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AVANT-PROPOS

L’arrivée chaque année de nouvelles molécules chimiques sur le marché du médicament
montre un essor de l’industrie pharmaceutique. Néanmoins, certains médicaments sont
responsables d’effets secondaires graves, induisant de la toxicité dans le corps. De nos jours,
les techniques d’analyses de ces médicaments sont de plus en plus sophistiquées, les
biomarqueurs de toxicité utilisés sont souvent issus de matrices biologiques ou mimant une
structure biologique comme des peptides. La mise en place d’une méthode d’analyse
applicable a la protéine la plus abondante du sang permettrait de I'utiliser comme
biomarqueur de toxicité avant la mise sur le marché du médicament. Le but étant de mesurer
le risque du médicament en utilisant un biomarqueur commun a tous les individus afin de
prévenir les effets secondaires issus des réactions indésirables induites par le médicament.
Notre projet d’étude est la mise en place d’'une méthode d’analyse en LC-MS de la formation
d’adduits a partir de métabolite réactif (MR) issus de médicament sur la sérum albumine
humaine (HSA) qui pourrait étre utilisée durant les essais cliniques et précliniques comme

biomarqueur de toxicité.

Ce travail présenté a ét€ un long cheminement. Tout d’abord, la validation de I’adduit formé
a partir de MR issus de médicament déja sur le marché, en utilisant un peptide synthétique
mimant le site actif de la sérum albumine. Un probléme de quantification de cet adduit s’est
posé durant I’étape de digestion. Puis, la validation de cette méthode de quantification par
optimisation du protocole de digestion et 1’ajustement de différents parametres qui ont rendu
possible la quantification. La méthode a été optimisée pour 1’albumine non modifiée, il reste
a expérimenter la formation de 1’adduit et voir si la méthode est applicable comme méthode
standard a tous types de médicaments capables de former des adduits sur la sérum albumine
humaine. Pour au final, identifier et classifier ces différents médicaments en fonction de leurs

propriétés et de leurs impacts sur la sérum albumine humaine.
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RESUME

Certains médicaments en se métabolisant dans le corps forment des métabolites dits
«réactifs » (MR) qui peuvent entrainer une toxicité en se liant de mani¢re covalente a des
protéines pour former des adduits. Notre étude se concentre sur 1’analyse d’adduits formés a
partir d’une protéine sanguine : la sérum albumine humaine. En particulier, les adduits
formés au niveau du site actif de 1’albumine situé sur la cystéine en position 34. L’objectif
principal de ce travail était de mettre en place une méthode d’analyse en chromatographie
liquide haute performance (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) permettant la détection et la caractérisation des adduits peptidiques issus de la sérum
albumine modifiée.

Le travail a consisté tout d’abord a valider par des réactions in vitro la formation d’adduit
issus de médicaments connus pour former des MR avec un antioxydant naturel : le glutathion
(GSH). En parall¢le, en mimant le site actif de la sérum albumine humaine avec un peptide
synthétique, le QQCPF, le profil de fragmentation en LC-MS/MS des adduits formés avec le
QQCPF ont été comparé avec ceux obtenus par le GSH et ont permis de le valider comme
agent de trappage.

Pour de futures réactions in vivo, I’identification des adduits d’albumines en LC-MS implique
une étape de digestion de I’albumine en peptides, le protocole de digestion de 1’albumine en
comparant plusieurs enzymes a été optimisé pour I’analyse en LC-MS des peptides digérés
comportant la cystéine 34. Par ailleurs, une méthode de quantification de ce peptide modifi€ a
été mise en place par l’'introduction d’un étalon interne provenant d’une autre espéce
d’albumine, 1’albumine de rat.

Le but ultime est que la sérum albumine soit utilisée comme biomarqueur sanguin de toxicité
en utilisant cette méthodologie qui permettra avec un prélévement sanguin d’identifier a
partir de la sérum albumine humaine modifiée, la toxicit¢ du médicament ingéré et ainsi
améliorer la prévention de risque du médicament.

Mots clés : Sérum albumine, métabolite réactif, adduits, liaison covalente, spectrométrie de
masse, fragmentation, séquengage, chromatographie liquide.



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 La sérum albumine : une protéine plasmatique

La protéomique par définition consiste a étudier des protéines qui sont le résultat de
I’expression des genes en fonction de leurs régulations, leurs modifications et leurs
interactions au cours du développement d’une cellule. La cible de notre projet concerne une
des protéines plasmatiques : la sérum albumine humaine (HSA). Pour comprendre son
implication dans le plasma et son réle indispensable dans le sang en termes d’équilibre d’un
individu, une premicre partie va décrire les différents éléments du systéme circulatoire ainsi
que les fonctions qui lui sont appropriées dans ce systéme. Alors pourquoi s’intéresser a cette

protéine ?

L’albumine est 1’'une des protéines les plus étudiées. Elle est souvent étudiée pour sa fonction
de transporteur dans 1’étude d’interaction avec d’autres molécules ou avec d’autres protéines
[1, 2]. La sérum albumine représente 55% des protéines totales du plasma sanguin. Par son
abondance, et son transit entre les différents organes, elle est le reflet de 1’activité protéique
d’un individu & un moment donné, elle & un rdle majeur de transporteur de molécules
endogénes et exogénes comme les médicaments [3]. Ces molécules exogénes qui
interagissent avec cette protéine sont un support d’information concemant les types de liaison
formés entre ces deux entités et les conséquences de ces liens formés temporairement ou de
maniere irréversible du point de vue de la toxicité que cela peut impliquer.

Notre cible concene les molécules exogénes qui vont se lier de maniére covalente a
1’albumine, pour former un adduit protéine-petite molécule. Notre intérét se concentre sur les
adduits formeés a partir des métabolites réactifs issus de médicaments. L’albumine est
constituée d’une cystéine au niveau de son site actif en position 34, comportant un

groupement thiol libre connu pour étre le lieu de réaction [4]. La formation d’adduits entre le



métabolite réactif (MR) et ’albumine entraine une modification de I’albumine de maniére
irréversible, ce qui peut induire de la toxicité dii au médicament si cette albumine modifiée
n’est pas €liminer par le corps. En mesurant la fixation du MR sur I’albumine, il est possible
de quantifier la toxicité du médicament en fonction de sa fixation sur I’albumine. Le but étant
de mettre en place une méthode d’analyse qui permettrait la détection et la quantification de
ces adduits formés, et ainsi attribuer & la sérum albumine le réle de biomarqueur de toxicité
sanguin.

Apres avoir défini le réle de I’albumine au sein du plasma, une deuxi¢me partie sera consacré
a définir ce qu’est un métabolite réactif (MR) formé a partir d’un médicament, et la troisiéme
partie comprendra, dans un premier temps, la méthodologie et les techniques d’analyses les
plus communément utilisées dans 1’analyse des protéines et des peptides qui sont la
chromatographie liquide & haute performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS) et ensuite une familiarisation a 1’outil de mesure utilisé durant nos travaux en

laboratoire.

1.1.1 Le plasma composant majeur du sang

Dans la plupart des organismes eucaryotes, les cellules sont ancrées, elles ne peuvent pas se
déplacer pour aller chercher les nutriments nécessaires pour leur fonctionnement. Pour
combler ses besoins énergétiques et €liminer les déchets métaboliques tels que le dioxyde de
carbone généré lors de la production d’ATP, c’est I’oxygéne qui vient a elles [5]. Les deux
liquides qui assurent cette fonction sont le sang et le liquide interstitiel ou des échanges
permanent ont lieu entre ces deux compartiments.

Le liquide interstitiel est le liquide qui enveloppe toutes les cellules d’un organisme. Par
concomitance, les nutriments provenant du tube digestif et 1’oxygeéne des poumons sont
acheminés par diffusion a travers le sang jusqu’a la cellule. Et inversement pour I’élimination
des déchets métaboliques et du CO,, la circulation se fait des cellules au sang par diffusion a
travers le liquide interstitiel jusqu’a 1’expulsion au niveau des poumons, des reins et de la

peau.



Le sang, de par sa composition, est constitué d’une matrice extracellulaire liquide qui est le
plasma sanguin, et d’une partie solide traditionnellement appelée les éléments figurés [S].
Chez un individu normal, le sang représente, a lui seul, 8% du poids total de I’individu. Etant
I’élément important dans la régulation du systéme circulatoire d’un organisme, il permet le
maintien de la pression osmotique. Il permet également la régulation de la température
corporelle constante a 37°C ainsi que le maintien a un pH constant des cellules de I’ensemble
de I’organisme a 7,35-7,45. La centrifugation d’un prélévement sanguin sépare le tube de
telle sorte que la partie soluble, le plasma soit en suspension, et la partie solide : les éléments
figurés, soit précipitée vers le fond du tube centrifugé. Le plasma est de couleur jaunatre
constitué de 91.5% d’eau et de 8.5% de solutés. La partie soluté contient des protéines
solubles (plasmatiques) et un ensemble d’électrolytes, de nutriments, de substances
régulatrices (enzymes, hormones), de gaz et de déchets cellulaires [5, 6]. Par I’intermédiaire
des protéines plasmatiques, le plasma joue le rdle de transporteur de ces substances d’un
point & un autre, permettant ainsi la communication entre les organes, et les échanges par
diffusion entre le sang et le milieu interstitiel. Les protéines plasmatiques sont composées de
55% d’albumine, de 38% de globulines, et de 7% de fibrinogénes et d’une petite quantité
d’hormones. Par leur présence dans le plasma, elles jouent un réle indispensable dans le
maintien du volume constant des vaisseaux sanguin. En particulier la sérum albumine, par
son abondance et son poids moléculaire 66 500 Da permet le maintien de la pression

osmotique par I’intermédiaire de la pression oncotique décrite dans la figure 1.1.

milieu

) . s
€ . interstitiel

@
€
L ]
® Capillaire
& Albumine
® . Eau

Figure 1.1 : Maintien de la pression oncotique par la concentration d’albumine a I’intérieur
du capillaire.



Le maintien de cette pression dans le plasma, est essentiellement dii a la sérum albumine
représentant la plus grande concentration en protéines dans le sang. En effet, elle est de
’ordre de 50 mg/ml dans le plasma contre 30 mg/ml dans le liquide interstitiel. Pour une
membrane semi-perméable, la pression oncotique exercée par une substance est directement
proportionnelle & sa concentration et inversement proportionnel & son poids moléculaire [6].

Dans la figure 1.1, I’albumine attire les ions sodiums (Na"), I’eau se déplace du milieu le
moins concentré au plus concentré, grice a ce déséquilibre de concentration, 1’albumine
oblige le liquide a rester dans le milieu ou elle se trouve. Ces protéines plasmatiques sont le
reflet de D’activité protéique d’un individu. En effet, 1’albumine permet, entre autre, le
transport de molécules non solubles comme les hormones et les acides gras libres qui
formeraient des agrégats en temps normales. Les globulines, quand a elles, sont divisées en
trois groupes : les alphas et les betas qui sont impliquées dans le transport des substances
liposolubles (fer, vitamine, lipides) et les gammas globulines dans le processus de protection

dans le syst¢me immunitaire.

1.1.2 La sérum albumine

1.1.2.1 La synthése de la sérum albumine et ses propri€tés

L’albumine & ’origine est un terme utilisé pour designer une protéine ou un groupe de
protéine qui sont soluble dans I’eau. Au cours de nos travaux, 1’albumine (de rat, bovine et
humaine) a été étudiée et utilisée afin de mettre en évidence les similitudes et les différences
entre ces différentes espéces. L’albumine est exclusivement synthétisée par le foie, a raison
de 12 & 20 g par jour. Elle a un temps de demi-vie de 18 jours. Dés sa formation, elle est
directement libérée dans la circulation sanguine. Les cellules hépatiques (hépatocytes)
synthétisent 1’albumine sous forme de « pro-pré-albumine ». Pour obtenir I’albumine mature,
cette chaine peptidique est précédée d’un pro-peptide de 6 acides aminés a I’extrémité N-
terminale de la chaine peptidique, qui est lui-méme précédé du peptide signal comportant 18
résidus qui sont ensuite éliminés au cours du processus cytoplasmique de 1’hépatocyte.

Comme l’illustre la figure 1.2, elle représente la séquence de la pré-pro-albumine et les



différents peptides qui vont étre clivés au cours de la maturation de ’albumine. Le peptide
signal (en vert figure 1.2) et le pro-peptide (en bleu figure 1.2) sont identique d’une espece a
l’autre, entre celui de I’homme, du bovin et du rat. Le site actif de plusieurs espéces est
également représenté en rouge, la cystéine 34, qui est trés similaire entre I’albumine bovine et

humaine.

1 34 50
MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFA
HOMME

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFA
BOVIN

MKWVTFLLLLFISGSAFSRGVFRREAHKSEIAHRFKDLGEQHFKGLVLIAFSQYLQKCPYEEHIKLVQEVTDFA
RAT

Figure 1.2 : Séquence peptidique des 50 premiers acides aminés de la « pré-pro-albumine »
chez ’homme, le bovin et le rat. Peptide signal (vert). Pro-peptide (bleu). Peptides entourant
la cystéine 34 (rouge).

Pour les mammiféres, la « pré-pro-albumine » est transformé en « pro-albumine » dans la
lumiére du réticulum endoplasmique. Elle transite vers 1’appareil trans-golgien ou la protéine
mature est formée par la coupure du pro-peptide. Chez ’homme, 1’albumine contient 585
acides aminés, traduit de son ARN messager, un résidu de tryptophane en position 214, un
faible taux de résidus de méthionine, et une plus grande abondance d’acides aminés charggés,
tels que des acides aminés basiques, lysine et arginine mais aussi des acides aminés acides
tels que [’acide aspartique et ’acide glutamique [7, 8]. Tous ces résidus s’ionisent et
participent & la solubilit¢ de I’albumine dans le plasma. La molécule finale & une forme
ellipsoide qui la rend peu visqueuse et trés flexible. Sa dégradation implique des organes
d’élimination, elle se fait & 50% dans le muscle et la peau, a 15% dans le foie et 10% a

travers le tractus intestinal [2].

1.1.2.2 Structure et fonction de I’albumine

La structure primaire d’une protéine correspond & sa séquence en acides aminés, traduite

partir de ’ARN messager. Les acides aminés sont composés d’une base fondamentale

\




constituée d’une amine et d’un acide carboxylique. La liaison peptidique est la réaction entre
I’amine en N-terminale d’un acide aminé et I’acide en C-terminale d’un autre acide aminé.
Pour chaque acide aminé, la région latérale est variable, ce qui confére des propriétés
physico-chimiques définis a petite échelle. Alors & grande échelle, lors de la formation de la
structure mature d’une protéine, en fonction des acides aminés que la protéine constitue, cela
va avoir un impact direct sur ses propriétés physico-chimiques et structurales, et ainsi sur la
fonction et I’activité de cette protéine. La structure secondaire se manifeste par le repliement
de la chaine peptidique, ce maintien se fait par ’apparition des ponts hydrogenes entre les
groupements amines NH et carbonyle CO de la chaine peptidique, pour organiser la chaine
sous forme de feuillets et d’hélices. La structure tertiaire correspond au repliement de la
chaine dans ’espace, des interactions ioniques, des ponts hydrogénes, des interactions dipdle-
dipdle, des interactions hydrophobes et des liaisons covalentes sous forme de ponts disulfures
apparaissent. La sérum albumine est constitué de 68% d’hélices a, la figure 1.3 illustre les 3

domaines cylindriques de la sérum albumine humaine (HSA).
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Figure 1.3 : Structure tridimensionnelle de la HSA avec les 3 domaines et les 3 sites de
liaisons. Couleurs (domaine : 1A (bleu), IB (bleu ciel), IIA (vert foncé), [IB (vert clair), II1A
(jaune), I1IB (rouge).



Chaque domaine est constitué de 10 hélices qui forment des sous domaines A et B [7]. Le

sous domaine A contient 6 hélices et le sous domaine B en contient 4. Le domaine I allant de
I’acide aminé 5 a 195, le domaine II de 1’acide aminé 196 a 383 et le domaine III de 1’acide
aminé 384 a 582.

Une dénaturation de la protéine, entraine une incapacité a effectuer le travail auquel elle est
destinée. Comme le décrit la figure 1.3, la sérum albumine est un monomere. Des études ont
montré que chez ’homme, 1’albumine avait 3 grands sites de liaisons, le site I, II et III. Ils
sont constitués d’une poche hydrophobe qui a des capacités de flexibilités et d’adaptation, si
bien que le médicament est compatible, et peut se retrouver enfermer a I'intérieur de cette
poche par la structure des acides aminés qui la maintiennent [1, 7].

La figure 1.3 identifie la localisation de ces 3 sites de liaisons (sites de liaisons I a III) sur
I’albumine humaine, deux d’entre eux sont des sites potentiels d’association a un grand
. nombre de substances naturelles ou étrangéres tels que les médicaments [1]. Les sites de
liaisons I et II de I’albumine sont situés au niveau des sous domaines IIA et IIIA [8]. En effet,
le site I contient le résidu de tryptophane 214, il participe au maintien d’une poche
hydrophobe. Pour le site II, une série d’acides aminés participe a4 des interactions
hydrophobes par leur structure. Le site III correspond au site actif de la sérum albumine
humaine (HSA), il est entouré de 1’aspartate 38, de I’histidine 39 et de la tyrosine 84 qui ont
une influence sur 1’état de charge de cette cystéine. Il se situe au niveau du domaine I et du
sous domaine IA. Ce site est constitué de la cystéine 34, qui joue un grand réle dans le
transport de molécules endogénes et exogénes [7].

L’albumine peut se lier & des molécules endogénes, des acides gras, des vitamines et des
hormones [2]. Ses liaisons qui se forment sont des liaisons de types ioniques avec des
interactions é€lectrostatiques dii a l’albumine chargée négativement et aux molécules
transportées chargées positivement ou sous forme de complexe positif. La figure 1.4 illustre
toutes les interactio;xs qui peuvent avoir lieu avec des molécules endogénes mais aussi avec
des médicaments comme le diazépam et I’ibuproféne, ces travaux ont été effectués par
cristallographie.

Ghuman et al ont étudié les interactions de 17 complexes sur I’albumine humaine par une
technique d’analyse en cristallographie pour mettre en évidence les sites de liaisons entre les

médicaments et la HSA [1]. Elle est également connue pour avoir des interactions avec les




métaux chargés positivement, en particulier, le nickel, le cadmium, le zinc, le magnésium et

le cuivre [8, 9].
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HIA: Drug site 2
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lbuprofen

Figure 1.4 : Sites de liaisons des molécules endogénes sur la HSA par cristallographie.
Ligands : O, (rouge), acides gras (noir), thyroxine héme (gris clair), médicament (orange).

Certains facteurs dans I’interaction albumine-médicament comme la température, le pH et la
force ionique peuvent avoir une influence sur le nombre de sites de fixations de I’albumine en
générant une compétition entre les médicaments et les molécules endogénes, étant donné que
la fixation des acides gras par exemple et d’un médicament utilisent les mémes poches du

domaine de I’albumine compatible.

1.1.2.3 Implication de la cystéine 34 dans la formation d’adduit d’albumine

La HSA est un monomére retenue par 17 ponts disulfures [2]. Un pont disulfure est une
liaison covalente entre deux cystéines, les deux atomes de soufre de chaque cystéine se lient
pour former, par un lien covalent, un pont disulfure. La figure 1.5 illustre les types de liaisons
covalentes entre la cystéine de [’albumine et des molécules endogénes [4]. Il a été montré que

la HSA inhibe la production de radicaux libres oxygénés [10]. En effet, la cystéine 34 peut



réagir avec d’autres espéces électrophiles et ainsi donné a I’albumine des propriétés anti-

oxydantes [7].

a Cys-SH b Cys-S-S-Cys C Cys-S-5-HCys d S—OH
G-SH G-5-5-G G-S-8-Cys 5
7

HCys-SH HOys-5-S-HCys  G-S-5-HOys @—S/\OH

AB)—SH (Alb)—S-S-Cys
(AID)—8-S-HCys

e il
(Alb>—S—OH
Alb)—5-5-G I

CAlb)—S—NO

Figure 1.5 : Types de liaisons du groupement thiol de la cystéine. (a) la forme réduite. (b)
pont disulfures. (c) disulfure d’albumine. (d) oxydation maximale de I’albumine [4]. Acide
Sulphenique (SOH), acide sulphinique (SO,H), acide sulphonique (SO;H), oxyde d’amine
(NO), alb : albumine, Cys : cysteine; G : glutathion; HCys:homocysteine.

La cystéine est un acide aminé soufré avec une chaine latérale portant un groupement thiol
CH,-SH. C’est un site nucléophile réactif et ionisable avec un point isoélectrique de 5. Avec
un pH a 7,4 dans le plasma, elle est sous la forme ionisée et peut réagir avec des molécules
exogeénes soufrées ou avec des espéces électrophiles pour former des adduits, qui peuvent

oxyder I’albumine par leurs groupements thiols.

1.1.2.4 Intérét de 1’étude de la cystéine 34 de la sérum albumine

Cette nouvelle liaison formée entre la cystéine libre de 1’albumine et la molécule forme un
adduit d’albumine et ceci va perturber 1’albumine dans ses différents roles qui lui sont
attribués. Cela peut induire de la toxicité car elle ne peut plus étre reconnue par les molécules
endogénes avec lesquelles elle interagit naturellement dan 1’organisme. La formation de cet
adduit est une étape indispensable dans la détermination d’un biomarqueur de toxicité [11].

Un biomarqueur de toxicité est défini comme un changement mesurable ow/et observable au

niveau moléculaire, biochimique, cellulaire ou physiologique qui va révéler une exposition
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passée ou présente a la substance chimique, ou/et & ses sous produits dégradés qui sont dits
toxiques pour le corps humain [12]. Des études ont montrées qu’il était possible de mesurer
la glycosylation de 1’albumine, par mesure de ligand glycosylé formé. C’est une réaction
réversible par la réaction du groupement carbonyle du glycane et un groupement amine de
I’albumine. La fraction d'albumine glycosylée, chez les individus sains varie de 1% et dans le
cas du diabéte, ce taux augmente de 2 a 3 fois sa valeur. La quantification d'albumine
glycosylée est devenue un biomarqueur pour le contrdle du glucose dans le diabete [10].

Etudier le site actif contenant la cystéine 34 de 1’albumine permettrait d’évaluer les adduits
qui pourraient se former entre 1’albumine et les métabolites réactifs issus de médicament.
L’objectif est de trouver un moyen de mesurer cet adduit formé entre cette cystéine 34 de
’albumine et le métabolite réactif afin de mettre en place une méthode analytique standard
applicable a I’identification de toutes les molécules exogenes capables de se fixer sur

1’albumine et également a la quantification de cet adduit formé.

1.2 De la biotransformation du médicament a la formation d’adduit d’albumine

1.2.1 Définition et principe du métabolite réactif

Le médicament est une substance qui va avoir des propriétés thérapeutiques ou préventives
vis-a-vis des maladies humaines et animales. Lors de sa mise sur le marché, et lors de son
développement en phase clinique, le médicament administré a des doses standards peut
induire des effets secondaires du médicament relié a son métabolisme. Si elles provoquent
des effets toxiques, ces réactions sont un probléme réel de santé qui contribue a

I’augmentation du taux de mortalité et de morbidit¢ des patients.

C’est pourquoi, il est important d’identifier & un stade précoce, ce type de réaction dans le
développement d’un médicament. Il existe plusieurs types d’ADRs (réactions
médicamenteuses idiosyncratiques) qui affecte différents organes du corps mais souvent le
foie est I’organe le plus touché [13, 14]. En effet, lors de son administration, le médicament

est souvent liposoluble et subit plusieurs transformation afin de pouvoir agir a 1’endroit qui
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lui est destiné. Pour améliorer sa solubilité et faciliter son évacuation, des réactions de
biotransformations ont lieu. La figure 1.6 illustre le métabolisme du médicament et les
conséquences de la formation de métabolite réactif. Un médicament qui minimise le risque de
toxicité est un médicament qui agit dans 1’organe cible et qui entre dans le processus de
biotransformation d’un métabolite « stable » (figure 1.6 : phase I et II) avec une €limination
normal aux travers des poumons, des reins et de la peau. Un médicament, a I’opposé, instable
va former des métabolites réactifs, et ces conséquences, représentés en rouge dans la figure
1.6, peuvent étre multiples, étant donné qu’il n’est pas éliminé, il reste dans 1’organisme.
Dans un organisme, le parcours d’un médicament comprend plusieurs étapes, tout d’abord
I’absorption par 1’organisme, suivi de son transport & l’organe cible par le biais de
transporteurs, puis il se retrouve métabolisé, puis €liminé. Le métabolisme du médicament est

un processus développé par le corps pour rendre le médicament facilement €liminable.

Le foie est un organe qui & un rdle majeur de détoxification dans le métabolisme du
médicament. Il contient les enzymes nécessaires pour métaboliser le médicament, en
particulier la famille des cytochromes P450 [15]. Les cytochromes sont une famille de
protéines membranaires situées dans la membrane du réticulum endoplasmique. La réaction
d’oxydation effectuée par le cytochrome en présence de NADPH et d’O; est présentée dans la
figure 1.6. Les voies métaboliques du médicament comprennent deux phases (I et II) [16].
Dans la phase I, le médicament est métabolisé par une réaction de biotransformation
d’oxydation. Ce métabolite étant polaire, son devenir sera soit d’étre éliminé directement par
les processus appropriés, soit d’étre le substrat dans le processus de métabolisme phase II,
cette étape implique des transférases (figure 1.6), ce sont des enzymes qui vont transférer un
groupement fonctionnel en réagissant avec un groupement/ atome du métabolite, ce qui va
améliorer la solubilit¢ du métabolite en le rendant plus hydrosoluble. Ces transférases
peuvent é&tre des sulfurtransférases avec le transfert d’un groupement sulfuré, des
sulfotransférases avec le transfert de groupement sulfonique, des méthyltransférases avec le

transfert de groupement carboné.
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Les réactions de phase I et II peuvent former ce type de métabolite réactif, nos travaux
concernent 1’étude de la formation d’adduits entre le métabolite réactif et la sérum albumine
humaine (HSA). Cependant, la durée de vie du métabolite réactif est trés rapide, ce qui le
rend souvent non détectable directement en LC-MS. Plusieurs types de métabolites réactifs
ont été répertoriés dans la littérature. En 2009, Stephan et al, ont exposé le top 200
médicaments réunissant 200 molécules mis sur le marché aux Etats Unis susceptibles de
former des métabolites réactifs et de générer des ADRs [17].

L’étude des métabolites réactifs aide & déterminer la limite critique entre les protéines
modifiées potentiellement capable de générer de la toxicité issues du médicament des
protéines dont le lien covalent formé n’aura pas de conséquence notable. Dans les
hépatocytes, les métabolites réactifs issus d’une réaction par le cytochrome P450, sont
souvent des espéces électrophiles ou des radicaux libres. Ils peuvent former une liaison

covalente, souvent irréversible avec des protéines.

De multiples publications ont montrés le lien entre la formation d’adduits, et 1’apparition
d’effets toxiques engendrés par I’ingestion de certain médicaments. Un lien évident a été
montré par la prise de carbamazepine et nevirapine et la réaction immunitaire de type
allergique, les molécules entrainent un profond désordre physiologique aux niveaux des
cellules hépatiques [13, 18]. Ces deux molécules forment des adduits avec des protéines. 1l
s’en suit une réaction en chaine qui va aboutir & la synthése d’anticorps par les lymphocytes
T et B. C’est aussi le cas du diclofenac qui peut induire une réaction immunitaire [13, 16].
C’est pourquoi, il est nécessaire avec les avancées technologiques d’identifier et de quantifier
la présence d’adduits afin de pouvoir & long terme réussir a identifier toutes les cibles
perturber par la formation de cet adduit et I’influence que cela peut avoir sur la fonction de

ces molécules endogenes du point de vue fonctionnelle et structurales.

Nos travaux consiste a développer une méthode d’analyse en chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse LC-MS/MS capable de détecter des adduits d’albumine.
La figure 1.7 illustre les étapes classiques de la détection en LC-MS/MS d’un métabolite
stable.
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Figure 1.7 : Formation et détection d’un métabolite stable.

La formation du métabolite réactif est dépendante de la structure du médicament et des
groupes fonctionnels qu’il contient. En générale, les espéces électrophiles dur vont réagir
avec les nucléophiles durs comme les groupements d’ADN et les résidus de lysines de
protéines [13, 19]. La cystéine est un nucléophile « mou », c’est le cas du glutathion qui va
réagir avec des électrophiles « mou ». L’extraction et la purification d’une protéine dans un
mélange complexe reste une étape limitante. Et méme si I’extraction était possible,
I’identification de I’acide aminé qui a réagit avec la protéine ne serait pas reconnu parmi
I’ensemble de la protéine totale. A