecker et Liao, 2008absence
d'effet du LTBy sur le CYP 2J2 pourrait contribuer a expliquer I'importaneecg P450 dans la
protection des tissus vasculaires.

Les époxydes d’arachidoniquetestés, les 11,12- et 14,15-EET, ont des affinités notaldas p
le CYP 2J2 et pour le CYP 2C8, le second étant le plus affin danseles cas (Glp de 8 et 7
UM respectivement, tableau V.4). Ces deux époxydes sontmiséea quantités équivalentes dans
le coeur, I'endothélium ou le plasma humglu et al., 1996; Node et al., 1999; Spiecker et Liao,
2005) avec des concentrations intracellulaires variant entteu® et 0,3 uM, selon les auteurs.
Ces concentrations sont faibles si on les compare agxr@ésurées pour les CYP 2J2 et 2C8, ce
qui suggeére que ces EET devraient avoir peu d’effet sur ligités catalytiques de ces P450s. De
plus, des quatre régioisomeres issus de I'époxydatioredele arachidonique, celui qui présente les
activités anti-inflammatoires, anti-thrombotiques etorakaxantes les plus importantes est le 11,12-
EET. Il est intéressant de noter, a cet égard, que des dexydgsque nous avons testés, le 11,12-
EET est celui qui inhibe le moins les CYP 2J2 et 2C8.

Il est a noter que les concentrations cellulaires localedd&rents composeés testés ne peuvent
étre déterminées en temps réel, et sont généralement filesfque les concentrations utilisées dans
nos tests d’inhibition. De plus, ces concentrations caiitak sont dépendantes de nombreux facteurs
physiologiques dans des milieux assez complexes (mengrarne et la notion deoncentration
localeainsi que les mécanismes fliex métabolique prennent toute leur importance pour définir une
concentration d’'un médiateur donné. Nous nous sommeshaéatacétudier I'influence de concentra-
tions usuellement utilisées dans le cas d’études sur lesltyggmes P450, afin de pouvoir différencier
les trois P450s (CYP 2C8, 2C9 et 2J2) qui sont susceptibles deétiger dans les tissus vasculaires
les médiateurs trés importants que sont les époxydes d'acithidonique.

L'ensemble de ces résultats conforte I'hypothése de lacgaation du CYP 2J2 dans les phé-
nomenes liés a la protection des tissus vasculawies,en particulier, la formation d’EETs anti-
inflammatoires. Le tableau récapitulatif V.5 illustre bigne contrairement aux CYP 2C, le CYP
2J2 semble trés peu affecté par des médiateurs vasculapestants comme NO, le LTRet I'acide
linoléique. Dans des situations de stress ou ces médiaentproduits en quantités importantes, on
peut s’attendre a une inhibition des CYP 2C, alors que le CYP 2vgad I'étre moins et pourrait
continuer a produire des EETs protecteurs. Par contre, guicsoncerne la voie de relaxation de
'EDHF, qui prend une grande importance dans le cas d'uneidéfie de production de NO (voie
EDRF peu active), les CYP 2Cs, non inhibés par NO dans ces comslippourraient participer a une
synthése des EETs qui seraient médiateurs de 'EDHF. Cecana @ sens de divers résultats de
la littérature, y compris venant d’étudesvivo, qui privilégient un réle majeur du CYP 2J2 dans la
protection du tissu vasculaifgarsen et al., 2007; Seubert et al., 20@t)d’un rble plus important
des CYP 2Cs dans la relaxation des vaissq&issithaler et al., 1999; Bolz et al., 2000; Fisslthaler
et al., 2000; Fleming, 2001; Fleming et al., 2001; Bauersaths, 2002; Larsen et al., 2006)
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Comme cela était indiqué a la fin du chapitrée but général de ce travail de thése était de mieux
connaitre le CYP 2J2, cytochrome P450 de découverte beaystosipécente que la plupart des
isoenzymes impliquées dans le métabolisme des xénobéstiou dans la biosynthése des hormones
stéroidiennes. De facon plus précise, les deux objecsfssva court terme étaient : (i) de mettre au
point des substrats et des inhibiteurs sélectifs pour c@ Rylb soit utilisables comme outils pour la
déetermination des roles biologiques de ce P450 chez 'hoein(i® de déterminer la topologie de
son site actif.

Pour atteindre le premier objectif, nous avons synthétisé 2 composégiérivant de I'ébastine
et de la terfénadine. Une comparaison des effets inhilsitdeices composés vis-a-vis du CYP 2J2 et
des autres principaux P450s humains présents dans lesaasmus a permis de sélectionner 4
molécules:

— 4 est un inhibiteur compétitif sélectif et un substrat a haitmité du CYP 2J2 (ki et K ~

150 nM).
— 5 et 13 sont des inhibiteurs sélectifs, de type substrat-suicgideCYP 2J2, présentant des
valeurs dekinact/K| de I'ordre de 3 000 L.méls 1.

— 14 est un inhibiteur affin (G ~ 400 nM), utilisable pour bloguer I'ensemble des P450s vas-

culaires et donc la formation des EETs dans les vaisseaux.

Une étude détaillée de I'oxydation de certains de ces dededa terfénadone par le CYP 2a2
révelé une régiosélectivité surprenante de ce P450, qui farise I’hydroxylation de ces dérivés en
position homobenzylique A I'inverse, le CYP 3A4 hydroxyle ces mémes substrats migioement
en position benzylique, la plus réactive aux oxydations.

Pour interpréter ces résultats concernant ces nouveainitéurs et substrats du CYP 2J2, et pour
atteindre le deuxieme objectif indiqué ci-dessusous avons construit un modéle 3D par homologie
du CYP 2J2 et nous avom®ckédivers dérivés de la terfénadone dans son site actif. isatibn de
ce modele qudonne une premiere approche en 3D de ce que pourrait étre letsiactif de ce
P45Q fournit une explication de la régiosélectivité surprematu CYP 2J2 évoquée précédemment.
Elle serait due a un positionnement tres contraint des aibstans le site actif, etune approche
de I'heme du CYP 2J2 trés restreinte d’'une part, par une petite cavité hydrophobe due a des ré-
sidus encombrants au voisinage de I'héme, et d’autre partipe liaison hydrogene possible entre
I'arginine 117 et une fonction carbonyle des substrats.

De facon plus générale, I'étude des interactions entregkgdus du site actif du CYP 2J2 et des
deérivés de la terfénadone a permis de comprendre I'origasefatteurs structuraux importants pour
une bonne reconnaissance d’'un composé par ce P450 :

— la présence d’un groupe termirRlhydrophobe et de petite taille (3 carbones),

— la présence d’'une fonction CO paradeR sur le noyau aromatique porteur Re

— la présence de groupes hydrophobes (phényles) a I'autén@te (non hydroxylée) du com-

posé.

Pour confirmer nos hypothéses concernant la nature des acidies impliqués dans la recon-
naissance des substrats, il conviendrait de construirenldants correspondants et d’'étudier leur
régiosélectivité et leur affinité pour les dérivés de laémaidone. Comme indiqué a la fin du chapitre
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IV, la construction de certains mutants, notamment de la&idil7, est en cours dans le laboratoire
de D. Zeldin (NIEHS, NIH, USA). L'obtention d’'une structuRX du CYP 2J2 serait aussi un point
important ; ceci a été discuté avec E.F. Johnson (Scrippisutes La Jolla, USA).
Quoigqu’il en soit, des études dieckingutilisant notre modeéle devrait déja permettre de mettre au
point des substrats et/ou inhibiteurs encore plus affingletsfs du CYP 2J2. Elles devraient aussi
étre tres utiles pour savajuelles molécules endogénes sont les plus susceptibledrd’8ubstrats
(autres que I'acide arachidonique), ou, de facon plus géméinteragir efficacement avec le CYP
2J2. Ceci devrait permettre de déterminer les différents rotkesalP450 humain particulier du fait
de son tropisme pour le systeme cardiovasculaire. Ceciitléira également utile pour comprendre
les effets de diverses molécules endogenes, présentedienljg au niveau vasculaire, susceptibles
d’interagir avec les activités biologiques du CYP 2J2. Leslés décrites dans le chapiWeconsti-
tuent une premiere approche dans cette perspective. Bliesnd étre confirmées par des études au
niveau cellulaire, oin vivo, mais elles suggerent déja les points suivants :
— Le réle majeur du CYP 2J2 au niveau vasculaire devrait étre la potection des tissus vis-
a-vis du stress oxydatif via la formation d’EETs anti-inflammatoires et anti-thromioois.
En effet, le fait qu’il soit tres peu inhibé par de nombreuxdiméeurs comme NO, le LTBou
I'acide linoléique, fait qu'il peut continuer a produiredEETS protecteurs, au contraire des
CYP 2C8 et 2C9 qui sont fortement inhibés par ces médiateurs.

— Le réle majeur des CYPs (2C8 et 2C9) dans le systeme cardiovagaire pourrait se situer
au niveau de la vasorelaxation (EDHF), pincipalement dans fesituations de déficit de
production de NO (situations physiopathologiques ou les eNOS ont une é&&iinsuffisante,
petits vaisseaux ou la voie EDRF est peu active, ...). Dancaedgitions, les CYP 2Cs ne
seraient pas inhibés par NO et pourraient étre majorit@rgmesponsables de la biosynthése
des EETs, qui participent fortement au mécanisme EDHF.
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VIl-1 Méthodes Biochimiques.

VII-1.1 Produits et enzymes employeées.
VII-1.1.1 Produits chimiques.

Le NADP", le glucose-6-phosphate (G6P) et la glucose-6-phosplésteydrogénase (G6PDH)
et le NADPH proviennent de Boehringer-Mannheim (MannheitterAagne). L'ébastine nous a été
fournie par Pharmafarm (filiale de Almirall ProdesFarma,d@sone, Espagne). L'amodiaquine, le
diclofénac, le paclitaxel (taxol), la 7-benzyloxyrésonefi la résorufine, la testostérone, le sulfaphé-
nazole, la ticlopidine, le kétoconazole, la terfénadirestémizole, la cinnarizine, la flunarizine, le
GBR12909, le GBR12935, l'arginine, la nitro-arginine (NOHAg, ditrulline, le nitrite de sodium,
le nitrate de sodium, I'acide linoléique et I'acide aradmajue proviennent de Sigma Chemicals (St
Quentin Fallavier, France). Le montélukast provient deusegResearch (Oxkord, UK). La majorité
des différents métabolites des substrats utilisés pougtledes quantitatives nous a été fournie par
I'équipe de D. Buisson de 'UMR 8601. La solution de peroxgteta eté préparée au laboratoire par
J-L. Boucher, en suivant la méthode décrite nyor et al., 1995 partir du peroxyde d’hydrogéne
et du nitrite.

(a) Synthéseéesdérivésd'ébastineetdeterfénadone.

Les protocoles de synthése, ainsi que la caractérisatioR& 1H et spectrométrie de masse
tandem des composés dérivés de la terfénadone, de I'ébastae la déhydroterfénadone utilisés
dans les chapitrddl etlV sont indiqués dans l'article 3 (partie 111-2.9).

(b) Purificationetdosagedesacidesgras.

L'acide linoléique et I'acide arachidonique sont purifiés sartouche de silice Sep-Pak (Waters,
St Quentin en Yvelines). Pour éviter I'oxydation de I'aciglas au cours de sa purification, toutes
les opérations sont effectuées sous argon et les solvarttdésaérés par un courant d’argon. La car-
touche de silice est lavée par 5 mL d’éther puis équilibrée 40 a 15 mL d’hexane, premier solvant
d’élution. 100 a 20Qumoles (soit environ 25 a 50L) d’acide gras sont déposés sur la colonne. Trois
fractions d’élution sont recueillies : 5 ml d’hexane, 20 nmurdmélange hexane/éther (95/5 v:v) et
5 ml d’éther. La fraction intermédiaire est évaporée sode \@ans chauffage. Le résidu peut étre
dissous dans 10 mL de tampon Tris 0,05 M pH = 9 contenant 0.1 mBIETAPAC et 2 a 5 gouttes
d’ammoniaque 2 M. La concentration (environ 10 mM) est déieée en mesurant a partir d’'un ali-
guot de la préparation purifiée la quantité de 13-HPOD (paaide linoléique) ou de 15(S)-HPETE
(pour I'acide arachidonique) formé totalement & pH = 9 statibn de la lipoxygénase 1 de soja a
5 nM (voir plus loin). La solution d’acide gras purifié est aéfie en fractions aliquotées de 10Q
et conservée a -20°C.
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(c) Synthesetdosagedu 15(S)-HPETE.

L'incubation a lieu a pH=9 dans le tampon Tris 0,05 M (0,1 mMOIETAPAC) contenant de la
lipoxygénase 1 de soja (5 a 10 nM). L'acide arachidoniqué (i) est ensuite ajouté a la solution.
Avant cette incubation, le tampon (100 mL) est d’abord satlioxygéne pendant 10 minutes par un
courant d’oxygéne et amené a environ 4°C dans la glace. @etf@étrature, le courant d’oxygeéne ainsi
gu’une agitation mécanigue sont maintenus pendant toutertse de I'incubation. La lipoxygénase
puis l'acide gras sont ajoutés. La réaction est suivie enuraes a intervalles réguliers, la DO a
234 nm. Lorsque la réaction est terminée et totale (DO mdrinta solution est aussitot acidifiée a
pH 4,5 avec une solution d’'HCl a 1 M.

L'hydroperoxyde est extrait en utilisant une cartouche-Baf de silice greffée C 18. La cartouche
est d’abord lavée par 1 a 2 mL de méthanol, puis équilibrée 20&x 15 ml d’eau acidifiée a pH 4,5
avec HCI 1 M. L'incubation est alors passée a travers la cal®gui est ensuite lavée a I'eau acide
(10 mL), puis a I'eau pure (10 mL), puis séchée par aspiraars vide. Lhydroperoxyde est élué
par 1 mL de méthanol et stocké a -20°C.

Le dosage du 15(S)-HPETE est réalisé par spectrométrieitiMe, a 234 nm (avec un coefficient
d’extinction molaires = 25 000 M~t.cm™1).

VII-1.1.2 Microsomes exprimant les P450s humains.

(a) Cellulesd’insectes.

Les microsomes de cellules d’insectes exprimant le cytoobrP450 2J2 humain nous ont été
fournis par le laboratoire de D.C. Zeldin. L'expression diamée du CYP2J2 et la cytochrome P450
réductase humaine dans des cellules d'inseSpesloptera FrugiperdéSf9 est realisée en utilisant
le vecteur d’expression pAcUw51 (Dr. Cosette Serabijit-BjmglaxoSmithKline, NC, USA) et le
systeme d’expression baculovirus BaculoGold (BD PharMin§an Diego, CA, USA). Le protocole
d’obtention de la protéine recombinante est décrite darsealrs travaux précéderftdu et al., 1997;
Ma et al., 1999; Qu et al., 2001; King et al., 2002)

Les microsomes de cellules d’insectes exprimant les 15 $£h6Mains (1A1, 1A2, 1B1, 2A6,
2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5, 2J2) qui sont usilins le chapitre nous ont
été fournis par le laboratoire de H.V. Gelboin, et sont djim@ commerciale. Les CYPs 2C19, 3A4
et 3A5 sont des Baculosonf&gournis par Panvera (Invitrogen, CA, USA), les autres isofes sont
des Supersom@sde Gentest (BD Biosciences, CA, USA). Dans les deux cas, lafmdowe P450
réductase (de lapin pour les Baculosomes, humaine pour |ers&umes) est également exprimée
dans les microsomes de cellules d’insectes. La concemirati P450 des microsomes de cellules,
fournies par le fabriquant, variaient entre 1 ald.

(b) Microsomeslelevures.

Les microsomes de levures exprimant les P450s ont été abtlams la levuré&accharomyces
cerevisiag(les souches sont indiquées dans le tableau VII.1). Toatesduches ont été construites
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selon la méthode de D. Pompon au Centre de Génétique Molec(@ii/Yvette, FranceUrban
et al., 1994; Pompon et al., 1996pit par son équipe, soit par I'équipe de P. Beaune (U490 In-
serm/Université Paris 5), soit par I'équipe de F. Broly (msité de Lille 1).

[P450] [Protéines] [CPR]

P450 Origine Souche
J (M) (mg.mLY)  (uM)

2B6 P.Beaune W(R) 2,2 25 1,8
2C8 P.Beaune W(R)Fur 25 65 11
2C9 D.Pompon W(R)Fur 2,2 80 13
3A4 D.Pompon W(hR) 6,9 40 6,8
4F12  F.Broly W(R) 0,02 24 0,7

Tableau VII.1 -Origines et composition des microsomes de levures utiliSéSPR : Cytochrome P450
Réductase.

Les microsomes ont été préparés selon les méthodes préaoéerécritegBellamine et al.,
1994; Peyronneau et al., 1992; Melet, 2004)s microsomes des CYPs 2C et 3A4 ont été obtenus
au laboratoire. Aprés culture et induction du P450 et de EORéductase dans les cellules de levure,
la fraction microsomale est obtenue par centrifugatioféckhtielle. Toutes les manipulations sont
réalisées a 4°C.

Les cellules sont d'abord cassées mécaniquement par tes del verre (0,45-0,50 mm ; Braun
Biotech International) en agitant manuellement 10 minutesG ou a l'aide d’un broyeur (4-5
broyages de 30 secondes espacées de 30 secondes). Lesdnitlessuite retirées par filtration sur
verre fritté. Le broyat est alors centrifugé a 10 000 tr/méamgiant 10 minutes, afin de séparer les
débris cellulaires (culot) du cytosol et des microsomesn@geant). Le surnageant est centrifugé a
35 000 tr/min (100 000 g) pendant 1h30, puis le culot est h@négé dans un tampon Tris 50 mM,
EDTA 1 mM, glycérol 20 %, pH = 7,4. La suspension microsomaleemsuite aliquotée, congelée
dans l'azote liquide et conservée a -80°C jusqu’a utilisati

VII-1.1.3 Microsomes humains.

Les microsomes de foie humains ont été préparés par I'églgde.C. Zeldin, & partir de plu-
sieurs échantillons de foie. Les microsomes intestinaumains nous ont été fournis par Biopredic
(Rennes).

VII-1.1.4 Anticorps monoclonaux.

La préparation des anticorps monoclonaux a été réaliséeiauds laboratoire de H. Gelboin
par K. Krausz (Center for Cancer Research, NCI, MD, USA) dont tegoole d’obtention a été
décrit precédemmerfGelboin et al., 1998; Gelboin et Krausz, 2006, résumé, trois souris Balb/c
sont immunisées avec 10y de microsomes de cellules d’'insectes exprimant le CYP 242 a2
mL d’adjuvant, une fois par semaine pendant trois semalmesscellules de la rate sont isolées et
fusionnées avec des cellules de myelomes de souris, et teetide par ELISA est réalisée pour
déterminer une production d’anticorps. Parmi les 1000idgiones testés, trois clones spécifiques ont
été isolés, pour étre testés comme spécifiqguement affinkibitaurs.
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VII-1.2 Conditions d’incubation.
VII-1.2.1 Mesure d’activité hydroxylase.

Ce protocole a été utilisé dans le cas de I'’hydroxylation éledstine, de la terfénadone et de leurs
dérivés, de la 4’-hydroxylation du diclofénac, de ta-Bydroxylation du taxol, de la@-hydroxylation
de la testostérone et de la N-dééthylation de I'amiodaquine

Le milieu d’'incubation contient initialement des cytochmes P450 microsomaux (concentration
finale entre 2 et 20 nM), le substrat dilué dans du DMSO, lbiteur si nécessaire (dilué dans du
DMSO), dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 contenant deTREEM concentration 1 mM. La
guantité de solvant organique ajoutée avec le substrat Btibibiteur ne doit pas dépasser 1 % du
volume final d’incubation. Ce mélange est incubé 2 a 3 minug3 @ ou 37°C (pour les microsomes
de levures ou de cellules d’insectes, respectivementgagtion enzymatique est démarrée par I'ajout
d’une solution contenant du systeme générateur de NADPHD@A1MM, glucose-6-phosphate
10 mM, glucose-6-phosphate déshydrogénase 2U/mL) danandpon phosphate 0,1 M pH 7,4,
préincubé 2 a 3 minutes a 37°C ou 28°C pour permettre la fawsmae NADPH, pour un volume
total de 20QuL. Au temps désiré (voir tableau VI1.2), 1Q€ d’une solution précipitante (C4#CN +
CH3COOH, 10 :1) a 4°C sont ajoutés pour arréter I'incubation. lédamge est ensuite vortexé, puis
centrifugé a 10 000 tours/min. Le surnageant (230-@2kD est ensuite prélevé pour étre injecté en
CLHP-UV (voir partie VII-2.1).

Substrat Activité P450 Keat(Min™1) Ky (UM)  Temps d'incubation (min.)
Taxol 6a-hydroxylation CYP2C8 6 10 5
Amodiaquine  N-dééthylation  CYP2C8 4 1 10
Diclofénac  4’-hydroxylation CYP2C9 29 7 5
Ebastine hydroxylation CYP2J2 35 0,5 2,4,6
Testostérone [B-hydroxylation CYP3A4 56 25 5

Tableau VII.2 -Données expérimentales des différentes activités enzyritates mesurées

— Dans le cas de I'ébastine ou de ses dérivés, plusieurs @mpsbation sont nécessaires pour
s’assurer de la linéarité. Dans ce cas, le volume d’incabast généralement de 6Q0Q. Aux
temps désirés, 18AL du milieu réactionnel sont prélevés et ajoutés a@0de la solution
d’arrét.

— La concentration en substrat généralement utilisée eatear de la constante du complexe de
MichaelisKy, (Tableau VII.2).

— Les incubations en présence d’acide arachidonique déiinee sont faites en ajoutant au mi-
lieu réactionnel du glutathion (10 mM) et de la glutathia@rgxydase (0,1 U/ml), afin d’éviter
I'inactivation rapide des P450s par les éventuels peraxymtésents dans la solution d’acide
gras (en proportion faible, < 0,1 %, mais non négligeablerppport a la concentration en
P450).

— Les inhibitions par anticorps monoclonaux anti-CYP soatisées par pré-mélange des anti-
corps (0-1ug protéine/pmol P450 dans le cas des microsomes hépatiij2asy protéinelig
protéine pour les microsomes intestinaux etf@gfprotéine/pmol P450 pour le CYP 2J2 recom-
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binant) avec les cytochromes P450 dilués dans le tamporpphates0,1 M pH 7,4 contenant
de 'EDTA 0,1 mM a 0°C pendant 30 minutes. Puis le substra¢ etystéme générateur sont
ajoutés pour mesurer I'activité résiduelle.

VII-1.2.2 Mesure de l'inactivation des P450s par des inhibeurs suicidesb, 12 et13.

(@) Conditionsgénéralegd’incubation.

Toutes les incubations ont été réalisées a 37°C, et contgrdagmicrosomes de cellules d’in-
sectes exprimant le CYP 2J2, les substrats et le systemeaggmede NADPH, dans un tampon
phosphate de 0,1M a pH 7,4 contenant 1mM d’EDTA.

(b) Analysedel’oxydationde 13 parle CYP2J2.

Le substrat est incubé a 37°C en présence du CYP 2J2 recorhlilidarM), et la réaction est
démarrée en ajoutant le systéme générateur de NADPH, pbé&rec37°C pour permettre la formation
de NADPH (1 mL d’incubation). Adet a intervalles réguliers, des fractions de 2A0sont prélevées
et mélangées a la solution précipitante (20Q CH3CN/CH3COOH 10 :1), afin d’arréter la réaction
enzymatique. Apres centifugation a 10000 tr/min pendanhitfiites, le surnageant est prélevé pour
étre directement injecté pour une analyse CLHP/SM/UV, ogeténa -40°C.

(c) Mesureglesconstanteginétiquesd’inactivation.

Les protocoles expérimentaux de détermination des parasnéhétiques sont basés sur des mé-
thodes précédemment décriigepez-Garcia et al., 1994, Silverman, 1995; Ha-Duong .e&01)
Les microsomes de cellules d’insectes (30 nM de P450) scabés dans les conditions décrites
plus haut, en présence de I'inhibiteur en concentrationshas (1 a 2QuM). Au temps § et a in-
tervalles réguliers par la suite, 2B sont prélevés et utilisés pour déterminer I'activité dégile.
La corrélation entre inactivation et formation du métateotist assurée par le prélévement simultané
d’un aliquot de 125.L pour déterminer la concentration de métabolite formé, ro@ndécrit dans le
paragraphe précédent. Afin de corriger la contributioniptessde la dégradation intrinseque des mi-
crosomes, des incubations contrdles (sans substrat anmsystenérateur de NADPH) sont réalisées
simultanément aux expériences présentées.

(d) Déterminatiordel'activité enzymatiqueésiduelle.

La procédure de routine pour déterminer l'activité enzyguet résiduelle a la suite d’'une oxyda-
tion d’'un inhibiteur suicide nécessite un substrat altéirpaur estimer I'activité lors d’'une seconde
incubation(Silverman, 1995)Pour diminuer I'influence de I'inhibiteur présent dans lgien d’in-
cubation, le prélevement de 28 issu de la premiére incubation est dilué jusqu’a 20 foissdan
solution tampon. Le volume final de la seconde incubationle&00uL, contenant 2QuM d’ébas-
tine et le systeme générateur de NADPH. A temps initial {@itudes aliquots), 15@L de l'incu-
bation sont prélevés et la réaction enzymatique stoppéadutition de 75uL de solution d’arrét a
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4°C (CHsCN/CH3COOH 10:1). Le mélange réactionnel restant est incubé a 37d€ux autres ali-
guots sont retirés au bout de 2 et 4 minutes. Dans toutes pés@xces, des incubations de controle
avec le substrat suicide sont réalisées en conditions ataytiques (sans NADPH), pour déterminer
I'activité résiduelle maximale (définie par 100 % d’ac#)it

(e) Influenced’un inhibiteur compétitifet du glutathionréduit sur I'inactivation.

Les incubations précédemment décrites pour déterminailion de I'inactivation de 'enzyme
au cours du temps ont été réalisées en présence d’un inlnibadenpétitif4, ou de glutathion réduit
(GSH). Linhibiteur compétitif (50uM) ou le GSH (5 mM) sont ajoutés initialement dans le mi-
lieu d’incubation contenant M de 13, avant I'ajout de systéme générateur de NADPH. L'activité
maximale a été déterminée lors d’'incubation témoin sarnemsesgénérateur de NADPH.
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VII-2 Méthodes Analytiques.

VII-2.1 Analyse des activités enzymatiques par CLHP-UV.

Le matériel utilisé pour la détection des métabolites en CllNPest constitué d’'une chaine
Spectraphysics couplé a un détecteur UV Spectra FOCUS (TDheleatron, Les Ulis, France).

VII-2.1.1 6-a-Hydroxylation du Taxol.

100

55 -
45 |

% Solvant B

30 1

0 5 3031 3536 45
Temps (min.)

Colonne
XTerra MS C18 (250 4,6 mm, 5um)

Phase mobile

Débit 1 mL/min
Solvant A HPO, 5mM
Solvant B CHCN

Détection

Absorption UV a 230 nm
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VII-2.1.2 N-Déséthylation de ’Amodiaquine.
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Colonne
XTerra MS C18 (250< 4,6 mm, 5um)

Phase mobile
Débit 1 mL/min
Solvant A HO + TFA 0,1 %
Solvant B CHCN+TFA 0,1 %

Détection
Absorption UV a 340 nm

VII-2.1.3 4’-Hydroxylation du Diclofénac.
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Colonne
Nucleosil C18 (125« 4,6 mm, 5um)

Phase mobile

Débit 1 mL/min
Solvant A CHCN 30% + HO 70% + TFA 0,05%
Solvant B CHOH
Détection

Absorption UV a 280 nm

VII-2.1.4 Hydroxylation de I'ébastine, de la terfenadone éde leurs dérivés.

Colonne 100
Hypersil MOS (250x 4,6 mm, 5um)

Phase mobile
Débit 1 mL/min
Solvant A Tampon Acétate 100mM pH 4,6
SolvantB CHCN 70%/CHOH 20%/H0 10% 301

% Solvant B

Détection

Absorption UV & 254 nm o 5 Temps %& in_)2‘5‘26 35

VII-2.1.5 6-B-Hydroxylation de la Testostérone.
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Colonne
Nucleosil C18 (125« 4,6 mm, 5um)

Phase mobile

Débit 1 mL/min
Solvant A HO 60% + CHOH 40%
Solvant B CHOH

Détection

Absorption UV a 247 nm

VII-2.2 Analyse par fluorimétrie de I'activité O-débenzylation de la benzy-
loxyrésorufine.

R—i o o R= Q 7-Benzyloxyresorufin
\@Ngj R=H Resorufine

Le protocole utilisé pour mesurer I'oxydation de la 7-bdoxyrésorufine (BR) par le CYP 2B6
est adapté d’une méthode spectrofluorométrique décritByrke et MayerBurke et Mayer, 1983)
Une solution contenant le substrat (& de BR) et les microsomes de levures exprimant le CYP
2B6 (10 nM en P450) dans un tampon HEPES de 100 mM a pH 7,8 canitemaM de MgCh pour
un volume total de 985 L est incubée 3 minutes a 37°C dans une cuve de fluoriméteetans un
fluorimetre Kontron SFM 25. La réaction enzymatique est dédeaen ajoutant 1L de NADPH
a 10 mM. La formation de la résorufine, métabolite de cetteti@a, est suivie en fluorescence en
temps réel, a une longueur d’onde d’excitation de 535 nm etamgueur d’'onde d’émission de 580
nm. Aprés 2 a 3 minutes d’incubation, I'inhibiteur (&) est ajouté tout en continuant d’enregistrer
la fluorescence. La présence de l'inhibiteur se traduit pachangement de pente de la courbe de
formation du métabolite en fonction du temps (voir grapkiill.1). Il est a noter que les inhibiteurs
dérivés de la terfénadone étudiés dans cette thése n'&gsqds aux longueurs d’ondes considérées,
on peut donc négliger les interférences de l'inhibiteursdanmesure de la fluorescence. La quanti-
fication de la résorufine formée est réalisée ensuite enagjbuhe quantité appropriée de résorufine
(généralement 20 nM) dans la cuve, pour étalonner le graplafjtenu. Des incubations témoins sont
réalisées au cours de I'expérience, dans lesquelles oteajalDMSO au cours de l'incubation, sans
observer de variation de pente.
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+ Résorufine

+ Inhibiteur

+ NADPH

Intensité (U.A.)

0 2 4 6
Temps (min)

Figure VII.1 —Evolution du signal de fluorescence de la résorufine au cours digst d’activité
pour le CYP2B6.

VII-2.3 CLHP-SM.

L'appareil utilisé de Chromatographie Liquide a Haute Rogs@CHLP) est un systéeme Surveyor
CLHP couplé a un spectrométre de masse (SM) a trappe d’'ionsheemd Finnigan (Les Ulis).
Les composés sont ionisés par électrospray (ESI) en modtf.pds affinement des parametres
du spectrometre est réalisé en utilisant la procédure aitgue du logiciel Tune Plus de I'appareil
(Thermo Finnigan, Les Ulis). Les paramétres utilisés pauddtection des différents composés est
indiquée dans le tableau VII.3. La fragmentation des iongéaisée a une puissance définie par
I'appareil entre 30 et 40 %, selon le produit a analyser.

Composé Température ("C) \oltage
(capillaire) Source (kV) Capillaire (V)
Astemizole 275 5 5
Cinnarizine 275 5 34
Flunarizine 275 5 34
GBR 12909 275 5 5
GRB 12935 275 5 5
Deéerives 275 5 41

de la terfenadone

Tableau VII.3 -Conditions de détection des différents composés par speométrie de masse
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VII-2.3.1 Oxydation des dérivés d’ébastine par le CYP2J2.

Colonne
Kromasil C18 (150x 2,1 mm; 3,5um)

Phase mobile
Débit 200uL/min
Solvant A HO/CHz;CN/HCOOH (80 :20 :1)
Solvant B CHCN/HCOOH (99 :1)

100

% Solvant B 3

0
0

3 17 21

25

Temps (min.)

35

VII-2.3.2 Formation du métabolite du composéL3.

Colonne
Betabasic-18 (10& 2,1 mm ; 3,5um)

Phase mobile

Débit 200uL/min
Solvant A HO/CH3CN/HCOOH (80 :20 :1)
Solvant B CHCN/HCOOH (99 :1)

VII-2.4 Spectrophotométrie UV.

VII-2.4.1 Caractérisation des préparations microsomales

La détermination des concentrations en cytochrome P46ftéipes et P450-Réductase n’a pas été
réalisée dans le cas de microsomes de cellules d’'inseatemeriaux, du fait de la faible quantité
de microsomes disponibles. Les concentrations fourniegepasociétés Gentest ou Panvera ont été

utilisées pour tous les calculs d’activité.

(a) Dosagedesprotéinesmicrosomales.

La concentration en protéines des microsomes est mesurkeméthode de Bradfor(Bradford,

10

% Solvant B
NG |

0

o 9

22
Temps (min.)

27

32 35

45

1976) utilisant de I'albumine de sérum de boeuf comme étalon.

(b) Déterminatiordela concentratiorencytochrome”450.

La concentration en cytochrome P450 est mesurée par spleotomeétrie différentielle (Uvikon
860) selon la méthode décrite par T. Omura et R. $@raura et Sato, 1964H)es microsomes sont
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dilués dans du tampon Tris 50 mM pH 7,4 contenant 50 mM d’EDaW# de réduire la turbidité
(dilution de 1/20 a 1/40), puis sont répartis entre deux sule500QuL (trajet optique de 1 cm). Une
ligne de base est enregistrée entre 400 et 550 nm, puis lesfBnéme est réduit par addition de
guelques grains de dithionite de sodium dans les deux cueesolution de la cuve échantillon est
alors saturée en CO par barbotage et le spectre d’absorptiespondant est enregistré. La concen-
tration en P450 est calculée en mesurant I'absorption Eaisiique du complexe BeCO & 450 nm

(¢ =91 000 cmtt.M~1). Une dénaturation de la protéine (notamment par pertegydadi cystéinate du
fer) se traduit par une absorption dont le maximum est sittZanm (avec un coefficient d’extinction
molaire des = 183 000 crmt.M—1).

(c) Dosageadel’activité dela NADPH-cytochrom@&450-réductase.

L'activité de la NADPH-cytochrome P450-réductase (CPR) esturée en suivant par spectro-
photométrie la réduction du cytochrome c par les électroarsstérés par la CPR. 40L de cyto-
chrome ¢ 4mM et 4L de microsomes dilués (1/20) sont dilués dans 2 mL de tampigr60 mM
pH 7,4 contenant 50 mM d’EDTA, puis répartis dans deux cukpses avoir mesuré I'absorbance a
550 nm, la réaction est amorcée par I'addition del5de NADPH 10 mM dans la cuve de mesure.
La cinétique de réduction du cytochrome c est suivie par neadel I'absorbance a 550 nm du cyto-
chrome c réduit{ = 21 000 cnmr1.M~1). La pente de la droite obtenue permet de calculer I'aétivit
réductasique, exprimée en nmol de cytochrome c réduit / mig de protéines.

VII-2.4.2 Spectres UV des interactions entrel3 et le CYP 2J2.

Le spectre d'interaction du compo&8 avec le CYP2J2 a été enregistré a température ambiante
sur un spectrophotomeétre Uvikon 941. Une solution de mares de cellules d'insectes exprimant
le CYP 2J2 (100nM de P450) dans un tampon phosphate 0,1 M a ptdbiitdnant 0,1 mM d’'EDTA
est divisé en deux volumes de 1HQ entre deux cuves noires en quartz de 200 dont la longueur
optique est de 1 cm. AL d’'une solution du composg&3 a 30 mM dans le DMSO est ajouté dans
la cuve échantillon, le méme volume de DMSO étant rajouté ule référence. On enregistre la
ligne de base entre 350 nm et 500 nm, puis on ajoyte &’'une solution de NADPH a 3 mM, et on
enregistre un spectre toutes les 2 minutes entre 350 et 500 nm

VII-2.4.3 Dosage des especes activées de l'azote.

(a) DosagedeNO.

La réaction rapide du monoxyde d’'azote avec I'oxyhémoglelfieelisch et al., 1996permet
de doser facilement NO (figure VII.2). L'apparition de la m&noglobine et la disparition concom-
mitante de I'oxyhémoglobine sont suivies par spectropiétoie UV-visible différentielle Amin =
420 NM,Amax~ 400 nm et = 77 000 M~1cm™1).

Une solution d’hémoglobine (Hb) (3Q@M dans du tampon phosphate 0,1 M pH 7,4) est partagée
dans deux cuves en quartz de 1 mL (9@0de la solution d’'Hb). Le spectre de référence est tracé
entre 350 et 500 nm. Puis, avec plusieurs additions sugessfl yuL) de la solution de NO, on
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enregistre le spectre différentiel obtenu pour mesureuntité de monoxyde d'azote présente (le
faisceau de courbe possede un point isobestique a 410 nm).

Hb-Fé'-0, + NO ~ Hb-rd! + NOg
Oxy-hémoglobine Methémoglobine
Amax= 415 nm Amax= 400 nm

Figure VII.2 —Réaction du monoxyde d’azote avec I'oxyhémoglobine (Hb-EeO5).

(b) Dosagedu peroxynitriteONOO™.

La concentration du peroxynitrite dans une solution de sq@i2 M) est mesurée par dosage
spectrophotométrique\fax= 302 nm ;e = 1 670 M~t.cm™1) (Beckman et al., 1996)

VII-2.5 Mesure de pouvoir inhibiteur.
VII-2.5.1 Calcul de la concentration inhibitrice & 50 % (Cl 50).

La concentration nécessaire en inhibiteur pour inhiber 58e%bactivité contréle (sans inhibi-
teur) est appelée concentration inhibitrice 50 oggCCelle-ci est calculée en déterminant I'activité
de plusieurs incubations contenant différentes quarditékibiteur. La gamme de concentration en
inhibiteur utilisée varie généralement entre 0,1 et 10 foigaleur estimée de la €. La courbe du
pourcentage d’activité en fonction du logarithme de la emi@tion en inhibiteur est ensuite tracée
et 'abscisse du point ayant pour ordonnée 50 % nous donradande la Gio.

VII-2.5.2 Constante d’inhibition K j pour un inhibiteur compétitif.

L'inhibition d’'une activité enzymatique par un inhibiteaompétitif peut étre représenté par le
schéma cinétique suivant ou S est le substrat, E I'enzymBishibiteur.

kg k
E+S+le——— E-S 2 - E+P+

Ky
k3 H K3

E-l +S

La vitesse de la réaction enzymatique est définie alors@agudition suivante, ou [S] est la concen-
tration en substrat, [I] celle en inhibiteMyax la vitesse maximale de la réaction. Dans cette équation,
la constante de Michaelis du substikat est définie pak;/k_; et la constante d’inhibition de l'inhi-
biteurK; parks/k_3 :

v Vi E
Km(1+ ) +[S

La valeur deK| peut étre déterminée de deux facons différentes :
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— Tracer, pour plusieurs concentrations en substrat, Iasbee% = [I] et déterminer le point
d’intersection de ces droites. L'abcisse de ce point doanealeur deK; (Dixon et Webb,
1964)

— En utilisant I'équation de Cheng-Prusgfheng et Prusoff, 1973yalable dans le cas d'un
inhibiteur purement compétitif :

Clsp=Kj x (14 %)

et en se plagant & une concentration en substrat é¢@le @ peut en déduire que lagglvaut
approximativement le double de la constaiite

VII-2.5.3 Mesure des constantes cinétiques d’une inactivatn.

(a) ConstantalinactivationK; etvitessed’inactivationKkipact.

Les paramétres cinétiques de I'inactivation sont calcatése basant sur les modéles de Walsh
(Walsh, 1982)t de Silvermar{Silverman, 1995)Ces modeles peuvent étre représentés simplement
par I'égquation suivante :

E+F

kg ko kg/(

E+Se— E-S——— E-S*

o b«

E

ou E-S est le complexe initial enzyme-substrat transformaree entité activee, E-S*, qui peut
réagir et donner I'enzyme libre et le produit (P), mais quitpégalement réagir sur 'enzyme et
l'inactiver (g). Le rapportk_1/k; représente la constante de dissociatigdu complexe enzyme-
substrat, et la valeuks/ks (appelée coefficient de partition) qui correspond au nondlereycles
productifs (menant a la formation du produit) effectués pamzyme avant de réaliser un cycle
inactivant. La constante de pseudo-premier ordre du m&wend’inactivation Kinacy) est définie
par le rapporkoks/(ko + k3 + k4). La seconde constante représentative du mécanisme d/ataar
est la constant&; (différente de la constante d’inhibitidk;), qui correspond au quotienti_; +
ko)/Ka][( k2 + ka)/ (k2 + k3 + Ka)]-

Le calcul des constantégctetK; a été réalisé en utilisant la méthode décrite par Kitz et &fils
(Kitz et Wilson, 1962) On trace la courbe représentant le logarithme du pourgerdactivité ré-
siduelle en fonction du temps d’incubation, pour difféemntoncentrations en substrat suicide. Pour
les faibles temps d’incubation, on peut linéariser les lbesiret déterminer le temps nécessaire pour
inactiver la moitié de I'enzyme, appelg4, dépendant de la concentration en substrat. On détermine
ensuite la valeur minimale de ce temps de demi-réactioapl@lpour une concentration infinie en
substrat. Cette valeur, notéf!/azf est estimée graphiquement, en tracant la drejtet f(1/[Substrat]),
et en déterminant 'ordonnée a l'origine, s@?}i‘}. Cette droite coupe également I'axe des abscisses
a la valeurK|. La réaction enzymatique étant du pseudo-premier ordreetbouve la valeur de la
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constantekin,ct par I'équation :
In2
Kinact = tm_ax
1/2

(b) Mesuredu ceefficientlepartition r.

Un autre parametre important a déterminer dans le cas diamtivation est le coefficient de par-
tition (défini parks/ks). Cette valeur représente le nombre de cycles catalytiquesiptifs, rapporté
au nombre de cycles menant a 'inactivation de la protéirmmsun cas d’inactivation totale, le para-
meétrer correspond au rapportEy ou P, représente la quantité finale de produit, gt&quantité
initiale d’enzyme(Waley, 1980) Afin de déterminer la valeur de.Pet donc de, deux méthodes
peuvent étre utilisées :

— En extrapolant a des temps infinis les courbes de formatianétabolite, on peut évaluesP

et ainsi obtenir la valeur de

— Une technique plus précise consiste a représenter gragrhant le pourcentage d’activité rési-

duelle de I'enzyme avec la quantité de métabolite formé. xdrapole la droite moyenne a 0 %
d’activité résiduelle (intersection de la droite moyenhdel'axe des abscisses) et la quantité
de produit correspondante donne le nombre de cycles piitgjuctorrespond a cette valeur,
augmentée de 1, le cycle ajouté correspondant au cyclectiiiaion de 'enzyme.

VII-3 Méthodes Bioinformatiques.

Tous les calculs de minimisation et de dynamique moléaulaint été réalisés sur une console
Octane 2 de Silicon Graphics (CA, USA), en utilisant le loglicsybyl 7.0 (Tripos Inc., Courta-
boeuf). Le champs de force utilisé est le charmgsos (cut-off de 12 A pour les minimisations,
8 A pour les dynamiques), capable de prendre en charge desmmécules, mais également les
groupes prosthétiques contenant un atome métallique. &g de calcul des charges des dif-
férents molécules ou protéines est le systeme GasteigekeHilLes énergies indiquées dans cette
partie correspondent aux énergies relatives données paygitéel Sybyl. Toutes les représentations
de structures tri-dimensionnelles de ce manuscrit ontéalsees en utilisant le logiciel PYMOL
(http://www.pymol.ory

VII-3.1 Modélisation par homologie - Optimisation du modéle.

La construction du modele par homologie par le serveur SMizdel (accessible sunttp://
swissmodel.expasy.o)ga été réalisée avec I'optidrrst Approachdu logiciel, et en indiquant les
structures cristallographiques a utiliser. Aux coorda@médu modeéle obtenu, on ajoute 'héme par
simple ajout des coordonnées atomiques d’une structunelasgen(dans ce cas, la structure du CYP
2C8 pdb 1PQ2 a fourni I'hneme).

Lors de la validation de la méthode par homologie par Swisskl| et de la construction des
modeles des CYP déja cristallisés, le calcul de déviatiomddances moyennes (Root Mean Square
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Deviation ou RMSD) a été réalisé en utilisant le logiciel Sapslb-Viewer, fourni par le serveur
suisse Expasy, accessible a I'adressav.expasy.org/spdbl/alignement des deux structures a com-
parer est également effectué avec ce logiciel, et la distemayenne est calculée en considérant soit
les carbones, soit les atomes du squelette peptidique.

L'optimisation du modéle de CYP 2J2 est réalisé par des cgtiesessifs de minimisation (1000
pas, Powel(Powell, 1964) et de courte dynamique (50 K, 0,5 ps), jusqu’a obtenir ureggie stabi-
lisée. Cette technique a pour avantage, par rapport a unenisation simple, de pouvoir relacher la
protéine, en facilitant le franchissement des petitesdras d’énergies nécessaires pour optimiser la
structure. Le modele est ensuite finalisé par une longuemsation de 10 000 pas, jusqu’a obtenir
une énergie minimuny{ - 6 000 kcal.mot?).

VII-3.2 Calcul de volume du site actif.

Le programme VOIDOO, accessible sur le site de I'univeiditéppsala en Sueddttp://alpha2.
bmc.uu.se/usf/voidoo.hthgermet de calculer différentes cavités pour une mémetateidans tous
les cas, la technique utilisée est le balayage du site aatifipe sphére ou « sonde », dont le rayon
peut étre défini par l'utilisateur. Deux surfaces peuverd &lors calculées (voir figure VII.3).

Surface Moéculaire Accessiblau Solvar

(SMAS)

Surface.:&'écessible au Solvant
(SAS)

Figure VII.3 —Surfaces moléculaires d’'un composé A définies par le solval Le solvant explore
tous les positionnement possibles autour de A. La surfadéaulaire accessible au solvant (ou surface de Connoly) est
définie par les contacts de Van der Waals entre la sonde enlpas® A(Connolly, 1983)La surface accessible au solvant
est définie par la surface balayée par le centre de la Svedeet Richards, 1971)

Les volumes indiqués par les différents auteurs des astodacernant les structures de P450s de
mammiféres sont calculés par I'une ou l'autre de ces métdderayon de la sonde est définia 1,4
A (taille généralement utilisée pour une molécule d'eaudst nécessaire de définir un point de la
cavité pour accélérer la recherche de la surface.
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VII-3.3 Protocole de dockingdynamique sous contraintes.

Le principe dudockingdynamique sous contraintes douces a I'avantage de poeviirdcompte

de I'évolution conformationnelle du ligand et de la pro&i€ependant, il est nécessaire de « geler »
une partie de la protéine afin de maintenir la structure dgotha P450, qui peut étre fortement pertur-
bée, notamment lors de I'entrée du substrat. Pour permugtiiere mouvement des résidus en contact
avec le substrat, nous avons choisi de maintenir fixe queléléenents de structure secondaire oppo-
sés aux différents canaux testés par rapport a I’'heme @eugesont indiqués dans le tableau VII.4).
Lorsque le substrat est entré dans le canal, les coordoneéess atomes ne sont plus maintenues,
car les variations énergétiques sont alors peu importgutesdéstabiliser la protéine. Il est a noter
gue I'heme est également fixé durant le processus d’entréelukirat dans le canal, pour éviter un
déplacement de 'héme vers le substrat.

Canal RésidusHléments structuragx

39-57 Boucle N-terminalg; 82-87 (euillet f1_1)
94-109 Hélice B ; 131-148 Hélice O

231-246 Hélice G ; 268-297 Hélice H)

434-466 Hélice )

147-177 Boucle C-D/Hélice D; 197-206 Boucle E-H
Canal 2 281-296 Hélice H) ; 330-361 Hélices J/J)

448-481 Hélice L) ; 494-502 Boucle C-terminale
94-104 Heélice B ; 153-173 Hélice D

330-376 Hélice J/J) ; 406-452 Boucle K"-1)

Canal 1

Canal 3

Tableau VII.4 —Eléments structuraux et résidus correspondants du CYP 2J2 «ajés » lors des
différents dockingsréalisés, en fonction des trois canaux d’entrée testés

Le dockingdes différents composeés est réalisé en suivant un schénmaodtapes (figure VII.4) :

lps 2ps 200 ps 200 ps Temps

| | [/ Lz
/4

pL psc ¥ DSC

DL

Force de la comainte Distarnce Fe - ligand

I

Figure V1.4 —Représentation schématique de la séquence utilisée lorssd#ockings DL : Dyna-
mique Libre ; DSC : Dynamique Sous Contraintes.

— Le composé dockerest placé a I'extérieur de la protéine, le grolipdu composé orienté vers
I'héme, distant d’environ 30 A. On utilise 4 acides aminéd’detrée du canal d’accés pour
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orienter convenablement le substrat. On effectue ensaiecourte dynamique moléculaire
(1 ps) a 50 K dans le vide pour équilibrer thermiquement lariget le P450.

— On ajoute ensuite une contrainte de distance entre ledigtle fer de I'héme (2 ps). La somme
des intensités de toutes ces contraintes est de I'ordrebdie 2 kcal/mol, pour que le substrat
se rapproche lentement de I’'heme. Dans le cas des dérivésfdeadone, la contrainte était
répartie sur plusieurs centres (généralement les trodpepresentés en figure VII.5).

Figure VII.5 —Points d’attache de la contrainte de distance généralemeutefinis lors dudocking
des dérivés de la terfénadone

— Lorsque le substrat entre en contact avec les résidus meékedu canal d’accés choisi, I'in-
tensité de la contrainte est augmentée (généralement/@atglet on effectue une dynamique
moléculaire a 50 K sur un temps plus long (200 ps). Le subptraétre ainsi dans le canal
d’acces, et vient se positionner dans le site actif.

— Pour permettre une évolution libre du complexe enzymetsaibforme, une derniére dyna-
mique moculaire a 100 K pendant 200 ps est effectuée sansdat Une vérification de
la stabilité de ce complexe peut étre effectuée en évalaagitstance fer-substrat. Si le sub-
strat s’éloigne du fer, alors la reconnaissance par le sitereest pas optimale, et un nouveau
dockingest nécessaire. Dans le cas contraire, le complexe semblstéble, et la structure
obtenue est ensuite optimisée.

— L'optimisation du model@ockéfinal est réalisée par plusieurs cycles de courtes dynamique
moléculaires (1ps) - minimisations énergétiques (500 pawell).
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Abstract

Previous work showed that rabbit aorta metabolizes arachidonic acid via 15-lipoxygenase to 15-hydroperoxyeicosatetraenoic
acid (15-HPETE), which undergoes an enzymatic rearrangement to 11-hydroxy-14,15-epoxyeicosatrienoic acid (11-H-14,15-EETA)
and 15-hydroxy-11,12-epoxyeicosatrienoic acid (15-H-11,12-EETA). Hydrolysis of the epoxy group results in the formation of
11,14,15- and 11,12,15-trihydroxyeicosatrienoic acids (THETAs). Endothelial cells have several heme-containing enzymes including
cytochromes P450 (CYP), nitric oxide synthase (eNOS), and prostacyclin (PGI,) synthase that catalyze the rearrangement of 15-
HPETE to HEETAs. Incubation of arachidonic acid and 15-lipoxygenase, or 15-HPETE with rabbit aortic microsomes or rat liver
microsomes, a rich source of CYP, resulted in the formation of a product that comigrated with THETAs and HEETAs on HPLC.
Immunoblot analysis showed the presence of CYP2C8 and CYP2J2 in aortic tissue and when CYP2J2 or CYP2C8 was incubated
with arachidonic acid and 15-lipoxygenase, the major products were 11,12,15- and 11,14,15-THETAs. Incubation of purified he-
matin, CYP2C11, eNOS or PGI, synthase enzymes with arachidonic acid and 15-lipoxygenase produced a different pattern of
metabolites from rabbit aortic microsomes. Clotrimazole, a non-specific CYP inhibitor, and ebastine and terfenadone, specific
CYP2J2 inhibitors, blocked the ability of aortic microsomes to produce THETAs while specific inhibitors of PGI, synthase, eNOS
or CYP2C8/2C9 had no effect on THETA production. We suggest that a CYP, possibly CYP2J2, may function as the hydroper-
oxide isomerase converting 15-HPETE to HEETAs in rabbit vascular tissue. Further hydrolysis of the epoxy group of the HEETAs
results in the formation of 11,12,15- and 11,14,15-THETAs. The HEETAs and THETAs are both vasodilators and may function as
important regulators of vascular tone.
© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Cytochrome P450; Lipoxygenase; Arachidonic acid; Rabbit aorta; Endothelium

Many studies have documented the importance of the
vascular endothelium in the regulation of vascular tone.
A number of endothelium-derived relaxing factors
(EDRFs)' have been identified including NO [1], PGI,
[2], and the epoxyeicosatrienoic acids [3]. Arachidonic

* Corresponding author. Fax: 1-414-456-6545.

E-mail address: wbcamp@mcw.edu (W.B. Campbell).

U Abbreviations used: EDRFs, endothelium-derived relaxing fac-
tors; eNOS, nitric oxide synthase; HPETEs, hydroperoxyeicosatetra-
enoic acids; HETEs, hydroxyeicosatetraenoic acids; ODS,
octadecylsilyl.

0003-9861/$ - see front matter © 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.abb.2003.09.026

acid causes relaxation of blood vessels, which is depen-
dent on the presence of the endothelium [4-7]. Our
previous work supported this observation and described
an endothelium-dependent, lipoxygenase metabolite of
arachidonic acid that elicited relaxation of rabbit aorta
[8]. Lipoxygenases are non-heme, iron-containing en-
zymes that catalyze the conversion of arachidonic acid
to hydroperoxyeicosatetraenoic acids (HPETEs), which
may be reduced to hydroxyeicosatetraenoic acids (HE-
TEs) [9-11]. The various lipoxygenases differ in posi-
tional specificity for oxidation. For example, the
hydroperoxy group is added at C-12 by the platelet
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12-lipoxygenase and at C-15 by reticulocyte 15-lipoxy-
genase [10,11]. Some tissues contain several lipoxygen-
ases and synthesize several HETEs. We have previously
shown that in rabbit aorta and aortic endothelial cells,
arachidonic acid is metabolized by 15-lipoxygenase to
15(S)-HPETE, which undergoes an enzymatic rear-
rangement to hydroxy-epoxyeicosatrienoic acids (HE-
ETA), either 11-H-14,15-EETA and 15-H-11,12-EETA
[12]. Hydrolysis of the epoxy group results in the for-
mation of 11,14,15- and 11,12,15-THETAs. The HE-
ETAs and THETAs relax the rabbit aorta and one
or both may mediate the relaxations to arachidonic
acid [12].

Hydroxy-epoxy fatty acids are readily formed from
fatty acid hydroperoxides by an intramolecular rear-
rangement with heme-containing proteins such as he-
matin [13]. However, Weiss et al. [14] provided the first
evidence that the conversion of 15-HPETE to HEETAs
occurs by CYPs. In this study, 15-HPETE was con-
verted to 13-H-14,15-EETA and 11-H-14,15-EETA,
which were hydrolyzed to 13,14,15-THETA and
11,14,15-THETA or 11,12,15-THETA, respectively.
Pace-Asciak and co-workers [15,16] have shown in
platelets and lungs that 12(S)-HPETE undergoes a
similar rearrangement in the presence of a heme-con-
taining protein, a hydroperoxide isomerase, to 8-H-
11,12-EETA and 10-H-11,12-EETA, which are also
called hepoxilin A3 and Bs, respectively [15]. Hydrolysis
of the 11,12-epoxide group by epoxide hydrolase leads
to the formation of 8,11,12-THETA and 10,11,12-
THETAS called trioxilin A3 and Bj, respectively.

If the biosynthetic pathway in rabbit aorta is similar
to the synthesis of hepoxilins and trioxilins, 15-HPETE
will be converted to 11-H-14,15-EETA and 15-H-11,12-
EETA by a hydroperoxide isomerase. Little is known
about this enzyme. Several heme containing proteins,
hemoglobin and hematin, can function as hydroperox-
ide isomerases and catalyze this rearrangement [13,15].
Similarly, PGI, synthase is a heme-containing CYP-like
enzyme that catalyzes the rearrangement of PGH, to
PGI; [17]. These rearrangements do not require cofac-
tors such as O, or NADPH, or reductases. Endothelial
cells have several enzymes that contain heme including
CYPs, eNOS, and PGI, synthase. This study is designed
to test the hypothesis that one of these heme-containing
enzymes may function as a hydroperoxide isomerase
and catalyze the formation of HEETAs and THETAs in
vascular tissue.

Materials and methods
Animals

Two-month-old female or male New Zealand White
(NZW) rabbits were obtained from New Franken
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Rabbitry (New Franken, WI). The animals were housed
in the Medical College of Wisconsin Animal Care Fa-
cilities, maintained on a standard rabbit chow diet, and
given tap water ad libitum.

Tissue preparation and incubations

Rabbits were sacrificed (pentobarbital 120 mg/kg,
IV), thoracic aorta was removed and cleaned of adher-
ing connective tissue and fat. In some cases, aortas were
purchased from Pel-Frez Biologicals (Rogers, AR). The
vessels were rinsed in Tris buffer (0.05M, pH 7.5) and
then cut into small pieces. Aortic tissue was homoge-
nized in cold 0.25M sucrose solution using a Potter—
Elvehjem tissue grinder with a Teflon pestle. Subcellular
fractions were prepared by differential centrifugation
[18]. The homogenate was centrifuged at 5000g for
20min to remove cellular debris, mitochondria, and
nuclei. The supernatant was centrifuged further at
100,000g for 60 min. The microsomal pellet was resus-
pended in 1.15% KCI and homogenized. The homoge-
nate was centrifuged at 100,000g for 60min. The
pelleted microsomes were resuspended in microsome
incubation buffer (Tris 50mM, KCI 150mM, and
MgCl, 10mM, pH 7.5) and stored at —80°C. Protein
concentrations were determined using the Bradford
technique (Bio-Rad) with IgG as the standard. Aliquots
of microsomal protein (2mg/ml) were incubated with
[C(U)Jarachidonic acid and 15-lipoxygenase (soybean
lipoxidase, 0.2mg/ml) or ["*C(U)]15-HPETE in Hepes
buffer containing indomethacin (107> M) at 37°C for
15 min.

In an additional series of experiments, aortic tissue
was homogenized (five passes with a mechanical ho-
mogenizer) in Tris buffer (500mg of tissue/10ml of
buffer). The homogenate was centrifuged at 750g for
15min and the supernatant was used. Aliquots (5 mg/
ml) of the homogenate were incubated for 20 min in
Tris—-HCI buffer containing indomethacin (10~> M) and
[“C(U)]15-HPETE (77 pg/ml, 4.33 x 10° cpm/ml). In
some incubations, 15-lipoxygenase was incubated with
['“CJarachidonic acid and the homogenate.

To investigate further the enzyme responsible for the
conversion of 15-HPETE to HEETAs and THETAs,
aliquots of microsomal protein (2mg/ml) were incu-
bated with ["*C(U)Jarachidonic acid and 15-lipoxyge-
nase in Hepes buffer at 37°C for 15min. Boiled
microsomes were used as a control. These studies were
repeated in the presence of inhibitors of eNOS (L-NA
and L-NMMA 10-100 uM), CYP (clotrimazole, SKF
525a, sulfaphenazole, compound 11 [19], compound 24
[19], 10-100 uM), ebastine [20] (10-100 uM) or terfena-
done (10-100 uM), and PGI, synthase (U-51605, 10—
100 pM).

Additional experiments investigated the produc-
tion of THETAs by ['“C(U)]arachidonic acid and
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15-lipoxygenase in incubations containing hematin
(20 uM), purified PGI, synthase (250 U/ml), eNOS or
CYP isozymes. In some cases, rat liver microsomes were
used as the source of CYP enzymes and prepared as
described above for the rabbit aortic microsomes. In
another series of experiments, purified CYP2C8 and
CYP2CI11 or recombinant CYP2J2 [21], CYP2J5 [22],
and CYP2J9 [23] (0.3 uM each) were used in incubations
with arachidonic acid and 15-lipoxygenase.

Following the incubations, all reactions were stopped
by adding ethanol to a final concentration of 15%. The
samples were acidified (pH < 3.5) and extracted using
octadecylsilyl (ODS) extraction columns as previously
described [8]. The extracted metabolites were evaporated
to dryness under a stream of nitrogen and stored at
—40°C until analysis by high-pressure liquid chroma-
tography (HPLC).

Purification of THETAs and HEETAs by HPLC

The biological samples were first resolved by reverse
phase (Nucleosil-C18 column, 5y, 4.6 x 250 mm) HPLC
using solvent system I. Solvent A was water and solvent
B was acetonitrile containing 0.1% glacial acetic acid.
The program was a 40min linear gradient from 50%
solvent B in A to 100% solvent B. The flow rate was
I ml/min. The fractions (0.2ml) corresponding to the
THETAs (fractions 27-35, 5-7.5min) and HEETAs
(fractions 70-83, 14-16.5min) were pooled, acidified,
and extracted with cyclohexane/ethyl acetate (50/50).
The THETA fraction was rechromatographed on re-
verse phase HPLC using solvent system II. In solvent
system II, solvent A was water containing 0.1% glacial
acetic acid and solvent B was acetonitrile. The program
consisted of a 5min isocratic phase with 35% B in A,
followed by a 35 min linear gradient to 85% B. Flow rate
was | ml/min. Radioactivity of the column eluate was
collected in 0.2ml aliquots and measured by liquid
scintillation spectrometry. The fractions containing
the THETAs (fractions 87-93) (17.5-18.5min) were
collected and extracted with cyclohexane/ethyl acetate
(50/50). The THETA fraction was purified further by
normal phase HPLC using a Nucleosil silica column (5p,
4.6 x 250 mm). Solvent system III consisted of an iso-
cratic separation using hexane, isopropanol, and glacial
acetic acid (995:4:1) at a flow rate of 1 ml/min. The
column eluate was collected in 0.5ml fractions and the
radioactivity was determined as described above.

Gas chromatographylmass spectrometry

The pooled fractions were isolated from solvent sys-
tem II (fractions 88-94), which corresponded to the
THETASs previously described [8]. The pooled fractions
were extracted with cyclohexane/ethyl acetate, evapo-
rated to dryness under nitrogen, and derivatized for gas

chromatography/mass spectrometry (GC/MS) as previ-
ously described [24,25]. For positive ion chemical ioni-
zation (PCI) MS analysis, the sample was dissolved in
120 ul acetonitrile and then esterified with ethereal dia-
zomethane for 6 min at room temperature. The reaction
mixture was evaporated to dryness under nitrogen and
the hydroxyl groups were then silylated with 15 pl bis-
TMS-trifluoroacetamide for 60 min at 37°C. In some
cases, the sample was saturated by reacting with rho-
dium on aluminum and bubbling for 1min with hy-
drogen gas. After a 60min incubation at room
temperature, the sample was filtered through a Celite
column and the fatty acids were eluted with diethyl
ether. The reaction mixture was evaporated to dryness
with nitrogen and reacted with ethereal diazomethane
and bis-TMS-trifluoroacetamide as described above.
GC/MS was performed with a Hewlett Packard 5989A
mass spectrometer coupled with a 5890 Series 2 gas
chromatograph. lonization of the samples was per-
formed chemically using methane as the reagent gas.
The derivatized material was resolved using a 14m
capillary DB-5 column (J&W Scientific, Folsom, CA)
with a linear gradient from 100 to 300°C. Standards
were derivatized and analyzed by GC/MS using the
identical methods described for the biological samples.

Polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting

Rabbit aorta was obtained as described above. Aortic
tissue lysates were prepared by homogenizing samples in
a buffer containing 20 mmol/L Hepes, 255 mmol/L su-
crose, ] mmol/L EDTA, and 100 pmol/L phenylmethyl-
sulfonyl fluoride, pH 7.4. Aortic microsomes were
prepared as described above. The protein lysates (30 ug)
were analyzed by SDS-PAGE by the method of Lae-
mmli [26] and Coligan et al. [27] using a 10% SDS-
PAGE Ready gel (Bio-Rad). The proteins were
electrophoretically transferred to nitrocellulose and the
nitrocellulose membrane was blocked for 3h at 25°C
with 5% non-fat dried milk in Tris-buffered saline
(20 mmol/L Tris hydrochloride; 500 mmol/L NaCl, pH
7.5) with Tween 20 (TTBS) before incubation with an
antibody to recombinant human CYP2J2 [28]. The
CYP2J2 antibody has been previously shown to immu-
noreact with recombinant CYP2J2 in human, rat, and
mouse but does not recognize other CYP isoforms in-
cluding the members of the 1A, 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, and
4A subfamilies [21]. The primary antibody was used at a
dilution of 1:1000 for 1 h at 4 °C. Following washing, the
blot was incubated for 1h at 25°C with the secondary
antibody (horseradish peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit IgG antibody) at a dilution of 1:5000. After
washing again with TTBS, the blot was incubated for
I min with Dupont Renaissance Chemiluminescent re-
agents. The membrane was subsequently exposed to
Kodak Biomax MR imaging film and developed.
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Prestained protein markers (Bio-Rad) were used for
molecular mass determination. These experiments were
repeated using a polyclonal CYP2C8 antibody [29] as
the primary antibody.

Statistics

Data are expressed as means+SEM. Statistical
analysis of the data was performed with an analysis of
variance to determine differences within the groups and
a Student’s ¢ test to determine differences between
groups.

Materials

Arachidonic acid, 15-lipoxygenase (soybean lipoxi-
dase, Type I-B), hematin, clotrimazole, nitro-L-arginine,
and indomethacin were all from Sigma Chemical, St.
Louis, MO. PGI; synthase was from Oxford Biomedical
Research, Oxford, MI. SKF 525A was from RBI, Na-
tick, MA. U-51605 was from Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI. Sulfaphenazole and the two other inhibitors
of CYP2Cs used in this study, compounds 11 and 24,
were synthesized as described previously [19]. Anti-
CYP2J2 antibody and recombinant CYP2J2, 2J5, and
2J9 were produced as previously described [21]. Anti-
CYP2C8 antibody and purified CYP2C11 and 2C8 were
obtained from Dr. Jorge H. Capdevila, Vanderbilt
University, Nashville, TN [29]. Purified eNOS was ob-
tained from Dr. Owen Griffith, Medical College of
Wisconsin, Milwaukee, WI. ['*C(U)]Arachidonic acid
(specific activity 920 mCi/mmol) was obtained from New
England Nuclear, Boston, MA. All solvents were of
HPLC grade and purchased from Burdick and Jackson,
Muskegan, MI. ['*C(U)]15-HPETE was synthesized by
incubating ['*Clarachidonic acid in 4 ml of borate buffer,
pH 9.0, with 15-lipoxygenase under a stream of oxygen
for 30min at room temperature. The reaction was
acidified to pH 5 with 5% hydrochloric acid and ex-
tracted with diethyl ether. The combined extracts were
washed with saturated NaCl, dried with MgSO,, fil-
tered, and evaporated to dryness. The extract was pu-
rified by silica gel column chromatography using
hexane/diethyl ether/acetic acid (2.5/10/0.25) at 4°C.
The yield was approximately 50%.

Results

Aortic microsomes were incubated with ['*C(U)]ara-
chidonic acid and 15-lipoxygenase, and extracted me-
tabolites were analyzed by reverse phase HPLC using
solvent system I (Fig. 1A). Radioactive products were
observed that comigrated with THETAs, HEETAs, and
HETEs. The conversion of the total added arachidonic
acid to THETAs and HEETAs was 3 and 4.3%, re-
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Fig. 1. Metabolism of '“C-arachidonic acid by rabbit aortic micro-
somes. Aortic microsomes were incubated with ['#Clarachidonic acid
and 15-lipoxygenase, and metabolites were separated using reverse
phase HPLC with solvent system I (A). Metabolites corresponding to
fractions 27-35 (5-7.5min) were collected, extracted using cyclohex-
ane/ethyl acetate, and rechromatographed using solvent system II (B).
Metabolites corresponding to fractions 87-93 (17.5-18.5min) were
collected, extracted using cyclohexane/ethyl acetate, and rechromato-
graphed using normal phase HPLC with solvent system III (C). Mi-
gration times of known standard eicosanoids are shown above the
chromatogram and are not meant to identify the corresponding ra-
dioactive peaks.

spectively. Fractions 27-35 (5-7.5min) were collected
and analyzed further by reverse phase HPLC using
solvent system II (Fig. 1B). The major peak migrated at
17.5-18.5min (fractions 87-93) and comigrated with the
THETAs. Fractions 87-93 were collected and analyzed
further by normal phase HPLC using solvent system III.
The THETAs were resolved into four radioactive
products (peaks A-D) (Fig. 1C). There was a greater
than 75% inhibition of THETA production in boiled
rabbit aortic microsomes incubated with ['*C(U)Jara-
chidonic acid and 15-lipoxygenase (data not shown).
Additionally, the only product synthesized by 15-li-
poxygenase alone (in the absence of added aortic tissue)
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comigrated with 15-HETE on HPLC using solvent
system I [12].

Incubation of aortic tissue from rabbits with ['4C]15-
HPETE resulted in the synthesis of radioactive products
that migrated with authentic THETAs, HEETAs, and
HETEs (Fig. 2A). The conversion of total added ara-
chidonic acid to THETAs and HEETAs was 12.5 and
19.8%, respectively. Fractions 27-35 (5-7.5min) were
collected and analyzed further by reverse phase HPLC
using solvent system II (Fig. 2B). The major peak mi-
grated at 17.5-18.5min (fractions 87-93) and comi-
grated with the THETAs. The 14-16.5min fraction
(fractions 70-83) isolated using solvent system I corre-
sponds to the HEETAs (Fig. 2A).

The radioactive product comigrating with the THE-
TAs was converted to its methyl ester-TMS ether
derivative and analyzed by GC/MS (Fig. 3). The PCI GC/
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Fig. 2. Metabolism of ['*C]15-HPETE by rabbit aorta. Aortic homo-
genates were incubated with ['*C]15-HPETE for 20 min and metabo-
lites were separated using reverse phase HPLC with solvent system I
(A). Metabolites corresponding to fractions 27-35 (5-7.5min) were
collected, extracted using cyclohexane/ethyl acetate, and rechromato-
graphed using solvent system II (B). Migration times of known stan-
dard eicosanoids are shown above the chromatogram and are not
meant to identify the corresponding radioactive peaks.
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Fig. 3. Mass spectrum of THETASs (17.5-18.5min) collected from re-
verse phase HPLC (Fig. 2B). THETAs were derivatized to the methyl
ester-TMS ether and analyzed by PCI GC/MS. (A,B) show the PCI
mass spectra for 11,12,15- and 11,14,15-THETA, respectively. The
proposed structure of each derivatized compound is given and its
prominent ions are indicated. m/z, mass/charge.

MS analysis of the methyl ester-TMS ether derivative
showed major products eluting at 14.08 and 14.22 min
(data not shown). The mass spectrum of the 14.08 min
product (Fig. 3A) revealed the presence of major ions at
m/z 569 (M*—15; loss of CHj3), 405 (M+—179; loss of
(CH3);SiOH and (CH3)3Si0), 301 (MT—283; loss of
(CH3);Si0—CH—(CH,—CH=CH),—(CH,);—COOCH3;),
283, and 173 (loss of (CH3)3SiO—(CH3)s— CH3). The
mass spectrum of the product that had a GC retention
time of 14.22min showed a similar mass spectrum
(Fig. 3B). The two mass spectra differed in the intensities
of the 173 and 283 m/z ions. The mass spectra indicated a
molecular weight of 584 for the methyl ester-TMS ether of
both products. Based on these mass spectra and the in-
tensities of the 173 and 283 ions, the 14.08 min and
14.22 min products were identified as the methyl ester-
TMS ether derivatives of 11,12,15-THETA and 11,14,15-
THETA, respectively. In a separate study, PCI GC/MS
analysis of products A-D isolated from normal phase
HPLC (Fig. 1C) indicated that the mass spectra for peak
A and B were consistent with these peaks being the
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Fig. 4. Mass spectrum of saturated THETAs (17.5-18.5min) collected
from reverse phase HPLC (Fig. 2B). THETAs were saturated and
derivatized to the methyl ester-TMS ether and analyzed by PCI GC/
MS. (A,B) PCI mass spectra for 11,12,15- and 11,14,15-THETA, re-
spectively. The proposed structure of each derivatized compound is
given and its prominent ions are indicated. m/z, mass/charge.
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11,12,15-THETA and 11,14,15-THETA, respectively
(data not shown). Peaks C and D were a mixture of both
11,12,15-THETA and 11,14,15-THETA. These are
probably stereoisomers of peaks A and B.

The mass spectra of the hydrogenated derivatives are
shown in Fig. 4 and are consistent with the proposed
structures for 11,12,15-THETA and 11,14,15-THETA.
The molecular ion of the saturated derivatives is 590.
The mass spectrum of 11,12,15-THETA (Fig. 4A) re-
vealed the presence of major ions at m/z 575 (M+—15;
loss of CHj), 417 (M*—173; loss of [(CH3)3;SiO]—
(CH,)4,—CHsj), 303 (M*—287; loss of (CHj)3;SiO—
CH—(CH;)y—COOCH3), 287 (M*t—303), and 173
(M*—417). For the 11,14,15-THETA (Fig. 4B), the
mass spectrum showed prominent ions at m/z 575 (M*—
15; loss of CHj3), 417 (M*t—173), 303 (M*t—-287), 287
(M*T—303), and 173 (M+*—417). Based on these mass
spectra and the intensities of the 173 and 287 ions, the
products were identified as the saturated, methyl ester-
TMS ether derivatives of 11,12,15-THETA and
11,14,15-THETA, respectively.

Since heme-containing enzymes and proteins can
convert HPETEs to HEETAs and THETAs [13-15], we
tested the effect of several heme proteins and endothelial
heme-containing enzymes for this activity. ['*C]Arachi-
donic acid and 15-lipoxygenase were incubated with ei-
ther hematin (Fig. 5A), rat liver microsomes as a source
of CYP enzymes [18] (Fig. 5B), eNOS (Fig. 5C), or PGI,
synthase (Fig. SD). The metabolites were extracted and
purified by reverse phase-HPLC using solvent system I
followed by solvent system Il and in some cases by
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Fig. 5. Production of THETAs by heme-containing enzymes. ['*C]Arachidonic acid and 15-lipoxygenase were incubated with hematin (A), rat liver
microsomes (B), eNOS (C) or PGI, synthase (D). Metabolites were separated using reverse phase HPLC with use of solvent system I (data not
shown). Metabolites corresponding to fractions 27-35 were collected, extracted using cyclohexane/ethyl acetate, rechromatographed using solvent

system II, and illustrated in the figure.
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normal phase-HPLC using solvent system III. Using
solvent system I, all of the proteins produced a pattern
of metabolites similar to incubations of 15-lipoxygenase
with the aortic homogenate (data not shown). Analysis
of the 5-7.5 min peak (fractions 27-35) from system I by
system II indicated a product that comigrated with the
THETAs (Fig. 5). The conversion of total added ara-
chidonic acid to THETAS incubated with microsomes,
hematin, eNOS, and PGI, synthase was 18.3, 6.0, 6.4,
and 3.6%, respectively. While incubations with rat liver
microsomes produced only one radioactive metabolite
that comigrated with the THETAs (Fig. 5B), incuba-
tions with hematin (Fig. 5A), eNOS (Fig. 5C), and PGI,
synthase (Fig. 5D) produced a number of other radio-
active products. The pattern of metabolite(s) observed
with rat liver microsomes is similar to that observed with
rabbit aortic microsomes (Fig. 1B).

We investigated the effect of specific inhibitors of
eNOS, PGI, synthase, and CYPs on the production of
THETASs by rabbit aortic microsomes incubated with
arachidonic acid and 15-lipoxygenase. In the absence of
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Fig. 6. Effect of various inhibitors on the synthesis of THETAs by
rabbit aortic microsomes. Rabbit aortic microsomes were incubated
with ["CJarachidonic acid and 15-lipoxygenase in the presence of
varying concentrations of L-NA (top panels A-C), clotrimazole
(middle panels D-F) or U51605 (bottom panels G-I). Metabolites
were separated using reverse phase HPLC with solvent system I (data
not shown). Metabolites corresponding to fractions 27-35 were col-
lected, extracted using cyclohexane/ethyl acetate, rechromatographed
using solvent system II, and illustrated in the figure.

any inhibitors, rabbit aortic microsomes produced a
major radioactive product that comigrated with THE-
TAs (Fig. 6, left panels). Pretreatment with the NOS
inhibitor, L-NA or the PGI, synthase inhibitor,
U-51605, did not affect the production of THETAs
(Figs. 6B and C, and H and I). Similar results were
obtained with another eNOS inhibitor, L-NMMA (10—
100 uM) (data not shown). L-NA and L-NMMA did
block the synthesis of THETAs by purified eNOS and
U51605 blocked PGI, synthase catalyzed THETA syn-
thesis (data not shown). In contrast, increasing con-
centrations of clotrimazole (Figs. 6E and F) blocked the
synthesis of THETAs by rabbit aortic microsomes in a
concentration-related manner. Clotrimazole binds the
heme portion of CYP [30]. A different CYP inhibitor,
SKF 525a, which does not bind heme, had no effect on
THETA production (data not shown). When aortic
microsomes were incubated with the specific CYP2C
inhibitor sulfaphenazole (30 uM), THETA production
also was not blocked (Fig. 7B). Pretreatment with
compound 24, which selectively inhibits CYP2CS,
CYP2C9, and CYP2C19 at 100 uM [19] or compound
11, which selectively inhibits CYP2C8 at 10 uM [19] also
did not block THETA production (Figs. 7C and D).
Sulfaphenazole, compound 11, and compound 24 in-
hibited synthesis of THETASs by purified CYP2C8 and
CYP2C9. These compounds were better inhibitors of
CYP2C9 than CYP2C8 (data not shown). In contrast,
when aortic microsomes were incubated with specific
CYP2J2 inhibitors, ebastine or terfenadone [20], THE-
TA production was reduced in a concentration-depen-
dent manner (Fig. 8). Ebastine and terfenadone
inhibited synthesis of THETAs by purified CYP2J2
(data not shown).

The next series of experiments looked specifically at
which CYP isoforms may function as a hydroperoxide
isomerase. Endothelial cells contain CYP enzymes of the
2] and 2C subfamilies [28,31]. Incubations were per-
formed with ['*Clarachidonic acid and 15-lipoxygenase
and CYP2J2 (Fig. 9A), CYP2J9 (Fig. 9B), or CYP2CS8
(Fig. 9C). The metabolites were extracted and purified
by reverse phase-HPLC using solvent system I, followed
by solvent system II (top panel). The metabolites col-
lected from solvent system II were purified further using
normal phase-HPLC with solvent system III (bottom
panels). Chromatograms showed a product that comi-
grated with the THETAs (Fig. 9) in all incubations with
the CYP isoforms. The pattern of metabolites closely
resembled the pattern of metabolites observed in rabbit
aortic microsomes (Fig. 1C). Two other CYP isoforms,
CYP2J5 and CYP2C11, were also tested. The pattern of
metabolites observed with CYP2J5 was identical to that
observed with the other CYP2J isoforms (data not
shown). In contrast, the purified CYP2CI1 enzyme
produced a product that comigrated with the THETAs
but many other unidentified radioactive products were
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Fig. 7. Effect of specific inhibitors of CYP2C8 and CYP2C9 on the production of THETAs. ['*C]Arachidonic acid and 15-lipoxygenase were in-
cubated with sulfaphenazole (30 uM) (B), compound 24 (100 uM) (C) or compound 11 (10 uM) (D). Metabolites were separated using reverse phase
HPLC with use of solvent system I (data not shown). Metabolites corresponding to fractions 27-35 were collected, extracted using cyclohexane/ethyl
acetate, rechromatographed using solvent system II, and illustrated in the figure.
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corresponding to fractions 27-35 were collected, extracted using cy-
clohexane/ethyl acetate, rechromatographed using solvent system II,
and illustrated in the figure.
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also observed (data not shown). The pattern of metab-
olites with CYP2C11 more closely resembled the prod-
ucts observed with purified PGI, synthase and eNOS
(Fig. 5). The radioactive metabolites from CYP2J2 and
CYP2J9 were collected, derivatized, and analyzed by
GC/MS. The mass spectra were identical to those shown
in Fig. 3 confirming the production of 11,12,15- and
11,14,15-THETAs by these isozymes.

Specific polyclonal anti-CYP2C8 or anti-CYP2J2
antibodies were used for Western blot analysis in lysates
prepared from rabbit aortas and rabbit aortic micro-
somes. Immunoreactive bands in the molecular weight
range of 54-56 kDa were observed in the aortic lysates
and microsomes with both the anti-CYP2J2 antibody
and anti-CYP2C8 antibody (data not shown). This ex-
periment was repeated two times and similar results
were observed and indicate the presence of rabbit iso-
forms analogous to human CYP2CS8 and CYP2J2 in the
rabbit aorta. The expression of both enzymes was sim-
ilar when equal amounts of protein were analyzed.

Discussion

The present study indicates that 15-HPETE is con-
verted by a microsomal hydroperoxide isomerase to 11-
H-14,15- and 15-H-11,12-EETA and their hydrolysis
products, 11,14,15- and 11,12,15-THETAs. Several en-
dothelial enzymes function as hydroperoxide isomerases
including CYPs, NOS, and PGI, synthase. Results
showed that incubation of arachidonic acid and 15-li-
poxygenase with rat liver microsomes, a rich source of
CYP enzymes, resulted in the formation of a product
that comigrated with THETAs on HPLC. If rabbit
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Fig. 9. Production of THETAs by CYP2J and CYP2C. ["*C]Arachidonic acid and 15-lipoxygenase was incubated with CYP2J2 (A), CYP2I9 (B), or
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graphed using normal phase HPLC with solvent system III (D, E, and F).

aortic microsomes were used as the source of hydro-
peroxide isomerases, incubations with arachidonic acid
and 15-lipoxygenase also produced THETAs. Futher-
more, rabbit aortic microsomes converted 15-HPETE to
THETAEs. If purified CYP isozymes were incubated with
arachidonic acid and 15-lipoxygenase, the major prod-
uct comigrated with the THETAs. Finally, clotrimazole,
a CYP inhibitor, blocked the ability of aortic micro-
somes to produce THETAs. Miconazole, another CYP
inhibitor, also blocked THETA synthesis [12].

Since several other heme-containing enzymes besides
CYPs can function as hydroperoxide isomerases and
catalyze the rearrangement of 15-HPETE to the
THETASs, we also examined the role of hematin, and
two endothelial heme-containing enzymes, eNOS and
PGI; synthase, in the production of THETAs. Cyclo-
oxygenase was not tested, since previous studies indi-
cate that indomethacin increases rather than inhibits
THETA synthesis [8,12]. Reverse phase-HPLC analysis
of the incubations with these enzymes indicated a
pattern of metabolites similar to incubations of 15-li-
poxygenase plus rabbit aortic microsomes. Further
purification indicated that there was a product that
comigrated with the THETAs. However, a number of
other products were also produced by hematin, eNOS,
and PGI, synthase. This was in contrast to the incu-
bation of rat liver microsomes with 15-lipoxygenase
and arachidonic acid, which produced only one major
metabolite similar to that produced by rabbit aortic
homogenates incubated with 15-HPETE. We used in-

hibitors of NOS and PGI, synthase to determine if
these enzymes were involved in aortic THETA syn-
thesis. Neither the NOS inhibitors, L-NA or L-
NMMA, nor the PGI, synthase inhibitor, U-51605,
affected THETA production by aortic microsomes.
However, the synthesis of the THETAs by aortic mi-
crosomes was blocked by the heme-binding CYP in-
hibitor, clotrimazole. Another CYP inhibitor, SKF
525A, which does not bind to the heme portion of the
enzyme, was ineffective as an inhibitor of THETA
production from the rabbit aortic microsomes. Previ-
ous studies showed that miconazole, a CYP inhibitor
that is similar in structure to clotrimazole, did not alter
eNOS activity [32] but inhibited THETA synthesis [12].
Metyrapone, a CYP2B inhibitor, did not inhibit
THETA synthesis [8]. These results would support the
conclusion that clotrimazole is a specific inhibitor of
CYPs and does not inhibit all heme-containing en-
zZymes.

Weiss et al. [14] provided the first evidence that the
conversion of 15-HPETE to HEETAs occurs by an
enzymatic transformation involving CYPs. Chang et al.
[33] looked at the CYP-dependent metabolism of
15(S)-HPETE and found that rat liver microsomes
obtained from control or phenobarbital-treated rats, or
purified CYP2B1 enzyme converted 15(S)-HPETE to
11-H-14,15-EETA. When they examined CYP-medi-
ated metabolism using 15(R)-HPETE as a substrate, a
different product was formed, 13-H-14,15-EETA. The
results of their experiments are important in that they
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present a model system for mammalian CYPs in the
stereoselective synthesis of HEETAs and may be ex-
tended to the hydroperoxide isomerase in vascular tis-
sue. We have previously shown that the major
stereoisomer of 15-HETE in rabbit aorta was 15(S)-
HETE [25], supporting other observations that a 15(S)-
lipoxygenase is the enzyme producing 15(S)-HPETE in
rabbit aorta. Consistent with 15(S)-HPETE synthesis
and the aortic hydroperoxide isomerase having a CYP-
like mechanism, rabbit aorta synthesizes 11-H-14,15-
EETA and 15-H-11,12-EETA and not 13-H-14,15-
EETA [12].

CYP is a family of enzymes with preferential speci-
ficity for different substrates [34]. Understanding the role
of CYP in arachidonic acid metabolism is particularly
important considering the vast array of biological ac-
tivities associated with arachidonic acid metabolites.
For example, the CYP2C8 isoform was isolated and
cloned from human endothelial cells [35]. This isoform
produces the vasodilator epoxyeicosatrienoic acid de-
rivatives of arachidonic acid [28,35]. Wu and coworkers
have recently reported the expression of CYP2J sub-
family enzymes that also metabolize arachidonic acid
[21,22,28]. In the human heart, CYP2J2 metabolizes
arachidonic acid to EETs [21] while CYP2J5 is highly
expressed in mouse kidney and catalyzes the formation
of EETs [22]. CYP2J9 is expressed in mouse brain and
converts arachidonic acid to 19-HETE [23]. There is
recent evidence that the CYP2J2 isoform is responsible
for EET biosynthesis in human endothelial cells [28,36].
Using rabbit aortic tissue, we examined the expression
of CYP enzymes to determine which specific isoform
may be responsible for the conversion of 15-HPETE to
the HEETAs. Immunoblot analysis showed the presence
of both CYP2C8 and CYP2J in aortic tissue. CYP2J2
and CYP2CS8 are human isozymes; however, the pres-
ence of 55kDa immunoreactive proteins to several anti-
CYP2J2 and anti-CYP2CS8 antibodies in rabbit aorta
suggests the presence of orthologous rabbit isoforms.
While CYP2C8 protein is expressed in the aortas, it does
not appear to be the major isoform involved in the
production of THETAs. This conclusion is based on the
observation that incubation of purified CYP2C8 and
CYP2CI11 enzymes with arachidonic acid and 15-li-
poxygenase did not produce a pattern of metabolites
resembling those seen in rabbit aortic microsomes. Ad-
ditionally, sulfaphenazole, compound 24, and com-
pound 11 [19], specific inhibitors of CYP2C8 and 2C9,
did not block THETA production. There is recent evi-
dence that N-alkylated sulfaphenazole derivatives, sim-
ilar to compounds 11 and 24, inhibit rabbit liver
CYP2CS [37]. There is evidence that CYP2J2 may rep-
resent the aortic hydroperoxide isomerase. CYP2J pro-
tein is expressed in rabbit aorta and the major products
formed in incubations with recombinant CYP2J2,
CYP2J5, and CYP2J9 enzymes were identified as
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11,12,15- and 11,14,15-THETAs. There was no evidence
of other metabolites as with rabbit vascular tissue. Ad-
ditionally, two specific inhibitors of CYP2J2, ebastine
and terfenadone, produced a concentration-dependent
inhibition of THETA production in rabbit aortic mi-
crosomes. At the present time, it appears that CYP2J
and not CYP2C represents the hydroperoxide isomerase
in rabbit aorta.

While 15-lipoxygenase is a non-heme-containing en-
zyme [11], it would not be predicted to have hydroper-
oxide isomerase activity. However, there is evidence that
under certain experimental conditions such as low oxy-
gen, the enzyme can convert 15-HPETE to a short chain
aldehyde, 14,15-epoxide, 15-ketone or a HEETA [11,38-
40]. Specifically, when Bryant et al. [38] incubated
purified rabbit reticulocyte 15-lipoxygenase-1 with ara-
chidonic acid, 13-hydroxy-14,15-epoxyeicosatrienoic
acid (13-H-14,15-EETA) was the only HEETA formed.
Recently, epidermal 12-lipoxygenase-3 (ALOXE3)
which is devoid of lipoxygenase activity was shown to
have hydroperoxide isomerase activity and produce 13-
H-14,15-EETA from 15-HPETE [41]. In the current
study, 13-H-14,15-EETA was not produced by the
rabbit aortic homogenates or homogenates incubated
with 15-lipoxygenase, suggesting that aortic 15-lipoxy-
genase is not responsible for the hydroperoxide isom-
erase activity. Furthermore, we find that the aortic
hydroperoxide isomerase activity is associated with the
microsomal fraction. Since 15-lipoxygenase is a cyto-
solic enzyme [11], it cannot account for the microsomal
hydroperoxide isomerase activity of aorta.

The degradation of 15-HPETE to 15-HETE may be
catalyzed by glutathione peroxidase, phospholipids hy-
droperoxide glutathione peroxidase and thioredoxin
reductase [40,42]. Each of these enzymes is present in the
vascular endothelium and may promote the degradation
of 15-HPETE to 15-HETE rather than metabolism of
15-HPETE to HEETAs and THETAs [43.44]. In fact, in
platelets and insulinoma cells, inhibition of glutathione
peroxidase enhances the production of THETAs and
hepoxilins [45-47]. These studies suggest that the pres-
ence of glutathione peroxidases and thioredoxin reduc-
tase in the endothelium may regulate the synthesis of
THETAs and HEETAs and inhibition of these enzymes
may increase their synthesis.

In summary, we propose that arachidonic acid is
metabolized by 15-lipoxygenase to 15-HPETE, which
undergoes an enzymatic rearrangement by a hydroper-
oxide isomerase to either 11-H-14,15-, 15-H-11,12-
EETA or both. We provide evidence that a CYP,
probably of the CYP2J subfamily, may act as a hydro-
peroxide isomerase. Further hydrolysis of the epoxy
group results in the formation of 11,12,15- and 11,14,15-
THETA. The HEETAs and THETAs are both vasodi-
lators and may function as important regulators of
vascular tone [12].
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B Spectres de masse obtenus pour les métabolites d’hydroxyla-
tion des dérivés2, 4,5 et 17 (cf. chapitre V)
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Figure 1 —Spectres de fragmentation SM et assignations structurales des fragments pour le
substrat et le métabolite2a (m/z = 444) formés apres oxydation du composé&par le CYP 2J2

Les fragments indiqués en noir (respectivement en rougegsentent les fragments dont la masse ne change pas (res-
pectivement dont la masse augmente de 16) aprés oxydation.
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B.2 Compos&
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la masse ne change pas (respectivement dont la masse aagiaell) aprés oxydation. Le fragment caractéristique du
métabolitedb est indiqué en vert.
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B.3 Composé

Dans ce cas, le chromatogramme CLHP/SM obtenu aprés imjettioe incubation d& avec des
microsomes contenant le CYP 2J2 est présenté. Celui-ci minietnda présence de deux métabolites
majoritairesSb et5c:
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Figure 3 -Chromatogrammes CLHP/SM obtenus par incubation du dérivé5 avec le CYP 2J2
en présence de NADPHLes deux chromatogrammes indiqués ont été obtenus poumpste’incubation de 0
minute (noir) et de 30 minutes (rouge). Les spectres de naeEsspics apparus au cours de l'incubatibh ét 5¢) ainsi
que celui du substrd& sont indiqués en dessous des chromatogrammes.
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Figure 4 —Spectres de fragmentation SM et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolitesba et5b (m/z = 470) ainsi que le métabolite secondairec (m/z = 488) formés
apres oxydation du composé par le CYP 2J2 et le CYP 3A4 Les fragments indiqués en noir (respecti-
vement en rouge) représentent les fragments dont la mast®nge pas (respectivement dont la masse augmente de 16
ou de 34) apres oxydation. Le fragment caractéristique dguamétabolite est indiqué en vert.
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Figure 5 —Spectres de fragmentation SM et assignations structurales des fragments pour les
deux métabolitesl7a et17b (m/z = 458) formés apres oxydation du composE par le CYP 2J2

et le CYP 3A4. Les fragments indiqués en noir (respectivement en rougegsentent les fragments dont la masse
ne change pas (respectivement dont la masse augmente deré$)aydation. Le fragment caractéristique de chaque
métabolite est indiqué en vert.
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C Construction du modele de CYP2J2
C.1 Fichier d’évenements créé par Swiss-Model

AlignMaster output

Length of target sequence: 502 residues
Reading user-defined template list
Extracting template sequences

Running pair-wise alignments with target sequence
Sequence identity of templates with target:
1z11A.pdb: 50.7 % identity

2bdmA.pdb: 51.9 % identity

inr6A.pdb: 46.4 % identity

1pg2A.pdb: 40.76 %, identity

2f9qA.pdb: 36.04 % identity

Looking for template groups

Global alignment overview:

Taget Sequence: |

1z11A.pdb |  —mmm e
2bdmA.pdb | s
1nr6A.pdb |  m e
1pq2A.pdb |  mm e
2f9qA.pdb | 0 e
AlignMaster found 1 regions to model separately:

1: Using template(s) inr6A.pdb 1pq2A.pdb 1z11A.pdb 2bdmA.pdb 2f9qA.pdb

Creating Batch files for ProMod (if any):
Batch.1: residues 39 - 502 of submitted sequence.
Exiting AlignMaster

ProModII trace log for Batch.1l

ProModII: 3.70 (SP3)

ProModII: Loading Template: 1z11A.pdb
ProModII: Loading Template: 2bdmA.pdb
ProModII: Loading Template: 1nr6A.pdb
ProModII: Loading Template: 1pg2A.pdb
ProModII: Loading Template: 2f9qA.pdb
ProModII: Loading Raw Sequence

ProModII: Iterative Template Fitting
ProModII: Iterative Template Fitting
ProModII: Iterative Template Fitting
ProModII: Iterative Template Fitting
ProModII: Generating Structural Alignment
ProModII: Aligning Raw Sequence

ProModII: Refining Raw Sequence Alignment
ProModII: ProModII: doing complex assignment of backbone

ProModII: N-terminal overhang trimmed for chain ’ ’. Start at residue:

ProModII: ProModII: adding blocking groups
ProModII: Weighting Backbones

ProModII: Averaging Sidechains

ProModII: Adding Missing Sidechains

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;
ProModII: GROMOS will repair it at residue PHE 32
ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;
ProModII: GROMOS will repair it at residue ALA 94
ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;
ProModII: GROMOS will repair it at residue SER 115
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ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue ARG 161

ProModII: Small Ligation (C-N < 3.0A) ignored;

ProModII: GROMOS will repair it at residue MET 198

ProModII: Trying Ligating with anchor residues GLU 390 and GLN 393
ProModII: Trying Ligating with anchor residues LEU 389 and GLN 393
ProModII: Number of Ligations found: 57

ProModII: ACCEPTING loop 0: clash= 0 FF= -192.8 PP= -2.00
ProModII: Optimizing Sidechains

ProModII: Dumping Preliminary Model

ProModII: Adding Hydrogens

ProModII: Optimizing loops and O0XT (nb = 5)

ProModII: Final Total Energy: 5855.536 KJ/mol

ProModII: Removing Hydrogens

ProModII: Fixing Atom Nomenclature

ProModII: Dumping Sequence Alignment

C. 2 \Validation par WHATCHECK du modele issu de Swiss-Model

WhatCheck Report generated for your SWISS MODEL request

AC code:

Model: Batch.1l.pdb

For details about the WhatCheck output, please see:
http://www.cmbi.kun.nl/gv/checkhelp/

>k >k >k >k >k >k >k >k 3k 3k 3k 3k 5k k 3k 3k >k >k >k %k >k >k >k 5k 3k 5k 5k k >k >k >k >k %k >k >k >k >k 5k 3k 3k 3k >k >k >k >k %k >k >k >k > > 5k 3k 3k 3k >k >k >k %k >k >k > > > > >k % %k % % % %

skkkokkkkkk REPORT OF PROTEIN ANALYSIS by the WHAT IF program skkkkskkksksk
sk ke s o sk sk sk sk sk sk ok sk sk s sk sk sk sk sk ok ok ok sk sk sk ke ok sk sk sk sk sk ok sk ok sk sk sk s ok sk sk sk sk sk ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk ok sk sk ko ok sk sk sk k ok k ok

Date : 2006-03-07
This report was created by WHAT IF version 19970813-1517

...)

# 51 # Note: Summary report for users of a structure

This is an overall summary of the quality of the structure as
compared with current reliable structures. This summary is most
useful for biologists seeking a good structure to use for modelling
calculations.

The second part of the table mostly gives an impression of how well
the model conforms to common refinement constraint values. The
first part of the table shows a number of constraint-independent
quality indicators.

Structure Z-scores, positive is better than average:

1st generation packing quality : -1.074
2nd generation packing quality : -1.874
Ramachandran plot appearance : -0.683
chi-1/chi-2 rotamer normality : 2.786
Backbone conformation : -0.778

RMS Z-scores, should be close to 1.0:

Bond lengths 1.336
Bond angles 1.308
Omega angle restraints 0.986
Side chain planarity : 3.937 (loose)
Improper dihedral distribution : 1.513 (loose)
B-factor distribution 2.673 (loose)
Inside/Outside distribution 1.113
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Résumé :

Ce manuscrit présente une étude fonctionnelle et structurale du cytochrome P450 2J2 humain (CYP2J2), enzyme
exprimée dans les tissus cardiovasculaires, dont les roles biologiques sont mal connus. En utilisant la terfénadone comme
base structurale, qui est un composé oxydé régiosélectivement par le CYP2J2, plusieurs composés ont été synthétisés
se sont révélés étre des inhibiteurs affins et sélectifs du CYP2J2. En particulier, un inhibiteur trés affin et compétitif
(Ki = 160 nM) et deux substrats suicides efficaces du CYP2J2 (kinact/Ki ~ 3000 L/mol/s) ont été mis en évidence.
L' étude de I' oxydation de ces composés par le CYP2J2 a révélé une régiosélectivité surprenante, en faveur d' une position
chimiquement moins réactive vis-a-vis des oxydations. La caractérisation du site actif du CYP2J2 et 1'identification de
résidus importants pour la reconnaissance des dérivés de terfénadone a pu étre réalisée en construisant un modele par
homologie 3D de cette enzyme et par le docking de certains dérivés dans le site actif du CYP2J2. Enfin, une étude
préliminaire des roles biologiques possibles du CYP2J2 a été réalisée en étudiant les effets inhibiteurs de ce P450. En
conclusion, ce travail a permis de caractériser les premiers outils biochimiques d' étude des roles biologiques du CYP2J2,
de proposer une premiere topologie du site actif du CYP2J2, et d' affiner les roles biologiques du CYP2J2.

Mots clés : Hémoprotéines, monooxygénases, terfénadine, ébastine, docking sous contraintes douces, époxydation de
I' acide arachidonique.

Abstract :

This manuscript deals with the functional and structural study of human cytochrome P450 2J2 (CYP2J2), an enzyme
mainly expressed in cardiovascular tissues, whose biological roles are not well-known. We used terfenadone, regiose-
lectively oxydized by CYP2J2, as a starting point for design and synthesis of several compounds, which revealed to be
affine and selective inhibitors of this P450. In particular, one affine and selective inhibitor (Ki = 160 nM) and two efficient
mechanism-based inactivators (kinact/Ki~3000 L/mol/s) of CYP2J2 were identified. The study of the CYP2J2-catalyzed
oxidation of some of these compounds revealed a surprising regioselectivity, favoring a less reactive position, regarding
the reactivity towards oxidation. The characterization of the active site and the identification of important residues for
terfenadone derivatives recognition by CYP2J2 was achieved using an homology 3D model of this enzyme, and docking
of several substrates in the active site. Finally, a preliminary study of the potential biological roles of CYP2J2 was perfor-
med by looking at the inhibitory effect of several compounds involved in the vascular relaxation pathways. In conclusion,
this work provides the characterization of the first biochemical tools to study the biological roles of CYP2J2, the first
description of the active site topology and a study on CYP2J2 biological roles.

Keywords : Hemeproteins, monooxygenases, terfenadine, ebastine, soft-restrained dynamic docking, arachidonic acid
epoxidation.





