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L'Université n'entend donner aucune approbation, ni improbation aux opinions

emises dans les theoes.

Ces opinions doivent étre considérées comme propre:a leurs auteurs.
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INTRODUCTION




Les variations de sensibilité des plasmodiums aux antipaludi-
ques sont connues depuis le début du XXe siecle, mais ce n'est que depuis
une date relativement récente que le probleme de la résistance du "Plasmo-
dium falciparum", le plus dangereux d'entre eux, a pris une telle acuite
qu'il menace de réduire a néant dans de nombreux pays l'espoir d'endiguer

efficacement la maladie.

En effet, dans certaines '"places fortes" 90 % des cas de
paludisme a Falciparum se sont révelés réfractaires au traitement radical
par la chloroguine et sans cesse plus nombreux sont les malades sur lesquels

ce medicament n'exerce aucun effet méme passager.

La resistance a la Chloroquine decelée et confirmeée presque
simultanément en Amérique du Sud et en Asie, 1l y a une vingtaine d'annees
s'est largement répandue sur ces continents et a maintenant gagné I'Afrique
(75). Dans les années 1950, on pensait qu'avec la synthese de certains
produits tels que la Chloroquine et la Primaquine, le probleme de la chimio-
theérapie du paludisme était résolu. L'eradication du paludisme semblait
possible grice a ces medicaments et aux inscrticides tels le DDT. Vingt

années plus tard, on constate que la situation n'a pas changé¢ dans bien

des régions (59).

L'apauvrissernent de I'arscenal prophylactique et thérapeutique
exige qu'on utilise de toute urgence des antipaludiques de remplacement.
A cet effet, la pyriméthamine et les associations pyrimethamine-sulfadoxine

constituent ta deuxieme ligne de défense contre e paludisme (75).

Notons que c'est en 1943 que la pyriméthamine a été employée

pour la premicre fois contre le paludisme.



Le schéma suivant résume I'action des E’antipaludiques en
relation avec le cycle du parasite (Fig. ). Sur ce schéma, il apparait
que la Pyriméthamine est un schizonticide. C'est un antimetabolite qui
inhibe la dihydrofolate reductase (DHFR), enzyme intervenant dans la
biosynthese des bases puriques chez les hémato oaires ; on peut cependant
se demander si elle n'exerce pas une action torique chez I'hSte (54), notam-
ment en inhibant la dihydrofolate reductase de ce dernier. Cette inhibition
se traduit par une réaction équilibrée obéissant a la loi d'action de masse
entre la PYR et la DHFR, caractérisce par une constante d'affinité Ka

et un nombre de sites de liaison n de la protéinc.

Actuellemnent, seules des mesurcs directes des parametres
de liaison de la PYR a l'aide de méthodes physico-chimiques ont eté réali-
sées sur les DHFR de bactéries. [l s'averait donc logique de travailler sur
la DHFR d'un mammifere (boeuf par exempls) plus proche de |'homme
et surtout de certaines lignées cellulaires tumorales (L 1210) (51, 74).
Les seules mesures effectuées en fait sur des enzymes de mammiferes

ont eété des mesures d'inhibition enzymatique .

Nous nous sommes donc intéresse a la "Détermination par
fluorescence et microcalorimétrie des parametres d'interaction de la Pyrime-

thamine avec la DHFR de foie de boeuf".

dans le chapitre [, nous traiterons essentiellement de la
Pyriméthamine, notamment de ces proprietés chuniques et de sa pharmaco-

(‘lnéthuc.

Dans le chapitre 1I, nous présenterons la Dihydrofolate reduc-

tase.
Nous rappellerons, dans le chapitre IIl, les travaux antérieurs

portant sur les liaisons des DHFR bacteriens avec la Pyriméthamine.

Le chapitre IV concernera nos ‘!ravaux personnels, c'est-
a-dire les protocoles expérimentaux et les méthodes d'exploitation utilisées,

amnsi que les resultats et discussions.
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I. STRUCTURE CHIMIQUE

La Pyriméthamine est commercialisée sous les noms Doraprime,
Malocide et Pyrixine. C'est la 2-4 p chlorophenyl 5 éthyl-6 pyrimidine
(Fig. 2).

'examen de sa formule met en ¢vidence un fragment (A) gua-
nidique que lon fait réagir au cours de la synthése de ce médicament
sur un acide A cétonique conformément au mode classique de préparation
des pyrimidines possédant cette structure. L'ester A  cétonique devra
introduire le iragment (B). Cet ester cctoniquc s'obtient par condensation
du nitryl p-chlorophenylacétique et du propionate d'éthyl. On accede ainsi
a une amino-hvdroxypyrimidine dont,apres protection du NH, déja existant
par acetylation, ['hydroxyle est remplacé successivement par le Cl (par

PO Cl,) puis par NH, a l'aide d'ammoniaque.
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TABLEAU |
pKa Log P
Pyriméthamine 7,34 2,69
Methotrexate 4,7 - 1,85
D.D.M.P. 7,15 2,82
D.D.E.P. 7,20 3,19

Propriétés physiques de guelques 2-4 diaminopyrimidines

inhibiteurs de la dihydrofolatc-rcductase

D.D.M.P. = 2,4 diamino-5 (3,4 dichlorophenyl} 6-méthyl pyrimidine
D.D.E.P. = 2,4 diamino-5 (3,4 dichlorophenyl) 6-ethyl pyrimidine




. MECANISME D'ACTION

La Pyrimethamine est un antifolique. Le mode d'action
des antifoliques, en général, n'a eté élucid¢ qu'avec I'identification et

la purification de la DHFR (53).

La DHFR est l'enzyme responsablc de la reduction de |'acide
dihydrofolique en acide tétrahydrofolique, plaque tournante du métabolisme

des folates. Le tableau n° 2 represente le meétabolisme des folates naturels.

Il faut signaler qu'au niveau du plasma les folates,sont sous
forme libre et sous forme de monoglutamate. Une petite fraction est

liee a une proteine de haute masse molaire  : le cytosy! (Cytosil I, II,11).

En cffet, 'acide folique n'est jamars directement  impliqué
dans le metabolisme intermediaire. [l doit étre transformeé en dérive biochi-
miquement et physiologiquement actif c'est-a-dire subir deux réductions
successives en acide dihydrofolique, tout d'abord par hydrogenation en 5-6,
réaction catalyséc par l'acide folique réductase, pins en acide tétrahydrofo-
lique,seconde étape catalysée par la dihydrofolate reductase.C'est I'acide tétra-
hydrofolique qui représente le composé actif (tableau 3).Jl a la propriété de
fixer ditferents groupements chimiques sur ses azotes en position cing
Ou SIX @

- Fonction formimino CH = NH,

Fonction formyle - CHO,

Fonction méthenyle = CH,
- Fonction methylene = CH,,

- Fonction methyle - CHs.

Ce qui donne naissance a plusieurs types de coenzymes
foliques :
- N5 formimino THF,
- NIO formyl THF,
- Ng NlO
- N, methyl THIF.

methylene THF,

e
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>-6 1 7-8 OH | H H Acide folique
Non Oui OH | H H Acide dihydrofolique
Non Non OH | H H Acide tetrahydrofo-
lique

Structure des folates et de leurs dérivés

TABLEAU 3
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Ces formessont interconvertibles, leur origmne et leurs interre-

lations sont figurées sur le tableau 4.

La forme prédominante cst représcentée par 'acide N5 éthyl
tétrahydrofolique aussi bien au niveau du foie que dans les différents

tissus et dans le plasma.

Suivant les groupements chimiques substitués chacune des
coenzymes formces joue un rdle différent. Plusieurs voies métaboliques
importantes necessitent leur intervention :

- le métabolisme et l'interconversion de certains acides aminés,

- la biosynthese des bases puriques et celles des bases pyrimidiques: proces-
sus vitaux puisque conduisant aux precurseurs immeédiats de ['"ARN et
de I"ADN,

- la biosynthese de |'acide thymidilique.

Ces réactions confirment le rdlc joue par I'acide folique
dans le transport des radicaux a un atome de carbone qui proviennent
essentiellement de la dégradation de ['histidine et de la serine et qui
sont utilisés pour la synthese de la methionine,des purines et des pyrimidi-
nes. La transformation catalysée par la DHER en présence de NADPH,
du DHF en THF (fig. 4) intervient donc soit pour les folates apportés
par l'alimentation soit pour ceux fournis par la synthese de dTMP,
tous les autres processus biochimiques dont nous avons parlé conduisant

au THIF.

HCHO
THF \@érine hydroxymethyl transfcrane)

D
‘\/\ADP* UM
NAnp,, 4TMP

) Thyanidilate synthetase

,10 méthylene THF
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iCes formessont interconvertibles, leur origine et leurs interre-

lations sont figurées sur le tableau 4.

La forme prédominante cst representee par I'acide N éthyl

tetrahydrofolique aussi bien au niveau du foic que dans les différents

tissus et dans le plasma.

Suivant les groupements chimigues  substitues chacune des
coenzymes formeées joue un rdle différent. Plusieurs voies métaboliques
importantes nécessitent leur intervention :

- le métabolisme et l'interconversion de certains acides aminés,

- la biosynthese des bases puriques et celles des bases pyrimidiques: proces-
sus vitaux puisque conduisant aux précurseurs immeédiats de I'ARN et
de I'ADN,

- la biosynthese de I'acide thymidilique.

Ces réactions confirment le rdle joue par l'acide folique
dans le transport des radicaux a un atome dec carbone qui proviennent
essentiellement de la degradation de ['histidine et de la sérine et qui
sont utilisés pour la synthese de la méthioninc,des purines et des pyrimidi-
nes. La transformation catalysee par la DIIR en présence de NADPH,
du DHF en THF (fig. %) imntervient donc soit pour les folates apportés
par l'alimentation soit pour ceux fournis par la synthese de dTMP,
tous les autres processus biochimiques dont nous avons parlé conduisant

au THF.

HCHO
THE \(éérine hydraxymethyl transferase) _ 5 |g méthylene THF
N dUMP
ADP*

dTMP

N .
ADPH Thyanidilate synthetase
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SUBSTITUTION

COENZYME

FONCTIONS |

Synthese Methionine ,

CH; en 5 5 Méthyl THF
CHen 5 N5 Formyl THF (ac.folinique)
en 10 NIO Formy! THF Synthese Purines

CH, entre 5 et |0

NN, Méthylene THF

Biosynthese Thymidylate
Interconversion

Glycine-sérine

CH =NHen )5

N5 Formimino THF

Catabolisme Histidine

CH cntre 5 et 10

N5 NJO Methenyl THIE

Biosynthese Purines

TABLEAU N° 4

Coenzymes foliques
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Ainsi un blocage de cctte rcaction entrainera une diminution
du DHF et un blocage équivalent de tous les meétabolismes dont nous
avons parlé, en particulier des processus d'importance primordiale dans
la prolifcration cellulaire tels que la biosynthese de f'acide thymidilique
nucleotide specifique de I'ADN et la biosynthese de I'acide inosinique,
précurseur des bases puriques nécessaires a la fois aux syntheses d'ADN
et d ARN.

Contrairement a I'homme, le plasmodium qui est un microor-
ganisme peut synthétiser l'acide folique o partir des précurscurs de la

pteridine(21).

Le métabolisme des folates chez le plasmodium (fig. 4,

5) reste pratiquement identique a celui de I"homme.

Chez le plasmodium la Pyrimethamine inhibe la DHFR.
L'activité de cette enzyme augmente durant le cycle intracrythrocytaire,

juste avant la premicre division cellulaire.

Cette enzyme a une masse moléculaire comprise entre
100.000 et 200.000 daltons (déterminé par filtration sur gel). Cctte masse
moléculaire est cing a dix fois plus grande que celles d'enzymes d'autre
source (par exemple la DHFR de foie de boeuf a une masse moleculaire

de 22500 daltons).



LTP + 2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteridine

|

2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteridine pyrophosphate

pABA:>///// AN pAGA

7.8-Dihydropteroate

= Dihydrofolate Folate

Tetrahydrofolate —e——
T Serire Methicnine
Thym\xdme l
N]O -formyl
tetrahydrofolate

NS _N]Omr,-th(‘nyl
Uridine

tetrahycreofolate

Glycine T

\ NS N‘.O
\ : .

Homocys tevne

methy lene
etranydrofnlate

T~

-~ ‘1‘5~ﬁt’ihy]

tetrahycrofolate

FIGURE 4

Métabolisme des folates chez le plasmodium
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IV. LA TOXICITE DE LA PYRIMETHAMINE

Plusieurs auteurs font eétat de la toxicité de la Pyriméthamine
qui se manifeste essentiellement au nivcau sanguin. Les mécanismes

qui entrainent cette toxicité chez ['homme ne sont pas clairement établis

(54).

Ces mémes auteurs (47, 54. 71. 76) rapportent des thrombo-
cytopénies, des anémies mégaloblastiques macrocytaires et normochromes.

Ils signalent aussi des leucopénies et des ncutropenies.

V. MEDICAMENTS ASSOCIES
Certains médicaments tels lcs sulfonamides associés a la
Pyriméthamine peuvent augmenter son action antipaludique.
AT RN

[l en est de méme pour [l'association Pyrimethamine-Sulfa-
doxine (FANSIDAR) (22, 75). Ce médicament est contre-indique chez les

femmes enceintes.

VI. MODE D'ADMINISTRATION, POSOLOGILE, INDICATIONS

La Pyriméthamine a une activite schizonticide particuliere«

ment marquée a l'égard du Plasmodium falciparum. Elle est utilisee en -
tr utement curatif des acces paludcens (0,055 enune ou deux prises  a 12

heures d'intervalle) et dans un but de prophylaxie collective : 0,05 g

une fols par semaine.

Stgnalons e la Pyriméthammne peut  étre rescrite  dans
g q Y [ P

le traitement de la toxoplasmose.




VH. PHARMACOCINETIQUE

Chez la souris, le rat, le chien, la concentration plasmatique
maximale est atteinte au bout de quatre heures apres administration d'une
dose unique de 2,8 mg/kg et la duree de vie plasmatique t 12 = 23 h.
La distribution tissulaire s'effectue au miveau du cerveau, des poumons
et du pancreas (19). Le taux de fixation aux proteines plasmatiques détermi-
né par dialyse a ['équilibre s'avere étre de 78 %. | a 2 % du médicament

sont excrétés sous forme inchangée pendant lcs premieres 24 heures.

Chez le porc un modele ouvert a trois compartiments rend
compte de la pharmacocinétique;la clairance plasmatique est de 0,6821/h/kg

et le volume total de distribution de 12,1 litre (65).

Chez I'homme, la Pyriméthamine est presque entierement

absorbée au niveau du tractus gastrointestinal.

Plusicurs etudes pharmacocinetiques de la Pyriméthamine

ont €té realisecs (26, 60, 66, 72, 77).

E. WEIDEKMAN et al. (77) determinent les concentrations
plasmatiques de la Pyriméthamine. Apres administration d'une dose unique
de 25 mg par voie orale, la concentration maximale cst atteinte en 4,2
heures ; les variations individuelles des demi-vie plasmatiques oscillent
de 46 a 150 h, résultats en bon accord avec ceux publies par CAVALLITO(9).
Les profils de concentration obtenus ont éte le mieux décrits par une
cinétique a deux compartiments non lineéaircs. La peériode d'élimination
finale moyenne calculée a partir de ces coordonnees est de 95,5 h +30,6 h

( , figures 6 et 7).

[l se revele par dautres etudes pharmacocinctiques (2,

3) que la Pyrimcthamine  se lie aux protcines plasmatiques a 87 %.
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PENETRATION DANS LA CELLULE

La Pyrimethamine pénetre facilement a [!'intérieur des
cellules par simple diffusion (79, 80) a linverse d'autres inhibiteurs de
la DHFR comme le MTX ; de méme qu'elle passe a travers la membrane

des celiules, la Pyriméthamine passe a travers la membrane du plasmodium.

Il a éte mis en évidence unc relation structure activite

pour l'absorption du produit (21).

METABOLISMC

Des etudes de brotransformation ont ¢té effectuées chez
le rat. 1l apparait que la biotransformation se¢ fait principalement par
une N oxydation en position 3' du noyau pyrimidine et une hydroxylation
en posttion K du ogroupe 6 cothyl. Les mctabolites ont été solés a partir
d'urine de rat. Au bout de sept jours 83 %(79 o dans les premieres heures)
de Ja dose administrée sont excretes dans l'urine et 4 % dans les feces:

la Pyrimcthamine cest donc fortement mcetabolisee.

L'analyse de ['urine par chromatographie en couche mince
bidimensionnelle et autoradiographie a revéle I'cxistence de seize metabo-
lites avec un metabolite majeur (Fig. 8), constituant ol seul 34 % de
la dose administree apres 72 heures. Le traitement des urines par la

A glucuronidase a permis de mettre en c¢vidence six composes gluro-

conpigués (i, 36, 39).

DOSAGE DL LA PYRIMETHAMINE

Nous pouvons noter gue les methodes analytiques de dosage

plasmatique de la Pyriméthamine sont tres variées ; mais l'originalite

de la methode microbiologique utilisce par WEIDEKMAN merite ' étre

soulignee (77).



H,C OH Cl

METABOLITE MAJEUR DE LA PYRIMETHAMINE CHEZ LE RAT
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Un ellort considérable de recherche a été consacré a I'étude
de la DHFR (5, 6, 7, 8 tétrahydrofolate : NADP' oxydoréductase) (E.C.
I.5.1.3.))en particulier dans l'espoir de mettre ¢n évidence des particularités

de la liaison d'antifolates a cette enzyme.

L'importance de ces travaux peut  s'expliquer pour  deux

Faisons

- La DHFR représente la cible molcculaire de composés appelés
antifoliques. Ce sont :
. des agents anticancércux a noyau pteridine (Mdcthotrexate),
. des agents antibactériens (thriméthoprime).
. des agents antipaludeens (Pyriméthamine),

dont I'activite pharmacologique est diffcrente.

- La taille reduite de cette macromolécule permet d'utiliser,
dans les conditions optimales, de nombrcuses techniques beaucoup plus

difficiles a employer pour ¢lucider la structurce de protéines plus voluminet-

SCS.

Nous cnvisagerons, dans un premier paragraphe, la distribution

de cette enzyme dans |'organisme puls dans la cellule.

Nous decrirons ensutte tres raptdeinent les principes gencrany
de purification de la DHFR dorigine bacterienne ou de  vertebres et

les proprietes physico-chimiques de ces molecules.

Nous traiterons enfin de la structure et de ["activite enzyrnatique-.



DISTRIBUTION DE L'ENZYME

La distribution de la DHFR dans les tissus a éte relativement
peu etudiée et les publications sont a ce¢ sujet, ecn général, tres anciennes.
Ces ctudes ont ete le plus souvent effectuces par dosage d'activités enzyma-

tiques.

Plusicurs auteurs (10, 55, 61) ont ctudie les tissus normaux
de differents animaux. Presque tous les tissus testés contenatent au rmoins
des taux détectables d'enzyme ; ccpendant des différences existent suivant
les animaux considéres. Une forte concentration est toujours mise en
evidence dans le fole, les reins, le thymus ; mais par contre, lc taux est
faible dans les muqueuses intestinales, le cocur, le cerveau et la rate
pour atteindre une valeur pratiquement nulle dans les muscles et les pou-
mons. Chez un malade atteint de leucéemie myologene aigué, le foie contient

de la DHFR er guantité appréciable (61).

TOMATO et GRIGNANIF (32, 73) détectent l'enzyme
dans le tore, les reins, la muqueuse gastrique. dans quelques ¢chantilions
de peau normale, dans lI'épiderme des malades atteints de psoriasis et

dans la moelle osseuse stimulée.

.a svnthese de la DHFR est modulee en fonction du cycle

cellulaire (17, 49, 78).

Ln ce qui concerne la distribution mtraceflulaire de 'enzyme,

BROWN et al. (I8), WONG et al. (81) mettent en évidence la DHFR dans
la fonction cytoplasme plus les microsomes alors que les traces seulement
sont détectables au niveau des noyaux. Le noyau doit contenir des quantites

significatives de DHFR indispensables pour la rcgeénération de THF a partir

de DHF formé lors de la synthese de la thymidilate qui a lieu dans le noyau.

Il a ¢té récemment mis on Cvidene e deux formes de DHFR:

I'une d'origine cytoplasmique, l'autre d'origine mitochondriale (82). La premie-
re présente une activité spécifique plus elevéc, mais existe en plus faible

quantite que la o seconde. Les deoy formes o distinguent  epalement  par

leur sensibiiite a difterents pH et a la presence de divers rons.
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Au miveau des bactéries (i, 99), nnen qutau miveau des celliyles

de mammiteres (33, 48), des isoenzymes ont ¢te decrites.

KAN S.C. et SIDDIQUI (#2), quant a cux, ont partiellement
purtfié ct caractérise la DHFR 1ssue de plasmodunn falciparum qui présente

une grande ressemblance avec les DHFR d'autres especes de plasmodium.

PURIFICATION DE L'ENZYME

Les premieres methodes de purifications de I'enzyme précons-
satent en goneral un trartement au sultate de protarmine, une précipitation
fractionnee far le sulfate d'ammonium, unc chromatographie d'exclusin
sur G 75, suivie d'une chromatographie sur hydroxylapatite, carboxymethyle

cellulose et D IALR (45, 46).

Clest la DHFR de foie de pouct qur a ¢té la premiere
enzvime e o type partiellement purifice o1 ctudice (30). On pouvait
la séparer de: autres protéines par filtration sur gel sephadex G 75 ou
G 100. Cette molecule a une masse moleculaire compris entre 21000 et
24000 daltons. Ces procedés conventionnels de  purification de proteme
présentaicnt de faibles rendements ; ausst Ja possibilite d'employer une
methode basee sur une interaction importante et specifique enzyme-compose
1é de facon covalente sur un support inertc. pour scparer li proteine
desirce des autres protéines, permit-elle de laciliter grandement les prepara-
tions. La chromatographie d'affinite mise au pont en 1953 allait trouver

un long champ d'application pour la preparation de DHFR d'origines diverses.

L'abondance de pubhications  conrernant la puritication  de
la DHFR utilisant la chromatographie d'atfinite prouve I'intérét de rette
methode (5. 6, 250 31 gqu'elle <'effcctne o o ar de souches bactériennes
fe plus wotr et MITX ressstantes. o partie e caivgres collulaire, ou eocore

de tissus d'an maux.
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PROPRIETES DE L'ENZYME

Quelle que soit l'origine de la DHIFR , sa masse moléculaire
se situe entre 5000 et 25000 daltons. Il faut «ouligner que la DHFR de
plasmodium n'a été que partiellement purifiee par S.C. KAN et SIDDIQUI

(42) ; ceci pourrait expliquer la valeur tres élevée de sa masse moléculaire.

Au niveau de la structure primaire il existe toujours une
grande analogie. Il est cependant classique de faire la distinction entre
enzymes bacteriennes et enzymes d'origines e mammifercs. De plus

I"analogic cs® vraiment remarquable entre la DHE R de fole de bocut et celle

de souches L 1210 issues de I'"homme.

[l nous a donc semble logique d'extraire I'enzyme de fore
de boeuf, coripte tenu de la facilité de se procurer cet organe, et nous

ne nous Intéresserons pour notre part qu'a cette macromolecule.

La sequence (fig. 9) comprend «cnt quatre vingt six residus
d'acides aminés. La masse moléculaire deéterminée par sedimentation est

de 22500 daltons ; le coefficient d'extinction moléculaire de 27280 M~

‘[ . ~ . ,
cm . Le tableau n® 5 represente les parametres physiques, caracteristiques de

'enzyme de foie de boeuf.

ACTIVITE ENZYMATIQUIZ

La rcaction enzymatique pcut sc schématiser comme  sutt:

DHF + NADPH + H' z=——= THF -« NADP'
NDHFR

Le mecanisme de reduction qui intervient dans la reéaction
biochimique generalement proposée dans la littérature est historiquement

due a HUENNECKENS et SCRIMGCOUR (37).

2 A b G
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SEQUENCE DE LA DHFR DE FOIE DI BOEUF



PARANETRES PHYSIQUES DE LA DHFR DE FOIE DE BOEUF

Poids molcculiire

Coefficient de sedimentation SOZO

Coefficient de diffusion D"ZO

22500 daltons
2,08.107 l 35

10,93, 0_7(:m2 s

-1

Coefficient de frottement [/fo 1,603
Rayon de la sphere équivalente 19,2 A
Point isoelectrique 6,30
Activité moleculaire specifique 578
TARLEATL N°¢ 5
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Selon cette theorie, la réduction catalysée par I'enzyme
est un processus con deux c¢tapes : protonation de 'azote N5 du DHF dans
un premier temps, puis attaque nucleophile sur I'atome de carbone adjacent
sur I'hydrure H provenant du NADPH. Ce raisonnement est déduit des
proprictes recdox géncrales des folates on solution, et il concorde égalerent

avec les mcecanismes proposes par d'autres deshydrogenases.

Une autre possibilitc cst que e proton proviennc tout

simplement de I'ecau.

Le probleme de donneur de proton est donc loin d'étre éclairc.
Les travaux de microcalorimétric de SUBRAMANIAN ot KAIFMAN (67)
sur la DHFR de foie de poulet suggerent que la rcéaction nc¢ nécessite
pas d'étre ordonnee du point de vue enthalpique., mais que |'augmentation

de la liaison du NADPH dans le complexe binaire est d'origine entropique.

Des etudes de cinetique par fluorescence et par dialyse
a I'cquilibre 28, 48) montrent que la DHFR cexiste au moins sous deux
formes interconvertibles dont les proportions relatives dependent du pH:
le NADPH n¢ peut se fixer rapidement que sur l'une des deux formes.

L a DHFR utilisee est d'origine bacterienne.

[l ressort de toutes ces ctudes que les résultats concernant
le processus d> la reaction enzymatique sont plus ou moins contradictolires.
La méme hctirogenéite apparaitsur le plan pratique dans les experiences
d'activite enzvimatique, la nature chimique des rampons 5 le phly, la foree
lonique, la présence de divers 1ons ou d'agents denaturants modifient

differemment les resultats suivant les auteurs ct l'origine de la DHFR.

L'activite de l'enzyme du tore de nocuf en particulier augmen-
te ivec la force ionique du milieu ; elle est mhibce par les composes

mecaniques ot presente un seul pH d'activite optirmum.

Contrairement a l'enzymce issu de Plasmodium Berghel

dont l'activit¢ est trois ou quatre fois plus tmportante en presence de
O (0,5 ) saoanee ey M) Ta DT asne o Plasmodinn falcrpararm

vort son acltivite diminuer en resence de ces ditferents agents aux mémes
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concentrations (42).

Notons enfin que le pH optimum des DHFR de Plasmodium

se situe entre 6 et 7 (tableau 6).

SOURCE DE L'ENZYME |pH OPTIMUM M/\Sséaﬂgksc‘“/\““‘
Pladmodium
Knowlesi 6 - /0 185.000
B erghe: 7 - 7,2 190.000
Lophurdae 6.5 103.000
Falciparum 6.9 210.000

TABLEAU 6

Comparaison de dihydrofolate redinc tases provenant

de différentes especes de Plasmodium

On peut maintenant envisager les otudes qul ont essayc de
preciser les rosidus acides aminés de la DHFR intervenant speaifiquemnent
dans l'activite enzyme. Ces travaux s'operent en modifiant par un reactif
des résidus précis et en observant alors les consequences sur I'activite
enzymatique . Les acides amines concernes sont  l'argemine, le  trypto-

phane. la Iywine, la cysterine, ['histidine, la methionine et la tyrosine.

e cortaimn nombre de resido acien o armines et en partie alier
les residus  Lrypt et Tyr sont nnpliques dans la rcaction brologique ¢t
donc vraisemblablement lors de la haison des antifoliques dont la formule
chimique presente une certaine analogie avece e substrat DHE. Ces recadus
F'eyp et [yr sont les fluorophores de mactormoléanle, Hne sera done
pas surprenant de constater une variation de lu fluorescence dela DHFR

consécutive a la fixation de la Pyriméthamine en particulier, ¢t en géncral
des 2-4 diamino-pyrimidines.



[

TRAVAUX ANTERIEURS




31

Des ctudes spectroscopiques mettant en jeu les phénomenes
de fluorescence, dichroisme  circulaire et résonance magnétique nucldéaire
d'une part et des techniques telles quemicrocalorimetrie et dialyse a I'équili-
bre d'autre part, ont permis soit de déterminer les parametres d'interaction,
soit de preciser la conformation de I'enzyme ct les niveaux d'interaction,
enzvme-ligand, ausst bien dans les complexes binaires DHER-inhibiteur

que dans les complexes ternaires DHFR-inhibiteur-coenzyme.
Ces ctudes contribuent l¢ plus souvent a eclaircir la disposi-

tion du subtrat par rapport a l'enzyme et lcs groupements mis en jeu

lors de Il'interaction tant du c6té macromolécule que du céte ligand (53).

FLUORESC INCE

| es donnees de la litterature sont restreintes en ¢ qui concer-
ne les paramotres d'interaction des  DHFR d'origine bacteriennc et de

la pyriméthaniine, que ce soit en presence ou en absence du coafacteur

NADPH.

R.B.KITTCHEL et al. (8) cependant, ctudient la fluores-
cence de DHTR d'Escherichia coli et de ses complexes binaires et ternai-

res, ainst que sa vartation en fonction de la tempcrature.

L'enzyme subit une dénaturation irrcversible a 45°. Le NADPH
exerce un elf-t protecteur vis a vis de cette denaturation mais contraire-

ment a d'autres antifoliques comme le MTX. L& Pvrimethamine ne protege

pas l'enzvme.

D'autre  part, des ctudes de polarisation  de fluorescence

mettent en eévidence une transition reversible a 30° qui est modifiee par



le NADPH  ou la Pyriméthamine. Les autears suggerent que la formation

des complexes induit des changements structuraux de la protcine.

D'autres ctudes (68, 69) portant sur des mesures de cine- "
tiques de [luorescence lors de la formation des complexes binatres de
DHFR de Lactobacillus casel suggerent que les capacites de liaison de
la DHFR sont fortement influencées par la presence d'un higand supplémen-
taire. Lors de la flormation des complexes ternatres enzyme-coenzyme- .

L . L . -7 -
inhibiteur les constantes de dissociation se situent entre 4 10" M et 7 10 6M.~

Aucun travatl, a notre connatseane ¢, ne concerpe 'interaction

PYR-DHFR d'origine de mammifere.

3
%
H
H

DICHROISME. CIRCULAIRE i
GREENFIELD (31,58) a déterimine Lo constante de dissociation
de la Pyrimeéthamine dans les complexes binaires et ternaires de la DHFR
d'Escherichia coli. La liaison de la Pyrimethamine avec l'enzyme induit
de larges effets cotton. Le spectre de dichroisme circulaire du complexe
enzyme pyrimcthamine est repreésenté sur la figure 10.
Apparecmment la Pyrimethamine ne peut modifier la constante g
d'association du NADPH avee la DHFR. ‘
La lason initiale de la Pyrimethamine induit une activite E
optique dans la bande de 340 nm du NADHP quand e cocnzyme est ;
lie au complexe enzyme-Dyrimethamine. Cette liaison initiale de la Pyrime- ;
thamine moditic apparemment le site de liaison ou la géometrie du NADPH '
Liey mats elle ne semble pas alfecter fa constante dassociation di cofacteur ;‘-
a I'enzyme.
[l taut noter egalement que ['inhibition de la DHFR par #

la Pyrumethamine n'est pas accrue par la preincubation de l'enzyme aver
I'inhibiteur et le cofacteur, resultat opposeé a «cux obtenus avec le métho-

trexate.
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SDICHROISME CIRCULAIRE DES COMPLEXES DE LA DHER
AWVEC LA PYRIMETHAMINI



La constante de dissoctation du complexe enzyme-pyrimém-3

thamine est de 10_6M.

LA MICROCALORIMETRIE

Une etude thermodynamique de  interaction  des Iolates%w»;;ﬁ
; i

I

avec la DHFR de foie de poulet a ete effectuee par S. SUBRAMANIANG

et B.T. KAUFMAN (67). Ces auteurs ont determiné les variations d'enthal-i *

i(‘. ‘
p

Nous verrons ultérieurement que la microcalorimetrie ne'

permet pas d'évaluer les constantes de formation de complexes dont la

|

, 6, ,- . ,
valeur excede 10°M . En conséquence, c'est en utilisant la technique

de fluorescence que ces auteurs ont calcule les constantes d'équilibre de
differents compleses. A partir des relation, AGe - RT dog K et

A - AR - TAS, SUBRAMANIAN ct al. ont pts 1. dedurre les parametres

thermodynamiques rassemblés dans Ic tableau 7. D'autre part, ils ont
calculé le 4H de liaison de ces mémes composcs dans le tampon phosphate
de potassiim et le Tris. HCI a plA 7, et a 29°C (tubleau ). L'enthal-
pt> de lhason du NADPH avec l'enzyme cst de - 3,4 kcal mole-I dans
le tampon phosphate de potassium et de - 4.4 kcal mole = dans le Tris
HCI. La difference de | kcal rr\ole_l est faible mats significative. Cet
exces Indique une 1onisation du NADPH qu perd un proton pour se¢ lier

a I'enzyme sous forme anionique. [l faut noter que les auteurs ont ctudie

.

la hatson du MTX (2-4 diamino pyrimidine) avec la DHFR dans les mémes

tampons. Le 8H de haison du MTX eor de 13,3 kecal moJC'l dans e 4
tampon phosbchate de potassium et de - 2.9 kcal mole-1 dans le Tris- f

. : - )
HCI. Cette difference de 10,4 kcal mole sclon le tampon peut s'expliquer ;

par un transfert de protons car 'activite de lu DHFR est identique dans  les

deus tdrmpons

Le AH de déprotonation du tarmipon Tris est de - 11,36 kcal
-]
mole g 25"C avee une lorce tomqgue ¢c G0 et e A de deprotonation

de H,PO 4 est de 0,8 kcal moJe_J a 25°C avec une force ionique de 0.

s o H i i i e e B
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La différence de chaleur de déprotonation de ces deux tampons est donc

de - 10,56 kecal mole—l. Cette difference correspond a la Jiaison du MTX

a la DHFR. D'autre part, le pKa de protonation de I'N_l du MTX est

unites dans le complexe enzyme-methro-

de 5,71. Le pKa s'éleve de 3
trexate ; ais le MTX retient un proton (donnc par le tampon) sur son
N parce que la liaison avec 'enzyme se fait o ptt = 7,4,

- " T
- AGE AH Ase
’—— LIGAND Ka(M™) kcal mole kcal mole | kcal mole”
NADP' 2,63 10" S 0,6 22,/
NADPH 3,2210° -89 - 18,4
Folate 1,4910 / - 9,8 - 11,3 - 4,7
Dihydrofolate 7,1410 / - 107 L -3 - 20

TABLEAU N° 7

Parametres thermodyvnamiques de la liaison du cocnzyme et des folates avec la

dihydrofolate réductase du foie de poulet dans le tampon phosphate 0,IM a
pH = 7,4 et 25°C

[ AH° kcal mole
HIOATD me)(m, D’“;Mmtp Tarmpon Tris 5,2 U
L [ B
Folate - 1,3 2 -4 0,2
Dihvdrofolate - 1L3 4003 - 1La s 0,5
NADPH S 0,2 RN
- NADP' 1 06 0z '

Les enthalpi~s de liaison du folate et de sa forme reduite, atnst que du coen-
la DHFR d'E. coli dans

zyme et do sa forme oxvdée avec

les tampons phosphates de K ot fe Tos HOT G pH 7,0 et a 25°C,
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LA RESONANCE MAGNETIQUILE NUCLEAIRE

Peu de travaux font etat des interactions de la PYR et

des DHFR d'origine bactérienne.

Cependant, il faut noter que COCC O et al. (23) étudient
par RMN du 13C la liaison de la Pyrimecthamnine et de la DHFR.Le C,

G o 3.
de I'heterocycle est enrichi au ! C.

En I'absence de DHFR le pKa de la PYR est de 7,85 et
le carbone 2 (C,) présente un seul pic. En présence de DHFER le C, o deux
pics :

- un pic qui reste constant avec le pH : c'est la forme liee. On n'observe
pas de déprotonation jusqu'a pH = 10 ce qui implique que le pKa soit
superieur a 10,

- un pic qui varie avec le pH : c'est la forme libre.

L'ecart de 0.72 ppm entre e @, de Ja forrme libre ot e
C, de la forme liee est di a l'effet clectronique du groupement carboxy-
lique qui nteragit avec NI avec une contribution supplémentaire due a

une haison hydrogene engagee par le groupe NH, on 2.

Les variations des valeurs des pKa ne suffisent pas a rendre
compte de différences elevées obervoes pour les constantes d'association

des differents composes étudiés (PYR, MTX).

LA DIALYSE A L'EQUILIBRE

La dialyse a I'équilibre a permic a B.B. PATTISHALL et
al.  (48) de détermminer 1'atfinite de la pyrimethamine pour les deux formes

mterconvertibios ac la DHE R d'Escherichia colr patals ont ‘7ép<'lr('(">-

La haison de la pyrimethamine rans les complexes ternaires

n'est pas modifice par rapport any compleyes braagres.
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La Pyriméthamine n'affecte puas la liaison du NADPH

avec la DHFR dans les complexes ternaires.

Les constantes de dissociation ct le nombre de sites pour

chaque espece sont représentes dans le tableau 9.

ENZYMIS ]
PARAMETRES El E2
Complexes binaires
Kd (nM) 9 47
n 0,42 0,54
Complexes ternaires
Kd (nM) 4 45
n 0,34 0,56

TABLEAU N° 9

Constantes de dissociation et nombre de sites de fixation

des DHFR d'Escherichia coli avec la Pyrirnethamine
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6. Enfin, des ¢€tudes de cinetique enzymatique ont permis
a S.C. KAN etW.A. SIDDIQUI (42), apres avoir separe les DHFR de ptasmo-
dium et d' Aotus trivigatus de dcterminer les constantes de MICHAFELIS
(Km) du DHF et du NADPH pour l'enzyme ains: que la constante d'inhibi-

tion (Ki) pour la pyriméthamine (tableau 10).

Ces mémes auteurs font une ctude comparative de la constan-
te de Michaelis du DHF et du NADPH pour les dihydrofolate reductases
de differentes especes de Plasmodium. Les Km (constante de Michaclis)
du DHF et du  NADPH pour la DHIFR du Plasmodium sont supérietrs

a celles d'autres especes. Ces résultats sont rcsumes dans le tableau n® Ll

| SOURCES D'ENZYME K(’;“M[?H' Km(SA/A\)DPH K‘PdYeR'a |
(uM)
Plasmodium falciparum ]
. Souches résistantes 21 16 1,9
. souches sensibles 18 17 2.}
Globules rouges d'Aotus 5,1 3,6 25010

TABLEALU N° 10

Constantes dc  Michaelis et d'inhibition du DHF et du  NADPH pour

la dihydrofolate reductase de différentes souches de Plasmodium et des

globules d'Aotus trivigatns

R
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SOURCE DI L'[ZNZYMETK”] i [ K du NADPH
(1M) ‘ (uM)
Plasmodium ’
Knowles: 3 | ]
Berghel 36 1,3
Lohpurdoe 14 10
Falciparum 21 16

TABLEAU N° 11

Constantes de Michaclis (Kmn) du DHI et du NADPH

des DHFR de differentes souches de Plasmodium

EN CONCLUSION

On peut dire qu'aucune étude d'interaction n'a été realisée
p

entre les DHFR de mammifere et la Pyrimethaminc.

La PYR semble tres differente dans son comporterment
vis a vis de 11 DHFR de bactérie ou de Plasmodium des autres antifoliques

tel e MTX.

La PYR a unc affinite pour les denx formes interconvertibles

de la DHIFR d'Lscherichia coli.



/

TRAVAUX PERSONNELS

y/A
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Nany ce chapitre, apres avorr sonhipne ['intérét pharmacologi-
que et biochimique de notre travail, nous aborderons le cdte technigue
de notre étude, les appareils utilises lors de notre expérimentation, les
produits commerciaux employés dont la puretd s'est avérce suffisante
pour nos préparations. Nous développerons plus particulierement l'extractior

et la purification de la dihydrofolate réductase d'origine bovine.

Nous exposerons ensuite les deuy méthodologies qui nous
ont permis de mener a bien I'étude de la fixation d'un antfolique a la
DHFR, nous aborderons le mode d'exploitation des données expérimentales

et nous conclurons par les resultats que nous discuterons.

Remarque

Pour rester conforme et pouvoir nous reférer a des publica-
tions anterieures du laboratoire concernant soit la fluorescence, soit la
microcalorimétirie, ies symboles littéraux utiliscs dans les deux meéthodes

pour désigner la concentration en medicament et en complexe seront

differents.




kK

1. OBJILET DU TRAVAIL

e

A I'inverse de nombrcux inhibiteurs de la DHFR, il n'existe

donc, & notre connaissance, aucune valeur cdans i litterature concernant
les parametres de liaison de la Pyriméthamine a une dihydrofolate reduc-
tase de mammifcre, aussi bien en I'absence qu'en présence du cofacteur
NADPH. [Ctant donné les difféerences mises en ¢vidence pour le triméthopri-
me (7) de ces parametres de liaison avec les enzymes de différentes especes,
différences qui conditionnent aussi bien I'activite que la toxicité du produit,
1l nous a paru important sur le plan pharmacologique de déterminer les
valeurs de la constante d'affinité et de ta variatiion enthalpigue de inrerac-

tion PYR-DHFR de mammifere en présence ¢t en l'absence de NADPH.

Nous avons choisi comme enzyime la DHFIR de foie de boeuf
dont la technique de purification par chromatographie daffinite o cté

mise au point notamment par KAUFMAN  (44).

Toujours dans un  but pharmacologique, une  cormnparaison
avec les parametres de fixation du MTX (deéterminés dans les mémes condi-
tions) utilisc comme anticancéreux du fait de sa fixation sur la DHFR

humaine et dont la toxicité est importante, a ¢t¢ reéalisec.

Par ailleurs, dans un but plus tondamental, la connaissance
de  I'ensemble  des  parametres  therimodynariaues  de Iinteraction peut
nous renscigner sur le type de forces engagec: dans cette liaison ot sur

le caractere dominant enthalpique ou cntropique de celle-ci.

Mes ctudes de competition aves  lo MTX nous ont perinis

d'aborder le site de liaison du medicament avec {'enzyme.

Cntin, la variation dans le temps. d'une part de pararctreoes
de haison des complexes binaires et ternaires, d'autre part de l'ac tivite
de I'enzyme conditionnée par la formation du complexe ternaire  substrat
naturel (DHF) cofacteur (NADPH), enzyme (DHIPR), nous o renseigne sur

le rdle jouc par le coenzyme.

RPN PR S-S
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De méme, la comparaison pour unc méme préparation enzyma-
tiqgue du nombre de sites et de la constante d'affinité pour les complexes
binaires ct ternaires, permettra dc mettre en eévidence une éventuelle
cooperativite qui a €té découverte dans le cas du Triméthoprime (23)

et du Methotrexate (14).

Pour realtser I'ensemble de ces objectifs tant pharmacologi-
ques que biochimiques, nous avons tout d'abord rmis au point une technique
de purification de la DHFR de foie de boeuf directement inspiree de la

technique de KAUTMAN.

Nous avons ensuite utilise deux techniques d'étude des interac-
tions moleculaires qui sont I'inhibition de fluorescence et la microcalori-

metrie.

La premiere de ces techniques nous a permis pour chaque
preparation enzymatique de déterminer les contantes d'affinite et le nombre
de sites de fixation sur la protéine. La microcalorimeétrie nous a permis
de determiner directement la variation d'enthaipie et l'existence d'even-
tuclles compctitions. Cette méme technique calorimetrique permet cégale-
ment d'apprehender le nombre de sites de fivation et les rapports entre
les constantes d'affinite de deux compétiteurs. Cect a donc constitue

un contrdle de la cohérence des deux techniques d'ctude utilisees.
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2. APPAREILLAGES ET TECHNIQUES

APPAREILLAGES

- Les mesures de fluorescence ont ¢té realisees grace o un
spectrofluorimetre KONTRON S.F.M. 25 a cuves thermostatables indispen-
sables etant donné la grande sensibilité de ce processus de luminescence
vis a vis de la température. Nous avons reportc sur la fignre n® 11 e
schema de principe de cet appareil.

La source et une lampe au Xenon de [50 Watts.

La correction a l'émission est assurec par l'intermediaire d'une photodiode.
Les monochromateurs couvrent une gamme de 204 a 800 nm

Les eléments diffractants sont des reseaux defrnis par 1200 traits par
mm.

Les Tentes sont de 10 nm o 1'excrtation of o e aon.

Le porte cuve est thermostate par un svsteme de -arculation d'cau.

La lumierc de fluorescence émise par I'échantiilon est recuetllie sur un
photomultiplhicateur R 212 (200-600 nm).

Le contrdle des operations s'effectue par 'intermediatre de trors micropro-
cesseurs. Il est ainsi possible soit de choisir a priori la haute tension d'ali-
mentation du photomultiplicateur et donc sa scnsibilite, soit de calibrer
I'appareil de facon a ce que la fluorescence du produrt corresponde a
100 sur le digit ce qu facilite I'enregistrement picine echelle sur l'enregis-
treur, la déduction automatique du bruit de fond rmesure sur une cuve
ne  contenant que le tampon cst cgalement  realisable. Dans notre cas,
cette operaticn permettait  de corriger notamment l'effet Raman. Nous

avons prefer¢ utiliser la premiere des solutions, c'est-a-dire choisir la

tension d'alimentation du o PoML g vartart de G505 a0 500 volts. Nous avons
d'autre part systématiquement mesure fe "brirr de tond" sur e tarmpon
dont toutes les mesures ont ete corrigees.

Ui enregastrenr W oo W 600 TARKAN «ouple oo wpectrophotometre permet

enregisttement des spectres.

P R T T R



I. Lampe Xenon

2. Lentille

3. Fente d'entree du monochro-d'excitation

4. Beam splitter

5. Détecteur référence (photo diode)

6. Rescau (excitation)

7. Fente reglable (sortie monochromateur excitation)

3. "Chopper"

9. Miroir plan

O, Lentitice

I'l. Cuve echantillon

12. Lentille

I3. Fente réglable (entree du monochromateur d'eémission)
4. Reeau

I5. Fente reglable (sortie du monochramateur o'crnission)
[6. Photomultiplicateur

11

SCHEMA DE PRINCIPE DU SPECTROFLUORIMETRE SF\ 25

fly
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- Les mesures microcalorimétriques ont ¢été effectuées sur
un  fluxmetre a circulation (Bioactivity Monitor) recemment  cornmercia-

lise par la soc.été L.K.B. (fig. 12).

o

Le calorimetr: comprend quatre modules constituces chacun par unc cellu-
le de melange et une cellule de référence (g, 13).

L'ensemble est immerge dans un bain thermostate de 23 litres dont la
stabilite thermique est supérieurc a 2.107%°C sur huit heures. L'intervalle
des tempcratures d'utilisation est compris entre 10°C et 80°C. La durce
de stabilisation lorsque la temperature varic par cxemple de 10°C a  37°C
ou Inversement, est de l'ordre de 12 heures. La vitesse de chacune des
deux pompes (I'une pour le circuit protéine et I'autre pour le hgand) précon:-
s¢ par le constructeur est de 20 mi/h. La sensabihité des ditecteurs est
de 0,30 uv. La constante de temps est de 124 s. Les différents calibres
d'utilisation de chaque module directement gradué en uw vont de 3 pw
a 3000 pw/pleine échelle. Sur l'expansion d'cchelle 10 pw utilisée pour
les enregistrements des figures et pour un dcbit de pompe global de 46
mi/h, le bruit de fond est de l'ordre de « | pw et la stabilite de la ligne

de base, sur une durée de huit heures. eot superieure a + 9,3 pw. Pour

tavoriser "homogencisation des réactils, le diametre du tuyau a l'entree
de la cellule de melange (vol. - 0,6 ml) présente un rétrecissement de
I a 0,2mm.

L'appareil stavere, de ce fait, extrémement sensible aux bulles gazcu-
ses qui pourralent eventuellement obstruer la cellule : 1] est indispensable

de dégazer les réactifs avant leur utilisation.

- Les dosages spectrophotometriques ont ete realises sur
spectrophotometre d'absorption UVIKON 820 de ia firme Roche Bioclec-
tronique KONTRON et dont les cuves sont ¢galement  thermostatahbles,
ce qui est indispensable pour les mesures d'activite enzymatique opéerant
sutvant le cas avee une lampe a halogene pour le domaine du visible.

ol avec une '{HHDC‘ « deuterium pour I"tltravioler.

Nous avons ajusté les pH de nos solutions a l'aide d'un pH

metre Taccussel de type P 60 a

clectrode de verre combinee type T.B.C.
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- Toutes les chromatographies ont cote realisces a  debit
controle grace a des pompes mitcroperpex LU 2132 dans des colonnes
de diametre calibré a pistons ajustables fournies par Pharmacia IFine Chemi-
cals. La collection des c¢luats est assurce par un collecteur de fractions
LKB 2112 Redirac et le diagramme des mesures de densite optique obtenu
par un detecteur L.K.B. 2138 UVIKORD pourvi d'une lampe émettant
a 206 et 280 nm et d'un filtre interferentiel permettant de selectionner
la longueur d'onde de 280 nm, et enregistré sur un cnregistreur SEFRAM

de type SERVOTRACE,

- Un systeme d'ultrafiltration AMICON muni de membrane
Diaflo  YM 10 qui retient les molécules de masse moléculatre superieure
a 10.000 daltons, nous a permis de concentrer les solutions protéiques.
Un lavage abondant a I'eau distillée assure le conditionnement de membranes

supprimant la couche protecirice de glycerine.

- Toutes les centrifugations ont ¢te realisees a 'arde d'une
centrifugeuse réfrigérée  HERAUS-CHRIST-ZETA 20, munie d'un  rotor

angulaire permettant de traiter en une fois 1,95 hitre (6 x 325 ).

- Le broyage du foie de bocuf 4 ¢te realisé dans un mixer

Waring Blendor.
- La preparation de la DHFR a cte poursuivie en chambre
froide a 4°C.
PRODUITS

- AH Sepharose 4 B. Sephadex G 700 DEAL Sephacel ¢taient

des produits de Pharmacia Fine Chemical.

- Borad Laboratories nous a fourtn 'hydroxyl apatite biogel

HTP.

- Lo trs-hydroxymethy!  armenacethoane  (Tris), ethylene

diamine tctraacetique (ENTA), le sulfate d'ammonium (NH,), so
1




49 -

Le mercapto-2~ethanol (HS CH, CH, O), I'amrmoniaque (NHQ
OH), le chlorure de manganese (Mn Cl,), lc sultate de Zn (Zn 5O,), le
chlorure de sodium (Na Cl), l'acide chlorhydrigne (H Cl), le¢ dipotassium
hydrogenophosphate  (K,HPO,), le potassium dihydrogénophosphate  (KH,

PO, Jetarent des produits de gqualite R.P. Normapur Prolabo.

- Les produits FLUKA tels que le merthiolate, le N (3-Dime-
thyl-ammoprophyl) le N ' ecthyl carbodimide de qualit¢ purum nous ont

donne en T.l'i‘f‘(‘ satislaction.

- Sigma Chemical Company nous o fournt "acide  dihydro-
foligue (DHF), I'adenine dinucléotide £ nicotinamide diphosphate (NADPH).

Il faut enlever I'alcool du NADPH en l'evaporant.
- L'acide acetique glacial etait un reactit Carlo-Lrba,

- Le laboratoire SPECIA nous a gracicusement fourni la
yrimcthamime, ainst que le methotrexate dc purete proche dc¢ 95 % qu
a subi une purification supplémentaire suivant la methode de JOHNS et
TI LI LOO (tableaux 12, 13).
|

LEnfin. nous avons 1solé et purifre Lo DHER de fore de boenf

suivant la mcthode de KAUFMAN et KEMERER.

ER e
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PYRIMETHAMINE

Caracteres generaux
Réaction d'identité
Limpidite et coloration .
Metaux lourds

Perte a la dessication
Cendres sulfiriques

Trire (sur secd)

Conclusion : conforme

TABLEAU N° |2

conformes
conformes
conformes
conformes
0,10 p. 100
conformes

99,65 p. 100

Fiche analytique de la Pyrimcethannne (SPECIA)



METHOTREXATE

Caracteres organoleptiques
identificdation

Eau (Fischer)

Cendres sulfuriques

Titre (sur sec)

Conclusion : confornic

TABLEAL N 13

Conformes
Conforrmes
6,7 p. 100
0,02 p. 100
1017 p. 150

Fiche analytique du MTX (SPECIA)

51
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METHODOLOGIE

PREPARATION DE LA DIHYDROFOLATE REDUCTASE

Nous avons pris comme reference ta méthode de KAUFMAN et

KEMERER (4#4) que nous avons modifiee o notre ¢ onvenance.

Cette préparation comprend plusicurs chromatographies
successives basées sur des principes tout a fait diiférents @ chromatographie
daffinite, Dltration sur  gel, chromatographic  sur hydroxylapatite. Le
probleme nitial qui se pose est disoler la DHFR a partir d'un extractif
de foie de boeuf, tres riche en protéines diverses. Cette ¢tape doit donc
présenter un caractere tres sélectif et est assurée par chromatographic
d'affinite. Cette technique relativement recente et largement utilisée
pour la preparation de nombreuses macromolccules biologiques repose
sur l'interaction tres importante et specifique entre 'enzyme a isoler,
la  DHFR et un inhibiteur, dans notrc cas lc methrotrexate, lul-méme

lie de fagcon covalente a une matrice insoluble.

La colonne absorbe donc, quand on la charge, 'enzyme

4 preparcr.

L'élution tout aussi spectlique ont amnorcee par une solution
concentree d'acide dihydrofolique capable de se fixer egalement a la DHFR
quolque de fagon moindr¢ ¢t c'est le rapport de concentration cntre MTX
ct DHFR qui determine la désorption de la DHFR, favoris¢e par le pH

choist et la fixation du MTX sur la matrice.

Cette chromatographie d'affinite est sunie dunc filtration
sur gel alin d'éliminer des protéines de poids moleculaire plus eleve que
la DHFR qui. malgre la sélectivite de I'ctape precedente. seraient presentes

dans l'¢luat de la colonne d'affinite.

Enfin, e passage sur hydroxyiapatite permet de  scparer
deux pics, 'un correspondant a la DHITR 1solee alors que Pautre represente

le complose DHEPR-DH[.

La preparation et le conditionnement de la colonne d'atfinite

constituent donc des ctapes essentielics pour isolement de fa DHFR.
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Realisation de la colonne d'affinité

- Principe

[l repose sur la formation d'un deérivée  w-aminoalkyl par
la reaction d'une alkyldiamine appropriée sur de l'amino-hexy!l Sepharose
4 B, Sepharose préalablement activée au bromure de cyanogene commerciali-
sée par Pharmacia Fine Chemicals ct couplage par laison covalente du
higant MTX aux groupements aminés libres de I' \H Sepharose 4 B constituant
des "bras latéraux", par l'intermédiaire de formation de liaisons peptidiques

en présence de carbodiimide.

- Protocole experimental

Pratiquement, la colone d'abfinite de 20 o de hauteur
et 2,5 cm de diametre necessite l'utilisation dc 22 g de Sepharose activee
mis a gonfler gquinze minutes dans un becher contenant 200 ml d'eau
distillée. Un lavage sur verre fritte G, S'effect avee 4,5 | de chlorure

de sodium 0,5 A et Il | d'eau a pH - 6,5 afin d'eliminer tous les additifs.

Dans un mortier on pulverise 0.0 1 de MTX que I'on dissout
dans 50 ml de chlorure de scdium 0, M {(quelques gouttes de potasse normale

ajoutées prealablement permettent une dissolution rapide).

Le mclange MTX, AH-Scpharosc '+ B est alors realis¢ dans
un rapport volumique (I : &) tres lentement, en agitant manuellement
et avec precaution afin d'cviter toute déterioration mecanique des bras

lateraux necessaires a la tixation du hgand.

Le couplage par I'intermediaire de carbodnmide a licu par
addition a quinze minutes d'intervalle et en trois fractions de LS g de
I, ethyl 3. 3 dimethyl aminoproy!l carbodiumcde prealublement solubilises
dans de I'eau distillee. Pendant cette opcration. le pH est maintenu a
6,5 par addition cventuelle d'HCI (N) 5 I'acidité est ensuite  abaissec,
une heure apres. a la bin de addition de carbodimmide a pH 6 ot g

recaction sc poursutt pendant deux heures a temperature arnblante.
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La suspension est filtrée sur verre frit¢ G, et lavée avec

avec 50 ml d'eau distillee.

Le gel ainsi conditionné de couleur jaune orangeé intense
est de nouveau rincé, a deux repriscs respectivement a 'arde des solutions

sulvantes :

250 nl de Na ¢ (I M)
500 ml H,0 distillce
250 ml K, HPO, (I \)

puts 500 ml H,O distillée
250 ml K, HPOQ (I M)
1000 ml H,O.

Les filtrats sont conserves afin e déterininer spectrophnto-
meétriquement les quantités de MTX qui n'ont pas rcéagi par mesurc de

!

la densité optique 3 A = 302 nm (€ 22 190 T em™ e 2 257 am

(€ = 23000 M (:m_l) dans KOH 0,1 N.

On évalue a 60 % la quantite de MTX couplé soit environ
10 micromoles de ligand par ml de gel conditionne. Le gel est ensuite
mis en suspension dans du tampon phosphate e potassium (KH,PO )10
mM, pH - 5.6 puis verse dans la colonne sur 'nc hauteur de 20 cm pour

un diametre de 2,5 ¢m.

£n depit d'un lavage important, il s'avere que du MTX non
lie peut rester fortement adsorbé sur la Sepharose ; ce MTX serait desorbe
lors de Ja hixation des premiers extraits de fore contenant 'enzyme et
entrainerait un rendement de preparation faible dfors de la premiere utilisa-

tion d'unc colonne d'affinite fraichement conditionnee.

Uin pretrattement de la colonne o 'ade d'une solution concen-
tree d'acide folique (0,5 g dans 5 ml de tampon K, HPOQ molaire en milieu

basique) permet de trouver un palliatif.

Deux ringages sutvent @ 105 ml K0 HPQ (M)

200l KEL PO, (0,1 M)



contenant F M Na Cl, pld 5,65 purs ot vobune de taimpon phosphate de
potassium (KH, PO, 10 mM) suffisant pour que lz densite optique de I'¢luat
soit pratiquement nulle a l 280 nm, preuve de 'absence de MTX en

cxces susceptible de se désorber lors de '¢lunion de la colonne d'affinité.

La purification de la DHFR par chromatographie d'affinite
peut alors étre mise en oeuvre. Les dimensions de la colonne permettent
de traiter une quantité de foie de boeuf dunc dizamne de kilogrammes

par fraction de 750 g avant de proceder a I'élution.

Apres cette derniere opcration, la colonne daffinité peut
étre regenerée par lavage au tampon Tris (106 ml, 0,2 M), et ringage par

un litre de tampon phosphate potassium |0 mM, pH = 5,6.

La conservation entre  deux manipulations de  purification
necessite la presence d'un agent bacteriostatique convenable (Merthiolate

a 0,02 %) ¢t une tempcrature de 40,

En ce qui concerne les deux autres colonnes de chromatogra-
phie utilisee, nous préciserons dans le mode opcratoire les methodes classi-
ques de conditionnement du gel SephadexG-75 assurant la chromatographie
d'exclusion, et de !'hydroxylapatite dont le mecanisme de séparation corres-
pond a unc adsorption tres particuliere. 1l s'agit en fait d'une interaction
soit de groupements charges négativement (acide carboyyhique et phosphate)
avec les tons Ca' en surface des cristaux, soit des groupements chargcs
positivement avec les ions phosphates de i'hydroxylapatite. L'elution
qui s'opere avec un solution de phosphate de potassium n'est pas provoqguee
par un effet de force ronique 5 il y a en [ait competition entre les cations
ct la substance chromatographice par une ntceraction preferenticlle avee

les tons phosphates des cristaux d'hvdroxviapatite.

Avant de decrire aveco precision ies ctapes successives d'isola-
tion ¢t de purttication de la DHFR, I nous semble logique de preciser
les conditions de 1'essal enzymatique qui nous o permis de contrdler tous

les stades de natre methode.
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Methode de dosage enzymatique

L'unite  d'activité enzymatique de DHER est detinie comme
la quantité d'enzyme qui catalyse la reduction d'une rnicromole de substrat

( DHF)par minute, a pH - 6,9 pour une température de 28°

Nous avons rcealise l'essai enzymatique par spectrophotome-
trie UV bas¢ sur la dimtnution de densite optique lors de la transformation
du NADPH et de I'acide dihydrofolique (DHF) respe~tivement en NADP' ot acide
tetrahydrotolate (THIT) en presence de DHER. La variation dv coefficient
d'extinction moleculaire Ae  est égale a 12300 shem™

Les conditrons du dosage sont un compromis entre les metho-

des de KAUFMAN ¢t MATTEWS et sont les sulvantes :

Mise & incubation pendant deux minutes a 28°C de
2,5 ¢cm’ de tampon tris-maléate,
0,2 cm’ d'une solution de mercapto-ethano!l 0,1 Al
(dans le tampon tris-maleate),
0,08 cm’? NADPH & mM,
0,1 cm?® DHF 2.2 nM (contenant du mercapto-éthanol 0.05 M).

La reaction ost ensuite tice par 10 pl o d'enzyme 1 la cind-

tique de la reaction est lineaire.

L'analvse de cette cmnetique <'offectuc pour vingt points
de mesures (cycle n® 20), le temps contre deos points de mesure ctant
fixe a 0,/ minute (cycle time 0, minute) ¢t le temps de mesure sur
chaque point correspondant au temps d'enregistrement  graphique (dwell

time) a 2 secondes.

Le programme utilisé sur 'UVIKON nous donne trois résultats
d'analyse : activite, coefficient de correlation ot identification des points

de mesure uttlises pour ce celeul (figure n® 14).

On tient compte d'un facteur de concentration (concentration

factor) determime  par le rapport :
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d Volume essdal {(ml) _ \

/ ——
\ Ag(MAl(tm—I) N qUANTIEEG ensyin. (ml))

et exprime en M.cm.

Le dcécalagedu O est assur¢ avan' inttiation e la reac tiorn

pour pouvolr dJdisposer de la meilleure expansion d'echelle d'enregistrement.

L'addition d'EDTA (0,02 cm') 7,02 mM st neccessaire pour
les essals antérieurs a la chromatographie d'aftinite afin de rmnimiser
les effets d'exaltation d'activite enzymatique dus a o presence de sels
mincraux dans le mibiea (Mg 90,‘. KO NaCl, atihises dans len preminres

etapes de I'extraction.

D'autre part, un  cssal temoimn on ahsence de DHE mous
a4 donne  la possibilite  d'évaluer actiarte peros velasigque desestragt e
fole de boeuf avant la  colonne d'aftinite atin de corriger les dosages
entaches d'erreur par exces. La sélectivité de la chromatographie d'affinite
evite, pour tous les dosages des préparations nltericnres o e stade, cette

correction.

Procede d'extraction de la DHFR

- Isolement

Dans un premier temps, on decoupe en petits morceadu 750
g de fore do boeul (congele a -40°C par nos oo des Pabattage), que 'on
homogenctse ans deus volumes dane soluto e e de maniganens

(75 mM) dans un mixer Waring Blendor, doas nmnates g srtesse  fonte,

deux minutes a vitesse rapide.

L'homogeneisat  est  centriluge gt minutes o 18005 .

(13060 rotaticns par minute).

Lraction de 20 ml d'unc solute n o de oudtate e sne LN

A emirn, w



precipite o premucre fraction proteique climimnce dans le culot de centrg-
fugation a 18000 g (13000 rotations par nanute). Le stirnageant en effet,
recueilli apres la premiere centrifugation dans un bécher de 4 . entouréd
de glace est agite lentement a l'aide d'unc canne de verre, par addition
lente de cette solution de Zn SO& M jJusqu'a une concentration finale

en sel de l'ordre de 16 mM.

Toujours sous agitation, on ajuste e pH o 7.8, avec NH, OH
concentre ; 0,15 volume d'eau est ajouté au melange apres cing minutes
d'agitation supplémentaire. Une centrifugation de dix minutes a 18000¢g
suit. soit 13000  rotations par minute ; le culot est élimind tandis que
le pH du surnageant est sotgncusement reajiuste a 6,% par une solution

d'acide acetique 5 N.

Uine nouveile précipitaticn ntecvient lory de Paddition  de
23 g pour 100 ml de surnageant, de sulfate d'ammoniurn cristallise en

quinze minutes d'agitation.

Une centrifugation, unc fois encore, d'un quart  d'heure
a 18000 g (13000 rotations par minute) permet d'eliriner le precipite.
L'etape suivante correspond a l'ajout de 35 g pour 106 ml de surnageant,
de sulfate d'ammonium et agitation d'unc demi-heurc. Le aiulot separe
par centrifugation a 18000 g (13000 rotations par minute) pendant une
vingtaine de minutes est dissout dans un volume minimum de phosphate

de potassuum [0 mM, pH = 5,6.

Les moindres traces de precipite sont ecartees apres nouvelle

centrifucgation a méme vitesse de rotation.

Le surnageant rouge clair qui en resulte est alors adsorbe

sur la colonne d'affinite avec un débit infericur a | ml/min.. adsorption
immcediatement  stnvie d'un lavage au tampon phosphate  de potassiurn 50
mM (J50 ml, pH - 5,6) contenant 0,5 M de Na Cl, puis approxtmativement

I | de tampon KHIPOQ 10 mM, pH - 5,6.

Ao stade, la colonne dattimite  ost prete o recevorr les
applications suivantes jusqu'a concurrence de 12 kg de foie de boeuf,

manipulation s'ctalant sur une trentaine de jours.



L'activité enzymatique croit regulierement au cours des
trois ¢tapes essentielles d'extraction précedant l'adsorption sur la colonr
d'affinité. La fraction succédant a la prcparation de l'extractif de fo -
presente deéja une activite une fois et demie supérieure a cette derniere.
tandis  que nous retrouvons quatre  lors plan d'enzyme active  an nivea s
de la précipitation au sulfate d'ammonium, proportion diminuée d'un facter

trois en presence d'EDTA, ce qui prouve bien "l'effet stimulant" des seis

mineraux sur l'activite.

- Elution de la colonne d'affintte

L'clution de la colonne d'aftinite a lieu apres la derniere
application et lavage par un volume de 150 ml de tampon phosphate de

potassium (K,HPO,, M).

Cette ¢lution est initice par l'addition de 2 ml de phospha-
te de potassium 0,5 M (K, HPO[#) contenant 4 pmoles de dihydrofolate.
mise a incubation toute une nutt puis 300 !l de méme tampon dix fois

moins concentré (débit de 17 cc/heure) contenant seulement | pmole de

dihydrofolate.

Le rclargage de l'enzyme adsorbee depend en ecffet de la

presence de son substrat naturel.

On collecte alors des fractions e 3 ml et on suit 'operation

par absorption UV a 280 nm et essal cnzymatique.

- Liltration sur pel

La solution obtenue est ensuite soumise a une  filtration
sur gel Sephadex G 79 essentiellement pour  dessaler le rmilicu concentre

lors de I'ultrafiltration précédente et cventueltement pour eliminer certaines

.



protéines qui contre toute attente n'ont pas ¢t séparces par chromatogra-

phic d'athnité.

50 g. de gel Sephadex G 75 ont été mis a gonfler dans
2 I. de tampon et ensuite dégazeés sous vide pendant une heure environ.
Le gel est ensuite coule dans une colonne de | cm de diametre sur une
hauteur de | m et équilibré par du tampon phosphate de potassium PH

- 6,8, 10 mM.

L'élution est effectuée par ce mdéme tampon, avee un debit

de | ml/ml.

- Chromatographie sur hydroxylapatite

Les fractions actives sont transferees sur une colonne d'hvdro-
xylapatite de | c¢cm de diametre et de 20 c¢m de hauteur dont la prepara-
tion a ¢te realisee a partir de 22,5 g de poudre de phosphate de calcium
calibrée avec precision (Biogel HTP) hydrates par agitation dans du tampon

phosphate de potassium 10 mM, pH 63

L'elution de I'enzyme  s'effectuc grdce a un gradient lindaire
de tampon phosphate de potassium pH 6,8 de 1 mM a 0,2 M.
Le débit utilisé etart de 17 cc/heure, les {ractions collectées etaient de
2 ml et I'élution était suivie par absorption L.V. a A - 280 nm. On observe
sur le diagramme deux pics distincts de  dihydrofolate reductase  doucs
d'activite enzymatique. L'examen du spectre d'adsorption des fractions
de chaque pic revele que seul le sccond pic represente |'enzyme libre
de substrat alors que le premier ptc correspond o I'enzyme hee au substrat

DHF.

En effet. la densite optique e l'enzyme pure doit étre

negligeable a 320 nm pour attester de absence e dihwdrofolate

A 280
A 260
supericur a 1,7. S1oces conditions ne sont pas respectees, 'eluat de I'hydroxy-

D'autre part le rapport des absorptions doit étre

lapatite doit selon KAUWMAN subir  un  traiterment  sur DEAL Sephadex
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dans un tampon 0,0 M pH = 6,8 de fagon a retablir I'ordre de grandeur

de ce rapport d'absorption.

On concentre alors selon KAUFMAN, les fractions correspon-
dant a la DHFR sans le ligand par ultrafiltration sur membrane Pellicon
(Millipore) PSAC de 62 mm de diametre ; le resultat de cette opération
est dialysé pendant douze heures contre deux litres de tampon phosphate

Osl M pH B 6,8

Cette etape d'ultrafiltration cst particulierement  délicate
et nous avons appris a nos depends qu'une ultrafiltration trop prolongée
amene une denaturation complete de I'enzyme qui préciptte ot ne possede

plus aucune activiteé enzymatique.

Si le rapport de Il'absorption & 280 nm et a 260 nm est

I

inferieure a 1,7 pour la fraction B,on fait passer de P'enzyme sur une < olonne D.ELAL

Sephadex pour enlever [|'acide dihydrofolique du milicu. On utilise une
colonne Whatman, conditionnée par le tampon d'élution de I|'hydroxyiapa-

tite. La colonne est eluee avec le tampon phosphate de potassiur 0,

MapH - 68.

La dialyse s'avere aussi é&tre e phase '"dangercuse” mais
incvitable pour I'utilisation de l'enzyme en tiicrocalorimétrie, pour cviter

une chaleur de dilution trop importante

Ln etfet, au niveau du calorimetre. un farbhle coart de iorae
lonique cntre le "circuit protéine” et le "circuit higand" peut se traduire
dans la cellule de melange par une chaleur de dilution mmportante par
rapport aux chaleurs experimentales @ b est cdone andispenaable que on

solubilise les produtts a etudier dans lc mémce tampon que la DHER, donc

dans fe tampon de dialyse.

Lo solution  d'enzyme AINSE pPreparce  peut  se Conserver
plusieurs semaines a 4°C apres filtration sterile sur Millex-G et constitue
la solution mere utihisée pour des  mesures o fluorescence et de micro-

calorimetrie.

-
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La concentration en protéine a cte determinee spectrophoto-
métriquement compte tenu d'un coelficient  d'extinction moléculaire de
27280 M7lem™ 4 une longueur d'ondede 280 nm. et d'une masse moléculaire
de 22500 daltons et nous avons verifi¢ que le résultat obtenu est en bon

accord avee celui determiné par la mcéthode clasaque d'Fliman.

La densité optique a 320 nm doit étre inferieure a 0,01,

prouvant ['absence d'acide dihydrofolique dans Ie miliecu.

Le spectre d'absorption U.V. ¢st represente sur la ligure
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MESURES DE MICROCALOR IMETRIL

Methodes

Compte tenu de la sensibilite du microcalorimetre, de ld
valeur des AH mesurées et de la concentration de DHFR utilisée (de I'or-
dre de IO’SM) il est pratiquement tmpossible de détermimer par microcalori-
metrie des constantes d'equilibre de complexe binaire egales ou supéricures
a 10w

Les mesures microcalorimetriques permettent  par  contre
d'évaluer les AH, le nombre de sites de fixation par molécule de protéine
(n) et lorsque deux molécules différentes de substrat se fixent de maniere

compeétitive, le rapport de leurs constantes d'¢qunlibre.

Evaluation de AH ot de n

Les valeurs de A4H et n sont obtenues a partir des quantites
de chaleur mesurées pour des concentrations cn subtrat environ dix fois
superieures a celles de la protéine. Les chaleurs (Qmes) exprimees con
kl/litre correspondront a la saturation de la protéine pour le substrat

concerne.

En appelant Pt la concentration totale cn proteine obtenue
Qsat

n

par la methode d'Ellman, nous avons la relation &H - Qmes /nPt.

Pour calculer n nous mesurons la quantité de chaleur echangee
lors de l'addition de substrat a une concentration en defaut de ['ordre
de 0,2 par rapport a la concentration cn protcine totale. Nous appellerons

cette valeur Q o,,.

_])

et la concentration en DHFR utilisée (de I'ordre de 10"51\4), Nous pouvons

En considérant les valeurs de I {(de I'ordre de 107 \

supposer  que lorsque la DHFR est en exces par  rapport au substrat

la quantite d~ substrat libre scra toujours negligeable. Par consequent
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n = Qmes/5 Qo.,

La quantite de DHFR utilisce étant un  facteur limitant
NOUs N avons pas puomesurer, comime cela e préconse, e floy thermique
continy  correspondant au mélange des mddicaments et de la protéine.

Nous avons donc injecté contre un flux continu de médicaments | cm?

de proteine. Cette methode présente un inconvénient des qu'il s'agit de
mesurer une constante d'equilibre car  bien que modéré, le phénomene
de diffusion dans les tuyaux conduisant a la cellule de meélange modifie
la concentration initiale o la solution de protéine. Dans  le cas présent
les valeurs de K sont telicment élevies rapport @ la concentration en
proteine qu'il est logique d'admettre que les chaleurs mesurées ne seront
pas affectees par ce phénomene de diffusion. Par conséquent, pour calculer
Qmes et Qo,, exprimées en J htre_l, 1l suffira de multiplter par 1000 les
chaleurs expérimentalement mesurées qui sont dues a  l'interaction de

I m} de solution de DHFR.

Evaluation du rapport des constantes d'équlhbro de deux substrats compe-

titeurs vis & \is d'une protcine

Soit "équilibre de competition condulsant a la formation
g p

de deux complcyes binaires.

Proteme » higand « ligand, e===== Proteine ligand, - proteine ligand,
En appelant :
KI et Kz:les -onstantes d'equilibre relatives a .o tormation des deux complexes
LI et L2: les concentrations totales en HgandI ct o,
C, et C,tles concentrations des complexes a Vequilibre

PT ct Plifes concentrations on proteine totale ot en proteme hibre a 'equilibre
AH, et BH_ e, vartationsd'enthalpie relatnves a la formation d'une mole
de chaque complexe

-1 . .
Q (K. litre ) :la chaleur ¢echangce lors de 1 reaction correspondant &
CJecuilibre (1)



On peut ecrire :

¢

K -pro-cy : v -ch

| ]
Q- ¢ AHJ:C2+ A H, )

K, CpiL.-C))
e — {7)
K7 C2 (Ll - Cl)

PT:CI+C2+P1 {(3)

Lorsque les higands | et 2 sont en

protéine et si K, et K, sont relativement clevés par rapport a U/

est négligeable, et I'equation (3) devient :

exces

par rapport

3!

SEPRSEY
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MESURES DE FLUORESCLNCE

Principe

La fixation selon une réaction equilibrée obéissant a la
lor d'actior de masse de la Pyriméthamine -ur la DHFR est caracterisée

classiquement par une constante d'affinite Ka ¢t un nombre de sites de

liaison n de la proteine.

L'addition d'un ligand  supplementarre peut  modifier  ortte

constante d'association et ce nombre de sites.

Au cours de cette fixation la fluorescence de la proteine
varie.

L'étude de cette variation permct de déterminer les parame-
tres de liaison aussi bien cans le cas de la formation de complexes binaires

que lors de la formation de complexes ternatres.

Protocole experimental

Toutes les mesures ont c¢te effectuces a 10°C.

20 G 40 il de la solution mere de DHER  prépard par nos
soins sont dilues dans 2 mi de solution tampon phosphate 0,i M, pH
6,8, u 0,154, ce qui constitue la solution de proteine. Ce pH correspond
a celn choist par KAUFMAN pour des essais de fluorescence effectues
sur fa DHE'R de toie de poulet. D'autre part. 1 est proche du pH utilise

pour notre ¢ssdl enzymatique.

En outre, on peut constderer <duns ces conditions comme
negligeables les variations de force lonique apportees par la solution cnzy-
matique. Dc plus, les essals sont effectués rigoureusement dans les mémes
conditions, de tacon o ne pac nodifier Lo tlaore ence mesaree par dantres

fdcters.,



Nous avons procédé au controle prcalable de la stabilitée.s
de l'enzyme pendant la durée d'une cexperience dans nos conditions opéra-
torres, tant du point de vue fluorimetrique que du pomnt de vie activité
enzymatique : nous n'avons jamats decele de variation de ces deux parame -

tres.

Nous avons, dans un premier tcemps, trace le spectre d'exci-
tation non corrige de I'enzyme (fig. 17) et dcterming le maximum d'excita-
tion a 280 nm, valeur tout a fait classique pour les protéincs comportant

des résidus tryptophanes et tyrosine.

Nous avons d'autre part enrcgistré le spectre non corrigé
deémission de la DHFR (fig. 18) en l'absence ct ¢n présence du prernier
ligand. Ce spectre n'est pas modifié dans sen allure générale et présente
toujours un maximum a 320 nm. Les largers des fentes étalent de 10
nm a l'excitation et de 10 nm a I'¢mission. € ependant, la concentration
de l'enzyme ¢tant rigoureusement la méme. s avons note une diminution
de l'intensite de fluorescence en presence de higand. Nous avons donc
par la suite uniquement determmmdé Lo haute o du maximurmn a o 339 nm
plutét qu'a 320 nm. En effet, a 320 nm 'ctict Raman de diffusion avec
changement de longueur d'onde aurait pu perturber nos mesures de fluores-
cence compte tenu de nos largeurs de fente (16 nm) puisqu'tl apparait
sous forme d'un pic a 317 nm pour une excitation a 280 nm en milieu

aqueux.

Enfin, 1l convient de <'assurer e I'absence de phénomene
de self quenching pour la concentration de DHFR des essais. Dans une
expérience annexc, nous avons donc verifie que lintensité de fluorescence
a 330 nm c¢st une fonction lineaire de la - oncentration en enzyme pour
unc gamme de dilution de notre solution de depart.

Les experienc os permettent done e dorerminer
- la tluorescence normalisee Ty de Lo solution de 'enzyme en prescence

d'une concentration [Lx]  variable de ligand.
- la fluorescence normalisée Fb correspondant « l'enzyme saturée en ligard,
- fa fluorescence anrtiale normabisée fo Vol Monsvine en Fabsence de

ltgand.
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La quantite de DHFR dans le milieu est constante ; la seule -

e

variable est la concentration de ligand.

Les mesures toujours relatives comme |'impose la technique
de fluorescence, et corrigées du bruit de fond mesuré en présence du

tampon, ont eté ensuite normalisées par rapport a la hauteur du masimum.

en l'absence du médicament et nous avons donc trace la courbe de variation

s

de l'intensité de fluorescence normalisée a 337 nm en fonction de la concen-"

tration molaire de ligand preésent dans la cuve.

La solution de ligand est preéparce dans du tampon phosphate = -
OJdM; pH 6,8 et dose spectrophotomctriquement en tenant Compte.

de '€ 272 nm de la Pyriméthamine,déterminé au .iboratorre ot qui est de 5200 ¢

Le spectre de la Pyriméthamine est représentc par la figure 1é.

La solution stock de Pyrimc¢thamine a une concentration

moyenne C = 5.1077 M.

Des aliquotes de | a 60 pl sont additionnees séquentiellement
dans la cuve et les mesures de fluorescence réalisées six minutes apres

chaque ajout pour atteindre une bonne stabilisation de la température

du milieu.

Afin deviter le problemc de dilution de l'enzyme au cours
de la manipulation nous avons travaille avece des solutions suffisamment
concentrees de facon a ne pas avoir a en ajouter des quantités supeéricures

a 60 pl pour 2 cm’ de milieu reactionnel. |errenr de dilution est alors

tout a fait ncgligeable.

La dernicre addition elfectuce correspond  toujours a  une
concentration en ligand, dans la cuve, en large exces qui provoque pratique-
ment la saturation de l'enzyme et permet de déterminer la fluorescence

restduclle Fb correspondante.

Nous avons vérifié que toute addition ulterieure de PYR

ne produisalt plus de variation de fluorescence.
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Nous avons d'autre part contrdle que l'absorption du ligand
aux concentrations finales atteintes est toujours negligeable. Ainsi, aucun

effet de f{iltre interne ne pouvait entacher d'erreur nos mesures de fluores-

cence.

Nous avons mis a profit I"inhubition de f{luorescence de
protéine consccutive a l'addition de la Pyrimcthamine au complexe protéi-

ne-cofacteur prealablement formé.

Ces essais anterieurs concernant la fixation de la DHFL
sur le NADPH, molécule elle-méme fluorescente, ne nous avaient pas

conduit a des résultats exploitables.

Apres avoir trace le spectre d'emission non corrige du NADPH
qui présente un maximum a 430 nm pour unc longueur d'onde d'excitatic
de 340 nm, nous avions cnregistré les spectres correspondant a 1'additior,
sequentielle de protéine en excitant a 230 nin de fagon a mesurer éventuel-

lement la fluorescence du NADPH.

Nous avons bien mis cn eévidence une exaltation de fluores-
cence resultant de cette fixation a 430 nm mais beaucoup trop faibi

pour étrc eploitec.

De plus, I'addition de PYR nc provoquait aucun effet supple-

mentaire.

Nous avons donc adopté le protocole experimental suivant

en ce qui concerne les complexes ternaires.

20 -40 pl de solution proteigue sont diluees dans 2 cm’

de tampon.

Le specire d'emission  de tlhiorescence non cornig ce o de

i
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la protcine est alors enregistre pour unc  longuceur  d'onde  d'excitation

de 280 nin.

60 pl d'une solution de NADPH de concentration a IO'u

M correspondant a un large exces du cofacteur par rapport a la concentra-
tion en protéine, sont alors introduits dans la cuve de mesure, entrainant
unc diminutien de la fluorescence a 330 mm et la mesure ainsi obtenue
représente la valeur par rapport a laquelle toutes les autres mesures seront

normalisees.

Des aliquotes de | a 60 pl de solution stock de PYR (5.1077 M)
sont additionnées sequentiellement dans la cuve et les mesures de fluores-

cence réalisées six minutes apres chaque ajout.
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METHODLS D'EXPLOITATION DLS DONNELS EXPERIMENTALES

Dans le cas ou la protéine presente une classe de sites
a n sites de fixation équivalents par mole, la concentration molaire totale
en sites [ST] du milieu s'exprime :

(S| = n [P

T| - ] ou |l (‘| represente la cone entration en DHFR.

T

L'inhibition de fluorescence mesurée quand tous les sites

sont occupés est égale a Fo - Fb.

On peut alors définir un pouvoir moyen d'inhibition de fluores-
cence mesuré pour une concentration molaire unit¢ de site occupées par

le ligand :
N [PT]

Pour une concentration totale [L\,J de ligand, I'inhibition
de fluorescence mesurée (Fo - Fx) correspond & une concentration molaire

[SL] de sites occupés s'exprime :

(I'o - frb) LSLJ
N {PT]

Fo - Fx =Y [SL]

On peut donc calculer o partir e mesures  diintensite de
fluorescence la concentration molaire x de sites occup€s par rapport a

celle de sites totaux :

SLI - Fo - Fx
Fo-Fb

Or chacun de ces n sites supposes cquivalents est caracterise

par une constante d'association Ka correspondant a Iéquilibre

[ST+ [L] === [sL]

K ISLL
avee Ka —RW'

ou IS| et [L] representent respectivement les concentrations en sites libres

sur 'enzyme et en ligand fibre dans e mnlieu.
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Dtapres la relation (1) [SL] Xn ”"1'] ou [S] ISTJ - [sL]

=N [PT] - Xn [PT]

D'autre part : [L] = [Lx]) - [SL] [ILx]- Xn IPT]

Remplagons [S] et [L] par leurs valeurs dans la relation(2)

Xn [P.]
Ka = T
n [PT] (1 - x)[Lx]- Xn [PT]
soit en simplifiant par n [PTI :
Ka ) !
X (t - x) ([Lx]- Xn (PT]
ou encore :
| Ka ([Lx]- Xn [Py]
| - X X
o Ka [Lx] Ka n [PT] (3)
I - X X

Ainsi dans le cas d'une classe a n sites equivalents, le graphe

de la fruction —I—_l——\(—— = f([lkx]) est une droite de pente Ka dont I'ordon-

née a l'origine permet de calculer n [PT], o concentration molaire en

sites dans le milieu et par suite le nombre de sites n, connaissant la concen-

tration H‘Ti de DHFR.

Dans un premier temps, nous avons trace le graphe de la

variation de la [uorescence normalisée en tonction de la concentration

en Ligand.

Sur la méme figure. nous avons report¢ le graphe theori-

que @ oresultat du trartement des donnees par ane methode rterative mise

au point au laboratoire* qui nous permet dc nous assurer  de la vahdité

de nos resultats.

(*) Nous remercions Mo Marcel SARRAZIN pour o mirse au poimt de cette
methode iterative

N U
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Cette méthode empruntée a ROSMOKY et KELLAN (63) a eté adaptee

a nos besoins.

Soit une grandeur mesurable directement  proportionnelle

a la concentration en sites complexes [SL|. Il s'agit dans notre cas du:

quenching de fluorescence normalisée (Fo - Fx)  Q

pour la concentration Lx de Pyriméthamine additionne au milicu réactionnel

(Fo - Fb) [SL]

Nous avons vu que Qx - appelons Qo - Fo - Fb le quenching
n [PT]

maximum obtenu a saturation de la protéine, i1 représente toujours le nombre

de site ct [PT] la concentration totale invariable d'enzyme dans le milicu.

Qo [SL)
== (1)
n [PT'

Nous pouvons ecrire : Qx

Posons d'autre part A - [Lx] + n [(’TJ ¢ K(2)

1 . . .
K =——= constante de dissociation des sites et

Ka

B:\/ A? - un [PL] (L] (3)
On en déduit finalement {SL} = /2 (A - B) (4)

Notre probleme est de déterminer un jeu de parametres Q, K et
n pour lesquels lesvaleurs de Q_ calculees a partir de ¢quations (1) (4) pour
I'enscmblc des points correspondants aux  differentes concentrations [Lx]
se rapprochent le plus possible des valeurs Ox expérimentales mesurees

pour ces mémes concentrations.

Co gui s'exprime mathernatiquernr.cns
S _ 2 R ) Cr
9 (q, - g 0 (5) sont 2 (q, a.) 55 0
23 39
2 -l r
K * (q, - a.) 0 N Y ¢ )
9
2 2 i 3'cC
n b3 (q.\ - q(\) -0 Sl - q(‘) ";_r;_ f)

Les expressions des trois deérives particlles de 9. respecti-
vement par rapport a Q, K et n se calculent aisément a partir des rela- -

tions | - 4.




Cependant, il est possible, a partir d'un premier jeu de valeurs

QI’ KI’ n, choisi arbitrairement et donc diffcrent du jeu optimal Q, K

n de calcule 9.
seric de Taylor

) Ql’ AK1 et

pement en

les corrections

approcher des valeurs Q,

(3qc> ("’q
qc:ch+AQl BQ  BK

en reportant cette expressiondans les cgalités (4)
Z aq A aCI \\
<qx-qc)§— Q- q. - 4Q Q)

d'ou de méme (8)

2 o))
1058 - eliefie) e (e

/ aq(:
Z\q“ ) qc) <\:)

La solution

des  equations  (8)
o) K, et A n, a patir desquelles on determime
sz k)} v A\‘\]

‘ AAKI

j oA

K, K

N, n

limites au premier ordre qui

oS5 om0+ 30

ot auy

K et n optimales, sclon I'equation (7).

¢, ()

tovient

2q ) (94
\ C
ADIKBK \2n
739\ /?q CAq N, A
AQ'\_C; S_C_ ¢AKJ\-¥_)/\ ‘
A3n Q ¢ K

Q

nouv can jeu de

font
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Les valeurs q. peuvent s'ecrire sous la forme de dévelop-

A Ny a ellectuer sur Q), Ky et ny pour

)

/2q 2

+ADIK ¢
%n

valears

D Q.

parametres:

intervenir

B

M SRR

Beotnt
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Le calcul est réitéré pour ce nouveau jeu de parametres

et se poursuit jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de variation respectivement

entre les valeurs Q-1 Koo o n-| ct Q:' K', .

Sur le plan pratique nous imposcrons comme condition limite:

E%L L1070 ,A—%L <1078 o 9—24 <in™
! t

Alors Q = QI,K: K,etn:n.

Les calculs ont eté effectués sur un microordinateur Apple Il
L'organigramme est représenté sur la figure de la page suivante.

Sur nos courbes, les points theorinues se distribuent pratique-

ment de la méme fagon que les PoOiNts cxXperimentaux.

Nous avons d'autre part tracd lo graphe des  fonctions

Lx

x )

——y = I

- X

Une regression linéaire nous a permis d'en déduire K et n.




OR(;/\NIGR/\MME DU PROGRAMME DE
Entrees de N - nombre de points
PT [PT]
Y () = (gx) |
ST () = [Lx] 1
[ntrée du premier jeu de parametres O, Ky N
—> Y Y7 Y3 M M2 NS M
I
s, A=ST)+ NxPT K
B-SOR (A XA- 4&x NxPTxST()
X (A -DB)2
DK - -Q xK/BxNxPT
DN =Q(NxST-Xx(h+B) )/n*B
o Qxx
DY = JCPT Y ()
YI =Yl + DY x DK
Y2 = Y24 DY xDQ
Y3 -Y3+ DY x DN
Ml = M| + DK x DK
M2 = M2+ DK x DQ
M3 = M3 + DK x DQ
M4 = M& + DK x DQ
M5 - M5 « DQ x DN
M6 = M6 + DN x DN
A I B
NON >
lOLH
Resolutin du systeme
Yo KD x ML+ QD x M2 - DN x M3

Y2 - KD x M2+ QD x M4 + ND x M5
1. KD x M3+ OD x M5 - ND v M6
qui conduit a QD, KD et ND

Q-Q+QDb
K - K+ KD
N N + ND

NON  Qd % 10_6
Q

bUl

| NON KD g

NON ND

£
NN lO
QOul
Sortie des resultats

CALCHL

)
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3° RESULTATS

D'ENZYMES

¥

#

3

, , , i

Les resultats sont representes dans les tableaux 14, F 3.

L6, 17.

Les figures n° 19, 20, 21, 22 representent les profils d'élutio

des préparations enzymatiques.

OUELQUES _PREPARATIONS

DE

L TR N

FESIRNT TR s

TABLEALI _n® |4 - Preparation n° |
Etapes de purification Volume Activite Activite /\,Ct‘xv'ite
pes P ' () eNZYymatigoe totale specifique
‘ m Ui/ (5 de DHIRY Uling
Colonne d'affinite 98 1 QU0 1019 -
G 75 75 12,45 934
Hydroxylapatite 29 10,7 310 |
(fraction B) 6.0 |
L |
TABLEAU n° |5 - Préparation n® 2
Ctapes de purtfication Voliimne Activite T( L_Avlté ! (./\r:'rj\[/jtr-) .
(ml) |cneaymatigue totale i ospecifique
U/m! |I<[; de DHFR) 1 U/mg |
|
- e e 4
# Calonne diatfimte ; - } [ - }
G /Y ‘ 59 IR 850 _ ‘(
‘ 1
Hydroxylapatite | 30 [ . f
(fraction BY) ‘ ) 552 k9 ;
Apros DEAL o . )
concentrations ;
- S S 1
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TABLEAU n° 16 - Préparation n® 3
O PR B
Etapes de purification Volume ctivite C“(\”te ctivite
! ml enzymatique totale i specifique
‘ U/ml Ude DHFR | 1J/mg
| Colonne d'affinité 64 7 448
G 75 80 5 400
‘ Hydroxylapatite 40 6,1 2u4 16,9
LDpres concentration et - 9,9 - 13
TABLEAU n° [7 - Préparation n° &
Etapes de purification Volume /\C“V“?‘ R Activite /,\C.“.V”e ;
ml enzymatique totale specifique
U/ml Ude DHFR | U/mg |
— J
! s
Colonne d'affinite 90 9 810
G75 - - -
Hydroxylapatite 38 12 460 i
Aprées D.E.A.E. 35 9 315 15,2 '
\
|
|
— 4
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Colonne d'affinité

G 75 +

U/mi

20+

£
po}
20+ U/mi
vol
| 0 —~ - !
0 50 100 150

U/ml s————— Do

Do a 280 nM == — == =

19

~ OH Apatite A A

| - U/mi

‘ E Do
|' 2 Do a 280 NM == e o —

(

; 2o~L +2
|

}

:\ 101

| 0

| 0

S - e

PROFILS D'ELUTION DE LA PREPVRATION N© |



Colonne d'affinite

—% U/ml .

E Do

> Do 4 280 NM = — — —

10 - Lo
/‘n.\\\

-~ 4
5--_—.--_-_-/\__/\\ 1
0 T T O
0 50 100 150

G 75
E U/ mi
E Do
> Do a 280 NM == e o onme
40 2
20+ ]
0 T 0]
0 50 100 150
OH Apatite * *
E U/ml Do
> Do a 280 nM = — —— =
4071 19
201 1
0 t
o] 300

PROFILS

D'ELUTION DE LA PREPARATION N° 2
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G 75 A

o U/m)

10 +

U/mi

Do a 280 NM == == e e

i

+0.5

Do

OH Apatite A

w U/mi

10+

50 100

J/mj

150

Dc a 280 nm ~—=—— —

10.5

10.25

300

PROFILS D'ELUTION DE LA PREPAR YTION N° 3



Colonne d'affinite A
_* U/mi
E Do
- Do a 280 nm =— == — —
201 492
-~
/,’ \\
/"/ \
// 1
101 e .
7 \
L \
\\
\\__
O LS [ T O
0 50 100 150
G 75 ‘ Uu/m| ———— A
E Do a 280 nm = = —
5 Do
20 W?
10+ +1
o\——mMm—— ' 0
0 150
U/mi
tOH Apatite A
—_ Do a 208 nm == — — =
\E Do
D

20 4

101

PROFILS D'ELUITION DE LA PREPARATION N° 4
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RESULTATS OBTENUS EN MICROCALORIMETRIE

Toutes les expériences ont €t¢ rcalisces a une température

de 10°C. Les différentes chaleurs de dilution ont cté prises en considération
pour les calculs des Qsat et A H.

Systemes binaires

a. Interaction PYR-DHFR

L'activite spécifique varie suivant les préparations. La concen-
5

tration de DHFR est de l'ordre de 10 "M. Lecs résultats sont rassemblée

dans le tablecau n® [8.

On peut constater  que  ta valear  de A H cst constante

(- 352 + 3 k. snte-l) alors que le nombre de sites de fixation varie en

fonction de la préparation et en fonction de la periode deparant la preparation

et l'utilisation de I'enzyme.

b
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TABLEAU n° 18 - Interaction PYR - DHFR

. Concentra- | Activité  |Qsat (kIAt )
N° de : vl 2sat K H
. " tion DHFR specifique |calcule pour n -l
preparations W) U/mg) | exces de kJ site
PYR 5
1 1.
| 2,75 107°M 16,6 TN 0,3 36,2
) 3,16 107°M 12 - 10,6 0,29 - 36,2 |
3 1,45 107 M 13 -9 1,29 - 31 i
4 2,65 107°M 15,2 - 17,7 0,47 2377
5 1,92 107°M 16,7 -12,2 0,31 -39 4
b Interaction MTX - DHFR
L'enzyme a une concentration movenne de 107\,
Le MTX est en large exces par rapport o la protéine (exces
de 3,5).
La chaleur de saturation quc nous avons mesuree est de
- 32.83 kI A _l.

c. Competition MTX -PYR
La concentration dela DHER  or de 2,65 IO~5 M 5 pour

une activite specifique de 15 U/mg. La concentration de  PYR est en
exces de 6,2 par rapport a la proteme (sort 1.l 107 M), Le MTX est en

exces de 3,2 par rapport a la protéine.

- Dans un premier temps, nous avons ctudie ['interaction

DHFR/PYR exces. La chaleur de saturation mesurée eost de - 17,75 l\'JM_l.

- Dans un deuxieme temps, nous avons etudié 'interaction
de la PYR (en exces) sur le complexe binaire DHFR « MTX (exces). Nous
avons unce réaction endothermique. La chalesn  de saturation mesurée cst
de + 3,67 K ”IM‘I. Cette chaleur correspond 'iine part a la chaleur de
deplacement d'une partic du MTX Iié g I'enzvine par fa PYR (donc endo-
thermique) ot d'autre part a la chaleur de fixatior de la PYR (exothermiqgue),
oy a donc elfectivement competrtion entre 0 YUY e fa PYR pour denr
harson a la DHIFR : cn effet, s'4l n'v avait o competition, nous aurions
di retrouver dans cette derniere cxperience 1o chaleur exothermique de

la PYR en systeme binaire.

e
L
ey

P S



. Compétition DHF - PYR
La concentration de la DHFR cst de 3,1.107°M pour une

:

activité spécifique de 12 U/mg. Pour ctudier cette compeétition nous avons

opére de la manierc suivante :

- Nous avons mesure l'interaction DHFR/PYR en exces

de 13. La chaleur de saturation mesuree est de - 26,5 kJM'l.

- Nous avons mesuré l'interaction DHFR + PYR défaut de
0,39/DHF exces de 4,4. Ce défaut de 0,39 correspond en fait a un léger
exces de 0 R carn - 0,29.

La chaleur mesurée est de - 16 kJM_l.

- Enfin, nous avons mesuré ['interaction DHFR + DHF exces
de L4/PYR defaut de 0,259, Cette rcaction ot Iégerement endothermique :
nous pouvons donc dire qu'il y a competition entre la PYR et le DHF

pour leur haison a la DHFR.

Systemes ternaires

a. lﬂt_eraction NADPH - DHFR

L'activité spécifique de Ja DHIER est de 1.2 U/mg et
5

sa concentration de 2,65107 M.

-Le NADPH est en exces de 5.2 par rapport & la proteine.

. ‘ -1
La chalcur de saturation mesuree ost de - 348 AN T

- Le NADPH est en detaut de .26 par rapport a la proteine.

-1
La chaleur mesuree est de - 2,19 Kiv .

b. Interaction PYR/DHFR+ NADPIH

Nous avons manipule dans les oadimes conditions que prece-

demment. Dans tous les cas e NADPH ost en oo de b par rapport o la

DHIR. La PY R oest respectivement en exces de o o.2et en defaut de 0,253
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par rapport a la DHFR. La chaleur de saturation mesurée est de - 22,83

kJM_l dans le premier cas, et de 9,8 kJ(WI dans lc deuxicrme cas. Le

nombre de sites de la PYR est donc dans ce cas cpal a 0,59.

c. Interaction NADPH/DHFR + PYR
La PYR est en exces de 6,2 par rapport a laDHFR. Le

NADPH e¢st en exces de 7,8 par rapport a i DHFR. La chaleur de saturation
. -] n .
mesuree est de 10,67 JM . Le nombrc de site ne peut étre mesur¢ pout

des raisons que nous évoquerons ultericurement.

Ces études d'interactions ont éte faites avec la méme prépara-

tion d'enzyme.

Le complexe ternaire peut étre obtenu par deux voies diffe-

rentes. En appelant P laprotéine, on peut écrire :
-vote ] : P+ PYR — P-PYR + NADPH - P-PYI2 - NADPH

-vole 2 : P < NADPH = P-NADPH + PYR - P-PYR - NADPH

Il est interessant de comparer fa sonmne des Qsat obtenue pour

chacune des voies pour deux préparations differentes (figure 23).

P nfing nous pouvons  resgict o resiltate dang e tablean

N TR

[PRCT



Tableau rn® 19 - Resumé des résultats de microcalorimétrie

PREPARATIONS | I v
Activite spécifique (Ul/mg) 12 __i_ 15
[DHFR] x 10 °M 3,16 3,45 2,65

| n binaire 0,29 0,29 0,47
A H - Qsat/n binaire kJ.site -36,6 -3 - 37,7
n ternarre 0,36 0,36 0,59

| Qsat tern ire kIne™! - 17,1 -5 - 22,8

A H = Qsat/n ternaire kl.site” A h2,7 34,6

92



93

Préparation n° 2

- 22,6
P - PYR ,
- /
10/,6,/ | \12&
P % 1P - PYR -NADPH
T~ AT |
P-NADPH - 23,8

210,612 -27.6 kIM™

26,7 - 170 -238 kIM!

Preparation n® 4

o P-PYR
77— ~07 - 28
P N e p
~_ WP PYR -NADPH
3,5 2 22,8 R

“apP-NADPH "~

l. -17,7 -10,7 = -28,4 kam™!

20235 - 228 - 26,3 kam™!

Figure 23 - OBTENTION DU COMPLEXE TERNAIRE
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RESULTATS OBTENUS EN FLUORESCENCE

Systemes binaires

a. Interactions PYR-DHFR

Nous avons manipulé sur l'enzyme dialysée et non dialysee:
y Y y

- Enzyme non dialysce

Pour chaque  manipulation nous avons calculé Ka et le
nombre de sites n conformément aux deux mdéthodes d'exploitation des
donnees précitées. Nous avons porté les points cxpérimentaux représentant
la fluorescence normalisée du milieu en fonction de la concentration
molaire du ligand ajouté(figures 24, 25, 27, 28. 30, 31).

- 4 .
Nous avons trace le graphe des variations de T'—\ en fonction

de L= (figures 26, 29).

Sur les figures n® 24, 25, 27, X, 30, 31, sont tracés les

graphes theoriques en fonction des concentrations [Lx] choisies arbitraire-

ment de la fluorescence normalisée calculée avec des parametres Ka,

Ny b du tablean pour Ta méme concentration e sy,

Les points cxperimentaux se disposent de fagon tout a fait

satisfaisante par rapport a ces valeurs théoriquee..

Les valeurs numeériques déduites du traitement des données

experimentales sont rapportées.sur le tableau n' 27,

,
;
&)
4
§
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- Enzyme dialysée

Les figures n® 32, 33, 35, 36, 37. 38 representent la fluores-
cence normalisce du ilicu en {onction d¢ la concentration molaire du
ligand ajoute ; tandis ¢ e la figure n® 34 represente le graphe des variations
(Lx]
N

| , . :
de —— en fonction de Les valeurs numeriques du traitement des

I - X
donnces sont representées dans fe tableau n" 21

Si on compare les parametres détermines sur DHFR dialysée
ou non dialysée les résultats correspondant a lo DHIER non dialysée serblent
plus reproductibles. Cepencant, les mesurcs on microcalorimetrie etant
obligatoirement cffectuees sur l'enzyme dialysee, nous avons effectué
les experiences cn complexe ternairc sur lcs deux catégories d'enzyme.
D'autre part, les parametres de fixation evoluent en fonction du temps
qui s'écoule a partir de I'étape finale de purification. Nous nous sommes

donc intéressés a cette évolutionen fonction du temps.

Evolution dans le temips

On peut suivre I'évolution dans le temps des parametres
de fixation dans le complexe binaire PYR-DHIR sur le tableau n® 21
ou sont également indiquées les activités spcoiliques de nos préparations

cnzvmatiques.

Apparemment, alors que lactunite specifique de l'enzyme
ne varie pas ou peu, le nombre de sites par contre ditninue.
Pour la wvaleur de Ka, enraisondce I' incertitude  sur ce parametre,

on ne peut affirmer qu'elle varie  de fagon signiticative.

A h

sas



Complexe binaire PYR-FHFR

Lnzyme

I. Deterinme par repression

non dialvsec

2. Determmne par 1teration

Hnearire

9i

r DATES DE MANIPULATIONS | 7.11.1983 | 29.11.1983| 26.03.1984
) [DHFR | (M) Lee 100 L 106 | 66 1077
( [PYR] (M) 52 100° | w67 1077 1,92 1074
.
\x (Ul/mg) 1,6 ﬂ{ IS 20,6
- SIS .
7
| 1,0 10 1.2 107 L 107
l
Ka (M) 2 Lo 167 1,08 107 | 1,4 107
| 0,3] 621 0,31
n
2 0,37 0.24 0.31
| 0,42 143 Gu7
Fb
2 0,42 040 0,47
Tableau n® 20 - Paramctres de fixation dceterminés  par  fluoresrence.



DATES DE PREPARATION 6.12.83 ] 20.3.1984
. 1
DATES DE MANIPULATIONS 13.12.83 | 27.3.19841 29.3.1984
[DHFR] (M) 9,89 107| 8.8 1077 17,3 1077
[PYR] (M) 4,5 107 1 1,5 107 1,2 107
As (Ul/mg) 13 e 15
7 c 7 |non déterH

] 1,210 > 10 rnimablce
Ka (M) ; 0,97 10 5 10" :

1 0,25 0)26 -
n 2 0,24 1,26 ~

] 0,77 7,51 -
Fb -

” .76 | 1,5] - J

97

TABLEAU n° 21 - PARAMETRES DE FIXATION DETERMINEE PAR

FLUORESCENC . COMPLEXE BINAIRL. CNZYME DIALYSEE
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PPoints experimentaun
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b. Interaction MTX-DHFR

Nous avons d'autres part etudic la fixation du MTX pour
la comparer a la PYR, ces deux medicaments ont en cffet fe méme mode

d'action d'antifolique.

Les paramctres de fixation deteomné par  tluorescence sont

respectivement :

Ka - 2108 m™!
n=- 0,20
Fb - 0,30

Les résultats du traitement des données experimentales sur

Apple Il sont :

Ka = 1,905
n = 0,20

Fb - 0.3

¢ - 0,99

Les figures n® 39 et 40 representent la fluorescence normali-

see du milicu en fonction de la concentration molaire du hgand ajoute.

Ainsi, le  MTX presente un nombre de sites moindres qu-
la PYR par contre sa constante d'affinite cst nettement plus elevee
2 108 M—l. Il convient donc de comparer la "capacite de liaison" de la
DHFR vis a vis des deux antifoliques reprcsentee par le produit nKa.

Pour le MTX nKa -4.10'M™ et pour la PYR en prenant 'experience du

. . . . 7 -l
24/03 réalisée le méme jour, nKa  A.107 M .
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Systemes ternaires (NADPH -DHFR) « PYR

- Enzyme non dialysce

Les figures n® 41, 42, 44, 45, 4/, 48 representent la fluores-
cence normalisée du milieu en fonction de la concentration molaire du
ligand ajoute ; tandis que les figures n® 43, 46 representent les graphes

[Lx]

des variations de I/l - x en fonction de . Les valeurs numeriques

du traitement des donnees sont représentées sur les tableaux n® 22.

- Enzyme dialysee

Les resultats sont representés sur les figures 49, 50, 5l

52, 53, 54 et le. tableau 23.

Les manipulations des 24. 28. /9 mars 1984 ont eté faites

avec la méme préparation d'enzyme.

Apparemment l'introduction de NADPH dans le milieu entraine
une légere diminution de la constante d'affinite. Par contre. le nombre
de sites protéiques de fixation augmente. On pourrait évoquer |'existence

d'une cooperative negative pour le cofacteur.

- Evolution dans le tcmips

On peut suivre dans le temps I'evolution des parametres
de fixation de la PYR sur le complexe DHFR-NADPH sur le tableau n°

23.

Le temps de contact du NADPH  avec la proteine pourrait

eventuellement modifier la fixation subsequente i medicament.

Ces travaux se poursuivront donc pour elucider ce probleme.
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DATES DE MANIPULATIONS | 19.12.1983 | 20.12.1983 | 27.3.1985 |
[DHFR] (M) 1o7° U W
[PYR] (M) Los 107 e o |15 107t
As (Ul/mg) A I
1 2,4 10° 3,8 10 5 10°
Ka (M) 2 1,5 10° 5,2 10° 5,2 10°
| 0.26 0,4 0,50
n 2 0,19 0,60 0,49
| 0,42 0,52 5,63
Fo i 2 0,32 0,56 0,43

Tableau n® 22 - Parametres de fixation determinés  par  fluorescence.

Complexes ternaires. LLnzyme non dialysee



r
DATES DE MANIPULATIONS 24.3.1984 28.3.1984 29.3.1984
[DHFR] (M) 4,76 107 6.6 1077 8,63 107
-t -4 -

[PYR] (M) Lss 1o | st 27 07t
As (Ul/mg) 16 J4 l4

3,6 106 5 106 107

- Z

Ka (M™) 310° 5100

0,49 0,63 0,53
n 0,49 NI -

0,40 0,39 0,49
Fb

0,40 RIS -
Tableau n°® 23 - Parametres de fixation détermincs par fluorescence

Enzyme dialysee. Complexes ternaires

113
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4. DISCUSSION

COMPLEXES BINAIRES

Il faut d'abord remarquer que en re qul concerne le complexe
binaire, pour une méme activite specilique, la quantit¢ de chaleur mesurée
en presence d'un exces de ligand, le nombre de sites si on admet un QH
par site constant varient en fonction de la préparation enzymatique conside-
rée malgré la pureté contrélée par clectrophorese de celle-ci et varient

egalement en fonction du temps pour une mémc préparation enzymatique.

[l semble donc que l'on se trouve en présence d'une protéine
pure, mais perdant plus ou moins rapidement sa conformation favorable

a la fixation du medicament.

Les scules données comparable. wont donc celles effectuces

sur une méme préparation enzymatique le mémec jour.

VARIATION ENTHALPIQUL

Si on considere le OH par site (Qsat/n), 1l est égal en faisant

2

une moyenne sur six preparatins enzymatiques o 35 3 k.

CONSTANTLE D'AFTINITE

Elle semble étre de !'ordre de JO7M_]. [l taut remarquer

que ces mesures ont eté cffectuées a un tcinps variable apres la fin de

la purification de la protéine, mais jamais infericur  a 48 heures.

Rappelons que dans la litterature il n'est jamals fait mention

du temps ecoule avant les mesures qu'il n'esiste aucune valeur publiée

pour la Pyrimethamine ¢t que le¢  Methotrexatc et le Trimethoprime ont
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respectivement des constantes d'affimite pour I'enzyme de boeufl de

3, IOSM" et de 410 5M" (23).

PARAMETRES THLERMODYNAMIQULS D'INTER-
ACTION

En considérant un AH par site de - 3% k0 et une constante de 107M'
les variations d'energie libre et d'enthropie ont ete calculees a partir

des relations thermodynamiques classiques :
AG - - RT log Ka
AG- OH-TAS

La formation du complexe PYR - DHFR presente un A& G
. . \ , . N -
par site egal a - 37,8 KJ et une valeur de & N par site egale a+ 10 J.K ".ute
Cette valeur legerement positive pour la variation d'entropie  est donc .

favorable a une reaction plutét de type entropique ¢t montre que s'est
ajouté a des interactions de type clectrostatique entre N! protone et
le groupcment  carboxyhque  du site proteigie o Lo ane nterac tion entre
les sites hydrophobes de l'enzyme et vraisemblablement le cycie aroma-
tique du medicament, soit un processus de desolvatation ou plus vraisembla-

blement les deux.

EFFET DELA DEN/\'!TIJR/\T]QN DE LA PROTEINE

Alors que l'activité de la profeine reste constante, nous

avons signale la diminution en fonction du temps cc certains parametres d'inter-

action PYR-DHFR. Il semble donc que la fixation de la seule PYR  sur
I'enzyme ne puisse étre considérée comime le reflet de l'activite enzymate-

que qui concerne en fait le complexe ternaire NHIF-NADPH-DHFR.
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COMPLEXES TERNAIRES

Nous considérerons la fixation de la PYR sur le complexe

DHFR/NADPH.

VARIATION ENTHALPIQUE

Le &4 H  par site semble legerement superieur a cefur du
complexe binaire puisque la moyenne sur quatre preparations enzymatiques

est de - 42 k1 + 4,

CONSTANTES IVAFFINITE ET NOMBRE
DE SITES

Pour chaque préparation enzymalique, on observe un léger
effet cooperatif négatif du NADPH vis a vis de ia PYR puisque la constante
du systeme ternaire est de l'ordre de 2 a 5.\061\/1‘!' Ceci différencie la
PYR des autres inhibiteurs tels que letriméthopriie ou un etfer coopératif
positif sur les DHFR bactérienne a etc mus en cvidence (23). 11 {faut remar-
quer qu'une mesure effectuée apres un temps de contact plus important
entre le NADPH et la DHFR a conduit & tne valeur de 10°M7L 1l sera
donc nécessatre de verifier ulterieurement l'action du temps de contact

entre la protéine et le cofacteur.

Par contre, on observe un nombre i sites legerement supérieur
dans le systeme ternaire aussi bien par fluorescence que par microcalori-

’)()

métrie. Citons comme cxemples : 0,29 site ¢n binaire devenant 0,36 en

ternaire ou 0,47 devenant N,59.

PARAMETRES  THIRMODYNAMIQUES DE

FORMATION DI+ OMPLEXE  TERNAIRE
{n considérant un O H par stte moyen de - 42 kK] et une
constante de 3 106 I\/‘l_l la variation A G et coale a0 39k ‘»ll(‘_l et la

|

. ‘ -1 -] . .
variation & Sestde - 25 J.K 'site”'.La variation cntropiqueest donc defavorable
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a la réaction qui est donc de nature entalpique, la lixation du NADPH
favorisant vraisemblablement par changement de conformation,!'interaction
entre le NI protonné de la PYR et certains groupements négatifs de 'enzy-
me qui, pour les autres inhibiteurs (23) sont len groupements carboxylique:.

de !'aspartate ou du glutamate.

VARIATION OU IFONCTION DL TEMPS DES

PARAMETRES D'INTERACTION

Lorsque l'activité enzymatique d'unc préparation rete constante
on n'observe apparemment pas de diminution du 4 H,de la constante ot
du nombre de sites pour la fixation de la PYR sur le complexe DHFR/NADPI:
alors que certains parametres du complexe binaire ont diminue. Il semble
donc d'une part que le coenzyme restaurc lo conformation favorable a
la fixation du meédicament et que d'autre part, il y ait une correlation
entre l'activité et la formation du systeme ternaire donc entre la fixation

du substrat naturel et de la PYR.

FIXATION DU NADPH

En ce qui concerne le  complexe bmaire DHFR/NADPH  seule
les Q sat ont pu étre déterminées ; les faibles chaleurs mesurces surtout
pour les défauts de lige d, induisent une grande imprecision daris les mesu-
res microcalorimétrique s et ne  permettent e pas  une Stermination

du nombre de sites et donc du A H par site.

En ce qui concerne la fixation du NADPH sur le complexe
PYR-DHFRR., 1l faut remarquer que la chalerr mesurce Qsat represente
a la fois la fixation du NADPH mais egalement la fixation de la PYR en
exces dans le milieu sur les nouveaux sites croos par le NADPHainsi que e

changement de conformation corresponcdant.
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De ce fait, le calcul d'un nombre de ey serart d'une interpré-

tation hasardeuse.

Par contre, il est intéressant de onstater que la somme
de Qsat pour la formation du complexe ternaire quelque soit 'ordre d'ajout

du cofacteur et du médicament est identique. (figure 23).

Ceci permet donc d'assurer que l'eétat final et donc la confor-
mation du complexe ternaire est donc la méme quelque soit la voie d'obten-

tion du complexe.

COMPARAISON AVIEEC LE METHOTRIEEXATI:

Nous avons mis en evidence un phenomene de compétition

entre la PYR et le MTX vis a vis de la DHFR, qui «tait d'ailleurs previsible.

Par ailleurs, aussi bien la comparatson entre les valeurs
de la constante d'affinité pour le MTX et la PYR pour les complexes
binaires détermineés par fluorescence sur le ménie enzyme, le méme jour,
que le calcul des rapports des constantes realisces par microcalorimétrie
montre que le MTX se lie avec une constante environ vingt fois supérieure

a celle de la PYR.



CONCLUSIONS
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La Pyrimc¢thamine est un antipaludique a action schizonticide
employée depuis les annees 1950. Elle inhibe la dihydrofolate réductase

qui intervient dans la biosynthese des bases puriques chez les hematozoaires.

On peut se demander si elle n'exerce pas une action toxique

chez I'hdte en inhibant la dihydrofolate reductase de ce dernier.

Notons que l'inhibition se tradurt par une reaction équilibrée,
obeissant a la loi d'action de masse, entre la Pyrimethamine et la dihydro-
folate réductase caractérisée par une constante d'affinité Ka et un nombre

de site de harson n de la proteine.

A notre connaissance des mesurcs directes des parametres
de lLaison de la Pyrimdéthamine n'ont ete realindées que sur des DHFR  de

bacteries.

Il etait donc logique pour nous de travailler sur la DHFR
de boeuf qui ressemble a celle de ['homme ct surtout a celle de certaines

lignees cellulaires tumorales.

Notre travail a donc porte sur I'ctide de Iinteraction de  la
Pyrimethamine avec la DHFR de foie de boeut par fluorescence et par micro-

calorimeétrie.

Nous avons exposc successivement des gencralites sur la Pyri-
meéthamine, sur les DHFR en géneral puis nous avons rapporté les travaux an-
terieurs sur l'interaction Pyrimethaimine-D.H.I .R. et enfin nous avons

presente nos travdaus personnels,
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En effet, dans le chapitre prernier, nous avons expose le.

propriétés chimiques et pharmacologiques de la Pyriméthamine.

Nous retiendrons essentiellement que la  Pyriméthamin~

est un 2,4-diamino-pyrimidine.

C'est un antifolique. L'enzvine cible est responsable de
la réduction de I'acide dihydrofolique en acide tétrahydrofolique. Les derives
tetrahydrofoliques sont des composes qui interviennent dans le transport
des radicaux a un atome de carbone lors du metabolisme et de ['inter-
conversion de certains acides aminés dans la biosynthese des bases puriques

et pyrimidiques.

Nous avons exposc la toxicite de la Pyrimcthamine, leo,
associations medicamenteuses, son mode d'administration, sa posologir

et ses Indications.

Dans le paragraphe suivant, nous avons traité du devenir
du médicament dans l'organisme. La Pyriméthamine se lie a 87 % au
protéines plasmatiques. La persistance du medicament dans les tissus serai

en rapport avec son activité prophylactique.

Les biotransformatins se font par une N oxydation en position 1

3 du noyau pyrimidine et une hydroxylation ¢n  position « du groupe éthyl.

Le deuxieme chapitre se rapporte aux differentes DHRF.

»

La dihydrofolate reductase rcpresente la cible moléculaire
¢

de differentes classes de medicaments, . savolr des anticancéreu)_:é;

des antibacteriens et des antipaludecns. Tous ces medicaments sont dg}t

$ralx

antrtoliques.

Nous avons fait état de la distribution de l'enzymei.
les tissus, le foie étant !'un des organcs les plus riches. En ce qui co

la repartition intracellulaire de l'enzyme, sa presence est signalee au i
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du cytoplasme, des microsomes, du noyau et des mitochondries.

Selon certains auteurs, l'activite specifique de I'enzyme
est en rapport avec sa localisation, ct 1l existerart dane le cas des souches
bacteriennes des formes d'isoenzymes. D'autre part, 1l existc une grande
ressemblance cntre les difféerentes DHFR issues de diverses souches de

Plasmodium.

Concernant la purification des DHFR, nous avons rappele
les avantages apportés par la chromatographic daffinité. Contrairement
aux procedes conventionnels de puritlication prescentant un faible rendement
la chromatographie d'affinité permet de faciliter grandement la préparation

de l'enzyme.

En ce qui concerne la DHFR de Plasmodium, sa purification
encore tres partielle pourrait expliquer la valcur tres elevee de la masse

moleculaire relevée dans la litterature.

Le paragraphe suivant se rapportc a l'activite enzymatique
dont le mécanisme reste assez mal connu. L'activité de I'enzyme est tres sen-
sible a la force ionique, a la présence d'agents dénaturants etau pH. Les
restdus amino acides suivants @ Arg, Lys, Cys. ths, Met interviennent speci-
figuement dans I'interaction et donc dans ['ac tivite enzymatique et leur
blocage par des agents chimiques entraine 'inlubition de la réaction brochi-
mique. En outre, les residus fluophores Trp ct Tyr sont ausst impligues,

d'ou I'apparition d'une inhibition de fluorescence lors de la fixation des

ligands.

Les etudes spectroscopiques des complexes binaires et ternai-

res de I'enzyme avec la Pyriméthamine constituent le troisieme chapitre.

Nous exposons les resultats des ctudes faites par Fluorescen-
ce, Dichroisme circulaire, Résonnance Magnetique Nucléaire, ainsi que
par Microcalorimétrie et Dialyse a I'equilibre. Ces ¢tudes permettent soit de
determiner les parametres d'interaction soit dc preciser la conformation

de 'enzyme et les nmiveaux dinteraction, amns que la nature des forces
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mises en jeu lors de la liaison DHFR-ligand, uisst bien dans les complexes

binaires DHFR-inhibiteur que dans les complexes ternaires DHFR-inhibiteur- ey

coenzyme.

Nous retenons de ces ctudes que :

l. La Pyrimctamine ne protege pas I'enzyme contre une denaturation contrai-
rement a d'autres antifoliques comme lec Mcthiotiexate,

2. La constante de dissociation du complexe enzvme bacterien-Pyriméthamine
est de 1076 M,

3. La constante de dissociation des compleyxes ternaires  se situe  entre

4.10'7M et 7.10'6M.

On peut ajouter que la Pyrimétharmine semble tres différente
dans son comportement vis a vis de la D.H.F.R. de bactéries ou de plasmo-

diums des autres antifoliques tel que le Méthotrevate.

La Pyrimethamine a unc alfinite uour les deux formes inter-

convertibles de la D.H.F.R. d'Escherichia Coll.
Nos travaux personnels sont c¢xposcs dans le chapitre V.

Apres avoir souligné I'intérét pharimacologique et biochimique
de notre travail nous avons décrit I'extraction et la purification de la
D.H.F.R. ainsi que la méthodologie des mesurcs de fluorescence et de

microcalorimétrie.

La premiere de ces techniques nous 4 permis, pour chaque
preparation enzymatique, de déterminer la constante d'affinite et le nombre
de sites de fixation de la protéine. L'exploitation des donnees expérimenta-
les  obtenues par  fluorescence effectuce suiv o denx procedes  conduit

& des resultats parfartement concordants.

La Microcalorimétrie nous a permi< de determiner directement



I'ensemble des parametres thermodynamiques dc |'interaction: c'est-a-dire
la variation d'enthalpie A H, le nombre de site ainsi que le rapport entre
les constantes d'affinité de deux compétiteurs. La connaissance de ces
parametres nous a renseigneé sur le type des forces mises en jeu et sur

le caractere dominant enthalpique ou entropique e celles- cl.

Nous avons utiliseé pour les mesures de  fluorescence un

spectrofluorimetre KONTRON S.M.F. 25 a cuves thermostatables.

L'appareil utilisé en microcalorimetrie est un fluxmetre

a circulation Bioactivity Monitor.

Dans le paragraphe suivant, nous avons traite de la métho-

dologie utilisece.

En ce qui concerne la préparation de la D.H.F.R. nous avons
pris comme référence la méthode de KAUFMAN et KEMERER que nous
avons modifiéce a notre convenance. Cette :mcothode comprend  plusieurs
chromatographies :

- une chromatographie d'affinite,

- une fiitration sur gel qui permet de dessaler ¢t d'eliminer les protéines
qui seraient présentes dans |'éluat de la colonne d'affinité,

- une chromatographie sur hydroxylapatite permettant de separer deux
pics : dont I'un représente la D.H.F.R. scule et I'autre le complexe DUH.F.R-

D.H.F. (D.H.F. provenant de I'"élution de la colonne d'atfinite).

Nous ne rappellerons pas ic1 de faion detaillee les différentes
methodes d'obtention et d'évaluation des resultats obtenus aussi bien par
microcalorimetrie que par fluorescence faites dans la premiere partie

du chapitre IV.

Les mesures de fluorescence ¢t de microcalorimétrie ont

ete effectuees a 10°C a pH 6,8. Ces experiences ont permis la determination



l. En ce qui concerne la fluorescence :

- la fluorescence normalisée  Fx de l'enzyme en présence de quantité

variable de ligand,
- la fluorescence normalisee reésiduelle | b correspondant o 'enzyme saturée

en ligand,

- la fluorescence inttiale normalisce o I dge 'enzyme en |"absence de

ligand.

a meéme figure le graphe

Nous avons ensuite trace sur
de la variation de la fluorescence normalisée cn fonction de la concentra-
tion en ligand et le graphe theorique. Ce dernier est le résultat du traite-
ment des donnécs par une méthode itcérative mis au point au Laboratoire.
Ceci nous a permis de déterminer la valeur de la constante d'affinité

et du nombre de site de l'interaction c¢tudice.

2. En ce qun concernc la microctorimetrie, la détermination
de la chaleur de reaction en presence d'un o es de hgand par rapport
a la D.H.F.R. (environ [0) puis en presence d'un defaut de ligand nous
permet de determiner la variation d'enthalpie -t le nombre de site. La
constante d'affinite trop unportante 1c1 ne peul e déteriminee par microca-

forimeétrie.

Nos principaux résultats ont ¢te I anvants

En microcalorimeétrie

a. Systemes binaires

- Interaction PYR-DHFR

Le AH est constant ot égal a - 35,5 + 2 Kkl site |

La variation d'enthalpie libre par site est de - 37 kJ, tandis que le & S
|

|
le

est egal + 10 J.K  site

- Interaction MTX-DHFR

. |
La chaleur Jde saturation mesuree est de 32 k1 A\l
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- Conception MTX-PYR

La réaction PYR (en exces) - complexe binaire DHFR « MTX (en exces)
est endothermique. Cette chaleur correspond au deplacement d'une partie
du meéthotrexate lie a I'enzyme et a la chalecur de fixation de la PYR.
Il 'y a donc effectivement compétition entre le Méthotrexate et la Pyrime-

thamine pour leur liaison avec la DHFR.

- Compeétition DHF-PYR

Nous avons montré que la PYR et le DHF sont egalement competiteurs
pour leur fixation a la D.H.F.R. cc qui ¢tait cvident ctant donne le mode

d'action du medicament.

- Interaction NADPH-DHI"R

Cn ce qui cencerne le complexe binaire DHIEP/NADPH, nous n'avons pas

pu calculer le nombre de site de fixation du NADPH etant donné la faible

chaleur mesuree lors de la fixation du ligand.

b. Complexes ternaires

- Interaction PYR/DHF + NADPI]

La chaleur de saturation mesurée est de - 22,83 kJ M_].

Le nombre de site de la PYR est de 0,59.
Sile &4 H par site est de - 42 kJ, le A G 35 k1 et le &S par site
- 25 3k, Cette variation d'entropie est cefavorable a la reaction qui

est donc de nature enthalpique.

D'autre part. en microcalorimetrie, nous avons détermine
le rapport entre la constante du MTX et cclle de la PYR : ce rapport

et egal a 20.

Nous avons pu en realisant des expertences d'interaction
a des temps differents apres la fin dc la purification, mettre en évidence
une diminution du nombre de sites pour le svsteme binaire beaucoup plus 1in-

portante que pour le systeme ternaire.
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En Fluorescence

a. Systemes binaire

~ Interaction PYR-DHFER
7 J

La constante d'affinité est toujours de l'ordre dec 107 M.

Cette constante ne varie pas dans le temps de facoaon spmificative.

- Interaction MTX-DHFR

8 (!

La constante mesturée est de 'ordre de 2 107 84

La Pyrimethamine et le Methotrexate ont a peu pres la

méme "capaciteé de haison" nKa vis a vis de la D.H.F.R.

b. Systemes ternaires

La constantc daffinité est de l'odre de 2 a 5.106 M‘l.

On peut donc en deduire 'in léger effet cooperatif negatif du NADPH

vis a vis de la PYR.

En conclusion, nous avons pu constater sur le plan fondamen-

tal :

l. Au cours ¢ temps, unhe denzturation de l'enzyme en ce
PS,

qui concerne la fixation de PYR.

2. Un effet pr ecteur possible du coenzyme vis a vis de cette
dénaturation et la restaura't>n par le NADPH d'une conformation favorable

a une interéaction de type electrostatique entre le médicament et l'enzyme.

3. Le fait que I'affinite du medicament (a l'inverse d'autres
inhibiteurs de la DHFR pour les enzymes barteriens) est legerement plus
faible pour l'enzyme en presence du cofacten. Par contre, compte tenu
de l'augmentation du nombre de sites, la "capacite totale de liaison" nKa

est a peu pres identique.



L46

4. L'absence de correlation entrc les mesures d'activite et
les mesures de fixation dans le systeme binaire alors que cette corrélation

se retrouve au niveau du systeme ternairc.

5. Le peu d'influence de la presence de la PYR vis a vis de

la fixation du NADPH.

6. Un phenomene de competition pro oible, entre e MEethotrexa-
te et la Pyriméthamine di a une identite ou a une proximite des sites

de fixation.

Par ailleurs, sur le plan pharmuacologique, le fait que la
constante d'affinité de la PYR soit du méme ordre que celle du substrat
naturel, l'acide dihydrofolique et soit cnviron e 20 fois anferieure
a celle du MTX, anticancéreux de grande toxicite, poserait evidemment

le probleme de Il'utilisation de la PYR en tant qu'antipaludique notamment

en prophylaxie.

Cependant, 1l est en fait plus juste de comparer les constantes
d'affinité des systemes ternatres ou du fait Jun effer cooperatif positif
do NADPH pour le MTX et negatil ponr o 00 le tapport des constantes

est plus vraisemblablement de 'ordre de 10G a 1007,

Par aillcurs, les phénomenes cindtiques ot notamment de
transport sont tres differents entre le MTX ct la PYR pour laquelle ce
transport est de 1ype passif. De ce fait, et du fait egalement au niveau
hematologigue d'une compeétition entre les ensymies e ["hote et du plasmo-
dium, la concentratin de  PYR ntracellulaire ent otre faible par rapport
a celle du substrat naturel ce qui diminue !'importance des valeurs relatives
des constantes d'affinite. 1l serait donc important de pouvolr verifier direc-
tement par des  methodes  physico-chimiques  w la différence  d'affinite
entre l'enzyme de 'hOte et du parasite est o isst nnportante pour la PYR
que celle mise en cevidence pour le trimcethoprime entre les DHFR de mam-

miteres ¢t o DHTCR bac teriennes.

LU LET APPROUVE VI R ILLL LL
Le President du Jury Le Doven
Pr. C. BRIAND Pro TP AN
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