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INTRODUCTION

Les lipoxygénases sont des enzymes ubiquitaires qui participent au métabolisme des acides
gras polyinsaturés.

L’acide arachidonique, acide gras majoritaire dans les cellules animales est le substrat de
deux enzymes principales la cyclooxygénase et Ia lipoxygénase :

- la premitre catalyse la formation de prostaglandines, thromboxanes, prostacyclines dont
les effets biologiques multiples sont inhibés par les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS).
Iis sont utilisés en thérapeutique comme antalgiques, antipyrétiques, antiinflammatoires mais leur
emploi peut étre limité ou contre indiqué par 1’existence d’allergie, par leur effet ulcérogene, leur
effet anti-agrégant.

- La deuxitme catalyse la formation d’hydroperoxydes d’acides gras, de leucotrienes, de
lipoxines qui sont des molécules ayant un role prépondérant dans diverses atteintes
physiopathologiques : inflammation, allergie, maladies métaboliques, cancer,... Le
développement d’inhibiteurs de la lipoxygénase permettrait donc de créer une nouvelle classe de
médicaments anti-inflammatoires, antalgiques,... differents des AINS, et ou pourrait ouvrir une
nouvelle voie thérapeutique dans le traitement de certaines maladies comme 1’asthme,
Pathérosclérose, le cancer...

C’est pourquoi I’étude des lipoxygénases mobilisent de nombreux chercheurs dans le but
de mieux connaitre les mécanismes biochimiques des étapes de activité lipoxygénasique, leur
régulation par des phases d’activation et d’inhibition, de déterminer les propriétés complexes des
métabolites des lipoxygénases et de découvrir des molécules inhibitrices pouvant donner lieu a
des applications thérapeutiques.

Nous présenterons tout d’abord a partir d’études bibliographiques les lipoxygénases
animales, leurs substrats, les voies métaboliques, leur régulation, les produits formés et leurs

propriétés, les différents types d’inhibiteurs.
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Puis nous discuterons i partir de mesures réalisées sur le modele d’expérimentation qu’est
la lipoxygénase de soja, de I'intérét de Pactivité anti-lipoxygénasique de différents produits
utilis€s en parasitologie :

- médicaments anti-parasitaires : kétoconazole, lévamisole, métronidazole qui inhibent
plus ou moins fortement les lipoxygénases.

- molécules 2 structure chimique simple déja évaluées comme molluscicides pour

lesquelles nous avons essayé de déterminer des relations struture-activité dans le cadre de cette

inhibition.
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PRENMITIERE PARMTIL.H

LES LIUIPOXYEENASES ANICMAT ES
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I - DEFINITION GENERALE

Les lipoxygénases sont des enzymes qui catalysent la dioxygénation stéréospécifique, du
systeme cis,cis-1,4 pentadiene des acides gras polyinsaturés, produisant ainsi des hydroperoxydes
(dérivé-1 hydroperoxy-2,4 trans,cis).

Ces enzymes sont trés largement répandues, aussi bien dans le régne végétal que dans le
regne animal. On les retrouve chez les végétaux supérieurs : soja, pomme de terre, mais, pois,
lupin...; chez les végétaux inférieurs : algue verte, algue bleu-vert (ANDRIANARISON R. et
coll., 1991) ; chez les invertébrés : crabe, barnacle, échinoderme (HAMPSON A.J. et coll.,
1992) ; chez les poissons (TOCHER D.R. et coll., 1991) et chez les mammiferes : rat, porc,
chien, lapin, homme, ...

Elles se différencient par la position spécifique ou elles effectuent I’insertion d’oxygene
sur acide gras polydésaturé. On distingue ainsi chez les mammiferes la 5-, 12-, 15-arachidonate
lipoxygénase (HAMBERG M., 1984) mais elles présentent toutes des poinis communs par leur
cinétique, leur activation par les hydroperoxydes, leur inactivation irréversible pendant le
déroulement de la réaction (SCHEWE T. et coll., 1986).

L’intérét que suscite les lipoxygénases animales, résulte des propriétés physiologiques,
souvent néfastes, des produits qui se forment 4 la suite de la cascade enzymatique dont elles sont
les premitres enzymes. Ces métabolites : hydroperoxydes d’acide gras, leucotrienes, et autres
lipoxines sont des médiateurs de I'inflammation, de réaction d’anaphylaxie, agissent sur les
muscles lisses, les vaisseaux sanguins, les leucocytes et les cellules épithéliales (FOGH K.,
1990). Les lipoxygénases sont donc des cibles potentielles pour des inhibiteurs a visée

thérapeutique anti-allergique, anti-inflammatoire entre autre.
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H - SUBSTRATS DES LIPOXYGENASES ANIMALES

2.1. Généralités

2.1.1. Les acides gras polyinsaturés

Les acides gras ayant une unité cis,cis-1,4 pentadiene, méme s’ils sont sous forme d’esters
méthyliques, ou inclus dans des molécules complexes : triglycérides, diglycérides, phospholipides
(SCHEWE T. et coll., 1986), ou dans les membranes biologiques pour la lipoxygénase
réticulocytaire sont connus comme étant des substrats naturels des lipoxygénases. La similitude
des produits formés (dérivés hydroperoxydes) a partir des acides gras libres et de différentes
sortes de membranes biologiques suggere qu’il n’y a pas de différence essentielle dans le
mécanisme d’oxydation des acides gras polyénoiques qu’ils soient libres ou estérifiés (KUHN H.

et coll., 1990a).

Les acides gras sont principalement ingérés sous forme de triglycérides et de
phospholipides, ils contribuent pour 35 a 40 % 2 la production d’énergie apportée par
I’alimentation quotidienne. Ce sont des acides gras saturés, monoinsaturés, polyinsaturés avec des
chaines carbonées de 4 a4 22 carbones. En ce qui concerne les acides gras polyinsaturés, ils
fournissent 5 2 6 % de I’énergie alimentaire.

A c6té de leur utilisation comme combustible, les acides gras alimentaires vont former :

- Les graisses de stockage, principalement dans les adipocytes, riches en triglycérides a
faible taux de remaniement.

- Les lipides structuraux : phospholipides et esters de cholestérol, parties intégrantes des
biomembranes ; les acides gras insaturés sont souvent présenis sur le carbone 2 des

phospholipides.
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Il y a 4 familles d’acides gras polyinsaturés qui dérivent des acides gras précurseurs que
sont :

- I’acide linol€ique ( --> série n-6 des acides gras)

- P'acide o linolénique ( --> série n-3 des acides gras)

- Iacide oléique ( --> série n-9 des acides gras)

- I’acide palmitol€ique ( > série n-7 des acides gras)

Les acides gras linoléique et « linolénique sont dits acides gras essentiels car ils ne
peuvent étre synthétisés par I’organisme humain et doivent étre fournis par 1’alimentation végétale
; en effet c’est seulement au niveau des chloroplastes des algues et des végétaux que ia
désaturation des acides gras a lieu en direction du CH3 terminal (319, etA5 désaturases) ; chez
les animaux la désaturation se fait vers le groupement carboxyle (Ag,Aq,A désaturases) (Figure

1) (FICHER S., 1989).

Les acides gras polyinsaturés, substrat des lipoxygénases les plus rencontrés sont :

- Pacide linoléique (Acide octadécadine cis 9, cis 12 oique)

- I’acide o linolénique (Acide octadécatrine cis 8, cis 11, cis 14 oigue)

- I’acide dihomo gamma linoléique ou DGLA (Acide eicosatriene cis 8, cis 11, cis 14
oique)

- I’acide arachidenique (Acide eicosatétragne cis 3, cis 8, cis 11, cis 14 oique)

- I’acide eicosapentagne cis 3, cis 8, cis 11, cis 14, cis 17 oique ou EPA.

IIs possedent tous des affinités variables vis a vis de ’enzyme (CHABLE-RABINOVITCH
H. etcoil., 1988). |

Les eicosanoides définis par Corey en 1980 comme étant les métabolites d’oxygénation
enzymatique d’acides gras 4 20 atomes de carbone, voient dans les trois derniers acides gras cités

leurs précurseurs. -
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2.1.2. Remarques

Certaines substances ne- contenant pas la structure cis,cis-1,4 pentadiéne peuvent Etre
métabolisées par la lipoxygénase de soja, enzyme proche de la 15-lipoxygénase animale.

On connait la cooxydation du carotene catalysée par la lipoxygénase par !’intermédiaire de
1a production de radicaux libres.

De méme les acides gras céto sont des substrats pour la lipoxygénase de soja qui exerce
une activité  oxygénasique et hydroperoxydasique (KUHN H. et coll., 1991a).

L’aldrine (hexachloro-hexahydro-diméthanonaphtaléne utilisé comme antiflatuiant) subit
uﬁe époxydation, couplée a I'oxydation de [’acide linoléique, par la lipoxygénase de soja
(NAIDU A K. et coll., 1991).

Le 2 aminofluorgne (Substance supposée carcinogéne et tératogene) est métabolis€ par la

lipoxygénase de soja (ROY S.K. et coll., 1991).

L’équivalent n’a pas été démontré pour les lipoxygénases animales.

2.2. L’acide arachidonigue

2.2.1. Structure chimique

5—+tox
— ____V cooH
— N NN 20
A 4

12-Lox 15—Lox

Positions d’insertion de dioxygéne

par les lipoxygénases sur I’acide arachidonique
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Acide gras polyinsaturé majoritaire dans les cellules animales, il posséde 20 atomes de
carbone (acide eicosanoique) et quatre doubles liaisons conjuguées en position cis dont la
numérotation est déterminée par rapport au COOH terminal (Cq; ou C,) en 5,8,11 et 14 ; sa

dénomination est donc acide 5,8,11,14 cis eicosatétraénoique.

2.2.2. Origine

Les cetlules animales ne pouvent le synthétiser directement efles sont soumises 2 son faible
apport exogene et surtout a 'apport en acide linoléique son précurseur (Figure 2 ). L’acide
arachidonique est un constituant habituel des phospholipides des membranes cellulaires,
réticuloplasmiques, sa concentration en forme libre dans ia plupart des cellules animales est trés
faible. L’acide arachidonique est le substrat naturel des Lpoxygénases animales c’est apres
I’action des phospholipases membranaires qu’il est libéré : phospholipase A2, phospholipase Al
suivie d’une lysophospholipase, ou phospholipase C couplée 2 une diglycéride lipase. La
phospholipase A2 parait étre la voie la plus simple, la plus habituelie, la plus logique I’acide
arachidonique estérifiant Ia position 2 du glycérol dans les phospholipides.

L’activation des phospholipases se fait par stimulation (les signaux sont encore mal
connus) d’un récepteur situé 4 la surface de la cellule et est accompagnée par une mobilisation de

calcium.

2.2.3. Vers la synthese des eicosanoides

Une fois libéré, I'acide arachidonique peut étre métabolisé en eicosanoides aux roles
physiologiques et physiopathologiques importants :

- les leucotrienes, les lipoxines, les acides hydroxyeicosatétraénoiques issus de I’action de
la lipoxygénase

- les prostaglandines, thromboxanes et protacyclines issus de la voie de la cyclooxygénase
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NON- MAMMALIAN METABOLISM
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- les acides époxyeicosatriénoiques, acides époxyeicosatétraénoiques issus de ’action de la

monooxygénase cytochrome P450 dépendante (= époxydase) (MALCOLM K. et coll., 1990)

Il - VOIES METABOLIQUES

3.1. In

Une grande variété de produits peut se former 2 partir de réactions d’oxygénation du
systeme cis,cis-1,4-pentadiene catalysées par la lipoxygénase (Figure 3 ).

Cette oxygénation enzymatique d’acides gras insaturés est stéréospécifique et concomitante
avec le départ stéréosélectif d’un proton HT par rupture homolytique d’une liaison C-H
permettant la formation d’un hydroperoxyde et entrainant le déplacement d’une liaison
éthylénique : dérivé-1 hydroperoxy-2,4 trans,cis. Cette stéréospécificité entraine 1’apparition d’un
centre chiral a I’origine d’isomérie de position et d’isomérie optique ; la régio et stéréospécificité
de la réaction diminue avec une baisse de concentration en oxygene du milieu.

On peut ainsi retrouver des composés oxygénés avec des groupements hydroperoxy en
position 5,8,9,11,12 ou 15 a partir de Vacide arachidonique. Ces acides hydroperoxy peuvent étre
réduits enzymatiquement, presque immeédiatement, donnant les acides hydroxylés correspondants
beaucoup plus stables (GRANSTROM E. et coll., 1987). Mais toutes les lipoxygénases capables
de réaliser ces oxygénations n’existent pas dans les cellules des mammiferes ; on retrouve en fait
la 15-lipoxygénase, la 12-lipoxygénase et la 5-lipoxygénase (Tableau I).

L’activité des lipoxygénases dépend de conditions telles que la concentration en substrat,
le temps de latence de la réaction, la température, le pH . Ces lipoxygénases different sur deux
points essentiels :

- le site d’abstraction du premier hydrogene et la stéréospécificité d’insertion de dioxygene

- la direction du changement de la double liaison du premier radical conduisant au 1-

hydroperoxy-2,4-trans-cis pentadiene.
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TYPE DE CELLULES LIPOXYGENASES METABOLITES
Neutrophiles 5-10 5-HETE ; LTB, ; (LTC,) ; 20-OH-LTB, ;
20-COOH-LTB,
(15-LO) (15 HETE)
Eosinophiles 15-L.O 15-HETE ; 5,15-diHETE ; 8,15-diHETE ;
14,15-¢iHETEs
5-LO (LTBy ; LTC,
Monocytes 5-LO 5-HETE ; LTB,; LTC,
Macrophages 5-LO S-HETE ; LTB,; LTC,
12-LO 12-HETE
15-LO 15-HETE
Mastocytes 5-LO LTC,; LTD,
Lymphocytes T 15-LO 15-HETE
(5-LO) (LTBy)
Plaquettes 1210 12-HETE
(15-LO) (15-HETE ; 8,5-diHETEs ; 14,15-diHETEs)
Kératinocytes 12-1.0 12-HETE
15-LO 15-HETE
5-LO (5-HETE ; LTBy)
Cellule endothéliale 15-LO 15-HETE
Cellule &pithéliale
de Ia trachée et du
poumon 15-1.0 15-HETE
D'apres (Fogh K., 1990)
Cellule du glomérule 12-LO 12-HETE (Sraer J. et al., 1983)
15-1.O0 15-HETE (Campbell W.B. et al., 1990)

Cellule du systéme nerveux
central

astroglie du rat 12-1.0 12-HETE (Petroni A. et al., 1990)
cellule pituitaire du porc (Ueda N. et al.,1990)

Réticulocyte de lapin 15-1L.0 15-HETE ; 8,15-diHETEs ;5,15-diHETEs
14,15-diHETEs ;
(14,15-LTA,) ;(Ford Hutchinson A.W. et al., 1991a)

12-LO (12-HETE) (Kuhn H. et al., 1990a)
Cellule épithéliale 12-1.0 12-HETE ; (5,12-diHETE)
ciliée du porc (5-L0O) (5-HETE) (Sakamoto S. et al., 1991)

Tableau 1 : Répartition des activités lipoxygénasiques dans les cellules (enzymes et
métabolites entre parenthéses correspendant 3 une voie mineure).
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3.2. Voi la 15-1i

La 15-lipoxygénase est en quantité notable dans les réticulocytes, les cellules épithéliales
des voies aériennes, les éosinophiles. C’est la premitre lipoxygénase a avoir été cristallisée a
partir des réticulocytes: de lapin par SLOANE et BROWNER en 1981. On parle aussi de n-6

lipoxygénase car elle aboutit a la formation de dérivés n-6 hydroperoxy.

3.2.1. A partir de I’acide arachidonique

L’étape initiale est I'oxygénation en Ci5 de l'acide arachidonique qui entraine la
formation de 15-HPETE (acide hydroperoxyeicosatétraénoique) par départ d’un hydrogene en
Cq3 : c’est I’étape limitante de la réaction. Le 15-HPETE peut étre réduit par la glutathion

peroxydase en 15-HETE.

a) Activité LTB4 synthétasiquel oxygénasique

Le 15-HPETE peut ensuite étre métabolisé en €poxyde et en différents dérivés di et tri-
hydroxylés. Ainsi la 15-lipoxygénase doit subir un second cycle d’oxydoréduction pour produire
I’'epoxyde 14,15 leucotriene A4 (14,15 LTA4) (FORD-HUTCHINSON A.W., 1991a), le
mécanisme impliqué est le départ de "hydrogene du Cqq et une rupture homolytique de la liaison
0-0 du 15-HPETE : ce type de réaction doit étre considéré comme une combinaison de 1’activité
oxygénasique et hydroperoxydasique de I’enzyme (KUHN H. et coll., 1990b).

Le 14,15 LTA4 peut étre ensuite hydroxylé en deux isomeres de 14,15 di-HETE (14,15 LTBy)
et deux isomeres de 8,15 di-HETE (8,15 LTBy)

La voie oxygénasique de la 15-lipoxygénase, par orientation inverse du substrat le 15-
HPETE par rapport au site actif de ’enzyme, conduit au 5,15 di-H(P)ETE et plusieurs isomeres
8,15 di-HPETE. Si le 15 HETE est utilisé comme substrat il se forme en majorité du 14,15 di-



24

HETE et en plus faible quantité le 5,15 di-HETE, les proportions sont inversées si le substrat est
I’ester méthylique du 15-HETE.

b) Activité hydroperoxydasique

Enfin (KUHN H. et coll., 1990b) signalent 1’existence d’une voie hydroperoxydasique qui
met en jeu la rupture homolytique de la liaison 0-0 du 15-HPETE, pour former des dérivés
époxyhydroxylés, des cétodienes, des courtes chaines d’aldehydes et de pentanes, cette voie ne se

produit qu’en anaérobie ou lorsque la concentration en oxygene du milieu est faible.

c) Propriété de 12-lipoxygénase

A cOté de la formation de 15-HPETE par la 15-lipoxygénase celle-ci peut aussi produire
de I'acide 12-hydroperoxyeicosatétraénoique : 12-HPETE alors le départ du proton HY de
’acide arachidonique se fait non pas en Cy3 mais en Cyg, cette dioxygénation est mineure en
comparaison de la 15-dioxygénation, le rapport €tant de 9 contre 1 pour le 15-HPETE (FORD-
HUTCHINSON A.W., 1991a).

3.2.2. A partir d’autres acides gras
- L’acide linoléique est un autre substrat important de la 15-lipoxygénase, il est métabolisé
en acide 13-hydroperoxy-9,11-cis,trans-octodécadiénoique 13-HPOD majoritairement et en 9-

hydroperoxy-10, 12-cis, trans-octodécadiénoique 9-HPOD.

- L’acide di-homo-gamma-linolénique DGLA et ’acide eicosapentaénoique EPA sont

transformés en leurs dérivés 15-hydroperoxy respectifs.
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3.2.3. Activité sur les membranes biologiqués

La 15-lipoxygénase est apparemmentia seule lipoxygénase capable de s’attaquer aux
membranes biologiques en I’absence d’hydrolyse préalable par les phospholipases.

Cetie réaction semble, comme pour les acides polyenoiques libres, dépendre de la
température et &tre stéréospécifique (MURRAY J.J. et coll.,, 1988). Ainsi la lipoxygénase
réticulocytaire est capable d’oxygéner les membranes mitochondriales et les produits
majoritairement formés sont le 15-HETE et le 13-HOD. Cette réaction a pour conséquence
I'inactivation d’enzymes situées de part et d’autre de la membrane mitochondriale (WIESNER R.
et coll., 1990). L’étude plus large de (KUHN et coll., 1990a) a montré que la lipoxygénase
n’attaquait pas seulement les membranes mitochondriales (du foie de rat) mais aussi les particules
submitochondriales (de coeur de boeuf), les membranes endoplasmiques (du foie de rat), et les
membranes - plasmiques  des érythrocytes. Les métabolites qui se forment en plus grande quantité
sont le 15-H(P)ETE, le 13-H(P)OD, le 9-H(P)OD, Vacide 17-hydro(pero)xy-4 cis,7 cis, 10 cis, 13
cis, 15 trans, 19 cis-docoschexanoique, et deux isomeres acides hydro(pero)xy octodecadienoiques.

Ces réactions consomment plus d’oxygeéne qu’attendu, pour la formation de dérivés
hydroperoxy, ceci pourrait étre di 2 la décomposition des produits de 1’oxygénation primaire ou
bien a la modification oxydative des membranes protéiniques qui les rendraient plus sensibles a la

dégradation protéolytique.

La présence d’activité 12-lipoxygénasique est mise en évidence dans les neutrophiles, les
macrophages, Ies muscles lisses vasculaires, I’endothélium vasculaire, les erythrocytes et surtout

les plaquettes (SPECTOR A.A. et coll., 1988). Au niveau des plaquettes et des cellules
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glomérulaires, la 12-lipoxygénase est repartie équitablement entre le cytosole et la membrane

cellulaire, une faible fraction se situe dans les microsomes (SRAER J. et coll., 1983).

3.3.1. A partir de I’acide arachidonique

L’étape initiale est fa formation d’acide 12-hydroperoxyeicosatétraénoique : 12-HPETE ;
c’est la premigre réaction de type lipoxygénasique a avoir ét€ mise en évidence, par HAMBERG
et SAMUELSSON en 1974 (dans les plaquettes).

Le 12-HPETE est ensuite réduit en 12-HETE (acide hydroxyl€) par une glutathion
peroxydase. |

Le 12-HETE peut étre métabolis€ pare hydroxylation au niveau des leucocytes conduisant
au 12,20 di-HETE (WONG Y.K. et coll., 1985). Enfin la 12-lipoxygénase par activité
hydroperoxydasique (lors d’une faible concentration en oxygéne) convertit le 12-HPETE en
hépoxylines (PACE-ASCIAK C.R. et coll., 1985).

3.3.2. A partir d’autres acides gras

La 12-lipoxygénase peut avoir comme substrats le DGLA et 'EPA, Poxygénation se fera

préférentiellement en position n-9.

3.4. Yoie de la 5-lipoxygénase - voie des leucotritnes

La 5-lipoxygénase se situe principalement dans les mastocytes, les polynucléaires

(basophiles, neutrophiles, éosinophiles), les kératinocytes, les monocytes et macrophages

(TOREL J. et coll., 1985).
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3.4.1. A partir de I’acide arachidonique

L.a formation de leucotriénes.issus de la voie de la 5-lipoxygénase a été décrite pour la
premiere fois par (BORGEAT P. et SAMUELSSON B., 1979), le terme de leucotriene provient
de leucocytes, cellules a partir desquelles ils ont ét€ isolés, et de tritnes, caractéristique
structurale c’est-a-dire trois doubles liaisons conjuguées.

Les leucotrienes issus de I’acide arachidonique sont constitués d’une chaine insaturée
(quatre doubles liaisons = série 4 des leucotrienes) de 20 atomes de carbone et portent deux

substituants polaires dont une fonction hydroxyle.

La 5-lipoxygénase catalyse la formation d’un composé hydroperoxy relativement instable
le 5-HPETE, qui peut étre réduit en 5-HETE par action d’une peroxidase glutathion dépendante,
ou bien converti par deshydratation par une nouvelle action de la 5-lipoxygénase en un autre
dérivé instable un epoxide : le leucotritne Ay (LTAy4) (acide 5(S)-trans-5,6-oxido-7,9-trans-
11,14-cis eicosatétraénoique) : réactions initiales dans la synthese des lencotrienes.

Le LTA4 molécule clé de la voie des leucotrienes dont la demi-vie n’est que de 3 a 5
minutes 3 température et pH physiologiques, est métabolisé :

- d’une part en une substance pro-inflammatoire di-HETE : le LTBy4 par la leucotridne Ay
hydrolase

- d’autre part par une glutathion-S-transférase (ou L.TC4 synthétase) en LTC4 (il y a
addition de glutathion qui se lie 4 I’acide gras par une laison sulfoéther) (BRAIN S.D. et
WILLIAMS T.J., 1990).

- enfin le LTA4 peut aussi étre hydroxylés non enzymatiquement pour donmer le 5.6
diHETE, le 6-trans LTB 4 et le 12-epi-6-trans LTB 4 {BORGEAT P. et coll., 1983).

Le L.TCy est rapidement métabolis€ en LTDy4 par le clivage d’acide glutamique réalisé

par une gamma-glutamy! transférase microsomiale membranaire spécifique (GGTP).

Le L.TDy,  son tour, est converti en LTE,4 par perte d’un résidu glycinyl sous I’action de
dipeptidase membranaire spécifique (FORD-HUTCHINSON A.W., 1991b). Enfin, le LTE4 peut
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étre métabolisé en LTF4, par addition de gamma-glutamyl sous I’action de GGTP
(SAMUELSSON B., 1983) mais il n’est pas encore démontré que cette derniére étape se produise
in vivo (BRAIN S.D. et WILLIAMS T.J., 1990).

Les leucotrienes sont dégradés par des métabolismes oxydatifs ce qui entraine la perte de
leur activité biologique : le LTBy4 est métabolisé par une hydrolase P45¢ en 20-hydroxy LTBy
puis en 20-CHO LTBy et enfin en 20-COOH LTBy. Les LTCy, LTD4 et LTE,4 sont métabolisés
en leurs dérivés sulfoxides respectifs et dans I’environnement extracellulaire des neutrophiles et

€osinophiles activés, en 6-trans diastéréoisomeres du LTB4 (LEWIS R.A. et coll., 1991).

3.4.2. A partir d’autres acides gras

La 5-lipoxygénase métabolise d’autres acides gras 2 20 carbones en leucotrienes, mais
ceux-ci sont moins actifs.

L’acide eicosatriene cis-5,8,11-oique peut conduire & la série 3 des leucotrienes par Ia
méme cascade enzymatique que précedemment, ils possedent trois doubles fiaisons la 14 en
moins par rapport i la série 4 : ce sont les LTA3, LTB3, ... (LTA3 semble étre un substrat
médiocre mais un puissani: inhibiteur de la LTA 4 hydrolase).

A partir de ’EPA il peut se former ia série 5 des leucotriznes (5 doubles liaisons, la 17
en plus par rapport 2 la séric 4) : LTA5, LTB3;, ...

Le DGLA ne peut donner de leucotrienes par manque de la double liaison en 5,6 (FOGH
K., 1990).

Remarque : c’est par I’action de la 5-lipoxygénase porcine leucocytaire sur le 13-HPOD en
présence d’inhibiteurs lipoxygénasiques que (RIENDEAU D. et coll., 1991) ont montré que cette

enzyme possédait une activité hydroperoxydasique.
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3.4.3. Autres voies formant des leucotrieénes

La voie de la 15-lipoxygénase, comme vu précedemment, peut former a partir de 1’acide
arachidonique le 14,15-LTB 4t le 8,15 di-HETE c’est a dire le 8,15 LTB 4

Mais c’est aussi par Paction de la 12-lipoxygénase qu’il y a formation de leucotrienes : on
peut obtenir le 11,12 LTAy4 et par hydrolyse les 11,12 LTB4 et 5,12 LTA4 (SAMUELSSON
B., 1983).

On ne connait jusqu’a maintenant aucune activité biologique a ces leﬁcotriénes issus de la
12- ou 15-lipoxygénase, au contraire des leucotrienes issus de la 5-lipoxygénase, que 1'on a
identifié comme constituants actifs de la "Slow Reacting Substance of Anaphylaxis” en ce qui
concerne les peptides ou cystéinylleucotriénes que sont les LTC4, LTDy, LTE4. Leurs effets
biologiques tels éue bronchoconstriction, augmentation de Ia perméabilité vasculaire, |

chimiotactisme dans les réactions inflammatoires et d’anaphylaxie... sont bien connus.

3.4.4. Métabolisme transcellulaire du LTA 4

Alors que la 5-lipoxygénase est presque uniquement présente dans les cellules
leucocytaires, la LTA4 hydrolase est trés largement distribuée. Ainsi la métabolisation du LTAy
par la LTA4 hydrolase, époxyde hydrolase spécifique, se produit soit dans la cellule originelle ou
le LTA4 est synthétisé par la voie de la 5-lipoxygénase, soit dans une cellule autre (érythrocyte,
cellule endothéliale, lymphocyte) apreés avoir quitté sa cellule d’origine. Dans 1’espace
extracellulaire le 1.TA4 aura pu subir une hydrolyse non enzymatigue mais fa présence
d’albumine le stabilise et permet son transfert.

I en est de méme pour la formation de LTCy, la LTC4 synthétase étant présente dans un
grand nombre de cellules diverses, le LTA4 est métabolisé par la LTCy synthétase de sa cellule
originelle ou d'une cellule différente (mastocyte, cellule endothéliale, cellule vasculaire lisse)

(LINDGREEN J.A. et coll., 1990).
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Le controle de la synthése des leucotritnes n’est donc pas exclusivement limité aux
cellules possédant une activité 5-lipoxygénasique et dans ce contexte de métabolisme
transcellulaire, la LTA4 hydrolase et la LTC4 synthétase présentent un intéret thérapeutique pour
une interruption sélective de la cascade de la 5-lipoxygénase (LEWIS R.A. et coll.,, 1990)
(Figure 4).

De méme qu’il y a intéraction entre la voie de la 5-lipoxygénase, la LTA4 hydrolase, la
LTCy synthétase de différentes cellules qui traduit le métabolisme transcellulaire du LTAy, il

existe des intéractions entre les 5,12,15-lipoxygénases.

3.5.1. Dérivés di et tri-hydroxylés

On a montré que lors d’incubation entre plaquettes (riches en 12-lipoxygénase) et
polynucléaires (riches en 15-lipoxygénase) en présence d’acide arachidonigue il y avait formation
de 12 et 15-HETE mais aussi de di-HETE générés par la voie de la 15-lipoxygénase.
L’incubation de 12-HETE avec une suspension des polynucléaires neutrophiles conduit a la
formation de 12,20-diHETE par < oxydation. Ceci montre qu’il existe pour les métabolites issus
des différentes lipoxygénases un métabolisme transcellulaire (WONG P.Y K. et coll., 1983).

C’est pourquoi il peut se former ie 5,12-diHETE via I’intéraction entre la 12-lipoxygénase
plaquettaire et le 5-lipoxygénase granulocytaire et le 5,15 diHETE par réactions successives de
P’acide arachidonique avec les 15 et 5-lipoxygénases leucocytaires... (BORGEAT P. et coll.,
1683). _

Plusieurs dérivés acides trihydroxyeicosatétraénoiques (THETE) résultant de I’action de
plusieurs lipoxygénases ont ét€ découverts : le 8,9,12 et 10,11,12-THETE au niveau des
plaquettes, le 8,10,12-HETE au niveau da poumon (GRANSTROM E. et coll., 1987).
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Fig. 4 - Métabolisme transcellulaire du LTA 4
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HO OH
3.5.2. Les lipoxines m\/
H COH HO OH
Lipoxin A (LX-A) LipoxinB {LX-B)

Ce sont des dérivés trihydroxylés de I’acide arachidonique ou de [Iacide
eicosapentaénoique qui possédent quatre doubles liaisons conjuguées comme caractéristiques. Les
deux principales lipoxines possédant une activité biologique sont des isomeres : la lipoxine A
(acide 5S,6R,15S-trihydroxy-7,9,13-trans-11-cis-eicosatétraénoique) et la lipoxine B (acide
58,14R,158-trihydroxy-6, 10, 12-trans-8-cis-eicosatétraenoique). De nombreuses voies conduisant
in vitro 4 la formation de lipoxines ont été démontrées ; il apparait aujourd’hui que ia voie
enpruntée pour leur biosynthese dépend du type de cellule et du substrat présent (SERHAN C.N.
et coll., 1990).

La synthese de lipoxines a lieu lors de I’incubation de suspensions de leucocytes avec le
15-H(P)ETE (FITZSIMMONS J.B. et coll., 1985), et 2 partir d’acide arachidonique mis en
présence avec des granulocytes (activité 5-lipoxygénasique) et des cellules du tissu respiratoire
(activit¢ 15-lipoxygénasique) ; elle met donc en jeu la 5 et la 15-lipoxygénase. De méme on
retrouve des lipoxines, majoritairement lipoxine B, dans les réticulocytes, synthétisées & partir de
15 HETE par double lipoxygénation (FORD HUTCHINSON A.W., 1991a) (KUHN H. et coll.,
1990b). La synthese de lipoxines passe :

- par la formation d’un dérivé époxyde intermédiaire : fe 5,6- ou 14,15-époxyde 2 partir
de 15-H(P)ETE, I’époxide subissant ensuite une hydrolyse.

- par P'introduction d’une groupement hydroxyle via la réaction de trois lipoxygénases
séparées.

- par la convertion du LTA4 en époxyde intermédiaire, mise en évidence dans les

plaquettes.

Les plaquettes humaines synthétisent les lipoxines, majoritairement la LXAy4, par deux
voies :

- soit directement a partir du LTAy, il y a hydroxylation dépendant de Ia 12-lipoxygénase
en C15, menant a la formation d’un dérivé époxyde instable le 15,14-LTA4, puis par hydrolyse

aux lipoxines
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- soit & partir du 5,6-diHETE {(métabolite du LTA4 par voie non enzymatigue ou bien par
action d’une époxyde hydrolase cytosolique - hépatique (HAEGGSTROM J.Z., 1990) / c’est
aussi un métabolite dérivant de I’activité 6 oxygénasique de la 5-lipoxygénase des leucocytes chez
le porc sur le 5-HETE)) par une 15 lipoxygénation suivie d’hydrolyse (TORNHAMRE S. et
coil., 1992).

IV - REGULATION DES REACTIONS LIPOXYGENASIQUES

4.1.1. Mécanismes enzymatiques

La formation de I’ensemble des métabolites précedemment vus peut étre controlée par la
libération de leurs acides gras précurseurs a partir des lipides membranaires par intervention de
phospholipases. Cette régulation est d’autant plus importante pour la 5-lipoxygénase leucocytaire
humaine qu’aucune oxygénation directe des membranes lipidiques n’a ét¢ démontrée a I’inverse
de la 15 arachidonate lipoxygénase qui métabolise directement les phospholipides (KUHN H. et
coll., 1990a). La 12-lipoxygénase n’a pas montré non plus d’affinité particuliere vis a vis des
lipides membranaires. L’activation de la phospholipase A2 (CRASTES DE PAULET A., 1983)
résulte d’une réponse cellufaire a des stimuli déclenchés par un traumatisme, 1’aggrégation
plaquettaire, les réactions inflammatoires aigues... Ces stimuli, recueillis par un récepteur situé i
la surface de la cellule, sont encore mal connus, ils correspondent a différentes hormones,
neuromédiateurs parmi lesquels le collagene, la thrombine, la bradykinine, 1’angiotensine II
(SAMUELSSON B., 1983).

L’élément premier de la réponse cellulaire est ’augmentation de la concentration en Ca2t
cytoplasmique par activation du métabolisme du phosphatidyl inosito! qui pourrait jouer un role
d’amorce dans ce processus. Le métabolisme du phosphatidyl inositol se fait par I’action d’une

phospholipase C spécifique, qui libere un diglycéride et 'inositol phosphate. Les diglycérides
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activent d’une part une protéine kinase Ca2+—phospholipo-dépendante qui pourrait phosphoryler
la lipomoduline, et d’autre part sont converiis en acides phosphatidiques qui se comportent
comme des ionophores calciques.

Cette mobilisation de calcium fait qu’il y a formation d’un complexe calcique avec une
protéine cytosolique Ja calmoduline capable d’activer un grand nombre d’enzymes ca2t
dépendantes en particulier la protéine kinase Ca 2+4dépendante et 1a PLA2.

La PLA2 "au repos" est sous forme d’un complexe inactif lipomoduline-calcium-
phospholipase A2. C’est la phosphorylation de la lipomoduline (grace aux protéines kinases
Ca2+-phospholipodépendante) qui libererait la PLA2 du complexe inactif permettant ainsi ’acces
du calcium au site catalytique de la PLA2 d’ou Pactivation de cette enzyme.

L’action antiinflammatoire des glucocorticoides résulterait de Pinactivation de la
phospholipase A2 pér induction de la synthese de lipomoduline au riveau de I'étape moléculaire

de transcription (HIRATA F., 1985).

4.1.2. Stimulation - inhibition

L’utilisation du ionophore calcique A 23187, dans le domaine expérimental, pour stimuler
la voie des eicosanoides s’explique donc par le fait qu’il entraine une augmentation de la
concentration cytoplasmique calcique conduisant & une activation des phospholipases ca+t
dépendantes responsables de la libération d’acide arachidonique & partir de la membrane cellulaire
(BORGEAT P. et SAMUELSSON B., 1979). Les cellules n’ayant pas de récepteurs a I’ A
23187, il doit étre considéré comme un stimulus non physiologique. A I’'inverse un certain
nombre ¢’autres stimuli tels que la N-formyl-méthionyl-phénylalanine (FMLP) et la bradykinine
interferent avec des récepteurs spécifiques sur la surface cellulaire qui conduit 2 la transduction
d’un signal a travers la membrane avec pour conséquence une augmentation du calcium

intracellulaire ; cette activation semble étre associée 2 la mise en jeu du systeme des protéines

kinases C (FOGH K., 1990).
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La libération d’acid.e arachidonique par les phospholipases est aussi stimulée par la
présence dans la cellule d’ATP et indirectement par le NADPH qui augmente e flux calcique
(STEWART A., 1985).

Certains acides gras hautement insaturés sont de puissants inhibiteurs de la phospholipase
A2, I’'inhibition augmentant avec le taux d’insaturation de ces acides . L’acide arachidonique est
un inhibiteur compétitif de 1’enzyme, aucun analogue contenant des liaisons acétyléniques ne
I’inhibe alors que 1’analogue diméthy! dignique de 1’acide arachidonique est un puissant inhibiteur
(DENNIS A.E., 1990).

La régulation physiologique de la formation des eicosanoides n’est pas entierement
connue. On ne sait si leur biosynthése quotidienne résulte d’une libération d’acide arachidonique
a partir des phospholipides continuellement stimulée et régulée A bas niveau, ou bien, si elle se
produit par intervalles. Mais dans les situation pathologiques comme un choc septique, un
traumatisme, etc..., la cascade enzymatique de 1’acide arachidonique devient explosive (FISHER

S., 1989).

4.2. Par les métabolites ; les eicosanoides
4.2.1. Introduction - points communs des lipoxygénases

Des études cinétiques ont permis de dégager pour les différentes lipoxygénases des points
communs : il existe une phase d’activation obligatoire de I’enzyme par son produit
Ihydroperoxyde d’acide gras. L’activation étant due, en partie, & I"oxydation directe du site actif
de 'enzyme par le groupement hydroperoxyde ; c’est pourquoi lorsque expérimentatement on
utilise des substrats purs pour mesurer ’activité lipoxygénasique, il existe une phase de latence
correspondant au temps de formation d’une quantité suffisante de dérivé hydroperoxyde
(SCHEWE T. et coll., 1986).

La lipoxygénase de réticulocyte possede un certain nombre de caractéﬁstiques qui

s’appﬁquent aussi aux autres lipoxygénases (LUDWIG P. et coll., 1987) :
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- elle présente une sensibilité a I’oxygene

- Pabstraction de I’hydrogene est 1’étape limitante de la réaction

- Penzyme est soumise & une autoinactivation due a une forte concentration en
hydroperoxyde formé

- il existerait un seul site de fixation pdur le substrat et le produit

- lors d’une faible concentration en oxygene, le substrat en exces exerce une action

inhibitrice et les lipoxygénases se comportent comme des dioxygénases et des hydroperoxydases.

4.2.2. Pour la 15-lipoxygénase

Les données de la littérature sont contradictoires en ce qui concerne 1’état d’activation de
la 15-lipoxygénase dans les cellules.

En effet, pour (MORITA E. et coil., 1987), (SIGAL E.et coll., 1988} fa 15-lipoxygénase
serait sous forme active et ne necessiterait que la présence de substrat pour la formation des
eicosanoides ; (BORGEAT P.et SAMUELSSON B., 1979) pensent qu’elle serait dans un état
quasi-inactif dans les polynucléaires du sang périphérique puisque ces cellules ne métabolisent
gu’une faible quantité d’acide ara.chidonique exogene en 15-HETE. (VANDERHOEK J.Y. et
coll., 1985) (NICHOLS R.C. et coll., 1990) voient la 15-lipoxygénase des. polynucléaires sous
forme inactive ou "inaccessible" qui necessite une €tape d’activation pour métaboliser I'acide

arachidonique endogene ou exogene.

a) Action des métabolites et "self-inactivation”

Les HETEs endogenes et, en particulier, le 15-HETE lui-méme, et le 5-HETE, sont des
activateurs de la 15-lipoxygénase. D’une maniere générale I'inhibition de la 5-lipoxygénase et
’augmentation de la formation de 15-HETE sont étroitement lides, les médicaments qui inhibent

la 5 activent la 15-lipoxygénase. Le 15-HETE est un puissant inhibiteur de la 5-lipoxygénase et
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c’est cette éaractézistique inhibitrice qui est probablement responsable de 1'activation de sa propre
formation par la voie de la 15-lipoxygénase (FOGH K., 1990).

Les- hydroperoxydes formés lors de réactions lipoxygénasiques sont responsables d’une
modification de I’enzyme qui a catalysé leur synthese : on parle d’auto-inactivation ou de "self-
inactivation”. Ce phénomene a été montré sur différentes lipoxygénases végétales et sur la
lipoxygénase de réticulocyte en utilisant comme substrat I’acide linol€ique, le produit ’acide 13
hydroperoxylinoléique (13 HPOD) interagissant avec 1’enzyme.

Pour des températures supérieures 2 20 C, la "self-inactivation” de la lipoxygénase de
réticulocyte est indépendante du type de substrat (SCHEWE T. et coll., 1986). Cette inactivation
s’accompagnerait de la formation d’un groupement sulfoxide au niveau d’une molécule de
méthionine, particulitrement sensible 4 I’oxygéne, composant la lipoxygénase. La conversion
d’un résidu méthionine hydrophobe en un sulfoxide hydrophile serait 4 I’origine du changement
irréversible de conformation du site actif de la 15-lipoxygénase de réticulocyte entrainant son
inactivation (RAPOPORT 8. et coll., 1984). Cette caractéristigue d’autoinactivation a aussi été
observée an niveau de la lipoxygénase plaquettaire (12-lipoxygénase) et de la cyclooxygénase
plaquettaire (LAPETINA E.G. et CUATRECASA P., 1979), ce qui montre la nature "suicidaire"
des réactions dioxygénasiques du métabolisme de I’acide arachidonique dans les cellules
animales. (NGUYEN T. et coll., 1991) va a I’encontre de la théorie de self-inactivation par
formation de groupement méthionine sulfoxide, pour la 5-lipoxygénase en effet le remplacement

de I’acide aminé méthionine par un autre a peu d’effet sur P'inactivation de Penzyme.

b) Substrats suicides

Les analogues structuraux des substrats naturels des lipoxygénases, qui possedent des
groupements acétyléniques sont des inhibiteurs des réactions lipoxygénasiques ; en particulier
lacide 5,8,11,14 eicosatétraynoiqe (ETYA), I'analogue acétyléné de I’acide arachidonique.
L’ETYA inhibe la lipoxygénase en agissant comme substrat en effet il est transformé en produit

plus polaire et par compétition au niveau du site de fixation du substrat de I’enzyme I’acide
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linoléique a un effet protecteur sur I’inactivation par 'ETYA ; 'ETYA est dit substrat suicide et
au cours de cette inactivation il y a utilisation d’oxygene et formation d’une mole de méthionine
sulfoxide par mole d’enzyme.

La sensibilité des différentes lipoxygénases 4 'ETYA est variable, d’autres acides gras
acétyléniques agissent aussi sur la 15 et 12-lipoxygénase. dans tous les cas il apparait que
I’inhibition des lipoxygénases par des substrats suicides, ou par "self-inactivation” avec des

substrats physiologigues, procede selon les mémes mécanismes (SCHEWE T. et coll., 1986).

¢) Remarque

Certains anti-inflammatoires non stéroidiens : I’ibuprofeéne, I’indométacine sont des
activateurs de la voie de la 15-lipoxygénase (VANDERHOEK J.Y. et coll., 1985).

La 15-lipoxygénase semble aussi soumise a des mécanismes de contrdle post-
transcriptionnel lors de la diﬁéreﬁdaﬁon cellulaire : les réticulocytes immatures possédant I’ARN
messager de la 15—1ipoxygénase: sans ’exprimer en protéine 15-lipoxygénase alors que les
réticulocytes matures contiennent ’ARNm et la protéine 15-lipoxygénase. Ceci suggere qu’il
existerait une protéine régulatrice qui réprimerait la traduction de ’ARNm 15-lipoxygénase, la
synthese de 15-lipoxygénase ne pouvant étre réalisée qu’apres un certain stade de différentiation
cellulaire. Les études sur I’expression des génes codant pour les lipoxygénases n’en sont qu’a leur
début (SIGAL E., 1991).

I’induction de Venzyme, au niveau de ’ARNm 15-lipoxygénase, chez les monocytes
sanguins, qui permet aux macrophages qu’ils deviendront d’exprimer la 15-lipoxygénase, est
stimulée par I’interieukine 4 (IL-4 interleukine peptide qui permet I’intéraction entre les cellules
du systeme immunitaire) et est inhibée par 'interférony et I’hydrocortisone.

(interféron : médiateur augmentant la résistance celtulaire aux infections virales en modifiant le
métabolisme cellulaire, interféron Y: produit par les lymphocytes activés a de nombreux effets

comme modulateur des réponses immunitaires).
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IL-4 et interféron Y pourraient étre des régulateurs physiologiques de I'expression de la
lipoxygénase et ceci suggere le lien important qui existe entre les fonctions de la 15-
lipoxygénase et la réponse inflammatoire immune dans 1’athérosclérose comme pour d’autres

désordres (CONRAD D.J. et coll., 1992).

4.2.3. Pour la 12-lipoxygénase

La 12-lipoxygénase qui se situe au niveau membranaire serait sous forme active.

Elle est activée par son propre métabolite obtenu a partir de ’acide arachidonique : le 12-
HPETE, son dérivé réduit le 12-HETE est inactif. D’autres HPETEs stimulent la 12-lipoxygénase
mais dans des proportions moindres, la spécificité isomérique du 12-HPETE étant nécessaire.

Les (endo)peroxydes intermédiaires formés par la voie de la cyclooxygénase a partir des
acides gras pourraient aussi activer la 12-lipoxygénase plaquettaire (VANDERHOEK J.Y. et
BAILEY J.M., 1985).

Le 15-HPETE et 15-HETE inhibent la 12-lipoxygénase plaquettaire (VANDERHOEK
J.Y. et coll., 1980), et elle est soumise aussi au phénomene de "self-inactivation”.

Enfin ’analogue de substrat, ’ETYA, substrat suicide, inhibe & peu prés également la 12-
lipoxygénase et le cyclooxygénase (PALMER et SALMON, 1983).

4.2 4. Pour la 5-lipoxygénase

a) Réle du calcium et de I’ATP

Le calcium joue un rdle essentiel dans 1’activation de la 5-lipoxygénase. Ceci est mis en
évidence par I’augmentation de la formation de 5-HETE en présence d’acide arachidonique et
d’1onophore calcigue A 23187 au niveau des polynuciéaires ; d’autres cations divalents tels que

Cu?t ou Fe2™ sont inefficaces (VANDERHOEK J.Y. et BAILEY J.M., 1985). Dans les
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mémes conditions il y a accroissement de la synthése de leucotrienes. Le Ca2* stimule donc
Pactivité lipoxygénasique proprement dite mais aussi activit€é de LTA4 synthétase de la 5-
lipoxygénase : la 5-lipoxygénase est calcium-dépendante.

Ce n’est que pour de fortes concentration en acide arachidonique, en dessous de pH 8, que
Iactivité de la 5-lipoxygénase est indépendante de la présence de calcium. L’activité serait en
rapport avec I’état physicochimique du substrat : I’ion arachidonate en solution ne peut étre
métabolisé qu’en présence de calcium (qui, peut étre, se fixerait au groupement carboxyle) alors
que ’acide arachidonique libre, non chargé, ou les micelles d’acide arachidonique ne nécessitent
pas 1a présence de calcium (la concentration micellaire dépend aussi du pH) .

L’activité maximale 5-lipoxygénasique demande la présence de calcium mais aussi d’ATP
(adenosine triphosphate) (WONG A. et coll., 1990).

Le calcium joue en plus un role dans la translocation de la 5-lipoxygénase du cytosole au
compartiment membranaire ce qui est necessaire pour son activité métabolique : synthese de 5-

HPETE et de leucotrienes.

b) La FLAP ou Five-Lipoxygenase Activating Protein

Dans les cellules a 1’état de repos la 5-lipoxygénase (étudiée dans les lencocytes humains
du sang périphérique, les cellules leucémiques basophiles du rat RBL-1, les cellules HL 60
trait€es par le diméthylsulfoxide) est localisée uniquement dans le cytosole. Hors son substrat,
I’acide arachidonique, est généré a partir des phospholipides dans la membrane cellulaire.

C’est en étudiant un puissant inhibiteur de la formation des leucotriénes le MK 886 qui est
efficace in vivo et sur des cellules intactes in vitro mais pas sur la S-lipoxygénase purifiée, que
I’on a démontré que cette inhibition était due 2 I’empéchement de la translocation de la 5-
lipoxygénase du cytosole sur un site particulier membranaire, le MK 886 se fixant avec une haute
affinité sur une cibie protéinique spécifique. Cette cible, protéine isolée de 18 kilodaltons, a été
nommée FLAP : Five-Lipoxygenase Activating Protein, elle est présente dans la membrane des

leucocytes (SIGAL E., 1991).
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La 5-lipoxygénase et Ia FLAP sont nécessaires ensemble pour la biosynthese cellulaire des
leucotrienes, le mécanisme hypothétique d’activation est le suivant (Figure 5 ) : la stimulation
d’un récepteur membranaire entraine une augmentation significative du calcium intracellulaire
activant la 5-lipoxygénase (ainsi que les phospholipases). Ceci aboutit par un mécanisme inconnu
a la translocation de I’enzyme jusqu’a la FLAP. Un complexe stable, au niveau de la membrane,
est ainsi formé entre la 5-lipoxygénase activée, la FLAP, et éventuellement d’autres acteurs de la
voie des leucotrienes (LTAy4 hydrolase, phospholipase A2). Ce complexe régulerait I’intéraction
de I'enzyme avec son substrat. La 5-lipoxygénase subirait ensuite une inactivation associée 2 un
"changement suicide” laissant une enzyme insensible liée 2 la protéine membranaire FLAP
(FORD HUTCHINSON A.W ., 1991¢).

Récemment d’autres données dans la régulation de U’activité de la 5-lipoxygénase ont été
apportées. Dans les macrophages alvéolaires, a I'inverse des macrophages péritonéaux et des
leucocytes, & I’état de repos, la majorité de Dactivité enzymatique et de la protéine 5-
lipoxygénase se retrouve au niveau de la fraction membranaire. De plus cette 5-lipoxygénase
possede une plus grande activité par molécule et son association 2 la membrane se fait
indépendamment de Paugmentation du calcium intracellulaire (I’hypothése serait alors
P'intervention de la protéine kinase C) et sur un site membranaire, autre que la FLAP, supposé de

nature lipidique (COFFEY M. et coll., 1992).

¢} Action des métabolites

Le 12-HPETE stimule Iactivit¢ de la 5-lipoxygénase (rdle des plaquettes dans le
développement des réactions allergiques et inflammatoires ), le 12-HETE est inactif (BORGEAT
P.etcoll., 1983).

Le 15-HPETE inhibe, d’une fagon marquée, lactivité de la 5-lipoxygénase selon Ia

concentration et le temps de contact. Cette inhibition, qui suit une cinétique d’ordre 1, n’est pas

due 2 une inhibition compétitive d’un produit de réarrangement ou de décomposition chimique du _
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Fig. 5 - Activation de la 5-lipoxygénase par la protéine membranaire FLAP
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15-HPETE, le 15-HPETE agirait vraisemblablement sur le site actif de la 5-lipoxygénase
(CASHMAN J.R. et coll., 1988).

Le 15-HETE inhibe la 5-lipoxygénase comme d’autres acides gras 15-hydroxy (a partir de
DGLA et EPA) (FOGH K., 1990).

d) Influence des substrats

I’acide eicosatriénoique et I’EPA peuvent entrer en compétition avec Pacide
arachidonique au niveau du site de fixation du substrat de la 5-lipoxygénase entrainant une
diminution de synthese d’eicosanoides issus de ’acide arachidonique. A c6té de cette inhibition
compétitive de substrats, un autre mécanisme est évoqué : (PETERS-GOLDEN M. et SHELLY
C., 1988). ont montré que des acides gras (comme {’acide linoléique et I’acide eicosatriénoique)
peuvent étre a ’origine d’une déplétion en ATP dans les cellules diminuant par 12 méme 1’activité

de la 3-lipoxygénase qui est ATP-dépendante.

V - RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITE DES LIPOXYGENASES

La structure des lipoxygénases ne peut étre étudiée qu’aprés isolement de celles-ci :
extraction, purification, caractérisation par des anticorps monoclonaux du type de lipoxygénases.

La structure primaire protéinique, c’est a dire la séquence des acides aminés constitutifs de
la lipoxygénase, est déduite a partir de la succession des nucléotides du brin d’ADN codant
obtenu par clonage. En général, les méthodes de clonage s’appuient sur I’isolement de la protéine
et 'utilisation de "sondes" constituées d’anticorps ou d’oligonucléotides pour mettre a jour le brin

d’ADN codant.
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5.1.1. La 15-lipoxygénase (FORD HUTCHINSON A.W., 1991a)

a) Huimaine

La structore primaire de la 15-lipoxygénase, déduite 3 partir du clonage réalisé sur des
réticulocytes humains, montre un polypeptide de 661 acides aminés de masse moléculaire 74 600
daltons. Cette chaine polypeptidique est marquée dans son ensemble, par un caracitre hydrophile
en accord avec sa localisation cytosolique. . Une zone hydrophobe existe au centre de la prot€ine
(comme dans le cadre de la 5-lipoxygénase). Aucun site pour I’'ATP, la fixation de calcium, une

glycosylation n’a été identifi¢.

b) Chez le lapin

La 15-lipoxygénase des réticulocytes de lapin est proche de celie de I’homme car elles ont
en commun 81 % de I’ensemble de la séquence en acides aminés. Sa masse moléculaire est de 78
000 daltons, elle posseéde un point isoélectrique & 5,5 , et comme I’humaine un atome de fer par

molécule.

c) Remarque

La biologie moléculaire fait apparaitre que chez I'homme et les autres mammiferes il

existe un seul type de 15-lipoxygénase alors que plusieurs isoenzymes ont €té rapportées chez les

15-lipoxygénases végétales comme pour les 12-lipoxygénases des mammiferes.
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5.1.2 La 12-lipoxygénase
a) Humaine

Apres clonage du fragment d’ADN de cellules leucémiques érythrocytaires, on en déduit
que la 12-lipoxygénase est formée d’une séquence de 663 acides aminés pour une masse
moléculaire de 75 513 daltons. Par comparaison avec d’autres lipoxygénases, elle posséde
respectivement 41,5 %, 65,3 % et 65,4 % d’acides aminés identiques avec la 5-lipoxygénase
humaine, la 15-lipoxygénase humaine et la 12-lipoxygénase porcine. Une succession d’acides
aminés riches en histidine, a ét€ proposée comme site actif des lipoxygénases, on la retrouve aussi
dans la structure polypeptidique de la 12-lipoxygénase humaine. De plus, un court enchainement
contenant histidine et cystéine, pouvant étre le lieu de fixation de ’atome métallique présent dans
les molécules de lipoxygénase, est commun aux 15-lipoxygénases et & la 12-lipoxygénase

humaine 2 I’exception de la derniere histidine remplacée par ’asparagine (YOSHIMOTO T. ¢t
coll., 1990).

b) Porcine

Structure étudiée sur la base de la fraction d’ADN isolée a partir des leucocytes, elle est
composée de 661 acides aminés pour une masse moléculaire de 74 911 daltons et présente une
séquence polypeptidique identique 2 86 % avec fa 15-lipoxygénase humaine et & 41 % avec la 5-
lipoxygénase (SIGAL E., 1991).
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¢) Remarque

Il est établi que la 12-lipoxygénase existe dans une méme espece sous différentes sortes
d’isoenzymes : on différencierait un type plaquettaire et un type leucocytaire selon leur spécificité

de substrat et leur réactivité aux anticorps (TAKAHASHI Y. et coil., 1988).

5.1.3. La 5-lipoxygénase

Le clonage du brin d’ADN, codant pour la 5-lipoxygénase, a été effectué i partir de
placenta humain et de cellules HL 60 différenciées par le diméthylsulfoxide. Ceci a permis d’en
déduire la constitution de I’enzyme en acides aminés au nombre de 673 et d’une masse
moléculaire de 78 000 daltons. Une zone centrale hydrophobe est vraisemblablement un site
d’intéraction avec les substrats ou bien de fixation avec la membrane ; les sites de liaisons avec
I’ATP et le calcium qui activent la 5-lipoxygénase restent & découvrir. La 5-lipoxygénase
humaine est trés proche de celle présente chez le rat (93 %) et posséde une similitude avec les

lipoxygénases végétales (40 %) (SIGAL E., 1991).

5.2.1. Unigue ou double spécificité¢ de position

Beaucoup de lipoxygénases catalysent I’oxygénation de I’acide arachidonique selon une
position d’insertion d’oxygene et formation d’un hydroperoxyde unique : lipoxygénase de soja,
12-lipoxygénase plaquettaire, 5-lipoxygénase leucocytaire. A I’opposé la particularité de la 15-
lipoxygénase réticulocytaire est de pouvoir métaboliser 1’acide arachidonigue en deux produits :

le 15-HPETE et le 12-HPETE selon un rapport de 9 pour 1.
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En méme temps que I’oxygénation, la réaction lipoxygénasique est marquée par une étape
limitante qui est P’abstraction stéréosélective d’hydrogéne d’un systtme de deux méthylenes
allyliques (ou systtme cis, cis-1,4-pentadiene ou liaisons éthyléniques conjuguées). Le départ
d’hydrogéne résulterait de I’abstraction du proton H+ aprés mouvement d’un doublet
électronique 7 de la double liaison ou bien de ’abstraction d’un radical atomigque He®, la dernitre
hypothese semble plus probable depuis la récente détection de radicaux peroxylipidiques pendant
l’okygénation d’acide gras polyénoique par la lipoxygénase de soja ; 1’atome métallique non
héminique fixé 4 ’enzyme jouerait un role crucial (KUHN H. et coll., 1991a).

Le substrat d’une lipoxygénase est dit optimal lorsqu’il est aligné avec le site actif de
I’enzyme, un seul des deux groupements méthyléniques allyliques est assez proche de I’accepteur
d’hydrogene ( @) pour qu’il y ait départ d’hydrogene alors la réaction lipoxygénasique est
caractérisée par une vitesse importante et la conversion du substrat se fait en un unique produit

chiral il y a une unique spécificité de position pour la lipoxygénase.

CHR—=—C———C—=—RCOOH
&

Si le substrat est li€ a 'enzyme de telle sorte que I’accepteur d’hydrogene se situé entre
deux différents groupements méthyléniques allyliques alors par rapport a précédemment, un
premier groupement est plus éloigné de 1’accepteur d’hydrogene de 1’enzyme ceci correspond 2
une sorte d’empéchement stérique au départ de I’hydrogene et il y a diminution du taux
d’oxygénation du substrat. De plus le groupement méthylénique allylique adjacent dans la chaine
de  l’acide gras se trouve, pour sa part, étre situé plus prés de I’accepteur d’hydrogéne et la
réaction avec le second centre pro-chiral (Cp) est possiblé. Il 'y aura formation de deux
hydroperoxydes d’acides gras différents : on parle de double spécificité de position pour la

lipoxygénase.
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Ceci explique la formation de 15-HPETE et 12-HPETE par la lipoxygénase de
réticulocyte a partir de P’acide arachidonique qui n’est pas un substrat optimal pour cette enzyme.
De méme il y a double spécificité de position avec la lipoxygénase de soja qui métabolise le 15-
HPETE en 5,15 di-HPETE et 8,15 di-HPETE et avec la 12-lipoxygénase utilisant le DGLA
comme substrat. (Figure 6a )

Le taux relatif de formation de métabolites a spécificité de position d’hydroperoxyde
différente n’est pas liée 4 la seule distance entre méthylenes et accepteur d’hydrogene au moment
ob la réaction se produit mais aussi aux "difficultés" d’atteindre un alignement approprié pour le
sub;strat ("passer par le trou de serrure™).

Il existe deux autres mécanismes pour 1’apparition de deux produits différents dans une
réaction lipoxygénasique :

- il se forme un pourcentage mineur d’un produit racémique ((S)(R)HPETE) par
I’abstraction d’hydrogene 2 partir d’'un méme groupement méthylene allylique par dissociation du
radical centré sur le carbone suivie d’une oxygénation non enzymatique (= racémique)

- il peut y avoir renversement de P’orientation du substrat par rapport au site actif de
Penzyme, deux produits chiraux différents peuvent se former par abstraction de I’hydrogene du

méme groupement méthylene allylique (KUHN et coll., 1990c).

5.2.2. Un déterminant essentiel pour Ia spécificité de position

1l n’existe pas de structure tridimentionnelle 3 haute résolution pour les lipoxygénases et
comme elles ne présentent pas de grandes analogies avec d’autres protéines, les modeles
habituellement concus par ordinateur des zones majeures de I’enzyme ne sont pas réalisables.
C’est pourquoi (SLOANE D.L. et coll., 1991) ont étudié des parties identiques et variables dans
la séquence polypeptidique des lipoxygénases pour localiser des résidus acides aminés essentiels
dans le cadre de Paction catalytique et la spécificité de la réaction sur le substrat. On connait
déja, au niveau de la structure protéinique, les nombreuses similitudes qui existent entre les

différentes lipoxygénases, en particulier 1a 12 et la 15-lipoxygénase et, 4 acides aminés qui sont
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constamment présents, (ou un sous groupe de ces acides aminés) et semblent étre responsables du
positionnement du substrat par rapport au site actif déterminant une 12 ou 15-lipoxygénation.

Les analyses enzymatiques d’une unique, double, triple ou quadruple mutation font
apparaitre que la Méthionine en position 418 est un déterminant essentiel de la spécificité de
position de la 15-lipoxygénase. Lorsque la Met*8 est remplacée par une Valine, sans ou avec
d’autres changements, alors I’enzyme catalyse équitablement une 12 et 15-lipoxygénation ; le
remplacement par d’autres acides aminés n’entraine aucune modification de spécificité de
position. Ceci suppose que la spécificité de la lipoxygénation est fonction d’un contact entre le
substrat et les atomes de la chaine latérale en position 418, le remplacement de Met par Val se
traduit par une réduction du volume de la chaine latérale de 17 %. On peut noter que 1’acide
aminé 418 est adjacent # la région contenant les 5 histidines, retrouvées dans toutes les
lipoxygénase connues, et considérées comme ayant un role important dans la fixation du fer a
activité catalytique. En tenant compte de la responsabilité de la Met418 dans e positionnement du
substrat et de la proximité. de la zone riche en histidines (SLOANE D.L. et coll., 1991) proposent
un modele d’intéraction enzyme-substrat (Figare 6b ).

C’est 'acide aminé 418 (Met) dans la 15-lipoxygénase, ou 419 (Val) dans la 12-
lipoxygénase, a caractére hydrophobe qui interagit avec 1’extrémité méthyle terminale de 1’acide
gras. Le volume des atomes de la chaine latérale modifie I’emplacement du substrat et le centre
de la réaction puisque ce sont différents carbones des groupements méthyiénes qui sont alignés
avec le site actif de I’enzyme. Une fixation plus profonde du méthyle terminal déplace I¢ site
d’abstraction de I’hydrogéne du Cy3 au Cyg de I'acide arachidonique et conduit a une 12-
lipoxygénation plutdt qu'a une 15. Enfin les acides aminés adjacents 2 Metq1g contribueraient

aussi & cette intéraction enzyme-substrat.

5.3. Le fer non héminigue des lipoxygénases

L’étude de I’environnement métallique des lipoxygénases par résonnance paramagnétique

électromique (R.P.E.), spectrocopie Mossbaiier, spectrométrie d’absorption atomique, montre la
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présence d’un atome de fer dans une structure non héminique (a la différence de 1’hémoglobine,
de la chlorophylle). Cete atome de fer, qui est essentiel pour I’activité enzymatique, differe d’un
point de vue stoechiométrique d’une lipoxygénase a I’autre :

- Les 5 et 12-lipoxygénase porcine leucocytaire posseédent 0,7 4 0,9 atomes de Fe par
molécule (KRONECK P.M. et coll., 1991).

- La 15-lipoxygénase réticulocytaire et de soja, 1 atome de Fe par molécule (FORD
HUTCHINSON A.W., 199ic).

- La 5-lipoxygénase humaine au moins 1 atome de Fe par molécule (PERCIVAL D.,
1991).

A partir du modele expérimental qu’est la lipoxygénase-1 de soja, par absorption des
rayons X, spectrométrie Mossbaiier, on a pu préciser la disposition du fer. Celui-ci est i€ a 6 +
1 ligands N et ou O, dont quatre appartiennent probablement 2 des groupements imidazoles bien
connus pour leurs propriétés de chélation (NAVARATMAN 8§. et coll., 1988). La zone riche en
histidines (acide aminé avec un cycle imidazole), retrouvée avec la majorité des lipoxygénases,
est supposée étre le lieu de fixation de I’atome de fer ; cette séquence aminée est de la forme His-
(A.a.)4-His-(A.a.)4-His-(A.a.)17-His-(A.a.)g-His et se retrouve dans la 5-lipoxygénase humaine
de la position 363 a 400. Pour mieux connaitre la responsabilité de ce site au niveau de I’activité
catalytique lipoxygénasique, plusieurs auteurs ont étudié les conséquences de la mutation d’un ou
plusieurs acides aminés de cette séquence (FUNK C.D. et coll., 1989) . (NGUYEN T. et coll.,
1991) montrent que I’His363 remplacée par une Sérine n’entraine pas de perte d’activité
enzymatique . Pour (NGUYEN T. et coll.,1991)(ISHII S. et coll., 1992) la conservation
@’His308 et PHis373 , a I’inverse, est nécessaire pour le cycle catalytique alors que les autres
histidines n’ont pas de role crucial (ISHII S. et coll., 1992) conclut, de plus, 2 ’importance dans
cette méme zone de la présence d’acide glutamique en position 377, et dans une autre séquence a

forte homologie entre les lipoxygénases a la nécessit€ de la conservation d’histidine en position

35.
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5.3.2. Role dans la dioxygénation

Deux mécanismes ont été proposés pour la réaction oxgénasique, surtout basée sur I’étude
de la lipoxygénase de soja et du réticulocyte, qui mettent en jeu l'atome de fer a 1'état
d’oxydation ferrique Fe 3+

Le premier : le role du fer Fe3t oxydant) est d’oxyder le substrat en un radical
pentadieny] qui peut réagir directement avec le dioxygene 0y pour donner un radical peroxyl. La
réduction du radical peroxyl serait due au fer a P’état d’ion ferreux (FE:2+) formant ainsi comme
premitre étape de la réaction lipoxygénasique le produit hydroperoxyde et régénérant par la-
méme le fer a P’état férrique. La R.P.E. a permis de caractériser ces deux radicaux d’acide gras
intermédiaires liés & la lipoxygénase de soja dans des solutions congelées et des radicaux
peroxydes d’acides gras dans des échantillons liquides de lipoxygénase dans les condition de
réaction.

Le second : la déprotonisation du substrat s’accompagne de la formation d’un complexe
intermédiaire fer-alkyl. L’insertion d’oxygene se fait au niveau de la liaison carbone-fer, il se

forme un complexe peroxyde férrique (Figure 7 ) (NELSON M.J., 1991).

Les études actuelles confirmeraient plutot le premier mécanisme (R.P.E.), dans tous les
cas I'ion férrique est nécessaire a Dactivité enzymatique et explique I’inhibition enzymatique
exercée par les catéchols, entre autre, au pouvoir réducteur important sur les lipoxygénases qui

réduisent Fe3 T en F&t  inactif.

Vi - PROPRIETES DES LIPOXYGENASES, DE LEURS METABOLITES

Les métabolites des lipoxygénases, trés divers et distribués dans tout ["organisme, sont
susceptibles d’exercer un grand nombre d’effets biologiques. Ces propriétés biologiques sont
étudies in vitro et ou in vivo avec l'aide bien souvent d’inhibiteurs des lipoxygénases qui

permettent de les mettre i jour. (Tableau II)
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Meétabolites des lipoxygénases

Propriétés biologiques

15-HETE, 13-HODE

- Inhibition de la 5-lipoxygénase

15-HETE - Inhibition de la 12-lipoxygénase
- Inhibition du chimiotactisme des
neutrophiles induit par le LTB4
15-HETE, LTB4 - Stimulation des lymphocytes cellules T

suppressives
- Inhibition des cellules T "helper"

12-HETE - 5-HETE, LTB4

- Migration leucocytaire (chimiotactisme et
chimiocinétique)

12-HETE - 5 H(P)ETE - LTB4

- Augmentation de la libération
d'histamine par les basophiles

12-HETE, LTB4, LTC4, LTD4

- Augmentation de lIa synthése d' ADN
{kératinocytes humains)

12-HETE, LTB4 * Microahcés intraépidermiques
* Hyperprolifération épidermique
LTB4 - Aggrégation

- Formation de superoxyde

- Dégranulation, libération lysozyme et
B-glucuronidase

- Adhésion leucocyte / endothélium

* Chimiotactisme

LTB4, LTC4, 1.TD4

* Effet biphasique (hypertension-hypotension)
sur la pression artérielle

* Eruption papulleuse et érythémateuse

* Augmentation de la perméabilité vasculaire

* Modification rythme ¢t fréquence cardiaque

LTC4

- Excitation des cellules de Purkinje

LTC4, LTC4

~ Contraction des muscles lisses
* Vasodilatation

Tgblqau I - Effets biologiques principaux des produits des lipoxygenases (* =
d’aprés (FOGH K., 1990) et (SIROIS P. et BORGEAT P., 1988).

in vivo)
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6.1. La 15-lipoxygéna.

6.1.1. Sur les membranes biologiques-maturation des érythrocytes

La lipoxygénase réticulocytaire est capable de réaliser 'oxygénation des membranes
mitochondriales directement selon un mécanisme calcium-dépendant mais non soumis 2 1’action
de phospholipases, ainsi plus de 50 % des groupements acyls gras polyinsaturés sont oxygeénés
quand P’intérieur de la membrane mitochondriale est accessible a ’enzyme (GARY F. et coll.,
1985). Les produits formés en plus grande quantité sont 15-HETE et 13-HODE. L’oxygénation
de cette membrane entraine un changement drastique dans la structure et la fonction de la
mitochondrie : modification des propriétés électroniques passives de la membrane, destruction des
groupements fer-soufre, inhibition d’enzymes de la chaine respiratoire (NADH et succinate
oxydase, cytochrome oxydase) et de la moncamine oxydase. Ceci serait due 3 une décomposition
secondaire des hydroperoxydes formés par la lipoxygénase, catalysée par des métaux de transition
de la membrane (groupement fer-soufre) ou par la lipoxygénase elle-méme (WIESNER R. et
coil., 1990).

De méme la lipoxygénase peut oxygéner les acides gras polyénoiques de membranes
biologiques diverses : membrane endoplasmique, particules submitochondriales, membrane
plasmatique erythrocytaire. La modification oxydative de toutes ces membranes protéiques
pendant la réaction lipoxygénasique dans les réticulocytes contribuerait a les fragiliser, les rendre
plus sensibles aux dégradations protéolytiques. Ainsi la lipoxygénase de réticulocyte n’est pas
seulement responsable de la décomposition des mitochondries mais aussi interviendrait dans la
reconstruction, la modification des organites cellulaires, des membranes plasmatiques en rapport
avec le processus de maturation des erythrocytes (dégradation compiete des mitochondries, des
ribosomes, altération substanticlle de la membrane cellulaire, synthese d’hémoglobine, perte du
noyau) (KUHN et coll., 1990a). Le role des produits de la 15-lipoxygénase dans la différentiation
des cellules erythrdcytaires a aussi €€ démontré par (POSTOAK D. et coll., 1990) 4 un autre
niveau, en effet le 15-HETE et 15-HPETE dans les cellules erythrocytaires leucémiques "Friend”
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provoquent une augmentation de la synthése d’ADN des cellules se différenciant mais non de
celles proliférant.
On peut envisager aussi que pour ’autres cellules ayant une activité¢ 15-lipoxygénasique

un tel réarrangement membranaire peut avoir lieu en relation pour les éosinophiles et les cellules

épithéliales respiratoires avec une libération de granules de sécrétion ou une production de mucus.

6.1.2. Les LDL

Les lipoprotéines de basse densité (Low Density Lipoprotein) ou L.D.L. peuvent étre
oxydées par des celiules endothéliales cultivées, des ions cuivriques, des groupements thiols
(SPARROW C.P. et coll., 1988), des macrophages péritoneaux de souris (RAUKIN S.M. et
coll., 1991). Cette oxydation entraine une augmentation de leur "captage” par les macrophages ;
ce processus peut étre reli€ a la formation de cellules spumeuses dérivées des macrophages qui
sont présentes précocé}nent au niveau des lésions d’athérosclérose.

Les LDL natives, captées grace & des récepteurs celtulaires a leurs apoprotéines apo B/E,
ne sont pas des donneurs effectifs de cholestérol pour la formation des cellules spumeuses in
vitro, mais ce sont les L.D.L. oxydées ou L.D.L. acétylées (acétylation d’un résidu lysine) qui
sont a I'origine de la formation des cellules spumeuses via leur captage par des récepteurs
d’acétyl LDL (ou "scavanger receptor”) des macrophages (SPARROW C.P. et coll., 1988). On
retrouve aussi des lipoprotéines oxydées dans le plasma de personnes ou d’animaux diabétiques.

Le mécanisme d’oxydation des LDL est donc a explorer dans le but de comprendre
comment un composant plasmatique normal devient un médiateur potentiel de lésions tissulaires.
De nombreux auteurs ont montré que le mécanisme d’oxydation des LDL pouvait étre médi€ par
la 15-lipoxygénase (CATHCART M.K. et coll.,, 1991) (RAUKIN S.M. et coll., 1991)
(SPARROW C.P. et coll., 1988)... mais le processus n’est pas vraiment comnu. Les
hydropéroxydes d’acides gras formés dans les LDL par action de la 15-lipoxygénase, produits
instables, oxyderaient I’apo B générant des épitopes reconnus par le récepteur des macrophages.

Cette oxydation par les hydropéroxydes lipidiques serait directe ou par la formation d’un anion
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superoxyde (radical atomique oxygene) : mécanisme de cooxydation des lipoxygénase bien
connu sur le carottne et autres molécules organiques (SPARROW C.P. et coll., 1988).
L’hypothese de formation d’hydroperoxyde d’acide gras par la 15-lipoxygénase dans les LDL
pourrait étre confirmée par I’oxygénation d’esters de cholestérol contenant des acides gras
polyénoigues par la lipoxygénase réticulocytaire ; ces ester de cholestérol sont des constituants
des LDL (BELKNER J. et coll., 1991). Mais en fait le niveau auquel la 15-lipoxygénase des
macrophages agit n’est pas clair : est-ce directement sur la surface phospholipidique des L.DL ou
bien indirectement par la formation intracellulaire de produits d’oxygénation suivie d’un
"transfert” aux LDL (FORD HUTCHINSON A.N. et coll., 1991a). Certains auteurs contestent
I'intervention de lipoxygénases dans la modification oxydative des LDL (SPARROW C.P. et
coll., 1992) (simple role de cooxydation non dirigée vers les LDL).

La 15-lipoxygénase pourrait donc &tre, a travers son inhibition, une nouvelle voie de

recherche dans la prévention de 1’athérosclérose.

6.1.3. Autres propriétés

a) Au niveau des voies aériennes supérieures

Le 15-HETE, dérivé par réduction de 1I’hydropéroxyde d’acide arachidonique le 15-
HPETE composé instable formé par la 15-lipoxygénase, est présent non seulement au niveau des
cellules épithéliales bronchiques mais aussi des cellules épithéliales nasales.

La formation de 15-HETE est augmentce chez les patients asthmatiques. La libération de
15-HETE bronchique s’accroit aprés I’exposition a un allergéne pulmonaire chez I’homme
(FORD HUTCHINSON A .N., 1991a) de méme au niveau des sécrétions nasales aprés exposition
a un antigéne nasal (RAMIS 1. et coll., 1991). Le role du 15-HETE n’est pas vraiment connu au

niveau O.R.L. : modulation de la production de mucus, de sécrétions, bronchoconstriction,

poteatialisation de la libération cellulaire de médiateurs induite par les allergénes ?
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b) Au niveau inflammation-immunité

Le 15-HETE n’a pas de capacité pro-inflammatoire au contraire, in vitro il inhibe la
formation de 12-HETE et de LTB4, et plus spécifiquement ’effet chimiotactique du LTBy4
(attraction des cellules leucocytes, macrophages... sur le site de l’inflammation), il peut étre
considéré comme un régulateur du processus inflammatoire induit par le LTB 4

Ainsi dans le psoriasis, pathologie dermatologique inflammatoire chronique marquée par
un hyperprolifération cellulaire, le 15-HETE et le 13-HODE issus des leucocytes infiltrés sont
présents a des concentrations biologiquement actives et jouent un rdle anti-inflammatoire (FOGH
K., 1990) ; de méme }’administration en continu de 15-HETE chez un chien atteint d’arthrite
induite par les carragénanes, entraine une réduction significative de la production de LTBy4, des
signes cliniques et de la migration des neutrophiles démontrant in vivo les effets anti-
inflammatoires du 15-HETE (FOGH K. et coll., 1989).

Le 15-HETE affecte aussi certaines fonctions des lymphocytes T, le 15-HETE, qui est le
métabolite principal de la lipoxygénase des lymphocytes T, inhiberait leur prolifération stimulée
par la non-différenciation ; le 15-HETE et 15-HPETE entraineraient une inhibition des cellules T
"helper” (sous population de cellules T qui pervent aider au développement de cellules
cytotoxiques ou coopérer avec les cellules B pour la production d’anticorps. Les cellules helper
reconnaissent I’antigéne en association avec les molécules de classe I du CMH) et une
stimulation des cellules T "suppressives” (sous population de cellule T gui diminuent les réponses
d’autres cellules T ou cellules B. La suppression peut étre spécifique de i’antigéne ,Spécifique de

I"idiotype ou non spécifique) (GUALDE N., 1985).

¢} Au niveau de la sphere génitale

Le 15-HETE jouerait un role dans la réactivit€ de ’acrosome des spermatozoides des

mammiferes : la membrane acrosomiale fusionnant avec la membrane plasmatique libére des

|
|
:
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enzymes protéolytiques, par exocytose, nécessaire a la pénétration du spermatozoide jusqu’a
I’ovocyte ; une inhibition par des inhibiteurs non spécifiques de la lipoxygénase de la formation
de 15-HETE est associée & une inhibition de la réaction acrosomiale, cette inhibition est prévenue
par I’apport de 15-HETE ou 15-HPETE (LAX Y. et coll., 1990).

Enfin le 15-HETE, sur les celtules ovariennes de rate, stimule la production de PG E2

(prostaglandine E2) (WANG J. et coll., 1989) qui possede des propriétés ocytociques.

6.2. La 12-lipoxygénase
6.2.1. Inflammation - cas du psorasis

Le 12-HETE, molécule pro-inflammatoire, partage quelques propriétés avec le LTB4
selon une intensité moindre : stimulation de la syntheése d’ADN, chimiotactisme et
chimiocinétique (mobilité non orientée des celiules) vis a vis des neutrophiles et éosinophiles.
L’énantiomere 12(R)-HETE est plus actif que le 12(S)-HETE. Au niveau de Daffection
inflammatoire psoriasique, le 12-HETE provient des kératinocytes et voit sa formation augmentée
par rapport & une peau normale avec des concentrations importantes dans les Iésions des plaques
chroniques et les I€sions aigues. Le 12-HETE est capable d’induire inflammation cutanée et la
prolifération des kératinocytes in vivo. L application cutanée locale de 12-HETE aboutit & une
peau erythémateuse et indurée avec invasion par les neutrophiles et les leucocytes mononucléaires
(FOGH K., 1990). Le 12-HETE jouerait un rdle important dans 1’accumulation extravasculaire
des neutrophiles et dans le maintient de I’affection psoriasique (BRAIN $.D. et WILLIAMS T.J.,
1990).
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6.2.2. Immunité

Le 12-HETE augmente P’expression des récepteurs C3b des neutrophiles, eosinophiles,
phagocytes (récepteurs pour te fragment C3b du complément permettant 1’adhérence immunitaire
des phagocytes sur toute particule revétues de C3b suivie ensuite d’une phogocytose de cette
particule virale, bactérienne, autre...) et augmente la libération d’enzymes lysosomiales (WONG
P.Y K. et coll., 1988).

6.2.3. Aggrégation plaquettaire

Le 12-HPETE inhiberait 1’aggrégation plaquettaire en modulant 1’activité proaggrégante
des endoperoxydes : prostaglandines et Thromboxane A2.

Le produit de la 12-lipoxygénase de I'acide gras C20:3(n-9) potentialise ’aggrégation
plaquettaire a faibles concentrations, I’inhibe & fortes concentrations (LAGARDE M. et coll.,
1985).

6.2.4. Activiié sécrétoire

Le 12-HETE jouerait un rdle crucial au niveau des ildts pancréatiques, des cellules de la
zone gloméruiée adrénalienne (SPECTOR A.A. et coll., 1988) le 12 (S) inhibe la libération
basale d’insuline induite par le glucose alors que I’hépoxiline, dérivé du 12-HETE par activité
hydroperoxydasique, et le LTC4 I’activent. Le glucose favorisant la formation d’eicosanoides
dans les ilots de Langerhans, 1’inhibition par les métabolites lipoxygénasiques de la sécrétion
d’insuline induite par le glucose suggere I’existence d’un rétrocontrole négatif (NATHAN M.H.
et PECK S.D., 1990).

12-HETE, au niveau des cellules ovariennes de rate, stimule la production de PG E2

(prostaglandine E2) et de Progestérone. Les métabolites des lipoxygénases de Pacide
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arachidonique seraient des médiateurs possibles pour la production d’hormone dans différentes
glandes endocrines, ils entrainent ainsi au niveau de la tige pituitaire une augmentation de la

libération de prolactine (15-HETE) et de LH (leucotrienes) (WANG J. et coli., 1989).

6.2.5. Cancérologie

11 existerait un lien entre la synthese de 12(S)-HETE et le développement de métastases, le
12(S)-HETE augmentant I’adhésion des cellules tumorales aux celtules endothéliales & la matrice
subendothéliale et la fibronectine. Cet effet est corrélé a 1’expression & la surface celtulaire d’un
récepteur "integrin" Gp Iib/HIa.

Les récepteurs ‘“imtegrin® sont des médiateurs des intéractions matrice
extracellulaire/cellule et cellule/cellule. Des méthodes biochimiques et immuno-cytochimiques ont
mis en évidence sur la surface plaquettaire des récepteurs "integrin” ollb B3 au niveau des
plaques d’adhésion focale, et dans la région périnucléaire des cellules métastatiques Bl6a d’un
mélanome murin. Le 12(S)HETE participerait & la régulation de I'expression de ce récepteur 2 la
surface des cellules de carcinome et de mélanome (HONN K.V. et coll., 1988) (CHOPRA H. et
coll., 1991).

(HERBERTSSON H. et HAMMARSTROM 8., 1992) ont mis en évidence au niveau de
cellules de carcinome pulmonaire de Lewis un site de fixation pour le 12(S)-HETE ayant les

caractéristiques d’un récepteur.

6.3. La 5-lipoxygénase

Les leucotrienes peuvent étre produits par différents types de cellules : polynuciéaires,

monocytes-macrophages, mastocytes, kératinocytes. Les basophiles et mastocytes qui libérent des
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quantités importantes de leucotrienes représentent des modeles expérimentaux intéressants. La
libération des leucotritnes s’effectue lors de diverses réactions d’hypersensibilité comme
Panaphylaxie, I’asthme, Pallergie, ainsi que dans I’ inflammation ; leur action n’étant pas isolée
mais lie 2 la libération d’autres métabolites tels que les produits de la cyclooxygénase (TOREL
J. et coll.,, 1985). Le LTBA4 a pour principale cible les leucocytes alors que les peptido-
leucotrienes affectent surtout les muscles lisses et autres celiules contractiles (SAMUELSSON B.

et coll., 1987).

6.3.1. Dans ’'Inflammation

a) Processus inflammatoire

Le processus inflammatoire est une réaction de¢ défense a une lésion ou stimulation

cellulaire excessive ou anormale. Son origine peut étre un traumatisme, une brilure, la
pénétration d’agents pathogénes ou d’autoantigénes (induisant la formation d’autoanticorps) ; ses
signes cliniques au niveau cutané sont rougeur, chaleur, tuméfaction, douleur.
La réponse immune inflammatoire implique des cellules participant en partie a la réponse immune
; les lymphocytes T réactifs : T4 "helper”, T8 "suppressor", la production de médiateurs
cellulaires les cytokines (interleukine, TNF : tumor necrosis factor, TGF : transforming growth
factor...). Ces cytokines suivant les étapes d’inflammation aigué ou chronique peuvent conduire a
la synthese d’inhibiteurs ou d’activateurs qui peuvent avoir un effet de rétrocontrole sur le
processus inflammatoire.

Les mécanismes de !'inflammation peuvent étre schématisés par la séquence et les
manifestations cellulaires et tissulaires suivantes :

- phase _vasculaire et plasmatique : la Iésion vasculaire initiale (incluant
Pendommagement de la cellule endothéliale) est présente dans la réaction d’hypersensibilité mais
est aussi impliquée dans des pathologies inflammatoires du tissu conjonctif (sclérodermie, arthrite

rhumatoide). Le stimulus initial a lieu soit directement au niveau de 1’endothélium et des celiules
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circulantes sanguines, soit au niveau des ceflules immunes normalement présentes dans des
organes spécifiques. Les conséquences sont une vasoconstriction puis une vasodilatation des
microcapillaires par libération des amines vasoactives (histamine, sérotonine, bradykinines ), une
adhésion plaquettaire et leucocytaire aux cellules endothéliales.

- phase d’exsudation plasmatique et cellulaire : la contraction des cellules
endothéliales n’assure plus la continuité de la paroi, ce qui permet I’exsudation piasmatique et la
migration extravasculaire des leucocytes. Cetie phase est marquée par des phénomenes de
chimiotactisme pour les phagocytes, de lyse bactérienne, d’opsonisation facilitant la
reconnaissance et la phagocytose, de diapédese, de stimulation de réponse immunitaire.

- recrutement, différenciation et prolifération cellulaire : il se produit un
chimiotactisme, une différentiation du promonocyte en monocyte puis en macrophage (cellule
résidente tissulaire), une maturation des lymphocytes B en lymphoblastes et plasmocytes {(qui

sécrétent les immunoglobulines), et une stimulation des lymphocytes T.

d’enzymes protéolytigues suivie de la destruction de ta matrice cellulaire.
- fentative de régénération et de fibrose.

b) Role du LTB 4

Le LTB4 n’a pas d’effet direct sur le courant sanguin mais il stimule spécifiquement
certaines fonctions des leucocytes. La réponse initiale au L.TB4 est une augmentation de
Padhérence leucocytaire a endothélium des veinules post-capillaires. Puis la perméabilité
microvasculaire augmente, en réponse aux cystéinyl- leucotrienes (LTC4, LTDy4, LTEy), par
contraction des cellules endothéliales adjacentes entrainant I’élargissement des pores endothéliaux.
Il y a ensuite afflax dans le compartiment tissulaire de leucocytes par diapédese stimulée par les
facteurs chimiotactiques (LTBy, fragment C5a du complément, f Met Leu Phe). Le LTBy4 a un
effet chimiotactique puissant en particulier sur les neutrophiles, un effet chimiocinétique et plus

faiblement chimiotactique sur les éosinophiles (LEWIS R.A. et coll., 1990). Les propriétés des
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leucotriénes conduisent ainst a la formation d’oedéme, ce qui a ét€¢ montré chez 1’animal et
I’homme apres application topique ou injection de LTB4 (BRAIN S.D. et WILLIAMS T.J.,
1990).

A de fortes concentration le LTB4 indvit une dégranulation des polynucléaires et la
sécrétion d’enzymes lysosomiales (TOREL J. et coll., 1985). A de faibles concentration le LTB4
angmente Pactivité cellulaire cytotoxique naturelle, stimule la différentiation des lymphocytes T
suppresseurs a partir de leurs précurseurs dépourvus du marqueur (CDS8). Le LTB4 aurait
d’autres fonctions immunorégulatrices telles que la stimulation de la sécrétion par les cellules T
d’interférony (qui augmente la résistance cellulaire aux infections virales) et d’interfeukine-2 (qui
favorise la profifération des lymphocytes T) et, par 'intermédiaire d’élaboration & interférons,
P"augmentation de la biosynthese d’interleukine-1 par les monocytes. Le LTBy4 agit en synergie
avec les facteurs stﬁnulants les cellules B comme Yinterleukine-2 et -4 et augmente la réplication
cellulaire ; les cellules B voient leur production d’immunoglobulines stimulée par le LTBy
(SAMUEL.SON B. et CLAESSON H.E., 1990).

Enfin, la stimulation de la myélopoiese au niveau de la moelle osseuse pourrait dépendre

du LTB4 (LEWIS R.A. et coll., 1990).

¢) Role des cystéinyl-leucotriénes : LTCy LTDy LTE 4

1Is sont tres étudiés pour leur effet bronchoconstricteur, chez une grande variété d’especes
animales. LTCy, LTD4, LTE4 sont considérablement plus puissants (100 a 1000 fois pius) que
Phistamine pour la contraction des muscles lisses respiratoires (SAMUELSON B. et coll., 1987)
; le LTEy est caractérisé par un effet faible mais prolongé (BRAIN S.D. et WILLIAMS T.J.,
1990). Cette action se situe au niveau des lobes pulmonaires, des segments bronchiques et des
plus petites voies aériennes du parenchyme respiratoire. LTB4, LTCy4, LTDy favoriseraient aussi
la sécrétion de mucus par les voies aériennes (SAMUELSON B. et coll., 1987) (LEWIS R.A. et
coll., 1990). Et en effet I’étude de I’inhalation de leucotrienes chez des sujets sains et des sujets

asthmatiques a corroboré le fait que LTC4, LTDy4 sont de puissants inducteurs d’obstruction



65

respiratoire (SAMUELSSON B. et coll., 1987) : bronchoconstriction, production de mucus et
oedeme.

Les peptides leucotritnes agissent aussi sur la perméabilité et la tonicité vasculaire. Ils
augmentent la perméabilité microvasculaire au niveau respiratoire, comme ailleurs, en agissant
directement sur des cellules endothéliales des veinules des post-capillaires. La fuite de plasma
induite par LTC4 et ses métabolites est généralement précédée d’une constriction artériolaire
(SAMUELSON B. et coll., 1987). Les leucotriénes C4 et Dy ont un effet constricteur sur divers
vaisseaux grands ou petits de différentes especes, on peut observer parfois une réponse
vasodilatatrice. L’activité constrictrice de LTC4 a été montrée diminuant in vivo lors de doses
répétées (tachyphylaxie) (BRAIN S.D. et WILLIAMS T.J., 1990).

D’une maniere générale les leucotrienes sont de puissants stimulants des muscles lisses
intestinaux, de la trachée, des bronches, du parenchyme pulmonaire. ..

Enfin les cystéinyls lencotriénes, avec le LTBy agissent comme des facteurs de croissance
et ou de différentiations cellulaires in vitro : LTC4 et LTD,4 participeraient & Iexpansion de
colonies myé€loides en réponse & un facteur de stimulation (C.S.F. : colony stimulating factor) ;
LTC4 et LTDy4 induisent la prolifération de cellules épithéliales glomérulaires et, lorsque la
synthese basale de prostaglandines est inhibée, la prolifération des fibroblastes (LEWIS R.A. et
coli., 1990).

d) Pathologie allergique

Depuis la description de la S.R.S-A. (slow reacting substance of anaphylaxis) qui est
produite lors de I’exposition d’un poumon sensibilisé a un antigéne, les leucotrines jouent un
role dans les réactions aliergiques respiratoires o interviennent les mastocytes, les basophiles, les
€osinophiles.

Ainsi on retrouve dans les sécrétion nasales de patients atteints d’une rhinite allergique,
dans les sécrétions -lacryma}es en cas de conjonctivite allergique, la présence de LTCy, LTDy,
LTE, ; de méme au niveau du sérum lors d’une réaction anaphylactique aigué 3 ’indométacine .

Chez des patients asthmatiques, 1.TC4 et LTD4 sont présents dans le plasma et au niveau du
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liquide bronchoalvéolaire obtenu par lavage. En rapprochant cela des propriéiés
pharmacologiques des leucotrienes sur les voies respiratoires, on peut supposer que les
leucotriénes sont d’importants médiateurs de I’asthme. La diminution du débit expiratoire, signe
clinique de I’asthme, est notable apres i’inha_lation d’aérosols de cystéinyl-leucotrienes, ceux-ci
affectant les voies respiratoires centrales et périphériques alors que I’histamine touche plus les

voies périphériques (LEWIS R.A. et coll., 1990).

e) Autres maladies inflammatoires

Les leucotrienes pourraient avoir un rdle substantiel dans la pathogénese de diverses
maladies inftammatoires ou ils sont présents, leur importance restant 4 prouver (migration
leucocytaire, oedeme...).

Ainsi on a identifi€ le LTC4 au niveau des sécrétions bronchiques lors de syndrome de
détresse respiratoire chez I’adulte, d’hypertension pulmonaire néonatale ; on a mis en évidence le
LTB4 au niveau du liquide articulaire en cas de goutte, d’arthrite rhumatoide, au niveau de la
mugueuse intestinale et de sécrétions rectales dans des maladies digestives inflammatoires (colite
ulcérative, maladie de Crohn) (LEWIS R.A: et coll., 1990). Enfin LTB4, LTCy4 et LTDy4 sont
retrouvés au niveau des I€sions cutanées de psoriasis ; LTBy et de fortes concentrations de LTCy

et LTD4 augmentent la synthése d’ADN de kératinocytes épidermiques cultivés ce qui peut étre

reli€ a hyperprolifération épidermique du psoriasis (FOGH K. et coll., 1990).

6.3.2. Systeme cardiovasculaire

Au niveau systémique la réponse vasculaire aux leucotrienes est complexe et varie selon
les especes. Le plus souvent I'injection de LTCy, LTDy est suivie d'une phase hypotensive de
longue durée due & une sortie généralisée du plasma du systtme microvasculaire

(hémoconcentration). De plus LTCy4, LTDy, LTE4 réduisent la pression sanguine en diminuant la
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contractilit¢ cardiaque et le débit coronarien. La phase hypothensive est habituellement précédée
d’un effet presseur qui est la conséquence de la constriction artériolaire générale premitre
(SAMUELSSON B. et coll., 1987). Les leucotrienes entrainent, en fait, la réduction de la tension
développée par les veatricules qui apparait étre secondaire & la diminution du débit coronarien, le
LTC4 est plus puissant que le LTDy, son action est plus lente & apparaitre mais dure plus
longtemps (PIPER P.J. et coll., 1990). Les métabolites de la 5-lipoxygénase pourraient intervenir
dans la conduction cardiaque par stimulation de la conductance du potassium résultant de
I’activation de récepteurs des canaux potassiques muscariniques cardiaques (NAKAJIMA T. et
coll., 1991) et ayant pour conséquence un effet modérateur du rythme cardiaque (chronotrope
négatif).

D’apres leurs propriétés, leur détection dans un coeur reperfusé apres un infarctus, 1’effet
bénéfique d’inbibiteurs de la 5-lipoxygénase au niveau de D’expérimentation animale, les
leucotrienes pourraient participer aux ischémies myocardigues (BRAIN S.D. et WILLIAMS T.J.,
1990).

6.3.3. Systéme nerveux central

La plus grande production de LTC4 du systeme nerveux central se fait au niveau de
I’hypothalamus et sa distribution est similaire a celle de la LHRH (Luteinising Hormon Releasing
- Hormon), suggérant un rdle neuroendocrinien pour le LTC4. En effet le LTC4 stimule la
libération de LH par les cellules pituitaires antérieures chez I’animal selon des caractéristiques
différentes de la LHRH. De plus le LTC,4 augmente aussi la sécrétion de LHRH (intervenant dans

le cycle menstruel).

Les leucotritnes LTCy4 et LTDy4 sont capables d’exciter des neurones cérébelleux de

Purkinje et pourraient avoir un réle de neuromodulateurs (SAMUELSSON B. et coll., 1987).
Enfin dans certaines conditions pathologiques telles qu’ischémie, hémorragie, traumatisme, il y a

production de leucotridtnes. Le LTCy, le plus commun des leucotrienes du systéme nerveux
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central, vasoconstricteur et augmentant la perméabilité vasculaire pourrait jouer un role dans les

oedemes cérébraux lors d’ischémie cérébrale aigué (AKTAN 8. et coll., 1991).

6.3.4. Autres
a) Au niveau du rein

Le LTD4 diminue le coefficient d’ultra filtration glomérulaire par réduction du débit
plasmatique glomérulaire (augmentation de la résistance de [’artériole efférente) dans les
phénomenes inflammatoires, pouvant conduire a linsuffisance rénale (TAKAHASHI K. et
BADR K.F., 1990). De méme I’affaiblissement de la fonction hémodynamique rénale, chez
’animal, est associé€ 4 I’augmentation de la production de LTB42t LTC 4au niveau de
préparations de cortex rénal ; les leucotrienes interviendraient dans les nephrites, les

dysfonctionnements rénaux (SPURNEY R.F. et coll., 1991).

b) Au niveau gastrique

La modification de la microcirculation de la muqueuse ou sous muqueuse gastrique serait
un des facteurs clés de I'induction de la nécrose gastrique dues aux irritants topiques {(éthanol,
A.LN.S., ...). LTC4 et LTDy4 réduisent le débit vasculaire et entrainent une stase sanguine au
niveau de la microcirculation sous muqueuse gastrique chez le rat ressemblant aux effets de
I’éthanol ; augmentant de plus la perméabilité vasculaire ils ont été mis en cause dans le processus
physiopathologique de diverses atteintes de cette muqueuse. Mais ce ne sont pas les médiateurs
principaux de }a nécrose tissulaire ulcéreuse, la contribution des différents métabolites de ’acide
arachidonique (prostaglandines) et les équilibres entre éléments de protection et éléments agressifs

étant essentiels (PESKAR B.M., 1991) (PESKAR B.M., 1990).
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6.3.5. Récepteurs des lencotriénes

Les leucotrienes exercent leurs effets biologiques par interaction avec des récepteurs
distincts au niveau de différents tissus . En effet les réponses physiologiques qu’ils entrainent sont
caractérisées :

- par Yimportance de la stéréoisomérie avec une forte préférence pour les composés
chiraux naturels tels que I’isomere 5(S),6(R) pour le LTD 4

- par une fixation réversible, saturable des ligands sur un site découvert grice A des
molécules marquées (antagonistes et agonistes) .

L’ensemble confirme la présence de récepteurs membranaires pour LTB4, LTCy4, LTDy4
et LTE4 . Une class.iﬁcation est méme proposée par (KRELL R.D. et coll.,1990) (Tableaun IiI).

Le récepteur du LTCy est appel€ pLT1, aucun antagoniste n’a ét€ encore découvert. Les
récepteurs pLT2 auraient plutdt pour agonistes les LTD4 et LTE, ; plusieurs antagonistes peuvent
se lier a ces récepteurs.

Dans cefte classification ne figure pas toutes les localisations ol les leucotrigncs
provoquent une réponse biologique (parenchyme pulmonaire, systtme cardiovasculaire, appareil
digestif, ...) la complexité des cellules et Pinsuffisance des connaissances pharmacologiques ne
permettant pas pour I’instant de définir des types de récepteurs.

En fonction de I’affinit€ du LTB4 pour ses récepteurs ou en détermine deux sortes :

- Ja (haute affinité) gui sérait a l'origine de I’effet chimiotactique, chimiocinétique
et de I’augmentation de I’adhérence cellulaire

- Ib (faible affinité) responsable de la dégranulation et de la production d’anion
superoxyde,

Le récepteur du LTB4 de 1a membrane du neutrophile est associé a une protéine G liée au
GTP (Guanosine Triphosphate) qui régule I'affinité du récepteur pour le ligand et transmet le
signal ; de méme I’affinit€ du LTD4 pour son récepteur dépend du GTP (LEWIS R.A. et coll.,
1990), la transmission du signal faisant intervenir des protéines G 2 1’origine de mobilisation de

calcium dans la cellule cible (CROOKE S.T. et coll., 1990).
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Réceptaur Localisanon tissulaire Agoniste(s) Antagomsie(s)
Pour les
pepado-leucotriénes
pLT1 Muscle lisse
de Ia trachée LTC4 Aucun actueilement
{cochon d'inde)
pLTza ) LTD4 / E4 Hauze affinité pour
FPL 55 712
LY 171, 383
SKF 104, 353
ICI 204, 219
pLTZb : LTD4/ E4 Haute affnité pour
FPL35T712
pLT2c Muscle lisse LTC3/D4/ E4 (FPL35712
broachique (bumain) SKF 104, 353
ICT 204, 219
pLT2d Oéon LTD4/ B4 FPL 55 712
(cochon 4’ inde) LY 171,883
Pour LTB4
Ia Polymorphonuciéaires LTB4
(haure atfinité)
1b ° LTB4
(faible affmms)

Tableau III - Classification des Récepteurs des Leucotriénes

D’aprés KRELL R.D., et coll,1990
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4. lipoxin
Les lipoxines appartiennent & une classe assez nouvelle de métabolites de I’acide
arachidonique dont la biosynthese met en jeu V’intéraction de différentes lipoxygénases. La
lipoxine A4 (LXAy4), représentant majeur, présente des propriétés biologiques importantes au

niveau inflammatoire, immunologique, rénal, ...

6.4_.1. Inflammation

La LXA,4, étudiée chez le Hamster (la joue), diminue la vasodilatation et le débit sangﬁin
sans modifier la perméabilité vasculaire ou I’adhésion leucocyte-endothélium. La LXAy4 pourrait
étre inhibitrice des actions induites par le médiateur de I’inflaimmation qu’est le LTBy4, bloguant
Pextravation du plasma et la diapédese des leucocytes dont le LTBy est a I’origine. Elle inhibe
aussi, in vitro, le chimiotactisme des neutrophiles dit au LTB4 ou au FMLP (HEDQVIST P. et
coll., 1990), mais elle augmente la production d’anion superoxyde et est responsable de
bronchoconstriction chez ’animal (SAMUELSSON B. et coll., 1987). L’ensemble de ces

propriétés fait supposer que la LXA gparticiperait 2 une régulation basse de I’inflammation.
6.4.2. Immunité cellulaire
LXA et LXB bloquent I’activité des ceflules NK (Natural Killer : cellules ayant la capacité

intrinseque de reconnaitre et détruire certaines celiules infectées par des virus et certaines cellules

tumorales) stérospécifiquement (SAMUELSSON B. et coll., 1987).
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6.4.3. Autres

a) Au niveau rénal

LXA4 provoque une réponse vasodilatatrice, réduit la résistance artérielle afférente
entrainant une augmentation du débit plasmatique dans le glomérule, elle entrerait en compétition
avec le LTD,4 au niveau de ses récepteurs des cellules mésangliales et induirait une libération de
prostaglandines vasodilatatrices comme dans le tissu vasculaire et bronchique. LXBy4 est inactive

sur le rein {(TAKAHASHI K. et BADR K.F., 1990).

b) Protéine kinase C

LXA active la protéine kinase C isolée et pourrait servir de signal intracellulaire modulant

certains systtmes enzymatiques (SAMUELSSON B. et coll., 1987).

6.5. Remarque

Les végétaux possedent comme on Pa vu, des lipoxygénases dont les propriétes, et celles
de leurs métabolites, sont beaucoup moins étudiées que celles des lipoxygénase animales, mais on
a pu déterminer I'intervention des lipoxygénases végétales au niveau

- de la croissance, de la maturation de la graine, des organes de la plante, jusqu’a la
sénescence.

- de la défense contre les agents pathogenes.

- de la réparation, cicatrisation des 1ésions, des traumatismes tissulaires.
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VII - INHIBITION DES LIPOXYGENASES

L’inhibition de P’activité lipoxygénasique joue un grand rble dans la recherche actuelle,
elle peut avoir lieu & différents niveaux :

- en amont des lipoxygénases ob les inhibiteurs de la phospholipase A2 diminuent la
biodisponibilité du substrat qu’est ’acide arachidonique restreignant sa métabolisation par la
cyclooxygénase et la lipoxygénase ; c’est le site d’action des anti-inflammatoires stéroidiens
(cortisone, hydrocortisone et dérivés).

- en aval des lipoxygénases avec la découverte d’antagonistes des leucotrienes en
particulier au niveau des récepteurs cellulaires au LTDy, des essais cliniques étant en cours dans
la pathologie asthmatique ; et avec des inhibiteurs d’enzymes responsables de la voie des
leucotritnes (LTA4 hydrolase, LTC4 synthétase).

- directement au niveau de la lipoxygénase pour court-circuiter par des inhibiteurs
Pensemble de la voie métaboligue, le plus souvent dans le cadre d’applications thérapeutiques
contre les pathologies inflammatoires, allergiques, immunologiques, ... ; 'emploi d’inhibiteurs de
la 5-lipoxygénase serait une alternative a l'usage des anti-inflammatoires non stéroidiens
inhibiteurs de la cyclooxygénase aux effets secondaires bien connus (ulcérogenes, allergiques,...).

A cOté de Papplication pharmacologique des inhibiteurs des lipoxygénases, ils ont ét€ et
sont encore utilisés pour analyser les différentes étapes biochimiques, les mécanismes d’activation
(FLAP), les sites récepteurs (LTDy), les propriétés physiologiques, physiopathologiques des

métabolites.

7.1.1. Les substances "rédox”

Les phénols, naphtols, catéchols ; les quinones, flavones, phénidone (1-phényl-3

pyrazolidone) ; les hydroxylamines et acides N-alkylhydroxamiques ont le pouvoir de réduire le
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site actif de I’enzyme : I'ion ferrique actif est transformé en ion ferreux inactif (NELSON M.J. et
coll., 1991) (FORD HUTCHINSON A.W., 1991b). Le mécanisme de réduction n’est pas connu,
mais ces composés peuvent générer par un cycle pseudoperoxydasique des radicaux
intermédiaires qui sont capables de former des liaisons covalentes avec les protéines dont la

lipoxygénase elle-méme (FORD HUTCHINSON, 1991b).

7.1.2. Les antagonistes compétitifs des récepteurs des lipoxygénases

En présence de MK 886, ia transiocation de la 5-lipoxygénase de son pool cytosolique a la
membrane ol elle métabolise I’acide arachidonique est inhibée, le MK 886 se fixant
compétitivement sur la cible protéique membranaire de la 5-lipoxygénase : 1a FLAP ; ceci a pour
conséquence une forte inhibition de la synthese des leucotrienes (FORD HUTCHINSON AW,
199ic).

7.1.3. Les analogues de substrat

L’ETYA analogue de ’acide arachidonique, les doubles liaisons en 5,8,11,14 ayant &té
remplacées par des liaisons acétyléniqucs, inhibe la 12-lipoxygénase, la 5-lipoxygénase (ainsi que
la cyclooxygénase) (PALMER R.M.J. et SALMON J.A)). Il prend la place de I'acide
arachidonique au niveau du site de fixation sur la lipoxygenase et doit bloquer I’activité
catalytique.

D’autres analogues d’acides gras polyinsaturés substrats des lipoxygénases, dérivés

acetylénés en particulier, agissent de la méme facon.
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7.2, Influence de la diététigne

A ¢6té de Pinhibition stricte des lipoxygénases par des molécules pharmacologiques, des
stratégies diététiques peuvent influencer la cascade de 1’acide arachidonique.

En effet P’ingestion d’acides gras précurseurs des eicosanoides autre que lacide
arachidonique entraine la formation de métabolites par la lipoxygénase (et par la cyclooxygénase)
moins actifs biologiquement, de plus ces acides gras polyinsaturés entrent en compétition avec
I’acide arachidonique au niveau du site de fixation du substrat de la lipoxygénase. Cette
compétition a pour conséquences une diminution de la synthese de leucotrienes, lipoxines, acides
gras hydroxylés dérivant de 1’acide arachidonique (FISHER S., 1989) (WEBER P.C., 1990).

Plusieurs €tudes vont dans le méme sens ; I’administration d’huile de poisson riche en
acides gras polyinsaturés de la série n-3 (EPA et acide docosahexaénoique) entraine une
diminution du chimiotactisme des neutrophiles et de 1’adhésion leucocytaire aux cellules
endothéliales, avec d’un point de vue clinique des effets bénéfiques dans les maladies
inflammatoires (psoriasis, dermatite atopique, arthrite thumatoide, asthme bronchique) (LEE
T.H., 1991).

(ZIBOH V.A. et FLETCHER M.P., 1992) ont montré qu’une supplémentation en acide
gras polyinsaturé (acide gamma linolénique) apporté par 1’huile de bourrache, chez des adultes, se
traduisait par une augmentation de la présence de DGLA (série n-6 des acides gras polyinsaturés)
dans les phospholipides membranaires des polynuci€aires parallelement a la suppression de la

formation de LTB4 dans les cellules.
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I - MATERIELS

1.1. L’¢enzyme

1l s’agit de la lipoxygénase de soja, isoenzyme 1 : préparée a partir de graines de soja par

gel de filtration et chromatographie d’échanges d’ions provenant de SIGMA Chemical
Compagny.
Enzyme utilisée comme principal modele pour les études mécanistiques (VLIEGENTHART
J.F.G. et VELDINK G.A. et coll., 1982) (KUHN H; et coll., 1990) (SPARROW C.P. et coll.,
1988) (CATHCART M.K. et coll., 1991)... En effet la 15-lipoxygénase-1 de soja est facilement
disponible et obtenue sous forme lyophylisée ; toutes les autres lipoxygénases sont extrémement
labiles (SCHEWE T. et coll., 1987) ce qui rend leur purification plus difficile et plus coiiteuse.

De plus elle présente de fortes analogies avec les lipoxygénases animales, humaines :
globalement 40 % de séquence similaire 2 la 5-lipoxygénase humaine, 25 % de séguence
identique avec la 12-lipoxygénase humaine .Surtout elle posséde des portions peptidiques
hautement similaires aux autres lipoxygénases, au centre de la protéine et vers la zone du COOH
terminal, ces portions constantes sont supposées étre le site de fixation du substrat, le site actif de
liaison de 1’atome de fer et donc le site de Pactivit¢ catalytique (SIGAL E., 1991).

L’ensemble de ces caractéristiques font de Ia 15-lipoxygénase de soja un bon modele
expérimental et simple & mettre en oeuvre pour étudier I’effet de différents composés sur
Pactivité lipoxygénasique. La lipoxygénase-1 de soja, sous forme lyophilisée, est conservée au

congélateur (-18°C).
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1.2 Le substrat

L’acide linoléique, substrat préférentiel des lipoxygénases végétales, est sous forme de
solution éthanolique & 32.10 ‘:‘M, et conservé  -18°C pour limiter son auto-oxydation.

L’acide linoléique est métabolisé par la lipoxygénase-1 de soja majoritairement en 13-
HPOD. Le spectre d’absorption du 13-HPOD est caractérisé par une valeur maximale aux

environs de 235 nm, alors que pour 1’acide linoléique elle est proche de 210 nm.

1.3. Les produits tesi€s
1.3.1. Molécules thérapeutiques 2 cycle imidazole

- kétocomazole : acétyl-1 [[[(dichloro-2,4 phényl)-2 (imidazolyl-1 méthyl)-2 dioxolanne-1,3-yl-
4] méthoxy]-4 phényl]-4 piperazine

Masse moléculaire = 531,43 g/mole

Laboratoire Janssen Lebrun

n’ 2977

- lévamisole (chlorhydrate) phényl—S(-)—G tétrahydro-2,3,5,6-imidazothiazole [2,1-b]
hydrochloride

Masse moléculaire = 224,22 g/mole

Laboratoire SPECIA

Lot 424 0913 82 260 00

- métronidazole : éthanol-1 méthyl-2 nitro-5 imidazole
Masse moléculaire = 171,16 g/mole
Laboratoire Rhone Poulenc

Lot 91025 21
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1.3.2. Molécules 2 visée molluscicide 2 cycle thiazole

Ce sont des produits, provenant de ’Unité CNRS N°13878 (Dir. Prof. Demerseman) de
I’'Institut Curie, PARIS.

- B.N.T. : Benzamido-2 nitro-5 thiazole

Masse moléculaire = 249,25 g/mole

- Dérivés bromés
Br-2 BNT |
Br-3 BNT Masse moléculaire = 329,16 g/mole
Br-4 BNT

diBr-2,5 BNT Masse moléculaire = 409,07 g/mole

- Dérivés chlorés 7
C1-3 BNT Masse moléculaire = 284,70 g/mole
diCl-2,5 BNT Masse moléculaire = 320,15 g/mole

- Dérivés fluorés

F-2 BNT
Masse moléculaire = 268,25 g/mole
F-4 BNT
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L’ensemble de ces produits doit étre conservé au sec, i 1’abri de la lumigre pour éviter

leur dégradation.
1.4, Tampon _utilisé

Tampon phosphate (H2P04'/HP042') de pH=7. Le pH optimal de la lipoxygenase-1 de
soja est aux environs de 9 mais on choisit de travailler 2 pH 7, c’est & dire 4 un pH proche du pH
sanguin physiologique (7,352 7,45 4 37°C) car la majorité des lipoxygénases des mammiferes est
caractérisée par un pH optimal proche de pH 7 (SCHEWE T. et al., 1987).

La présence d’ions phosphates active la réaction (résultats non publiés) et évite
I’apparition d’un temps de latence observé a pH 9 en tampon borate. Cela permet de calculer la

vitesse initiale de la réaction.

11 s’agit d’un spectrophotometre PERKIN-ELMER LAMBDA § U.V./Visible appareil a
double faisceau (Figure 8) qui enregistre les absorbances (A) ou densités optiques (D.0.) :

- soit en fonction SCAN : le spectrométre balaye par cycle une plage de longueur d’onde,
dans notre expérimentation de 190 nm 2 290 nm .

- soit en fonction TIME-DRIVE : le spectrométre enregistre par cycle la densité 2 une
longueur d’onde donnée, ici a 235 nm (pic d’absorption du 13-HPOD).

La spectrométrie d’absorption est basée sur le principe de proportionnalité entre 1’intensité
lumineuse absorbée par une solution et la concentration de cette solution en substance absorbante.
Ce principe est exprimé par la loi de BEER LAMBERT
D.0. = log Io/lt =¢.l.c,

Io est Pintensité du faisceau lumineux a entrée de la solution
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Fig. - 8 Principe du spectrophotométre a double faisceau
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It est I’intensité du faisceau en sortie : intensité transmise

¢ est la concentration du corps absorbant

1 est I’épaisseur totale traversée

gest le coefficient de proportionnalité appelé coefficient d’absorption molaire ou coefficient
d@’extinction spécifique, il dépend de la nature du corps absorbant, de la longueur d’onde, de la

température.

e

(4

Pour que la loi de Beer Lambert soit respectée on a choisit de réaliser Ies expérimentations
de facons telles que les densités optiques soient toujours inférieures a 1, alors il y a proportion
linéaire entre densité optique et concentration en substance absorbante. 1e spectrophotometre est

réglé sur une vitesse de lecture de 480 nm/minute et 0,05 minute entre deux cycles.

IT - METHODES

2.1. Réalisation du témoin

On réalise un témoin de Iactivité lipoxygénasique sans inhibiteur pour chague produit

testé,

2.1.1. Composition

Le témoin est préparé extemporanément a partir de solutions placées dans de la glace avec
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- ’enzyme : 30 pl d’une solution aqueuse a 1 mg/ml de lipoxygénase-1 de soja

- le substrat : 10 ul d’une solution éthanolique 4 16,10-3 M d’acide linoléique

- le solvant : 50 ul d’éthanol pur (solvant des différents produits testés) sauf pour le
lévamisole qui sera dissout dans la solution tampon, on ajoute alors 50 ul de tampon phosphate 2
la place de 1’éthanol.

- le tampon  : 2910 ul de solution tampon phosphate

Ainsi pour un volume total de 3000 ul de solution témoin il y a 10 ul + 50 pl = 60 pul
d’éthanol c’est a dire 2 % (dans le cadre du lévamisole ce pourcentage est de 0,33 %), la
concentration en éthanol influencant 1’activité de la lipoxygénase-1 de soja. En effet au cours de
la mise au point de la réaction témoin, il est apparu que !’augmentation de la concentration
éthalonique du milieu (utile pour dissoudre de plus grande quantité d’inhibiteurs en particulier le
BNT et ses dérivés) entraine du fait de 1’éthanol lni-méme (présence de groupement hydroxyle,
propriétés anti-oxydantes) une inhibition de ’enzyme. Par contre lorsque la teneur de la solution
en éthanol est inférieur ou égale a 2 % I’effet inhibiteur de I'éthanol est négligeable, ceci est
confirmé par (SCHEWE T. et coll., 1987) qui précisent que la concentration du solvant

alcoolique ne doit pas excéder 2 % du volume de Ia solution.

2.1.2. Mesure spectrophotométrique de I’activité témoin
a) En mode SCAN

Ceci correspond a la mesure des D.O. sur une plage de longueur d’onde allant de 190 a
290 am par cycles pendant 15 cycles, avec dans la cuve de référence la solution témoin sans le
substrat, et dans la cuve de mesure la solution témoin entitre.

Le spectre d’absorption (Figure 9) est caractérisé par un premier pic vers 210 nin signant
la présence d’acide linoléique non auwto-oxydé qui disparait au fur et 2 mesure que se développe

un second pic vers 235 nm correspondant 2 la formation de 13-HPOD (absorption caractéristique
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des doubles liaisons d’hydroperoxyde d’acide gras). Ces mesures permettent de vérifier que

Iactivité lipoxygénasique est correcte sur le plan qualitatif

b) En mode TIME-DRIVE

On réalise la mesure de I’augmentation des D.O. a 235 nm (valeur maximale du spectre
d’absorption du 13-HPOD) pendant 70 cycles (90 cycles pour le kétoconazole) permettant de
mieux étudier la cinétique enzymatique lipoxygénasique. La courbe obtenue (Figure 10) nous
permet de mesurer Pactivité lipoxygénasique :

- soit par sa vitesse initiale qui est la vitesse maximale de la réaction enzymatique et peut
étre assimilée 3 une fonction linéaire approchée par la droite de régression ; la vitesse initiale
correspond alors 2 la pente de la droite de régression pour les mesures de D.O. des cinq premiers
cycles.

- soit par la concentration finale en produit formé qui correspond au platean de la courbe
ou la réaction lipoxygénasique est terminée : il ne se forme plus d’hydroperoxyde. Par
application de la loi de Beer Lambert, la D.O. maximale permet de calculer cette concentration

en produit formé.

On choisira de caractériser la cinétique lipoxygénasique en présence des molécules testées
par la D.O. maximale obtenue, car dans plusieurs cas la vitesse initiale de la réaction en présence
d’inhibiteur, paradoxalement, est supérieure a celle du témoin alors qu’en finale la formation de
produit est bien inférieure ; ou bien la vitesse initiale en présence d’inhibiteur est trop proche du

témoin pour les comparer alors que la différence de D.0O. maximales est encore mesurable.
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2.2.1. Préparation de gammes de dilution

L’étendue de la gamme est fonction de Ia solubilit€ du produit (tous dissouts dans
I’éthanol pur sauf le lévamisole qui est dissout dans la solution tampon) et de I’activité du produit
sur la lipoxygénase (lorsque I'inhibition est presque nulle, on ne réalise pas de dilution
supérieure). Ainsi la gamme de dilution varie d’un produit & ’autre ; le BNT et ses dérivés
particulitrement peu solubles, nécessitent pour accélérer leur dissolution I’emploi d’un agitateur 2

ultra-sons.

2.2.2. Mesures spectrophotométriques

La cuve de référence differe de celle du €moin par le fait que les 50 ul de solvant sont
remplacés par 50 ul d’une solution de la gamme de dilution d’un produit.

La cuve de mesure contient en plus 10 ul de substrat par rapport a la cuve de référence.

En mode SCAN on vérifie que la réaction lipoxygénasique a lien et que 1’hydroperoxyde
absorbe vers 235 nm, méme en présence d’inhibiteur, en mode TIME-DRIVING on enregistre les
D.O. pour exprimer la vitesse initiale ou bien la concentration finale en produit formé par la
réaction lipoxygénasique en présence d’inhibiteurs, pour des raisons pratiques la dernitre
méthode est préférée. Les mesures sont réalisées aprés 5 minutes d’incubation du produit avec

I'enzyme dans les cuves de mesure.

La dilution de la solution meére d’inhibiteur dans la cuve du spectrometre est de 1/60 &me. -
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2 sur Pactivité inhibitri

On compare pour chaque produit testé 2 une dilution donnée (Px;), la concentration finale
en hydroperoxyde formée (correspondant 2 la D.O. maximale) par rapport  celle du témoin dont
on pose que 1’activité est maximale donc que 1a D.O. correspond & 100 % d’activité.

D.O. max (pyx;
Pourcentage d’inhibition de Px ; = (1 - (Pxi)

) x 100
D.0. max (t¢moin)

Il - RESULTATS

Pour chaque produit testé a une dilution donnée, comime pour le témoin, on réalise trois

essais les valeurs données sont donc des moyennes et les écarts-types obtenus sont faibles :

3.1.1. Kétoconazole

KETOCONAZOLE
|| Concentration dans la cuve || D.O. maximale 590 cgclesi ] % d'inhibition
Témoin 0,790 0%
8,33.10-6 M 0,203 74,3%
6,67.10-5 M 0,321 : 59,3%
4,17.10-5 M 0,486 38,5%
1,67.10-5 M 0,721 8,7%
8,33.10-6 M 0,771 2,4%

On ne peut tester des concentrations en kétoconazole supérieures 2 8,33 1073 M, celui-ci

précipitant dans la cuve.
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A partir de la courbe tracée des pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration
en kétoconazole on peut déterminer graphiquement I’IC50 qui est Ia concentration en effecteur
pour laquelle I'activité enzymatique est inhibée & 50 %. L’ICsq caractérise la force de la
substance inhibitrice, plus 1’inhibition est puissante plus ’IC5 est faible, I'IC5q du kétoconazole
est de 5,5 10 “M. |

On notera que !’inhibition exercée par le kétoconazole est maximale pour une

concentration de 8,33.10‘5 M, alors qu’elle a presque disparue pour une solution 10 fois moins

concentrée . Ainsi de faibles variations de concentrations en kétoconazole vont entrainer de

grandes variations d’inhibition.

3.1.2. Métronidazole

METRONIDAZOLE _
| Concentration dans la cuve ]| D.O. maximale (70 cycles) % d'inhibition
Témoin T 0,884 0%
3,33.10-4 M 0,609 31,1%
1,67.10-4 M 0,755 14,6%
8,33.10-56 M 0,833 5,8%
i 4,17.10-5 M 0,860 2,7%

Le métronidazole est un faible inhibiteur de la lipoxygénase, de plus on ne peut mesurer

I'inhibition du métronidazole & une concentration supérieure dans la cuve 3 3,33 104 M, ce qui
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correspond i une solution de la gamme de dilution 60 fois plus concentrée c’est 2 dire 2 1072 M K
a une concentration plus élevée que 2 102 M le métronidazole n’est plus soluble dans I’éthanol.
(en extrapolant la courbe d’inhibition du métromidazole vers des concentrations plus élevées on

pourrait calculer une IC 5qle 6 10 ~9).

3.1.3. Lévamisole

LEVAMISOLE L :
I[ Concentration dans 1a cuve | D.O. maximale (70 cycies) % d'inhibition
Témoin 0,818 0%
3,33.10-4 M 0,357 56,4%
2,50.10-4 M 0,460 43,8%
1,67.10-4 M 0,560 31,5%
8,33.10-5 M 0,641 21,6%
417.10-5 M 0,709 13,3%
3,33.10-6 M 0,806 1,5%

L’ICs( calculée par méthode graphique pour le lévamisole est de 3.104 M. Le lévamisole
inhibe donc moins la lipoxygénase de soja que le kétoconazole I'IC5q étant plus élevée. Cette

inhibition est plus progressive que dans la cas du kétoconazole.
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2, BNT riveé

Ces composés sont peu solubles, leur €tude n’a pu étre faite que sur une plage de

concentrations trés limitée.

3.2.1. BNT
B.N.T. _
Concentration dans la cuve | D.O. maximale (70 cycles) |
Témoin 0,902
8,33.10-5 M ' 0,765
417.10-5 M 0,811
1,67.10-5 M 0,870

3.2.2. Dérivés bromés

Concentrations dans la cuve D.0. maximales
Br-4 BNT Br-3 BNT Br-2 BNT |l diBr-2,5 BNT

Témoin 0,824 0,824 0,913 0,887
8,33.10-5 M 0,730 0,667 0,748 0,553
417.10-5 M 0,799 0,793 0,767 Q0,692
1,67.10-5 M 0,814 0,810 0,802 0,793
8,33.10-6 M - - (0,846 0,826
4,17.10-6 M - - 0,868 0,837




3.2.3. Dérivés chlorés
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Concentrations dans !a cuve

D.O. maximales

CI-3 BNT diCl-2,5 BNT
Témoin 0,859 0,839
8,33.10-56 M 0,666 0,665
417105 M 0,771 0,784
1,67.10-5 M 0,828 0,817

3.2.4, Dérivés fluorés

Concentrations dans 1a cuve

D.O. maximales

F-4 BNT F-2 BNT

Témoin 0,926 0,917

8,33.10-5 M 0,666 0,797

4,17.10-5 M 0,782 0,842

1,67.10-5 M 0,875 0,906
8,33.10-6 M 0,877 -
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3.2.5. Pourcentages d’inhibition de ’enzyme.

I 1 EN A KAL) I EXTATEY

e e e

diBr-2,5 BNT ®

15,2% 10,1% 3,5% - -
11,4% 3,0% 1,2% - -
Br-4 BNT
i 3
qu/c)\.m_co@ L 19,0% 3,8% 1,7% - -
Br-3 BNT
il e
qn/rs_)\NH—co@ 1 8’1 LA 1 6'0% 12,2°/o 7,3% 4:9%
Br-2 BNT
il ;
” ozu/[_s-*mq—co@ 37,7% 22,0"/0 10,6% 6,9°/O 5,60/‘-'

Cl-3 BNT
N [=]

diC1-2,5 BNT © ||

i f'
” @“/CA””'“@ 22,5% 10,2% 3,6% - "

o 20,7% 6,5% 2,6% - -

W .
” M oco e 28,1% | 155% 5,5% 5,3% B
F-4 BNT

W b
Q,N/ts/l\nn-co-@ 13,1% 8,2% 1,2% - -

F-2 BNT

Le BNT et ses dérivés n’affectent pas assez 1’enzyme dans cette gamme de concentrations

pour permetire de calculer des IC 5
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La validit¢ de la lipoxygénase-1 de soja comme modeéle expérimental n’étant pas
contestable, comme nous ’avons vu précédemment, I'étude réalisée peut étre extrapolée aux
lipoxygénases animales, ceci d’autant plus que certains résultats sont en accord avec des études

publiées sur les lipoxygénases animales.

I - INTERET DES MOLECULES MEDICAMENTEUSE EN FONCTION DE LEUR
ACTIVITE SUR LES LIPOXYGENASES

1.1 k nazole

Il appartient au groupe des antifongiques imidazolés et est le premier 2 pouvoir étre
résorbé par voie orale (le fluconazole et I'itraconazole ont ét¢ commercialisés par la suite).

11 est caractéris€ chimiquement par un noyau dioxolane et un noyau pipérazine.

1.1.1. Spécialités (VIDAL 92)

Usage local : KETODERMR 2% creme ---> mycoses superficielles
2 % sachet de gel moussant ---> dermite
séborrhéique
2 % monodose - > pityriasis versicolor

Per os : NIZORALR comprimeés

suspension buvable
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1.1.2. Caractéristiques pharmacologiques
a) Mode d’action

Comme les autres imidazolés, il altére la membrane fongique en inhibant la syntheése de
I’ergostérol, principal stérol membranaire ; il y a accumulation des précurseurs de la chaine de
syntheése : lanostérol et divers 14-méthyistérols. Cette action semble due a P’interaction du
kétoconazole avec le cytochrome P45 des mitochondries fongiques avec blocage de la
déméthylation en C 14

D’autres modes d’action ont été proposés : le kétoconazole provoquerait des lésions
directes par fixation sur la membrane avec perte de potassium intracellulaire, accumulation de
peroxyde toxique, résultat de Dinteraction sur les enzymes oxydatives (inhibition de la
cytochrome C peroxydase et la catalase). De plus, le kétoconazole peut altérer la séparation des
bourgeons de la levure mére et exerce une inhibition de la filamentation démontrée notamment
pour Candida albicans ; la forme filamenteuse est la forme invasive issue des levures et
représente un obstacle mécanique a la phagocytose.

Aux doses thérapeutiques, le kétoconazole est fongiostatique.

b) Spectre antifongique
* En tant que topique

Le kétoconazole agit sur les agents classiques des mycoses superficielles : Candida sp.,
dermatophytes : Trichophyton et Microsporum (parfois peu sensibles), Epidermophyton,
Malassezia ou Pityrosporum furfur agent du pityriasis versicolor.

Geotricum candidum, Scopulariopsis brevicaulis sont inconstamment sensibles.
Sous forme topique, de fortes concentrations sont appliquées et il présente une activité

bactéricide sur les cocci gram négatif.
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* Par voie orale

11 est actif sur les mycoses viscérales profondes ou systémiques dues aux champignons
dimorphiques : Hi&toplasma capsulatum et H. duboisii, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brassiliensis et a2 un moindre degré Sporothrix schenckii, Coccidioides immitis.

Les agents de phycomycoses (basidiobolose et rhinoentomophthoromycose) y sont trés
sensibles, les agents de chromomycoses et de mycétomes sont plutot résistants.

Le kétoconazole est peu actif sur le genre Aspergillus et Mucorale.

¢) Activité leishmanicide

Activité due a 'inhibition de la synthese d’ergostérol que les leishmanies possédent en

grande quantité.

d) Pharmacocinétique

Absorbé par voie orale & une dose de 200 mg chez adulte, le pic sérique est toujours au
dessus de 1 pg/ml, la résorption du keétoconazole est soumise aux variations individuelles et est
améliorée lors de prise au milieu de repas.

C’est une molécule fortement li€e aux protéines plasmatiques (84 %) et qui est présente au
niveau des erythrocytes (15 %).

Sa diffusion dans 1’organisme est bonne a I’exception du compartiment rénal et méningé.

Son catabolisme est hépatique, son élimination essentiellement biliaire et fécale, trés peu

rénale.
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1.1.3. Indications thérapeutiques, posologies
ajmycoses

Le kétoconazole présente un grand intérét dans la thérapeutique des mycoses superficielles
et profondes du fait de sa grande efficacité et sa bonne diffusion dans I’organisme. I ne posséde
pas une grande toxicité et agit a concentrations fongiostatiques sur les champignons pathogénes

conjointement au systtme immunitaire de défense.

* dans les mycoses superficielles (dans les cas d’intolérance ou

d’échec avec le traitement classique mais en fait de plus en plus en 1ere intention)

- vaginites mycosiques rebelles récidivantes : candidose chronique et vaginite & Torulopsis
glabrata

- muguets rebelles rencontrés chez les nouveaux-nés traités par les antibiotiques, ou chez
les malades atteints du SIDA, ...

- candidoses cutanés : intertrigo, ...

- onychomycose

- dermatophytoses : teigne, onyxis

- pityrosporoses : pityriasis versicolor, pityriasis capitis, dermatite seborrhéigue.
* dans les mycose profondes ou systémiques

c¢’est I’antifongique :
- de choix dans la candidose mucocutanée chronique : forme sévere de candidose
granulomateuse qui peut toucher le cuir chevelu, le visage, les mains, les ongles, envahir le tube
digestif... Les troubles immunologiques dus a la présence de I’antigene candidosique avec

I’augmentation du nombre d’eosinophiles disparaissent
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- de choix dans les histoplasmoses, blastomycose, paracoccidioidomycose,
entomophthoromycoses.

- efficace contre les candidoses chez les héroinomanes : syndrome signalé des 1981
de candidose septicémique avec des lésions cutanées folliculaires précoces, des lésions oculaires
profondes de rétinite et des Iésions tardives ostéoarticulaires

- employé dans la prophylaxie digestive des candidoses chez I'immunodéprimé

- en association dans les septicémies et autres localisations viscérales profondes a

candida avec d’autres anti-mycosigues.
b) Leishmaniose
En cas de leishmaniose cutanée, voir cutanéo-muqueuse, lors de résistance aux traitements
classiques.
¢) Posologies-durée de rraitement
* Formes locales
1 & 2 applications par jour généralement de 3 semaines jusqu’a 3 mois pour les mycoses
les plus difficiles a traiter : onyxis, teigne.
sauf pour Kétoderm monodose Rque I’on utilise en 1 seule application.
* Formes orales
a partir de 200 mg/j jusgu’d 800 mg/j en 2 prises chez ’adulte suivant la gravit€ de

I’infection.

4 a7 mg/kg/j chez I’enfant en une prise
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Ce sont des traitements de 4 4 8 semaines en générale, jusqu’a 6 mois, 1 an dans les mycoses

profondes ou les leishmanioses avec atteinte muqueuse.

1.1.4. Interactions enzymatiques et conséquences

Ie kétoconazole exerce une action inhibitrice sur les enzymes cytochromes dépendantes
responsables de la synthése d’ergostérol chez les champignons, ce qui lui confere son activité
antifongique. Mais I’inhibition d’autres systtmes enzymatiques par le kétoconazole est a 1’origine
de nouvelles indications et d’essais cliniques.

Ainsi le kétoconazole est utilis€ dans les états d’hydroperandrogénie et dans le traitement
de I’adénome prostatique, du fait d’effets secondaires lors de son utilisation comme antifongique :
les effets antiandrogéniques. Le kétoconazole entraine une inhibition de la production de
testostérone médiée par le cytochrome P450 et une diminution de synthése d’androgenes
surrénaliens par inhibition de plusieures enzymes adrénaliennes (NARDONE P.A. et coll., 1988)
(ENGELHARDT D. et coll., 1991).

I’inhibition de la lipoxygénase par le kétoconazole est donc importante 3 deux niveaux :
dans le cadre de son activité antimycosique et pour un développement possible de nouvelles
indications. L’inhibition de la lipoxygénase-1 de soja par le kétoconazole (IC5q = 5,5.10‘5 M)
que nous avons démontrée est transposable aux enzymes animales. En effet I'étude de (BEETENS
J.R. et coll., 1986) montre que le kétéconazole inhibe, in vitro (IC50=2,6. 1073 M) la formation
de 3-HETE et de LTB4 par la 5-lipoxygénase des polynucléaires péritonéaux chez le rat, mais est
inactif sur la 12-lipoxygénase plaquettaire humaine et stimule l’activité 15-lipoxygénasique
réticulocytaire chez le lapin (une inhibition de I’activité 5-lipoxygénasique est souvent corrélée a
une stimulation de Iactivité 15-lipoxygénasique). In vivo le kétoconazole apres administration per
os inhiberait la synthtse de leucotricnes diminuant de maniére dose dépendante la
bronchoconstriction anaphylactique mediée par les leucotrienes.

Il apparait ainsi que lors d’un traitement anti-mycosique par voie locale ou orale, le

kétoconazole permet de lutter contre 1’agent parasite mais pourrait aussi par inhibition de la 5-
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-

lipoxygénase diminuer le phénoméne inflammatoire corollaire a la présence d’un agent
pathogéne. En inhibant la synthese de leucotrienes (avec une ICg5( exprimée en g/l égale a
13,8.10“3 g/l comparée a des concentrations sériques par voie orale de 1ug/l) le traitement par le
kétoconazole, en général long, pourrait avoir un effet bénéfique en diminuant I’extravasion
plasmatique due aux leucotrienes : migration des cellules a travers ia paroi vasculaire vers
I’épiderme ou les tissus interstitiels & ’origine d’oedéme, de possibles iésions tissulaires et de
phénomenes douloureux.

D’autres indications pour le kétoconazole sont recherchées i travers Vinhibition de la
biosynthese des leucotrienes et donc une diminution de leurs effets. (NARDONE P.A. et coll.,
1988) ont montré que le kétoconazole par inhibition de la 5-lipoxygénase (et de la thromboxane-
synthétase) diminuait I'incidence de métastases de tumeurs hématologiques chez 1’animal : les
leucotriene altérent-la perméabilité vasculaire facilitant le processus métastasique et stimulent la
libération de thromboxane dont le taux est augmenté dans certaines tumeurs. L’étude de nouvelles
indications avec les molécules médicamenteuses déja utilisées présentent ’avantage de la

connaissance pour ces molécules des parametres pharmacologiques et toxicologiques.

1.2, Le lévamisole

Le lévamisole est I’isomere lévogyre du tétramisole dont 1’activité anthelminthique est
connue, plus récemment des propriétés immunostimulantes lui ont €€ découvertes et de
nombreux essais cliniques ont été réalisés.

Le lévamisole appartient au groupe des imidazothiazoles.

1.2.1. Spécialité

SOLASKILR comprimés,est utilis€ comme anti-parasitaire.
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1.2.2. Caractéristiques pharmacologiques
a) mode d’action
* Comme antheiminthique

le Iévamisole est un agoniste spécifique des récepteurs nicotiniques a Pacétylcholine des
muscles du nématode Caenorhabditis clegans et peut étre d’autres vers ronds (VAN WAUWE J.
et JANSSEN P.AJ., 1991), le lévamisole stimule aussi les ganglions parasympathiques
{(MUTCH R.S. et HUSTON P.R., 1991) ; ceci entraine des contractions spasmiques
neuromusculaires et une paralysie par dépolarisation. Enfin le lévamisole est un puissant
inhibiteur du systtme fumarate réductase qui assure la réduction du fumarate en succinate.
Principale source en ATP chez les vers, le systéme succinate-fumarate deshydrogénases remplace
le systtme des cytochromes oxydases des mammiferes (STEVENSON H.C. et coll., 1991).

L’ensemble aboutit a la paralysie puis 4 la mort du nématode.
* Comme immunostimulant

(VAN WAUWE J. et JANSSEN P.A.J., 1991), (MUTCH R.S. et HUSTON P.R,,
1991), (STEVENSON H.C. et coll., 1991)

Le mécanisme par lequel le lévamisole modific le systtme immunitaire humain est
complexe et non encore completement expliqué. Le lévamisole est un agent restaurateur de
I’'immunité cellulaire essentiellement. Ainsi il agit :

- sur les lymphocytes T en stimulant leur maturation, leur production de lymphokines et
d’interférons et en augmentant leur prolifération, leur cytotoxicité.

- sur les phégocytcs en favorisant leur prolifération leur migration, 1’adhérence vasculaire,
le chimiotactisme, la capacité de phagocytose et de destruction intracellulaire, [’activité

péroxydasique des monocytes, des macrophages et des neutrophiles.
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- sur les lymphocytes B indirectement, I’augmentation de 1la production
&’immunoglobulines n’étant due qu’a la stimulation des lymphocytes T par le lévamisole qui,
eux-mémes, modulent ’activité des lymphocytes B. (Lors d’un traitement au long court avec le
lévamisole, il y a diminution de la production d’immunoglobulines).

Le lévamisole n’a aucune action sur les cellules NK ou les cellules K.

Le mode d’action biochimique du lévamisole est complexe :

- il induit la formation de substances immunostimulantes endogénes éléments
sériques au nombre de trois, distingués par leur différente stabilit€ a la chaleur, leur formation
thymus-dépendante.

- le 1évamisole est une prodogue : métabolisé, majoritairement dans de nombreuses
especes animales, par ouverture du cycle thiazolidine en O.M.P.1. (oxo-mercaptoéthyl-phényl
imidazoline) qui serait responsable de la plupart des propriéiés immunologiques rencontrées avec
les leucocytes en contact avec Ie 1évamisole.

- il est inhibiteur de action ou de la production de facteurs immunosuppresseurs
endogenes. Parmi les substances libérées par les lymphocytes T suppresseurs activés, il en est une
qui est soluble et A effet suppresseur sur la réponse immune : on parle de SIRS. La SIRS. est une
pro-lymphokine inactive qui n’exerce son effet suppresseur qu’aprds avoir €t€ convertie en sa
forme oxydée : SIRSox. Le lévamisole bloque I’oxydation de la SIRS.

- le 1évamisole possede des propriétés cholinergiques (responsables en partie de son
activité anthelminthique) dues au cycle imidazole. L’effet cholinergique du lévamisole augmente
le taux de GMPc intracellulaire (Guanosine Mono Phosphate cyclique) et il en est de méme dans
les cellules lymphocytaires et phagocytaires exposées au Iévamisole. L’augmentation de GMPc
est associée A une stimulation de la prolifération cellulaire, du chimiotactisme, de I’expression de
récepteur et d’antigtne 2 la surface cellulaire, et de Dactivit€ des macrophages. Cette
augmentation du taux de GMPc est associée 2 une diminution du taux d’AMPc qui agit sans le

méme sens sur les lymphocytes et phagocytes.
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b) Pharmacocinétique

Le lévamisole est rapidement résorbé par le tractus gastro-intestinal : une dose orale
unique de 150 mg entraine un pic plasmatique 2 0,7 pg/ml en 1 4 2 heures.
It se distribue dans tous les tissus fluides de I’organisme et majoritairement dans le foie et

le rein, organes de son catabolisme. L excrétion du iévamisole est rénale et fécale.

1.2.3. Indications thérapeutiques -posologies

a) Comme anthelminthique

Le lévamisole est un excellent anti-ascaridien. L’efficacité du lévamisole dans
I’ankylostomose est non négligeable d’autant plus que les deux verminoses,ankylostomose et
ascaridiose sont fréquemment associés .Sa bonne tolérance en fait un médicament de choix dans
un traitement de masse (se méfier des leucopénies immunologigues dues au lévamisole).

La posologie :

- pour D'ascaridiose est généralement d’une prise unique aprés un repas de 150 mg chez
I’adulte et de 3 mg/kg chez ’enfant.

- dans I’ankylostomose (ou en cas d’infection mixte) les doses sont doublées et & prendre
pendant deux  jours consécutifs.

Une deuxieme cure identique est nécessaire s’il y a persistance d’oeufs de parasite dans les

selles.

b) Comme immunostimulant

Le lévamisole est utilisé pour restaurer la réponse immunitaire diminuée (augmentant

Pactivit€ des macrophages et I'immunité retardée...) dans des pathologies, thérapies



immunosuppressives et des désordres allergigues. Ainsi des évaluations cliniques ont €té faites
avec le lévamisole dans les cas d’asthme, de dermatite atopique ; d’atteintes infectieuses
chroniques ou récurrentes ; de maladies inflammatoires chroniques : atteinte rhumatismale, lupus
erythémateux disséminé, maladie de Crohn, colite ulcéreuse, atteintes dermatologiques...
L’activité du lévamisole étant souvent inconstante mais significative.

De plus, le lévamisole trouve des indications en cancérologie par ses propriétés
anti-métastasigues, en association avec les thérapies antinéoplasiques conventionnelles (chirurgie,
radiothérapie, chimiothérapie). Sans en connaitre totalement I’influence, ce sont les effets
immunostimulants du lévamisole qui Serait responsables de son efficacité dans les phénomeénes
néoplasiques (souvent Pactivité immunologique diminue lors de cancers ou de traitements de ce
cancer : radiothérapie, chimiothérapie). Depuis 1990, le F.D.A. (Foods and Drugs
Administration) a donn€ son approbation pour I’emploi d’une association de 5-fluoruracil et de
Iévamisole dans le carcinome du colon stade 111, comme thérapie adjuvante.

Posologies les plus souvent recontrées : 150 mg (ou 2,5 mg/kg) 2 jours par semaine ou

bien 3 fois par semaine.

1.2.4. Conséquences de P'intéracticn lévamisole-lipoxygénase

Comme nous I’avons démontré, le lévamisole est un inhibiteur de la 15-lipoxygénase-1 de
soja, action inhibitrice plus faible que le kétoconazole.

Cette action inhibitrice a aussi été retrouvée, in vivo, sur la 15-lipoxygénase animale des
macrophages péritonéaux du rat (BENEYTOUT J.L. et al., 1988).

L’effet immunostimulant du lévamisole pourrait étre expliqué en partie par 1’inhibition de
la 15-lipoxygénase. En effet la conséquence directe de I’effet inhibiteur de lévamisole est une
diminution de la synthese de 15-HPETE et 15-HETE et donc une réduction de Deffet
immunosuppresseur (voir les propriétés des produits de la 15-lipoxygénase) de ces métabolites.
Au niveau biochimique 1’oxydation de la SIRS en SIRSox active est réalisée lors de I’incubation
avec le peroxyde d’hydrogene, le 15-HPETE, et avec des macrophages (VAN WAUWE J. et



JANSSEN P.A.J.). Le blocage de ’oxydation de la SIRS par le lévamisole serait dii a I’inhibition
de la 15-lipoxygénase.

De plus Pinhibition et 1’activaiion de la 15-lipoxygénase et de la 5-lipoxygénase sont
étroitement lies, le 15-HPETE inhibant ’activité de la 5-lipoxygénase. Indirectement le
lévamisole par inhibition de la 15-lipoxygénase stimule la 5-lipoxygénase et la biosynthese des
leucotritnes. Ceci est en accord avec les effets du lévamisole sur les lymphocytes et les
phagocytes qui miment 1’action de LTB4 sur ces mémes cellules. Enfin, 1’augmentation du taux
intracellulaire de GMPc résultant des propriétés cholinergiques du lévamisole pourrait étre due a
I’augmentation de synthese de S-HETE qui stimule la guanylate cyclase lymphocytaire (COFFEY
R.G. et HADDEN J.N., 1985). De méme l’augmentation de la synthése de LTB4 pourrait
stimuler la formation de GMPc, les récepteurs au LTB4 étant liée & une protéine G régulée par le
GMP., |

11 apparait donc que les inhibiteurs de la 15-lipoxygénase pourrait ouvrir une nouvelle voie

dans la compréhension des processus immunologiques et le développement d’immunostimulant.

1.3 Métroni 1

Utilisé en premier pour son action antiparasitaire dans les infections & Trichomonas en
particulier, ses propriétés antibiotiques vis & vis des bactéries anaérobies ne furent découvertes
que 10 ans plus tard et il devient un des produits la plus utilisé en antibiothérapie.

Le métronidazole appartient & la classe des 5-nitro-imidazoles.

1.3.1. Spécialités

FLAGYLR comprimés, ovules, suspension buvable, forme injectable

METRONIDAZOLE FANDRE R forme injectable



ROZEXR gel dermique indiqué dans la rosacée (forme populopustaleuse de 1’adulte)

en association avec la spiramycine :

RODOGYLR comprimés.

1.3.2. Caracteres pharmacologiques
a) Mode d’action

Le métromidazole pénetre dans les cellules par diffusion passive. Son activation, dans les
organismes anaérobies sous I'action de la pyruvate ferridoxine oxydoréductase correspond a la
réduction du groupement nitré \NO, par la captation d’€lectrons aux dépends du systeme des
protéines transporteuses d’électrons (du type ferridoxine ou flavodoxine) au faible potentiel
redox. Cette réduction a deux conséquences d’une part la forme libre de Pantibiotique
intracellulaire décroit, donc le gradient de concentration transmembranaire en métronidazole
augmente et il en pénetre encore plus dans la cellule ; d’autre part il se forme des produits
cytotoxiques : radicaux libres nitrés et nitroso, dérivés hydroxylamines et nitroso. Des
métabolisations supplémentaires conduisent & la décomposition du reste de la molécule en
molécules plus petites et inactives. 7

La cytotoxicit€ des radicaux libres ou des dérivés formés par réduction du groupement
NO» serait due surtout 2 la fixation sur I’ADN et aux dommages qu’ils provoquent, ils pourraient
ainsi attaquer d’autres cibles comme certaines protéines enzymatiques, I’ARN messager, ils sont

responsables de Ia mort de la cellule (SCULLY B.E., 1988) (GALLUSSER A., 1988).



b) Spectre d’activité
* comme antiparasitaire

Le métronidazole est actif sur les protozoaires anaérobies : Trichomonas vaginalis,

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia et Balantidium coli.

* comme antibactérien

Le métronidazole a une activité bactéricide sur la majorit€ des bactéries anaérobies.

- 11 est actif shr les cocci gram positif anaérobies t.q. Clostridium perfrigens, C. difficile
alors que son action est limitée sur les pepto-streptococci, pepto-cocci, Actinomyces,
bifidobactéries

- hautement bactéricides sur les bactéries gram négatif anaérobie : Bacteroides fragilis,
Bacteroides sp.

- Enfin certains spirochetes dont Treponema pallidum sont sensibles au métronidazole.

* Remarques

- Passociation du métronidazole & d’autres antibiotiques a surtout été étudiée vis a vis de
B. fragilis. Dans le but d’une plus grande efficacité sur des bactéries moyennement sensibles, on
peut associer le métronidazole avec la benzylpénicilline, un macrolide (RODOGYLR ) ou un
lincosamide.

- la résistance au métronidazole peut étre naturelle et li€ée A une mauvaise pénétration de
I’antibiotique et ou a ’absence de pyruvate ferridoxine oxydoréductase chez des bactéries
microaérophiles comme Propionibacterium acnes, Streptocoques, Actinomyces ; le

développement de résistance acquise étant exceptionnel.



b) Pharmacocinétique
* résorption

Le métronidazole est bien résorbé aprés une administration orale, les taux sériques atteints

-

sont équivalents a ceux obtenus avec la méme dose par voie intraveineuse. Aprés une dose

standard de 7,5 mg/kg le pic sérique est de I’ordre de 20 4 25 pug/mi.
* diffusion
Le métronidazole se distribue bien dans les différents compartiments de 1’organisme
humain : systéme nerveux central, tissu osseux, salive, bile, liquide séminal, trompes de Fallope,
myometre, tissu mou,... Il traverse la barriere placentaire, se retrouve dans le lait maternel.
Le métromidazole se lie peu aux protéines plasmatiques.

* métabolisation

Les deux chaines latérales du métronidazole peuvent étre métabolisées probablement dans

le foie donnant des dérivés "aicool” et "acide" actifs.
* glimination

L’excrétion est principalement urinaire.



1.3.3. Indications et posologies
a) Comme antibactérien

Les bactéries anérobies peuvent créer des infections séveres de presque tous les tissus,
essentiellement au niveau du tube digestif, des voies génitales féminines et des voies respiratoires.
Le métronidazole ést alors un antibiotique de premier choix en raison de sa rapide et constante
activité sur B. fragilis bactérie anaérobie la plus souvent pathogene actuellement. Mais les
infections anaérobies étant en regle générale mixtes, on utilisera plutdt des associations
antibiotiques avec le métronidazole ; 1a caractéristique de ces infections étant la nécrose tissulaire
avec souvent formation d’abces, un acte chirurgical thérapeptique est souvent nécessaire.

Ainsi la métronidazole est utilisé, du fait de sa bonne diffusion, dané fes infections
gynécologiques, 0SSCUSES, articulaires, des tissus mous, dans les infections de la téte et du cou,
les infections pleuropulmonaires, intra-abdominales, infections septicémiques, endocarditiques,
du systeme nerveux central (abces du cerveau, méningites purulentes...) (KERNBAUM S.,
1988). Dans le cas d’endocardite et de méningite le métronidazole est particulidrement approprié,
lorsque des germes anaérobies sont en cause, car c’est un antibiotique bactéricide (non pas
seulement bactériostatique). 1e métronidazole est actif dans le traitement des colites
pseudomembraneuses associées a C. difficile comme alternative 2 la vancomycine (SMILACK
1.D.etal., 1991).

Le métronidazole est aussi employé dans un but prophylactique avant des opérations
digestives et gynécologiques. Le méironidazole, comme les autres 5-pitro-imidazoles sont
inefficaces dans les Actinomycoses et les infections 2 Propionibacterium et s’est révélé décevant

dans les infections des voies respiratoires inférieures.



b) Comme antiparasitaire

Le métronidazole est indiqué dans le traitement des vaginites & Trichomonas vaginitis,
utilisé en dose unique ou en cure. Dans les affections digestives parasitaires, le métronidazole est
actif dans le cas d’amibiase intestinale ou extra-intestinale, le traitement doit étre suivi le plus
souvent de la prise d’iodoquinol pour prévenir les rechutes. Dans les giardiases le métronidazole

est actif et bien toléré (SCULLY B.E. et coll., 1988).

¢) Posologies

- Infections anaérobies sensibles : en 1.V. 15 mg/kg, dose suivie de 7,5 mg par kg toutes

les 6 heures
peros 122 g/jen2 a4 prises

- Vaginite & Trichomonas : 2 g en dose unique ou 250 mg 3 fois/jour pendant 7 jours

- Vaginite non spécifique : 500 mg 2 fois/jour pendant 7 jours

- Colite associée a C. difficile : 250 mg 3 fois/jour pendant 7 2 10 jours.

- Amibiase : 700 mg 3 fois/jour pendant 10 jours

- Gardiase : 250 mg 3 fois/jour pendant 5 a 7 jours ou 2 g/jour pendant 7 jours (SCULLY
B.E. et coll., 1988).

1.3.4. Métromidazole et activité sur la lipoxygénase

Nous avons démontré que le métronidazole inhibait de fagon modérée la lipoxygénase-1
de soja. Par extrapolation, en dehors d’études réalisées sur les lipoxygénases animales, on peut
penser que le métronidazole exerce sur ces dernieres une action inhibitrice. De plus certains
inhibiteurs des lipoxygénases sont des substances a propriétés oxydoréductrices et chélatrices.

Hors le métronidazole, molécule simple, posséde un cycle imidazole avec un groupement nitré,



méthyle, et surtout une chaine éthanolique ; par le groupement OH de cette fonction alcool, le
métronidazole, & la maniere des catéchols, pourrait agir comme chélateur du fer des
lipoxygénases et ou comme anti-oxydant réduisant le fer a 1’état ferreux inactif.

Le métronidazole qui diffuse facilement dans les cellules (premitre étape de son mode
d’action contre les agents infectieux) pourrait donc inhiber la 5-lipoxygénase cellulaire et la voie
des leucotriénes, lui conférant ainsi une action anti-inflammatoire.

Dans les indications du métronidazole, notamment lors d’infections digestives, le caractere
inflammatoire est important avec le développement de colite pseudomembraneuse 4 Clostridium,
de colite et nécrose tissulaire lors d’amibiase intestinale, de duodéno-iléite lors de giardiase... et
de signes généraux comme fitvre, oedeme, douleur. L’intérét du métronidazole est qu’il est actif
dans de telles infections mais aussi qu’il pourrait exercer un effet anti-inflammatoire par
inhibition de la voie des leucotriznes dans les leucocytes infiltrés et donc de leurs actions in situ,
diminuant les manifestations inflammatoires de colite, douleur, figvre...

Cet effet anti-inflammatoire du métronidazole est recherché en dehors de toute pathologie
infectieuse lors d’essais cliniques dans la maladie de Chron avec des résultats inégaux, et surtout
dans le cas de rosacée ou de dermite rasacéiforme post-cortisonique. Le métronidazole est alors
prescrit par voie orale a 250 mg/jour en 2 prises pendant 1 mois puis 250 mg/jour et 125 mg/jour
pendant 2 & 3 mois en entretien ou par voie locale sous forme récente de gel dermique ROZEXR
; Pinhibition de la 5-lipoxygénase pourrait se faire au niveau local des cellules dermiques
(kératinocytes et leucocytes infiltrés). Cetie inhibition serait responsable de [Peffet "anti-

inflammatoire d’autant plus que le métronidazole est utilisé pendant une longue période.



IT - INHIBITION DE LA LIPOXYGENASE PAR LE BNT ET SES DERIVES
HALOGENES

2.1. In ion

Ces produits organiques présentent une activité molluscicide et peuvent étre utilisés pour
détruire les mollusques dont les gastéropodes d’eau douce ou terrestre, hotes intermédiaires de
parasitoses humaines. Le cycle évolutif parasitaire est alors "coupé”, la multiplication, la
maturation du parasite ne pouvant avoir liew du fait de la disparition de I’hite intermédiaire.
Essentiellement deux grandes parasitoses sont concernées par cette prophylaxie chimigue : la
fasciolose ou grande douve (pays tempérés) et la bilharzioze ou schistosomose (pays chauds et
humides).

Certains dérivés possedent aussi des propriétés protozoocides, oxyuricides, ténicides.

L’activité du BNT et de ses dérivés serait due & I'intéraction de ces molécules avec les
chaines respiratoires et les bases ¢’ ADN du mollusque et a fait 1’objet d’études de toxicité sur la
faune et la flore (VIGNOLES P., 1990).

Les molécules simples que sont le BNT et ses dérivés halogénés, constituent une série
chimique idéale pour étudier des rélations structure-activité. C’est dans cette optique que nous
avons mesuré I'activité de ces molécules sur la lipoxygénase de soja. II faut préciser que ces
molécules sont assez lipophiles (CLEDAT D., 1989) et se sont révélées peu solubles dans
I’éthanol ainsi la gamme de concentrations étudiées est limitée. L’inhibition de la lipoxygénase
par ces molécules dans cette zone de concentrations est faibles pour la plupart d’entre elles. On
peut quand méme remarquer que ces molécules dans les mémes conditions inhibent la
lipoxygénase de soja, toutes plus que le métronidazole, et certaines plus que le lévamisole.

On comparera le BNT et ses dérivés en fonction de la valeur ¢’inhibition maximale de la

lipoxygénase et 1'alture des "courbes” d’inhibition



Comme I’a étudi¢ (CLEDAT D., 1989) la nature des halogénes modifie la basicité et fa
lipophilie de la molécule dérivée du BNT. Sachant que notre étude est réalisée en tampon pH 7,
la basicité des molécules n’intervient pas ; par contre 1a notion de lipophilie parait essentielle. La

lipophilie est exprimée par log P ou P est le coefficient de partage octanol/eau et est caiculée par

la méthode de LEO.

Produits log P
BNT 0,81
Br-4 BNT /
Br-3 BNT 1,87
Br-2 BNT 1,00
diBr-2,5 BNT 1,96
C1-3 BNT /
diC1-2,5 BNT 1,66
F-4 BNT 1,15
F-2 BNT 0,86

D’apres notre €tude on peut classer ces molluscicides en deux catégories :
- les molécules les plus inhibitrices (valeurs d’inhibition élevées, courbe des valeurs en
progression)
di -Br-2,5 BNT
F-4 BNT

Cl-3 BNT
diCl-2,5 BNT
Br-3 BNT
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- Les molécules fes moins inhibitrices (valeurs d’inhibition faibles, courbe des valeurs en

stagnation) :

Br-4 BNT
F-2 BNT
BNT
Br-2 BNT

Il apparait donc que les molécules les plus lipophiles sont les plus inhibitrices.
L’importance de la lipophilie pour une inhibition puissante a été démontrée dans d’autres études
(HALSTA D.J. et coll., 1991).

La nature de I’halogéne ne semble pas directement influencer le caractere inhibiteur des
dérivés du BNT, en effet parmi les molécules les plus irhibitrices et les moins inhibitrices on

retrouve des  dérivés bromés, fluorés,...

En position 4 (para) sur le cycle benzénique : le dérivé halogéné F-4 BNT est une
molécule inhibitrice alors que le Br-4 BNT est faiblement inhibiteur.

En position 3 (méta) sur le cycle benzénique : le Br-3 BNT et le CI-3 BNT sont des
dérivés du BNT parmi les plus inhibiteurs.

En position 2 (ortho) sur le cycle benzénique : ce sont les molécules les plus faiblement
inhibitrice F-2 BNT, Br-2 BNT.

En posttion 2 et 5 (ortho et méta) sur le cycle benzénique : le diCl-2,5 BNT et le diBr-2,5
BNT font partie des molécules les plus inhibitrices.

1l apparait globalement que les dérivés du BNT les plus inhibiteurs possedent un halogéne

en position méta (3 ou 5).
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CONCLUSION

Les propriétés biologiques des lipoxygénases animales et de leurs métabolites sont
complexes. Ils interviennent dans les maladies inflammatoires (atteintes dermatologiques,
rhumatismales, digestives,...), les réactions immunologiques, les phénomenes allergiques
(asthme, anaphylaxie,...), les pathologies néoplasiques, les maladies métaboliques (diabete,
athérosclérose), les sécrétions hormonales, et les médiations intracellulaires. La recherche de

nouveaux inhibiteurs des lipoxygénases est donc d’actualité

A partir de ’expérimentation sur la lipoxygénase-1 de soja , modele d’étude générale de
Pactivité lipoxygénésique,et par comparaison avec des étmdes précédentes on a pu déterminer
que:

- le kétoconazole et certainement le métronidazole sont des inhibiteurs de la- 5-
lipoxygénase et de la voie des leucotrienes. Ils présentent le double intérét d’exercer une activité
anti-infectieuse et une activité anti-inflammatoire. Il serait donc judicieux de favoriser leur
utilisation dans les infections ol les germes sont sensibles a ces produits et ou le caractere
inflammatoire est majeur : infection digestive, infection pulmonaire, infection articulaire... et de
développer des formes locales indiquées dans les affections dermatologiques inflammatoires telles
que le psoriasis, ’eczéma atopique... ; le métronidazole comme anti-inflammatoire est déja utilisé
dans la rosacée ; le kétoconazole dans la dermatite séborrhéique.

- le lévamisole agirait comme immunostimulant ayant des applications en cancérologie
dans une polychimiothérapie grice a son activité inhibitrice sur la 15-lipoxygénase. Ceci
confirmerait la liaison étroite entre inhibition de la 15-lipoxygénase et activation de la 5-
lipoxygénase et ouvrirait une nouvelle voie dans I’immunostimulation et la cancerologie.

- le BNT et ses dérivés sont des inhibiteurs de la lipoxygénase de soja, les molécules les
plus lipophiles &tant les plus inhibitrices. Il conviendrait de tester leur activité anti-

lipoxygénasique sur des lipoxygénases animales et dans des conditions expérimentales différentes
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pour établir une gamme de concentrations plus étendue (tout en sachant que la plupart des

solvants organiques inhibent la lipoxygénase).

Les nombreuses études cliniques réalisées avec des inhibiteurs des lipoxygénases devraient

déboucher prochainement sur de nouveaux médicaments anti-asthmatiques et anti-psoriasiques.
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RESUME

Les propriétés biologiques des lipoxygénases animales et de leurs métabolites
sont complexes. Ils interviennent dans les maladies inflammatoires (atteinies
dermatologiques, rhumatismales, digestives,...), les réactions immunologiques, les
phénoménes allergiques (asthme, anaphylaxie,...), les pathologies néoplasiques, les
maladies métaboliques (diabéte, athérosclérose), les sécrétions hormonales, et les
médiations intracellulaires. La recherche de nouveaux inhibiteurs des lipoxygénases
est donc d’actualité

A partir de I'expérimentation sur la lipoxygénase-1 de soja , modéle d’étude
générale de Iactivité lipoxygénasique,et par comparaison avec des études
précédentes on a pu déterminer que:

- le kétoconazole et certainement le métronidazole sont des inhibiteurs de la
5-lipoxygénase et de la voie des leucotriénes. Ils présentent le double intérét
d’exercer une activité anti-infectieuse et une activité anti-inflammatoire. Il serait
donc judicieux de favoriser leur utilisation dans les infections ou les germes sont
sensibles 4 ces produits et ol le caractére inflammatoire est majeur : infection
digestive, infection pulmonaire, infection articulaire... et de développer des formes
locales indiquées dans les affections dermatologiques inflammatoires telles que le
psoriasis, I’eczéma atopique... ; le métronidazole comme anti-inflammatoire est
déja utilisé dans la rosacée ; le kétocona.zole dans la dermatite séborrhéique.

- le 1évamisole aglralt comme immunostimulant ayant des applications en
cancérologie dans une polychimiothérapie grace a son activité inhibitrice sur la 15-
lipoxygénase. Ceci confirmerait la liaison étroite entre inhibition de la 15-
lipoxygénase et activation de la 5-lipoxygénase et ouvrirait une nouvelle voxe dans
I’'immunostimulation et la cancerologie.

- le BNT et ses dérivés sont des inhibiteurs de la lipoxygénase de soja, les
molécules les plus lipophiles étant les plus inhibitrices. Il conviendrait de tester leur
activité anti-lipoxygénasique sur des lipoxygénases animales et dans des conditions
expérimentales différentes pour établir une gamme de concentrations plus étendue
(tout en sachant que la plupart des solvants organiques inhibent la lipoxygénase).
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Inhibition
Kétoconazole
Lévamisole
Meétronidazole
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