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RESUME

Le théme central qui relie tous les projets présentés dans cette thése est le
développement de méthodes analytiques de fine pointe en spectrométrie de masse
appliquées a I’analyse de molécules biologiques. La plupart des projets abordés ont
pour but d’étudier des métabolites réactifs de médicaments. Ces especes ont
longtemps été associées a des effets toxiques de médicaments par le biais de leur
habileté a se lier aux protéines présentes dans les cellules. L’étude des métabolites
réactifs passe par, entre autres, 1’étude des transformations métaboliques que
subissent les médicaments, par la caractérisation de ses liaisons avec des protéines et
par I’identification des protéines ciblées par ces espéces réactives. Dans cette theése,
quatre nouvelles méthodes analytiques sont présentées qui ont pour but d’identifier,
caractériser et quantifier des métabolites réactifs et leurs adduits protéiques.

Le premier projet en question utilise la spectrométrie de masse a haute résolution
pour étudier le métabolisme de I’atrazine et trois de ses analogues. L’atrazine est un
pesticide controversé qui pourrait avoir des effets toxiques chez les humains et les
animaux aquatiques. Méme si ce composé a été étudié d’une maniére exhaustive,
notre nouvelle méthode de dépistage a réussi a trouver plusieurs nouveaux
métabolites, y compris certains métabolites réactifs. Nous avons donc contribué a
I’avancement des connaissances vis-a-vis du métabolisme de ce composé.

Le deuxieéme projet présenté démontre une autre méthode de dépistage mais cette
fois-ci, une méthode semi-automatisée qui a pour but de détecter spécifiquement des
métabolites réactifs dans des incubations in vitro. Elle nous a permis de détecter
d’une manicre treés efficace, les métabolites réactifs formés par une série de
médicaments connus.

Un troisieéme projet démontre une nouvelle méthodologie qui nous permet de mesurer
la concentration absolue de 1’adduit formé par 1’acétaminophéne et 1’albumine,
présent dans le sang. L’acétaminophéne, pris en trop grandes doses, peut causer
I’hépatotoxicité. En fait, 1’acétaminophéne est le premier responsable de
I’insuffisance hépatique aigiie en Amérique du Nord et il n’existe aucun test capable
de prédire la sévérité de 1’hépatotoxicité du patient qui a subi une surdose. Puisque
cette toxicité est causée par le métabolite réactif de ’acétaminophéne qui se lie aux
protéines pour induire la toxicité, cette méthode a un potentiel clinique trés
intéressant.

Un quatrieme projet présente une nouvelle stratégie qui a pour but de permettre
’identification des protéines ciblées par les métabolites réactifs. Il y a beaucoup
d’intérét a identifier ces protéines car I’hypothése courante veut que la différence




entre la toxicité démontrée par les composés qui peuvent former des métabolites soit
die aux différences entre les protéines ciblées par ceux-ci. Cette nouvelle stratégie
vise a purifier les adduits de métabolites réactifs de maniére trés spécifique grice a la
chimie click. Cette méthodologie est présentée et la faisabilité de cette approche
analytique est démontrée.

Ces méthodologies permettent non seulement 1’avancement des connaissances au
sujet des métabolites réactifs, mais nos stratégies peuvent également s’appliquer au
développement de techniques analytiques nécessaires a4 d’autres domaines de
recherche. Un exemple de ceci, une nouvelle approche appliquée a la quantification
du marquage isotopique de protéines est aussi présentée dans cette thése.

Mots clés: Spectrométrie de masse, métabolites réactifs, développement de méthodes,
toxicité de médicaments, bio-analyse.



CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 METABOLISME DE XENOBIOTIQUES ET METABOLITES REACTIFS

Le métabolisme des xénobiotiques, molécules étrangéres & un organisme, génére
principalement des métabolites d’une polarité plus importante par rapport a la
molécule de départ, dans le but de les rendre moins toxiques et d’ainsi favoriser

I’élimination de ces molécules du corps humain.

Les transformations métaboliques sont souvent classées en deux catégories: celles de
la phase I et celles de la phase II (Shewaita, 2000). D’abord, la phase I consiste a
modifier des groupements fonctionnels, par oxydation, réduction ou hydrolyse.
Typiquement, l'oxydation est la réaction enzymatique la plus courante lors du
métabolisme de phase I. Ces réactions peuvent étre catalysées par les enzymes de la
famille des cytochromes P450 (CYP), famille enzymatique la plus importante parmi
les enzymes du métabolisme de la phase I (Rendic, 2002). D'autres familles notables
d'enzymes de phase I, parmi lesquelles sont comptées les monooxygénases contenant
des flavines (FMO), des oxygénases de monoamines (MAO), les myéloperoxydases
(MPO) et les cyclooxygénases (COX). Ces familles sont composées d’enzymes
individuelles possédant des spécificités de substrat différentes, de sorte que les
xénobiotiques, avec des structures chimiques différentes, seront métabolisés par une
combinaison d'enzymes distinctes. Ces réactions ont pour double objectif, d’une part,

de rendre le substrat plus soluble, facilitant ainsi son excrétion, ainsi qu’introduire de




nouveaux groupements fonctionnels qui seront ciblés par les enzymes métaboliques

de phase II.

Subséquemment, le métabolisme de phase II comprend des réactions de conjugaison.
En général, le métabolisme de phase II est plus efficace pour inactiver des composés
biologiquement actifs et faciliter leur excrétion, étant donné qu'ils fixent a leurs
substrats des molécules polaires. Quelques exemples de ces transformations sont
’ajout de l'acide glucuronique, d’un groupement sulfate, de groupements acétyles ou
de glutathion. Le tableau 1.1 résume les réactions de biotransformation les plus

rencontrées lors du métabolisme de xénobiotiques.

Tableau 1.1. Biotransformations courantes issues du métabolisme de phase I et phase

II de xénobiotiques

Phase 1 Modification Phase 2 Modification
Biotransformation chimique Conjugaison chimique
Réduction +2H Glutathion +C10H15sN306S
Déhydrogénation -2H Glucuronide +C¢H3gOs
Hydroxylation +0 Sulfate +S0O3
Déméthylation -CH, Acétyle +C,H,0
Déméthylation -CH,CH, Glycine +C,HsNO;,
Oxydative déamination | -NH-2H+O Meéthyl +CH;
Décarboxylation -CO» Taurine +C,HsNO,S




Bien que le métabolisme des xénobiotiques ait lieu dans plusieurs tissus humains, le
principal site de métabolisme est essentiellement le foie, en raison du réle qu’il tient
au sein du systéme digestif en plus de la proportion élevée d'enzymes métaboliques
qui y sont présentes. Il est important de noter que la désignation numérique des
phases I et II a pour but de classer les biotransformations en fonction du type de
réaction et n'est nullement destiné a spécifier un ordre dans lequel ces réactions se
produisent. Les molécules peuvent aussi subir des transformations exclusivement de
phase 1 ou de phase II. Le métabolisme accélére non seulement l'excrétion des
xénobiotiques a 1’aide des transformations chimiques qu’il effectue, mais celles-ci
aident normalement a inactiver les composés biologiquement actifs. Néanmoins, cette
double action du métabolisme n'est pas toujours efficace, puisque certains
xénobiotiques sont en fait des pro-médicaments et le métabolisme est donc nécessaire
afin de libérer le composé actif. Les xénobiotiques peuvent également étre bioactivés
et transformés en espéces réactives, appelées métabolites réactifs, qui peuvent se lier
a des macromolécules de leur environnement et causer des effets toxiques
(Pirmohamed, 1996; Liebler, 2005; Guengerich 2011). La figure 1.1 montre un
schéma général du métabolisme des xénobiotiques, illustrant la formation possible de

métabolites réactifs.
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Figure 1.1. Métabolisme de xénobiotiques et formation de métabolites réactifs

Alors que les métabolites réactifs sont le plus souvent produits par les enzymes
oxydatives de la phase I, les enzymes métaboliques de phase II peuvent également en
générer (Zhou, 2005). Les précurseurs de métabolites réactifs possédent des
structures chimiques qui, une fois transformées par certaines enzymes métaboliques,
donnent lieu & des molécules ayant une région de faible densité électronique. Ces
métabolites réactifs sont donc considérés comme des électrophiles, capables de réagir
avec des nucl€ophiles présents dans la cellule. Il existe de nombreuses structures

chimiques précurseur a des espéces réactives (tableau 1.2).



Tableau 1.2. Exemples de groupements fonctionnels susceptibles de former des

espéces réactives lors de transformations métaboliques (adapté de Kalgutkar, 2005)

Espéces réactives

Structures chimiques précurseurs 5 5 g
Sl | (via métabolisme)

Amines aromatiques hydrazines,
hydroquinones, phénols alkylés (ortho et
para), méthylénedioxybenzenes

Quinones (incluant imidoquinones,
et quinone-méthyléne)

Amines aromatiques, arénes nitrosylés,

; . Groupes nitroso
amino-benzénes

Formamides, sulfonylurées, thiourées,

thiazolidinediones SREyAlALeS
Furanes, thiophénes Carbonyles insaturés en o et
Thiourées, thiazolidinediones Oxydes de souffre
Hydrazines, hydrazides Diazénes

1.2 TOXICITE DES METABOLITES REACTIFS

Les protéines contiennent plusieurs sites nucléophiles qui peuvent se lier de maniere
covalente a des métabolites réactifs. Les groupements thiols libres, par exemple,
présents sur les chaines latérales de cystéines procurent un caractére fortement

nucléophile et sont donc les cibles privilégiées des métabolites réactifs. La forte



corrélation reliant la quantité de protéines modifiées de manicre covalente, et la
toxicité d’un médicament est établie (Mitchell, 1973; Zhou, 2005). En fait, la
modification covalente des protéines est une cause majeure de réactions indésirables
des médicaments qui sont de nature idiosyncrasique, ou imprévisibles. Le tableau 1.3
démontre des exemples de médicaments présentant une toxicité due a la formation de

meétabolites réactifs.

Tableau 1.3. Exemples de médicaments dont la toxicité est causée par des métabolites

réactifs
Médicament Catégorie Toxicité
acétaminophéne analgésique, antipyrétique hépatotoxique
clozapine antipsychotique agranulocytose
carbamazépine antiépileptique hyper-sensibilité
phénytoine anti convulsant hépatotoxique
ticlopidine antiagrégant agranulocytose
fipexide nootrope hépatotoxique, ficvre
felbamate antiépileptique anémie aplasique
diclophénac anti inflammatoire hépatotoxique
phénacétine analgésique, antipyrétique hépatotoxique

Le lien entre la toxicité des médicaments et la formation d'adduits de protéines avec
des métabolites réactifs fut abordé au début des années 1970 lors d'une série de trois
articles (Mitchell, 1973; Jollow, 1973; Potter, 1973). Dans ces études, il a été prouvé
qu’il est nécessaire, pour que la liaison covalente entre la protéine et
l'acétaminophéne se fasse, que 1’acétaminophéne soit métabolisé. En outre, ils ont
démontré la corrélation entre l'augmentation du métabolisme et ’augmentation des
adduits de protéines in vivo. 1l a été découvert, plus tard, que le métabolite réactif

responsable de la toxicité de l'acétaminophene était le N-acétyle-imidoquinone (N-




acetyl-p-benzoquinone imine, NAPQI), une imidoquinone qui peut réagir avec les

thiols libres des protéines.

Au cours des 40 derniéres années, une multitude de réactions indésirables aux
médicaments furent attribuées a la liaison irréversible de métabolites réactifs aux
protéines (Zhou, 2005; Liebler, 2005; Guengerich, 2011). L'acétaminophéne, dont
I’hépatotoxicité accroit avec la dose, demeure toutefois sécuritaire lorsqu'il est utilisé
selon la posologie suggérée. D'autres médicaments, tels que le fipexide et le
troglitazone, furent retirés du marché pour cause de formation de métabolites réactifs
toxiques. Compte tenu du cofit tres élevé de la mise en marché des médicaments,
ainsi que du souci vis-a-vis de la santé des patients, I'industrie pharmaceutique teste
systématiquement ses nouvelles entités chimiques pour évaluer leurs tendances a
former des substances réactives. Lors du développement de médicaments, les
nouveaux candidats subissent un test de dépistage afin de déterminer s’ils formeront
d’éventuels métabolites réactifs et si tel est le cas, se lieront de fagon covalente aux
protéines. Par conséquent, les composés susceptibles de former ces espéces sont
souvent retardés dans leur développement clinique. Les chimistes médicinaux
prennent le plus grand soin, lors de la conception et la synthése des composés, pour
que les molécules candidates ne contiennent pas de groupement chimique pouvant
former des métabolites réactifs. Au cours des deux derniéres décennies, la quantité de
médicaments développés a diminué de fagon significative et 1’avancement de la
compréhension des problémes causés par les métabolites réactifs peut étre considéré

comme l'un des facteurs contributifs.

La prudence affichée par l'industrie pharmaceutique a 1’égard des métabolites réactifs
semble Etre raisonnable en raison de la sévérité des effets secondaires indésirables.
Bien qu'il existe une forte corrélation entre la formation de métabolites réactifs et la

toxicité d’un médicament, cette relation demeure complexe et mal comprise. Comme




le présente le tableau 1.3, tous les médicaments donnant lieu a des métabolites
réactifs n’engendrent pas la méme toxicité et s’il y a une toxicité, cette derniére ne
sera pas toujours d’une méme sévérité. De plus, certains composés peuvent former
des adduits protéiques sans causer d’effet toxique. Un exemple souvent cité est
I’analogue de l'acétaminophéne, le 3-acétamidophénol, qui se lie de maniére
covalente aux protéines sans toutefois conduire & une hépatoxicité (Rashed, 1990;
Fountoulakis, 2000). L'acétaminophéne, analgésique et antipyrétique largement
utilisé, ne serait pas commercialisé considérant les normes qui existent aujourd'hui

dans I’industrie pharmaceutique.

Il est clair que les processus biologiques impliqués dans la toxicité causée par la
liaison des métabolites réactifs aux protéines sont complexes. La liaison irréversible
des substances réactives aux protéines peut provoquer la toxicité via plusieurs
mécanismes différents (Uetrecht, 2008). Cependant, la relation entre la structure
chimique de métabolites réactifs et la toxicité résultante n’est encore pas totalement
comprise. Il est nécessaire de mieux comprendre cette relation car en-outre, le rejet
systématique de composés prometteurs, trop t6t dans le processus de développement
de médicaments, pourrait ainsi étre contourné. Il y a plusieurs groupes de recherche
académique et industrielle, qui explorent cette relation entre la structure chimique des
médicaments, celle de leurs intermédiaires réactifs et leurs liaisons covalentes aux

protéines.

1.3 ANALYSE DU METABOLISME IN VITRO

Une méthode couramment utilisée pour 1’évaluation du métabolisme de composés

médicamenteux emploie 1’incubation in vitro du médicament avec des microsomes




hépatiques (liver microsomes, LM). Les microsomes sont des fractions cellulaires
contenant principalement la membrane du réticulum endoplasmique. Il s’agit de la
composante cellulaire comportant la plus forte concentration d'enzymes
métaboliques. La plupart des enzymes de la phase I sont présentes dans la membrane
du réticulum endoplasmique et par conséquent, les microsomes hépatiques sont bien
adaptés pour réaliser des expériences de métabolisme in vitro. Un composé d'intérét
peut facilement étre ajouté a des microsomes pour y étre ensuite incubé a température
et pH physiologique pour produire des métabolites. La nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) doit également étre ajoutée au mélange tamponné
car cette molécule demeure un cofacteur essentiel lors du métabolisme oxydatif (pour
les enzymes contenant le cytochrome et la flavine). Ces tests in vitro sont souvent les
premiéres expériences effectuées dans ’espoir de comprendre le métabolisme d'un
composé et de déterminer les structures des métabolites de phase I. Les incubations
microsomales sont également utiles lors du développement de médicaments afin
d'obtenir une premiére impression de la biodisponibilité d’un médicament, puisque
les composés qui se métabolisent trop rapidement ont aussi tendance a étre éliminés
rapidement in vivo. Les groupements chimiques susceptibles d’étre transformés
métaboliquement peuvent ainsi tre caractérisés lors de 1’analyse de ces incubations

par spectrométrie de masse (Jia, 2007).

Les incubations microsomales in vifro sont aussi réguliérement utilisées pour évaluer
la tendance des composés a former des métabolites réactifs et ensuite, pour
caractériser leurs structures. Etant donné que ces métabolites réactifs sont des espéces
instables qui se lient rapidement de maniére covalente a des nucléophiles présents sur
des protéines microsomales, un agent piégeant doit étre ajouté a l'incubation. L'agent
piégeant généralement employé pour ces expériences est le glutathion (GSH), un
tripeptide contenant une cystéine avec un groupement thiol libre (figure 1.2). Le

glutathion est une molécule endogéne présente & des concentrations élevées dans des
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cellules de mammiféres. L une de ses fonctions est d’agir comme antioxydant afin de
se lier a des especes électrophiles dans les cellules. Le glutathion a donc un rdle de
protecteur contre le stress oxydatif et les métabolites réactifs. Dans les incubations
microsomales, le glutathion est généralement ajouté en exceés pour s'assurer que les
especes réactives se lieront de maniere covalente, préférentiellement 4 son thiol libre,

et non a des cystéines sur des protéines microsomale.

Microsomes de foie Microsomes

(enzymes métaboliques) pPH7.4 NADPH

NADPH 37°C Glutathion

Xénobiotique Xénobiotique

Agent de piégage, Métabolites

glutathion (GSH) Adduits GSH-métabolites réactifs
B.

HO

H
N H
N
\ﬂ/ Cytochrome
H P450

acetaminophéne

HS o o o]
o o o) O)}\/H
H - i
O/I‘\/N H N OH
H "N OH H
H H,
Hy
glutathion adduit GSH-acetaminophene

Figure 1.2. Incubation microsomale et piégeage de meétabolites réactifs par le
glutathion. A. Composition du milieu d’incubation. B. Exemple de la formation de

1’adduit de 1’acétaminophéne.

L'analyse des incubations microsomales nécessite une technique sensible, sélective et
capable d'élucider les structures des métabolites. En général, les médicaments sont
incubés a une concentration comprise entre 10 et 50 uM, dans un volume total variant

entre 200 et 500 pl (2 a 25 nmol). Une portion du médicament est ensuite transformée
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en divers métabolites et, lorsqu’on piége ces métabolites réactifs avec le glutathion,
des adduits glutathion-médicament sont obtenus. La concentration de métabolites et
des adduits de glutathion peuvent avoir des ordres de grandeur inférieurs a celle du
compos€ original, d’ou I’importance que la technique utilisée puisse détecter et
caractériser ces produits métaboliques avec une grande sensibilité. La sélectivité de la
technique est également essentielle, car les incubations microsomales contiennent un
mélange complexe de molécules biologiques. En outre, les structures des produits du
métabolisme formés ne sont pas connues a priori, de sorte que l'analyse doit étre en
mesure a la fois de détecter les produits métaboliques présents, tout en ayant la

capacité de déterminer leurs structures chimiques.

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (liquid
chromatography-mass spectrometry, LC-MS) est la technique la plus utilisée pour
analyser des incubations microsomales de médicaments. La séparation par
chromatographie liquide & haute performance (high performance liquid
chromatography, HPLC) permet d’isoler les produits du métabolisme et est
essentielle afin de réduire la complexité de la matrice présente dans I'échantillon. La
détection par spectrométrie de masse (mass spectrometry, MS) réunit sensibilité,
sélectivité et capacité d'interprétation de structures chimiques. Cependant, la
principale difficulté, lors de l'analyse d’incubations in vitro, provient du fait que les
formules chimiques des analytes, & ce point, ne sont pas connues. La structure du
médicament parent est bien caractérisée et sa fragmentation peut étre étudiée par
spectrométriec de masse en tandem (MS/MS). L'identification des produits
métaboliques et la détermination de leurs structures ont donc été traditionnellement
effectuées par des techniques de LC-MS/MS. Ces techniques peuvent confirmer la
similitude entre la structure du médicament et ses produits métaboliques, puis
identifier les sites de biotransformation. En utilisant la spectrométrie de masse a haute

résolution, les mesures de masses précises peuvent en outre aider a déterminer la
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formule chimique des analytes et de leurs fragments, et ainsi faciliter la détermination
des structures chimiques. Avec la prévalence accrue des instruments MS a haute
résolution au cours des derni€res années, différentes stratégies permettant le dépistage
des produits du métabolisme ont également vu le jour. Le chapitre 2 présentera une
technique de criblage, basée sur la spectrométrie de masse a haute résolution,
appliquée a la découverte des produits du métabolisme. L'atrazine et trois de ses
analogues, des molécules qui ont déja été étudi€es dans le passé, ont été analysées en
utilisant cette nouvelle méthode dans le but de trouver de nouveaux produits

métaboliques.

Lorsque l'objectif est de détecter les métabolites réactifs présents dans des
incub