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Les variations de sensibilité des plasmodiums aux antipaludi

ques sont connues depuis le début du XXe sièc:I(', mais ce n'est que depuis

une date relativement récente que le problème cie la résistance du "Plasmo

dium fa1ciparum", Je plus dangereux d'entre eux, a pr is une telle acuité

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 cl Fa lcioarurn se sont révélés refract.ures au traitement radical

par la chlorcquine et sans cesse plus nombreux xorit les malades sur lesquels

c.e médicament n'exerce aucun effet même passagé'r.

La résistance il la Chloroqurnc (!('( (~Iée et conf ir rnée presque

simultanément en Amérique du Sud et en Asie, Il y a une vingtaine d'années

s'est largement répandue sur ces continents et a maintenant gagné l'Afrique

(75). Dans les années 1950, on pensait qu'avec la synthèse de certains

produits tels que la Chloroquine et la Pr irnaquine, le problème de la chimio

thérapie du paludisme était résolu. L'éradication du paludisme semblait

possible grâc:C' à ces medicaments et aux insc-rt ici dcs tels Je DDT. Vingt

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

des régions (59).

L'apauvrlssCf1wnt de l'arsenal pr or.n ylact iquc et thérapeutique

e>':lge qu'on utiJ Ise de toute urgence des an t i pa ludiques de remplacement.

A cet effet, la pyr rmet harnine et les as soc ia t roo pyr ime tharnine-sulfadoxine

c.onxt r t ur-n t Id (1('llxwrnr' IlgIH' de défell<,!' ('Olltr!' Il paJuc!i',rrlC' (7')).

Notons que c'est en 1943 que la pyr irnétharnine a été employée

pour la pr ernir-r e fois contre Je paludisme.

."..
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Le schéma suivant resume lactron des i~ntipaludique~ en

relation avec le cycle du parasite (FIg. D. "Ilr ce schéma, il apparaît

que la Pyriméthamine est un schizont icide. C'est un antimétabolite qui

inhibe la dihydrofolate réductase (DHFR), enz yrne intervenant dans la

biosynthèse des bases puriques chez les herna t !/.oaires ; on peut cependant

se demander si elle n'exerce pas une action toxique chez l'hôte (54), notam

ment en inhibant la dihydrofolate reductase de ce dernier. Cette inhibition

se traduit par une réaction équilibrée obéissant il. la loi d'action de masse

entre la PY R et la DHFR, caractér iscc par IH1C constante d'affinité Ka

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

Actuellement, seules dc.. rnC~IH(", directes des paramètres

de liaison de Ja PYR il l'aide de méthodes physlco-chirnique~ ont été réali

sées sur les DHFR de bactéries. Il s'avérait donc logique de travailler sur

la DHFR d'un mammifère (boeuf par e xemp k-) plus proche de l'homme

et surtout de certaines lignées cellulaires turuor alcs (L 1210) (51, 74).

Les seules mesures effectuées en fait sur des enzymes de mammifères

ont été des mc-sures d'inhibition enzymatique.

\Jous nous sommes donc intéresse a la "Détermination par

fluorescence et rnicrocalor irnétrie des pararnètre s d'interaction de la Pyrimé

thamine avec la DHFR de foie de boeuf".

)ans le chapitre l, nous trai trrons essentiellement de la

Pyr irne tham ine-, notamment de ces propr ie tes rl urru ques ct de sa pharmaco

rmo t i quc .

I)ans le chapitre II, nous présenterons la DihydrofoJate reduc-

tase.

Nous rappellerons, dans le chapi tr e III, les travaux antérieurs

portant sur les liaisons des DHFR bactériens avec la Pyr rrné tharnine.

Le chapitre IV concernera nos iravaux personnels, c'est

à-dire les protocoles expérimentaux et les me t hodes dexploi ta tion utilisées,

ainsi que les résultats ct discussions.

•



CYCLE CHEZ LE MOUSTIQUE 1

PYR

~ multlpllcallon

~1 cellulaire

~.

~L-J

Schlzont ••

Schlzonte,

. -'.
Mer,ozol!e ....

: .~ .

.....
...
"

.-

©.'."
&

' ~ -
\, '= •. ,.-

;. . ~: ... .--'

0"
~ olobule •

• :-- rouQ.'-A
@

femell ••

Gamatocyt.,~",-::, .,
mala.

et +

+

trophozoTte

rupture de.

c e ttut e a

If
@
'Y+

PYR

PYR

Action limitée

s c ntz c nr e s

CYCLE CHEZ L'HOl.''''E

MODE 0' ACTION DE LA PYRIMETH/\ \1INE
EN I~ EL!\ fiON AVEC LE CYCL[ DU P/\ li /\S!TE

.~



LA PYRIMETHAMINE



4

J. STRUCTURE CHIMIQUE

La Pyriméthamine est commercialisée sous les noms Doraprime,

Malocide et Pyr i xiue. C'est la 2-4 p c.h lorophc-n y l 5 éthyJ-6 pyrimidine

(F ig. 2).

L'r-xarnen de s.r formule met en f.vldence lm fragment (A) gua

nidique que J on fait réagir au cours de la synthèse de ce médicament

sur un acide I:J cétonique conformément au mode classique de préparation

des pyrimidines possédant cette structure. L'ester } cétonique devra

introduire Je 1ragment (8). Cet ester cétonique s'obtient par condensation

du nitryl p-chlorophenylacétique et du propionate d'éthyl. On accède ainsi

à une am ino-hvdroxypyr imidine dont,après protection du NH 2 déjà existant

par ace t ylat ion, I'h ydroxyle est remplacé successivement par Je Cl (par

PO Cl) pUIS par NH 2 à J'aide d'ammoniaque.
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TABLEAU 1

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,J9

Propriétés physiques de guelgue5 2-4 diarninopyrimidines

inhibiteurs de la di hydrofo la tc-r cduc tasc

D.D.M.P. 2,4 diarnino-f 0,4 dichlorophcnyj) 6-rnéthyJ pyr rrnidine

D.D.E.P. =- 2,4 diamino-5 0,4 dichlorophenyJ) 6-ethyl pyrirnidine

8
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Ill. MECANISME D' ACTION

La Pyrirne tharnine est un an t ifo lique. Le mode d'action

des ant ifoliques, en général, n'a été élucidé qu'avec l'identification et

la purification de la DHFR (53).

La DHFR est l'enzyme responsable de la réduction de l'acide

dihydrofolique en acide tétrahydrofolique, plaque tournante du métabolisme

des Iolates. Le tableau n° 2 représente le métabolisme des folates naturels.

Il faut signaler qu'au niveau du plasma les folates,sont sous

forme libre et sous forme de monoglutamatc. Une petite fraction est

liée à une protéine de haute masse molaire : Je cytosyJ (Cytosi l 1, 11,11]).

[11 C f Ic t , l'acide Io hquc- r)'c~,t l"rrldJ~ directement implique

dan" le métabolisme intermédiaire. /1 dort êtro transformé en dérivé biochi

miquement et physiologiquement actif c'est-cl-dire subir deux réductions

successives en acide dihydrofolique, tout d'abord par hydrogénation en 5-6,

réaction catalysée par l'uc.id« folique ré-dl1ctél~(', pillS en acide tétrahydrofo

lique,seconde étape catalysée par la dihydr of oiatc r eductase.C'est l'acide tétra

hydrofolique qui représente le composé actif (tableau 3).11 a la propriété de

fixer dif Icr ent s groupements chimiques sur ';('s azotes en position cinq

ou SIX :

- Fonction formimino CH = NH,

- Fonction formyle - CHO,

Fonct ion mcthényle = CH,

- Fonction méthylène = CH 2 ,

- Fonction méthyle - CH).

Ce qui donne naissance a plusieurs types de coenzymes

foliques:

- N5 Ior rru rruno THF,

- N 10 formyl THF,

- N') NI 0 méthylène THF,

- N, mc thy l Ti,F .
.'



Ml1I1YI. ~',MIO H{ IIIYI F~r

llir IIiF r~ltulla~ ..
W,H \0 H{ lllYUME

llfr

,~~M 10 MfTllYI (tir

rur dé~hydrDg~lIa~e

11',1110 MrTilfHYl
TIIF

N';II 10 Mrrll[~Yl
~----~

1111 cyclohydrD1A~e

~ 10 rOI/tiYl
IIIF

r .T.II.F.-----\s()IIlhase

Il', rOnHYl

lliF

F .r. G, i .U,

"-... HIST! DI H[

la romyl synlhl'lase

~AICAR

,B AICAR Iransfonoylase

'" r - "ICAR

\ ..
, "-. AIr. K<J

rORl1lll[

~s rORMlMI HO
IIIF

v-- Ac. GUlT.

,

{ r,l"lftlll4fomt",lno
\ lrans fhase

(
~IIJ

" IOnllh,dno 111r
tycloMs~",ln~~e

.:
\lr~nS fOnllyl ase

'-...... r-GAR

/" rolYClM[

(érine hydl'oxY""'lhyl
lra"~fl'ra~e

~S[RIN[

-..
o

~

n

~
0..
C
n

"Do.....

OOF

dt1H1'

dlHP

'jOr:YS IUIIE

Y
~lh\ontne

" SynlhI'tA~e:
M~'hyl lHra-

1
hy,lrolulal ..
r~<1uclft~e (8 12)

IIIIOIIIII[

HIF
• 1

AC. FOliQUE

A: MHal>olhme des actdes ltfIItnl'L

B: DtMynth~se des bases puriques,

c: OtD~ynlhl'se de l'actde lh)"'lldyll'lue

TABLEAU N° 2 - METABOLISME DES FOLATES NATURELS

a



lJ

OH(L glutamique) n

COOH(a)
1

NH-CH,
CHz
1

CH 2,
CO (r')

•,~

o
Il
C-

paraaminobenzoyl

•····•··•
:-----------

Cycle
pyrazine

···•·••·••

.

:I
R, ~ ~ ~2

.. : N CH -: N
3Ny . S~9 2 rD

~ e~ :
HzN ~ f N R3 ~

Cycle
pyrimidique

R1 = H noyau pt érine-----_....._---------
R 1 = OH

noyau pteroyl

Double liaison Double liaison R, Rz 1<) n ._-
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Structure des folates et de leur'> dérivés
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Ces formes sont intcrconvcr t rblcs , le-ur orlgme et leurs interre

lations sont figurées sur le tableau 4.

La forme prédominante est rcpr c scrrtée par l'acide N5 éthyl

tétrahydrofolique aussi bien au niveau du foie que dans les différents

tissus et dans le plasma.

Suivant les groupements chimi qucs substitués chacune des

coenzymes formées joue un rôle différent. Plusieurs voies métaboliques

importantes nécessitent leur intervention:

- le métabolisme et l'interconversion de ccr tains éludes am mes,

- la biosynthèse des bases puriques et celles des bases pyrimidiques: proces-

sus vitaux puisque conduisant aux précurseurs immédiats de l'ARN et

de l'Ani\.},

- la biosynthèse de j' acide thymidilique.

Ces réactions confirment le rôle Joué par J'acide folique

dans le transport des radicaux à un atome de carbone qui proviennent

essentieilement de la dégradation de l' histidine et de la ser ine et qui

sont utilisé s pour la synthèse de la méthionine, des purines et des pyrimidi

nes. La transformation catalysée par la DI W!< en pr cscnco de NADPH,

du DHF en THF (fig. 4) intervient donc soit pour les folates apportés

par l'alimentation soit pour ceux fournis par la synthèse de dTMP,

tous les autres processus biochimiques dont nous avons parlé conduisant

au TIIF.

Ttiyanidi la tc synthetasc

HCHO

THF ~__ ~.~,;.S.:.é.:-rJ=-n....:e .L..:..":""':"'-.L ::"':-;.L::."":'- ~::":""::-"::':-_
~4,[)p+

<,

-:
DHF
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Ces formes sont interconvertibJcs, leur origine et leurs interre

lations sont figurées sur le tableau 4.

La forme prédominante est r cpr c scrrtee par l'acide N5 éthyl

tétrahydrofolique aussi bien au niveau du Ioic que dans les différents

tissus et dans le plasma.

SUivant les groupements ChlrTlJf!'le" subs t i tues chacune des

coenzymes formées joue un rôle di If èrent. [11usieurs voies métaboliques

importantes nécessitent leur intervention:

- le métabolisme et l'interconversion de ccr t a ir». ac.rdes arrunes,

- la biosynthèse des bases puriques et celles des bases pyrimidiques: proces-

sus vitaux puisque conduisant aux précurseurs immédiats de l'ARN et

de l' ADN,

- la biosynthèse de l'acide thymidilique.

Ces réactions confirment le rôle joué par l'acide folique

dans le transport des radicaux à un atome de carbone qui proviennent

essentiellement de la dégradation de l'his ti dine et de la ser ine et qui

sont utilisés pour la synthèse de la rne thiorunc ç des purines et des pyrimidi

nes. La tr ans torrnat ion c.rt a lysèc par /0. III II' f( en présence ri" NADPH,

clu [)HF en THF (fig. 4) Intervient clonr SOit [Jour les folates apportés

par l'alimentation soit pour ceux Iourrus DM la synthèse de dTMP,

tous les autres pr occssus bicchirniquc-. dont Il01lS avons parlé conduisant

au THF.

THF __

HCHü

~érine
NA,Dp j

hydr~xymethyl transfer~:.:J'1O méthylène THFdIV
dT~Thyanidi1ate synthetase

~///

DHF

.-
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.,
SUBSTITU TION COENZYME FONCTIONS 1

1

5 MéthyJ THF
i

CH) en 5 Synthèse Méthionine 1

!
-,

CH en S N 5 Formyl THF (ac.Iof iruquc)

en JO N
lO

Formyl THF
Synthèse Purines

Biosynthèse Thymidylate

CH 2 entre S et JO NSNJO Méthylène THF Interconversion

Glycinc-scr inc

CH = NH en S N
S

Formimino THF Ca tabohsrne Histidine

CH entre S ct 10 N
S

NJO Méth(~nyJ TH!" f)josynthcse Purines

TAGLEAU N° 4

Coenzymes foliques
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Ainsi un blocage de cette rc.ic.t ion entraînera une diminution

du DHF et un blocageéquivâlent de tous les métabolismes dont nous

avons parlé, en particulier des processus d'Importance primordiale dans

la prolifération cellulaire tels que la bi osyn t l«..,r' de l'acide thymidilique

nucléotide spécifique de l'ADN et la biosynthèse de l'acide inosinique,

precurseur des bases puriques nécessaires à la fois aux synthèses d'ADN

et d'ARN.

Contrairement à l' homme, le plasmodium qui est un rnicroor

ganlsme peut synthétiser J'acide Io liquc ,'[ p.ir t rr ries précurseurs de la

ptérldmc(21 ).

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

5) reste pratiquement identique à celui de l' homme.

Chez le plasmodium la Pyriméthamine inhibe la DHFR.

L'activité de cette enzyme augmente durant le cycle mtraérythrocytaire,

Juste avant la pr crnicre division cellulaire.

Cette enzyme a une masse moléculaire cornprrse entre

100.000 et 200.000 daltons (déterminé par Ii l t ra t ion sur gel). Cette masse

moléculaire est cinq a dix fois plus grande que celles d'enzymes d' autre

source (par exemple la DHFR de foie de boeuf a une masse moléculaire

cie 2/ 500 dal tons).
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VI. MODE D' ADMINISTRA TION, POSOLOGIE, INDICATIONS

IV. LA TOXICITE DE LA PYRrMETHAMINE

Plusieurs auteurs font état de Ji) toxicité de la Pyriméthamine

qUI se manifeste essentiellement au 11IVeilU sanguin. Les mécanismes

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

(54 ).

Ces mêmes auteurs (47, 54. 71. 7(,) rapportent des thrornbo

cytopénies, des anémies rnegaloblast rqucs rnacr ocyt aires et normochromes.

Ils signalent aussi des leucopénies et des ncutropénies.

V. MEDICAMENTS ASSOCIES

Certains médicamcnts tels jc", <ul fonarnides associés a la

Pyriméthamine peuvent augmenter son action antipaludique.

II en est de même pour !'asso(liltion Pyr irnc thamine-Sulfa

doxine (F ANSIDAR) (22, 75). Ce médicament est contre-Indiqué chez les

femmes enceintes.

.,' ~

..3' li
i ,;

J :::~~.."!
,"j

'T"1':t
". 'i

;~
" 1,
. f

La Pyr rrne tha mmc a une ar t ivr t c schrzont icide par ticulière-- ,;~
. , , .;f;;;:J

rnr-rit marquee à l'égard du P lasmorlium ta le: par urn. EJJe est utilisee en ·û;~,!
"·o-,~ .J

t r .u t o mr-n t rur an f dcs accès pdludc~('ns ((j,I() 1; r-n une ou dCIJX prises a 12"ê~i1

heures d'intervalle) et dans un but de prophylaxie co liec t ive : 0,05 g

une fois par semaine.

Signdlons que Id Pyr nnc t bau.u«- peut être pr oscr ite dans

le traitement de la toxoplasmose.
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VII. PHARMACOCINETlÇUE

ChcL Id SOUriS, le r a t , le c.lu cn, Id conccntr at ion plasmatique

maximale est atteinte au bout de quatre heures après administration d'une

dose unique de 2,g mg/kg et la durée de VIC' plasma t ique t J/2:: 23 h.

La dis tr ibut ion u ssulo irc s'effectue" dtl ru vru u du c:C'rveau, des poumons

et du pancréas (19). Le taux de Iixa t ron aux protéines plasmatiques détermi

ne par dialyse à l'équilibre s'avère être de 78 %. 1 à 2 % du médicament

sont excretes sous forme inchangée pendant les premières 24 heures.

Chez Je porc un modèle ouvert .] trois compartiments rend

compte de la pharmacocinétique; la .clarrance plasmatique est de 0,6821/h/kg

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

Chez J'homme, la Pyr ime thamine est presque entièrement

absorbée au nive-au du trar tus gastrointC''>tlnal.

PlUSIeurs études pharmél<.ocInÉ'tlques de la Pyriméthamine

ont ete réalisées (26, 60, hG, 72, 77).

E. WEIDEKMAN et al. (77) déterminent les concentrations

plasmatiques de la Pyriméthamine. Après adrruru stra t ion d'Une dose unique

de 25 mg par voie orale, la concentra t ion rnuxrma le est atteinte en 4,2

heures les variations individuelles des demi-vie plasmatiques oscillent

de 46 à 150 h, résultats en bon accord avec ceux publiés par CA Vf\LL 1TO (19).

Les profils de concentrat ion obtenus ont ét['· le mieux dccr its par une

cinétique a deux compartiments non linéaires. La période d' élimination

finale moyenne calculée à partir de ces coordonnées est de 95,5 h + 30,6 h

, figures 6 et 7).

Il ~;e reve le

'3) que 1LI f' YrI ml; tham mo

par d'autres études pharmaconnétiques

sc Ile dUX pr o t o mc-s plasmatiques à 87 %.

(2,
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PENETRATION DANS L/\ (~[LLULE

La Pyriméthamine penetre Iac ilcrnent a lmt érreur des

,ellules par simple diffusion (79, gO) cl l' irivc-r vc- d'autres Inhrbltellr', de

la DHFR comme le MTX ; de même qu'elle passe à travers la membrane

des ce l lules, la Pyriméthamine passe à travers la membrane du plasmodium.

/1 a été rrus en evidence une relation structure activité

pour J'absorption du produit (2l).

METABOLISMe

Des e-tudes de brotrans Iorrna t ron ont (·té cf fe,tuées chez

le 1".11. II appara î t que la biotransforrnation sc fait pr incipalernent par

une N ox yda t ion en position 3' du noyau pyr unrdme et une hydroxylat ion

e-n l' 'SltIO[) LX clu groll[w (, (·thyl. I.c><, rrl(;tdh'>il l'"', ont (;té 1',01,;" a p.ir t rr

d'ur u.e de rat. I\U bout de sept Jours S 3 %(79'0 dans les premieres heures)

de la dose adrrunistree sont excrétés dans l'urine et 14 % dans les fecès:

la Pvr irno t harn ino est don, fortement rno t abo hvor-.

L'analyse de l'urine par chromatographie en couche mince

brdrrnensronnelle et autoradiographie a révélé J'existence de serze rne t abo

l i te . avcr un mo t.ibo h t o majeur (rlg. ::1), ,'on',tll'Jant ,:1 1111 '>elll Vi °10 de

la dose adrrurustree après 72 heures. Le traitement des ur ine s par la

j3 glucuronidase a permis de mettre en cv idence six composés gluro-

r:on)'Jgués (i. )1), ·,9),

Nous pouvons noter que les rne t hode s analytiques de dosage

plasmatique de la Pyriméthamine sont très var ree s ; mais J'orlginaJlté

cie la méthode rrur r obro logique u t il i sr-o par wr~r[)EKMAN mérite (l'[.tr('

sou Il gnée (77).
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Un e l l or t considérable dc r cr.hcr: Iii' LI été con"è!( re a lc t ude

de la DHFR (5, 6, 7, 8 tétrahydrofoJate : Ni\DP+ oxydor éductase) (E.C.

1.5.1.3.))en particulier dans l'espoir de rnettre CIl évidence des particularités

de la liaison cl'arit t foJates à ce t te enzyme'.

L'Importante de ces tr.ivaux ;)('111 s'expliquer pour deux

- La DHFR represente Ja crble moléculaire de composes appelés

ant rf o liqucs, Cc sont:

des agents ant ir.ance r cux a noyau ptér i dino (1\1é·thot rex ate),

des agents antibactériens (thr i rne thopr i me).

des agents ant ipaludcens (Pyr irné tharrune),

dont 1',lctIVltc pharmacologique est di If cr cntc.

La taille rédUIte de cette mac rornolecule per rne t d'utiliser,

dans les conditions opt i rna les, de nornbr c usc-s technlqucs beaucoup plus

di If i or le s :1 clTlployc'r pour clur.rdcr la st rurtur c- (if' protéines phi" volurruncn-

ses.

,\Jous cnvlsagerons, d.iris 111\ prelllwr paragraphe, Id dis t r rbu t ion

de c:ette enzyme dans lorganisrne pUIS dans la r.e l lul e.

de purification de la DHPR dor rgrnc bLletUICIIllE' ou de

les propriétés physico-chrrruques de ces molecules.

,\Jous traiterons enfin de la str uct ur c- et de J'actlvlte cnz yma t iqur.
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_DfSTRIBUTION DE L' ENZY ME

La distribution de la DHFl< dans 1C'5 tissus a été relativement

peu étudiée et les publications sont à ce sujet. en général, très anciennes.

Ces ~tlldC's ont été le plus souvent dfC'ctll~CS pdr 'losagC' d'activités enzyma

tiques.

1) 1us iC' lJr s au teurs (1(j • 55• (, 1) 0 rIt (: t lJcl ic: JC' s t 1S S lJS no r rnau x

de di Ifercn t s anunaux. Presque tous les tlSSlJ') I(",[(·s contenaient au rr.o ms

des taux détectables d'enzyme; cependant des cil f férences exrs tent suivant

les animaux considérés. Une forte concentration est toujours mise en

évidence dans le hie, les reins, le thymus; rr'dlS par contre, le taux est

faible dans le-s muqueuses intestinales, le coeur, le cerveau et la rate

pour atteindre une valeur pratiquement nulle dans les muscles et les pou

mons. Chez un malade atteint de leucémie myologène aiguë, le foie contient

de la DHICI< ('r quan t i te apprec iab lo (61).

TOMATO et GRIGNr\NIF (32. 73) détectent l'enzyme

d.ins le IUle, les r c i ns , /<.1 muque-use gcl'>trlqlH', (lclrlS quc lquc, ('r:hantJllons

de peau normale, dans l'épiderme des malades atteints de psor ra sis et

dans la moelle osseuse stimulée.

_a svnthe se de la [')HF [< l'st [rllldllice en Ionct ion du cycle

cellulaire (17, 1;9, 78).

Ln cc qUI concerne Id di st r rbu t ion u it r ac.c l lu la rr c cie l'enzyme,

BROWN et al. (18), WONG et al. (81) mettent en evidence la DHFR dans

la Ionct ion cytoplasme plus les microsomes alors qllP les traces seulement

sont de t er t ablcs au ruve au des noyaux. Le nOYi.JlJ dOit contenir de', quant i tcs

Significatives de DHFR indispensables pour la rég~nération de THF à partir

de DHF formé lors de la synthèse de la thyrru di la t e qui a lieu dans le noyau.

Il a c~té rc:cernrnent rnls e-n ('vlci"ll( (' deux formes de DHFf<:

l'une d'origine cytoplasmique, l'autre d'or Iglne ml tochondriale (82). La premiè

re presente' une ar : ivi te sper if ique plus élevée, mais e xrs te en plus faible

'111,\1111!1' (/'1(' Id c,('('on<if'. Le'> d('II' for rfl('c, -Ôt » ,Itstlflglwnt (;~;dlerneflt par

leur sr-ns ibru te cl dJfferents pH et à Id presence cie cliver" Ions.
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de rnarnrru Ièrvs (33, 48), des isoenz yrncs ont etc clC'crl tes.

KAN S.C. c-t SIIJIJJQI JI (II;?), rl'Idf,t i'j (,U:\, ont p.rr t ie l Ir-mr-n t

purifié ct Glraetérlsé la DHFR Issue de pL1Srl\()r!lllfn Ia lc.ipar urn qUI pr c sent e

une grande ressemblance avec les DHF R d'autres espèces de plasmodium.

PURIFICATION DE L'ENZYME

Les premieres méthodes de purl(l(dtlons dr- l'r-nz yrnc- preconi

saient ell b~nirdl un traitement élU sul l a tc cJe p.otarrunc , une précipitation

fractionnée rar le sulfate darnrnoruurn, une chromatographie dexclusin

sur G 75, suivie d'une chromatographie sur hydr o xytapat i te, carboxyméthyJe

cellulose el Iî >\[ (115, 1+(,).

C'est la DHFl~ de f o«- de [J,)'jJ'l qUI Cl été la prcrruer e

cn z vrne .k- CI' type par t ie l lr-rno nt pur i lrr-r- 1'1 l·tucJJ("C' (30). ()n pouva rt

la séparer de: autres protéines par f i l tr a t ron sur gel sephado x G 75 ou

G 100. Cette molécule a une masse rnoleculai re compris entre 21000 et

24000 daltons. Ces procédés conventronne ls de pur i f ic.atron de proteine

présentaient de faibles rendements ; dUSSI Id possrbili té de rnployer une

méthode basée sur une interaction Importante et speci f ique enzyme-composé

lié de façon covalente sur un support inertc. Dour separer Id proteine

déslr"ce des autres protéines, permit-clic de lac 11111'1 grandement les prepara

tions. La chromatographie d'affinité mise au pOint en 1953 allait trouver

un long champ d'application pour la prcpar at ion de DHFR d'Origines diverses.

L'abllJ1d,][lCT de PUllilc,ltl()ll" 1 (l',' .-r n.m t la pIJlill
'
.a t lll J1 de

Id IJHFI< ut rl i s.rn t la c:hromdtogrdphl(' d'atfllllt(' prouve l'rn t cr ô t ric 'cHe

IT1(~thodC' C'. 1". :~. ~I) qu'clic ','('ffc( Il}!' d '","'Ir dl' '>Olld1(H, bLlttérl('nnc'>

de tissus cJ' an maux.



PROPRIETES DE L' ENZY ME

Quelle que soit l'origine de la I)HFr~ , sa masse moléculaire

sc situe en t r.: 15000 c-t 25000 daltons. Il Iau: <,ouJlgnC'r que la DHFR de

plasmodium n'a été que par tie lle rnent purifiee par S.c. KAN et SIDDIQUI

(42) ; œCI pourrait expliquer la valeur très élevéC' de sa masse moléculaire.

Au niveau de la structure' pr u n.ur e il existe t oujour s une

grande analogie. Il est cependant classique de faire la distinction entre

cnz yrnes bar rer renne s et cnz yrnc s d'migllw'. rie mammifères. Oc plus

l'analogie ('è>' vr airncnt rr-m arquabl o en t r o la \)1 ff Il. de Io rc de boeuf et (elle

de souches L 1210 issues de J'homme.

II nous cl clone: semblé logique cJ'(':\trdirC' lenzyme de Io rc

de boeuf, cor ip te tenu de la facIlité de se procurer cet organe, et nous

ne nous mtere sserons pour notre part qu'à ce ttc macromolécule.

La sequence (fig. 9) comprend, ('lit quatre vIngt Sl:\ r csrdus

dacides arrune s. La masse moléculaire de ter rn mee par sédimentation est

de 22500 daltons le coefficient d'extinction moléculaire de 27280 M- l
- 1

cm . Le t ab kau ri" 5 représente les par.unè tr c-, phys iqucv, carartcr rxt rquos de

l'enzyme de fuie de boeuf.

ACTIVIlT [NZY MA lJQ1Jl~
-_.~---~._.__._---_.- -

La rcact ron enzymatique pe u t <.,r' schématiser commC',;ult:

..~=~... THF .. NADP+DHF + NADPH + H+

LC' rnccarusrne de réduction qUI mt cr vrent dans la rearnon

bIOchImique généralement proposée dans la l rt t cr a t ure est hIstOrIquement

due d HU[NNCCK[NS et \CRIMGC01W (:ll).
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P/\I\Ai\ ETRES PHYSIQUES DE LA DHFP [JE rOIE DE r,Or.UF

22 )f)f) da! tons
- 13

2,0~.lf) s

JO,')3.IO- 7c rn 2 s-l

Coefficient de sedi rnentat ion 5°20

Coefficient de dl ffusion Do20

Coefficient de frottement f/fo

Poids rnolecul. Ire

1/) fi 3

Rayon de la sphère équivalente 19,2 ,\

POint isoe lectr ique 6,8 f)

Act rvi té mo ler ulaire spécifique 57S



Selon cette théorie, la réduction catalysée par j'enzyme

est un processus en deux ~LJ.pes : pro t ona t ion d!' l'azote N
5

du DHF dans

un premier temps, puis attaque nuclcoplu le sur l'a tome de carbone adjacent

sur J'hydrure H provenant du Nt\DPH. Ce raisonnement est déduit des

pr opr re t c s rr-do x générales des to la t cs ('II <oIu t t ou. et Il concorclc égalernent

Jvec les ITIf:'( anisrncs proposes par d' iHJUr'" desl,\ (Ir IlgénLlscs.

L'!

Ulle autre possibilite: est qllC le proton

Simplement cie l'cau.

prov lenne tout

Le problème de donneur de pr ot on c'>! donc loin dê tr e eclarrr r.

Les travaux cie rrucroca lor i rné tr ic de SUr<,RAM(\i'~IAN et KAIIFMAN (67)

sur la DHFR de foie de poulet suggèrent que la r cact ron ne nécessite

pas d' être ordonnee du point de vue entha lpique , mars que l'augmentation

de la liaison du NADPH dans le complexe brn.urr- est dor iginc entropique.

Des études de CInétique par fluorescence et par dia l yse

a 1'(~quillbre28, 48) montrent que ILl D]-fFr~ c xi stc au mo ms sous deux

for mo s m t r-r c-onver t rb lr-s dont Jes pr opor t ion-, rr'iatlvc<" dépendent du pH:

Je \JADPH ne peut se fixer rapidement que sur l'une des deux formes.

L a [)HFI~ utilisée est dor tgtne bac ter renne.

Il r cssor t de toutes ccs etuck", '111" les r oxu l t a t, c:orlCerlldflt

le processus dé' la réaction enz yrnat rque sont plus ou moins contradic toires.

La même ho t arogenei te apparaîtsur le plan pr a t ique dans les expériences

d'Je t iv r t c- e/l/V/lldtlqUC'. Id nu t ur c- c lu rru qur- d,,,, IdilipOliS ; le pli, la [r>r( r

roru que , ia pr-esence de divers Ions ou d'agents dénaturants rnodi f ren t

dl f Ierern ment les resul tats sui vant les auteurs et l' or ig ine de la DHF[\.

L'ur t rvrtc de l'enzyme du IOle de :l(l('uf en par t rculu-r auglllcn

te:' .ivec la Ior ce ioruque du rru h eu ; elle est inhrbcc par les composés

Illel .uuqucs ct prosr-nt e un seul pH dar.t rvr tc- op t uru rrn.

Contrairement a l'enzyme

dont l'actlvltr~ est t r ors ou quatre fOI~

1,( 1 ((l,') \\) )(1'111'" (II,') '\'1), 1.1 lîllli,'

ISSU cie' Plasmodium Berghel

plus uupor t an te en présence de

vo rt son cll'tl\lte dunmuer el) r c scnco (je (C'S r:I!lerents agents .iu x 1T1('rnes



,
,.)

y)

(~onccntrdtIÙn) (/+2).

Notons enfin que Je pH optimum des DHFR de Plasmodium

se situe cntro 6 et 7 (tableau 6).

_.._-~~

SOURCE DE L' ENZY ME pH OPTI,\1UM
MASSe MOLECULAmL

(daltons)

Pladrnodiurn

Knowles: h - ! . 185.000

B ergheJ 7 - 7.2 j 90.000

Lophurdae 6.5 J 03.000

F alc:iparum h. ') 2 J (J.QOO

_.

T Af)LCAU 6

C:ollqxlrulson cie dlhydr%lal<' r(',llle tases provenélnt

de différentes espèces de Plasmodium

,)11 o.-ut m.nnt cnant Cflvlé,ag('r jr", /·tuclc", qUI on t essilY" de

precrser les r:sldus acides aminés de la DHFI~ III ter venant spcr.rf iquernent

dans lact rvrte enzyme. Ces travaux s'opèrent en modifiant par un réactif

des re si dus veClS et en observant aJo"'s les ronsequences sur l'actIvité

C il!. V rn a t 1quc Les acrdrs amine" ronccrlws ',(Jill l'argcminc. le tr yp t o-

lo s resldus Il ypt ct Tyr sont n np l iquc , c.LJlI', Id r cuct ron biOlogique.' ct

donc vraisemblablement Jors de la ha.son des an t rfo liques dont la formule

<'IlIIl1lqUC orr-sr-nr o 1111(' certaine afldlogl<' d\'('C l,' <ubs t r at f)HF. Ces r~',ldIJ<'

Ir'YI) et 1YI' ',()Ill les f luorophorcs <ie 1.1 Illd' 1 ()1111)\c.:( IIIC', Il rlf' <'('ra riOllf

pas surprenant de constater une var ra t ron de Id fluorescence clela DHF R

con soc.ut rve à Id f ixa t ion de la Pyr rrné t hammc en par t rculier , ct en général

des 2.t: d 1am: n (J' py l' 1rn 1d 1ne s.
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Des études spectroscopiques mettant en Jeu les phénomènes

cie f iuorcsc-cncc , drc.hroisrno circulair c ct r(>',(HldrlCe rTlagnétlque nuc/c"Lllre

d'une part et des techniques teJJes que ruicroca lor une tr ie et dialyse à l'équili

bre d' autre part, ont permis soit de déterminer les paramètres d' interaction,

SOit de préciser la conformation de l'enzyme et les niveaux d' interactron,

enzvme-ligand, aussi bien dans les r.ornplc xr« binaires riHrr(-inh,blteur

que dans les cornplcxe s ternaires DHFR-inhibltellr-coenzvme.

Ces e tudes contribuent le plus S()II\'cnt a cc.lair c.ir la disposr

t i on du subtrat par rapport à l'enzyme et les groupements rrus en Jeu

lors de l'interaction tant du côté mar.r orno lcr.u!c que du côté ligand (53).

FLUORESC :NCE

es données de la lit tera turc sont r cs t re mtc s en ce qUI ronr-er

ne les pararn-rtres d'Interaction des DHFR (l'onglne bactérienne et de

la pyr irné tharuine , que ce soit en présence OIJ en absence du coafacteur

N/\lîPI-J.

r3.1).KITTCHEL et al. (3) cepenciant, étudient la fluores-

cenee de DH~R d'Escher ichia coll et cie ses r'ornple:\es binaires et ternai

res, ains: que .a var rat ion en f onr t ion de la t e mpc-r at urc ,

L'enzyme subit une dénaturation rrr c ver sib!e à 45°, Le NAnPH

(':-(ern' un el f -t protecteur VIS a VIS de- cett(' rj('llatllr,1I1orl rn.n s c ont r a iro

ment à daut r es ant i Io li que s comme le \1TX. id !)vrlmètharnlne ne protege

I-"autre par t , des ctllcic". cie i)(,LlrlsdtIOfJ dr- fllJ()rC',(('!I(('

mettent en évidence une transition r e ver srblr- ~l 30° qUI est modifié(' par



le NADPH ou Id PyrimétharntrH'. I_c', dlllt'III') ',uggèrent que la formation

des complexes induit des changements str ucturaux de la protéine.

[)'autres études (h8, ()')) portant sur des mc sures de cine

tiques de fluorescence lors de la Ior rnu t ron (les c.ornplc xc-s binaires de

DHFR de Lactobacillus case i suggèr"ent que les capacités de liaison de

la DHFR sont fortement Influencées par la présence d'un ligand supplémen

taire. Lor" de ILl formation des cornplC':\c" t('rnalrc" cnz ymc--cocnz.yrne

inhibiteur les constantes de dissociation se situent entre 4- 10-
7

M et 7 10-
6

M."

/\UCIIf1 tr av.u l , a notre (O[Hldl',,,lllr e, 11(' ronro r nc- l' mtr-r ar t ron

PYR-DHF[~ d'origine de mammifère.

DICHROI5ME CIRCULAIRE

CI~I~U\JFJ[L1) ()I,SX) Cl r!t"·t('lîTlIII," 1" convt an tr (Ir~ (Ii')',()rliltlorl

de la IJyrlméthdmIne dans les complexes brriarr cs et ternaires de la DHFl(

d'Escher rchia COJI. La liaison de la IJylïmétharnlne avec- l'enzyme Induit

de Jarges effets cotton. Le spectre de drohroisrne Circulaire du complexe

enzyme pyr rrnc thorrune est représenté "ur la flgllre la.

/vpparc mment la Pyrlmétharnl[1(' 1](' peut rnodif icr la constante

dassorr.u ro» cil 1 N·\[îl)H avr-r la I}HFI~.

La harson Initiale de Id !)yrlllll'tharnllîc induit une ar trvi tr-

(Ill ,,,/\lîHP CjIJal,r! le (O('II/.Ylile est

lié au r.ornplo xe cnz yrne-Pyr irne tnarrunc. Cette liaison initiale de la Pyrlmé

t harninc modr l ic apparernrnent le site de Ildlsorl ou la geornetrle du NI\DPH

11« tn.r i -, \'11\, nr- s"III/)I(' pd" él f !('cler [.1 r ()I,',: 1111(' rj';,\"O(Îilt/()[1 dl! rofa,trlJr

à JI enz ym«.

Il l aut noter également que l' inhrbi t ron de la DHFI~ par j.

I~r Pyrlln(;thcll1lln,' n'r-st pLIS accrue pJr Id IJr('illlïlbillltm cie I'r-nzyrr«- .iver

l'Inhibiteur et Je cofacteur, résultat oppose cl (eu:-.: obtenus aver: le me tho

tre xa t c.
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La constante de dissociation du complexe enzyme-pynrnern-g,

tharninc est de IO-6 M . '~1( ,

LA MJCROCALORIMETRIE

Une étude ther rnodynanuquc cie J' m tcr act ron des 10 1ateSj"",,,,,.,
" ' 'r:..

avec la nHF'R de foie de poulet a été effectuée par S. SUBRAMANIAN,. fi
et B.T. KAUFMAN (67). Ces auteurs ont déterminé les var rat ions d'enthal~~1';

piC.

Nous verrons ul ter ieurement que la microcalor irnctrie ne

permet pas deva luer les r ons t antes cie f or ma t ion de complexes dont la

valeur excècie I06 M-I. En consequence, c'est en utt lisan t la technique

de fluorescence que ces auteurs ont calculé les constantes d'équilibre de

- R T log K o t

AB .; A a - T~S, SlJll,l\f\MANIAN et dl. ont P!: CI, déduire les par arne tr c-,

thermocJynamiques rassemblés cians Il' t ab lr-au 7. D'autre par t , i ls ont

calculé le AH cie liaison de ces mêmes comp()sés dans le tampon phosphate

de- po t ass n uu ct Je Tr is , Hel il pl i 1,1/ ('1 d 25"C (t ab lo au X). L'r-nthal

pi. de 11<.1I')on du NADPH avec l'enzyme (",t de - 3,lt keal rnole -1 dans

le tampon phosphate de potassium et de - 4.4 k ca: mole-! dans Je Tris
-1

HCI. La différence de kcal rnole evt l.ublc mdlS signl f icat ivc. CC't

e x.e s mdique une Ionisation du NADI1H qUI pc-r d url proton pour ,,<' hcr

a lcnz ym« sous forme aruonique. Il faut 1101er que les auteurs ont o tudie

la liaison du t'v1TX (2-4 diarnino pyr rrn rdinr-) élV('( la DHFR dans les mêmes

t.unpon-. IJ' D.H de 11<1IS011 du ,vllX C",\ ri" 13,3 k r.a l rfIole-
J

rlilns le'

tampon phos ohatc de potassium ct cie - 2.'1 keaJ rnolc-
I

dans le Tr is-
-1

HCI. Cette différence de JO,4keal mole selon le tampon peut sexplrquer

pa: un t r ans Ir-r t de protons car j'd('tlvlte cie 1., lî/-fFr~ est iden t ique dam les '.
;

'.~

une torC(' IOI11CjIJ(' c" (J.I l't Il' /j,1 i cJc dr-pro t oua t ron

-1
kcal mo le ~l 2 SuC d ver: une force ioruquc de O.
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La différence de chaleur de deprotonat ron de ces deux tampons est donc
-1

de - 10,)6 kcal mole . Cette différence «orrc spond il la liaison du MTX
-1à la DHFR. D'autre part, le pKa de protonation de l'N du MTX est

de 5,71. Le pKa s'élève de 3 uni té ; dans le complexe enz yrne-rnéthro-

tre\ate; ais le MTX re t rent un pro t on (do[1f)(" par le t arnpon) sur son
-1

N parce que la liaison avec l'enzyme sc fait cl pf1 7,14.

~fGANL1 Ka (M- 1) 6G" 1 ~H Dso
kcal mole

j
1 kr.al mole

1
kcal mole

-1
\
1---- ~--~----.- _._------ ---- _._--~--- ----1 ---------~-_._-

N:\ 1)1) 1 1() ') 1

7.2, !2, (, ) ! ,fI - (), (,

3,221 é
-_._~ ------

NADPH - 8,9 - 3,4 18,4

Folate 1,4910 7 - 9,8 - 11,3 - 4 7

lllhydrofolate 7,1410
7

1(),7 11,3 20- - -
-- ---.----- ---------- ----

TABLEAU N° 7

Paramètres thermodynamIques de la liaIson du C()('llzvmc ct des foldtes avec la

dihydrofolalc réductase du foie de poulet dans Je tampon phosphate O,lM a

pH = 7,4 et 25°C

LlG/\ND F~;-r~--;;:~;h;\t r>
Tdrrlp'HI Tr l') r,.7. \:1').! \,\

------------ ---_ ..---------- -- ..
-~--- --~-_.~- ------_._--._..~

F ola te - j 1,"3 . (.-', ~ - 11 ~ 0,2

Dihydrofola te - 11,3 f f j • "3 - 11,4 ~ IJ, 5- -1--.

NADI")H - "3, Il , (J,7. 14,'4 . (),7.
'--------_._--_..- .-----

_.
f--- -- -- .-

NADP~ - U,6 j f.J,2
-

Les enthalpu's de !lalson du folate et de sa forme réduite, aInSI que du coen

zyme et d'-2~_ farInE' oxydée aveC' la DHFR diE. coll dans

I<'.~_L Il' Il)( >11', I~1l1SEI.!..,,!_<:s rie K_:~ 1__1r.'.1 ri', 1f ( I, 1>!J ~~':1 ;; 5°C.
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L/\ RESONANCE M/\GNETIQUE NUCL"E/\illL

Peu de travaux font etat des in teract ions de la PY l~ et

des [)HF[~ d'origine bactérienne.

Cependant, il faut no ter que C:UCC 0 et al. (23) étudient

par RMN du 13C la liaison de la PyrIrnéthélfrllrle et de la DHFR. Le C 2
, • J "3

de l'hctero\'ycle est enrichi au C.

ppm ('1111'(' Il' ri (' 1Cl for m c Il br (' r' tic

C 2 de la [orme lIée est dLI a J'effet o lectromquc du groupement carboxy

lique qui Interagit avec NI avec une contrJi)lltion supplémentaire due à
UIlC h aison hydrog<'lle engag(',c par le- grlllJpr' Nil; ('11 7..

Les variations des valeurs des pKél ne suffisent pas a rendre

compte de di f f crences élevées ober voe s pour lc', constantes dassocrat ion

des dtffcr'('Ilts composés é tudtés (P'r'I<. MTX).

La dialyse II l'équilibre a petïÎll~ a f\.[~. P!\TT rSHi\LL et

,11. (4S) cl (' rié t (' r u1ine l' ]' a t [In i t é cl e 1cl IWl' 1rn é t I" 1 ln ln (' po U l' je c, de ux [0 r mes

IfîtcrCOIl\CI'tlhj.-" (j" Li 1')1-11 1< d'[',cilclîl Ille! (011 '['1']1<, or rt ',épilrr·c",.

La liaison de la pyr i me t hamino rl,InS les cornpto xes ternarr cs



La Pyr irnetharrune n'affecte pd~) la liaison du

37

NADPH

avec la DHFR dans les complexes ternaires.

Les constantes de dissociation et le nombre de sites pour

chaque espèce sont représentés dans le tableau 'J,

[NZY,'v11~')

PARAMETRES
El E2

-
Complexes binaires

Kd (nM) 5 47

n 0,/+ 2 0,5 1+
-,

Complexes ternaires

Kd (nM) 4 45

n 0,34 0,5(,
---- '-------

TABLEAU N° 9

Constantes de dissociation et nombre de sites de fixation

ck- s [)l-Irl~ d'[schcrichla coli .tV('C Id l'yrlrrlc:tlliHninc
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6. Enfin, des études de cinétique enzymatique ont per rrus

a S.c. KAN etW.A. SIDDIQUI (42), après avoir séparé les DHFR de plasmo

dium et d' Aotus trivigatus de d~termil1cr le" rons t antcs de MICHAr.L1S

(Km) du DHI:" et du NADPH pour J'enzyme éW)"1 que la constante d'j nhibi

t ion (Ki) pour Ja pyriméthamine (tableau JO).

te de Michaclis du DHF et du NADPH pour les dihydrofolate reduct ases

de différentes espèces de Plasrnodrum. Les Km (constante de Michac lis)

du DHF ct clu N/\DPH pour la DHI-[< rill Ilj:l"rnodillm sont super rr-ur s

à celles d'autres espec.es. Ces résultats sont r('surnés dans le tableau ri" 11.

-~- -

SOURCES D' ENZY ME
Km DHf- Km NADPH Ki de la

(fJ M) (fJ M)
t~fluM

Plasmodium Ia lciparurn

Souches résistantes 21 J() J, )

souches sensibles 18 17 2, j

I~o~'des 'ouges d'Aotus 5,1 J 3,6 25()fj

TABLEAU N° JO

Const antes de Michaelis et d'Inhrbruon du LîflF et du NADPH pour

la dlhydrofolate reductase de différentes souche" de PlasmodIum et des

globules d' I\ot u:-. t ri V IgLllllS
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----- ---] --
~Oljl~C[ ru: LTNZYME KITr du 1)1Il K rrl du N!\i}PH

(Il M) (~J M)

Plasrncdi urn

K now les: l 1 1

l\erghcl 3(,

J
l, 3

Lohpur dce 14 la

Falciparum 21 16

TABLEAU N° 11

Constantes de MlchaclJs (Krrl) clu I)I-fl ct du NADPH

des DHFR de différentes souches de Plasmodium

EN CONCLUSION

On peut dire qu'aucune étude d' interact ion n'a ete rea lisee

entre les DHFR de mammifère et la Pyr rmé t harrunr-.

La PY R semble tres di f ferent e dans son comporternent

VIS a VIS cie Il DHFR de bactérie' ou de Pf asrnodrurn dr-s autres ant i fo lique s

tel le lynx.

LLl PY R a une af f iru té pour les de-ux formes intcr ronver t rbles

de la DHFl<, cI'[~clwrl('hla coll.

"
I~.j :
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n,1rlO, cc chapitre, dprf", "VOir ,,(jI1Iil',né l' m t cr ê t pharmucologl

quo et broxlurruquc de notre t r a va i l, nOIJ" .iborderons Je côté technique

de notre étude, les appareils utilisés lors de notre expérimentation, les

produits cornrnorcraux employés dont la purr- tr- S' cst avcrce suf f isan te

pour nos préparations. Nous développerons plus particulièrement l'extrdctjo~;

et la purification de la dihydrofolate r~ductase d'origine bovine.

Nous exposerons ensuite 1I:'s <1<:'11> méthodologies qUI nous

ont permis de mener à bien j'étude de la f ixat ion d'un antifolrque cl la

DHFR, nous aborderons le mode de xplo i t at ion des données expérimentales

et nous conclurons par les résultats que nous discuterons.

Remarque

Pour rester conforme et pouvoir nous référer à des publica

Itions antérieure, du laboratoire concC'rnant salt la fluorescence, SOIt la

rrucrocalor nnc rr rc, les symboles h t t eraux ut rl rso: dam les deux méthodes

1 d' . l 'd 1pour esrgner a concentration en me ir.arnent et en cornp e xe seront

l 'diffe-rents.



I. OI3JET nu TRAVAIL
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donc, d no t rr- connarsaanc:c , aue une vale-ur (Idll', Id li t t crat urr: concernant

les paramètres de liaison de la Pyr ime tnarrune il une dihydrofolate réduc

tase de mammifère, aussi bien en l'absence qu' en présence du cofacteur

N/\DPH. [t,mt donné les différences mises Cil ("vidcncC' pour le- triméthopri

me (7) de ces paramètres de liaison avec les enzymes de différentes espèces,

di Iferenr-cs qui conditionnent aussi bien l' ac ti v Ité que la toxicrte du produit,

1/ nous a pdru important sur Je p l.u: pharrrliJ()loglqlJ(' de détermllwr les

va lc-ur s rie Id couxt an t o d'of I ini t c- et (Ir' Id v.u l,,' IIHl ('rJthalplf[lH' de l' IIJt(:r<J(

t ion Pl' r~-lîHrF de mammifère en présence ct en l'absence de N/\DPH.

NOl!" avons choisi COI1II1J(' o n z vn «: la lîHFf( (le f()I(' de bocul

dont la tccluuquo de pur i îica t ron p.ir c:hruilldtographie da I f iru t e cl été

mise au point notamment par KAUFMAN (44).

Tou/ours clans un but plhlrlllc\( l'logIque, une- c.ornpar aison

avec les par arne tres de fixation du MTX (de tcr rrunes dans les mêmes condi

tions) utilisé comme anticancéreux du f art rie sa fixation sur la DHFR

humaine et dont la toxicité est importante, a etc rédll~)éc.

Par ailleurs, dans un but plus fondarnenta l , la r ormats sanre

dc l'ensemble de" pararncr re s thcrllll)r1Ylldlll!';11C''> (le l' m t r-r .« [lori [Will

nous re!lSclglîer sur le t vp« de forco. engagec" dans cette liaison (-'t sur

le carar i er c dominant enthalpique ou entropique c1l' celk-ci.

1)(''> (;tucJc::, de cot upo t : t 1011 .r , ,'( 1(' \1TX nou, 0111 p,orlilis

daborder le site de liaison du rne dicarnr-nt dV('( l'enzyme.

Lllllll, Id v.ir ia t ion cL.1I\'> le tf'lllp''- ri' IHW p.ir t (ir' pdrdll\C'tr f o"

de' liaison de'> cornplexe s binaires ct t er riarr cv, d'autre part rie l'oC t rvr t o

de l'enzyme ,:ondltlOnnée par la I or rna t ron du romplcxc t er na rr o substrat

naturel (lJHF) cofacteur (N/\OPH), enzyme (D~(fC[<), nous cl rC'nselgnC: sur

le rôle JOlI(' pur le "oenzyrne.
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De même, la comparaison pour une même préparation enzyma

tique du nombre de sites et de la constante d'affinité pour les complexes

binaires o t ternaires, permettra de me t trr- ('n évidence une éventuelle

cooperativi te qUI a été découverte dans le (c1S du Triméthoprime (23)

et du Mcthotrexate (J4).

Pour rc.rtiscr l'en~erTlb1c de (C~ ()i))cctlh tant pharmacologi

ques que broc hirniques, nous avons tout d'abord rnis au point une technique

de pur if rcatron de la DHFI< de foie de boeuf directement Inspirée de la

t c-chm quc de I<AIJIMAN.

NOLIS avons ensuite ut i lise deux t erhniques d'étude des int er ac

t ions moléculaires qui sont l'Inhibrt ion de fluorescence et la rnicrora lor i

métr le.

La prerruere de ces techniques 110115 a perm!'> pour chaque

preparation enzymatique de déterminer les contéJrltes d'affinité et le nombre

de sites de f i xat ron sur la protéine. La rru cr oc a lor rrne tr re nous a perrrus

de de t er rrunc: directement la var iat ion d'enthéliple et lexistence d'éven

t uc llr- s compétitions. Cette même t crhru quo (diorimétrique permet égalc

mcn t dupprr-hcndcr le nombre cie 511(':, cJe l rv.r t ior: C! les rapports entre

les constantC's d'affinité de de ux cOlTlpetlteur". CCCI a donc constitué

un contrôlf> clC' la cohérence des dE'UX tcrhruque-. ri' ptude uti 1isee s.
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2. APPAREILLAGES ET TECHNIQUES

APPAREIL LAG[,)

- Les mesures de Iluorcs: c-nr:c- on i l,té rl~i1lisée~, grâcE' LI un

spectrof luor irnètre KONTRON S.F .M. 25 à cuves thermostatables indispen

sables étant donné la grande sensibilité de ce processus de luminescence

VlS a VIS de la température. Nous avons r cpor t o <ur la flg'!rr' n° J J le

schéma de pr incipe de cet appareil.

La source et une lampe au Xenon de 150 \ViJtts.

La correction à J'émission est assurée par l'Irltc';rnécJiJlre d'une photodiode.

Les monochrornateurs couvrent une gamlTle de FJ'j a 800 nm

Les éléments diffractants sont des reseaux de f inis par 1200 traits par

mrn ,

Le porte cuve est therrnosta te par un svxtcmc de r rr cula t ron d'cau.

La lurn ier c de fluorescence émise par l'écharltlilon cst recueillie sur un

pho t omult iphc.rtr-ur l~ 212 (200-600 nm ).

Le contrôle des opcr at rons s'effectue pdr !'1I1t('lllll'cJIJlre <Je t r o rs rrur.r opro

ce sseurs. Il est ains: possible soit de chorsir J. priori la haute tension d'ali

mentation du photomuJtiplicateur et donc sa "('rlsibilité, SOit de calibrer

l'appareil de façon a ce que la fluorescence du produit cor r ospondc à.

100 sur Je digit ce qUI facilite lenrcg istrcrncnt i,iC'lne écheJle sur l'enregis

treur, la déduction automatique du bruit de fond mesure sur une cuve

Ile contenant que le tampon o st égd/<'rrl('llt I"'·,ilisdble. /),111') no t rr- CCl'),

cette operatic n pcrrnc t t ait de corriger no ranuncnt l'effet {<aman. ,\Jous

avons préféré' utiliser la pr ernrere des so lur rons , c'est-à-dire chOISir la

t<'Il"1011 cI',liI1l1<'IllZ11If"l clii P.M. qlll v.rr i.r r I ri,' 'i ',', il 'if)!) volt". I\J()\J~, <l'IOn',

ci'autre par t "ystell1cltlquelTlcllt ITWSllrC ic "1)1111' cie tond" "lit" le t ,][1 1pon

dont toute" \(''' rllC'SIJl-E'S ont l'té corrlgcc".

llil cllrcgl"tr"llr \V \V (-,(JO TI\I~ 1< -\N '<'llpl'"' ,1'1 "[J('c"lro[JhotorrlC'trf' [wrrrJC't

l' ('llI'CgIStl "111<'111 Cil", "p('("tr('~"
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1. Lam pe X er-on
2. Len tr lle
3. Fente d'entrée du monochro-dexr i tat ron
4. Beam splitter
5. DéreetE'ur référence (photo dro do )
6. Reseau (o xc.i t auon)
7. Fente réglable (sortie monochromateur C'\TILltioll)

8. "Chopper"
9. ,\~ 1r C1 1r pl a Il

1 (J. Lel1111 !('

J 1. Cuve CCI1<1[1 t i l lon
12. Lentille
13. Fente réglable (entrée du monochrornut cur dcrni ssron)
14. Réeau
15. Fente n'glablc (sor t ie du rnonochr om.ucur (!'(;rnl')~I()fl)

16. Pho tomul nphca teur
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Les mesures rnicroca lor rrnct r iquo s ont été effectuées sur

LIn f luxrnc tr c à circulation (13iOilCtIVity Monitor) r oro rn rno n t comrrlf'rcia-

hse par la soc.et é L.K.B. (fig. 12).

Le ca lor ime t r.- comprend quatre module-s r.ons t i t uoos chacun par une ccilu

le cie rnC:I'::lilgc cl lHIC ro l lulc cie rd(;rel)lf' (lli~. I-\).

L'ensemble est Immergé dans un bain t hcr rnos tatc de 23 h tr cs dont la

stabilité thermique est supérieure à 2.1 0-4° C sur huit heures. L'intervaJle

des températures d'utilisation est cornpr is entre 10°C et SO°C. La durée

de stabilisation lorsque la température var re pdr exemple de IU"C à J7°C

ou inversement, est de l'ordre de 12 heures. La vitesse de chacune des

deux pompes (J'une pour le CIrcuit proteine et j'autre pour le ligand) precorn

se par le cons tructeur est de 20 ml/ho LJ ',l'll'lblilt/' des cjr;t('cteur', 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 ~w

a 3000 uw/pleine écheJle. Sur l'expansion d'ér:heIJe 10 ~w utilisée pour

les enregistrements des figures et pour un cJébl t de pompe global dc I,e
ml/h, le bruit de fond est de J'ordre (Je ' j (J'V ct la stabrh te de la ligne

de base, SI Ir ulle cilJrée cie huit heurC'~" (". t <,1 li J(' rieure a 4 O,3 IJW. fl our-

Id\()rlsef l ' /1() Il )U g l' r l(' 1Sd t lU li cles r (',LIC li 1 \. Il' (1ldlllC'tre clu tuyau il j'cntrc',c

de la cellule de méJange (vol. '; 0,6 rn l) prC'sC'nte un re tr ccrssement de

j à 0,2mm.

L'uppare rl s'avère, de ce tai t , c x tr ôruc mr-nt \C'nslbiC' aux bul les gal.cu

ses qui pourraient éventuellement obstruer la (TlluJc: il est rndispenvab k

de dégazC'r lr-s réactifs avant leur utilisation.

Les dosages spectropho torne tr rqucs ont été réalisés sur

rophotornètre d'absorption UVIKON 820 de la firme Roche Bioe lec-

runique KONTl<.Of\; el dont les cuvc , sont ("gdlerTJeflt t hcr rnos t at ab le s,

qUI est Indispensable pour les mesures d'urt rvr tc enz yrnat rque operant

le CclS avec une lampe ~l hLlil)gènC' pour Il' domaine du vr-rb!c.

llI1C i.u npr- ,1 dcu t c r rum pour l'II11rèlVlolr'I,

. I\JOUS avons ajusté le" pH de no" so lut ions a j'aide d' LIn pH

Tè-\I"llI'-,,,('1 de t ype 1) ()O à C:I('ctrode de '. ('ITe combinée t ype T.f\.C.



I~dlfl d'cau

r-
uaIlle métallique

12

Lampes

1\ if ichdgC cJigi tal

/ Echangeur de chaleur

//

Ampoule en .
stable posrt ion

i [__-------Cylmdre de mesure

!1

1i
i 1

Q~
Il Pompe à cau

, 1 !
~.

-.; '~.Module de contràl~
clectr oniquc de 1- ~
t ernoc . Clernpcr aturr-

LE LK 1\ 2277 mlOACTlVITY MON1:rC)I( )



ENTI<' EE..

SOR TIE

t
ENTREE

CLLlIJLL Lk
MESURE

[LU;1ENT
f' f~L[ TrEP

------- CELLUL!~ DL
Ml:LAN(f~

[) ET1\1L [')1 L 1\ C [ L L li L [

\'y'\TI \1[ [)[ i\1E.L:\NC[ !1[ 1 U '"



TOlites les chrorTI<:1togr,lr~lI('s I)IIÎ ('te réalls0C's a débit

contrôlé glclC" ~l ck-s pompe-s nurroporjx-x L.I( .11. 21 37 d<Jn~> rie". CO!I)[IIW';

de diamètre calibré a pistons ajustables Iour rue-, pclr I)harrnacld FIne Chcrru

cals. La col lcctron des e luats est assurée par un col lor te ur de fractions

LK f1 2112 [<e<iirac et le diagramme des mesures cie dons: té optique obtenu

par un détecteur L.K.13. 2138 UVIKORD pourvu d'une lampe ernc t t ant

a 206 et 280 nm et d'un filtre Interférentiel permettant de sélectionner

la longueur d'onde de 280 nm, et enregistré <ur un ellreglstrcur SEFH AM

de type S[[~ VOTI~/\\.=L

- Un système d'ul traf i ltrat ron (\ \1ICOI\J muni de membrane

Di a f lo Y MIO qUI retient les molécules de masse moléculaire superieure

à JO.OOO daitons, nous a permis de concentrer les solutions protéiques.

Un lavage abondant à J'eau dis tillee assure le condr t ronnernen t de rnernbr anes

suppr iman t lil ('OlIChe protectrice de g)yr(;rmc.

- Toutes les centrifugations ont c t e réalisées a l'aide d'une

centrifugeuse réfrigérée HERAU5-CHR 15T-ZET t\ 20, munie d'un rotor

angulair c po r mc t t an t de t r ai t c r en une fOIS l,'):> : l' r o ((, x 325 ml).

- Le broyage du fore de boeuf ..:l ete ré<lllsé dans un rrn xer

\Var mg B lendor.

- La preparation de la DHFR cl ete pour suivre en chambre

\fj Seplldro:,C 4 1). Seplldcl('\ (". IJI.\L \ephdcel ('1<1/l'nt

des produr ts cif' Phar mar r.: Fme Che rrura l.

HTP.

1 (' Ir-I,;·hydrt)\YIIl('thyi dllllll"I""II'>lI\I' (Tri',). l'/·tll)'/(,I)(·

diarrune t c tr aacct ique ([liTA), le sulfate' d'amlll(HlllJln (Nfi
ll

)7 ')()/
".
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Le mercapto-Zce thanol (HS eH 2 CHIO), larnrnoruaque (NH
4

OH), le chlorure de manganèse (Mn CIJ, le sulfatc de Zn (Zn 50't)' Je>

chlorure de sodium (Na en, J'acide chlor hydr iquc (H Cl), le dipotassium

hydrogénophosphate (K 2HP0 4),
Je po t ass iurn dihydrogénophosphate (KH 2

PC\)étalclll des produits de qualité ILP. Nor ru.i pur Pro l.ibo ,

- Les produits FLUKA tels que' !(' mer thio la te , J(' N (3-DIrnc-

t hyl-umu ropr ophyl) le N ' eth yI carboc!irlllcic cie quallu', pur urr: nous ont ~

dorme cn ucrc sau sIact ron.

- Sigma Chc-rruca l (:'Jmpdny flOII" ,j f our ru J' dt:ICjc> dJllyciro-

folique (DHF'), l'adenine drnucléotide P ruco t murrude diphosphate (N;\[)PH).

IJ faut enlever l'alcool du NADPH en l'évaporant.

- L'acIde acétique glaCial ctart UII rl'L1etl1 Cd.rlo-Lri)'l.

- Le laboratoire 5PECli\ nous a gracrcuserncnt fourni la

yr rrnc tban unc-, a ms: que JC' rne tho trexa tr- cil' pur c t o proche' cie '75 % qUI

a subi une purification supplémentaire suivant la méthode de JOHNS et

TI LI LOO (tableaux j 2, j 3).

En l m. nous avons Isolé cl pur if ir- \.1 !îHFI< cie f'.JIC GC' h')("lf

SIJIVé1rn l.: méthode de I<AUFMAN o t KU1E1Œ!~.



I)Y I~ IME T!II\M INL

Caractères generaux conformes

Réaction dl identité conformes

Limpidite et coloration conformes

\'1étdUX lourds con formes

IJerte à la dessrcation 0,10 p. 100

Cr-ndre s sul fir iques conformes

'lr t r « (é,lll "('(.) ')'),(,') 1)' IV)

Corirlusion 'Oll[orrrl('

TABLEAU N° j 2

)0



METHOTREXATE

Caractères organclept rquc ,

ide-nt If lCd t ion

Eau (F ischer)

Cendres sulfuriques

Tl rrc (sur sec)

Conclusion ron lor n«:

T AL) L E/\ l '''1'' 1 j

Con formes

6,7 p. 100

0, () 2 p. 1o()
If)I,? p. !()f)

5]

Frrhe ana l yt i quo du '\~TX ('->l'fCII\)
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METHODOLOGIE

PREPARATION DE LA DIHYDI«lfCOL·,\-j [ REDUCTAS[

Nous avons pr rs comme r c tcrcnr c- id méthode de KAUFMt\N et

1<[MEI<[I< (il/il que nous avons modifiee cl notre (()l''icndncc.

Ce t t e préparation comprend plusieurs chromat ograprues

successlvcs basées sur des pr mcipcs tout il I a rt dll férent'> : ,hrornatogrilphJ('

da If uu t c, filtration sur gel, chrorna t ogra pluc sur l rydr o x yla pa t r t c-. Le

problème Initial qUI se pose est d'Isoler la DHFF< a partir d'un extractif

de foie de boeuf, très riche en protéines diverses. Cette étape doit don,

presenter un caractère très sélectif et est dSSIJree par cnrornat ographic

d'affinité. Cette technique relativement recente et largement ut ilisee

pour la oreparat ion de nombreuses macromolecules biologiques repose

sur l' mt crar r ron très Importante et "pécifiqw' r-ntr r- l'enzyme a l',olpr.

la DHFI< et Uil Inhibiteur, dans notrc cas le rno t hr o t r e xat c. IUI-rYlérne

jlé de façon Cl .v.ilcnte à une matrice Insoluble.

Lu .olonnc absorbe don. . qUdlld on Id charge, l'ell/yrrl('

cl preparer.

L'x-Iut rot: tOl11 .iuss: s,x~clllqlJl' ,",1 drrtrJrc,-'e par 1J[î(' ',()jlltIOf)

concentr ce d'acide dihydr o tob que capable de' Sc' Ir xcr également à la [)HF[<

quoique de façon moindre et c'est le rapport clc concentration entre \1TX

ct DHFf< qUI détermine la désor pt ion de la IJI WR, favor rscr- par le pH

chOIS! ct la f ixat ion du MTX sur la rnatr ice.

Cette chromatographie daf f irut« e'>t SUI\'JC d'une filtration

sur gel .r tm d'éliminer des protéines de pord-, Illoléculdlre plll<' elev(; que

la Df-WR qUI. 'TldJgré la sélectivité de l'étape precédente. serarcnt présentes

dans l'éJudt de la colonne daf f irnte.

Ln Lr., le passdge sur hvdrox vl.rp.r n to permet cie sepdrer

cleu\: pIC~. l'Ull corresponcJan1 3 Id l)f-jJ'I~ Isole(' cllors CjIH' l' .iu t rr- rcpré'oente

l,' ('( HIll) 1(, " \Î fil' 1<- !'H-W .

La préparation et le COJî(II(IOfllîCIJ1('~lt de Id colonne d'dillil/\!'

consn tucn t donc clos etapes essentielles pour l' isolc-rnr-nt de la [)Hf~r<.
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Réalisation de la colonne d'affinité

- Principe

Il repose sur la formation d'Ilfl dérivé w-arninoalkyl par

la réaction d'une alkytdiarrune appropriée sur de larruno-he x y! Scpharose

4 B, Sepharose préalablement activee au bromure oc cyanogenc cornrncrciali

sée par Pharmacie Fine Chemicals ct coupbge par liaison covalente du

Iigant MTX dUX groupernents arnincs libres de J' \11 Sepharose [4 ,~ constituant

des "bras latéraux", par l'Intermediaire de Ior ma t ron de liaisons pep tidrques

en présence' de carbodiimide.

- Protocole exeérimental

Pr a t rque n rcn t , la c.olor «. cJ'dllu'II" (Je /'(j r.r n fle hdlJtCUf

et 2,S cm de diamètre nécessite lut i hsa t ion de 22 g de Sepharose actrvee

mis a gonfler quinze minutes dans un bêcher contenant 200 ml cl' eau

distillée. lin I<IV,-l~(' sur verre fr i t t o C, ,,'c'ffr'( !ll" ilV('( Il,5 de chlc.rIJr('

de sodium O,S ~' et 1,1 J d'eau à pH 6,5 afin de lirnincr tous les additifs.

DMiS un mor uer on pulvérise O.) \~ de MTX que l'on di ssout

dans 50 ml de chlorure de "c diurn 0,1 1\1 (quclquc-. i~outte" de po t avse normale

ajoutées préalablement perrnet tent une di sso lut ion rapide).

un

ct

Le mélange

rapport volumique (J

L1Ve'C prr-caut ron a nn

MTX, /\H-Cjepharo',(' " 1'> est alor s réalisé' clans

4) très lonternent , en agitant manuellement

n'éviter toute do t or r.vr.i t ror, rnécanlqlJ(' des bras

Le couplage par j' m t cr mr-dr.ur c- rie' car bodurrudc ct l.cu par

addition cl qurrizc minute" d'intervcdlc et Pil \r'lI" tr uct ioris oe' 1,5 g clf'

l , o t hy l \, di mc t hyl a m mopr o y l CLlrbodlllf'lri, proa lo b icmr-n t so lub i h so s

dans de j'eau distillée. Pendant rette opcr at ion, le pH est maintenu il

(" ') par .iddi ti on (~v('ntu('JI(' d'HC:! (N) j'd' l'Ilt~ o st ensuite' abalsséc',

une ho ur « clIX('s • .J ILl tUI de j'JekJltlol1 cje 'drlJ)rJjllfllclc' ~) pli f, (·t ILl

r cac t ion sc pour sul! pendant deux heures J rcrmx-r.rturr- .irnbrantc.



La suspension est filtrée sur

avec 50 ml d'eau drsti llée.

vr-r r e fri té G 1 et lavée avec

Le gel arnsi conditionné de r oulcur jaune orange intense

est de nOlJVCôU r rnr e, à deux r cpr rso s respectl\f'lfient il Ilalclf' des so lur roris

SUivantes :

no ml cll' Nil (:1 (1 ,\1)

500 ml H 20 dl:->1IIIC'c

250 ml K 2 HPO
lt

(1 I\~)

PUIs 500 ml H 20 dt s ti l k-r-

250 ml K 2 HP0
4

(J M)

JOOO ml H20.

Les filtrats sont conser vc s afin rir' rlc~lerll)lnr'r ,,[),'rtropilr)to-

rnetr rquernent les quantités de MTX qUI

la densi te optique a 1- 302 nm (é

(f: = 23000 M- i cm-I) dans KOH 0,1 N.

norn pas réagi par mesure de
-1 -1 '22 ! rj t, ,\1 CI n ) cl" 257 nm

On évalue à 60 % la quan t i te cJe Ivnx couplé salt environ

la microrno le s de ligand par ml de gel conr:!tlonné. I_c gel est ensuite

mis en suspo nston dans du t arnpon pl rospha t.: 'il' POt<lS',JIHrI (KH/P(lU) Ir)

mlv1, pH 5.6 pUIS versé dans la r o lonne sur '!Ile hauteur de 20 cm pour

un di arnc tro ch> 2.5 ( ln,

[n dépit d'un lavage impor t.mt , Ji s'avère que du ,\lTX non

lié peut rester Ior ternent adsorbé sur jé! Sepharose ; ce V\TX serait désorbé

lor:-, cie 1.1 ti xa 1101\ des pr c-rni cr-, e:\1 r.u l : ri,' 1111(' r (!III ro,1,1111 Il ('nzyrrJ(' ct

cnt r ainer a i t UI1 rendement de pr epor a t ron Luble jure-, cie Id prCITllcre 11t111SJ

tlOI1 d'une .o lonnc d' af Imite Ir aîchomcnt condi II, "lIlCe.

lin pr c tr .u te mc-n t de l a (UIOfllW " 1'<lI<lc CI'\j/lC ',Ollilion conr.cn

tree d'acide folique (0,5 g dans 5 ml de tampon K 2 HF)ü rno larre en rru he u
4

basrquo ) po r mc t cJe trouver un pa luo t rf ,

!)CU\" rJnçiJgc:-, SUI vent 1 (J') ! 1il 1< li 1)U (\\ )
Ü

1111 l''':! l, ') C\ (r). 1 \ 1) ..~
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con t c-uan t 1 M Nd CI, pli

potassium (KHz P0
4

10 mM) suffisant pour quo /2 densité optique de lc lua t

soit pratiquement nulle d ~ 280 IHn, pr('IIV(' de labscnco de i'v\TX en

e:-:cès susrc p trb lc ,le sc clé'sorber lor, rk- l'é'IIIII(111 de la ro lonnr- d'affinité"

La purification de la DHFR par chrornat ograplue da I l rru te

peut alors être rm se en oeuvre. Les di rncnsrons de la colonne permettent

de traiter une quantité de foie de boeuf d' uru- di z.unc de ki lograrnrnc s

par fraction de 750 g avant de procéder à le lur ion.

Après cette dernière opcr a t ron, Id colonne daf Irrute peut

être régénérée par lavage au tampon Tris (/OU ml, 0,2 M), et rinçage par

un Ittre de tampon phosphate potassium 10 mM, pH ::: 5,6.

La conscr va uon entre cleu:-: rlldlllpuL.ltlollS de pur r f « ,d/Gr'

necessite la presence d'un agent bactcr iostat rouc- convenable C\1erthlolate

d 0.02 "{,) ct une tc rnpcr a t urc de 1)" C.

En ce qUI concerne les deux autres colonnes de c:hromatogra

phie utilisée, nous préciserons dans le mode oporatoire les méthodes r lassr

quo s de coudi t tonn cmcn t du gel SephadexC-7S d',',llrdnt Id chrOlfléltogrdpfll('

d'exclusion, et de I'nvdrox ylapat i te dont le meraiu srnc de séparation corres

pond à une adsorption très particulière. JI S'dglt E'n Ia r: d'une mteractron

SOIt de groupernent s chargés négatIvement (aclrie ('arho:,yllqllf' l't phosphate)

avec: les Ions Ca" en surface des cr is t aux, SUI t des groupements charges

post nvernent avec les Ions phosphates de l' hydroxylapa t rtc. L' é lut ion

qUI s'opère avec un solution de phosphate de potassium n'est pas provoquee

par lin e tf c t de force IonIque; Il Y a Cil Iru t «Hllpétltlon c-nt r o les cdtlons

et la substance chroma togra phrce par une mtrr.ir t ron préférentielle d\C(

le'-, 10llS rilmpild!c'i ries lTlstélU:-: dhvdrox v iapa t it c.

/vvan t de décrire ave: prc-c.ision i(") c tapcs successives d' I:)old

t ron ct dc pur i ncat ron de lé! I)HI~R, Il nous <r-mb!c logIque cie prcrrscr

les nmdltlons de lcssa: enz yma n quc (jlll nous ,1 permis de ron t r ô ler tOll',

j('S 'it"r!c', (1<' no t rr: '1I<'t/l()d('.

, ,
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Méthode de dosage enzymatique

dar.t i v i t c cnz yma t iquc- rj(, IJIfFI<. c',t defllllC r ornrru-

la quantité d'enzyme qui catalyse la réduction cf une rrucrornolc de substrat

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

Nous avons realise less.n enz ym.i t rque par spcr tropho tome

trie UV base sur- Id diminut ion de densr t o optique' lors de la tr ansfor rna t ion

du NADPH et de l'aCide dihydrofo liquc (fiHF) rf".,(l("'tlvemcnt e-n N,,\npl o t ,:widr

t o tr ah ydro lo Ia t o (lI 11') en p,-ése'ncc de I)ffl'I<'. 1_,1 var r.r t i on cJll COCfflr icn t

.' -1-1
de x t mct ron rno k-cularr e ÛE est egaie Cl 12300 \1 cm .

Lo s condr t rons du dosage sont IJlI (111T1prOrTiIS entre le-s rrwtho-

des de KAUFMAN ct MATTEWS et sont le'> surv.mt cs :

MIse Cl incubat ron pendant deux nunutos ~l 2g"C dr

2,5 crn ' de tampon t r rs-rna le a t e,

0,2 crn ' d'une solution de mercapto-éthanoJ 0,1 1\1

(dans Je tampon tr is-rnaléat e),

0,03 r m ' N/\DPH 4 rn M,

0,1 crn ' DHF 2.2 n(v1 (contenant du rner capto-é thanol 0.05 1\1).

L d 1'1' (i C 1 1\ Hl , • S 1 en SUI t C' Il', 11If' (' : ), 11 1c) 1J 1 (l' (' n /. yrr1(

tique de Id rcart ron est unea rr e.

1 él (1 n, '.

L'urial vs« dC' ccttC' r mr t i quc- ','('['C('tl](, pour vingt pom t,

cie mcsurc- (c ycle Il 20), Je t cmp , cnt r c clCII\ po m t, de mcsur« ct arit

I i xe à 0,1 minute (cycle t irne 0,1 rrunute ) ct le temps de mesure sur

chaque point cor r cspondant au temps d'enre'glstrement graphique (dwe l]

t une ) cl 2 s('condcs.

Le programme utilisé sur l'UV1KUi'\: nOLIS donne' t r oi s résultat'>

d'analyse : ar.t rv r to , cocf f irient de r or r c lat ron ('1 IcJentlflcdtloll d('s P()lf1lS

de' rncsur o IltlllSr'., pour (,e' (','Icul (fIgure' ri" III).

l'Il t rr-nt cornpte dun factr-ur de l ,)!1('entratlolî (cor1<cntratlotl

Idclor) (kl('llllI11r P"! le r.rppor t :



Do

0,09

0.08

14

57

0.07

0,06

0,')5

0,04

0,03

(),02

0,01

1
1

1
1
1
1

1
1

1
1
1

1
1
1

1
1

1
1

1 =:

1 _ '." :':".
~: ::. .... ' ~i,:l, c_-·

-:.1 :' ': ceT . __
_~"l ',~ ~_

': .; :, J . T"":_ l

:- ~ ~ ." l '., .' t-

: : ',' ...r1 )

.' ,

l ;. _ '

.: _~I .... l:

2

Te m n c, (m n )
-+------------------ .._---~

<1

UNE IIQUL I~N='l'v'/\ 11\." 1



Volume ('SScll (ml) '\

1 -] , --- )

6t(M CITl ):\ qu.m t i tr- ('Il/YIII" (1111)

, '
et exprrme en M.cm.

pour pouvoir .I.sposer de la meilleure e xpansion cI'éch('lle ci'('nr('gJstr('11It~nt.

L'addition d'EDTA (0,02 crn ') 'j,IL rTlv1 ('''1 11ert",ScllrC' pour

je'S essais anter reur s a la chromatographie' rl'clfflnltr" (!fIn (l" rruru rru ser

les c f Ie t s d'r-xa lt a t ion dact rvi té enzymatique' rliiS cl id pré'seI1(:C' dl' sels

m mcr au x (Lili', le Inil'C'II (rv1g c;,C\. KCI, NdCI), "tlll"r~'. (Lm'. Ir", pl'err,I('rf",

étapes de l' ("\( rart 111lî.

[i I-If- 'H) 1J S

fore de boeu f avant la colonne d'affinité a t m de corriger 1(';, dosuge s

entachés d'r-rreur par exrcs. La sélectivité (Je> la chrOlrléltograpll1C' daf f rru tc

C'VI te, pour tous les dosages des prep ar at Il)[1'' 1J 11('ri('llre', él If' ',r ade, 1 ('ttc'

correction.

- l so k-rnent

[idllS lin pren uer te rn PS, 1111 (Ic( 1." li)" ('II pell l " n.orrcau: ,7 v,

'l'

; ( • 1 ~ 1il, r t Jr t - {j ( , r r 1(1 r 1g, J f 1(.,.(.

(7~ In,\l) (lallS lin IT1J:\cr \\:clrlng I~lcll,!or. (i,,:, 1IIIIIIIt(", cl \11C's,,(, lr-n t c ,

deux minutes ~l v itcsse raprdr-.

L' hOlllogéllclsa t e'>t ccr il ri lug( , Illg 1 11unut C'S cl I~ (j(/J g.

(13r)OO r o t.r t Il 'lS [Xlr rrunut e ).

L. dl 1 IUII (il' l () t n l cl' li 1Il ,,01111 i 'i 'II.' 'J t J i 1 .J 1 ( . (li /111 1 ( ',1 )
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préC:lpite Id pr om n-r c fraction pr o t e iqu« ('11111111/'(' dan', j(' r.ulo t r1f' (('11trl

fugatlon J. I~OOCJ g (13000 rotations pdr- Il'111\1(1'). L(",llrnagcclnt Cil df('t,

recueilli après la pr erruere centrifugation dans un becher de 4 1. entouré

de glace est agité lentement à l'aide d'une canne de verre, par addition

lente de cette solution de Zn S04 M jusqu'u une c.onrcntrat ion filiale

en sel de l'ordre de 16 mM.

To ujours sous agitation, on dJII"t" k pH ,'1 7,X. dV('C NHljOH

concentré 0,15 volume d'eau est ajouté au me lange apres clrlq minutes

d'agitation supplémentaire. Une centrifugation de dix minutes a J8000 g

suit. soit 13000 rotations par minute j If' 'illot est r:JirnJn(" t andi, q11f'

le pH du sur nageant est sotgncuscrnc-n t n'aJII',t'· a (J, ') par uric solut i on

d'acide acétique 5 !\J.

23 g pour 100 ml de surnageant, de sul fa t o ri' arnrnoruurn cristallisé en

quinze minutes d'ag it atron.

Une centrJiugation, une fOIS ('rH ore, oun ql Jc1rt cl'hr ur c

a J8000 g (13000 rotations par minute) perrne t de lirruncr le prer.iprt«.

L'étape suivante correspond à J'ajout de 35 g rOIJr 100 ml de sur nagr-an t ,
. ,

de sulfa te d'ammonium et agitation dur«- df'lnl-!lcI1rc. Le \'Ilot separe

par centr ifugation à 18000 g (13000 rotations par rrunut e ) pendant une

vingtaine de minutes est dissout dans un volume rrurumurn (k phosphate

de po t assuun 10 rnlv', pH c 5,{0.

Les moindres traces de pr~C:lplt(' sont er.ar tees aprcs nouv e l le

,entrlfu,géHIOI) ,i rnôrnr- vi te ssc de r o t a t ron.

Le surnageant rouge clalr- qUI l'fi résulte est alors adsorbé

sur la colonne d'affinité avr-r un dcbn m fr-r irur J 1 mi/min .. adsorpt ion

Illllîl('dIJtl'rlIClll SIIIVIC clun Idvag(' d\1 Llrrq)()f' plIC1Spl1dt(' df' pIJlil',',JIJrr, 'i',

mM (150 ml, pH cc 5,6) contenant 0,5 ,\\ de Na CI, puis approxrrnat rve rnent

1 1 de tampon K H 2P04 la mM, pH 5,h.

applications suivantes jusqu'il concurrence de 12

marupuia t ion s'étJlant sur une trentaine de jour s.

kg de fore de boeuf,



L'activité enzymatique croît Ir"g'JlièrerTIrnt alJ (ours drs

troi s c tapcs essentielles dextrac t ion précccidlit ladsorpti on sur la colone'

d'affinité. La fraction succédant à la préparation de l'e>:tractif de fe'

présente déjà une activité une fois et demie superieure à cette dernière>,

tdl1dlS que flOUC, retrouvons qu.i tr c (OIS 1)111" d'ru z yrn« a{ t rvc ail ru vca .

de la précipitation au sulfate d'ammonium, proportion dirrunuee d'un fac teu

trors en présence d'EDTA, ce qui prouve bien "J'effet stimulant" des se. ,

rniner aux sur J'activité.

- [Iution de la colonne daf I ini tc

L'r-Iut ion de la colonne daf nru t e a lio u apres la dernière

application et lavage par un volume de Isr) ml de tampon phosphate de

po t ass: L1ITl (K 2 H PO 6-' M).

Cette e lut ion est Initiée par j' dcklltlon de 2 ml de phospha

te de po t assiurn 0,5 M (K 2 HP0
4)

cont cnan t Il Ilrnoles de dinydrofolatc.

mise à rnr.uba non toute une nuit pUIS 30CJ ml de même tampon dl>: fOI'

moins concentré (débit de 17 cc/heure) cont euant seulement 1 urno!e de

dihydrofolate.

Le rclargagc de J'enzyme adsor bc« dépend en effet de la

presence de son substrat naturel.

()I, collecte .i iors des [ld(tIOI,S (if') rn l ct on sui t lopc r a t ion

par absorption UV à 280 nm et essai cnz ymat rqr«-.

- l'IIUdtlùll sLir gel

LJ solution obtenue es t cnSI]11/' ',ournj',c a IHW [,itrdtJI)n

C,lIl gel "CplldCJc:-: C; 7'5 e~SCf1ll('JI('IT)Cllt pour (i(",'>aJer /(' ff11!IC'U concx-ntro

lors de l'ul tr af il tr a tion pr(~cédente et (.vC'ntuellclllcnt pout' clirruncr cer t.unes
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proteines qUI contre toute attente n'ont pas (;1/' separ ce s par chromatogra

phie cl'ct t fmlt(;.

50 g. de gel Sephadex G 75 ont été mis a gonfler dans

2 1. de' t arnpon ct ensui tc dégazés sous v i dr: pendant une heure environ.

Le gel est ensuite coulé dans une colonne cJe 1 cm de diamètre sur une

hauteur de m et équilibré par du tampon phosphate de potassium PH

= 6,8, la mM.

L'élutlon est effectuée par ce IIH'lne tampon, avec un débit

de 1 ml/ml.

- Chromatographie sur hydroxylapatlte

Les fract rons ar.t rvr-s SOfl! trd!lSI,·, ('('S ')IJr une colorme d'Irvdro-

xylapa t i te de 1 cm de diamètre et de' 20 cm cie hauteur dont la prépara

tion a été réalIsée à partir de 22,5 g de pourirr- de phosphate de calcium

calibrée avr-e préciSIOn miogel HTP) hydra te s 1),'1 élgitation dans du t a rnpon

phosphate de potassium JO mM, pH (),:~.

L'e lution de l'enzyme s'(,[fenll(' \~râc:e a un gradient lrno airc

de tampon phosphate de potassium pH (,,8 rII' l') mM a 0,2 M.

Le débit ut i l rse etait de 17 cc/heure, les Ir act ions collectées étaient de

2 ml et l'élution était suivie par absor pt ion U.V. :1) 280 mn. On observe

sur le diagramme deux pICS dis t rnr t s de dl1lyrlrofolate- r cduc.t aso doués

dact rvitc enz yrna nque. L'examen du spectre dadsorpt ion des fractions

de chaque- pic révèle que seul le second pH représente l'enzyme libre

de substra t a lor s que' le premier Pl(' cor-respcJri(! .1 l'x-nz yrnc liée au sub stra t

fJHF.

[n effet, la densité opt iquc rlc' j'en7,ynlP pllrC' do i t être

IlCgllf;ectl)I,' .1 j2(} Ilfll pour dt tester cie 1',i1)"('1)( ,. ,i" cill'yrlrofo1cll('

1"'" 1 j 1 . !\ 28Ci d' ~
J au tr o part e r appor t CI(''' cl ),,()rptlons A 2(,0 Olt etre

superieur il 1,7. "1 ("·s ('Orlc!' t ioris fiC' son 1 pd" r("'il"'t~('s, l'élilat cie l' hyrtr ox y

lapat i te doi t selorl K/\U[-'M!\N subir Uil t rau c-mc-nt sur oEl\l Seph.idcx



dans un tampon 0,1 M pH =

cJe cc rapport d'absorption.
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6,8 de façon :\ r o t ablir J'ordre de grandeur

On concentre alors selon KAUF\I\N, les fractions correspon

dant a la DHFR sans le ligand par ul traf i l t r.i t ron sur rncrnbr ane Pr- ll i con

(Millipore) PSAC de 62 mm de diamètre ; le résultat dr ce t t« opération

est dialysé pendant douze heures contre deux litres de tampon phosphate

0, 1 M pH·c 6,8.

Cette étape d'ut traf i Itra uon est par t rcuhère rncnt délicate

et nous avons appris a nos dépends quune ul t r af i ltrat ion trop prolongée

amelie une dc-n.rt ura t ion comp/rte de' lr-n z yrr«- (lin pr(;Clplte' et ne possède

plus aucune activité enzymatique.

Si le rapport de l'absorption il 280 nrn et a 260 nrn pst

rnfer reure a 1,7 pour la fraction B,on f a i t pLiS'lCr rie !'r'rL;>:yrne xur lHW rolonn" [).[.!I.

Sephade x pour enlever l'acide dihydrofolrquc du milieu. On ut ih so une

colonne Whatman, conditionnée par le tampon de lut ron de lhydrox ylapa-

t rt o , La cotonne pst éluer- avec le tampon pllOSphdU' de po t assiurn 0,1

M à pH = 6,8.

La dialyse s'avère auss: ô tre '111f' pha so "daru.or cuse" rna is

incv i t ablc pour l'utilisation de I'enz yn«- en 1111' r ooaIor unc t r rc-. pour (;'/Itcr

une chaleur de dilut ron trop Importante

LI1 ct f c t , dU niveau clu cdillrIIT)('ll l ' . 1. JI 1 fiJJ!)lc C(drt cJe :·)ru·

Ionique entre le "CIrcuit protéine" ct le "r rr : Illl ligand" peut sc tr aduirc

dans la cellule de mélangr par une l:ilalclH (je di lut ron Importante par

solubi lise les pr odur t s à étudier dans le mr-ri«: i.unpon quC' la IÎHI:[~. rronc

dans le tarnpon de di al yse.

Lei ',oIUtIOI] d'r-nz ymc .u nsi p'-'·p,lr('(' pr-u t ',co ronsr-r vr-r

plusieur s semaines il 4°C après filtration stcr ilr- sur i\1llle\-G ct constitue

la solution mere ut i h sce pour des rno sur c s ,l, fluorC's(-enc(' ct de rrurro

(-a 101-1 mé t ric.

,.....
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La concentration en protéine a été déterminée spectrophoto

motr iqucrncnt compte tenu d'un cac f flClen! cl'extinction moléculaire de
- j -1

27280 M cm a une longueur d'ondede 280 mn. et d'une masse moléculaire

de 22500 daltons et nous avons vérIfié que le résultat obtenu est en bon

accord avc-r celui drtrrminé par 1<1 rnéthode (-101<,<,1(111(' dTllman.

La densité optique a 320 nm dort être infer ieure a 0,01,

prouvant l'ab~encc dar ide di hydr o foh quo ddfl" Ir' rru l ir-u.

Le spectre d'absorption U.V. ost représenté sur la figure
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MESUI~E''i 1)[ MrCI~()CI\L(WIMETI~IL

Méthodes

valeur

elre ele

Compte tenu de la sensibilité du microcaJorimètre, de lâ

des !1 H mesurées et de la concentration de DHFR utilisée (de l'or-
- 'j . '

la M) JI c s t pr a t iquc-ment lrnpu'>~>lhl(' (J(. ,h-termlner par rnicr oc.aior i-

rne tr ie des constantes d'équilibre de complexe binaire égales ou supérieures
. (, -1
a JO M .

Les mesures mJ('rocaIOrllnétrICjII'>~ permettent par contre

d'évaluer les Â H, le nombre de sites de f i xatron par molécule de protéine

(n) et lorsque deux molécules différentes de substrat se fixent de maniere

c.orupe t i t rvo , le rapport de leurs constantes cl'éqlJlilhre.

EvaluatlOn de fi. H et de n

Les valeurs de !1H et n sont obtenues à partir des quantités

de chaleur mesurees pour des concentra tror», en subtrat environ dix fois

superieures à celles de la protéine. Les rh.r lr-ur s (Q Irles) expr irnr-c-, en

kJ!litre correspondront à la saturation de Id protéine pour le substrat

concerne.

[n appelant I)t la conC:C'lltratlOII totale en protéine obtenue

par la méthode d'El lrnan, nous avons la relation l.\fl . Qrne's.lnPt. Qsat
n

Pour calculer n nous mesurons la quant i te de chaleur échangée

lors de l'addition de substrat à une concentrcltlon en défaut de j'ordre

de 0,2 par rappor t à la concentration en pr o t cuv- totale. NOIJ'; appellerons

ce t te va/l'tir <..) Oq.

En constderant les valcurs de l':

ct la concentra'lon en DHFR utilisée (de l'ordre

supposer que IOI'SqlIC ILl DHFR est en excès pdr

(de l'ordre dc 10 7 \1- 1)

de Ilj-SM), nous pouvons

rapport au substra r

Id quant rt c el' substrat libre SN3 toujours 11l~gllgeable. Par consequent
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n " QmE's/5 Oo , ,

La quantité de DHFI~ ut i i isor étant un Iar t eur limitant

1101lS n' dVC'11' P" :, pli 1I1('SlIr('r, ( () 111111 r : , c- 1<i
"

,1 I)r('( Olil',(', 1(' l lu x t hr-r rruque ~k

continu c:orrespondan t au mélange des rn("(II( arncru s et de la protéine.

Nous avons donc inJccté contre un f lux continu de médicaments 1 cm)

de protéine. Cette méthode présente un inronvenicn t dès qu'il s'agit de

mesurer une cons tante d'équilibre c.ar blCl1 que modéré, le phénomène

de diffusion dans les tuyaux conduisant a la cellule de mélange modifie

la concentration initiale e la solut i on de protéine. Dans 1<> cas présent

les valeurs de K sont teJJcment élevées r,lDport à la conc.entrat.on en

protéine qu'il est logique d' admettre que Jes chaleurs mesurees ne seront

pas affectées par ce phénomène de diffusion. Par conséquent, pour calculer
. -1

Qmes et QOn exprimees en J h tre , il suf Irr a de rnultiplier par 1000 les

chaleurs expér rmenta lernent mesurees qUlsunt dues à l' mteract ron de

ml de solut ron de DHFR.

EvaluatIOn du rapport_ des constantes déquilrbre de deux substrats campe

t 1tc-ur 5 v J S ZI \ J S d' une proté Ine

Soit J'équilibre de cornpe t rt ron «ondursant a la forma non

de deux cornplcves binaires.

[II appelant:

KI et K
2:1esonstantes

d'équdibre r elat ives à ,~I l or mat ion des deux complexes

L
J

et L
2:

les conc('ntratJOns totales en ligand, ct Z

CI e t C 2: les "'ÎnCE'ntratlons ries cornplC''\cs il !'r'rjllllibrC'

1\ ct ['1: k" (·'I\«(,11tratlolls ('Il protéine t o t a lr- ('\ "fl pr o trmc libre (l I'r-qurltbr e

l.\H I et IJ. HZ: les var i.it ions dent ha lpir- r e la n v r-, d la formation d'une mole
cie chaq ue corn p! e '\c

~~ (kJ, 1111(,-1): Id chélle\Jr (~(lldllg(~C il)I', ,Ir rr',J('tl()(; rorr c sponrl.m t i1

'(,(;Illllhre (1)

" ,j



Un peut ccr tr c

C2

!)IŒ~C~)

Q - C LiH z: Cl ~
(1 H2 (1)

J l

KI CI (L 2 - c:)

~o C
2 (L 1 - C 1)

( ,/ )

0)

Lorsque les IlgcllîCJS 1 ct ~ "fliit en (~\ces par r apport <'1 '

protéine et Sl KI et K 2 sont relativement e lcves par rapport ,3. l/PT: FI

est négligeable, e t ['équation (3) dcvicrrt :

avec Cl
Q
6,f

(PT - a) L 2 - il (1) ï - a)
---~- -~--- ----

aL 1 - a ( 1\ - :tl

_[)T (jf~

2 - 6H J
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MESURES DE FLUORESCLNCE

PrJncip~

La f i xa non selon une re ac tron équilibrée obeissant a la

101 dar.t ror de masse cie la Pyr rrne t harrunc "Iir la DHF'R est carar t er isé e

classlquclncrlt par une cons t an t c da t l rru t e K<t ct un nombre de sites de

liaison n de la protéine.

L'a clcl1t 10 r1 d' 1in Il g d r)cl " 1JPpic; 1Il ' ' [ 11<1 1r r- pel 1t [fi 0 cli fic r rr- t t (,

constante dassor rat ron et ce nombre de sites.

Au cours de cette f i xa r ion Ici j Iuor c srr-nce nr la protéine

L'étude de cette variation permet de déterminer les parame

tres de liaison dUSSI bien c.ans le cas de la for ruat ion de complexes binarre s

que lors de la f or rna t ion de c.omplc xc s ternalr(",.

Pro tor.o lo o xper unon t a l

Toutes los mesures ont etc effC'cll1cl"S cl JOoC.

2r; ;'1 /+0 Iii (le l;lsolutl()fl mc-r«: rIe' I)lfFl~ prl-pdrr~' p.rr nos

soins sont dilues dans 2 ml de solution tampon phosphate 0,] M, pH

6,8. iJ 0,J54, ce qUI constrtue la solution (Je proteine. Ce pH correspond

à CCliii Cl10151 par K!\LJFM/\N pour des eSSdl~ cie fluorcscC'ncc effectués

sur Id [)Hlt~ de IOle de poulet. D'autrc' part. li est proche Cid pH 111JlI<.,é

pour notre CSS"I enzymatique.

En outr e , 0/1 peut considérer ,1,II)S ces conditions cornille

11égllgeables Ie s var iatrons dl" force Ionique apportées par la so lut ion enz v

mati que. De r-Ius, les essais <ont effectués rrguweusement dans les môrnos

('(~r)rllli(~IIS, dc tolr,'"'' 01 Ile l'd' TI(ldlflCr 1,1 flll"'-", ('/1(' Irl('S\Jr~r pC:lr rl'oIlllr"s

r de ri" ir «.



spectre non corrJge

presence du pr erruer

générale et pr esent«

fentes étaient de je
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Nous avons procédé ail contr ô lr- prca lable de la stabilitér''''

dr l'enzyme pendant Iz\ durcc dunc- (',\:p(:rlc'rl( (, dZlm 110S C()r)cJitions opéra

torrcs , tant du pornt cie vue f luor i ruct r rqur- (jlll' du point cJe vue activité

enzymatique: nous n'avons jamais décelé de v.ir rat ion de ces deux paramè 

tres.

Nous avons, dans un premier tl'11IrS, tracé le spectre dexci

rat ion non corrigé de J'enzyme (fig. 17) et dc torrninc Je rnaxirnurn d'r-xci ta

tion à 280 nrn, valeur tout à fait classique ;lOllr !('s pro te tncs comportam

des résidus tryptophanes et tyrosine.

Nous avons d'autre part enreglqre le

d'émission de la DHFR (fig. 18) en labser« C' ct ('(1

ligand. Ce spectre n'est pas modifié cians son allure

toujours un rnaxirnum a 320 nm. Les large'w; drs

nm cl l'e,\:citatloll ct cie lU nrn cl I,("ITIISSIUII. ('p('I,(L:mt, Id concentration

de l'enzyme e t ant rigoureusement la rrôrnc , i 'II'· aVI)[)S noté Lille diminution

de l'Int ensrt e de fJuorescence r-n presence rir jll~éH1d. Nous avons donc

par la <ui t c uruquo mon t clé,tcrIJlII](: Id fldlli,' Il ri" rrr.i x nn ur u i.l 3Y) nrn

plutôt qu'~\ 320 nrn. En elfet, à 320 11fT! j'ct 1('[ 1~c1fr1éln de diffUSion avec

changement de longueur d'onde aurai t pu perturber nos mesures de fluores

cence compte tcnu de nos largeurs de kril(' (Ifi nrn) pUlsqlj'Ji apparaît

sous forme d'un pIC à 317 nm pour une c:« n u t ron il 280 nrn en millet,

aqueux.

Enfin, Ji convient de S'dssllrer clr' i ,Ib',('nc(' (Ji. phénomène

de seJf quenchmg pour la concentra t ron de I~Hr':I~ des essais. Dans une

exper rence annexe, nous avons donc vc-r i f re qil(> I'ru tensr te de fluorescence

a 330 nm cs t une fonction linéaire rie la "'I)('enfration en enz yrno pour

une gammc de dilution de 11l)!rC 50\Ut1011 ck dorur.

l. ('.~ ,',\i [)(' r 1(' li ( (' c; [)(' r 1r IC' t t ( 'i!l ri()f l ' ~" (l, t (' r 1r11Il (' r :

- Id ljuol'l'~(Tncc IIOrrnc.lIIc,('(· 1 \ dl' [" ·,uiIJll·'i' cJI 1'('III:YIII<' l'II pr(",Cf)( e

d'une concclltrat Ion r L:-..: 1 var i.ib lc de Ilgélncl.

- la fluoresr-eric.> normalisée F b corre spondarn ct l'en7yrnc saturee en Ilgar:d,

- Id [I\II)ITS«'II('(' 111111.1\(> rl()rrl),lil~(;(' 1 () .r. l', "/yrlil' ('II j'dhSf>11I ,. cil'



La quantité de DHFR dans le rru l.eu est constante

variable est la concentration de ligand.
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la seule ~

Le spectre de la Pyriméthamine est représenté par la figure 16.

Les mesures toujours relatives comme l' 1rnpose la technique

de fluorescence, et corrigées du bruit de fond mesure en présence du

tampon, ont été ensuite normalisées par rapport à la hauteur du maximum
~,

en J'absence du médicament et nous avons dor«: tracé la courbe de variationj",
~:

de 1'intensité de fluorescence normalisée à 330 nm en fonction de la concen-;

trat ion molaire de ligand prc sent dans la cuve.

~: "
La solution (Je' ligand est preparee dans du tampon phosphate ,t, ..

0,1 M; pH 6,8 et dosé spec tropho tomo t r iquerncnt en tenant r.ompte.

de l'E 272 nrn de la Pyr irno thamineçdc t cr rru nc au liJ()rat()lrr' et qUI est de 5200n-Jcm~li
i~:'
';{ .

moyenne C -

La solution
-75.10 M.

stock de une concentration
~.

Des aliquotes de 1 à 60 pl sont addit ionnee s séquentiellement

dans la cuve et le s mesures de f luoresccnrc rc.allsécs Sl~ minutes après

chaque ajout pour atteindre une bonne st abrh sat ion de la température

du milieu.

Afin devn er le problème de dilution de l'enzyme au cours

de la rnarupula tron nous avons tr avai l le avec des solutions suffisamment

conccnu(;c;, de façon (J Il(' pas av o i r d en dj('tlter des quantités supérieures

~l (,Q u l pmll' 2 ,'In 1 cil' rru l ir-u r(;i.!ct\olmel. l '(>rrellr rie dilution est ;llors

tout à [ait 11c;gJlgeable.

Li.! derrucr c addition ef fcctu(;C ror r c-vpond toujours (l unr

concentration en ligand, dans la cuve, en large oxces qUI provoque pratique

ment la saturat ron de l'enzyme et permet cJe' (k~tcrmiller la fluorescence

résiduel Ir rb corrr,;pon(/,lI1te'.

Nous avons ver if ie que toute addi t ron ul tcr ieurc de PYR

ne pr odiu s.n t plus de variation de fluorescence. ~J
:1
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Nous avons d'autre part contrôlé que l'absorption du ligand!

aux concentrations finales atteintes est t oujours négligeable. AInSI, aucun

effet de filtre Interne ne pouvait entacher (l'erreur nos mesures de Iiuores-

cence.

Nous avons mis a profit l' mlubr t ion de fluorescence de

protéine consécutive à l'addition de la Pyr irnct harnine au complexe protéi

ne-cofacteur préalablement formé.

Ces essars antérieurs concer n.int Id fixat ron de la DHFI,:

sur le NADPH, molécule elle-même fluorescente, ne nous avaient pas

conduit it des résultats exploitables.

Après avoir tracé le spectre d'rrru ssion non corrige du l'\t\DPh

qUI presr-n t c un max unurn a 430 nrn pour 11I1i' longueur d'onde de xr.rt a t rci

de 300 nrn , nous avions enregistré les spe l 1 r-('s ror r o spondan t a ladcn t ror.

séquentielle de protéine en exct tant cl 230 nm de façon à mesurer éventuel

lement la fluorescence du NADPH.

Nous avons bien mis en evrdcncc une exaltation de fluores-

cence résultant de cette fixation a 430 11111 mais beaucoup trop fa ib l-

pour être (" 1)101 t(~('.

De plus, l'addition de I)Y R ne provoqua: t aucun effet supple

mentaire.

Nous avons donc adopté le protocole e xper rrnental suivant

en ce qUI concerne les complexes ternaires.

20 -40 fil cie so lut ron pr ot e iquc- sont di luecs dans 2 crn

de tampon.

Le spccir« de rru ssion de : jlj(ire'sc l'IH (' non r.or r u; ('c n(·
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ILl pro t o nic- cs t a lors C'nr('gistr~ pOlir IHW ',(1I1glJ('llr rJ'ondp d'r-xcrtation

de 280 nrri.

60 !JI d'une solution de' NAflPH de concentration a 10-4

M correspondant il un L:lrge excès du ro fac tc-ur par rapport il id concentra

tion en protéine, sont alors introduits dans la cuve de mesure, entraînant

une diminution de la fluorescence à 330 mm et la mesure ainsi obtenue

représente la valeur par rapport à laquelle toute-s les autres mesures seront

normalisées.

, -7
Des aliquotes de 1 a 60 III de so lut ron stock de PYR (5.1!) M)

sont additionnées scqucnt ie llcrncnt dan" Id ClJ\/(' ct les mesures de Iluorcs

cence réalisées SIX minutes après chaque ajout.

. .~
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METHOD[S D' EXP L ùJTA T10N D[,') DONNLI_') [XPU( IMLNTALES

Dans Je
,

cas ou la protéine pr osen te une classe de sites

a n sites de fixation équivalents par mole, la ronccntr ation molaire totale

en sites [ST l du milieu scxpr ime :

L'inhibition de fluorescence mcsuree quand tous les sites

sont occupes est égale à Fa - Fb.

On peut alors définir un pOUVOir moyen d'inhibition de fluores

cerice mesure pour une concentrat ion molaire Imité de site occupees par

le ligand:

y =
F - F

o b

Pour une concentration totale [L) de ligand, l'inhibition

de fluorescence mesurée (Fo - F x) correspond ~l une concentration molaire

[5L] de sites occupes s'exprime:

Fo - F'x = Y lSLJ Wu - 1 1)) l~LJ

N 1 P TJ

On pr-ut c101lC calculer .J p.ir t Ir ,le 1r](",1lU'S ri' Intensite: rie

fluorescence la concentr at ion molaire x de <i t cs occupes par rapport à

celle de sites totaux:

x [5LJ
N [p Tl

Fu - Fx
-----
r~ 0 - F b

( 1 )

Or chacun cie ces n si tc s suppo sr--, .-qurva tc-nt s cs t cararter ise

par une constélnte dassocra t ron Ka ror r c-vpond.m t cl l',r''quillbre :

dye'l' I<d

1si t [L l ===-~ I\LI

OlJ 151 et 1LI rcpr c scn tcn t rcspcrt rvc mr-n t les ull1l'entrdtlons en sites libres :!~;~:1i

<ur l'Cil/VIII(' ct r-n IlgLlllr! h br r- ddllC; le uu l u-u.
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I)'dprè~ ILl r c l.i t ion (1) I,)L 1 XII Il'1 1ou [~I I~TJ (SL]

n [PT] - Xn [PT]

D'autre part [L] (L>.:J - lSLJ [L\J - Xn [PT!

I<emplaçons [S] et [L] par leurs vu Icur s dans la rc lationf Z)

XIl [p T]

n [PT! (1 - x) [L>.:] - Xn [PT]
Ka =----------------

SOit en simplifiant par n [PT)

Ka

X (l->.:)(rL\]-Xnrr\]

ou encore :

1 - X

Ka ( [Lx! - Xn~

X

1 - X

[L:,J
Ka ---

X

Ainsi dans le cas d'une classe ~l Il sites équivalents, Je graphe

de la Irar t ion 1 = f ( [LX]) est une dru! Ir' cie pcnt c Kil dont l'ordon-
J - X X

née à lor igtne permet de calculer n [PT]' Id concentration molaire en

sites dans Je milieu et par suite le nombre de \1 tes n, connaissant la concen

t r cl t ion Il) T 1 cie 1)HF I~ .

Dans un premier temps, nous d \ ons trace Je graphe de la

variation de la fluorescence nor mali sc-o en !()lwtlon (je lé! (onccntrdtlon

Sur la meme figure, 1101J\ d\/Ol,'-, reporté le graphe rhcor i

quc : r c-sul t a t elu t r a rtcmc-n t des (IOIIIW('\ pel! IIIIC Ilwtllocle r t c-ra t rvc rruso

au point dU laboratoire : qUI nous per me t d( 11l)lI\ d~\IJrer cJe la validité

de nos résultats.

(,) Nous f"('IIICrciofls M. Marcel SAl<IU\=:rN pOli' 'd 1111'>(' .ru point de cette
mo t hodc itérative
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Cette méthode empruntée a ROSMOK y et K ELLl\N (63) il été adaptée

à nos besoins.

Soit une grandeur mesurable drrer tr-rncnt proportionnelle

a la concentration en sites complexes [SLI. Il S'clglt dans notre cas du:'
,

quenching de fluorescence normalisée ([70 - F:d Q <

pour la conccntra t ron Lx de Pyr nnc t harruno é!elrlltIOnfH', dU rru hr-u réactionnel

(Fo - Fb) [SLJ
Nous avons vu que Qx n [PT] a ppc lorr- ()o Fo - Fb le quenchlng

mdXUnUrTI obtenu à sa tur anon de la pro t omo , ri I('pré~cnr(' toujours le nombre

de site et [PT] la conccntra t ron totale rnvar iai.!c- d'enzyme dans le milieu.

Nous pouvons ecr ir e : Q:-.: ..Q2JI('~~! (l)
n TI

Posons d'autre part A .; l Lx l , Il (l'TI, K(2)

1K =1<3= constante de di ssor iat ron des sites et

On en déduit finalement 1SL] - l/2 (A - f:\) (4)

Notre problème est de déterminer un jeu de paramètres Q,

n pour lesquels lesvalcurs de Q G.iJculées à !ldr-tlr" de cqua trons (l) (4),
lenscmbk des POints correspondants uux cil: fe;rentcs conc:entrations

"

K et ~i' ..
{',>,

"

il ,,
pour )

lb]
.{

:il-

se rapprochent Je pJus possible

pour ces mêmes concentrations.

des valeurs ():\ expcr irnentalcs mesurées

i:k~
i
,

a
~ (q x - q )2 (5) ~

{lqe
G

Q
0 SOI t (q, - q,)ao -r:

a
~ (q:\ CIrY ~

;:/J e"
-- CJ ((l, CI(J -:'liC 0

K

(3

n

Les c xpressrons des tr ois dérJ\ C\ pur t ro llcs de qc respecti

vement par rapport à Q, K et n sc cdlcule/11 .us e rncnt à partir des rela-

tions 1 - 4.
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~ :6j K, n

(:(~) Qn •

(

il
q )

-~~: Q,K ::~ [n l LxJ - l~ L1 (n + [)) J

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

QI' KI' nI choisi arbitrairement et donc di f l cr cnt du jeu optimal Q, K,

n de calcule q J' Les valeurs q peuvent s'~crJrl' sous la forme de develop-c r.
pement en série de Taylor limités au prclflwr ordre qui font intervenir

les corrections tJ QI' 6 K
I

et /::, n
J

à eflcctucr sur Q1' KI et ni pour

approcher des valeurs Q, K et n optimales, sc lon l'équation (7),

en rvpor tant cette expression dans les égd!ltés ('i) Il

O C
dq . \

L. q, _q _ dQ _c_)
x Cid Q

v rr-ri t

d'où de même (8)

L(q:\ - q(.) (-:~~) z:

I (qx - q()(,q~)

\

i

dqc
]

-+ b n
1 d

n

Ld <olu t i on des Cqlldtloll" (,Y,) 'Irlliit ,111\ va/f'llr" 6 (JI'

6 KI ct (}, n!, LI pa t rr dcsque l le s on de tr-r mmc 1)' 110lJ\ C'clll Jeu (Je oar arnc tr es :

(î i ~: 1
• Lh î

• 1

KI KI
, /), 1< 1

n] n] + h. n,
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Le calcul est réitéré pour c:C' nouveau Jeu de parametres
et se poursui t jusqu'il ce qu'il n'y dl t pIIJ', (le variation rcspee:tivcment
entre les valeurs QI - 1 , KI_ l' n

l
_ j ct QI' K

1 '
rl l•

Sur le plan pratique nous impose-rons comme condition limite:

;

~:-.

,~.,

, et

Alors Q

Les calculs ont ete effectués sur lm rnic:roordinateur Apple li.

L"Jrganigramrne est reprcscntc <ur la fIgure de la page SUivante.

"lur nos courbes, les po m t x tl1(~()1 1(11)('S <,(' (1Istr,blJ('nt pré.ttlque

ment de la même façon que les points cxpcr irncnt.iux.

Nous avons d'autre par t t r ar (' 1e graphe des fonet IOns

h = f (~')

Une regression linéaire nous ct pc r nu s cI'en de durre 1< et n.

'.,
t.



Entrées de

cWCANIGRAMME DU PI~OGI(/\M\lL !J[ CALCiJL

N nombre de points
r r [PT]
y ([) = (qx) 1
ST (J) = [Lx] 1

Xl

I~ntrt~t' du pr o rruc r jeu de pararnc tr cs \), K, 0.:

.--_~__~ Y 1 Y :; Y 3 M 1 /'v1! \ 1 j Mil M ')
1 1

A == ST (J) " N x PT • 1«
Pl _ SQR (A x A - 4 x N x j)T x ST (I) )
X (A - (3)/2
OK -, - Q x K / f) X N x PT
ON = Q (N x ST - X x (n 4 B) ) / n ' [)

OY = Qxx - y (1)
N x PT

YI = YI -+ DY x DK
Y 2 .: Y 2 1 DY x DQ
Y 3 Y 3 + DY x DN
MI -r Ml -+ DK x DK
M2 = M2 -+ DK x DQ
1\13 = M3 -+ DK x DQ
M4 = M4 -+ DK x DQ
M5 - M5, DQ x DN
tv16 - M6 -+ ON x ON
1 1 1 1

L- N~('~ r )" 1\1

1 ~Jlll

1< o so lut 1 JI1 du s ys tl'IfiC

y ] K[) xMl -+ QD " M2 • 1Î 1\ x M3
Y2" KI) x M2 -+ QD x M4 .. \'IJ x M5
y ~ K f) x M3+ C) f) x M5 .\1Î \: M(,
qlll Cl)[lçiuit:1 QI), KI) (·t NIÎ

Q Q + QD
K - K + KD
N N 1 Nil

i ----:N...c..::.U.:..N Qg < r0- 6
QPU!

f-- ----:N----:.O.:..N !SD < 1o-(,
l'~

>-- N_Ù_N ND ,( r0 - (,
NN

~OUI
'-;ort le des résultélt\
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Les résultats sont r cprcscntr-, dans les tableaux 14,

Les figures n" 19, 20, 2 J, 22 représentent les profils

des préparations enzymatiques.

Activité
spéc if ique

1JI r ri g

310

931+

j () j 9

I\ctl V 1té
totale

(1: rir' DHII<

1

1

--L J

('

IZ 1: SUL T A T S [) [

D'E.NZYMES

1° IZESUL T/\ TS

puri fication
1

Volume
1\ct 1v J t

Etapes de
(' Il 7 Y[Tl <l t

(rn 1)
1 il 1r Il

Colonne daf f init c 98 10,40

C 7,5 75 12 ,/~ ')

H ydroxyi apa t i te 29 10,7
(fraction f))

TABLE/\li nO 14 - [)répariHion n° 1

TA.f3LEr\U n° 15 - Préparation n° 2
'1
'~

•

19

, , , l
1\r'tlvltC' '

spcr.i l rquc

Ulmg

552

Il,. "

l \."
.... 1 ...

1\( 11V 1'1,-l '\(1 1Vit r
('Ilzyrnd 1l'il)(' ! t o ta lc

U/ml 1(1; de DHFj~)
1

30

Vo h u ru
(rn 1)

.~+,-
("'\"111'" d'.1111111(1' 1

i
1

Hvdro x yi apu t r t e
(Irar tion 1))

"pr;'s lîl.\1 ('1

('(HlITll1r.lllllth i
• . L _
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1
!

Etapes de puri fication Volume
ml

Activité- 1 Activité
enz yrna n quc- 1 tota. Je

U/ml U de DHF 1\

i

Activité
specifique

U/mg

1
1

Colonne d'affinité

G 75

64

80

40

7

5

448

400

16,9

13

TAL)LEAU n° 17 - Préparation n° 4

-----_.

Etapes de purification Volume
Activité Activite Activité

ml
enzymatique totale spécifique

U/m] U de DHFR U/mg

~-------- 1

1 Colonne d'affinité 90 9
1

810

G 75

Hydrox y lapati te 38 12 460

Après D.E.A.E. 35 9 31 5 15,2
1

1_____- -J--- !
1
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OH /vpat i te

U/ml Do

Oc :l 280 nm -- - - 0,75

15-

0,25

- 0,5

300100

'------------"C-...,----------------;-I-- t------.J 0

200o

5

10



150

- ----------1'-~ 0

100

"....... ,
1 ...... ,.."

1
1

1
..L -----r---- ------------,--~

50

o
o

10

l t..t..
".\

Colonne d'affinité 87

U/ml
E Do
::J Do a 280 nm ----

20 2
~,..

~".- ... ,
, \

,,/ \.,.
.,-

".,-
'0 .,-,

.,-
,,"

~
r 0 0:}
;~

0 50 100 150

U/mlG 75

E Do 3 280 nm ----
Do::J

20 2

OH /vpa t i t c
U/ml ----

-
E
<,

::J

Do a 208 nm -- --
Do

20

10

o ---'~------I--------
o 50 lOI} 150

2

_______ _ . -1

F' R0 FIL S [)' ELli T r0 N DEL A P R[P 1\ 1i.A T1U"\J \}" 4



RESUL TA TS OlHENUS EN MICROCALOR IME TR lE

Toutes les exper ienccs ont été rc.rlisces à une tcmpcr ature

de 100e. Les différentes chaleurs de dilution ont été prises en consrdérat ion
pour les calculs des Qsat et !1 H.

Systèmes binaires

a. Interaction PY R-DHF R

L'act ivi te spécifique varie suivant les pr eparat ions. La c onccn-
-5 '

tration de DHFR est de J'ordre de 10 M. Lc'> resultats sont rassemblée

dans le tableau n" 18.

On pcut rons rater (IIIC Id Vd!f'li r de 6, H cs t rons t an te
-1

(- 35,2 + 3 kJ. sIte) alors que Je nombre de srt es de f i xa t ion varie en

Ionct ron de la préparation et en fonction de la période déparant la préparation

et l'utilisation de l'enzyme.
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TABLEAU nO 18 - Interaction PYR - DHFI<'

N° de
Conc-entra- Activité Qsat(kJ,\1 1)

H
préparations

tion DHFR spécifique calculé pour n -1
:,\~) (U/mg) 1 excès cie kJ si te

11 PY!<1
jr- -- '---'- -- ----1
1

,
1 2,75 IO-5 M 16,6 - 1o, (, r),31 -3 Ij, 2 1

2 3,16 10-5M 12 - 10,6 0,29 - 36,2 j

) ),Ij ') IO-5M 13 - ') (),29 - 3 J i,,------

4 2,65 10- 5M 15,2 - 17,7 0,47 -37,7 !
5 1,92 10-5 M 16,7 - 12,3 (),31 - 39 j

b Interaction MTX - DHFR
-5

L'enzyme a une concentration rnovrnnc de 10 \;1.

LC' MTX est en large e xr.e s par r.rppor t cl la pro t cine (cxccs

de 3,5).

La chaleur de saturation
-1

- 32.S 3 k] \

que IIOUS avons mesuree est de

c. CompétitIon MTX -PYR

Lei .on.r-ut r a t ron do la !)I-Wl<
- ')

10' 1\1; pour

une act rvitr- specif rque de 15 U/mg. La ror« cn tr at ron de PY!< est en

exces de 6,2 par rapport à la protéine (SOI t i.l 10-
4".\).

Le \1TX est en

cxros de ),2 par rappor t J la pro te me.

[Jans un premier temps, nou-. .ivons etudie linterac non
, -1

DHFR/PY!< c:\cès. La chaleur de satur at ion 111("dlreC' cc,! de - 17,75 kJM .

- Dé1f1S un deuxième t c mps , IH'II', ,IVOI1\ o tudrc l' m ter ar.t ron

cie la IJYI< (en (':\('ès) sur le complexe bma rr o IlIIF!< • MTX (e xccs). Nous

dVOI1S unr: rl;elctlol1 endo thcr rnique , Lei chillc'I! ic "'!tllratlon l!1C'surrc c st

cie' " 3,(,l k -li\;\ -1. CPt te chaleur ror r cspond 'l' '11)(' p.ir t a la C'lldlC'IJI (je

deplarcmont dunc par t ic du MTX Ill' :1 l'cn/.\III<' 1)<.11' l.i 1)"rT (donc: C'11do

t he r rruquo ) ('t d'a'Jlrc p.ir t il la chu lr-ur (jr' fi x.r t r..: (le ILl PYI< (o xo r hcr rruque ).

Il \ cl ci')ll( ('IIC(II\('llll'lll c.o mpc-t r t i on "1111'(' !' \1"1">': ('( Id l'YI< Putl! /cllr

[Ial~orl cl Id [îHFI< : l'Il c Ife t , s'li n'\ .iva i t .r.. cot npo t r t ion, nous aurions

cl II r ctr ouver rlan~ cc t t c dernière' c xpr r rcnr c 1.1 chalc-ur o xo ther miquo de

Id PYI< Cil "Y',IClllC bin.nr o.



(1. (' 0111 p~_1It i()~ 12 HF__.::P y~~

La concentration de la DHF I~
-j

de 3,1.lr) [v1 pour une

activité spécifique de 12 U/mg. Pour étudier (('tte cornpé tit ron nous avons

opéré de ILl manière suivante :

Nous avons mesure I'Interart ron DHF R/PY R en excès

de 13. La chaleur de saturation mesurée est de - 26,5 kJM-1•

- Nous avons mesure I'{nteract ron DHFR + PYR défaut de

0,39/DHF excès de 4,4. Ce défaut de 0,39 correspond en fait à un léger

excès de [' 1< car n ~ 0,29.
. -l

La chaleur me sur ee est de - 16 k JM .

- Enfin, nous avons mesuré l'intr'rdction DHFR -l DHF e xces

de' l,{t/PY[~ dc I.rut de 0,25'). Cette ro.irt iou (",[ I(~w:'rclflcnt «ndo tbcr rruquc :

nous pouvons donc dire qu'il y a cornpé t it ron cntre la Pl' R et le DHF

pour leur lrarson Z1 lé] DHFI<.

Systèmes ternaires

a. Interaction NADP H - DHF R

L'activité spécifique (jr )':1 jîlll I~ ('st de' 1).2 lJ/mg ct
-5

sa coricc-n t r a t ion dl' 2,('51r) M.

-Le NADPH est en cxce" de ').2 par rapport Ci la proteine.

L il (' il ':.11 C 111- (le 5 <1 t 1H- .i t Ion rn C Sli r <=' (' (", trie - " , /1:<. 1 \ , - 1.

L(' N/\IÎI'H est r-n dc'Lliit de '),'(. par r.ippor t Ô la pr o t c mr-.
-1

La cilalclH r]lCsur('(' est (it- - 2,19 k.1 \1 .

b. InteractIOn PYR/DHFI< f NADPII

dc nuucn t , l)dllS lOl/~, les CdS [c' N/\I)I'II <'st ('Il ('" ''', (le 'i pLir rdprort d Id

I)IWI<. Lel 1)\11< ('Sl ICs[WcllVClncllt ('Il ('\CCS (Ic' 1,.2 ct Cil dc f.iut de 0,253



par rapport a

kJM- i dans le

') 1

la I)HFR. La chaleur de sa t ur.. t lOri mc-sur ce e s t de - 7-2,83

premier cas, et de 9,8 kJ M-1 dans le deuxième cas. Le

nombre de sites de la PYR est donc dans cc CdS (~gcll à 0.59.

Co Interaction NADPH/DHF[~ f PYI~

La PYR est en excès de 6,2 par rapport a laDHFR. Le

NAnrH est Cil excès de 7,8 par r apport ,'1 1;1 I)HFI~. LI c:ha!r'\Jr de <;;l1urati';rl

-\
mesuree est de 10,67 .lM . Le nombre de ';liC' ne peut être mesure', pour

des raisons que nous évoquerons ul terrcur ernen t .

Ces études d'interactions ont été faites aver la même prepara

trou d'enzymc.

Le complexe ternaire peut être obtenu par deux voies diffé

rentes. En appe lant P laprotéine, on peut écr 1l" :

- VOle : P f PYR _ P-PYR + NADPH --P-P\'I,; - NAI)PH

- voie 2 [), NADPH -P-NADPH + PYR -;. P-PYl~ - I\JADPH

Il est in tercss.mt de c.ornp.ir c r Iii ','illlille' de', Qsat obtenue pour

chacune (les voies pour deux prepar at ions différentes (figure 23).

111111. Il''' l', [J')IIVOII" 1"",IIIIIf'/

n" l '-J.
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t
r

r
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PREPt\RATIONS Il III IV

1

1

Act ivitr- spécifique (Ur/mg) 12 13 15

5M
1

[DHFR] x 10 3,16 3,45 2,65

;
binaire 0,29 (),29 0,47

1 n

6 H - Qsat/n binaire k.l.si te -1 -36,6 - 31 - 37,7

1

n ternaire 0,36 1),36 0,59

Q.""t t ern kJ 1\\- J 17,1 - 15 22,81 Ire - -

r--- -- -_._-------~-- - -~--~--_.-1---

1
6 H Qsat/n ternaire kJ .SI te

-
li / . ') li 2,7 3l1, ,(,.- - -

- -- --_. .--~--_.

Tableau n" 19 - Resume des résultats cie rni crora lor irnc tr re

92
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Préparation na 2

- la 6 ~ P - PYR 12, »>: 1 ______
~- -~

P - _~

--- 2~-
-~P-NADPH 17,l

') . ,·11.-10,6 -12 ,·2,,6 kJi\1

2.- 6,7 - 17,1 .. - 23,S kJM- i

- 23,S

- 3,5

!J_PY11 ____________

1 ~lg,?

--'II
..~

P .f' Y R - NADPH

-11. -17,7 -10,7 = -28,4 kJM
-1

2. - 3.5 - 22,8 . - 2(,,3 kJr-..1

Figure 23 - OBTENTION Dl! CO:\II'LI:.:.XE TERNAIRE



RESULTATS OBTENUS EN FLI :()!< f::SCENCE

Systèmes binaires

a. Interactions PYR-DHFR

"1}
.~ .j

..~ .:te-

NOLIS avons manipulé sur l'cnzyrll(' cJlaly<;c~'e ct non djaJysée:"f~'"~

Enzyme non cilalysr('

Pour chaque rnanipulat ion nous avons calculé Ka et le

nombre de sites n conformément aux deux méthodes d'exploitation des

données précitées. Nous avons porté les POint" ('xpÉ'rirr]('ntaux représentant

la fluorescence normalisée du milieu en Fonrt ron de la concentration

molaire du ligand ajoutéWgures 24, 25, 27, 28, 30. 31).

Nous avons tracé le graphe des VLJr Id t rons cir' -- en fonction
1 - x

de [;xJ (figures 26, 29).

Sur les figures n° 24, 2 ), 27, ;',\ , 30, 3r. sont tracés les
graphes théOriques en fonction des concentra r 1L~IlS LLx J choisies arbitrarre-

4",ment de la f luorescenc. normalIsée cakuirc' clVe, ries paramètres Ka,
ri, l'h du tilhlc,\l) pour' 1<1 Jlll'me COIH'('Jl!rdlJorl r!"'II/yrrl".

Les points e xpcr imentaux sC' dl"p()',cnt ric façon tout a fait

satisfaisante par r appor t il ces valeurs théorICjII"".

Les valeurs numertques déduite') du traitement des données

experrrnentalcs sont rapportées sur Je tableau Il'?0.
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- Enzyme cJldlysée

Les figur 0s n" 32,33,3\ 3(" P, 3X rcprC'scntcnt la I luorcs

cence normalisée du "1i1ieu en Ionct ron de Id concentration molarre du

ligand ajoute
l

de~ en

donnees sont

; tandis q le la figure n" 34 repr cscnt e le graphe des variations

fonction de [Lx] Les valeurs nurnerrqucs du traitement des
x

représentée" cI<l:l" Je t ab l.-uu n" 2. r •

Si on compare les parametres déterminés sur DHFR dialysée

ou non dialysée les re sulta ts correspondailt il Id /lfJr!( 'IOfl dld!yséc semblent

plus reproductibles. Ceperv ant , les mesures en rrucroc.a lor rrne t r ie étant

obligatoirement effectuées sur l'enzyme di alvsce , nous avons effectué

les expériences en complexe ternaire sur le', deux catégorIes d'enzyme.

D'autre part, les paramètres de f i xa t ron l;\,olllcnt en fonr.t ron du temps

qui s'écoule à partir de l'étape finale de pur i f icat ion. Nous nous sommes

donc intéressés à cette évolution en fonction du tr-rnps.

On peut suivre l'évoluuon dans le temps des parametres

de ti xat ron dans le complexe binaire PYR-!lHr'l< SUI' le tableau n° 21

ou sont également Indiquées les act ivu es srx-rr l iqucs de nos préparations

enzymatiques.

,'\pparf'mment, alors que l'act)\~lr' sréelflque (il' l'r-nz yme

ne varie pcl:-' ou peu, le nombre de Sites rLJr «):rtr(' dJrIIIIIUC.

Pour la valeur de I<a, en raison de j' m.cr t rrude sur cc pararno tre,

on [lC peut dfllrrll(r qu'clic varie de fa(,ull Slgl\1111 .i t ivr-.



DATES DE MANIPULATIONS 7.1 1.1983 29.11.1983 26.03.1984

[DHFR 1 (M) I,C6 )0- 6
1,1 10- 6

6,h )0- 7

10-6 10-5 10- 4 1

[py RJ (M) 5,2 If. 67 1,92 i

!'\~ (LJ J! rng)
1

1 1 J, 1 :-; 20,6
f------- --------~- - "------ ----- - -" ----~-- "----- - >---- -----<--------

1 1,0 10
7

1.2 10
7

1,4 10
7

Ka (M- I)
2 1,0 10

7
1,08 10

7
1,4 10

7

--f------ ---------C----_

1 0,31 !),::? 1 0,31 i
~"

n
2 0,37 (),2 11 0,31

1 0,42 (J,!-I"3 (i,/.) 7
Fb f----

2 0,42 !),I-+O 0,47

Tableau n" 20 - Pararnè tro s de f i x.rt ion d(;r('rfT\lnp~ par f Iuor c sr-ence.

Complexe brnarr e P'y'l<-FHFI-<

1_llZYI1W non di al vse c

1- IJf'["lïlllllé Pd! rei'/C<;S!Oll 'il)"dlre



D/\ TrI') 1)[ riZ EP/\IZ ATION t; 12.~ 3
1

20.3.1984

DATES DE MANIPULATIONS 13.12.83 27.3.1984 29.3.1984

[DHFR] (M) 9,89 10- 7
8.8 j 0- 7

7,3 J 0- 7

[PYR] (M) 4,5 lO-5 1,5 10- 4
1,2 10- 4

As (Ul/rng) 13 16 15

1,2 JO"7 ') j()t7 non déler
1

f11f1a~I('

Ka (M- J)
2 0,97 10-. 7 5 10..7 -

l 0,25 0,26 -

n 2 0,24 (J,26 -

l 0,77 1),5 1 -

Fb
-: (;.7(, 'i, 51 -

l.---- . ____~_____~._.___~.___ '--- ----------

TABLEAU n° 2l - Pi\RAMETRES DE FIXATION DETERMINEE PAR

FLUORESCENC . COMPLEXE nINAIIH:-. I~NZYiV\[ DIALYSEC

')7
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b. Interaction MTX-DHFR

Nous avons dautrr-s p.ir t étucll(' la I i xa t ion du MTX pour

la cornparcr à la PYI<', ces deux rY\éoicarncnt<. ont en r-fIct le même mode

d'action d' anti folique.

Les pa ramo tres de Iixa t ron c1l'tl"lllllné par fluorescence son:

respectivement:

n:. 0,20

Fb = 0,30

Les résultats du traitement des données expérimentales sur

Apple rr sont :

n = 0,20

Fb:. 0,31

r :. 0,99

Les figures n° 39 ct 4() rcpr(~s('111('11t Id I luor c:« "lice nor ma l i

sec du rnillcu en fonction de la concentration rnola rr e du ligand ajouté.

AinSI, le MTX presente' un rwrrlbre' cie' SltC5 moindre-s qu'

la PYR par contre sa constante d'affinité ('st no t ternent plus élevée :
8 -1 '2 10 M. Il convient donc de comparer la "capacite de liaison" de la

DHFR VIS a vis des deux antifoliques repn·')('nt(.C' par le produit nK a.
7 -1 'Pour le MTX nKa :. 4.10 M et pour la PY I~ ('n pre-nant lc xper ienc c du

2/1/ 03 réalisée le même jour, nKa h./ r/ \~-I.
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! 1 h

- EvoJutlon clans le tCITIpS

Systèmes ternaires (NAIWH -DHFî~) 1 I)YI~

3vec id proteine pourrait

;,') rfldrs 1'184 ont été l a i te s

Le temps cie conta.t du \Ji\\jf'H

Ces travaux se poursurvront donc pour e lur idcr ce probleme.

- Enzyme dlal ysée

- Enzyme non dlalys('e

l.e s figures n" 41, 42, 1~lt, 45, '~/. '.8 rcpr c scnt on t la t luorcs

cence normalisée du milieu en Ionct ion de Id concentratron molaire du

ligand ajouté j .tandis que les figures n° 43, 46 representent les graphes

d .. d 1/1 Ionct i d [Lx l Jes variations e -)\ en onction e -- . Les va eurs numer iques

du traitement des données sont représentées sur les table aux n° 22.

Les résultats sont représentés sur les figures 49, 50, 51

52, 53, 54 et le. tableau 23.

Les rnarupulat ions de~ 211. n.
avec: la rnêrnc préparation d'enzyme.

Apparemment lintroduct ron de N/\lîPH dans le rru lreu entralne

une légère diminution de la const ant e d'affinité. Par contr e , le nombre

de sites protéiques de nxation augmente. On pourrait evoquer l'existence

d'une cooperat ive negative pour le rofarteur.

On peut suivre dans le temps le vo lut ron des paramètres

de f i xat ion de la PYI< sur le complexe DHFI<-i\JADPH sur le tableau n°

23.

eventuellement rnodif rer la f i xa t ion subsequente dil rncdrramen t .



DA TES DE MA NIPULA TIONS 19.12.1983 20.12.1983 27.3.1984

[DHFRJ (M) J 0-(' x. l 1 ij-7 -78. j 0

[PYR] (M) 1,05 10-11 l. 1(, 10-4
1,5 10- 4

As (lll/mg) 12 17 20
r---._-~. -~----- .. _---- .. _- ---_., _. ---- ...._-------

1 2,4 10() 3,8 IO() 5 106

Ka (M- I)
2 1,5 lé 5,2 106

5,2 lé
1 0.26 0,11 11 0,,)0

n 2 a,19 0,(;(; 0,1-19

1 a,42 0,,)2 0,43
-

Fb
2 a,32 0, ')() 0,43

117

Tableau n° 22 - Pararne tres de

Complexes ternaires. Luz yrnc- IHm dia l ysec

s.
~. ,



DATES DE MANIPULATIONS 24.3.1984 28.3.1984 29.3.1984

[DHFR] (M) 4,76 10- 7 6,(, 10- 7
8,43 10- 7

1O-I~ l'
10- 4[py R] (M) J,55 1~ ') 1 cf i 1,27

As (UJ/mg) 16 J4 14

1 3,6 lé 5 J06
10

7

Ka (M- J
) 3 10

6 5 j CJ (, -
2

-- f----------

1
0,49 0,63 0,53

1

1 Il 1

2 (),119 '», " 'j - i
f---- ----- -- -~~---------- --~-r------- r---------- ---1

1 0,40 O. '1 C) 0,49

Fb
2 0,40 rj, /1 r) -

.. - . _...

Tableau n° 23 - Paramètres de fixation de terrmnes par fluorescence

Enz yrne dialysée. Cornple xe s tr-r natro s

118
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4. DISCUSSION

COMPLEXES BINAIRES

JI faut d'abord remarquer' que en cc qUI concerne le complexe

binaire, pour une même ac t ivi te <"p~<:Illquc, Id (l'I<1n1lt('· de chaleur mesurée

en présence d'un excès de ligand, le nombre de sites sIon admet un 6H

par site constant varient en fonction de la preparat ion enzymatique conside

ree malgré la pureté contrôlée par électrophorrse de relIe-ri ct var rent

également en fonction du temps pour une rnêrno préparation enzymatique.

Il semble donc que J'on sc trouv- "[1 pr esr-nr:e rl'une protéine

pure, mais perdant plus ou moins rapidement sa conformation favorable

à la fixation du médicament.

Les sculo s données co mp.uab lc. ',Ilnt dOII( ceIJe', efkr,tlJécs

sur une même préparation enzymatique le même' rour ,

VARIATION [NlfH.LPIQUL

Si on considère Je tJ H par si t o ((!<.,dt!n), JI est égal en faisant

une moyenne sur six pr cpara t ins en z ymu u qucs ,1 15 1 Id.

CONSn\NTE D' AfT [,\lITE

Elle semble être de J'ordre cil' Ir/M-
1
. 1] i aut remarquer

que ces mesures ont ete effectuées C:i un tr mps vur iable dprC'<., la fin de

la pur if ica t ion de la protéine, mais jamais mfé'rlc'llr il /-1;.', heures.

Rappelons que dans la h t t e r a t ur c ,', n'r-st Jamais fai t mention

du tr-rnp., C( ,)uJ(~ avant lc<., mf'surc" (JlI' Il l" "\ l''t(' clU' un« vale-ur publiée

pour la PynllléthJrnlfw ct que je t\;1ethol r('\c1 l( ct le Tr rrne thopr rme ont



1'34

respectivement des cons tantes d'ûfflnlté Pl)ll'" 1'C'nzyrne (je boeuf de

1.108M,1 ('t dc /1.10 5M,I (21).

PAR AMe TI~ ES THU~ MODY f'-JAMIQljeS D' JNTEI~·

ACTION

En consrdéran t un ÛH par site de - 3:' 1·:1 et urie . onst aute de 107M

Ies variations d'énergie libre et den thropie ont été calculées a par tir

des relations thermodynamiques classiques :

6. G - - R T log K i1

~G- 6H-T6s

La formation du cornple xe py[~ - DHF[{ presente un D. G
_ i •. ,

par site égal a - 37,8 kJ et une vale-ur de ,''." par site égale a -t 10 J.K ',',Ite

Cette valeur lcgerernent posrt rve pour la v.uro n on dontropic cst donc é"'\

favorable à une réaction plutôt de type entropique ct montre que s'est

ajouté i1 des interactions de type (-[e'<.tro c, tél t iriUe' entre i'l! protone et

1<' grlluj)cllll'llt c..ubo x y h quc- dll '>ll(' [!ll)l('jll'I" ',011 11111' 11111'1.1 1 tJ(HI l~ntrC'

les SItes hydrophobes de' l'enzyme et vraisemblablement le cycle aroma

tique du rnedicarnent, soit un processus de dcso lva t at ron ou plus vraisembla

blement les deux.

EFFET DE LA OC l'l i\ TI JI< 1\lION DE L;-\ PROTEINE
-~~,----,-----,-

Alors que lact rvi te de la prulI':lle r c-vtr c or.s rante , nous

avons SIgnalé la diminution en fonction du temps (il' .cr tams paramètres d'Inter

action Pyf(-DHFR. Il semble don, quo la f i x.r t ion de la seule PYR sur

l'enzyme ne pUlc,se être consider éc cornille If' ,-l'flct cie j'ClctlVlté· enz yrna t r-

que qui concerne en f a: t le compJe\e ternaire !i!-W -N/\DPH-DHF' R.
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COMPLEXES TERNAIRES

Nous considèrerons la fixation (le la PY f( sur Je complexe

DHFR/NADPH.

VARIA TlON ENTH/\LPIQUE

Le û. H par site <ernblr- légr" ('!II('nt <upcr rcur Ù c.olui dl!

complexe binaire puisque la moyenne sur qua tee préparations enzymatiques

est de - 42 k J + 4.

CONST/\NTES 1)' '\FFINITE ET NOMBRE

DE SITES

Pour chaque prepara tron cnzyrn.. u que , 011 observe un léger

effet coopératif négatif du NADPH vis a vis de Id PYR puisque la constante

du système ternaire est de J'ordre de 2 à 'l.1 Q6 M- J. Ceci différencie la

PYR des autres Inhibiteurs tels que ie tr rrne tnop-uur- ml lin e lf e t coopératif

posrt if sur les DHFR bactér ienne a et c rms Cil ('\ rdenrc (23). Il faut remar

quer qu'une mesure effectuée après un ternps de corltéiCt plus Important
. 7 -1

entre le NADPH et la DHFR a conduit il IJIIf' vale-ur dr- Jr) \;1 • Il sera

donc nece ssarre de vérifier ultérieurement l' ,H t Ion du temps de contact

entre la protéine et le cofacteur.

Par contre. on observe un nornbr« ,C' ',ltC''' j(:gèremcnt superieur

dans le système ternarre aussi b ren per f luor cs: l'ncC' q\lf' par .nicrccalor r-

.'. ;.,

rne tr ie, CItons comme cxernple s : a.2') site (

tr-r na rr e ou 0. 117 dr-venant (J. ~').

PARAMETI~ [CS

brna rr « devenant 0,36 en

( \)MI)IXXI:I[RNAI[~[

1 Il considcr ant un Û H pèlr SI((' Ill<)ycil rie - 1+2 1<1 et une

.... 1 (, M-! 1 . A . . , k l -1 1cons t ant o <Je 1 () cl var rat ion LJ. (. es1 ')'dle il 1) ',Itr' et a
1\ - J. -1 . .

variation u ~ est de - 25 J.K site .La var rat ion C'1trOplqucest donc defavorable
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a la r cuct ron qUI est donc de nature entdll)J(jUC, Id Irxa t ron du NADPH

favorisant vraisernblablernent par changement de contorrnat ion.I'Interaction

entre Je NI protonné de la PYR et certains groupements négatifs de l'enzy-

me qui, l'our les autres inhibiteurs (;.11) sont l,·', group"rnents rar bo sy l iquc:

de l'aspartate ou du glutamate.

VARIATfOÎ\i OU IU,NC!lS"J,t'J DI; TEMPS D[~

PARAMETIŒ.":> D' I:'\)'I UU\CTlON

Lorsque l'activité enzymatique d'une préparation rete constante

on n'observe apparemment pas de diminution du Li H, de la ronst ante Ou

du nombre de sites pour la fixation de la PYR sur Je complexe DHFR!N/\DPl

alors que certains paramètres du complexe binaue ont diminue. Il semble

donc d'une part que Je coenzyme restaure 1i ~ c:onforrnation favorable a

la fixation du médicament et que d'autre part, il y ait une corrélation

entre l'activité et la formation du système ternaire donc entre la fixation

du substrat naturel et de la PYR.

FIXATION DU NAOPH

En ce qui cou: erne le cor np le xc !)JIlalrC 1)HFI~/N/\DPH seule

les 0 sat ont pu être déterminées ; les faibles chaleurs mesurées surtout

pour les défauts de lige d, induisent une grande rrnprer.ision dar.s les mesu

res mir rocalor i rno t r iquc . et ne permettent ,11:1' Pd', \HIC' rj(:term;natlon

du nombre de sites et donc du !J H par site.

En ce qUI concerne la fixation ri Il NADPH sur lr- complexe

Py [~ - DHF 1~ • Il faut remarquer que Id chdi("Jr mesurce Osa t represente

a la fois Id fixation du NADPH mais égaleme!l t la f i xa t ion de la PYR en

excès dans le rru l reu sur les nouveaux sites nr"',- par le Ni\DPHalnsi que le

chdllherT1f'lll ci(' r on l or rn.i lion corrC'spC)I)(I"llt.
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tation hasardeuse.

'Jar contre, il est Int(.re~~dnt de' (')I1~tat('r que la somme

de Qsat pour la formation du complexe ternaire que-lque soit l'ordre d'ajout

du cofacteur et du médicament est identique. (flgIJrC' 23).

Ceci permet donc d'assurer que l'e t.i: final ct donc la confor

mation du complexe ternaire est donc la même quelque soit la VOle d'obten

tion du complexe.

COMPARAISON AVE.C LE METHOTRE.XATI:

Nous avons rrus en évidence un phenomene de cornpe trtion

entre la PYI<- et le MTX vis à vis de Id l)flFr~, (jlll ('Idit dai l lcur s pr cv isib lc.

Par ailleurs, aussi bien la cornpar arson entre les valeurs

de la constante d'affinité pour le MTX ct la flYH pour les complexes

binaires déterminés par fluorescence sur lE' rnrlll(' «nz yrur-, If' r'lême jour,

que Je calcul des rapports des constantes real JSC'C:-, par rrucrocalor irné tr ie

montre que le MTX se lie avec une constante environ vingt Iois supérieure

à celle de la PYR.
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La Pyr imc tharninc est url an t i p.rlu-hquc- d art i on sr.hrzont ic rdc

employée depuis les annees 1950. Elle inhibe la dihydrofolate réductase

qui intervient dans la biosynthèse des bases pur ique s chez les hematozoaires.

On peut se demander SI elle n'r-xcrr:e pas une act ron toxique

chez l'hôte en inhibant la dihydrofolate rcductuso de cc dernier.

Notons que l'Inhibit ion se tr adu: r par une reac tion équilibrée,

obéissant à la loi d'action de masse, entre la Pvr rrne tharnine et la dihydro

folate réductase caracter isée par une constante' d'affinité Ka et un nornbre

de site de 11<1IS0n n de la protéine.

A notre connaissance des rne suros direr tes des paramètres

de liaison de la Pvr rrno thamme n'ont (~t(~ rr'<III"/'('s que sur rie, IlHrl< de

bactéries.

Il était donc logique pour nou-. rie travailler sur la DHFR,

de boeuf qui ressemble à ce-lle de l'hornrne el <ur tout a ce l le de cer t aines

lignées cellulaires tumorales.

No tr e tr avai l cl donc porte sur l',,tllde (Je lmteracuon de Id

Pyr irne tharnine avec: la DHFR de foie de boeuf par f luorescence et par micro

ca lor irne trre.

Nous avons expose SUCCCS<.,lvcnWfll ries généralité:, sur la Pyr i

rne t ha rnine , sur les DHFR en général PUI:, nous avons r appor te les travaux an

ter leurs sur J'interaction Pyr irne tharrune-Fi.l-lt c k . et enf m nous avons
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En effet, dans le chapitre pr o rruer , nous avons expose 1",·

propriétés chimiques et pharmacologiques de la Pyr imetharnine.

Nous retiendrons essent ie ilernc-n t que la Pyriméthamin"

est un 2,4-diamino-pyrimidine.

C'est un antifoli que. l.'enzvmo c.rblc est responsable de

la réduction de l'acide dihydrofolique en acide tétrahydrof~ique. Les dérivés

tétrahydrofoliques sont des composés qUI interviennent dans le transport

des radicaux 21 un atome de carbone lor" ,III métabolisme et de j'inter

conversion de certains acides aminés dans Id biosynthèse des bases purique,

et pyrimidiques.

Nous avons expose 1;1 tO:\J( i! r > (Je Id Pyr unotharnino , le,

associations médicamenteuses, son mode cJ' adrrunis tra t ion, sa posologi

et ses indications.

Dans le paragraphe suivant, IlOUS avons trarte du devenir

du médicament dans l'organisme. La Pyriméthamine se lie à 87 % au

protéines plasmatiques. La persistance du médicament dans les tISSUS serai

en rapport avec son activité prophylactique.

des antibactériens et des ant ipa luder-ns.

Le deuxième chapitre se r appor te aux différentes DHRF.

Les biotransformatins se font par une N oxydation en position

3 du noyau pyrimidine et une hydrox ylat ron cri position.{ du groupe éthyJ.

La drhydro Iola te r cdur.tase rcpresent e la CIble moléculaire

classes de médlcamenh,t savoir des antlcancéreuJ:'

Tt'IJ" ces médicaments sont ~'.,
j,~ ~

différentesde

an t rio h que s.

.<. '

Nous avons fait état de la di str ibuti on de J'enzym~,r'.
J'l<li

les tissus, le foie étant l'un des organc's les pi \1:, riches. En ce qui co .

la répartition intracellulaire de J'enzyme, sa presence est slgnaJée au
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du cytoplasme, des mic:rosomes, du noyau et dC'~ rn: toc.nondr ie s.

Selon certains auteurs, l'actl\lté spécifique de J'enzyme

est en rapport avec sa loca h sat ron, ('1 JI C':"I~,I"r,llt rlarl', le Cd') des ';ouches

bactériennes des formes d' rsoenz.yrne s. D'autre part, Il existe une grande

ressemblance entre les différentes DHFR 1')';lles de diverses souches de

PILlsmodiUIll.

Concernant la pur i f icat ron des [)HFl<, nous avons rappelé

les avantages apportés par la ChrOfTldtogr'l[)ilJ(' d'dffJrllt~. ContraIrement

aux procedes c.onven t ronne l s de pur rIrr.a t ion pr-("'('litéHit IHl L:llhlc- rendement

la c:hromatographie d'affinité permet de faci l i ter grandement la préparation

de l'enzyme.

En ce qui concerne la DHFR de Plasmodium, sa purification

encore tres partielle pourrait expliquer la valeur très e levee cie la masse

rnoteculatre relevée dans la littérature.

Le paragraphe suivant se rapporte a l'activité enzymatique

dont Je mécanisme reste assez mal connu. L'artJ\11~ cie' l'enzyme est très sen

srble à la f or ce ionique, à la présence d'agellt~ dénaturants etau pH. Les

r csidus arruno ac.idos sui vant s i\rg, Lys, Cys. Ilr~, r\lct interviennent speer

fiquement dans l' mter ar.t i on et donc dans l'H: iv rtr- enzymatique et leur

blocage par des Llgents clu rruque s crit r ainc- l'rnllllJIIIOII (Je Id récJ(.tlon broc.lu

mique. En outre, les résidus fluophores Trp et Tyr sont aussi Impliqués,

d'où l'apparition d'une inhibition de f luorescence lors de la fixation des

ligands.

Les études spectroscopiques des (~()lllpl('xC's bmaucx et ternai

res de J'enzyme avec: la Pyr imetharrune constllllC'nt ]e troi srernc chaprrre.

Nous exposons les résultats de:, etudes faites par Fluorescen-

ce, Dichroïsme circulaire, Resonnance Magnétique Nucleaire, ainsi que

par Micr()cdlorlm~trleet r'ialyse à j'(.qllillbr('. ('(.~ /,tlldC'" po r rnc t tr-n t SOit de

déterminer les paramètres din t c rar t ron SOIt ,j(, prc'C1~C'r- la conf or ma t ron

dt' l'enzyme et le s niveau:" d' int er ar t Inn. al'l',1 que' 1,\ nature des for cr--,
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mises en jeu lors de la liaison DHFR-Jlgand, d'I~~I bien dans les compJexes

binaires DHFR-inhiblteur que dans les c.omp le xr-s ternaires DHFR-inhibiteur-

coenzyme.

Nous retenons de ces ct urk-s quC'

1. LJ. Pyrimétamine ne protège pas l'enzyme r ou t r « ur u: dr-na turat ion contra i

rement à d'autres antifoJiques comme le Métfi<)lr('xate,

2. La constante de dissociation du complexe enz vrne bacter ren-Pvr irne tharnine
-6

est de la M,

3. La constante de dissociation des c ornp lr : 1", tor n.uro , ',C' ~Jtue entre
-7 -6

4.10 M et 7.10 M.

On peut ajouter que la Pyr irne th.u.une semble très différente

dans son comportement vis à vis de la D.H.F.I~, (le bactéries ou de plasmo

diurns des autres ant ifoli ques tel que Je Méthotrl"élte.

La Pyr rme tharmne a une dl frru t l' :) .ur le~ deux formes inter

convertibles de le, D.H.F.R. d'Escher rcrua Coll.

Nos tr-avaux personnels sont (':- \!()<,C's dan" le chapitre IV.

Après avoir souligné l'Intérêt pharmacologique et biochimique

de notre tr ava i l nous avon., décrit lo x tr actn-u l't Id puriflc,lllon de la

D.H.F.R. aInSI que la méthodologie des mes'I""" cic fluoresrcnce et de

m icroralor imétr ie ,

La prerruere de ces techruque s IIO'JS cl permis, pour chaque

préparation enzymatique, de de terrruner la const.m te d'affinité et le nombre

de sites de f i xat ion de la protéine. L'e xploi tat ron des données expérimenta

Irs obtenucs par fluorE"icer1ce efkrtlwr ';111 ,:' rj011>: pr orode s r ondurt

cl des rcsul t a t:> pur leJi t('!TICI)t c.onror dau rs.

La Mlcrocalorllnétrie nou- d per mi- Iif> de t c-rrruner drrcr tement
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l'ensemble des paramètres thermodynamiques de l' m t cr act ion : c'est-à-dire

la variation d'enthalpie {1 H, le nombre de site ainsi que le rapport entre

les constantes d'affinité de deux compétiteurs. La connaissance de ces

paramètres nous a renseigné sur le type de:'> jt)rCes rru ses en Jeu et sur

le caractère dominant enthalpique ou entropique rJe celJes- ci.

Nous avons utilisé pour Je:'> rTJc",ure'> dc' Iluorcscence un

spec trof luor nnè trc KONTRON S.M.F. 25 ù cuves tllCrmostéltablcs.

L'appareil utilisé en rrucrocalor rmétr ie est un fluxmètre

à circulation Bioactlvlty Moni tor.

Dans le paragraphe suivant, nous avons traité de la me tho

dologie utilisee.

En ce qui concerne la préparation de la D.H.F.R. nous avons

pr is comme référence la méthode de KAUFMAN et KEMERER que nous

avons modifiée à notre convenanrc. Cette ",,-,t/locie cornprcnd plusieurs

chromatographies:

- une chromatographie d'affinité,

- une filtration sur gel qUI permet de dessaler et d'éllrrllner Jes protéines

qui seraient présentes dans l'éluat de la colonne da ffmi tc ,

- une chromatographie sur hydrox ylapat ite permettant de separer deux

PICS: dont l'un represente la D.H.F.R. sr-ule PT l',,utrc If' r.ornp le xe D.H.F.R

D.H.F. (D.H.F. provenant de l'éJution de la co1011[1(' d'affinité).

Nous ne rappellerons pas ICI de f,H,un dc t a rl lee les différentes

méthodes dobtent ion et dévaluat ron des r esult a t s obtenus auss: bien par

rnicroca lor irné tr ie que par fluorescence faites dans la pr erruere partie

du chapitre IV.

Les mesures de fluorescence ct de rrucrocalor irnétr ie ont

été effectuées à !ODC à pH 6,8. Ces expériences ont permis la détermination
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1. En ce qui concerne la fluorescence:

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

variable de 1igand,

- la fluorescence normalisee résiduelle 1 h corn"'I!()lldéHll <J J'enzyrrle saturee

en ligand,

- la fluorescence iru ti alo nor rna l isr-r- Fu

ligand.

1 {J,. j'enzyme en l'absence de

Nous avons ensuite trace sur la même figure le graphe

de Ja variation de la fluorescence normalisée "n fonction de la concentra

tion en ligand et je graphe théorique. Ce der ruo: est je' résultat du traite

ment des données par une méthode itcrat ive [))Ie; au point au Laboratoire.

Ceci nous a permis de déterminer la valeur rie la constante d'affinité

et du nombre de site de I'Interar t ron étudiée.

2. En cc Cl!1I conn:-rnc Id rnicro('I!llrlrnc'trlf', la rlr.terrninatlOn

de la chaleur de rcaetlOn en présenr'c d' un r·, PC; de ligand par rapport

a la D.H.F .R. (environ JO) puis en presence d'vm défaut de ilgand nous

permet de ,:Iétcrrnlfwr Id v.ir rat ron rl'r'llIildlpl(' '1 Je nornbr e de site. La

constante d'u fIrni t e trop Importante ICI Il(' peul; [1 f' dr"lerlfllnéc péJr IfIIUOCél

lor irne tr ie ,

Nos pr mr.rpaux résultélt," old etc i" '.ljJV",ll',

En rnluocalorimétrie

a. Systèmes binaires

- InteractIOn PYR-DHFR

Le !J H est constant ct égal à - 35,5 ~ 2 kJ "It('

La var ia t ion d'enthalpie libre par site est de - 1,7 k J, t andrs que le 6 S
, -1-1

est ('gai ,1O J.K site'

- Interaction M TX-D HF f<

La chaleur :le <atur a t ron I1lesurée est rie j 2 k.l \ \
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- ConceptJün MT X-PY R

La réaction PYR (en excès) - cornple xe b m.urr- DHFI< • MTX (en excès)

est endothermique. Cette chaleur corrr-sponri "" rjc"pl;'I(O('rnC'nt d'une par t ie

du rne thotrexa te lié à l'enzyme et d Id Clld](-IJr de II:-:atJOIl de la PYI~.

Il y a donc effectivement compétition entre IpV\éthotre:-:ate et la Pyrime

thamine pour leur liaison avec la DHF f<.

- Compéti tion DHF -PY R

Nous avons montre que la PYR et le DHf sont égdlement compétiteurs

pour leur f i xat ion à la D.H.F.R. roc Cllil (-tait ('vlcicllt -t ant rior1l1r 1(' rnod>

d'action du médicament.

- Interaction NADPH-DH'~G..
[n 1(' qUI (Tllc!'rl1l' le rorrrp le xc hin.urr Df" '" /i\Jl\riPII, IlOI]', riavon-, pas

pu calculer le nombre de site de f i xa t ron du \J/\DPH étant donné la faible

chaleur mesurée [ors de la f ixa tion du ligand.

b. CompJe:-:es ternaires

- InteractIOn PYR/DHF t NA!')I'II
, -1

La chaleur de saturation mesuree est de - 22,83 kJ M .

Le nombre de site de la PYR est de 0,59.

Si le lJ. H par site est de -- 42 kJ , le tJ. Cl') Id 0t le 6. '-i par "ltC'

- 25 JK -1. Cette variation d'entropie est r!ddvorablC' à la réactIon qUI

est donc de nature enthalpique.

D'autre part. en rrucrocalor rrnc tr rc, nous avons déterminé

le rapport entre la constante du MTX et (clic de la PYR : ce rapport

e t égéli à 20.

Nous avons pu en re ah san t (1('- c xper icnce s cl' interaction

a des temps differents après la fin de la puri ftriltlon, mettre en éVldenre

une dirrunut ion du nombre de srte s pour Je svs t o rue binaire beaucoup plus im

portante que pour le système ternarre .



145

En F Juoresceilce

a. Systèmes binaire

- Interaction PY R-DHFR

La constante d'affinité est toujours de J'ordre de 10
7

M -1.

Cr t t c cons t.u i t c ne: V,I[II' pa:'> dan:'> Ic tcITI[):'> ck: :,1'. Il] ',1/;111 rICdtivf'.

Interaction MTX-DHFl-<
. 8 -1

La cons t.mn rnr-vurr-r- ost dr- l'ordre de 7 1r; \1

La Pyr rrne tharrune et le ,'v1éthotrC':\èlte ont a peu pres la

meme "capacr te de liaison" 11Ka VI:'> d VI:'> de la [î.rf.F.I<'.

b. Systèmes ternaires

La constante d'affinité est (le lodrc de 2 à

On peut donc en déduire 'In léger effet cooperatif négatif clu

VIS à vis de la PYI<..

En conclusion, nous avons pu cons tatr-r sur le plan fondamen-

tal

1. !\u cours et

qui concerne la f i xa t ion de

temps, une dena t ur at i on de j'enzyme en ce

p'y' R.

2. Un effet pr ecteur possible du rocnz yrne VIS a VIS de cette

dénaturation et la rest aura i ron par le NADPH d'une conformation favorable

à une intereact ion de type électrostatique entre le médicament et l'enzyme.

3. Le fait que J'affinité du me duument (ci J'Inverse d'autres

Inhibiteurs de la DHFR pour les enzymes b.vt r-r-ens ) ost !égerement plus

faible pour l'r-nz yme en prcsenc:e- du COfdctl" 1:. \';Ir . ontr c , r ornp te tenu

de laugrnenta t ion du nombre de Sites, la "Cdpdl,tÉ' totale de liaison" nKa

est à pel! près Identique.
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4. L'absence de corr é la t ron entre les rne sur es dac trvi te et

les mesures de fixatron dans Je système binairc alors que cette corrélation

se retrouve au niveau du système ternaire.

5. Le peu d'influence de Id pr cscr« l' de Id PY (~ VIS a VIS de

la f i xat ion du NADPH.

6. Un phenomene de c.ompc t r t iou pli' ,',il)j(" ('Iltrr' 1(, \'\~tholrl':':<l"

te et la Pyriméthamine dû à une identité ou a une proxirru te des SItes

de fixation.

Par ailleurs, sur le plan pharrn.rcologtque. le fdlt que la

constante d'affinité de la PYR SOit du même ordre que' ce lle du substrat

naturel, l'acide dihydro Io iiquc et SOIt CnVJrOl1 rie ÎC j()IS mfer ieurr

a celle du MTX, anticancéreux de grande tox.cr te , poserait évidemment

le problème de J'utilisation de la PY 1"( en tant qu'antipaludique notamment

en pr ophylaxie ,

Cependant. J1 est en f a i t plus Just'.' ,le rornoar cr les constantes

d'affinité cles syst('I11eS ternaires lJli cllr Idl! ,1'1111 cffl'! cooperatif positif

dl! N,\DPI'! puur 1(' MTX ct Ilégatll Ill1l11

est plus vr arsernb lablerncn t de j'ordre de IUC) !r ,. (
d 1..J)).

Par ailleurs, les phénomènC's r 1'1I'1Iq'J('S ct notamment de

transport sont très différents entre le' MTX rt ici PYI..:. pour laquelle r.e

transport est de type passif. De CE' fait, et du fait égalerrlC'nt au niveau

hématologique d'une compétition entre les en/.\ 'II('S cie l'hôte et du plasma ..

diurn , la concentra t in cie F'YR intracelluli.l1r!' ~,('Ill l't', fa ib lr- »ar rapport

à celle du substrat naturel ce qUI diminue "Imp,lrtanl'e des valeurs relatives

des constantes d'affinité. JJ serart donc rrnpor t an t de pouvoir ver if rer direr

terne-nt Pd! OC', rn0thocles phys rro-rhrm rqu«: ',1 LI dl 1férefH'c d'affinlté

entre l'enzyme de l'hôte et du par asi tr est ";""1 nnpor tanre pour id PYP

que celle mise en cvrdcr«:e pour le t r mu-t hopri u«: entre les lîHF[~ cie rna rn

Il 11 1(' r (' set (,S [1 H r 1~ iJ.J ( r (~ r 1l' Il nc s. .

Ll' [T t\ IlP 1":"1..) l 1VL ~ 1 \ i f; -i.: '.LI. LL

Le Président du .lm y Le 1Î" \ \' Il

1)r . c.. r"~ lAND I 'r . 1.1 " ( .r. l'J( )

---..--.-....... ' .,:,
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