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D.O.
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Ell-S-S-Ell
éq
Et,N
EtOH
FAD
Fmoc
FSSF

GPx
GR

acétonitrile

acétate d'éthyle

acide désoxyribonucléique
1,3-bis(2-chloroéthyl)-1-nitrosourée

groupement fert-butyloxycarbonyle
benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)phosphoniumhexafluoro
phosphate

chromatographie sur couche épaisse

chromatographie sur couche mince
1-chloro-2,4-dinitrobenzéne

sel de 4-chloro-1-méthyl-7-trifluorométhylquinolinium
N,N’-dicyclohexylcarbodiimide

D,L-o-difluorométhylarginine

D,L-a-difluorométhylornithine

déshydroascorbate

N,N’-diisopropylcarbodiimide
N,N’-diisopropyléthylamine

dose létale 50

N,N’-diméthylformamide

diméthylsulfoxyde

densité optique

acide éthyléne diamine tétraacétique

réactif d'Ellman ou acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique)
équivalent

triéthylamine

éthanol

flavine adénine dinucléotide

groupement fluorénylméthyloxycarbonyle
N-benzyloxycarbonyl-l-cystéinylglycine-3-diméthylamino
propylamide disulfure

gramme

glutathion péroxydase

glutathion réductase
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Grx glutarédoxine

GrxR glutarédoxine réductase

GSH glutathion

Gspd(S), N -glutathionylspermidine disulfure

GspdSH N'-glutathionylspermidine

GSSG glutathion disulfure

GST glutathion S-transférase

h heure

Hepes acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

HBTU 2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,3,3-tetraméthyluronium
hexafluorophosphate

HeCNU 1-(2-chloroéthyl)-3-(2-hydroxyéthyl)-1-nitrosourée

HOBt N-hydroxybenzotriazole

HPLC chromatographie liquide haute performance

Hz hertz

IC,, concentration inhibitrice 50

IOR intermédiaire oxygéné réactif

kDa Kilodalton

K, constante d’inhibition

K, constante de Michaelis

MeOH méthanol

L microlitre

uM : micromole par litre

mg milligramme

mL millilitre

mmol millimole

mol mole

N normale (solution)

NADPH B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

nM nanomole par litre

O.M.S. Organisation Mondiale de la Santé

PCR polymerase chain reaction

P.F. point de fusion

PMFS fluorure de phényl méthyl sulfonyle

PyBrop bromo-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphate

R1 sel de 4-chloro-1-méthyl-7-trifluorométhylquinolinium

Rf rapport frontal

R.H. Reindel-Hoppe (test de détection de la fonction amide)
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SNAr
SOD
spd

T. amb.

TDM
THF
TOF

Trx
TrxR
T(SH),
T(S),
2VP

résonance magnétique nucléaire

s singulet

d doublet

t triplet

q quadruplet

m multiplet

J constante de couplage

substitution nucléophile aromatique
superoxyde dismutase

spermidine

température ambiante
tétraméthyldiaminodiphénylméthane
tétrahydrofurane

Time of flying (spectrométrie de masse)
trypanothion réductase

thiorédoxine

thiorédoxine réductase
dihydrotrypanothion

trypanothion disulfure
2-vinylpyridine
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AVANT-PROPOS

A l'aube du XXIeme siecle, les maladies parasitaires restent un des grands fléaux
de I'humanité.

Chez 'homme, le parasite Trypanosoma cruzi est l'agent responsable de la
maladie de Chagas, contre laquelle il n'existe, a ce jour, aucune chimiothérapie réellement
efficace. Cette maladie fait peser une menace constante sur prés du quart de la population
d'Amérique latine. Elle sévit dans toute l'étendue du sous-continent, mais avec des
manifestations pathologiques et des caractéristiques épidémiologiques trés variables d'une
région d'endémie a l'autre. Une grande diversité s'observe dans les taux de prévalence,
les modes de transmission, les caractéristiques du parasite, I'anatomo-pathologie clinique,
les vecteurs et les hotes réservoirs. Plus que toute autre parasitose, la maladie de Chagas
est liée au développement socio-économique : le réduve vecteur et la maladie transmise par
cet insecte persisteront aussi longtemps que la médiocrité de 1'habitat, I'ampleur des
mouvements de population et la rapidité de l'urbanisation constitueront la norme en
Amérique latine. Il faudra de longues années avant que cette situation évolue. D'ici 13, la
lutte contre la maladie de Chagas doit étre poursuivie sans relache.

Avec quelques 100 millions de personnes exposées et environ 20 millions
d'individus parasités, cette maladie constitue un grave probléme de santé dans 17 pays.
Dans de nombreux autres, les cas d'infestation humaine semblent n'étre que sporadiques,
bien que le vecteur soit présent et que le parasite Trypanosoma cruzi puisse étre isolé chez
les animaux réservoirs. La transmission du parasite a l'occasion d'une transfusion
sanguine est de plus en plus souvent incriminée quand des infestations nouvelles se
produisent en dehors des foyers naturels de transmission.

Au cours des vingt derniéres années, l'intérét porté a la maladie de Chagas s'est
considérablement renforcé, chez les scientifiques comme chez les responsables de la santé
publique. Les fonds mis a la disposition des programmes de recherche ont augmenté

grice au soutien national et international. Dans le méme temps, plusieurs pays ont lancé
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ou renforcé des programmes de lutte a I'échelle nationale, parfois avec des succes
remarquables. Ces programmes prouvent que les méthodes de lutte actuelles peuvent étre

efficaces lorsqu'elles sont durablement appliquées.
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La maladie de Chagas constitue un probleme de santé majeur en Amérique
Centrale et en Amérique du Sud. C’est une parasitose due a un protozoaire flagellé :
Trypanosoma cruzi. La seule drogue utilisée actuellement en chimiothérapie est le
benznidazole, composé aspécifique et extrémement toxique. Il est donc nécessaire de
découvrir rapidement de nouvelles molécules qui devront répondre aux critéres suivants :

- spécificité et efficacité optimales en chimiothérapie
- faible cofit de revient, vues les populations concernées

La recherche rationnelle de telles molécules consiste a étudier le métabolisme du

parasite et a le comparer 2 celui de I’h6te pour déterminer I’existence de cibles spécifiques,

mais également nécessaires a la survie de ce parasite.

T. cruzi est trés sensible au stress oxydant et posse¢de, contre ce dernier, un
systtme de défense original basé sur un dithiol, le trypanothion, conjugué de la
spermidine et du glutathion, régénéré sous sa forme active par une enzyme, la
trypanothion réductase (TR). Bien que présentant 40% d'homologie dans leur séquence
primaire, la TR de T. cruzi et la glutathion réductase humaine (GR) sont discriminantes
vis-a-vis de leurs substrats respectifs. La TR constitue donc une cible idéale dans Ia
recherche de drogues spécifiques contre la maladie de Chagas.

Un test enzymatique mis au point au laboratoire a permis d’isoler des familles
d’inhibiteurs de la TR. De plus, I’étude tridimensionnelle du complexe enzyme-substrat et
les relations structure-activité nous permettent de concevoir rationnellement des molécules

a visée thérapeutique contre cette parasitose.

Ce travail a consisté, a partir de molécules - t€tes de série issues du test et d’études
de dynamique et de modélisation moléculaires, en la conception d’une nouvelle famille
d’inhibiteurs de la TR et en I'optimatisation, par des changements de structure, de
I’activité de ces molécules. L'inhibiteur le plus actif obtenu dans la série présente une ICy,
de 350 nM en présence d’une concentration en trypanothion équivalente au K de ce

substrat pour 1'enzyme. C'est le meilleur inhibiteur in vitro de la TR connu a ce jour. La
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mesure du K, de ce composé (K; = 700 nM) et d'autres composés de notre série a
permis de mettre en évidence un phénomene d'aggrégation de ce type d'inhibiteurs en
solution.

Enfin, nous avons cherché, d'une part, a déterminer le role des différents éléments
structuraux de ce type d'inhibiteurs et, d'autre part, a expliquer I'activité€ in vitro sur le
parasite de cette famille de composés, plus faible qu’attendu, par I’introduction dans le

parasite d’analogues marqués non radioactifs.

I. La maladie de Chagas

La maladie de Chagas ou trypanosomiase américaine a ét€ décrite pour la premicre
fois par Carlos Chagas en 1909. C’est une parasitose chronique due a un protozoaire
flagellé : Trypanosoma cruzi de 1'ordre des kinétoplatidae, de la famille des

Trypanosomatidae et du sous genre des Schizotrypanum (figure 1).

Kinétoplastidiés

Trypanosomides
[ T | ]
lCrithidial llrypanosoma—‘ [ Phytomonal [Leishmania l
I
- I | -
C. f(zfvctﬁulata L. donovani L. tropica
Parasite d'insecte Leishmaniose viscérale Leishmaniose cutanée
humaine humaine
(Kala-azar) (boutons d'orient)
[ | [
Herpetosioma . I Nannosomas Tejeraia ) Trypanozoon Dunotella
T. lewisi ISleot:‘ypanum T. congolense T. rangeli L——J T. vivax
Nagana (non pathogéne Nagana
(bétail) pour 'homme) (bétail)

l T. brucei J———-i T evensi |
——— Trypanosoma cruzi 1
E Maladie de Chagas [ 1 1 _
T.b. brucei T.b. rhodesiense T.b.'gambiense .
Nagana Maladie du sommeil Maladie du sommeil

figure 1. Classification des trypanosomes parasites des mammiféres
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Elle ne concerne pour le moment que les pays d’ Amérique Centrale et d’ Amérique
du Sud, ou 90 millions de personnes (environ 25% de la population) sont menacées et 20

millions malades (figure 2).'

Etats Unis 8" Amérique

Mexique ¥ ..

Guatemala
El Salvador
Nicaragua b

Costa Rica
Panama 3 Suriname

I
X7

Colombie

Equatcur

Brésil

00018 OHM

figure 2.
Distribution géographique des cas d’infestations humaines par Trypanosoma cruzi
en Amérique centrale et en Amérique latine

Le parasite T. cruzi est transmis par un insecte hématophage de la famille des
réduviidés, le réduve (triatomadae) dont il existe une centaine d’espéces en Amérique
Latine (triatoma sp., rhodnius sp., panstrongylus sp.). Chez le vecteur, la transmission
s’effectue au cours du repas sanguin. Des vert€brés tels que chiens, chats, rats,
marsupiaux, également victimes des piqiires de réduves, peuvent étre infectés par le
parasite et représentent un réservoir important de parasites. La maladie de Chagas est une
zoonose capable de se perpétuer ainsi dans des foyers enzootiques, en 1’absence de cas

d’infection humaine.
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Les réduves proliférent trés facilement dans les habitations de bois et de torchis,
d’ou I’étendue de I’infection en particulier dans les zones rurales des pays en voie de
développement du continent américain. Dans certains de ces pays (Brésil, Argentine,
Vénézuela), des programmes de lutte contre le vecteur ont été mis en place depuis
quelques années (utilisation de peintures insecticides par exemple), mais, des efforts a
plus grande échelle doivent étre mis en oeuvre au niveau de I’habitat et des moeurs des
populations rurales.

Les zones urbaines et les pays développés ne sont pas a I’abri d’une telle infection.
En effet, d’autres modes de transmission tels que les transmissions congénitales, les
transfusions sanguines ou les transplantations d’organes infectés multiplient les risques
d’extension de la maladie. Malgré I’internationalisation du marché du sang, de ses dérivés
et des organes humains, la recherche sérologique de T. cruzi est effectuée uniquement
dans les pays directement concernés, bien que des cas de maladie de Chagas aient été

décrits aux Etats-Unis et au Canada.>>*

L’O.M.S. a annoncé, le 16 janvier 1997, que le Brésil avait éliminé la maladie de

Chagas de son territoire par éradication des insectes vecteurs.*

1. Cycle évolutif du parasite Trypanosoma cruzi

Le cycle évolutif de T. cruzi se partage entre un insecte vecteur (hdte intermédiaire)
et un mammifére (hote définitif) (figure 3).” Au cours d’un repas sanguin, le vecteur
ingere des trypomastigotes sanguicoles qui atteignent le tube digestif moyen de I’insecte,
ou ils se transforment en épimastigotes (forme non infectante chez ’homme). Les
épimastigotes, au cours de leur progression dans I’intestin, se multiplient par division
binaire. Dans le tube digestif postérieur, ils se différencient en trypomastigotes (forme
infectante pour ’homme et pour les autres mammiféres). L’insecte élimine enfin ces
parasites dans ses déjections lors d’un repas sanguin et les transmet a ’h6te définitif a

travers les muqueuses, la conjonctive ou des lésions, dues ou non a la piqtire.
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LA DIFFERENCIATION DE T.CRUZI

réplication métacyclogentse

épimastigote

trypomastigote métacyclique

REDUVE

trypomastigote

. métacyclique
Repas sanguin yeta

HOTES
VERTEBRES
invasion cellulaire
Homme
N Chat
irypomastigote sanguicole Chien
\ Cobaye
/ 'Marsupiaux
~

replication intracellulaire
(amastigotes) -

figure 3. Cycle de différenciation de Trypanosoma cruzi

Une fois dans le sang de I’h6te définitif, les parasites peuvent infecter divers types

de cellules au niveau du site de !'infection (macrophages, polynucléaires neutrophiles,
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fibroplastes, cellules musculaires ou endothéliales...). A Pintérieur de la cellule, les
parasites s’échappent dans le cytoplasme ol ils se différencient en amastigotes et se
multiplient par scissiparité. Apres un certain nombre de cycles de division, les amastigotes
se différencient en trypomastigotes (appelés sanguicoles) qui sont libérés dans la
circulation sanguine aprés éclatement de la cellule. Ces derniers peuvent soit infecter
d’autres cellules, soit étre ingérés par un insecte au cours d’un repas sanguin, assurant, de

ce fait, la continuité du cycle parasitaire.

2. La maladie

La maladie de Chagas passe par trois phases : une phase aigué de courte durée,
une phase de latence clinique dite indéterminée et une phase chronique qui dure plusieurs
années. L’évolution est irréversible : cardiopathies et encéphalopathies chagasiques,
méga-organes chagasiques (tube digestif, vessie), avec formation d’autoanticorps dus a
I’existence de déterminants antigéniques communs & 7. cruzi, aux neurones du systéme

nerveux végétatif et aux cellules cardiaques.

2.1. La phase aigué

Les symptomes de la phase aigu€ peuvent €tre parfaitement bénins et atypiques, de
sorte que la maladie passe souvent inapercue a ce stade d’évolution (taux de diagnostic : 1
a 2% des cas).

Les troubles cliniques sont d’ autant plus graves que le patient est jeune. Au niveau
du site d’infection peut exister une inflammation locale nommée "chagome" (appelée aussi
"signe de Romaiia" lorsque I’infection a lieu au niveau de la conjonctive). Les symptdmes
généraux sont la fievre, 1’asthénie, la tuméfaction des ganglions lymphatiques et parfois
une anorexie, des diarrhées et des vomissements. 30% des malades présentent des

anomalies de [’électrocardiogramme correspondant & une myocardite aigu€ pouvant

entrainer la mort dans 2 a 3% des cas, le plus souvent chez I’enfant de moins de deux ans.
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Une autre complication grave est la méningo-encéphalite qui entraine la mort dans 50%
des cas (surtout chez les jeunes enfants).

Apres quelques semaines, les parasites disparaissent et les troubles régressent.

2.2. La phase indéterminée

Durant cette période, les patients sont asymptomatiques et présentent une

parasitémie négative. C’est une période de latence qui peut durer de dix a vingt ans.

2.3. La phase chronique

Au début de cette phase, 1a maladie évolue vers une forme cardiaque ou une forme
digestive chez 30% des malades. Parfois, des atteintes neurologiques apparaissent. Les

autres malades ne présentent jamais d’atteintes organiques.

2.3.1. Forme cardiaque

Les manifestations cliniques dépendent du degré d’atteinte du myocarde. Les
symptdmes généraux sont une hypertrophie cardiaque, des troubles du rythme et de la
conduction ventriculaire. La formation d’autoanticorps dirigés contre les cellules du
myocarde est parfois observée. La manifestation la plus grave est ’embolie pulmonaire

entrainant la mort subite.

2.3.2. Forme digestive

Isolée ou associée a la forme cardiaque, elle se traduit essentiellement par une

dilatation de I’cesophage et du c6lon.
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3. Le diagnostic et le traitement

Le diagnostic de ces infections peut &tre réalisé par un examen parasitologique,
immunologique, par polymerase chain reaction (PCR) ou par combinaison de ces
différentes techniques.

Les souches de T. cruzi peuvent étre individualisées par [’étude de leur
comportement et du- cours de Dinfection chez I’hdte (infectivité, virulence,
pathogénicité...) et par une analyse moléculaire et génétique des parasites. Elles peuvent
étre isolées par xénodiagnostic, hémoculture et, en phase aigu€, par inoculation de sang
d’animaux infectés au souriceau nouveau-né. L’amplification se fait par passages

successifs chez I’animal de laboratoire ou en culture cellulaire axénique.

Il n’existe pas encore de chimiothérapie efficace contre la Maladie de Chagas.®
Entre 1965 et 1975 sont apparus le benznidazole et le nifurtimox, deux hétérocycles
nitrés, les deux seules drogues mises sur le marché jusqu’a présent.® Le benznidazole est
toujours utilis€é en chimiothérapie contre la maladie de Chagas malgré ses effets

secondaires importants. Le nifurtimox a été retiré du marché.

N
7\ / \ —
OZN/(N—) H\/© o0 N\N: S0,

HsC

Benznidazole Nifurtimox

Le nifurtimox ou (3-méthyl-4-(5’nitrofurfurylidéneamino)tétrahydro-4H-1,4-
thiazine-1,1-dioxyde (BAY 2502) était commercialisé sous le nom de Lampit® par la
compagnie Bayer. Le benznidazole ou N-benzyl-2-nitroimidazole acétamide (RO 7-1051)
est commercialisé sous le nom Rochagan® par la compagnie Roche.

Ces médicaments trypanocides sont actifs uniquement pendant la phase aigué

(tableau 1°). 1Is éliminent les symptomes présents durant cette phase et diminuent la durée
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de Iinfection. Pour certains patients, le traitement est inefficace ; cela peut s’expliquer par
la grande diversité des souches de parasites et I’apparition de phénomeénes de résistance de
certaines souches. Les spécialistes considérent que le traitement est sans intérét en phase

chronique.'® La maladie de chagas n’est pas curable 2 son stade ultime.

Composé Tolérance et toxicité Indications et Observation
posologies
Benznidazole | Réactions cutanées par hypersensibilité] - forme aigué : Surveillance
(encore sur le | immédiate liée 2 la destruction des|S5 & 10 mg/kg/jour médicale
marché) | parasites 2 prises, posologie
Polynévrites dose-dépendantes croissante pendant
Polynévrites réversibles apres I’arrét des | 1 semaine, per os
prises pendant 1 mois

- forme chronique :
cure de 2 mois

Nifurtimox | Toxicité neurologique (céphalée, forme aigué : Séjour a
(retiré du | convulsions, polynévrites) - adultes et enfants| 1’hopital
marché) | Troubles psychiques de plus de 16 ans : nécessaire

Troubles gastro-intestinaux (nausées,| 8 a 10 mg/kg/jour
vomissement, douleurs abdominales) en 2 prises pendant
Troubles allergiques 4 mois
- enfants :
10 ans : 20mg/kg/j
10 - 15 ans :
15mg/kg/jour

pendant 3 mois

tableau 1. ‘Pharmacologie et Thérapeutique du benznidazole et du nifurtimox

Les modes d’action de ces deux molécules ont été étudiés par 1’équipe de
Docampo.'" IIs different de fagon notable :
- le benznidazole peut interférer dans la synthése de macromolécules par la formation de
liaisons covalentes ou par l'établissement d’autres interactions entre des composés
intermédiaires de réduction du groupement nitro et différents composants cellulaires
comme I’ADN, les lipides et les protéines.'?
- dans le cas du nifurtimox, la réduction du groupement nitro conduit, en premier lieu, a la
formation de radicaux nitroanions. Leur réoxydation par I’oxygeéne moléculaire mene a la
production d’espeéces oxygénées réactives qui nuisent au parasite, déficient en enzymes de
détoxification. Il y aurait aussi une inhibition de la synthese des acides nucléiques.

Mais, les effets secondaires sont trés génants, d’autant plus que les doses

nécessaires sont importantes et le traitement long. Les risques encourus du fait de I’usage
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de ces deux trypanocides sont de nature diverse. Dans le cas du benznidazole, la toxicité
est due a I’interaction entre ses intermédiaires oxygénés réactifs (IOR) et des composants
cellulaires de I’h6te. Dans le cas du nifurtimox, les radicaux libres formés se fixent
directement sur des composants cellulaires et déclenchent, entre autres, la péroxydation
des lipides."* Des études menées sur des bactéries et des cellules de mammiféres ont
montré la génotoxicité de ces deux composés.'*!> Des enfants traités par le benznidazole
ont présenté un accroissement du nombre des altérations chromosomiques des
lymphocytes périphériques,'® tandis que I'’emploi du nifurtimox multipliait par 13 le
nombre de modifications génétiques spontanées.'’

Les effets secondaires sont donc loin d’étre négligeables, mais il est important de
remarquer que 2 & 8% des malades non traités décedent de la maladie de Chagas au cours
de la phase aigué.

Dans les formes chroniques, les cures sont longues (1 & 4 mois) et les résultats
aléatoires. Plusieurs années de surveillance clinique, parasitologique et sérologiques sont

nécessaires pour affirmer la guérison.

Mais, la prévention demeure toujours la meilleure solution. Les différents
traitements de la maladie de Chagas étant peu efficaces et chers, et les pays concernés
économiquement pauvres, un moyen simple et peu coliteux a été mis en oeuvre pour
limiter au maximum la transmission du parasite par transfusion sanguine : les sangs

suspects sont traités par le violet de gentiane (0.25 g/litre de sang).

. i
HsC” 7 | N\CH3
.

s violet de gentiane ou cristal viole

N
HSC/N \CH3
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Ce composé détruit les formes trypomastigotes du parasite au bout de 24 heures a
4°C." De plus, son seul effet secondaire est I’apparition d une couleur bleue transitoire de

la peau et des muqueuses.'*?°

4. Orientation actuelle de la recherche thérapeutique

Depuis des années, de nombreuses molécules ont été étudiées dans le but de
concevoir une chimiothérapie contre la maladie de Chagas. L’introduction sur le marché
du benznidazole et du nifurtimox, dans les années 70, a marqué un tournant dans les
méthodes d’étude et de recherche.

Avant 1960, I’approche prévalente de la chimiothérapie reposait principalement sur
des observations cliniques. Mais, les essais étaient menés de fagon peu rigoureuse tant au
niveau du traitement, effectué sur des animaux pendant de trop courtes périodes, qu’au
niveau de I’interprétation des résultats, beaucoup trop simplifiée.

Au cours des années 80 ont ét€ rendues publiques de nombreuses études sur les
mécanismes d’action de diverses molécules, telles que des dérivés de purine, des
hétérocycles nitrés et des dérivés d’azole. Mais, pour 50% de ces composés, seul leur
effet sur la prolifération des épimastigotes était testé et, de plus, était impossible a

généraliser vues les différences notables existant avec les autres formes du parasite.

Jusqu’a présent, de toutes les molécules ayant atteint les phases cliniques, aucune
n’a réellement rempli tous les critéres nécessaires a la mise sur le marché (efficacité,

absence d’effets secondaires, faible coiit ...).

Actuellement, la recherche s’oriente vers une meilleure connaissance du parasite
et, en particulier, des mécanismes biologiques et biochimiques différant de ceux de 1’hote
infesté. Ainsi, 2 partir de I’étude de cibles spécifiques au parasite 7. cruzi, des molécules

efficaces en chimiothérapie et surtout spécifiques pourront &tre mises au point. En
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particulier, la sensibilit€ de T. cruzi au stress oxydant ouvre des perspectives dans la

chimiothérapie contre la maladie de Chagas.

I1. La Lutte contre le Stress Oxydant chez I’Héte et le Parasite

1. Le stress oxydant

Hormis les organismes spécialement adaptés a la vie anaérobie, tous les animaux
et plantes ont besoin d’oxygene pour la production de 1’énergie nécessaire a la vie. Ainsi,
I’étre humain consomme journellement 800 litres d’oxygene dont le vingti€éme environ est
converti a la suite de réactions secondaires en especes oxygénées réactives comme O,",
H,0,, OH'... Ces especes se forment par I’intermédiaire d’un processus biochimique qui
permet a la molécule d’oxygene moléculaire de réagir malgré son inertie naturelle. Elles
sont cytotoxiques du fait de leur aptitude a modifier acides nucléiques, protéines a
groupements thiols ou encore lipides membranaires, et sont directement impliquées autant

dans diverses pathologies, comme le cancer ou !’athérosclérose, que dans I’évolution

naturelle que constitue le vieillissement.

En plus du processus physiologique normal, des radicaux sont également produits
sous I’influence de substances exogenes. Ces substances peuvent étre des composés qui
existent naturellement dans I’atmosphére (ozone, NO,,...), des composés chimiques

synthétisés par I’homme (CCl,...) ou résultant des activités humaines (benzopyrénes).!

La transformation de P'oxygéne en radical libre s’effectue par réduction
enzymatique de la molécule d’oxygeéne. La capture d’un €lectron transforme cet élément
en un intermédiaire oxygene réactif, 1’anion superoxyde O,". Les enzymes qui catalysent
cette réduction sont des métallo-protéines : les oxydases. L’anion superoxyde subit & son
tour, spontanément ou sous l’action d’une enzyme (la superoxyde dismutase ou SOD),

une réaction de dismutation qui produit de I’eau oxygénée. Par rupture de la liaison O-O,
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H,0, se transforme en espeéces oxygénées trés oxydantes telles que le radical hydroxyle

OH’ (figure 4).

NADPH oxydase
0, » Oy
cytochrome oxydoréductase

i, spontanément

2. superoxyde
dismutase

Métalloporphyrine
02 +0OH +OH - H20;

0y (Fe™

figure 4. Formation des IOR

Le stress oxydant n’est pourtant pas seulement une conséquence indésirable de la
vie aérobie : il peut représenter aussi un important moyen de défense de I’organisme face
aux agressions externes. Ainsi, les leucocytes polynucléaires neutrophiles et les
macrophages produisent des anions superoxydes pour combattre bactéries, parasites et
cellules tumorales. Ces cellules possédent un systéme enzymatique basé sur la NADPH-
oxydase producteur d’anion superoxyde. L’anion et I’eau oxygénée formés entrainent
toute une série de réactions chimiques productrices de substances trés efficaces pour lutter

contre une infection bactérienne (anion hypochlorite, chloramines, oxygéne singulet...).”?

2. Stress oxydant et glutathion chez I’héte

2.1. Elimination des espéces oxygénées réactives

La toxicité de 1a molécule d’oxygene s’exprime par des états pathologiques et par
le vieillissement. En effet, les étres vivants possedent des systemes de défense contre le
stress oxydant, basés sur trois familles d'enzymes : la superoxyde dismutase, le systéme

glutathion péroxydase/glutathion réductase, la catalase (figure 5).”
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réductase
NADP+
2GSH

figure 5. Systeme de défense enzymatique

2.1.1. Enzymes gluthation-indépendantes

Le systeme de défense le plus important est basé sur la superoxyde dismutase.
Cette enzyme catalyse la dismutation de O, en H,0,. Les SOD existent dans les

mitochondries (SOD a manganése) et dans la cytosol (SOD a cuivre et a zinc).>*

La catalase accélere la réaction spontanée de transformation de H,0, en H,O et O,.

2.1.2. Enzymes glutathion-dépendantes

Le glutathion est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) présent en

concentration trés importante a I’intérieur des cellules (0.5 2 10 mM).

La glutathion péroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GR) jouent également
un rdle essentiel dans le systeme de défense des cellules. La GPx, enzyme cytosolique
séléniée, réduit, en présence de glutathion, I’eau oxygénée et les péroxydes lipidiques
(ROOR). La GR, flavoprotéine NADPH-dépendante, régénere le glutathion sous sa

forme réduite active GSH, a partir du GSSG formé au cours de ces réactions.
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Ce systeme de défense enzymatique se double d’un autre moyen de lutte contre le
stress oxydant basé sur le piégeage des radicaux libres par des réactions chimiques. Mais,
une concentration assez importante en réactif de piégeage est nécessaire. Certains de ces
réactifs sont régénérés par des enzymes et peuvent ainsi €liminer les IOR de fagon
catalytique.

Ainsi, le GSH peut réagir avec les péroxydes ou les radicaux hydroxyles pour
donner du glutathion disulfure (GSSG), régénéré en GSH par la GR, et de l'eau

respectivement. C’est le seul mode d’élimination du radical hydroxyle (figure 6).

COzH

I
S
[e] [o]
L
u OH

COH 0

Glutathion disulfure GSSG

K o>  H,0+GSSG

figure 6. Détoxification de I’ion hydroxyle

Le tocophérol ou vitamine E réagit avec les radicaux libres et forme un radical
tocophéryle tres stable, d’ou le piégeage des especes oxygénées réactives.

L’ascorbate ou vitamine C réagit avec les IOR de la méme facon que le GSH. 1 se
forme le radical libre semihydroascorbate qui se transforme en déshydroascorbate. Ce
dernier est régénéré en ascorbate sous ’action de la déhydroascorbate réductase, enzyme

GSH-dépendante (figure 7).
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figure 7. Régénération enzymatique de 1’ascorbate

L’ascorbate régénere la vitamine E en réagissant avec le radical tocophéryle pour
donner le radical ascorbyle également trés stable.”’
Parmi les autres piégeurs de radicaux, on peut également citer 1’acide urique, les

flavonoides régénérables par I’ascorbate, le B-caroténe et la biliburine.

Le glutathion intervient dans de nombreux mécanismes enzymatiques ou non de
lutte contre le stress oxydant chez I’hote. Mais, il posséde également d’autres fonctions

biochimiques.
2.2. Autres fonctions du glutathion

En dehors de son role dans des réactions enzymatiques de lutte contre le stress
oxydant et dans les piégeages de radicaux libres, le gluthation intervient également dans la
réduction de ponts disulfures, dans le transport d’acides aminés, dans la réduction des
ribonucléotides...?

De plus, il piege des substances xénobiotiques (substances exogenes telles que les
drogues) et de nombreuses substances €lectrophiles endogénes. Des composés glutathion
S-conjugués se forment par des additions nucléophiles catalysées par des enzymes
appelées glutathion S-transférases (GST) (figure 8).>” Ces composés sont plus stables,
moins réactifs et plus polaires que les électrophiles initiaux. Ils sont donc plus facilement

exportés hors de la cellule par des pompes ATP-dépendantes.
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glutathion S-transférase

figure 8. Réactions enzymatiques catalysées par les glutathions S-transférases

Le glutathion intervient également comme cofacteur dans plusieurs réactions
enzymatiques, en particulier celles catalysées par les glyoxalases (figure 9). Au cours de
cette réaction, I’hémimercaptal, issu de l’addition nucléophile du GSH sur le
méthylglyoxal, est tranformé en S-lactoylglutathion par la glyoxalase I, lui-méme
hydrolysé en D-lactase par la glyoxalase II. Le GSH est régénéré au cours de cette

deuxiéme réaction.

H H
GSH + H,CCOCHO ———= a8 T " CHa o » GS ” T CH3

—

méthylglyoxal H H

glyoxalase IT

H
Ho‘j——I—cHs + GSH

H

H,0

figure 9. Réactions enzymatiques catalysées par les glyoxalases I et II

3. Stress oxydant et trypanothion chez le parasite

Des expériences ont montré que les parasites de la famille des trypanosomatidae ne
présentaient pas d’activités glutathion réductase, glutathion peroxydase ou catalase
décelables, au contraire des organismes hotes, qui ont nécessairement besoin de

glutathion pour se défendre contre le stress oxydant.
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Chez les parasites, le thiol majoritaire est le trypanothion,® malgré la présence
d'une faible quantité de glutathion intracellulaire. Les trypanosomatidaes (leishmania, 7.
cruzi, T. congolense et T. brucei) sont capables de conjuguer le glutathion avec une
polyamine pour former le trypanothion. Le trypanothion est la N' Né-
bis(glutathionyl)spermidine, deux molécules de glutathion reliées de fagon covalente par

une spermidine, par I’intermédiaire des groupements carboxylates des glycines.

................................................................

CO,H 0 : '
H ¢ glutathion
N o
HoN NN
H n
o Pl
(CHy)3
; S Vo
"""""""""""""""""""" L it NH spermidine
S |
o) (‘CH2)4
H NH
H, N
” \/\O
CO,H (0]

Trypanothion disulfure T(S),

Le trypanothion a été découvert en 1985, par Fairlamb et Cérami,” lors de 1'étude
d’une activité glutathion réductase inhabituelle chez le trypanosome africain 7Trypanosoma
brucei brucei . Des extraits cellulaires dialysés de cet organisme ne pouvaient réduire le
GSSG en présence de NADPH que si le milieu contenait un cofacteur de faible poids
moléculaire. Des études ont montré que ce cofacteur comportait un groupement disulfure
réductible enzymatiquement et qu’il était absent des autres organismes. Apres purification
A partir des extraits dialysés,’® analyse des acides aminés, spectrométric de masse et
synthése par voie chimique, ce cofacteur a été identifié comme étant le N',N°-
bis(glutathionyl)spermidine et a ét¢ nommé trypanothion.

Le trypanothion et l'enzyme, la trypanothion réductase (TR), flavoprotéine
NADPH-dépendante, jouent chez le parasite le role du couple glutathion/glutathion

réductase chez I’hote (figure 10).
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figure 10. Réactions enzymatiques de régénération du glutathion de I’hbte et du
trypanothion du parasite
D’autre part, il a été récemment mis en évidence, chez T. cruzi, 'existence d’un
nouveau conjugué thiol-polyamine, le N',N’-bis(glutathionyl)aminopropylcadavérine
appelé homotrypanothion, dont la structure a été confirmée par synthése chimique.’' Des
études cinétiques utilisant la TR recombinante montrent que 1’homotrypanothion disulfure
est reconnu et réduit par I’enzyme de la méme fagon que le T(S),. Cet homotrypanothion

n’existe pas chez les trypanosomes africains et chez les leishmanies.

3.1. Propriétés physiques du trypanothion comparées a celles du
glutathion

A des valeurs de pH physiologiques, les deux composés trypanothion disulfure
(T(S),) et dihydrotrypanothion (T(SH),) sont sous la forme de zwittérions avec une
charge nette de + 1. La charge nette est de - 1 pour le glutathion et de -2 pour le glutathion
disulfure.

A I’opposé du glutathion dont les extrémités carboxylates sont polaires, le pont
spermidine donne un caractére hydrophobe & la partie carboxylate terminale du

trypanothion.



Des modeles moléculaires ont permis de déduire la capacité du T(S),, macrocycle a
24 atomes, et du T(SH),, dithiol linéaire, 2 adopter la conformation de feuillets 8.%°
Cependant, la RMN a montré la flexibilité de ces deux peptides en phase aqueuse.*

La connaissance du potentiel rédox du couple T(S),/ T(SH), est importante pour la
compréhension du role de ces composés dans les cellules. Des mesures par une technique
de déplacement d’équilibre ont déterminé un potentiel rédox standard E;” de - 0.242 +
0.002 V.** Cette valeur est légérement plus électronégative que celle du couple
GSSG/GSH (E, = -0.230 V), mais moins que celle d’autres dithiols physiologiques
comme le couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase (E;’ = -0.260 V) ou I’acide lipoique
(E, = -0.288 V). Le T(SH), ne peut étre considéré comme un équivalent biologique du
dithiothréitol (E,” =-0.330 V) du fait de leur différence d’électronégativité.

Comme d’autres dithiols, le dihydrotrypanothion peut former des complexes

stables avec des composés organiques trivalents de I’arsenic.’*

3.2. Réactivité des fonctions thiols de T(SH), et de GSH

Au laboratoire a été€ étudiée la réaction non enzymatique de conjugaison du GSH et
du T(SH), avec deux centres électrophiles de nature différente : le réactif d'Ellman et le 1-

chloro-2,4-dinitrobenzéne (CDNB).**

Cl
COy
NG,
02 S —S N02
-0y
NO,
réactif d'Eliman (El-S-S-Ell) 1-chloro-2,4-dinitrobenzéne

Les résultats obtenus sont valables pour des pH compris entre 6 et 9.5, pour
lesquels le pourcentage de thiolate en solution est plus important pour T(SH), que pour
GSH. Cette gamme de pH inclut vraisemblablement les valeurs de pH des compartiments

physiologiques dans lesquels de telles réactions de conjugaison peuvent avoir lieu.
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Dans les deux cas, a un pH aux environs de 7 et a 28°C (température de
prolifération des €pimastigotes), la formation des trypanothion S-conjugués se faisait plus
rapidement que la formation des glutathion S-conjugués équivalents. Pour les
électrophiles tels que le CDNB, lorsque le pH décroissait jusqu'a une valeur de 5.5,
T(SH), était encore capable d'effectuer une réaction de conjugaison alors que GSH n'était
plus réactif. Bien que GSH soit intrinsequement un meilleur nucléophile que T(SH),, le
fait que ce dernier soit davantage ionisé a pH physiologique le rend plus réactif. La grande
quantité de T(SH), présente chez les trypanosomes (1 2 2 nM d'aprés Fairlamb)” rend sa
conjugaison non enzymatique extrémement efficace avec de nombreux électrophiles.
Ainsi, la formation non enzymatique des trypanothion S-conjugués est suffisante pour

éliminer la plupart des xénobiotiques.

Dans le cas de la réaction d'échange thiol-disulfure avec le réactif d'Ellman, la
structure bifonctionnelle de T(SH), conduit @ un mécanisme cinétique différent de celui
obtenu pour GSH. Le dernier équilibre, qui conduit a la formation de T(S), et d'un
thiolate Ell-S’, est, dans ce cas, intramoléculaire et, en conséquence, beaucoup plus rapide
que pour GSH. En milieu dilué, une structure telle que celle du trypanothion sera
beaucoup plus efficace que GSH pour réduire des composés de type RSSR en leurs thiols
correspondants. De plus, la présence d'une amine protonée sur le pont spermidine du

trypanothion peut éventuellement faciliter le départ d'un anion thiolate.

3.3. Biosynthése du trypanothion

3.3.1. Les polyamines

Les polyamines sont indispensables a la croissance et a la prolifération des cellules
que ce soit chez I’hdte ou chez les parasites.”® En particulier, chez les trypanosomatidae,

* la spermidine joue un réle important.”’
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Chez les trypanosomes africains, la spermidine est synthétisée 2 partir de

I'ornithine et de la méthionine, de la méme fagon que dans les cellules de mammiferes

(figure 11).

CO2H HoN NH CO,H
HoN COzH
HaC
L-ornithi NHz HN S NH,
-ornithine
i NH L-méthionine
L-arginine
DFMA S-adénosylméthionine | + AZTP
+
DFMA arginine synthétase MB
décarboxylase
h 4@/
/I]\ /\/\/ NH2 W +\/\
N S-adénosylméthionine
ornithine agmatine -Co
décarboxylase S-adénosylméthionine 2
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spermidine
synthase
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H
HoN \/\/N \/\/\ N-——\\ OH
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Toutes les enzymes intervenant dans cette synthése ont été identifiées

décarboxylase (ODC),*****° S-adénosylméthionine synthétase,*!

décarboxylase

42,43

figure 11. Voies de biosynthése des polyamines

: ornithine
S-adénosylméthionine

et spermidine synthase.** Un certain nombre de molécules, inhibant ces
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enzymes, sont déja utilisées chez le trypanosome africain. L’Eflornithine ou D,L-c-

difluorométhylornithine (DFMO) est un trés bon trypanocide couramment utilisé.** Ce
composé mime la structure de I’omnithine et inhibe de fagon irréversible 1’ODC. Outre les
problémes de croissance et de réplication dus au manque de polyamines, il entraine une
diminution de la synthése du trypanothion et, donc, une plus grande sensibilité au stress
oxydant. Les autres inhibiteurs des voies de biosynthése des polyamines sont le Bérénil et

la Pentamidine (Lomidine) qui inhibent la S-adénosylméthionine décarboxylase.

Le mécanisme de 1’étape initiale de formation de la putrescine chez Trypanosoma
cruzi est moins clair. En effet, la croissance de ces organismes n’est pas sensible au

DFMO.*® Par contre, la prolifération de ces parasites (forme amastigote) & I’intérieur des

macrophages est sensible a de fortes concentrations en D,L-a-difluorométhylarginine

(DFMA).* Le DFMA est un inhibiteur de la biosynthése de la putrescine a partir de
I’arginine via I’agmatine.®’ Cette sensibilité au DFMA suggére que 7. cruzi contient de
I’arginine décarboxylase, une enzyme qui n’existe pas dans les cellules de mammiferes.*®
Des études de radiolabelling avec de la ["*C]-ornithine et de la [*C]-arginine ont montré
I’absence d’activité enzymatique in vitro.*® Ainsi, la décarboxylation des acides aminés
joue un role négligeable dans la biosynthése des polyamines. La majeure partie de la
putrescine et de la cadavérine présentes chez le parasite provient du milieu de croissance,
par transport actif, et est ensuite convertic respectivement en trypanothion et

homotrypanothion via la spermine et la bis(aminopropyl)cadavérine.”

3.3.2. Le glutathion

Tous les trypanosomatidae contiennent du glutathion (dont 10 a 30% sous forme

GSH libre). Les voies de synthése n’ont pas ét€ étudiées en détail. Mais, le fait que la
buthionine sulfoximine, un inhibiteur spécifique de la L-y-glutamyl-L-cystéine synthétase

dans les cellules de mammiferes, inhibe également la biosynthése du glutathion chez T.
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cruzi, T. brucei et C. fasciculata suggere que les trypanosomes utilisent des voies de

biosynthese classique.

3.3.3. Le trypanothion

Dans les cellules de mammiféres, il n’existe pas de processus permettant de
conjuguer la spermidine et le glutathion.

Chez les parasites, des études de métabolisme ont montré que la spermidine et le
glutathion se conjuguent sous [’action de deux enzymes ATP-dépendantes pour former le
trypanothion via des isoméres N'- et N*- de la glutathionylspermidine (figure 12) :***
une glutathionylspermidine synthétase de 90 kDa et une trypanothion synthétase de 82

kDa.®®
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figure 12. Biosynthése du trypanothion
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La glutathionylspermidine synthétase forme les isomeéres N’- et N®- de la
glutathionylspermidine. La trypanothion synthétase provoque la fixation d’un deuxiéme
GSH sur chacun de ces isomeres pour former le trypanothion réduit T(SH),. Le
trypanothion est régénéré a partir de T(S), par la trypanothion réductase. Ces trois
enzymes sont fortement spécifiques vis-a-vis de leur substrat respectif. Elles constituent

donc des cibles potentielles pour la chimiothérapie contre la maladie de Chagas.

3.4. Elimination des espéces oxygénées réactives

Comme tout organisme vivant dans un environnement aérobie, les
trypanosomatidae sont exposés a la formation d’IOR tels I’anion superoxyde, le peroxyde
d’hydrogeéne et le radical hydroxyle. Ces especes proviennent de cofacteurs internes
(flavones, quinones, thiols réduits...), de leur propre métabolisme (réduction
d’hétérocycles nitrés, de quinones, de bléomycines..) et du systtme de défense
immunitaire de 1’hote.

Trypanosoma cruzi est tres sensible au stress oxydant. Sa premiére ligne de
défense consiste en une SOD Fe-dépendante,” différente des SOD Cu-, Zn- et Mn-

dépendantes des cellules de mammiferes (figure 13).

NADPH oxydase :
0, - O

cytochrome oxydoréductase

1. spontanément

2. superoxyde
dismutase

Métalloporphyrine
0,+OH +0OH = \ H,0,
0," Fe™ \
activité
2GSH pas de catalase trypanothion
péroxydase
pas de glutathion non
GSSG +H,0 péroxydase enzymatique

figure 13. Elimination des IOR
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Sa deuxiéme ligne de défense nécessite I’élimination du peroxyde d’hydrogéne.
Mais, il semble que le parasite ne posséde ni catalase, ni glutathion peroxydase. Le
trypanothion peut réagir non enzymatiquement avec H,0, de fagon efficace et pallier ainsi
I’absence d’une trypanothion péroxydase.’® De plus, des activités ascorbate péroxydase’’
et déshydroascorbate réductase® ont été mises en évidence A partir de lysats parasitaires

sans que les enzymes aient ét€ isolées.

3.5. Autres fonctions du trypanothion

3.5.1. Réactions d’échange thiol-disulfure

Tous les organismes sans exception contiennent de fortes concentrations d’au
moins un thiol de faible poids moléculaire dont le réle est de maintenir un environnement
intracellulaire réducteur. Généralement, le glutathion GSH remplit, entre autres, cette

fonction. Certains organismes utilisent des analogues du GSH comme
I’homoglutathion,’® la N’-glutathionylspermidine,’® le trypanothion et la L-y-glutamyl-L-

cystéine.”” D’autres procaryotes sont totalement dépourvus de glutathion et utilisent des
composés contenant des groupements thiols tels que la cystéine, I'acide lipoique, le
sulfure d’hydrogeéne ou des thiosulfates.*®

L’activit¢ de nombreuses enzymes peut Etre affectée par la modification des
groupements thiols des protéines, soit par la formation de disulfures mixtes, soit par la
formation de disulfures intramoléculaires.

Chez les mammiferes, la réduction des ponts disulfures est assurée par deux
familles de disulfures réductases, la thiorédoxine (Trx) et la glutarédoxine (Grx). Cette
activité réductase nécessite leur réduction préalable par un réducteur plus puissant, le
NADPH, via les deux flavoprotéines NADPH-dépendantes, la thiorédoxine réductase

(TrxR) et le couple glutathion réductase/glutathion (figure 14).
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Chez les trypanosomes, ces deux systémes n’ont pas encore été détectés. C’est le
couple TR/trypanothion qui semble remplacer les couples GR/glutathion et TrxR/Trx

observés chez les eucaryotes supérieurs (figure 14).

Chez les Mammiféres :
Thiorédoxine réductase Thiorédoxine
NADPH + H* HS SH ~ 8—8— > 2RSH
NADP* FADH, f' 5-8 /C HS SH RSSR
Glutathion réductase Glutathion Glutarédoxine
NADH + W)( HS SH> GSSG \( HS SH )( RSSR
NADP* FADH, rS 54 2GSH =54 2RSH
Chez les Trypanosomatidae :
Trypanothion réductase Trypanothion P52
NADH + H* HS S TS HS SH RSSR
PEID SIS @D ¢
NADP* - FADH2 r$—5+ T(SH),'/ $=51 2RSH

figure 14. Systémes de réduction NADPH-dépendant des ponts disulfures

Afin d'identifier de nouvelles cibles, des colonnes de chromatographie d'affinité
ont été préparées, dans notre laboratoire, en utilisant, soit le S-hexylglutathion, soit un
analogue du trypanothion comme ligand. Le passage d'une fraction cytosolique
d'épimastigotes de T. cruzi sur ces deux types de colonnes de chromatographie d'affinité
a conduit a I'isolement de deux protéines originales (notées P52 et P28) dont les poids
moléculaires en gel SDS-PAGE sont respectivement de 52 et 28 kDa. La protéine P52
s'est avérée étre identique au produit du géne TcAc2, un géne déja isolé chez T. cruzi.
Une premigre activité thioltransférase entre le trypanothion et le GSSG a été décrite.”

La mise en évidence pour P52 d'une activité trypanothion-glutathion disulfure
thioltransférase, ainsi que la présence du motif FXXXXCPFC dans la partie N-terminale

de la protéine, ont permis de l'identifier 2 un des membres de la famille des thiol-disulfure
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oxydoréductases.”® Ce motif est identique 2 celui retrouvé dans le site actif de la
glutarédoxine (porc, riz, virus de la vaccine), un autre membre de la méme famille. De
plus, la protéine P52 catalyse les réactions de réduction de I'hydroxyéthyldisulfure
(activité glutarédoxine) et du déshydroascorbate en présence de glutathion comme
donneur d'hydrogeéne (activité déshydroascorbate réductase glutathion-dépendante). Des
tests supplémentaires ont montré que P52 joue probablement le rdle d'une protéine

disulfure réductase in vivo.

3.5.2. Détoxification des xénobiotiques

Certains organismes poss¢dent une famille remarquablement diverse de glutathion
S-transférases, qui catalysent l'attaque nucléophile du glutathion sur de multiples
xénobiotiques électrophiles hydrophobes, pour former des composés S-conjugués
souvent moins toxiques et plus facilement excrétés. Certaines de ces enzymes participent a
la réparation des dommages sur 'ADN et les membranes lipidiques, dus au stress

t.°! De nombreuses études ont également montré I'implication des glutathion S-

oxydan
transférases dans la résistance aux médicaments, aux métaux lourds toxiques, aux
herbicides et aux insecticides.

Il est surprenant de constater le peu d'informations connues concernant les
glutathion S-transférases chez les trypanosomatidae. Une enzyme a été purifiée chez T.
cruzi : il s’agit d’'un hétérodimeére constitué de deux sous-unités de 20 et 17 kDa
présentant une faible activité de type GST en présence d’iodure de méthyle ou de 1-
chloro-2,4-dinitrobenzéne.®? La fonction et le substrat physiologique de cette enzyme
restent inconnus. Son isolement a précédé la découverte du trypanothion et sa spécificité
pour ce dithiol n'a pas été étudiée.

Récemment, une activité trypanothion S-transférase a été identifiée dans des

extraits de C. fasciculata,’’ mais une telle activité n’a pas été décelée chez T. cruzi.
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Cette absence d'activité s'explique probablement par le fait que la formation non
enzymatique des trypanothion S-conjugués est suffisante pour éliminer la plupart des

xénobiotiques (voir & 3.2.).

3.5.3. Régulation des concentrations en polyamines

Des concentrations €levées en polyamines sont essentielles & la croissance et a la
prolifération des cellules. Par conséquent, la biosynthése des polyamines et la
reconversion de molécules issues de ces polyamines jouent un rdle important dans la
survie des organismes mammiferes ou parasites.

Le trypanothion pourrait jouer un role de régulation des concentrations en
spermidine libre durant la croissance.®* Les concentrations en polyamines sont élevées
chez les trypanosomatidae durant la phase exponentielle de croissance.”® Chez C.
fasciculata, au cours de la phase stationnaire de croissance, la spermidine libre peut étre
stockée sous forme de N’-glutathionylspermidine quand le milieu devient acide.** Quand
des conditions favorables de croissance sont rétablies, la N’-glutathionylspermidine est
rapidement reconvertie en spermidine libre et en trypanothion sans qu'il soit nécessaire de

synthétiser de novo du glutathion ou de la spermidine.

3.5.4. Elimination des métaux lourds

Les groupements thiols des protéines sont des cibles pour les métaux lourds
toxiques tels que le mercure, le cadmium, ’argent, le plomb, I’or et I’arsenic. Certains
métaux, tels que le zinc et le cuivre, sont essentiels a 1’état de traces en participant a
diverses réactions enzymatiques mais sont toxiques aux fortes concentrations. Le
piégeage de ces métaux fait souvent intervenir des groupements sulfhydryles comme le
glutathion, dans les cellules de mammiferes.*

Le trypanothion forme un complexe stable avec des composés trivalents de

I’arsenic.** L’exposition de C. fasciculata A des concentrations sublétales de Cd** ou Hg"
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provoque un accroissement notable de la quantité de trypanothion, un accroissement
moyen de la quantité de glutathionylspermidine et un accroissement mineur de la quantité
de glutathion. A la suite de I'inhibition de la biosynthése du glutathion et du trypanothion
par de la buthionine sulfoximine, les cellules deviennent hypersensibles aux effets
toxiques du cadmium. Le trypanothion est donc un parameétre important du systéme de

défense du C. fasciculata contre la toxicité du cadmium.

II1. La Trypanothion Réductase

Le trypanothion intervient dans de nombreux mécanismes de défense du parasite
contre les agressions extérieures. Or, la plupart des fonctions antioxydantes du
trypanothion conduisent a la formation de T(S),, qui doit étre régénéré sous la forme
T(SH), pour permettre au parasite de se défendre. La trypanothion réductase est un
élément essentiel pour la régénéraﬁon du T(SH), (figure 15) et peut donc constituer une

cible majeure dans la recherche d'une chimiothérapie contre la maladie de Chagas.

H2)3 H2)3

H
(bH2)4 Try%anathzon (EH2)4
N\(\)k e HS\Y\j\u \/\O
Oy o}

figure 15. Réduction enzymatique de T(S), par la TR

1. Isolement et caractérisation

Le trypanothion a été mis en évidence en 1985. Ultérieurement, dans des extraits
bruts de Crithidia fasciculata (espéce proche des trypanosomes mais non-pathogene pour

I’homme), une enzyme de type NADPH-dépendante qui catalysait la réduction du T(S), a
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été identifiée. Cette enzyme a été purifiée en 1986 chez C. fasciculata par la méme
méthode utilisée pour purifier la GR et sa caractérisation a montré ses similitudes avec la
GR. Par exemple, les deux enzymes sont des flavoprotéines homodimériques NADPH-
dépendantes, présentant une activité¢ rédox et une masse moléculaire de 50 kDa environ
par sous-unité. La purification ultérieure de la TR chez T. cruzi,*® le clonage et le
séquengage du géne codant chez T. cruzi,”® T. congolense,”® C. fasciculata,’ T. brucei’?

et Leishmania donovani” ont permis d’obtenir des données supplémentaires sur la TR

(tableau 2).Y.

- Trypanothion réductase Glutathion réductase
Source C. fasciculata T. cruzi T. congolense E. coli Homme
flavine FAD FAD FAD FAD FAD
Pyridine dinucléotide NADPH NADPH NADPH NADPH NADPH
Sous-unité M, 2 54000 53900 53400 48700 52500
Acides aminés/ss-unité 491 492 492 450 478
Structure oligomérique dimérique dimérique dimérique dimérique dimérique
E, > Amax (nm) 464 461 464 462 460
€0y 3 Mgy MM em™) 113 112 106 - 11.3
Transfert de charge oui oui oui oui oui

dans EH,

Ko (uM)°
Trypanothion disulfure 53 (51;58) 31(18) 45 (55;50) >2000 NS
Glutathion disulfure NS NS NS 66 (61,70) 65
K e (min™)
Trypanothion disulfure 31000 (28600) 9600 14200 6100 NS
Glutathion disulfure NS NS NS 44000 12600
K/ K, M's™ 9.8 10° 5210° 53 10° 6.2 10° 3.1 10°
K, ¥ (NADPH) 7 5 5 16 (25) 9

a : calculée a partir de la séquence d’acides aminés (hormis le FAD)

b : les valeurs absolues varient suivant les conditions expérimentales (en particulier, les parametres
catalytiques pour la TR de T. cruzi sont trés sensibles aux changements de pH et de force ionique)

NS : le composé considéré n'est pas un substrat de 'enzyme

tableau 2. Caractéristiques des GRs et TRs de différentes especes
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Les TRs issues de tous ces micro-organismes sont trés homologues aux GRs, non
seulement par leur nature et leur type d’activité, mais aussi parce qu’elles contiennent le
FAD comme coenzyme, utilisent le NADPH comme donneur d’hydrogéne et possédent
un pont disulfure capable d’exercer une activité rédox a lintérieur du site actif.
Cependant, malgré 40% d’homologie de séquence primaire entre la TR parasitaire et la
GR humaine, ces enzymes sont fortement spécifiques vis-a-vis de leur substrat

disulfure.%®*’

La GR de E. coli constitue une exception intéressante car elle est capable de
réduire le T(S), de la méme fagon que le GSSG.’ Ceci est probablement dii au fait que E.
coli peut synthétiser de la glutathionylspermidine au cours de sa phase stationnaire de

croissance.

2. Mécanisme réactionnel

2.1. La glutathion réductase

La GR humaine est un homodimere constitué de deux sous-unités de 52 kDa. Elle
posseéde deux sites actifs identiques. Des acides aminés des deux sous-unités participent a
la formation de chacun des sites. Le cycle isoalloxazine du FAD forme une barriére entre
les sites substrats : le NADPH se lie du c6té ré et le GSSG du coté si de la flavine, qui se

trouve proche du pont disulfure actif de la protéine (figure 16).

Le mécanisme de la GR humaine a été étudié par différentes méthodes : des
analyses cinétiques incluant des modifications chimiques et de la spectroscopie UV, de la
mutagénése dirigée” et de la cristallographie aux rayons X.’®’’ Toutes ces études
confirment que c'est un mécanisme de type "ping-pong" dans lequel les électrons sont
transférés du NADPH vers le GSSG via le cycle isoalloxazine du FAD et le pont disulfure

de la cystéine du site catalytique de I'enzyme (figure 17).
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figure 16. Centre catalytique de la GR
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figure 17.

Mécanisme réactionnel postulé pour la GR humaine
(I'expérience montrerait que la base X est la Lys,)™®
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La premiére moiti€ du cycle catalytique comprend la réduction de 'enzyme sous sa
forme EH,, caractérisée par la formation du complexe de transfert de charge entre 1'anion
thiolate de Cys, du site de la GR et le cycle isoalloxazine du FAD. La seconde moitié du
cycle catalytique comprend la réoxydation de la forme EH, par GSSG via un intermédiaire
disulfure mixte entre Cys,, de la GR et Cys-I de GSSG. Puis intervient His,, qui agit en
tant que systéme donneur/accepteur de protons.

Il est intéressant de noter que le remplacement du résidu histidine par un résidu
glutamine ou arginine dans la GR de E. coli n'inhibe pas complétement 1'activité. Les
enzymes mutantes peuvent utiliser un donneur de protons de rechange permettant

d'assurer faiblement la catalyse.”®

2.2. La trypanothion réductase

La TR de T. cruzi est un homodimere de deux sous-unités de 52 kDa. Le
mécanisme de la TR n'a pas été étudié de manicre aussi approfondie que celui de la GR.
Mais, les alignements des séquences des TRs obtenues jusqu'a présent suggerent la
conservation des cystéines possédant une activité rédox, celle de l'histidine et du
glutamate qui favorisent ]'orientation correcte du site imidazole latéral de I'histidine vers le

site actif et la tyrosine qui s'insere entre les deux moiti€s tripeptides du GSSG (tableau 3).

GR Fonction dans la Trypanothion réductase
humaine  GR humaine T. congolense T. cruzi C. fasciculata T. brucei L. donovani
Cys58 disulfure rédox-actif Cys52 Cys53 Cys52 Cys 52 Cys52
Cys63 disulfure rédox-actif Cys57 Cys58 CysS7 Cys57 Cys57
Tyrl14  s'insere entre les deux Tyr110 Tyrl11 Tyrl110 Tyr110 Tyr110
moitiés GS du GSSG

His467' base du site actif His461' His462' His461' His461' His461'
Glud472' liaisons hydrogéne Glud466' Glud67'  Glud66' Glud66' Glu466'

avec l'histidine du site actif
' : deuxiéme sous-unité

tableau 3.
Résidus du site actif impliqués dans le mécanisme catalytique de la GR et des TRs
respectivement’’
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Des études spectroscopiques ont montré la formation d'un complexe de transfert
de charge lors de la réduction de I'enzyme suggérant que la réaction enzymatique passe
par un intermédiaire réduit possédant deux charges négatives.”® L'alkylation avec
l'iodoacétamide de I'enzyme réduite en présence de NADPH indique le rdle catalytique
essentiel des cystéines ayant une activité rédox.”

Ces similitudes suggerent un mécanisme catalytique en deux étapes trés proche de
celui observé pour la GR : réduction de l'enzyme par le NADPH via le FAD puis
réduction de T(S), accompagnée de la réoxydation du pont disulfure de I'enzyme (figure

18).

D'aprés les études structurales réalisées sur les TRs de C. fasciculata” et de T.
cruzi®® et sur la GR, l'enzyme TR posséde deux sites actifs identiques ou interviennent les
acides aminés des deux sous-unités. De plus, le FAD et le NADPH se placent quasiment

comme dans le site actif de la GR.%!

3. Anciennes méthodes d’étude du site actif de la TR

[N

Préalablement 2 toute information sur la séquence primaire de la TR, la
connaissance du site du pont disulfure était basée sur des études de l'activité enzymatique

82

de structures analogues a T(S),,” - synthétisées chimiquement, ou sur la mutagénése

dirigée.
3.1. Etude enzymatique d’analogues de T(S),

Des modifications de la partie spermidine de la molécule de trypanothion disulfure
ont montré que :

- une structure macrocyclique n’est pas indispensable pour la catalyse car le N'-

glutathionylspermidine disulfure est un substrat efficace de la TR,
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figure 18. Mécanisme réactionnel postulé pour la TR
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- la suppression des charges négatives des groupements carboxylates des glycines par
une réaction d’amidation empéche la reconnaissance du substrat par la TR,
- la présence d’un groupement hydrophobe, de préférence possédant une fonction

amine secondaire ou tertiaire chargée positivement, est importante pour la reconnaissance.

Plus récemment, la partie y-glutamyle a été étudiée en présence de plusieurs
analogues chimiquement synthétisés du L-y-glutamyl-L-cystéinylglycyl-diméthylamino
propylamide disulfure, (y-glu-cys-gly-DMAP),.** Ces études ont montré que le

groupement O-amino est plus important que le groupement o-carboxyle pour la

reconnaissance et la catalyse, comme dans le cas de la GR.** De fagon surprenante, deux

intermédiaires de la synthése de ces analogues, ot le résidu y—glu est remplacé soit par un

groupement benzyloxycarbonyle, soit par un groupement t-butyloxycarbonyle, sont
d’excellents substrats. Le meilleur (Z-cys-gly-DMAP),, appelé FSSF, est moins cher et
plus facile a synthétiser que le trypanothion. Il est utilisé pour des essais enzymatiques de

routine lors de la purification de I’enzyme.®

CHg

(o]
@\/° N H\/\/’I‘\m
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I
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3.2. Mutagénese dirigée

Substrat FSSF

Tous les substrats physiologiques de la TR et de la GR ont en commun le motif y-

glutamylcystéinyl disulfure. La GR humaine contient 19 résidus qui interagissent avec le

GSSG.% Dans la TR, la plupart des résidus qui interagissent avec Cys-I, Cys-II et Glu-II
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sont conservés (Cys-I, Cys-II et Glu-II correspondent aux résidus de GSSG qui sont liés
covalemment a I’enzyme pendant la catalyse) et les quelques modifications observées sont

conservatives (tableau 4).

Site Glutathion réductase Trypanothion réductase
GSSG Homme E. coli P.aeruginosa  C. fasciculata T. congolense T. cruzi T. brucei

Gl Ty T T Tyss T T T
Lus v L L339 I I A
R4y R M Az A A A
Hygp H H Hyey: H H H
Tye T T S470° S S S
Gl Mgy M M Lygo: L L L
Hyp H H Hyer» H H H
Py P P Pyg2r P P P
Tseo T T Ty63’ T T T
Eyr E E Es66° E E E
Eyy  E E Eq67° E E E
CysT Sy s S Sta S s s
Vo @V v Vs v v v
Vg, \% v Vsg v v v
Yia Y Y Y110 Y Yin Y
Hy H H Hyey- H H H
Cys-l Lyyq I I o6 I I I
Y114 Y Y Y10 Y Yin Y
Hyg7 H H Hygq H H H
Gyl As, A R Eq E Eo E
R3y N R Wai w W2 w
Yie Y Y Yiio Y Yin Y
Gyl I3 S I S109 S Si10 S
Yine Y Y Yio Y Yiu Y
Ny vV L Miis M Mg M
* : deuxiéme sous-unité
en gras : substitution non conservative _
tableau 4.

Résidus impliqués dans la fixation des substrats disulfures dans les GRs et les TRs

La différence la plus notable se situe au niveau du site de fixation de Glu-I, out
I’arginine 347 dans la GR humaine est remplacée par une alanine dans toutes les TRs.
Cette alanine a été remplacée par une arginine dans la TR de T. congolense.*® Cette
mutation affecte peu I'efficacité de la catalyse (K _/K,) que ce soit avec T(S), ou GSSG.

Ce résidu n’est donc pas important pour la discrimination du substrat entre GR et TR. De
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plus, I’orientation du motif y-glutamylcystéinyl disulfure est similaire dans les GRs et les

TRs.

Du fait des différences marquées entre la région autour du groupement carboxylate
de la glycine de GSSG et celle de T(S),, il n'est pas surprenant de constater que quatre
des cing résidus qui interagissent avec cette région sont différents dans la GR et dans les
TRs. Lorsqu'on mute les résidus Ala,, et Arg,, de la GR humaine, qui interagissent avec
le carboxylate de Gly-I1 de GSSG, respectivement en Glu et en Trp, le mutant obtenu ne
reconnait plus le GSSG, mais peut catalyser la réduction de T(S),. Des mutations
équivalentes faites chez E. coli provoquent seulement une légére amélioration (facteur
cinq) de l'efficacité catalytique vis-a-vis de T(S),. Ceci est probablement di au fait que

I'enzyme native reconnait déja T(S), comme substrat.®’

4. Etudes structurales

Les TRs de T. cruzi®® et de C. fasciculata® ont été cristallisées. La séquence en
acides aminés dela TR de T. cruzi possede 69% d’identité avec celle de C. fasciculata et
79% d’identité avec celle de T. congolense. La structure cristallographique de la TR de C.
fasciculata a été résolue 2 2.8 A par la technique de remplacement moléculaire 2 partir de la
structure de la GR humaine.” Celle de la TR de T. cruzi a été obtenue avec une résolution
de 3.3 A,* puis de 2.3 A% par la méme méthode, mais 2 partir de la structure de la TR de
C. fasciculata.

Récemment, la structure tridimensionnelle du complexe formé par la TR de T.
cruzi et la mépacrine a été €lucidée par la méthode de cristallisation et de diffraction aux

rayons X 22.9 A!

4.1. Structure globale de la GR et de la TR

En comparant la GR humaine et 1a TR de C. fasciculata, on constate que ces deux

enzymes présentent 40% d’homologie dans leur structure primaire. De plus, la structure
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secondaire (en particulier celle du site actif) et I’organisation des différents domaines sont

bien conservées.

La TR contient 30% d’hélices o et 30% de feuillets §. C’est un homodimere.

Chaque monomere se compose de quatre domaines :">®' le domaine I (résidus 1 & 155
pour la TR et 19-157 pour la GR) constitue le domaine de fixation du FAD et forme avec
le domaine IIT (résidus 290 a 359 pour la TR et 294 & 364 pour la GR) I’une des parois du
site de fixation du substrat disulfure, le domaine II (résidus 156 2 289 pour la TR et 158 a
293 pour la GR) constitue le domaine de fixation du NADPH, le domaine IV (résidus 360
2492 pour la TR et 365 a4 478 pour la GR) forme !’interface avec la seconde sous-unité et

constitue la deuxi€éme paroi du site disulfure (figures 19, 20 et 21).

figure 19. Les différents domaines de la TR de T. cruzi
domaine I (en bleu), domaine II (en jaune), domaine III (en vert), domaine IV (en rose)

Chaque homodimeére contient deux sites actifs qui forment une cavité. Dans le cas
de la TR, cette cavité mesure approximativement 20 Ade longueur, 15 A de largeur et 15
A de profondeur. Trois hélices du domaine I et une hélice du domaine III délimitent un

cOté du site actif. L’autre coté est formé de deux segments hélicoidaux, d’un segment
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étendu du domaine IV et, a la périphérie, d’une extrémité de feuillet B. Le plancher du site

actif est formé du segment hélicoidal sur lequél sont situées les cystéines rédox-actives
Cyss, et Cys;. Ces similitudes de structure entre la TR et la GR sont corroborées par la
conservation du mécanisme catalytique faisant intervenir cette paire de cystéines rédox-
actives sur un hélice du domaine I et I’histidine située sur un segment du domaine IV de la
seconde sous-unité.

Des différences existent au niveau des extrémités C-terminales des hélices des
domaines I et III (résidus 14 a 21, 106 a 113 et 336 a 344 de la TR). Des modifications de
séquences entrainent des interactions inter-hélices et une forme du site actif différentes. Le
site actif est plus ouvert dans le cas de la TR, d’ol un meilleur acces pour le T(S),, qui

nécessite plus d’espace que son homologue dans la GR (le GSSG).

figure 20. Structure de la GR humaine
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figure 21. Structure de la TR de T. cruzi

4.2. Le complexe GR-GSSG"’

Dans le site actif de la GR interviennent les résidus 30 237,59 24 64, 110 a 117 et
339 a 347 de la premiére sous-unité et les résidus 403” 4 406’ et 467’ a4 476’ de la seconde
sous-unité. La char