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INTRODUCTION




L’oxyde nitrique ("NO) est un messager physiologique lipophile a trés courte demi-vie
(quelques secondes) qui régule de nombreux processus comme la vasodilatation, la
respiration, la migration cellulaire et la réponse immunitaire. Une dérégulation de sa
signalisation entraine des conséquences pathologiques : sa signalisation est par exemple
modifiée dans un certain nombre de pathologies cardiovasculaires comme I|'angine de
poitrine. Il existe actuellement des médicaments a visée symptomatique libérant "NO aprés
administration. Néanmoins ils présentent des inconvénients : une faible demi-vie apres
administration par voie orale, méme apres amélioration par des formes galéniques
appropriées, nécessitant généralement plusieurs prises quotidiennes. Par ailleurs, des effets
secondaires (comme une hypotension ou des céphalées) sont trés fréquents, surtout en
début de traitement. Enfin, administrés de fagon continue, ils entrainent le développement
d’une tolérance (perte d’efficacité). Celle-ci peut étre retardée voire évitée par l'instauration

d’une fenétre thérapeutique, c’est-a-dire une période libre de traitement d’au moins 8 h.

Parmi les molécules a I'’étude pour améliorer I'arsenal thérapeutique cardiovasculaire,
la classe des S-nitrosothiols est particulierement intéressante. En effet, le mécanisme de
libération de “NO a partir de ces molécules est différent de celui des médicaments existants,
ce qui permettrait de ne pas entrainer de tolérance. La synthése de ces molécules en milieu
aqueux est facile et rapide, mais la réaction peut produire des impuretés en quantité non
négligeable, ce qui peut avoir un impact sur les expériences réalisées ensuite. Or un
S-nitrosothiol, le S-nitrosoglutathion (GSNO), a déja été administré a une centaine de
patients dans différentes études cliniques de phase | ou Il, sans que le produit administré
n’ait été pleinement caractérisé. En tant que pharmaciens, il nous a semblé particulierement
important de remédier a cet état de fait, et de proposer une caractérisation et un controle

qualité rapide et efficace du S-nitrosoglutathion produit a fagon.

La partie bibliographique de ce travail reprend ces différents points et présente donc
dans une premiére partie ‘NO ainsi que ses implications physiopathologiques et sa
signalisation, puis dans une seconde partie le principe actif d’intérét, le GSNO, et ses
caractéristiques. Enfin, une bréve description est faite des principaux référentiels utilisables
pour la caractérisation du produit, telle qu’elle peut étre envisagée d’un point de vue

pharmaceutique.



Par la suite, la partie expérimentale de ce travail présente la caractérisation du GSNO
obtenue par fabrication a fagon, et la comparaison de ce produit avec le produit
actuellement commercialisé (par un fournisseur de produits chimiques). Grace a différentes
méthodes, nous montrons que le GSNO obtenu a fagon (nitrosation du glutathion par les
ions nitrite en milieu aqueux acide, suivi d’un processus de précipitation et lavage) posséde
une pureté comparable a celle du produit commercialisé. Les impuretés présentes sont
également comparables en nature et en quantité a celles du produit commercial. En
revanche, ces impuretés sont présentes en bien plus forte concentration en I'absence de
I’étape de précipitation et lavage. Une caractérisation rapide peut étre effectuée par
spectrophotométrie ou colorimétrie et peut étre complétée par une analyse en
chromatographie liquide haute performance en phase inverse avec contre-ion. Enfin, des
recommandations sont données afin d’optimiser la conservation du S-nitrosoglutathion en
poudre ou en solution. L'ensemble de ce travail pourrait représenter la base d’une future

monographie pour cette molécule.

Cette étude s’inscrit au sein des travaux de I'équipe d’accueil « CITHEFOR EA 3452 »,
dans le cadre du projet financé par I’Agence Nationale de la Recherche (ANR) intitulé
NanoSNO « Formulation nanoparticulaire de S-nitrosothiols en vue d’améliorer la
biodisponibilité de |'oxyde nitrique. Evaluation toxicologique et pharmacologique ». Ce
projet vise en premier lieu a synthétiser des S-nitrosothiols a cceur N-acétylcystéine,
modifiés en vue d’augmenter leur stabilité et leur lipophilie, a les caractériser et a étudier
leur stabilité et leur réactivité in vitro (tache 2). En second lieu ces molécules seront
intégrées dans différentes formulations galéniques (tache 3). Enfin, les molécules et leurs
formulations seront évaluées d’un point de vue toxicologique (tache 4) et pharmacologique
(tache 5). Des discussions scientifiques animées par les responsables de la tache 1

permettent de coordonner I'ensemble de ces axes.

En conclusion, ce travail effectué sur le GSNO fournit les bases nécessaires a une

caractérisation rapide et efficace des futures molécules obtenues dans la tache 2.
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PARTIE | : L’'OXYDE NITRIQUE ("NO)

1. GENERALITES SUR L’OXYDE NITRIQUE

1.1. DECOUVERTE

L’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote ("NO) est un gaz de nature radicalaire connu
depuis longtemps, notamment comme polluant (gaz d’échappement). Son réle de messager
physiologique a été mis en évidence a la fin des années 80 par la convergence de quatre axes

de recherche, démontrant ainsi le réle ubiquitaire de la molécule.

Le premier axe de recherche concernait I'étude de la carcinogenése et plus
précisément le métabolisme des nitrosamines. Les observations effectuées montraient une
production d’ions nitrate (NO3’) par le corps (quantité excrétée supérieure a la quantité
ingérée), fortement augmentée par I'injection de toxines bactériennes chez I'animal [1] ou
par la fievre chez 'lhomme [2]. Cette production n’était pas due a des bactéries, mais aux
macrophages activés [3], capables d’oxyder le résidu guanidinium de la L-arginine [4] pour
générer la L-citrulline et un composé non identifié capable de générer des nitrosamines [5].
Ce composé devait étre un oxyde d’azote plus réactif que les ions nitrite (NO,) ou nitrate,

considérés comme ses produits de dégradation.

Parallélement, il a été démontré in vitro que la L-arginine était un précurseur
nécessaire et suffisant dans le milieu pour déclencher la cytotoxicité médiée par des
macrophages activés [6]. Une modification du résidu guanidinium de cette molécule bloquait
la cytotoxicité de méme que la production des ions nitrite [7]. Les ions nitrite ou nitrate ne
déclenchaient pas la cytotoxicité, excepté en milieu acide (condition dans laguelle des ions
nitrite peuvent générer ‘NO [8]). Par ailleurs, la cytotoxicité observée précédemment
pouvait étre mimée par l'utilisation de "NO exogéne [9], ou inhibée par la présence de

« piégeurs » de “NO tels que I'ion superoxyde ou la myoglobine [8].

Le troisieme axe de recherche portait sur le domaine cardiovasculaire. En 1980
Furchgott et Zawadzki [10] ont montré que I'endothélium était indispensable a I'action
vasodilatatrice de I’acétylcholine sur des anneaux d’artéres isolés. La stimulation des cellules

endothéliales entrainait la libération d’une substance, que les auteurs baptisérent
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endothelium-derived relaxing factor (EDRF). La nature chimique de I'EDRF fut découverte en
1987 quand Furchgott et Ignarro indiquérent indépendamment que I'EDRF et "NO ont des
propriétés biologiques tres similaires [11]. Moncada et coll. démontreront peu apres que
‘NO est impliqué dans l'action biologique de I'EDRF et que son précurseur est la
L-arginine [12]. En paralléle, les travaux de Murad et coll. sur la guanosine monophosphate
cyclique (GMPc) permettront d’élucider le mécanisme par lequel "NO permet la relaxation

des cellules musculaires lisses [13].

Finalement, la liste des types cellulaires capables de produire ‘NO a été élargie a
certains neurones des systémes nerveux central et périphérique. En effet, la stimulation par
des acides aminés excitateurs de certaines zones du cerveau (cerebellum) [14] ou de
neurones non adrénergiques non cholinergiqgues (NANC) du systéme nerveux
périphérique [15], conduit a la libération d’'un médiateur labile avec des propriétés
pharmacologiques proches de ‘NO, dont la sécrétion est bloquée par des analogues de

L-arginine modifiés.

Ainsi, en quelques années, des réles physiologiques majeurs de I'oxyde nitrique ont été
mis en évidence dans des domaines aussi variés que I'immunologie, la cardiologie ou la
neurologie. Le potentiel de cette petite molécule apparait donc immense, et a éveillé
I'attention de la communauté scientifique. Le magazine Science a notamment déclaré
en 1992 ‘NO « molécule de I'année » [16] et le prix Nobel de physiologie et médecine a été
attribué en 1998 a Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro et Ferid Murad pour leurs travaux

relatifs au monoxyde d’azote.

1.2. PRODUCTION PAR LES NO SYNTHASES (NOS)

La production physiologique de "NO se fait grice a des enzymes comportant un
groupement héminique appartenant a la famille des oxygénases, les nitric oxide synthases
(NOS), décrites pour la premiére fois en 1989 [17]. La forme active de ces enzymes nécessite
deux monomeéres associés avec deux calmodulines (protéine liant le calcium Ca?), ainsi que
des cofacteurs : (6R)-5,6,7,8-tetrahydrobioptérine (BH,), flavine adénine dinucléotide (FAD),
flavine mononucléotide (FMN) et protoporphyrine IX avec un atome de fer (Fe(ll)) (heme).

En présence de dioxygéne (0O,) et de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
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réduit (NADPH), les enzymes catalysent I'oxydation de la L-arginine pour former "NO, la
L-citrulline et le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADP). La réaction se fait en
deux étapes avec un intermédiaire N“-hydroxy-L-arginine et la mise en jeu de cing
électrons (Figure 1). En I'absence du cofacteur BHg4, le transfert des électrons lors de la
réaction enzymatique est perturbé et de I'ion superoxyde (0,") est produit au lieu de

*NO [18].

HoN

2~
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| NADPH m
NADH NADPH
ro->
N\

) NOS DHPR
. B
HsN COO < (FAD, FMN,hame} Z
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¢% NADH
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e
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N
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Figure 1 : Production d'oxyde nitrique ("NO) par les NO synthases (NOS). DHFR : dihydrofolate
réductase ; DHPR : dihydroptéridine réductase ; BH, : dihydrobioptérine ; BH,q : dihydrobioptérine
quinonoide.

Il existe trois isoformes de NOS, codées par des geénes différents. Elles ont été
nommées en fonction du lieu de leur premiére identification ou de leur principale
caractéristique : la NOS neuronale (nNOS ou NOS 1), la NOS inductible (iNOS ou NOS-Il) et la
NOS endothéliale (eNOS ou NOS-Ill). Les principales informations les concernant sont

résumées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéristiques des différentes isoformes de NOS présentes chez les Mammiféres

eNOS nNOS iNOS
Cellules endothéliales Neurones Monocytes et macrophages
N . Cardiomyocytes Cellules musculaires lisses Cellules musculaires lisses vasculaires
Localisation cellulaire . . .
Plaquettes vasculaires Hépatocytes, cardiomyocytes
Neurones Neutrophiles Neurones et cellules gliales
Gene 7q935-36 12g24.2-31 17q11.2-12
Cytosol
Appareil de Golgi Réticulum endoplasmique
Localisation subcellulaire Membrane plasmique Réticulum sarcoplasmique Phagosomes
Cavéoles Cavéoles

Densités post-synaptiques

Caractéristiques

Calcium-dépendante
Constitutionnelle
(Inductible)

Calcium-indépendante
(régulation transcriptionnelle)
Inductible

Quantité et durée de
production de “NO

Faible (pmoles)
Pendant quelques secondes ou quelques minutes

Forte (nmoles)
Pendant quelques heures ou plusieurs jours

Fonctions principales

Homéostasie vasculaire
antagonisme aux vasoconstricteurs
du systéme sympathique et du
systeme rénine-angiotensine
Inhibition de I'adhésion des
leucocytes et des plaquettes aux
parois vasculaires

Systeme nerveux central :
Neurotransmetteur

tractus gastro-intestinal,
érection

Systéme nerveux périphérique :

Réponse immunitaire non spécifique




L’'homologie des séquences primaires des NOS humaines est assez faible
(51-57 %) [19], néanmoins le site actif est hautement conservé [20-22]. En revanche, les
trois isoformes sont régulées de facon différente aux niveaux transcriptionnel, traductionnel
et post-traductionnel. L’activation des nNOS et des eNOS nécessitent une concentration
élevée de calcium intracellulaire : la formation du complexe calcium-calmoduline leve alors
leur inhibition par la cavéoline-1. Elles produisent ensuite de faibles quantités de "NO. Leur
action s’interrompt dés que le niveau de calcium intracellulaire revient a la normale, c’est-a-
dire tres rapidement. La eNOS peut également étre activée par des médiateurs
physiologiques comme la bradykinine ou par des forces physiques comme la contrainte de

cisaillement [23,24].

La iNOS est active méme en présence de concentrations faibles de calcium
intracellulaire. Elle est généralement induite suite a une réaction allergique ou
inflammatoire et produit pendant plusieurs heures de plus fortes quantités de "NO. Cette
production massive, quand elle est effectuée par les macrophages activés, permet la
génération d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO) et/ou de I'azote (ERA). Grace a leurs
effets cytotoxiques, ceux-ci permettent finalement la destruction de I’éventuel pathogéne a

I'origine de la réaction.

1.3. 'NO ET SIGNALISATION

Le monoxyde d’azote est un messager physiologique impligué dans de nombreux
processus. Grace a ses propriétés redox (degré d’oxydation de I'azote +ll) et radicalaires, "NO
posséde une grande réactivité vis-a-vis de nombreuses molécules. En effet, "NO peut réagir
directement avec d’autres espéces réactives comme l'ion superoxyde ou les métaux de
transition (fer, zinc, cuivre) présents dans les protéines : dans ce dernier cas, il s’agit d’'une
réaction de nitrosylation. La nitrosation, quant a elle, est I'introduction du groupement -NO
dans une molécule a la place d’un atome d’hydrogene. L'espéce réactive est en fait le cation
nitrosonium NO®. Enfin, la nitration est I'insertion d’un groupement nitro- (-NO,) dans une

molécule.

La nitrosylation du fer du groupement héme de |'enzyme guanylate cyclase

soluble (GCs) est une voie majeure de signalisation de "NO, dépendante du second messager
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guanosine 3’,5’-monophosphate cyclique (GMPc). Il existe également tout un volet de
signalisation de ‘NO indépendant du GMPc: seule la voie impliquant I'ion peroxynitrite

(ONOO’) sera évoquée dans ce chapitre (Figure 2).

|
i ~ N0 S + autres molécules (O,~, ...)
Nitrosylation: I Nitrosylation: Nitrosation:
Guanylate Autres -Sur SH: S-nitrosothiols
cyclase I protéines -Sur NH: Nitrosamines
* Signalisation I * Signalisation + Transport/Stockage
+ Vasodilatation (ex: cytochrome + Signalisation
« Effet antiagrégant I ¢ oxydase ...) -\/-
plaquettaire I Nitration:
Lipides, alcools,
I composés aromatiques Espéces
I (tyrosines)... réactives
« Signalisation (ONOO;, ...)
Voie GMPc¢c I Voies GMPc « Signalisation
dépendante | indépendantes - Stress oxydant

Figure 2 : Signalisation par I'oxyde nitrique

1.3.1. Signalisation GMPc-dépendante

L'oxyde nitrique libéré par I'’endothélium diffuse vers les cellules musculaires lisses ou
il active la guanylate cyclase soluble (GCs), enzyme qui catalyse la transformation du
guanosine triphosphate (GTP) en GMPc. Le GMPc est un second messager intracellulaire
régulant de nombreux phénomeénes physiologiques notamment au niveau cardiovasculaire,
tels que la croissance cellulaire, I'apoptose, la mobilité cellulaire ou la contractibilité des

cellules musculaires lisses vasculaires (Figure 3).
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Figure 3 : Implications cardiovasculaires de la signalisation GMPc-dépendante. Modifié

d’apres [25].

Les GCs sont des hétérodimeres of : il y a deux isoformes possibles pour chague sous-
unité, la combinaison al1-B1 étant la plus fréquente. Les deux sous-unités sont nécessaires
pour l'activité catalytique. Chacune possede un domaine de régulation (N-terminal:
domaine de liaison a I'héme), un domaine de dimérisation et un domaine catalytique
(C-terminal). Le groupement prosthétique héme est un groupement cycligue comprenant
guatre atomes d’azote qui sont liés a un atome de fer central (sous forme réduite, ferreux,
Fe(ll) ou sous forme oxydée, ferrique, Fe(lll)). Par ailleurs, le fer est également relié par un
azote a la sous-unité B1 au niveau de I'histidine 105 [26] (Figure 4). Une mutation de cette
histidine proche du N-terminal empéche la liaison du groupement héme et donc la
production de GMPc. Par ailleurs, des liaisons avec les cystéines 78 et 124 de la
sous-unité B1 assurent un bon positionnement du groupe héme. La fixation de °NO
(formation d’un complexe nitrosyl-heme) entraine la rupture d’une liaison entre le ligand
imidazole axial et le fer héminique. Ce changement de conformation active I'enzyme car il

permet la levée de I'encombrement stérique génant I'acces au centre catalytique (Figure 4).



*NO

LT
=l

Figure 4 : Représentation schématique de I'activation de la guanylate cyclase soluble par
I'oxyde nitrique . Adapté d’aprés [27]. SC : Site catalytique. 1) L’enzyme est a I’état basal, inactivée : le site
catalytique n’est pas accessible. 2) La liaison du groupement prosthétique héme permet de dévoiler le centre
catalytique, mais la liaison axiale entre I'atome de fer et le centre catalytique géne I'accés du substrat. 3) La
ligison du "NO sur le groupement héminique permet la levée de I'encombrement stérique par rupture de la
liaison axiale: I'enzyme est alors fortement activée (augmentation de la vitesse maximale de réaction d’un

facteur 400).

Il existe également une deuxieme forme de guanylate cyclase : liée a la membrane
(pGC pour particulate guanylate cyclase). Elles ne sont pas activées par “NO mais par les
peptides natriurétiques, eux-mémes produits par les oreillettes cardiaques (atrial natriuretic
peptide : ANP), les ventricules cardiaques (brain natriuretic peptide : BNP) ou I'endothélium
vasculaire (C-type natriuretic peptide : CNP) en réponse a des variations de résistance des
parois vasculaires et/ou de la pression artérielle, ou des facteurs humoraux (catécholamines,

angiotensine-2, ...).

Les concentrations intracellulaires de GMPc modulent les protéines kinases
GMPc-dépendantes (ou protéines kinases G : PKG) ainsi que les canaux a cations régulés par
les nucléotides cycliques. Les PKG phosphorylent de nombreuses protéines intracellulaires,
assurant ainsi la transmission du signal. Une des conséquences notables est la décontraction
des cellules musculaires lisses, suite a une diminution du calcium intracellulaire et a une
désensibilisation au calcium de I'appareil contractile (Figure 5). En effet, au niveau de la
membrane du réticulum sarcoplasmique, la PKG-I phosphoryle la protéine IRAG

(inositol 1,4,5 triphosphate receptor-associated cGMP kinase substrate) associée au
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récepteur-canal de l'inositol tri-phosphate (IP3), diminuant ainsi I'influx de Ca®*" vers le
cytosol. Par ailleurs, il existe au niveau de la membrane plasmique d’autres cibles de PKG-I,
notamment un canal potassique: son ouverture par phosphorylation produit une
hyperpolarisation qui diminue la probabilité d’ouverture des canaux calciques de type L.
Enfin, la PKG-I phosphoryle également la phosphatase des chaines légeres de la
myosine (PCLM) : cette enzyme déphosphoryle les chaines légeres de la myosine, entrainant

ainsi la relaxation des muscles lisses.

Le GMPc est ensuite dégradé par des enzymes du groupe des phosphodiestérases.

Elles peuvent étre spécifiques (PDE 5, 6 et 9) ou non (PDE 1, 2, 3 et 10).

Stimulus

Ca 2*-Cam
Cellule Cam @
endothéliale
MP
@ b o e

inactive activée

Cellule
musculaire
lisse

— VASODILATATION

Figure 5 : Vasodilatation produite par la signalisation GMPc-dépendante . ca® : ion calcium ;
Cam : calmoduline ; NOS : NO synthase ; GCs : guanylate cyclase soluble ; PKG-I : protéine kinase G I; RE :
réticulum endoplasmique ; K : ion potassium ; PCLM : phosphatase des chaines légéres de la myosine ; CLM :
chaines légeres de la myosine ; CLM-P : chaines légéres de la myosine phosphorylées ; PDE :
phosphodiestérases.
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1.3.2. Signalisation GMPc-indépendante : réle des ions peroxynitrite

La production d’ions peroxynitrite a partir de ‘NO est un systéme de défense non
spécifique de premiére ligne de I'organisme face aux agents pathogénes. Quelques éléments

concernant sa production sont donnés ici.

Les ions peroxynitrite sont produits par la réaction entre le monoxyde d’azote et I'ion

radicalaire superoxyde (0,").
‘NO + 0, =2 ONOO

Chez les Mammiféres, la principale source d’ions superoxyde est la chaine respiratoire

mitochondriale, lors de la «fuite» des électrons au niveau du complexe | ou du complexe Il
O,+e = Oz.-

Cette production est variable en fonction du tissu, de I'organisme et des conditions,
mais néanmoins importante, étant donné les fortes quantités d’oxygéne présentes. La
seconde source de production d’ions peroxynitrite est située dans les phagosomes
constitués par les neutrophiles ou les macrophages activés lors de la phagocytose d’un
pathogéne : il y a d’abord assemblage et activation de NADPH oxydases qui produisent O,
dans la vacuole. Si la cellule a été préalablement exposée a des cytokines pro-inflammatoires
dans les heures précédentes, I'isoforme iNOS est alors induite et produit de fortes quantités

de °NO, qui va diffuser dans le phagosome et réagir avec 0, [28].

Par ailleurs, d’autres enzymes sont capables de générer O,”, comme les peroxydases,
les xanthines oxydases, les NOS (en I'absence de BHy),... Enfin, certaines molécules
(glycéraldéhyde, FMNH,, FADH,, ...) sont capables de s’auto-oxyder pour former |'anion

superoxyde.

L'ion superoxyde peut étre transformé en espéeces réactives autres que lion
peroxynitrite, comme le radical hydroperoxyle HOO® (espéce réactive de I'oxygéne, initiateur
de peroxydation lipidique). Les superoxydes dismutases permettent d’éviter la formation des
différentes espéces hautement réactives en utilisant I'ion superoxyde pour générer du
peroxyde d’hydrogéne (H,0;), qui peut ensuite étre dismuté par les peroxydases en eau et

dioxygene.
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La formation de I'ion peroxynitrite (t;/; ~ pus) par la réaction du monoxyde d’azote avec
I'ion superoxyde est tellement rapide qu’elle est limitée par la diffusion des espéces [29].
L'espece peroxynitrite est un oxydant et un agent nitrosant puissant. Il peut entrainer

directement ou aprés transformation en d’autres especes réactives :

» des réactions de peroxydation,

» la nitration de résidus tyrosine induisant une modulation des activités enzymatiques
ou des facteurs de transcription,

» des réactions d’oxydation impliquant un changement de la structure tertiaire des

protéines et une altération de leur fonction.

Ceci permet de comprendre les effets délétéres d’une production massive de “NO, via la

formation d’ion peroxynitrite.

Comme tous les systémes biologiques, les signalisations activées par I'oxyde nitrique
participent au maintien de I’homéostasie, mais peuvent également étre impliquées dans le
développement de situations pathologiques, comme nous le verrons dans le paragraphe

suivant.

1.4. IMPLICATIONS PHYSIOPATHOLOGIQUES

Dans les situations physiologiques, ce sont la plupart du temps les NOS constitutives
qui sont mises en jeu, avec production faible et bréve de °NO, afin de maintenir
I’'homéostasie de I'organisme : la signalisation passe principalement par la guanylate cyclase.
Dans le cas de la défense contre les pathogenes, les iINOS sont impliquées dans une
production massive et continue de "NO, avec production subséquente de nombreuses
espéces réactives pour permettre la destruction des germes. Un déséquilibre de ce systeme
(dans le sens d’une diminution ou d’une augmentation de ‘NO) entraine donc logiquement

des situations pathologiques variées (Figure 6).
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- Maladies neurologiques

- Maladie bronchopulmonaire aigué
- Syndrome d’ischémie-reperfusion
- Maladies inflammatoires

- Sepsis

- Diabete

- Migraine

T*NO ey

- Maladies cardiovasculaires
\L ‘NO - Hypertension
— - Athérosclérose
- Resténose (apres angioplastie)
- Troubles de I’érection

Figure 6 : Lien entre la rupture de I'hnoméostasie de I'oxyde nitrique et des situations
pathologiques

1.4.1. Au niveau du systéme vasculaire

L'endothélium vasculaire est un systéme extrémement dynamique, qui occupe chez
I'adulte une surface équivalente a six terrains de tennis avec environ 10" cellules. Il agit
comme un systeme autocrine afin de maintenir les vaisseaux suffisamment dilatés pour
assurer le flux sanguin ainsi que limiter 'adhésion des plaquettes et des leucocytes. Cette
homéostasie est assurée par I'équilibre entre différents facteurs, comme par exemple “NO,
la prostaglandine 12, l'endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) (tous trois

vasodilatateurs) et le thromboxane A2 (vasoconstricteur).

Les effets vasculaires de “NO sont la relaxation du muscle lisse vasculaire, I'inhibition
de I'adhésion et de I'agrégation des plaquettes [30,31], de I'adhésion des leucocytes [32], de
la génération d’endothéline (vasoconstricteur) [33], ainsi que 'inhibition de la prolifération
des cellules musculaires lisses [34]. Par ailleurs, la régulation par ‘NO de la circulation
sanguine au niveau du rein influe sur la libération de rénine et donc sur ’homéostasie du

volume intravasculaire et de la pression sanguine [35].

Des défauts de régulation des effets vasculaires de ‘NO peuvent donc contribuer au
développement de diverses pathologies : ils sont notamment observés dans I’hypertension
artérielle essentielle, la dysfonction endothéliale causée par I’hypercholestérolémie et

I’hypertension pulmonaire artérielle chronique. Par ailleurs, les produits de glycosylation
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avancés (Advanced Glycosylation Endproducts, AGE) [36] et les lipoprotéines oxydées [37]
peuvent également diminuer la biodisponibilité de ‘NO et donc contribuer & une
vasorégulation défectueuse dans le diabete et I'athérosclérose. Enfin, une production
massive de "NO en réponse a des stimuli inflammatoires (par exemple stimulation des iNOS
des cellules endothéliales et musculaires lisses par le lipopolysaccharide ou certaines

cytokines) cause une hypotension massive lors du choc septique [38].

1.4.2. Au niveau du systéme nerveux central

Les NOS du cerveau sont principalement localisées dans les neurones de la couche
granuleuse du cerebellum et dans les bulbes olfactifs accessoires (2 % des neurones dans le
reste du cerveau) [39]. Leur stimulation par des acides aminés excitateurs conduit a la
formation de "NO qui diffuse ensuite vers les cellules de Purkinje environnantes, riches en
guanylate cyclase. Une autre activité enzymatique (non caractérisée a I'heure actuelle)
colocalisée avec I'activité NOS peut étre mise en évidence par une coloration spécifique
(coloration diaphorase). Or les neurones positifs a cette coloration sont spécifiguement
épargnés dans les maladies neurodégénératives comme la chorée de Huntington, I'ischémie
cérébrale ou dans les lésions cérébrales causées par des toxiques [39]. Cette protection

pourrait donc étre due soit a la présence de "NO soit a I'autre activité enzymatique.

Il a été suggéré que "NO pouvait intervenir également dans la plasticité synaptique et
influencer certains phénomenes neurophysiologiques de mémorisation, comme la
potentialisation a long terme ou la dépression a long terme [40]. Il pourrait aussi moduler le
flux sanguin local, donc I'approvisionnement en oxygéne et nutriments des neurones et par

conséquent leur activité.

Par ailleurs, ‘NO pourrait étre un médiateur de la destruction neuronale lors de
I'ischémie-reperfusion. En effet, les modeles expérimentaux de neurotoxicité suggérent une
libération massive de glutamate apres ischémie-reperfusion entrainant une stimulation
intense des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA), une augmentation du calcium
intracellulaire et une libération prolongée de "NO [41]. Les seuls neurones survivants sont
ceux présentant la coloration diaphorase (donc potentiellement [I'activit¢ NOS).
L’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA ou d’inhibiteurs de NOS réduit la

destruction neuronale observée dans ces modeles [42].
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1.4.3. Au niveau du systéme nerveux périphérique

Des nNOS sont présentes dans le systeme nerveux périphérique au niveau des nerfs
non adrénergiques non cholinergiques (NANC) des tractus gastro-intestinal et urogénital.
Bloquer la formation ou l'action de ‘NO au niveau de ces nerfs inhibe les effets de la
stimulation nerveuse : le terme transmission « nitrergique » a d’ailleurs été proposé pour
cette transmission NANC [43]. Une transmission ‘NO-dépendante a été identifiée dans le
plexus myentérique de l'estomac et de lintestin, et dans les sphincters du bas de
I’cesophage, iléon-colon, anus. L'oxyde nitrique serait donc impliqué dans la dilatation

adaptative, le péristaltisme, et la compartimentalisation du tractus gastro-intestinal [44].

Par ailleurs, les muscles du corps caverneux du pénis se relaxent en réponse a une
stimulation des nerfs NANC et entrainent I’érection. Ce processus est médié par ‘NO, grace
aux NOS localisées au niveau des neurones du nerf pelvien innervant le corps caverneux et
dans les plexus nerveux de I'adventice des artéres péniennes [45]. Or I'impuissance est peu
courante mais problématique chez 'homme adulte, particulierement chez les patients
diabétiques. Des médicaments comme le sildénafil permettent de maintenir Ila
vasodilatation nécessaire a I'érection, en inhibant I'enzyme responsable de la dégradation

du GMPc, la phosphodiestérase-5 (isoforme spécifique retrouvée au niveau du pénis).

1.4.4. Au niveau du processus de cancérogenése, de l'inflammation et du

systeme immunitaire

Les actions de "NO dans I'environnement tumoral sont multiples et hétérogénes : il
entraine des modifications post-traductionnelles des protéines. Ces modifications peuvent
concerner des facteurs de transcription (NF-kB, p53, HIF-1a, c-Jun, ..) et moduler ainsi
I’expression génique. Par exemple, 'administration de donneurs de “NO réduit 'activation
de NF-kB et diminue I'expression des genes anti-apoptotiques, ce qui présente un intérét
pour sensibiliser les tumeurs aux chimiothérapies [46]. Cependant, le stress oxydant et
nitrosant qui suit une production massive de "NO peut étre carcinogéne en altérant des
cibles et des voies de signalisation cruciales pour '"homéostasie. Ce stress peut toucher
directement I’ADN (par déamination des acides nucléiques, alkylation, ...) ou indirectement
via I'altération des enzymes de réparation de I’ADN (ex : alkyltransférase, ADN ligase) ou la

production de nitrosamines [47].
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L'inflammation est la réponse non spécifique d’un organisme a un stimulus physique
ou chimique nocif ou a une toxine microbienne et est impliquée dans de nombreuses
pathologies comme I'arthrite, I'asthme, la sclérose multiple, les maladies inflammatoires
intestinales et I'athérosclérose. Elle a pour but d’éliminer la cause par inactivation et/ou
destruction du pathogene, d’éliminer les substances irritantes et de préparer le terrain pour
la reconstruction tissulaire. Elle est composée de plusieurs étapes dans chacune desquelles
‘NO joue un réle. L'oxyde nitrique aurait un effet complexe, a la fois pro- et
anti-inflammatoire en fonction de sa concentration et de I'environnement cellulaire. En
effet, "NO a faibles concentrations inhibe I'expression des molécules d’adhésion, la synthése
des cytokines ainsi que I'adhésion et la migration des leucocytes. Au contraire, lors d’'une
réaction inflammatoire, ‘NO produit en forte quantité a une action pro-inflammatoire et
pro-apoptotique [48]. Ceci pourrait permettre le nettoyage de la zone inflammée. Il module
en effet la fonction des leucocytes, notamment en stimulant la mobilité du cytoplasme des
macrophages ou en induisant leur apoptose, en modulant I'adhésion des neutrophiles et la

synthése des cytokines.

Enfin, "NO est une arme clé du systéme de défense non spécifique de I'organisme
contre les agents pathogénes (infections bactériennes, virales, fongiques ou parasitaires).

Produit par les macrophages activés, il peut :

»  nitrosyler des protéines essentielles des pathogénes. Par exemple en se liant
au fer de la ferritine, protéine assurant le stockage du fer : ceci provoque une libération
massive de fer dans la cellule cible [49]. Ce fer libéré en grandes quantités est toxique, et
peut notamment déclencher la peroxydation lipidique [50] ;

»  nitroser un thiol : par exemple la S-nitrosation de la ribonucléotide réductase
(enzyme limitante de la synthése d’ADN) d’Escherichia Coli permet l'inhibition de la
réplication bactérienne [51]. De plus l'inactivation des déshydrogénases bactériennes
—SH dépendantes est considérée comme critique dans la préservation des aliments par
ajout de nitrites ;

»  réagir avec O, libéré en parallele par les macrophages pour former I'ion
peroxynitrite, considéré comme I'‘oxydant le plus fort des systémes biologiques

permettant la destruction des pathogénes.
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1.4.5. Au niveau du systéme respiratoire

L’oxyde nitrique pourrait étre un médiateur physiologique au niveau du poumon (via
ses interactions avec I’'hémoglobine, voir chapitre suivant). Les NOS sont exprimées dans
I’épithélium pulmonaire ainsi que dans d’autres types de cellules pulmonaires, et ont été
suggérées comme médiateurs potentiels de la bronchodilatation nerveuse-dépendante [52].
Une libération diminuée de ‘NO peut étre un mécanisme sous-jacent a la vasoconstriction
hypoxique pulmonaire. Dans cette pathologie, le sang des poumons est redirigé vers les aires
les mieux ventilées pour maximiser son oxygénation lors de son passage dans la circulation
pulmonaire. L'oxyde nitrique serait également impliqué dans I'asthme et d’autres

pathologies pulmonaires [53].

1.4.6. Au niveau de l'oeil

En plus de son réle dans la vasodilatation des vaisseaux oculaires [54], "NO pourrait
intervenir dans les mécanismes d’accommodation [55], dans le contréle de I'épaisseur de la

cornée [56] et dans la vasodilatation induite par I'exposition a la lumiére [57].

En pathologie, il serait impliqué dans les pathologies inflammatoires (uvéite [58],
conjonctivite allergique [59], cedéme cornéen [60]). Ces effets pathologiques sont attribués
soit a I'ion peroxynitrite (retrouvé dans les modeles d’inflammation [61]), soit a une action
indirecte de *NO via la libération de neuropeptides comme la substance P ou le calcitonin

gene-related peptide [62].

Par ailleurs, lors du syndrome d’ischémie-reperfusion, "NO protégerait la rétine des
dommages ischémiques précoces en maintenant le flux sanguin [63], mais I'induction de la
production de °NO par la iNOS pourrait déclencher, par la suite, des mécanismes
neurotoxiques [64]. L'observation de niveaux élevés de "NO chez des rats diabétiques [65] et
la réponse diminuée aux inhibiteurs de NOS chez des humains diabétiques [66] pourrait
indiquer une implication de I'oxyde nitrique dans les complications du diabéte, notamment
une altération de la fonction vasculaire rétinienne et des dommages aux cellules rétiniennes.
Enfin, ‘"NO semble participer au contrdle de la pression intraoculaire : ainsi, il a été montré
une relaxation des muscles ciliés isolés de bovins [67] ou de félins [68] aprés administration

de donneurs de ‘NO, et une diminution de la pression intraoculaire de lapins [69] et de

27



singes [70] aprés administration topique de nitrates organiques . Une modification de sa
production ou de sa signalisation pourrait donc étre impliquée dans le développement du

glaucome [71].

1.4.7. Au niveau du systéme endocrinien (diabéte)

Les NOS constitutives sont présentes dans les cellules B du pancréas (productrices de
I'insuline) [72]. L'oxyde nitrique pourrait donc étre impliqué dans la libération de l'insuline
dans des conditions physiologiques. Certains résultats suggerent que linduction de la
formation de "NO pourrait jouer un rdle dans la destruction des cellules B du pancréas lors
du développement d’un diabéete de type | [73] ou de type Il [74]. Le traitement par des
inhibiteurs de NOS de rats rendus diabétiques par la streptozocine (chez qui les NOS sont
induites) diminue l'infiltration macrophagique dans le pancréas et prévient I’hyperglycémie.
D’autre part, la vasodilatation endothélium-dépendante est également modifiée chez les

patients diabétiques.

En résumé, "NO est impliqué dans de nombreuses voies physiologiques. Mais en
fonction de la quantité et de la durée de production, il peut également entrainer des effets

délétéres.
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2. VOIES PHYSIOLOGIQUES DE TRANSPORT DE "NO

Nous avons vu précédemment que le monoxyde d’azote intervenait dans de nombreux
processus physiologiques. Néanmoins, il agit selon un processus paracrine : il n’agit pas sur
la cellule qui le produit, mais sur une cellule voisine. Il est soluble a la fois dans I'eau
(>2 mM a 20 °C et 1 atm) et dans les lipides [75] grace a son caractére plutét lipophile
(log P = + 0,74 [76]) : il peut donc diffuser librement dans I'environnement cellulaire et
parcourir jusqu’a 100 um. Cependant, sa demi-vie est trés faible (< 0,1 s [77]). En réalité, il
existe des formes dérivées de “NO qui servent de « réservoirs » et permettent son effet a

une distance un peu plus grande de la cellule qui le produit.

2.1. S-NITROSOTHIOLS (RSNO)

2.1.1. Généralités

Ignarro et coll. montrent en 1981 que des réactions avec les thiols cellulaires
contribuent a I'activité biologique de certains donneurs d’oxyde nitrique [78]. Par la suite,
Kowaluk et Fung démontrent que les S-nitrosothiols (adduit de *“NO sur un thiol) exercent
des effets biologiques indépendamment de leur dégradation en "NO et en thiol [79]. Puis
I’équipe de Stamler montre que les effets des S-nitrosothiols (RSNO) sont dus a leur
propriétés de donneurs d’ion nitrosonium (NO*) ou nitroxyl (NO’), qui ont des réactivités
chimiques différentes de celle du monoxyde d’azote [80], et qui sont capables de se former
dans le sang ou les tissus des mammiferes et de se lier aux protéines, modifiant leurs
caractéristiques [81,82]. Ainsi, les S-nitrosothiols permettent le transport du monoxyde
d’azote (donc son action a distance du site de production) et la prolongation de sa durée de

vie dans I'organisme.

On distingue classiqguement les S-nitrosothiols endogenes de haute masse molaire
(S-nitrosoalbumine,  S-nitrosohémoglobine) de ceux de faible masse molaire
(S-nitrosoglutathion, S-nitrosohomocystéine, S-nitrosocystéinylglycine et S-nitrosocystéine).
Il existe un équilibre dynamique entre ces différentes espéces via des réactions de

transnitrosation (échange d’un groupement -NO entre un S-nitrosothiol et un thiol libre) :

RSNO + R’SH = RSH + R’SNO
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Le Tableau 2 présente les thiols pouvant servir de précurseurs aux S-nitrosothiols, puis
le Tableau 3 donne quelques caractéristiques des différents RSNO et autres formes de
transport de *NO : leurs demi-vies in vivo, leurs concentrations produisant 50 % de I'effet
maximum de vasorelaxation (ECsg) déterminées sur anneaux aortiques de rat et leurs
concentrations physiologiques chez I’'Homme. Il faut préciser que les valeurs physiologiques
des RSNO décrites dans la littérature sont trés variables, vraisemblablement en raison de
problemes pré-analytiques et analytiques [83].

Tableau 2 : Concentrations physiologiques chez 'Homme des thiols précurseurs des
S-nitrosothiols

Thiols Concentration (mM) Milieu Référence

Albumine 0,6 Sérum [84]

Hémoglobine 9 Sang total [84]

. 0,1a10 Tissus [85]
Glutathion .

0,005 a 0,035 Plasma [86]

Cystéine 0,01 Plasma [85]

Homocystéine 0,006 Plasma [87]

Tableau 3 : Caractéristiques des formes de transport de I'oxyde nitrique chez 'Homme

5 - Concentration
Espece Demi-vie ECso (LM)

(nM)

NO <0,1s[77] / /
AlbSNO 5,5 h [88] 1,17 [89] 0,0006 a 4,2 [83]
HbSNO / / 0,06 a 31 [90]

GSNO 120 s [91] 0,29 [92] 1a6/[93]
CysGlyNO / 0,01 [89] /
CysNO 50 s [91] 0,09 [89] 5a20[93]
HomoCysNO / 0,11 [89] 0,2 219 [93]
NO, 110 s [94] 60,0 [89] 0,15 a6 [95]
NOs 5a8h [96] / 20 a 40 [97]

Les S-nitrosothiols permettent I'entrée de °NO dans les cellules grace a des
phénoménes de transnitrosation entre ces S-nitrosothiols extracellulaires et les thiols
membranaires et intracellulaires. Ces phénoménes sont catalysés par la protéine disulfure
isomérase (PDI) présente notamment a la surface des cellules endothéliales. Cette protéine

chaperonne est normalement présente dans le réticulum endoplasmique, ou elle intervient
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dans le repliement des protéines par la formation, la réduction ou I'isomérisation de ponts
disulfures [98]. Néanmoins, Hotchkiss et coll. [99] ont décrit la sécrétion de cette protéine
par les cellules endothéliales et son dép6t a leur surface. Zai et coll. [100] ont démontré peu
aprés que I'entrée de "NO dans les cellules se fait via la nitrosation de thiols membranaires

par la protéine disulfure isomérase de surface (PDls).

2.1.2. La S-nitrosoalbumine

L’albumine est la principale protéine sérique : 38-48 g/L pour 65-80 g/L de protéines
totales en condition physiologique. Elle comporte 610 acides aminés (masse molaire
65 000 g/mol) et son réle principal est le maintien de la pression oncotique nécessaire a
I’'homéostasie de I'organisme. Elle peut également transporter de nombreuses molécules,
dont des médicaments et moduler ainsi leur biodisponibilité. De plus, elle constitue
également un des principaux pools antioxydants du plasma, soit directement (propriétés
redox du résidu cystéine en position 34, propriétés de captation des métaux), soit

indirectement (via la fixation de divers composés comme la bilirubine) [101].

En 1992, Stamler et coll. ont montré que ‘NO (de source endogéne ou exogéne) peut
réagir avec les groupements thiols des protéines comme l'albumine pour former des
S-nitrosothiols de longue demi-vie avec une activité vasodilatatrice [102]. La
S-nitrosoalbumine (AIbSNO) est formée par la fixation du groupement -NO sur le résidu
cystéine en position 34 de I'albumine et a une demi-vie de quelques heures [88]. Par ailleurs,
les niveaux du pool circulant de S-nitrosoalbumine dans le plasma sont liés avec I'activité
NO synthase [81]. Quand les NOS sont inhibées, la concentration de S-nitrosoalbumine
diminue et celles des S-nitrosothiols de faible masse molaire augmentent. La
S-nitrosoalbumine constituerait ainsi le principal réservoir de ‘NO au niveau du plasma et
serait en équilibre avec d’autres RSNO de plus faible masse molaire qui délivreraient ensuite

*NO aux tissus cibles (Figure 7).
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Figure 7 : Equilibre entre les formes de transport de I'oxyde nitrique. GR : globules rouges,
L-arg : L-arginine ; PDIs : Protéine Disulfure Isomérase de surface, OxyHb : hémoglobine oxygénée, DéoxyHb :
hémoglobine désoxygénée.

2.1.3. La S-nitrosohémoglobine

Le rdle de transporteur de “NO de I’'hémoglobine est révélé par I'équipe de Stamler en
1996 [103]. Il existe en fait deux types de liaisons du "NO & I’hémoglobine. La premiére
conduit a la formation de nitrosylnémoglobine (HbFeNO) par une réaction de nitrosylation
(fixation du groupement "NO sur I'héme). La deuxiéme est une réaction de S-nitrosation
(fixation de "NO sur le groupement thiol par une liaison covalente) et aboutit a la
S-nitrosohémoglobine (HbSNO). La nitrosylnémoglobine serait formée dans un premier
temps par réaction de ‘NO avec I’"hémoglobine. Dans un deuxiéme temps, le transfert du
groupement nitrosonium (NO") sur le groupement thiol de la cystéine 93 de la chaine B de

I’'hémoglobine générerait la S-nitrosohémoglobine.

Cette liaison réversible permettrait la libération de °‘NO dans le systéme
cardiovasculaire a travers un mécanisme de changement de conformation de I’hémoglobine

sous différentes tensions en oxygene. En condition de haute pression en dioxygene
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(circulation pulmonaire), la S-nitrosation du résidu cystéine réduit en position 93 de la
chaine B est favorisée [103,104] : grace a sa liaison avec I’lhémoglobine, *NO est ainsi stocké
dans les globules rouges. Dans des zones de moindre pression en dioxygéne, la liaison est
rompue, permettant ainsi la formation de RSNO de faible masse molaire dans le sang puis
dans les tissus vasculaires (Figure 7). La libération de ‘NO permet alors la stimulation de la

guanylate cyclase et la vasodilatation.

2.1.4. Le S-nitrosoglutathion et la S-nitrosocystéine

Le S-nitrosoglutathion (GSNO) endogéne a été décrit pour la premiére fois dans les
voies aériennes humaines, olu les concentrations ont depuis été montrées comme étant
élevées chez les patients souffrant de pneumonie et diminuées chez les patients
asthmatiques [82,105]. Le GSNO a également été identifié dans les érythrocytes [106], les
plaquettes [107], les leucocytes [108] et le tissu cérébral [109]. Dans les cellules, la formation
de S-nitrosoglutathion pourrait étre favorisée par rapport aux autres RSNO par sa stabilité et
par la forte concentration du substrat endogéne, le glutathion réduit (GSH). En effet, le GSH
constitue le principal thiol non protéique dans les cellules et est maintenu a 98 % sous sa

forme réduite par la glutathion disulfure réductase.

Le S-nitrosoglutathion est un tripeptide constitué d’un résidu L-y-glutamyl, L-cystéinyl
et glycine, avec un groupement -NO sur le groupement fonctionnel thiol (-SH) du résidu

cystéinyl (Figure 8).
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Figure 8 : Structures du S-nitrosoglutathion, de la S-nitrosocystéine et de la
S-nitrosocystéinylglycine

Dans le sang, il est dégradé grace a la y-glutamyltransférase (GGT) qui permet la
coupure du résidu y-glutamyl et la libération de la S-nitrosocystéinylglycine (CysGlyNO). Puis
des dipeptidases présentes a la surface des cellules endothéliales catalyseraient la
séparation de la glycine et de la S-nitrosocystéine (CysNO) (Figures 8 et 9), bien que la
présence de ces enzymes n’ait jamais été clairement prouvée. La S-nitrosocystéine étant un
S-nitrosothiol tres labile, elle va rapidement se dissocier en monoxyde d’azote et cystéine.
Cystéine, y-glutamyl et glutamate sont ensuite récupérés par la cellule et sont utilisés pour
reconstituer une molécule de glutathion réduit. La S-nitrosocystéine peut également étre
importée directement dans la cellule grace au transporteur d’acides aminés de type L

(L-AT) [110]. Le S-nitrosoglutathion peut également étre dégradé de maniére non spécifique
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par d’autres enzymes, comme les PDI précédemment mentionnées ou les

thioredoxines (Trx).

Lumiére des
vaisseaux sanguins
CysGIlyNO CysNO
GSNO . : \ téi + ‘'NO
glutamate y-glutamyl cysteine
GGT (Dipeptidases ?)

\ N /
‘NO  CysNO

Syntheése de GSH

Cytoplasme de la
cellule endothéliale

Figure 9 : Equilibre entre S-nitrosoglutathion, S-nitrosocystéinylglycine et
S-nitrosocystéine. Mb : Membrane.

2.1.5. La S-nitrosohomocystéine

L’homocystéine est un acide aminé soufré intermédiaire du catabolisme de la
méthionine en cystéine. Il s’agit d’'une substance pro-inflammatoire, dont la concentration
plasmatique est augmentée (hyperhomocystéinémie) en cas de carence en vitamine B6, B9
ou B12. L’hyperhomocystéinémie est considérée comme facteur de risque dans de
nombreuses pathologies cardiovasculaires, notamment la maladie artérielle coronaire [111],
les infarctus [112], les occlusions artérielles périphériques [113] et la thrombose
veineuse [114]. L’'homocystéine existe dans le sang sous forme réduite, oxydée, ou liée aux
protéines. Elle peut étre reméthylée pour reformer la méthionine ou bien transformée en
cystéine par des enzymes requérant des vitamines B comme cofacteurs. En cas d’altération
de ces voies métaboliques, I'homocystéine peut étre transformée en homocystéine
thiolactone (Figure 10). Ce composé cyclique est un métabolite hautement réactif capable
d’entrainer la N-homocystéinylation de nombreuses protéines avec modification de leur

structure et perte de leur activité [87,88].

35



NO

NH,
SH s
OH OH
H,N H,N
s @]
0 0
Homocystéine S-nitrosohomocystéine Homocystéine thiolactone

Figure 10 : Structures de I'homocystéine, de la S-nitrosohomocystéine et de
I'homocystéine thiolactone

Morakinyo et coll. ont montré que la conversion de I'homocystéine en homocystéine
thiolactone pouvait étre inhibée par la S-nitrosation du résidu thiol de I'homocystéine.
Ils proposent donc la S-nitrosation de I’"homocystéine comme un phénomene physiologique
de diminution de la toxicité de cette molécule [115]. La S-nitrosohomocystéine peut étre

importée dans les cellules via le transporteur des acides aminés de type L [110].

2.2. IONS NITRITE

Le nitrite inorganique (NO;) est utilisé depuis plusieurs millénaires pour la
conservation des aliments. Il est encore utilisé aujourd’hui pour la conservation de la viande
rouge car il permet de retarder la production de toxine botulique, d’améliorer la couleur et
la saveur de la viande et de retarder son rancissement. Il permet aussi de préserver les

aromes de fumée et d’épices [116].

Les ions nitrite dans le sang et les tissus peuvent provenir du métabolisme du
monoxyde d’azote, mais aussi de l'alimentation et de I'eau de boisson, ainsi que de la
réduction des ions nitrate dans la salive par les bactéries commensales de la bouche et du
tube digestif. La concentration plasmatique de NO, est souvent utilisée comme un
marqueur de la production de *NO : en effet, malgré les différentes sources, 70 a 90 % du
NO, plasmatique provient de I'activité eNOS chez les humains non a jeun [95]. L’oxydation

du monoxyde d’azote en ions nitrite peut se faire :

» soit par autooxydation (réaction lente, dans les tissus) :

4°NO +0,+2H,0->4NO, +4H
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» soit par réaction avec la céruléoplasmine (rapide, dans le sang) :

*NO + Cu** > NO* + cu’
NO* + H,0 > HNO, + H*
HNO, = H" + NO,

La réduction des ions nitrite en monoxyde d’azote pourrait étre effectuée (dans
différentes conditions) par :
» la chaine mitochondriale de transport des électrons [117],
» une réaction non enzymatique a pH acide au niveau de l'estomac ou de tissus
ischémiques (pK,; (HNO,/NO;) = 3,34) [118],
» la déoxyhémoglobine [119],

» ou la xanthine oxydase [120].

Aussi, 'utilisation de nitrite comme agent vasodilatateur est décrite dans la littérature,
avec des résultats dans I'ensemble positifs [121-124] malgré quelques exceptions [125].
Néanmoins, ces expériences nécessitent des doses assez fortes d’ions nitrite, étant donné
leur faible efficacité vasodilatatrice (ECsq ex vivo de I'ordre de 60 uM). Or I'administration de
fortes doses d’ions nitrite a souvent été décrite comme vraisemblablement toxique, soit par
formation de nitrosamines (R{NR,;NO) potentiellement carcinogénes, soit par formation de

méthémoglobine :

4 NO; +4 Hb(FeO,)** + 4 H' = 4 NO3 + 4 HbFe®* + 2 H,0+ 0,

La méthémoglobine est une forme d’hémoglobine ou le fer ferreux (+ll) a été

transformé en fer ferrique (+l1l) et qui ne peut plus lier I'oxygene.

2.3. IONS NITRATE

Les ions nitrate peuvent provenir de I'alimentation, du métabolisme du monoxyde
d’azote ou de la réaction des ions nitrite avec I’"hémoglobine. Ils sont métabolisés en ions

nitrite principalement grace aux bactéries commensales présentes dans le tractus digestif et

37



a la surface de la peau :

NOs +2 e +2H >NO; + H,0

Une fois dans I'estomac, les ions nitrites sont convertis en oxydes de I'azote (NOx) par
I’acidité ambiante. Ce mécanisme de génération de "NO pourrait étre une défense contre les

micro-organismes avalés. Enfin les ions nitrate sont éliminés par voie rénale.

En conclusion, le monoxyde d’azote est transporté dans le sang principalement par des
S-nitrosothiols de faible et haute masse molaire. Ces formes sont en équilibre entre elles et
permettent le stockage ou la libération du radical dans différents compartiments

(érythrocytes, plasma, tissus).
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3. MODULATION DE "NO EN THERAPEUTIQUE CARDIOVASCULAIRE

Une diminution de concentration de NO est une des principales causes de la
dysfonction endothéliale. L’association entre dysfonction endothéliale et maladies cardio-
vasculaires (hypertension, angine de poitrine, déficience cardiaque, athérosclérose,
infarctus...) est bien connue [25,126,127]. Les mécanismes sous-jacents pourraient étre une
diminution de la production de “NO, une accélération de sa dégradation et/ou une perte de
sensibilité de ses cibles. Etant donné la complexité de la cascade “NO/GMPc via ses
nombreux acteurs et ses nombreuses régulations, il existe de nombreuses possibilités pour
la moduler. La seule actuellement exploitée en thérapeutique est I'apport de ‘NO, soit

directement soit par des prodrogues.

3.1. DONNEURS DE ‘NO COMMERCIALISES EN FRANCE

Les médicaments actuellement sur le marché sont des médicaments anciens a visée
symptomatique : d’aprés le répertoire de I’Agence Nationale de Sécurité du Médicament et
des produits de santé (ANSM), les premiéres autorisations de mise sur le marché datent en
effet des années 1980. |l s’agit de composés organiques ou inorganiques qui apportent du
monoxyde d’azote de facon directe ou indirecte. Leur réactivité chimique ainsi que la
cinétique de libération du monoxyde d’azote different entre les molécules. Leurs structures

sont présentées dans la Figure 11, et leurs caractéristiques principales dans le Tableau 4.
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Figure 11 : Structures des donneurs d'oxyde nitriqgue commercialisés en France
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Tableau 4 : Principales caractéristiques des donneurs d'oxyde nitrigue commercialisés en France

Voies

, . . . Indications Principes actifs Délai d’action Durée d’action Remarques
d’administration
Traitement d’urgence de la . . . .
. : ) Nitroprussiate de sodium aucun 3-10 min
crise hypertensive
Intraveineuse Insuffisance cardiaque Trinitrine 2 min 10 min Réserve
(Edeme aigu pulmonaire Dinitrate d’isosorbide 30-60 s 30-60 min s
b S o . hospitaliere
d’origine cardiogénique Linsidomine / /
. Levée de spasme artériel Dinitrate d’isosorbide
Intracoronaire ) . . aucun /
Coronarographie Linsidomine
Traitement préventif a trés
Sublinguale court termz ou curatif de Trinitrine 2-3 min 30-60 min /
8 . , Dinitrate d’isosorbide 1-2h
la crise d’angor
Nécessité d’un
Transdermique Traitement préventif de Trinitrine / 24 h mten;alglﬁ libre
la crise d’angor -
Insuffisance .car.dlaque Mononitrate et dinitrate . Nécessité d’un
(en association) ). . 15-60 min 4-24 h . .
Orale d’isosorbide 50 min 3h intervalle libre
Molsidomine 212h
Rectale . . N
Fissure anale chronique Trinitrine / / /

(pommade)




3.1.1. Donneurs directs

Le monoxyde d’azote est utilisé en tant que gaz médical en inhalation dans le cadre de
I’hypertension artérielle pulmonaire [128]. L’hypertension artérielle pulmonaire est souvent
observée dans les syndromes de détresse respiratoire (notamment chez les nouveau-nés),
ou apres chirurgie lors de pontages cardio-pulmonaires. Les traitements existants ne sont
pas sélectifs de la circulation pulmonaire et entrainent une diminution de la pression
sanguine avec une diminution de la perfusion des organes vitaux comme le cceur. Le
monoxyde d’azote administré par inhalation entre trés rapidement dans le sang et peut
exercer une action locale, avant d’étre capté par I’hémoglobine : il permet ainsi une

vasodilatation sélective.

Le nitroprussiate de sodium (SNP) est utilisé par voie intraveineuse en situation
d’urgence pour résoudre rapidement les crises hypertensives. Il est également fréquemment
utilisé in vitro [129], ex vivo [130] ou in vivo [131] comme modéle de donneur de *NO direct
et rapide : son action est indépendante de I’endothélium. Ses inconvénients sont:
I’'administration par voie intraveineuse exclusive, sa faible fenétre thérapeutique et le risque

associé d’hypotension majeure, ainsi que sa toxicité (par libération d’ions cyanure).

3.1.2. Donneurs indirects (dépendants du métabolisme)

Il s"agit de composés qui nécessitent I'action d’enzymes pour permettre la libération
du monoxyde d’azote. Cette catégorie comprend les nitrates organiques (trinitrine,
5-mononitrate et dinitrate d’isosorbide), les sydnonimines (molsidomine et linsidomine) et le

nicorandil.

La nitroglycérine a de prime abord été utilisée pour ses propriétés explosives.
Rebaptisée « trinitrine », c’est le médicament dérivé nitré le plus ancien et le mieux étudié.
Les formes sublinguales en particulier sont souvent prescrites, de par leur rapidité d’action,

pour soulager les crises d’angor ou les décompensations cardiaques aiglies.

Le 5-mononitrate d’isosorbide (ou mononitrate d’isosorbide, ISMN) et le dinitrate
d’isosorbide (ISDN) sont des composés a délai et durée d’action plus longs : ils sont donc

administrés pour le traitement des patients avec un angor chronique stable, ou dans la
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décompensation cardiaque chronique. lls permettent de diminuer la dyspnée pendant la

nuit ainsi que d’augmenter la tolérance a I'exercice [132].

Les nitrates organiques sont des médicaments trés prescrits pour leurs effets
vasorelaxants. Ils permettent également de diminuer |'agrégation plaquettaire et la
formation de thrombi [133]. lls ont néanmoins quelques inconvénients comme leur faible
demi-vie, qui implique plusieurs prises quotidiennes sauf pour les formulations a libération
prolongée. Par ailleurs, les patients traités par ces molécules développent fréquemment une
« tolérance » (cf. paragraphe dédié) : I'administration prolongée entraine une perte
d’efficacité. La mise en place d’une « fenétre thérapeutique », c’est-a-dire une période

guotidienne sans traitement, permet de limiter 'apparition de ce phénomene.

La classe des sydnonimines comporte deux représentants: la molsidomine et la
linsidomine. |l s’agit en réalité de prodrogues: la molsidomine est métabolisée par les
estérases hépatiques en linsidomine (3-morpholinosydnonimine ou SIN-A). Ce produit se
décompose a son tour en amide de N-(cyanométhyl)-N-morpholin-4-ylnitreux (SIN-1A), qui
est le réel donneur de "NO. Ces molécules ne sont pas commercialisées aux Etats-Unis. En
Europe et au Japon, elles sont réservées aux patients intolérants ou résistants aux autres
thérapeutiques. En revanche, elles développeraient moins de tolérance que les autres
dérivés nitrés. Malgré cela, leur décomposition produit simultanément monoxyde d’azote et

ion superoxyde, ce qui pourrait provoquer une toxicité via la formation d’ions peroxynitrite.

Enfin, le nicorandil est un principe actif hybride (non commercialisé aux Etats-Unis)
possédant un groupement nitrate et un résidu nicotinamide. Son action est donc due a la
fois a I'activation de la signalisation GMPc par le monoxyde d’azote et a I'ouverture des

canaux potassiques causée par la partie nicotinamide.

Les principaux effets secondaires rencontrés avec les donneurs de "NO sont une
hypotension et les symptomes correspondants, notamment des céphalées, surtout lors de la

mise en route du traitement.
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3.2. PRINCIPAUX DONNEURS D’OXYDE NITRIQUE EN DEVELOPPEMENT

D’autres principes actifs hybrides sont en cours d’étude. Certains associent "NO par
une liaison ester a des médicaments bien connus comme des anti-inflammatoires non
stéroidiens tels que le célécoxib [134], I'aspirine [135], le naproxéene [136] ou la mésalamine
[137]. L'apport de monoxyde d’azote permettrait notamment de diminuer la toxicité
gastrique classiguement décrite avec cette classe de composés. D’autres hybrides
comprenant des antagonistes des récepteurs a 'angiotensine de type 2 (telmisartan [138])
ont été créés. Finalement, des hybrides de type S-nitrosothiols (greffage du “NO sur un thiol
de la molécule) ont été réalisés a partir de la pénicillamine [139], de la N-acétylcystéine
[140], du glutathion [141] ou méme d’inhibiteur de I’enzyme de conversion de I'angiotensine

comme le captopril [142].

Enfin, les NONOates ou diazeniumdiolates sont des complexes de ‘NO et d’un
nucléophile, avec plus de 40 % (m/m) d’oxyde nitrique par molécule [143]. Ils sont connus
depuis deux siécles et sont classés en fonction de I'atome (C, N, O ou S) sur lequel ils sont
attachés : par exemple le sel d’Angeli (liaison avec O), la diéthylamine-NONOate ou la
spermine-NONOate (liaison avec N). Ces composés sont des donneurs directs de "NO, qu’ils
peuvent libérer spontanément a pH physiologique [144]. Leur inconvénient majeur est la
formation possible de nitrosamines carcinogenes. Les développements actuels de NONOates
portent sur leur vectorisation vers des tissus spécifiques (thérapie anticancéreuse par
exemple) grace a des ligands spécifiques, et leur utilisation dans des stents ou greffons
artificiels en cardiologie, pour limiter la thrombogénicité de ces systémes aprés

intervention [143,145,146].

3.3. AUTRES POSSIBILITES : MODULATEURS DES NOS

3.3.1. Substrats

Peu de substrats possibles ont été identifiés : la plupart sont des dérivés du substrat
naturel L-arginine (guanidines) ou de I'intermédiaire NOHA (N-hydroxyguanidines). Parmi les
nombreuses  guanidines  testées, seuls deux composés (homo-NOHA et

eme

3,3,3-trifluorobutylguanidine) ont été décrits comme substrats des NOS (le 2°™" seulement

pour la iNOS), suggérant une grande sélectivité de I'étape initiale d’oxydation. De plus, ces
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composés se dégradent facilement et ne permettent pas d’atteindre les niveaux de
production de ‘NO des substrats naturels. Lintermédiaire NOHA (ou ses prodrogues) semble
particulierement intéressant : en effet, il libére "NO au site d’action de la NOS, c’est un
inhibiteur des arginases, et il a été détecté dans le plasma humain (il pourrait donc étre une

des formes de transport de ‘NO).

Des inducteurs de la NOS endothéliale sont également a I'étude (Aventis®, composés
AVE9488 et AVE3085). Il faut cependant souligner que pour étre efficaces, substrats comme
inducteurs nécessitent une enzyme pleinement fonctionnelle, c’est-a-dire correctement

exprimée et disposant de ses cofacteurs et éventuellement de son substrat.

3.3.2. Inhibiteurs

L'utilisation des inhibiteurs des NOS présente un intérét dans les pathologies
neurodégénératives ou inflammatoires mais également dans le domaine cardiovasculaire
pour le traitement du choc cardiogénique. Le choc cardiogénique fait généralement suite a
une infection cardiaque et se manifeste par une diminution de la fréquence cardiaque, une
diminution de la perfusion des tissus et une hypotonie qui conduisent a la défaillance
multiviscérale généralisée et a la mort dans 50 % des cas. Une réponse inflammatoire aigiie
accompagne la diminution de la fonction systolique ventriculaire gauche : une activation
inappropriée de iNOS produit de forts niveaux de "NO, qui provoque une vasodilatation
systémique et une hypoperfusion progressive, suivie par la dépression du myocarde. Des
inhibiteurs comme la tilarginine (NMMA : NG-monométhyI-L-arginine) ou l'ester méthylique
de N’-nitro-L-arginine (L-NAME) sont a I’étude. L’aminoguanidine est en cours de
développement cliniqgue comme inhibiteur faible mais sélectif de iNOS [147]. Ces inhibiteurs
sont des analogues du substrat naturel, la L-arginine, mais d’autres solutions sont
envisageables, comme par exemple des ligands de la calmoduline, des ligands des
flavoprotéines ou de I’héme, ou des dépléteurs de BH,. La difficulté est de parvenir a des

molécules sélectives des NOS, et plus particulierement de la iNOS.

3.3.3. Autres stratégies

Pour augmenter la production de ‘NO, I'apport de cofacteurs peut permettre de

restaurer la fonction des NOS (notamment la eNOS) : par exemple en administrant de la
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L-Arginine ou son précurseur la L-citrulline, ou encore BH4. Cependant, il existe un risque de

« déséquilibrer » I'enzyme et d’entrainer une production d’ion superoxyde plutdt que “NO.

Par ailleurs, il est possible de bloquer la dégradation de la L-arginine afin d’augmenter
de facon artificielle les quantités de substrat disponibles pour les NOS. En effet, la L-arginine
est également le substrat des arginases, qui la dégradent en L-ornithine et en urée. Il existe
deux types d’arginases qui participent au cycle de l'urée et a la synthése de polyamines,
proline et glutamate. De plus, I'activité des arginases est augmentée avec |'age par des
modifications post-traductionnelles : il y a alors a la fois diminution de la production de "NO
et augmentation de la synthése de polyamines. Ces derniéres contribuent a la prolifération
des cellules musculaires lisses vasculaires et a I'épaississement de l'intima et donc a
I'athérosclérose et a la dysfonction endothéliale. Les inhibiteurs actuels des arginases sont
des analogues de I'acide boronique (méme famille que le bortézomib) ou des analogues de
la N-hydroxy-L-arginine. Un risque d’effet secondaire important est la dérégulation du cycle

de détoxification de 'ammonium.

Enfin, la méthylation physiologique des résidus arginines de diverses protéines
(histones, protéines ribosomales, ...) par les protéines arginine méthyltransférases (PRMTs)
permet la régulation des liaisons a I’ADN, celle de la transcription, ainsi que la réparation de
I’ADN. Une fois les protéines hydrolysées, les méthylarginines libres apparaissent dans le
cytosol et certaines (N“-monoéthyl-L-arginine NMMA et asymetric dimethyl-L-arginine

ADMA) peuvent inhiber les trois isoformes de NOS [148].

3.4. NITRATES ORGANIQUES : PHENOMENE DE TOLERANCE

La tolérance clinique a été décrite des le début de |'utilisation des nitrates organiques

eme

en thérapeutique a la fin du 197" siecle [149]. Elle est caractérisée par un échappement
thérapeutique, c’est-a-dire une diminution progressive de I'effet du médicament lors d’une
administration prolongée. Il s’agit d’'un phénomeéne multifactoriel d’étiologie encore
indéterminée. Le terme tolérance regroupe en fait plusieurs concepts : pseudotolérance et

tolérance vasculaire.

La pseudotolérance est une réaction de rétrocontrole neurohormonale, non spécifique

aux nitrates, en réponse immédiate a une diminution de la pression artérielle. Elle met par
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exemple en jeu la libération de cathécholamines et I'activation du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone. Elle est vraisemblablement la cause des maux de téte transitoires

fréguemment décrits en début de traitement.

La tolérance vasculaire se caractérise par une désensibilisation de I'’endothélium aux
donneurs de °NO (résistance aux nitrates) et/ou aux vasodilatateurs endogénes
endothélium-dépendants, c'est-a-dire une dysfonction endothéliale (cross-tolerance). De
multiples causes ont été évoquées: une diminution de la biodisponibilité du ‘NO, une
bioactivation défaillante, une désensibilisation de la GCs, I'inactivation des kinases GMPc
dépendantes, la stimulation des phosphodiestérases ou encore une augmentation de la

réponse aux vasoconstricteurs.

L'hypothése mécanistique la plus ancienne est celle de la déplétion du pool de thiols
de I'organisme. En 1973, Needleman et coll. observent ex vivo que la tolérance induite
in vivo par la trinitrine s’Taccompagne d’une diminution du niveau de thiols dans les artéres
isolées de lapin [150]. Par conséquent, des espéces contenant des groupements thiols
semblent essentielles pour la biotransformation de la trinitrine et I'oxydation de ces espéces
causerait la tolérance (Figure 12). Cette théorie a été confortée par des travaux montrant
gue I'administration de dithiothréitol [150] ou d’autres thiols [151] avec la nitroglycérine
pouvait supprimer au moins en partie une tolérance établie. Par la suite, Kojda et coll.
observent une diminution de la concentration de thiols libres dans les muscles lisses
d’artéeres coronaires de porc rendues tolérantes [152]. Haj-jehia et coll. [153], quant a eux,
n’observent pas de déplétion du pool de thiols libres dans le plasma ou les tissus vasculaires
sous perfusion de nitroglycérine, malgré I'apparition d’'une tolérance. Par contre, ils
observent une diminution de la production de GMPc aprés administration de nitroprussiate
de sodium ou de nitroglycérine quand I'animal a été prétraité avec un agent capable
d’alkyler les résidus thiols des protéines. Par conséquent, ce serait plutot le pool de résidus
thiols liés aux protéines qui serait « déplété », et non celui des thiols libres comme le
glutathion ou la cystéine. Les auteurs émettent I’hypothése que le métabolisme des nitrates
organiques conduirait a l'oxydation de la guanylate cyclase soluble, la rendant ainsi

insensible.

47



Depuis son apparition, I’hypothese de déplétion des stocks de thiols a été beaucoup
remise en question et la principale théorie actuellement retenue est I'induction d’un stress
oxydant, avec une cascade de réactions subsidiaires, aboutissant notamment a une
diminution de la bioactivation des composés. Ainsi, I’ALDH-2 métabolise au niveau de la
mitochondrie la nitroglycérine en 1,2-dinitrate de glycérol et en ion nitrite [154]. Cette
réaction dépend de thiols réduits au site actif de I'’enzyme et de la présence de dithiols (par
exemple I'acide dihydrolipoique) comme donneurs d’électrons. Lors du métabolisme de la
nitroglycérine, ou en présence d’espéces réactives de I'oxygene (ERO) ou de I'azote (ERA),
les résidus thiols de I’ALDH-2 sont oxydés et I'enzyme perd sa fonction [155]. L’ALDH-2
métabolise la nitroglycérine, le pentaérythrityl tétranitrate (dérivé nitré non commercialisé
en France) et son métabolite le pentaérythrityl trinitrate, mais pas le mononitrate ni le
dinitrate d’isosorbide, qui sont métabolisés par les cytochromes P450 [156]. Ceci pourrait
expliquer les différences entre les principes actifs. Les observations in vitro de Daiber et coll.
indiquent une corrélation entre puissance de la molécule, formation d’ERO mitochondriales
et inhibition de I’ALDH-2 dans l'ordre : nitroglycérine >> pentaérythrityl tétranitrate >

pentaérythrytyl trinitrate > dinitrate d’isosorbide > mononitrate d’isosorbide [157].

Par ailleurs, Sayed et coll. [158] montrent que la S-nitrosylation de la guanylate cyclase
soluble par la nitroglycérine entraine sa désensibilisation et pourrait donc faire partie des

mécanismes impliqués dans le développement de la tolérance.

En résumé, I'"hypothese du stress oxydant proposée par Miinzel et coll. [159] consiste
en l'augmentation de production d’ions superoxyde en réponse au traitement par les dérivés
nitrés, suivie de la formation d’ions peroxynitrite, du découplage de la eNOS (par déplétion
du cofacteur BH,) et de la diminution de la signalisation GMPc. En outre, |'oxydation de la
prostacycline synthase [160] et de I’ALDH-2 [157] entraine leur inactivation, ce qui pourrait

participer a I'instauration de la tolérance (Figure 12).
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Figure 12 : Métabolisme des nitrates organiques et tolérance. ALDH-2 : Aldéhyde déshydrogénase
mitochondriale ; RSH : pool de thiols réduits ; RSSG : pool de thiols oxydés (pont disulfure).

Certains auteurs utilisent le terme « tachyphylaxie » pour décrire la tolérance clinique
observée avec les dérivés nitrés. D’apres I'encyclopédie Larousse, la tachyphylaxie est un
« phénoméne de tolérance rapide de I'organisme vis-a-vis d'un médicament dont I'efficacité
décroit au fur et a mesure des prises, obligeant a en augmenter les doses. L'augmentation
des doses n'est pas toujours efficace, ni méme possible en raison du seuil de toxicité
rapidement atteint. Toutefois, la tachyphylaxie finit par disparaitre aprés un certain délai,
dont il faut tenir compte dans le rythme d'administration: deux applications de
corticostéroides cutanés doivent ainsi étre séparées par un intervalle de 12 heures ou, mieux,
de 24 heures ». En effet, I'instauration d’'une fenétre thérapeutique (un intervalle de temps
sans traitement) est classiqguement utilisée dans les traitements par dérivés nitrés pour
ralentir ou éviter la perte d’efficacité (Vidal®). Cette fenétre thérapeutique pourrait étre
néfaste pour les patients, avec notamment un effet rebond d’ischémie et d’hypersensibilité
aux vasoconstricteurs pendant les heures ou ils ne recoivent pas de traitement par dérivés

nitrés. Freedman et coll. [161] ont montré notamment une augmentation du nombre et de
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la durée des épisodes ischémiques silencieux chez les patients angineux traités par nitrates
organiques par rapport au groupe placebo. Par conséquent, une thérapie par un autre anti-

ischémique (bétabloquant ou inhibiteur calcique) est instaurée afin d’éviter I'effet rebond.

De plus, l'usage a long terme des nitrates organiques augmenterait les risques
cardiaques [162,163]. Ce pourrait étre un effet secondaire de I'inhibition de ’ALDH-2, car il a
été montré que son activation protege le coeur en cas d’ischémie et que son inactivation au

contraire contribue aux problémes cardiaques [164].

Dans la pratique clinique, la nitroglycérine [165], le 5-mononitrate [166] et le dinitrate
d’isosorbide [167] induisent des phénoménes de tolérance, mais pas le pentaérythrityl
tétranitrate [165]. Ceci serait dO a son effet activateur au niveau génomique de voies
antioxydantes (héme-oxygénase 1 et ferritine [168]) et cardioprotectrices (Apexl et
NFATS5 [169]). Il induit également I'expression de la superoxyde dismutase extracellulaire
[170] et de la glutathion peroxydase [171], deux protéines a fort pouvoir antioxydant. Des
essais cliniques associant aux nitrates organiques la prise d’antioxydants comme la vitamine
C a forte dose en intra-artériel [166] ou I’hydralazine par voie orale [172] ont été réalisés
avec succes. Néanmoins, ces résultats sont controversés, notamment en ce qui concerne la
vitamine C qui, aprés administration par voie orale, n’a pas eu d’impact sur la tolérance dans
I’étude de Milone et coll. [173]. De plus, il a été montré que I'administration intraveineuse
d’'une dose unique de N-acétylcystéine est efficace contre la tolérance induite par la
trinitrine [174] mais pas contre celle induite par le dinitrate d’isosorbide [175]. Cependant,
d’apres d’autres auteurs, une perfusion a haute dose de N-acétylcystéine concomitante a
I"'administration de dinitrate d’isosorbide aurait un effet sur les paramétres cardiaques, sans
changer pour autant I'endurance des patients a I'‘exercice: elle préviendrait donc

partiellement la tolérance [176].

Actuellement, I'arsenal thérapeutique agissant sur la signalisation de I'oxyde nitrique
est assez limité. Les médicaments disponibles présentent des inconvénients majeurs comme

des demi-vies courtes ou l'apparition rapide d’'un phénomeéne de tolérance, nécessitant
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I'instauration d’une fenétre thérapeutique qui peut s’avérer délétére pour les patients. Une
rupture de I'homéostasie redox de I'organisme par augmentation des espéces réactives de
I’oxygéne/de I'azote et/ou diminution de leur détoxification est vraisemblablement I'une des
causes principales de ce phénomene. Les mécanismes étant a I’heure actuelle encore peu
explorés et connus de fagon incomplete, il semble difficile d’améliorer |'utilisation de ces

médicaments.
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PARTIE Il : LE S-NITROSOGLUTATHION (GSNO)

1. GENERALITES SUR LE GSNO

1.1. AVANTAGES

1.1.1. De la classe des S-nitrosothiols

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit le phénomene de tolérance induit par
les nitrates organiques. L’hypothése la plus ancienne, bien que controversée, implique une
déplétion des réserves de thiols de l'organisme. Méme si leur pool n’apparait pas
systématiquement diminué, les thiols libres tissulaires sont vraisemblablement impliqués
dans le métabolisme des nitrates organiques. lls pourraient intervenir pour « régénérer » le
site catalytique des enzymes (Figure 12) : par exemple, dans la réduction du pont disulfure
formé au niveau du site catalytique de 'ALDH mitochondriale lors du métabolisme des
nitrates. Par ailleurs, d’aprés Li et coll. [177], la transformation des dérivés nitrés de type
isosorbide mettrait également en jeu des thiols grace a des réactions de transnitrosation,

pour « détoxifier » les especes réactives produites.

L'autre hypothése majeure est l'induction d’un stress oxydant et nitrosant, dont la
cause est multifactorielle et vraisemblablement liée a la transformation enzymatique des
nitrates organiques. Les S-nitrosothiols quant a eux n’induisent pas de stress oxydant ou
nitrosant, ni de tolérance, et restent efficaces méme apreés développement d’une tolérance a
la nitroglycérine, que ce soit ex vivo [79,178] ou in vivo chez le rat [179] ou le lapin [180]. Les
deux explications possibles seraient soit qu’ils activent la guanylate cyclase par un autre
mécanisme, soit qu’ils se lient également a un de ses résidus cystéines, mais la liaison

formée serait plus facile a attaquer par des réducteurs.

Aussi, d’un point de vue thérapeutique, I'utilisation de S-nitrosothiols semble étre d’un

grand intérét, puisque ces molécules apportent a la fois un résidu NO et un thiol.

1.1.2. Du S-nitrosoglutathion par rapport aux autres S-nitrosothiols

Les études préalablement citées concernent principalement des S-nitrosothiols

construits chimiquement par le greffage du groupement fonctionnel chimique nitroso- sur la
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N-acétylpénicillamine (NAP): S-nitroso-N-acétyl-D,L-pénicilline (SNAP) (Figure 13) et ses
dérivés plus lipophiles. La pénicillamine est un métabolite de la pénicilline, antibiotique bien
connu. La pénicillamine ne possede pas de propriétés antibiotiques, mais est utilisée comme
immunosuppresseur dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide [181] ou comme

chélateur du cuivre dans la maladie de Wilson [182] et de la cystéine dans la cystinurie [183].

SH SNO
OH
OH /J\ OH
O N
HoN N
0 (0]
Pénicillamine S-nitroso-N-acétylpénicillamine
SH SNO
OH OH
)\ OH )\ OH
0] N
(0] H N
O (6]
N-acétylcystéine S-nitroso-N-acétylcystéine

Figure 13 : Structures de la pénicillamine, de la N-acétylcystéine et des S-nitrosothiols
correspondants

Toutefois, de nombreux cas de réactions auto-immunes ont été rapportés, avec
notamment des pemphigus (apparition de bulles sur les muqueuses puis érosion par
décollement) [184], des glomérulopathies avec protéinurie [185] et des myasthénies
graves [186]. Li et coll. expliquent ces pathologies auto-immunes par une liaison irréversible
entre le groupement fonctionnel carbonyle de la pénicillamine et des groupements amines
présents a la surface des macrophages [187]. Cette liaison ressemblerait a la liaison
(réversible) entre les lymphocytes T et les macrophages qui permet l'activation de ces
derniers : ainsi, en présence de pénicillamine, le systeme immunitaire serait activé de facon

continue.
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Parmi les autres RSNO étudiés dans la littérature, la S-nitroso-N-acétylcystéine
(NACNO) a également montré in vitro ou chez I'animal des propriétés hypotensives [140],
d’antiagrégant plaquettaire [188], d’antiparasitaire [189], de protection contre le syndrome
d’ischémie-reperfusion [190] ou contre la peroxydation lipidique [191]. La
S-nitroso-N-acétylcystéine peut étre obtenue en nitrosant la N-acétylcystéine (Figure 13). La
N-acétylcystéine est un médicament dérivé de la cystéine administré par voie intraveineuse
dans les intoxications au paracétamol : elle permet de régénérer le pool de glutathion et
ainsi d’empécher I'accumulation d’un métabolite extrémement toxique pour le foie [192].
Elle peut également étre administrée par voie orale comme agent mucolytique : elle réduit
les ponts disulfures des mucoprotéines, permettant ainsi de fluidifier le mucus. Par voie
orale [193] ou intraveineuse [194], elle est quelquefois utilisée hors autorisation de mise sur
le marché (AMM) comme protecteur rénal pour prévenir les néphropathies induites par les
agents de contraste, mais la littérature est controversée a ce sujet. Il semblerait qu’elle
puisse protéger le rein contre les effets secondaires de certains médicaments, au moins chez
I'animal : amphotéricine [195], ciclosporine [196], cisplatine [197]. Cependant, la
N-acétylcystéine par voie orale ou parentérale présente des effets secondaires parfois
séveres chez 3 a 6 % des patients : par exemple hypotension, angiodeme, éruption cutanée,

réaction allergique sévére avec bronchospasme [198].

Nous avons vu précédemment que les S-nitrosothiols étaient des molécules tres
intéressantes par rapport aux thérapeutiques actuelles. Pourtant les deux exemples
ci-dessus montrent que des S-nitrosothiols « exogénes » ne sont pas idéaux dans la mesure
ou le squelette sur lequel est greffée la liaison —SNO n’est pas exempt de toxicité. De la vient
I'idée d’administrer de préférence un S-nitrosothiol qui existe déja de fagcon physiologique.
AlbSNO et HbSNO ne sont pas d’excellents candidats de par leur nature protéique, pouvant
entrainer des réactions immunitaires. Parmi les autres S-nitrosothiols endogénes, GSNO
semble plus intéressant que d’autres (CysNO, CysGlyNO) : sa synthése et sa précipitation
sont assez facilement réalisables. De plus, il existe déja une littérature abondante autour de

cette molécule.
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1.2. VOIES D’OBTENTION DU S-NITROSOGLUTATHION

La molécule peut étre achetée sous forme de poudre directement auprés de différents
fournisseurs de produits chimiques (non pharmaceutiques). Néanmoins, elle peut également
étre synthétisée relativement facilement en milieu liquide et a moindre co(t en suivant I'un

des protocoles suivants.

1.2.1. Par réaction avec le nitrite de sodium

C’est la réaction la plus souvent utilisée [92,199]. Il s’agit de faire réagir en condition

acide le glutathion réduit avec le nitrite de sodium de fagon équimolaire :
GSH + NaNO, + HCl - GSNO + NaCl + H,0

Selon les auteurs, le temps de contact nécessaire a I'atteinte du plateau de la réaction

varie mais est de I'ordre de 30 minutes a 1 heure.

1.2.2. Par réaction avec ‘NO gaz

Une autre méthode a été utilisée pour la synthése de NACNO [140] ou de GSNO en
solutions aqueuses mais aussi dans une matrice de poly(éthylene glycol) (PEG) et
d’eau [141]. Brievement, un mélange gazeux d’oxyde nitrique et de dioxygene est introduit
dans une solution aqueuse de glutathion contenue dans un récipient thermostaté. Le
plateau de réaction est atteint en quelques minutes, une fois que le gaz a diffusé dans le
milieu. La nitrosation du glutathion est réellement effectuée par le trioxyde d’azote N,O;

(produit par I'auto-oxydation du *“NO) selon les réactions suivantes :
2°'NO +0; > 2 °NO,
2 .NOZ +2 .NO -2 N203

N,O3; + GSH = GSNO + NO, + H*

Les ions nitrite formés peuvent ensuite créer I'équilibre suivant :

NO, + H" <> HO-NO <>0H -NO*
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Et la S-nitrosation du GSH peut alors étre obtenue par I'attaque du nitrosonium NO*

sur I'atome de soufre, selon la réaction suivante :
OH-NO* + GSH > GSNO + H,0
Le bilan de la réaction peut donc s’écrire :

N,O3 + 2 GSH - 2 GSNO + H,;0

1.2.3. Par transnitrosation avec un autre nitrosothiol

Des études ont été réalisées afin d’obtenir des S-nitrosothiols par une réaction de
transnitrosation avec un autre nitrosothiol (de type S-nitrosothiol [200] ou

N-nitrosothiol [201]) :
GSH + RXNO - GSNO + RXH (ou X est un atome de soufre ou d’azote)

Ces études n’étaient pas destinées a proposer une nouvelle voie de synthese de
S-nitrosothiols, mais plutét a étudier des mécanismes de transnitrosation qui peuvent se

produire in vivo.

Les différentes méthodes décrites précédemment permettent d’obtenir des solutions
de GSNO. La stabilité de ces derniéeres est de l'ordre de quelques jours. Pour pouvoir
conserver dans les meilleures conditions possibles le produit, il est préférable de le
précipiter. Par ailleurs, travailler avec un produit purifié plutoét qu’une solution peut étre une
nécessité pour la formulation galénique de la molécule ou pour I'administration d’un produit

selon les critéres pharmaceutiques.
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2. DEGRADATION DU GSNO

Trois types de dégradation ont été décrits pour les S-nitrosothiols. En premier lieu, un
clivage homolytique de la liaison S-NO, générant le radical "NO et un radical thiyl (RS®).
Cependant, a température ambiante et sans I'action de la lumiére, cette réaction est trés
lente [202,203]. En second lieu, un clivage hétérolytique a également été décrit, pouvant
étre catalysé par des ions métalliques. En présence de thiols (thiolates RS’, exactement),
cette réaction permet la transnitrosation [204—-208] : cette réaction semble prédominer dans
les milieux biologiques [209]. Enfin, différentes enzymes sont susceptibles de dégrader les

S-nitrosothiols.

Ce chapitre présente les différents parametres pouvant influencer la dégradation de
ces molécules. L'importance respective de ces différents mécanismes in vitro et in vivo dans

la dégradation des RSNO et donc dans la libération du "NO est encore discutée.

2.1. PARAMETRES INFLUENCANT LA RUPTURE HOMOLYTIQUE DE LA LIAISON
S-NO

2.1.1. Lumiére

Deux mécanismes possibles de dégradation photochimique des RSNO sont décrits
apres irradiation. Pour Singh et coll. [210], un rayonnement lumineux a 550 nm sur les RSNO
suffit pour briser la liaison S-NO en formant "NO et un radical alkyl thiyl RS®. Le radical thiyl
peut alors se combiner a un autre S-nitrosothiol, pour former le disulfure correspondant et

libérer une autre molécule de *NO.
RSNO = RS® + °NO
RS +RSNO ->RSSR + “NO

L'équipe de Miller préne un autre mécanisme ou la premiéere étape serait la méme,
mais oU, par la suite, la combinaison de deux radicaux thiyl générerait uniquement le

disulfure correspondant [211] :
2RSNO > 2RS" +2°NO

2RS" - RSSR
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2.1.2. Température

Le mécanisme de décomposition en fonction de la température semble similaire a
celui de la dégradation photochimique : libération de ‘NO et d’un radical thiyl, qui peut
ensuite soit attaquer un autre RSNO soit se recombiner avec un autre thiyl [210]. Cette

rupture homolytique de la liaison S-NO serait indépendante de la structure du RSNO [212].

2.2. PARAMETRES INFLUENCANT LA RUPTURE HETEROLYTIQUE DE LA LIAISON
S-NO

2.2.1. lons métalliques

Les métaux de transition sous leur forme ionique sont connus comme étant des
catalyseurs de la dégradation des RSNO in vitro, notamment Cu®, Cu®" (comme précurseur de
Cu’) ou Fe?* [213-215]. D’autres ions métalliques (Ni %%, Co **, Mn %', Cr **, Fe **, Zn **, Ca **,
Mg”*) ont été testés mais ne semblent pas intervenir dans la dégradation des RSNO [213].
Ag" et Hg”" réagissent avec les S-nitrosothiols selon un mécanisme différent, par hydrolyse
steechiométrique [216] : cette réaction est d’ailleurs a la base du dosage des RSNO par la
méthode de Saville-Griess décrite plus loin. De plus, l'utilisation de chélateurs de métaux
comme l'acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) ou I'acide diéthyléne triamine penta-
acétique (DTPA) dans des expériences permet d’augmenter la durée de vie des RSNO. C’est
le cas par exemple pour le GSNO dans I'expérience de Tullet et coll. [217], ou la demi-vie du
GSNO est multipliée par 3 en présence de chélateur. On peut également noter que certains
métaux a I'état d’oxydoréduction O peuvent interagir avec les RSNO, comme par exemple

I’or organisé en nanoparticules [218].

Ces réactions impliquent de prendre des précautions lors des préparations de solutions
de S-nitrosothiols. En effet, des ions métalliques non désirés peuvent étre introduits lors de
la préparation des solutions par |'utilisation de réactifs de mauvaise qualité (sels du tampon,
eau, ...). Une excellente illustration de I'importance de cette contamination de la solution par
les impuretés des réactifs est apportée par les expériences de Gu et coll. [219]. La
dégradation de CysNO est fortement ralentie dans un tampon de haute qualité ou par I'ajout
d’un chélateur a un tampon de mauvaise qualité. L'ajout de cations métalliques dans le
tampon de haute qualité raméne la demi-vie de CysNO aux valeurs obtenues dans le tampon

de mauvaise qualité.
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Noble et coll. [220,221] ont montré que la décomposition du GSNO en présence d’ions
métalliques était dépendante de la concentration initiale de la solution en GSNO. Selon le
mécanisme qu’ils proposent, les disulfures (GSSG) produits par la décomposition de GSNO
peuvent complexer Cu®’, limitant ainsi la formation de Cu" et stabilisant par conséquent le
RSNO. Le glutathion oxydé se comporterait ainsi comme un chélateur, grace a ses résidus

glutamate. Ils proposent la structure suivante pour le complexe formé (Figure 14) :
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Figure 14 : Structure du complexe théoriquement formé entre le glutathion oxydé et I'ion
cuivre (Il). D’apres [220,221].

Dans leurs expériences, des solutions de GSNO a des concentrations millimolaires sont
stables, car elles contiennent suffisamment de GSSG pour chélater le cuivre (Cu® 10 uM). En
revanche, pour des concentrations plus faibles, la stabilité de GSNO est réduite. Ceci pourrait
expliquer pourquoi des composés « stables » in vitro a des concentrations millimolaires
comme le GSNO peuvent étre trés efficaces (c’est-a-dire libérer facilement le ‘NO) a des

concentrations nanomolaires ex vivo et in vivo [220,221].

In vivo, le role exact du cuivre dans la décomposition des RSNO n’est pas déterminé.
Néanmoins, les concentrations physiologiques de cuivre libre sont trés faibles, bien plus que
les concentrations utilisées dans les études de dégradation in vitro. En effet, la concentration
des ions cuivre dans les systémes biologiques est estimée entre 10° et 10™? M. Cependant,
certains auteurs indiquent que le cuivre (Cu®) lié aux peptides et protéines pourrait
également générer du cuivre (I) (Cu®) [222], ce qui serait un argument potentiel en faveur

d’une implication de cette réaction dans la dégradation des RSNO in vivo.
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2.2.2. Réducteurs

L'utilisation d’agents réducteurs comme la vitamine C ou les thiols peut accélérer la

dégradation des RSNO.

La vitamine C (acide ascorbique) joue un réle physiologique important comme
antioxydant [223], notamment comme protecteur contre la peroxydation lipidique. Elle est
présente en assez forte concentration dans différents organes [224]. L’acide ascorbique peut

réduire les RSNO : cette réaction est fortement dépendante du pH [225,226].

De plus, dans I'expérience de Tullet et coll. [217], I'addition de cystéine dans le milieu
diminue la stabilit¢ de GSNO, de maniére concentration dépendante. A de faibles
concentrations en cystéine, GSNO est fortement déstabilisé, alors que cet effet diminue
guand la concentration en cystéine augmente. D’apres Dicks et coll. [208], en fonction de
leur structure et de leur concentration, les thiols libres pourraient augmenter ou diminuer la
stabilité des RSNO, car ils pourraient se comporter soit comme des agents réducteurs
(générant Cu*), soit comme des chélateurs de Cu®* (le rendant ainsi moins susceptible a la

réduction).

Un autre exemple du role potentiel de chélateur des thiols réduits est donné par
Williams [227]. En effet, |la dégradation de SNAP est freinée par des concentrations de NAP
supérieures a 10" M. Il attribue cette observation & la formation d’un complexe
pénicillamine-cuivre (utilisation de NAP comme chélateur dans la maladie de

Wilson) (Figure 15).

Figure 15 : Complexe formé entre la N-acétylpénicillamine et le cuivre. D’apres [227].
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2.3. AUTRES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES INFLUENCANT LA
DEGRADATION DES RSNO

2.3.1. pH

La structure électronique des RSNO est en fait une combinaison de trois structures de
résonance. On distingue la forme conventionnelle (S), la forme zwitterionique (D) et la forme
ionique (l); les structures de résonance et leurs importances relatives sont données

ci-dessous (Figure 16a) [228].

& = m

R—E—N=0 = R—S=N—0 <= RrR-& nN=O:
S D |
- 0 B _ a N i
(a) 70 - 80% 15 - 25% 6-10%
SNO
a

(b)

Figure 16 : Formes de résonance (a) et structure chimique (b) des S-nitrosothiols

L'existence de la forme | permet d’expliquer la faible énergie de dissociation de la
liaison S-NO (estimée a 30 kcal/mol [229]). La structure D confére des propriétés de double
liaison a la liaison S-N, limitant ainsi la dégradation par clivage homolytique. En fonction des
structures des RSNO, et notamment des substituants présents sur les carbones en a et B du
soufre (Figure 16b), la structure D peut étre plus ou moins favorisée, modulant ainsi la

labilité de la liaison S-NO [228].

Plusieurs auteurs se sont intéressés a linfluence du pH sur la dégradation des
RSNO [219,226] en présence d’ions métalliques, d’ascorbate ou de thiols libres. La
dégradation de la S-nitrosocystéine en présence de cystéine (en fort excés) est maximale a
pH 8, et diminue quand le pH s’éloigne de cette valeur dans un sens ou l'autre [230]. Les
auteurs indiquent que la cystéine peut exister sous quatre formes (trois fonctions acido-

basiques) en fonction du pH, qui sont susceptibles d’intervenir comme catalyseurs de
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transfert du groupement -NO. D’autre part, la dégradation du GSNO en présence
d’ascorbate augmente entre pH = 5 et pH = 8, en favorisant la forme la plus réactive de
I'ascorbate [226]. Enfin, Gu et coll. [219] montrent que dans un tampon de faible qualité, la
dégradation de la S-nitrosocystéine est grandement accélérée quand on augmente le pH de
5,9 a 8,0. lls expliquent ces résultats par la présence de contaminants métalliques dans les
tampons, dont les formes les plus réactives avec les RSNO seraient favorisées par des pH

proches du pH physiologique.

2.3.2. Dioxygéne

L’oxygénation du milieu provoque la décomposition des S-nitrosothiols, bien que le
mécanisme exact ne soit pas encore clairement défini [78]. Grossi et coll. [231] proposent un

mécanisme impliquant le trioxyde d’azote (N,O3) (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanisme proposé pour la dégradation des S-nitrosothiols par le dioxygéne

Dans cette réaction, I'oxyde nitrique libéré par la décomposition du S-nitrosothiol est
susceptible de réagir rapidement avec le dioxygene de I'air pour former N,Os. Par la suite, un
transfert d’électrons entre N,Os3 et un RSNO conduirait a la formation d’une paire d’ions
radicalaires, qui se décomposerait ensuite en un intermédiaire radicalaire, avec libération de
‘NO qui peut de nouveau réagir avec le dioxygéne (initiation de la chaine). Quant a
I'intermédiaire, il peut a son tour subir une rupture homolytique de la liaison S-NO avec

formation de radical thiyl et de N,Os (propagation de la réaction en chaine).

En résumé, la notion de stabilité chimique est surtout liée aux conditions

expérimentales. Dans le cas des RSNO, de nombreuses études ont été effectuées, mais les
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stabilités obtenues sont difficilement comparables de par la diversité des conditions
utilisées. A I’heure actuelle, il existe cependant un certain consensus sur le réle de tous ces
facteurs physico-chimiques, notamment en ce qui concerne le pH : les RSNO seraient stables
a pH acide (par exemple le pH de fin de synthese = 0,3), mais pas a pH neutre. L'utilisation
d’un pH acide ne géne pas la conservation, mais pose un réel probleme pour |'utilisation de
ces solutions dans des expériences ex vivo ou in vivo. Le pH physiologique étant entre 7,35 et
7,45 (sauf compartiments particuliers), il semble nécessaire d’ajuster le pH de ces solutions

avant utilisation.

2.4. DEGRADATION ENZYMATIQUE DES S-NITROSOTHIOLS

Les principales enzymes ayant été décrites comme permettant la libération de "NO a
partir des RSNO sont les thiorédoxines (Trx) et les protéines disulfure isomérases (PDI) [228].
D’autres enzymes ont cependant été décrites comme susceptibles de dégrader les RSNO,
comme par exemple la xanthine oxydase [232], la superoxyde dismutase [233], ou I'alcool
déshydrogénase de type Il [234]. Par ailleurs, la GGT déja citée précédemment dans ce

travail sera décrite de facon plus compléte, pour son action spécifique du GSNO.

2.4.1. Thiorédoxines

Les thiorédoxines sont des enzymes ubiquitaires essentielles pour ’lhoméostasie redox
de l'organisme. Elles sont notamment impliquées dans la réduction des ponts disulfures des
protéines ou la dénitrosation des protéines nitrosées [235]. On retrouve ces petites
protéines (12 000 g/mol) trés conservées chez tous les organismes (mammiféres, végétaux,
levures), en quantité variable. Chez les mammiféres, on distingue trois isoformes de

Trx (Tableau 5).

Tableau 5 : Caractéristiques des trois isoformes de thiorédoxines chez les Mammiferes

Localisation Localisation
Isoformes ) . . .

Tissulaire intracellulaire

Trx-1 ubiquitaire cytosol
Trx-2 ubiquitaire mitochondrie

P32TrxL Estomac, testicules,
. - . . cytosol
(thioredoxin-like cytosolic protein) moelle osseuse
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Le centre catalytique de I’enzyme contient le motif invariant [Tryptophane-Cystéine;-
Glycine-Proline-Cystéine,] : c’est la différence de réactivité entre les deux cystéines qui
conditionne le mécanisme catalytique des Trx [236]. La cystéine N-terminale du motif CXXC
agit comme un nucléophile qui attaque le pont disulfure des substrats comme le GSNO. Il y a
alors formation d’un pont disulfure entre I'enzyme et le substrat, avec libération de “NO ou
HNO. Lors du changement de conformation induit par cette réaction, la seconde cystéine,
préalablement enfouie au coeur de la protéine, se retrouve exposée au milieu externe et
rapprochée de la premiere cystéine [237]. La seconde cystéine, sous forme thiolate (R-S),
peut alors réagir avec le pont disulfure intermoléculaire préalablement formé, avec
réduction du substrat et formation d’un pont disulfure intramoléculaire au sein de

I’'enzyme (Figure 18).

.
SNO S‘@SH @
H

N e N

S—S

SH
= - @ + HNO or NO

+

S@S :|

&

v i
NADP+ NADPH

Figure 18 : Schéma de la réaction d’un S-nitrosothiol avec la thiorédoxine, exemple d’un

S-nitrosothiol protéique. Modifié d’apres [238].

L'enzyme oxydée est ensuite régénérée par la thiorédoxine réductase (TrxR) en

présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH).
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2.4.2. Protéines disulfure isomérases (PDI)

Depuis leur découverte [239], 17 protéines disulfure isomérases ont été identifiées
chez ’'homme, avec des architectures et des sites actifs variés [240]. Leur site actif comporte
également deux résidus cystéine [241]. Ces enzymes peuvent catalyser la formation, la
réduction ou [lisomérisation de ponts disulfures, en fonction du substrat et de
I’environnement redox. Leur localisation est principalement le réticulum endoplasmique,
mais ces enzymes peuvent également étre sécrétées par certaines cellules comme les
cellules endothéliales, a la surface desquelles elles restent associées par des interactions
électrostatiques [100]. Elles peuvent alors participer au métabolisme des RSNO ; il a en effet
été montré qu’elles pouvaient dénitroser GSNO [242], permettant la libération de ‘NO et

son passage dans la cellule par diffusion a travers la membrane cytoplasmique.

2.4.3. y-glutamyltransférase

La y-glutamyltransférase (GGT) est une glycoprotéine hétérodimérique
transmembranaire majoritairement exprimée dans les cellules épithéliales de nombreux
tissus, érythrocytes exceptés [243]. Elle est utilisée en clinigue comme indice de

dysfonctionnement hépatobiliaire [244].

Bien que son roéle physiologique ne soit qu’imparfaitement connu, elle joue un réle
essentiel dans le recyclage du glutathion. En effet, c’est la seule enzyme clivant le glutathion
et ses sulfo-conjugués en quantités importantes [245]. La GGT catalyse la coupure de
molécules contenant un groupement y-glutamyl- (ex: GSH) par hydrolyse ou
transpeptidation. Il y a transfert du groupement y-glutamyl- d’un donneur a un accepteur
avec libération dans le cas du GSH d’un dipeptide cystéinylglycine. Comme le glutathion
sérique est incapable de pénétrer dans la cellule sous forme de tripeptide, le clivage par la
GGT permet a la cellule de capter les acides aminés nécessaires a une synthese

intracellulaire de glutathion.

Par ailleurs, la conjugaison avec le glutathion étant une des principales voies de
métabolisation des xénobiotiques, la GGT est également impliquée dans la détoxification des
molécules exogeénes (médicaments anti-mitotiques, hydrocarbures aromatiques,

aflatoxines) [246].
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En ce qui concerne les RSNO, I'action de la GGT ne permet pas a elle seule de libérer
*NO a partir du GSNO. En effet, elle clive le GSNO de la méme facon que le GSH : en présence
d’un accepteur, il y a libération de S-nitroso-cystéinylglycine (CysGlyNO), qui libérera "NO

selon le schéma proposé dans la Figure 9.

En conclusion, la dégradation des RSNO est complexe, et fortement dépendante de
leur structure. Il existe une littérature importante sur le sujet. Néanmoins, les études sont
souvent effectuées dans le but de corréler I'activité pharmacologique des RSNO jn vivo a leur
stabilité in vitro. Celle-ci est rarement étudiée dans des conditions correspondant aux
conditions physiologiques, ce qui peut expliquer le manque de corrélation globalement
observé. Par ailleurs, les résultats entre différentes équipes sont difficilement comparables :
en effet, I'eau, les réactifs utilisés pour la synthése ne sont pas toujours de méme qualité et
le suivi des solutions est effectué généralement par spectrophotométrie UV-visible, méthode
qui peut manquer de spécificité. Pour conclure, la synthése chimique de nouveaux
S-nitrosothiols doit tenir compte de I'importance de la structure sur leur stabilité, et étre

réalisée avec des réactifs de haute qualité.
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3. METHODES D’ETUDE DES S-NITROSOTHIOLS

Lors de I'étude de S-nitrosothiols, on peut s’intéresser a leur activité biologique (que
I'on peut tester par des modeles in vitro, ex vivo ou in vivo), a des concentrations
physiologiques ou pathologiques, ou encore a leurs propriétés chimiques. Dans tous les cas,
il faut disposer de méthodes permettant dans I'idéal d’identifier et de quantifier les RSNO, si

possible avec une grande sensibilité et une grande spécificité.

A I'heure actuelle, il existe tres peu de méthodes directes d’étude des RSNO. Les
méthodes indirectes exploitent la labilité de la liaison S-N- et détectent en général *NO ou
in fine les ions nitrite libérés. Le chlorure de mercure est souvent employé pour obtenir le
clivage hétérolytique de la liaison S-NO : I'ion nitrosonium libéré (NO™) est un agent nitrosant
puissant, qui est rapidement transformé en ion nitrite a pH neutre, ou complexé a une
molécule lui conférant des propriétés spectrales intéressantes (absorbance, fluorescence...).
Des méthodes séparatives sont souvent employées en paralléle pour isoler les RSNO avant

de les détecter et éventuellement les identifier.

3.1. METHODES DIRECTES DE DOSAGE DES S-NITROSOTHIOLS

3.1.1. Spectrophotométrie UV-visible

La liaison S-NO est caractérisée par deux maxima d’absorption: I'un entre 330 et
340 nm (avec une absorbance molaire, €, comprise entre 500 et 1000 M'l.cm'l), I"autre vers
545 nm (g entre 10 et 20 M.cm™). Pour les solutions de GSNO, les maxima sont a 334 nm

(e =922 M™*.cm™) et 545 nm (e = 15,9 M .cm™) [247].

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode simple et rapide pour déterminer
la concentration d’une solution de RSNO. Néanmoins, elle manque de spécificité car toute
autre substance absorbant a 334 nm peut interférer avec la mesure, notamment les dérivés

avec des ponts disulfures.

3.1.2. Biotin switch

Il s’agit d’'une méthode développée en 2001 par Jaffrey et Snyder [248] qualitative

(éventuellement semi-quantitative) permettant de visualiser et d’identifier des protéines
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nitrosées ex vivo, dans des cellules ou des tissus. Elle comporte trois étapes successives
avant la détection : blocage des groupements —SH libres, réduction des groupements —SNO,

biotinylation des groupements thiols ainsi formés (Figure 19).

SH Dénaturation f— S_® p— S _® — S —® b S —®

des pratéines
(SDS, chaleur) — — G — —

S S
I I I I I
S S

_® — — S — I
(S-méthylméthane
SNO thiosulfonate) ™= SNO === SH S —O S —O

RSH RSNO -

(ascorbate) Maléimide-biotine

1) Blocage des thiols 2) Réduction spécifique 3) Marquage avec 4) Détection avec un
libres des groupements -SNO la biotine systéme conjugué a l'avidine

Figure 19 : Principe du biotin-switch pour la détection d’une protéine S-nitrosée

Pour pouvoir identifier les protéines nitrosées détectées, cette technique est souvent
couplée avec des techniques séparatives de chromatographie [249] ou de migrations sur gel

[250] puis a la spectrométrie de masse pour l'identification.

3.2. METHODES INDIRECTES DE DOSAGE DES RSNO BASEES SUR LA DETECTION
D’IONS NITRITE

3.2.1. Spectrocolorimétrie : Saville-Griess

La réaction de Griess décrite pour la premiére fois en 1879 est une réaction de
diazotation en deux étapes en milieu acide, permettant le dosage des ions nitrite. L'espece
NO’, générée par l'acidification de NO,, réagit avec le sulfanilamide pour produire un ion
diazonium. Aprés couplage avec la N-(1-naphtyl) éthylénediamine, un chromophore azoique

stable est formé, qui absorbe fortement a 540 nm (couleur rose) (Figure 20).
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Figure 20 : Principe de la réaction de Griess

Il est possible de quantifier un RSNO en couplant la réaction de Saville [251] a celle de
Griess : un clivage hétérolytique de la liaison S-N est obtenu par un excés de sels de mercure

(HgCl,) en milieu acide et NO* libéré peut alors étre détecté par la réaction de Griess.

Méme s’il s’agit d’'une méthode indirecte, la colorimétrie présente plusieurs avantages
sur la méthode spectrophotométrique (détection a 334 nm) décrite précédemment. En
premier lieu, elle peut étre utilisée pour des solutions moins concentrées. En second lieu,
elle permet de déterminer a la fois la concentration en RSNO et en ions nitrite des solutions

(soit présents en tant que tels, soit issus de la dégradation des RSNO).

Il est également possible de déterminer la concentration en ions nitrate d’une solution
grace a la méthode de Griess apres réduction. Cette réaction était historiguement obtenue
chimiguement avec du cadmium [252], mais elle est maintenant le plus souvent effectuée

enzymatiquement grace a une nitrate réductase [253] selon I'équation suivante :

. . Nitrate réductase X .
NOs; + NADPH + H » NO, + NADP" + H,0

La réduction enzymatique permet de travailler sur de plus petits volumes, avec une

réduction totale des nitrates et sans probléme de toxicité liée au cadmium.
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Il peut cependant y avoir en plus une étape d’oxydation de NADPH (par la lactate
déshydrogénase et Iacide pyruvique) car le systtme NADPH/NADP" peut interférer avec la

réaction de Griess [254].

Enfin, divers constituants sont connus pour interférer avec la réaction de Griess,
comme les protéines [255], les anticoagulants [256], I'azide de sodium, I'acide ascorbique ou

les composés contenant des thiols [257].

La spectrocolorimétrie est tres souvent utilisée dans un cadre in vitro, du fait de sa
grande simplicité et de son faible co(t. Elle peut difficilement étre employée pour
déterminer des concentrations physiologiques de RSNO, du fait de sa faible sensibilité
(10 — 5.107 M). Néanmoins, Akaike et coll. [258] ont développé une méthode couplant la
chromatographie liquide haute performance avec Griess/Saville-Griess permettant

d’augmenter la sensibilité jusque 3.10° M.

3.2.2. Spectrofluorimétrie

Le 2,3-diaminonaphtalene (DAN) et la 4,5-diaminofluorescéine (DAF-2) sont des
sondes spécifiques des ions nitrite. La réaction du composé aromatique non fluorescent DAN
avec des dérivés nitrosés générés par l'acidification des ions nitrite forme un produit
hautement fluorescent a pH alcalin, le 2,3-naphtotriazole (NAT) (Aexc = 375 nm/Aem = 415 nm)
(Figure 21). De méme qu’avec la réaction de Griess, la réaction de Saville peut étre réalisée

en paralléle pour cliver la liaison S-NO et doser des RSNO.

NHZ ‘

NH,
2.3 diaminonaphtaléne (DAN)

2,3 naphtotriazole (NAT)

N=—N
\6H2 N\\‘
- N
/
NH,

N
H

Figure 21 : Spectrofluorimétrie : structure des sondes DAN et NAT. NOx : espéces réactives
dérivées de "NO.
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Le DAF-2 produit également aprés réaction avec les nitrites en pH acide un composé
fluorescent, la triazolofluorescéine (DAF-2T), qui a I'avantage d’étre excitable en lumiére
visible (Aexe = 485 nm/Aem = 520 nm), ce qui supprime des signaux provenant de
I’'autofluorescence des tissus. En revanche il ne peut pas étre couplé avec la réaction de
Saville-Griess, car le chlorure de mercure génere des modifications spectrales pouvant
fausser le résultat. Il est toutefois possible de doser le GSNO avec cette sonde fluorescente
grace au protocole de Bramanti et coll. [259] : GSNO est hydrolysé par la GGT, et la
S-nitrosocystéinylglycine ainsi obtenue est décomposée par des ions cuivres (I) en

cystéinylglycine et “NO, qui réagit ensuite avec la sonde fluorescente.

Il est également possible de visualiser les dérivés de “NO ex vivo in situ en utilisant un
précurseur de DAF-2, le dérivé DAF-2 diacétate, qui est capable de pénétrer a l'intérieur des
cellules, ol les estérases hydrolysent le résidu diacétate. Le DAF-2 libéré ne peut pas
ressortir de la cellule et réagit avec les espéces nitrosantes dérivées de "NO pour former

DAF-2T (Figure 22).

f CELLULE N
DAF-2 triacétate DAF-2 A DAF-2 triazole A

NH, N— v ons

/

NOx
estérases

=495 nm

o o]
Capable de pénétrer dans A o=
excitation

la cellule A 515 hm

émission”

a

Figure 22 : Spectrofluorimétrie : DAF-2 diacétate. Adapté d’apres [260].

3.3. METHODES INDIRECTES DE DOSAGE DES RSNO BASEES SUR LA DETECTION
DE "NO

3.3.1. Electrochimie

Les méthodes électrochimiques sont trés sélectives pour ‘NO et aussi trés sensibles

(gamme de l'ordre du nanomolaire) : elles permettent d’étudier la concentration de “NO
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in vivo et en temps réel. La premiére électrode pour “NO a été décrite en 1990 [261], et est
disponible commercialement depuis 1992. Il existe dorénavant de multiples électrodes a
*NO, mais les plus utilisées sont les ampérométriques (électrode de type Clark). Une tension
fixée est appliquée a une électrode de travail (versus une électrode de référence) en contact
avec le milieu a étudier. "NO diffuse a travers une membrane perméable aux gaz et le fin film
d’électrolyte de I'électrode de travail, entrainant son oxydation. Cette oxydation crée un
courant proportionnel a la concentration de "NO a I'extérieur de la membrane. Le temps de
réponse est assez long (2-3 secondes), ce qui peut étre un probleme si I’on souhaite mesurer
des changements transitoires de *“NO dans un fluide ou étudier des réactions rapides de ‘NO

avec d’autres molécules [262].

De multiples électrodes existent dorénavant pour le dosage de ‘NO, et certaines ont

été adaptées pour détecter les RSNO apres dégradation de ceux-ci [263].

3.3.2. Résonance paramagnétique électronique

La résonance paramagnétique électronique est une technique spectroscopique
découverte en 1945 par Zavoisky. Elle consiste a soumettre un systéme contenant des
électrons non appariés a des champs magnétiques et a étudier les transitions (effet Zeeman)
qui en découlent. En effet, I'électron posséde un mouvement de rotation sur lui-méme
caractérisé par un nombre quantique de spin. |l peut prendre deux orientations dans un
champ magnétique, soit parallele (spin - %, faible énergie), soit antiparallele (spin + %, haute
énergie). A ces deux orientations correspondent deux niveaux d’énergie différents, entre
lesquels des transitions peuvent étre induites. Cette technique permet de détecter et
d’identifier des électrons célibataires et est tres sensible a leur environnement. Elle est
utilisée dans de nombreux domaines scientifiques (archéologie, chimie, physique,

médecine, ...).

Elle a également été utilisée pour suivre ‘NO généré a partir de S-nitrosothiols.
Néanmoins, pour éviter que "NO libéré réagisse avec des thiols présents dans le milieu pour
régénérer un S-nitrosothiol, la technique de spin-trapping est souvent utilisée. Un composé
capable de « piéger » “NO est ajouté au milieu, pour éviter cette réaction de recyclage. Par
exemple Rocks et coll. [264] utilisent un complexe du Fe(ll) et du chélateur

N-methyl-D-glucamine dithiocarbamate a pH basique qui est capable a la fois de déclencher
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la décomposition des RSNO et de capter “NO libéré. Le pH alcalin permet d’éviter une
éventuelle acidification des ions nitrites contenus dans les milieux biologiques en I'espéce
NO®, détectable avec cette technique. Cette méthode a été utilisée pour mesurer des
S-nitrosothiols dans le sang et les fluides synoviaux, avec une limite de détection de 50 nM. Il
n’y a pas d’interférence avec les espéces nitrite et nitrate, mais seulement 71 % du GSNO
étaient retrouvés dans le liquide synovial et également 71 % d’AIbSNO dans du sang

total [265], avec un coefficient de variation de 4,7 %.

En revanche, il existe une interférence avec les N-nitrosamines (RNNO): elles
réagissent dix fois moins que les RSNO, mais leurs concentrations biologiques peuvent étre
élevées (ex : 32 nM de RNNO pour 7 nM de RSNO dans le plasma humain sain [266]). Une
utilisation de mercure pourrait permettre d’élucider cette interférence, mais nécessite de
réaliser plusieurs mesures, en séparant les signaux sensibles au mercure (RSNO) de ceux

insensibles au mercure (RNNO).

3.3.3. Chimiluminescence

Une molécule dans un état excitée est produite a l'issue d’une réaction chimique et
revient a son état fondamental en émettant de la lumiére: c’est le phénoméne de
chimiluminescence. La réaction de chimiluminescence la plus connue du grand public est
celle utilisée par la police scientifique pour détecter les traces de sang (réaction d’oxydo-

réduction du luminol avec I'eau oxygénée, catalysée par le fer contenu dans le sang).

La détection de monoxyde d’azote se fait également par chimiluminescence, par
exemple lors de sa recherche en tant que polluant atmosphérique ou pour I'identification de
produits explosifs. La méthode la plus souvent employée est sa réaction rapide en phase

gazeuse avec un exceés d’ozone, selon les équations suivantes :
.NO + 03 - NOZ* + 0,
NO>* = NO, + hv

L'émission de lumiére obtenue (hv) est détectée et amplifiée avec un
photomultiplicateur pour générer un signal électrique. Elle est proportionnelle a la quantité

de "NO dans le milieu.
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Cette méthode de dosage détecte “NO, mais peut étre utilisée pour détecter de
nombreux métabolites de "NO notamment les S-nitrosothiols aprés photolyse [204] ou
réduction chimique (CuCl et cystéine [267]). L'intérét de ces méthodes est d’avoir des limites
de quantification beaucoup plus faibles que les méthodes colorimétriques et fluorimétriques

(de I'ordre du nM).

3.4. METHODES DE SEPARATION ET D’IDENTIFICATION

3.4.1. Techniques chromatographiques

Le terme « chromatographie » regroupe un grand nombre de techniques séparatives,
toutes basées sur la migration différentielle des analytes qui se répartissent entre une phase
stationnaire et une phase mobile. Les deux types de chromatographies utilisées pour la
détection des RSNO sont la chromatographie liquide haute performance (CLHP) et la
chromatographie en phase gazeuse. Les deux sont des chromatographies sur colonne, la
premiére avec une phase mobile liquide, la seconde avec une phase mobile gazeuse.
Différents types de détection ont été employés avec la chromatographie liquide : UV-visible
simple [268,269], UV-visible aprés réaction et détection en colorimétrie [258], fluorimétrie
[93,259], électrochimie [270] ou spectrométrie de masse [271]. La chromatographie gazeuse
est généralement couplée avec la spectrométrie de masse [272-274]. La spectrométrie de
masse est en effet une technique de caractérisation basée sur la détermination du rapport
masse/charge (m/z) des ions obtenus aprés ionisation de I"échantillon. Ces ions sont
susceptibles de se fragmenter, selon des regles définies: I'analyse du spectre de

fragmentation renseigne donc sur la molécule initiale [275].

Les techniques chromatographiques non couplées permettent d’identifier une espéce,
a condition que le milieu ne soit pas trop complexe, et de disposer d’étalons valides
permettant de connaitre avec certitude le temps de rétention de I'espéce dans le systeme
étudié. Sinon, la seule possibilité d’identifier les molécules est le couplage avec une autre

technique comme par exemple la spectrométrie de masse.

Le développement et la caractérisation d’'une méthode CLHP pour le dosage de GSNO

ainsi que ses impuretés seront développés dans la partie expérimentale.
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3.4.2. Electrophorése capillaire

L’électrophorese capillaire est une technique séparative basée sur la migration
différentielle a I'intérieur de tubes capillaires de solutés chargés, sous l'influence d’'un champ
électrique. Les mouvements du soluté sont la somme de deux phénomenes:

I’électrophorése et I'électro-osmose.

Une espéce chargée mise en solution et soumise a un champ électrique E se déplace
vers I'électrode de signe opposée avec une vitesse linéaire appelée vitesse

électrophorétique (pep).

uep = q/(6nnr)
avec q = charge de I'ion, r = rayon de I'ion, n = viscosité de la solution
La mobilité est nulle pour une espéce sans charge nette.

Le second parameétre qui controle le mouvement des solutés est I'électro-osmose. En
effet, la paroi interne du capillaire est tapissée de groupements silanol qui s’ionisent a partir
de pH 3 pour former une paroi intérieure chargée négativement [275]. Afin d’assurer
I’électro-neutralité, les cations du milieu tampon viennent recouvrir la paroi ce qui donne
lieu a la formation d’une double couche. Sous I'influence du champ électrique, les cations de
cette double couche se mettent en mouvement et migrent en direction de la cathode. Ce
faisant, ils entrainent la solution tampon et créent ainsi un flux appelé écoulement électro-
osmotique. Cet écoulement peut étre controlé en modifiant la tension, le pH ou la nature du
capillaire, ou en introduisant des additifs. De cette fagon, les molécules neutres ainsi que les
anions sont entrainés vers le détecteur, généralement situé du co6té cathodique. Leur

mobilité électro-osmotique (ueg) est définie par :
ueo= ¢/4nn
avec € = constante diélectrique et { = potentiel zéta.

La mobilité apparente des espéces (vitesse réelle de migration des molécules au sein
du capillaire) correspond donc a la somme de la mobilité électrophorétique et de la mobilité

électro-osmotique (Figure 23).
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Figure 23 : Principe de I'électrophoreése capillaire et mobilité des espéces en fonction de
leur charge

Un des intéréts majeurs de I'électrophorese capillaire est le faible volume d’échantillon
gu’elle nécessite (quelques nanolitres). L’électrophorése capillaire a été utilisée pour doser
des RSNO [276-278], avec des limites de détection de I'ordre du puM. Comme pour la
chromatographie, il faut disposer d’étalons pour pouvoir identifier les pics obtenus apres

migration.

En conclusion, il existe de nombreuses méthodes de dosage des RSNO, mais la plupart

sont indirectes (Tableau 6).
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Tableau 6 : Bilan des méthodes de dosage des S-nitrosothiols

; . ) tee s Utilisation in vivo/ex ldentification spécifique
Espece dosée  Sensibilité / p q

vivo des RSNO
Spectrophotométrie RSNO 10 M Non Non
Spectrocolorimétrie NO, /NO* 10° M +/- Non
Spectrofluorimétrie NO, /NO* 108 M Oui Non
Résonance
paramagnétique ‘NO 108 M Oui Non
électronique
Electrochimie ‘NO 10° M Oui Non
Chimiluminescence ‘NO 10° M Oui Non
. En fonction du .
EIectro.ph.orese mode de 10° M 4/ Oui S|.standards
capillaire , . existants
détection
Oui si standards
. En fonction du existants ou couplage .
h h , . o
Chromatographie mode de détection avec la spectrométrie Oui
de masse
I . Protéines Semi- . oul S.I couplfage av.ec
Biotin-switch . , . Oui techniques séparatives
nitrosées quantitatif

+ identification

Par ailleurs, le choix de la méthode dépend évidemment des moyens financiers
disponibles. Enfin, quelle que soit la méthode retenue, il faut faire attention a d’éventuelles

contaminations, notamment en nitrite ou nitrate par I'eau ou la verrerie.
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4. ESSAIS CLINIQUES AVEC LE GSNO

4.1. GENERALITES SUR LES ESSAIS CLINIQUES

4.1.1. Définition

D’apres le code de la Santé Publique (Article L1121-1), les recherches biomédicales
sont définies comme « les recherches organisées et pratiquées sur |'étre humain en vue du

développement des connaissances biologiques ou médicales ».

Le passage a I'homme est décidé aprés avoir vérifié par des études précliniques
(toxicologie, pharmacocinétique, pharmacologie) chez I'animal, I'effet thérapeutique et la

sécurité d’emploi de la molécule.

4.1.2. Législation

En droit frangais, les recherches biomédicales sont encadrées depuis 1988 (loi du
20 décembre 1988 n° 88-1138, dite Huriet-Sérusclat). Les principaux points de cette loi sont :
la protection des personnes, I'appréciation du rapport bénéfice/risque de la recherche, la
nécessité de l'information et du consentement libre et éclairé des participants. Ceci a
notamment conduit a la mise en place de « Comités Consultatifs de Protection des
Personnes qui se prétent a la Recherche Biomédicale » (CCPPRB) dans chaque région pour

vérifier le bon respect de ces points fondamentaux.

En 2004, la directive européenne n°2001/20/CE a été transposée dans la
réglementation francaise (loi de santé publique du 9 ao(t 2004 et décret d’application du
26 avril 2006) : elle concerne le rapprochement des dispositions législatives, reglementaires
et administratives des états membres relatives a I'application des bonnes pratiques cliniques
dans la conduite d’essais cliniques de médicaments a usage humain. Tout essai clinique doit
dorénavant recevoir une autorisation préalable de I'autorité compétente (Agence Nationale
de Sécurité du Médicament et des produits de santé, ANSM) et un avis du Comité de

Protection des Personnes (CPP).
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4.1.3. Les différentes phases de la recherche clinique

Une fois les expérimentations chez I'animal effectuées sans encombre, la recherche

chez ’'homme se déroule classiquement en quatre phases :

La phase | est destinée a évaluer I'innocuité ou la tolérance du médicament. Il s’agit de
déterminer la posologie entrainant les premiers effets indésirables et celle entrainant les
premiers effets pharmacodynamiques souhaités. Ces études sont réalisées sous surveillance
étroite, le plus souvent chez des volontaires sains, sauf pour des médicaments dont la
toxicité est connue et fait partie du mode d’action, comme les anticancéreux par exemple,

qui sont administrés directement chez des malades.

La phase Il étudie I'efficacité pharmacologique. Elle comporte généralement des
études de pharmacologie humaine, de pharmacocinétique humaine et des études du
mécanisme générant 'effet. Elle permet de confirmer sur un petit nombre de patients les
résultats obtenus chez I'animal. Elle a lieu généralement sur une courte durée, chez des
volontaires sains ou malades selon les cas, et doit permettre de déterminer la dose a utiliser
par la suite ainsi que de préciser la voie d’administration et la formulation galénique

optimales.

La phase lll consiste a confirmer I'efficacité thérapeutique du médicament dans les
indications revendiquées et a évaluer sa tolérance sur des effectifs plus larges de patients.
Elle est constituée de plusieurs essais avec un nombre important de patients, qui dans le cas
le plus simple sont répartis en deux groupes, I'un recevant le médicament a tester et 'autre

le médicament de référence (s'il existe) ou un placebo.

Enfin, la phase IV survient apres la mise sur le marché du médicament : elle permet de
détecter d’éventuels effets indésirables rares non apparus précédemment
(pharmacovigilance), ainsi que d’améliorer les connaissances sur le médicament, notamment
sur son utilisation dans des groupes a risques (personnes agées, insuffisants rénaux ou

hépatiques, ...).
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4.2. ESSAIS CLINIQUES AVEC LE GSNO

Le GSNO a d’ores et déja été administré chez I’homme dans plusieurs essais de phase |
ou Il (Tableau 7), généralement pour ses propriétés de vasodilatateur et d’antiagrégant
plaguettaire. Quand sa provenance est indiquée, il a été dans la plupart des cas préparé par
les expérimentateurs eux-mémes, par la réaction du nitrite de sodium avec le glutathion en
milieu acide. Une seule des études fait mention d’un contrdle du produit obtenu [279]. Les
auteurs préparent une solution de GSNO a 10 mM par nitrosation du glutathion, et
raménent le pH a 7 avec un tampon phosphate 10 mM. lIs réalisent une filtration stérilisante
et un contréle de stérilité. L'absence d’impuretés est vérifiée par chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse et par spectrophotométrie. D’aprés eux, la seule
impureté présente dans les solutions obtenues était le GSH, correspondant a moins de 10 %
du réactif initial et sans incidence sur le parametre pharmacologique mesuré. Dans cette
étude les solutions ont été administrées versus placebo a des patients atteints de

mucoviscidose. Cette étude est la seule a avoir proposé un contréle du produit administré.
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Tableau 7 : Utilisation du S-nitrosoglutathion dans des essais cliniques

Provenance Formulation . .. . Nombre de , s Essai de s
o Voie d’administration . But de I’étude/Application Référence
du GSNO utilisée patients phase
Non renseignde Solution Perfusion intraveineuse 10 (sains) Etude des effets systémiques et détection | [280]
g (NaCl 0,9 %) a doses croissantes d’éventuels effets indésirables
Lo Confirmation des résultats obtenus chez
Non renseignée Non renseignée Perfusion intra- 5 (sains) I’animal : effet vasodilatateur/antiagrégant Il [281]
g & artérielle de GSNO ' . gree
plaquettaire
. Pré éclampsie sévére : diminution pression
L, Solution (solvant L . 10 L. P \ P P .
Non renseignée s Perfusion intraveineuse artérielle de la mére et agrégation plaquettaire, Il [282]
non spécifié) (malades) . . X ‘.
dilatation artere utérine
. Administration via le , . e . .
L Solution (solvant , [ 13 Réduction de I'activation plaquettaire induite
Non renseignée s cathéter utilisé pour la . . . I [283]
non spécifié) , . . (malades) par I'angioplastie coronaire
procédure chirurgicale
L L Administration 12 Diminution des saignements aprés chirurgie
Non renseignée Non renseignée , . & P g I [284]
parentérale (malades) cardiaque (plaquettes)
L Solution (solvant Administration 24 Diminution de I’embolisation post
Non renseignée gz , L. N I [285]
non spécifié) parentérale (malades) endartériectomie cérébrale
Synthese a facon + .
. Solution . . . . . .
contréle (PBS stérile Inhalation (tampon ou 20 Amélioration des parametres respiratoires chez " [279]
(spectrométrie de ! aérosol) (malades) les patients atteints de mucoviscidose
pH 7)
masse)
Synthese a fagon : L . .
(o Hydrogels de Application locale . Augmentation du flux sanguin local (lutte
précision eau ) 8 (sains) . Il [141]
Pluronic (avant-bras) contre une ischémie locale, pansements)
ultrapure
Synthése a fagon + . Application locale . Augmentation du flux sanguin local (lutte
Y L .(; Films de PVA PP 7 (sains) & . & ( Il [286]
précipitation (avant-bras) contre une ischémie locale, pansements)
L Application locale sur le . Augmentation du flux sanguin local (dysfontion
Non renseignée Gel PP 40 (saines) g g (dy Il [287]

clitoris

sexuelle féminine)




Le GSNO posséde des propriétés intéressantes sur le plan vasculaire et a déja été
administré a une centaine de patients. Il peut donc étre considéré comme un candidat
« médicament » car d’aprés le Code de la Santé Publique (Art. L5111-1) « on entend par
médicament toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés
curatives ou préventives a I’égard de maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit
pouvant étre administré a I’homme ou a I'animal en vue d’établir un diagnostic médical ou

de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques ».

Dans le cadre des Bonnes Pratiques, il est important de contréler la pureté de ce qui
est administré et de déterminer les impuretés éventuellement présentes, provenant de la
synthése (réactifs, réactions annexes) ou de la dégradation du produit. Ceci n’a pas été fait
dans la plupart des études précédemment citées, le GSNO provenant soit d’un fournisseur
de produits chimiques, soit d’'une synthese « a fagon ». Or, le GSNO est assez sensible aux
conditions expérimentales (lumiéere, température, présence d’impuretés métalliques dans
les réactifs, ...), comme il a été mentionné précédemment. Des ions nitrite et nitrate sont
donc susceptibles de se former dans la solution utilisée pour I'’étude. Or, plusieurs études
ont montré que ces ions pouvaient exercer des effets vasculaires similaires a ceux des RSNO
[288,289]. En conséquence, il est nécessaire de vérifier I’absence ou la faible présence de ces
impuretés avant d’utiliser ces solutions dans un cadre expérimental, sous peine de biaiser les
résultats. Dans le cas ou le GSNO serait amené a devenir un médicament, ces contrdles se

positionneraient sous la responsabilité du pharmacien.

A I'heure actuelle, il n’existe pas de monographie a la Pharmacopée pour le GSNO.
Aussi, il n’y a aucun cadre précisant ce qu’il convient de faire pour controler une synthese
extemporanée de GSNO avant utilisation. Nous proposons dans ce travail une caractérisation
physico-chimique de la molécule, centrée sur une méthode chromatographique simple et
peu col(teuse. Par ailleurs, la comparaison des caractéristiques de GSNO obtenu par la
synthése « a facon » (suivie ou non d’étapes de purification) a celles du produit commercial

est réalisée.
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PARTIE Ill : REFERENTIELS PHARMACEUTIQUES

Le développement de produits pharmaceutiques doit étre conduit en gardant toujours
I'intérét et la sécurité du patient comme objectifs essentiels. Cela implique une maitrise des
risques a toutes les étapes de la chaine du médicament, depuis la production des substances
a usage pharmaceutique jusqu’aux contréles du produit fini et aux essais cliniques. Pour
garantir la sécurité, la qualité et I'efficacité d’'un médicament, il existe différents dispositifs

réglementaires. Les principaux sont décrits dans ce chapitre.

1. NORMES ISO (INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION)

Une norme désigne un ensemble de spécification décrivant un objet, un étre ou une
maniére d’opérer. Elles ne sont pas obligatoires, sauf si elles ont été intégrées dans un texte
réglementaire. Les normes peuvent étre frangaises (NF), reproduisant une norme
européenne (NF/EN) ou reproduisant une norme internationale (NF/ISO). L’organisation
internationale de normalisation (ISO), créée en 1947, a pour mission de promouvoir le
développement de la normalisation : ceci afin de développer la coopération internationale
dans les domaines intellectuels, scientifiques ou économiques. Ce sont donc des normes
générales s’adaptant a toutes les activités. Par exemple, la famille des normes ISO 9000, qui
concernent les bonnes pratiques de management de la qualité, ou encore la norme 1SO 1000
intitulée « Unités du systéme international et recommandations pour I'emploi de leurs
multiples et de certaines autres unités ». Des organismes agréés peuvent accorder une
certification, c’est-a-dire une attestation de conformité aux exigences I1SO pour un produit,

un procédé ou un service.

2. BONNES PRATIQUES

Les bonnes pratiques pharmaceutiques sont des recommandations destinées a assurer
et améliorer I'exercice de la profession de Pharmacien. Elles sont élaborées par des
associations de pharmaciens et sont déclinées selon plusieurs items, couvrant tous les
aspects du métier: Bonnes Pratiques de Laboratoire, Bonnes Pratiques Cliniques, Bonnes
Pratiques de Fabrication, Bonnes Pratiques de Distribution, Bonnes Pratiques de Préparation

Officinale, Bonnes Pratiques de Pharmacie Hospitaliere, Guide de Bonne Exécution des
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Analyses... En plus de présenter les « bonnes fagons de faire », elles expliquent également
les buts et les objectifs professionnels sous-jacents a mettre en ceuvre quotidiennement.
Elles peuvent devenir obligatoires quand elles sont incluses dans les textes en vigueur. Elles

sont alors publiées dans le Bulletin Officiel.

L'article L.5121-5 du Code de la Santé Publique indique que la préparation de
médicaments doit étre réalisée en conformité avec des bonnes pratiques. Ces bonnes
pratiques de préparation s’appliquent aussi aux préparations rendues nécessaires par les

recherches biomédicales, y compris la préparation des médicaments expérimentaux.

La définition du médicament expérimental est, d’aprés I'article L.5121-1-1 du Code de
la Santé Publique: «tout principe actif sous une forme pharmaceutique ou placebo
expérimenté ou utilisé comme référence dans une recherche biomédicale, y compris les
médicaments bénéficiant déja d’'une autorisation de mise sur le marché, mais utilisés ou
présentés ou conditionnés différemment de la spécialité autorisée, ou utilisés pour une
indication non autorisée ou en vue d’obtenir de plus amples indications sur la forme de la

spécialité autorisée ».

Les Bonnes Pratiques de Fabrication permettent d’assurer la qualité du médicament,
notamment en ce qui concerne les points clés suivants : l'identité du principe actif, la
régularité des doses unitaires, la libération du principe actif, la conformité d’aspect, la
présentation, la pureté et la stabilité. Elles décrivent les objectifs minimum a atteindre en
termes d’organisation, de personnel, de matériel, de locaux, de matiéres premieres, de
méthodes et de contrOles (des matiéres premiéres, en cours de fabrication et des produits

finis).

3. PHARMACOPEES

Historiquement, les Pharmacopées (du grec « I'art de préparer les médicaments »)
étaient des recueils recensant les substances traditionnelles d’origine végétale, animale ou
minérale a usage thérapeutique. Elles sont devenues des recueils de référence nationaux ou
internationaux, intégrant également les substances d’origine chimique. Actuellement, il

existe trois grandes Pharmacopées : américaine, japonaise et européenne.
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La Pharmacopée Européenne (site internet : www.edgm.eu) a été mise en place suite a
une convention du conseil de 'Europe de 1964. Son but est de fournir des normes officielles
communes avec une base juridique et scientifique. Ces normes sont ensuite transcrites dans
la législation nationale et font autorité pour toute substance figurant dans la Pharmacopée,
sous forme de monographie. Elles décrivent la composition qualitative et quantitative et les
essais a effectuer sur les médicaments, sur les matiéres premieres utilisées dans leur
production et leurs intermédiaires de synthése, ainsi que sur les formes finales (gélules,
comprimés...). Elles mentionnent également les médicaments biologiques, les dérivés du

sang et du plasma, les vaccins et les préparations radio pharmaceutiques.
La Pharmacopée Européenne est divisée en plusieurs sections :

» d’une part les chapitres généraux décrivant notamment les différentes méthodes
analytiques utilisables pour l'identification des substances, les essais limites des
impuretés et les méthodes de dosage ;

» d’autre part les monographies générales, concernant par exemple les formes
pharmaceutiques ou les substances pour usage pharmaceutique ;

» enfin les monographies spécifiques pour chaque substance, qu’il s’agisse de gaz
(oxygene), de solvants (acétone), de réactifs (nitrite de sodium), de substances

actives (warfarine) ou d’excipients (polysorbate 80).

Elle met également a disposition des étalons de référence pour les substances

possédant une monographie.

4. CONFERENCE INTERNATIONALE D’HARMONISATION

« L’International Conference on Harmonisation » (ICH) est un programme trilatéral
développé depuis 1990 ayant pour but d’harmoniser le contréle des médicaments entre
I’'Union Européenne, le Japon et les Etats-Unis. Il fonctionne sous forme de conférences,
organisées deux fois par an, alternativement en Europe, au Japon et aux Etats-Unis. Il met
en relation les instances réglementaires et les industries pharmaceutiques afin de définir les
exigences requises pour le développement de nouveaux médicaments. Les objectifs sont la

réduction du colt global de la recherche pharmaceutique (en évitant des doublons) et
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I'accélération de la mise a disposition de médicaments innovants. Le tout afin d’assurer un

bénéfice pour les patients et pour la santé publique.

Les objectifs des ICH (International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for registration of Pharmaceuticals for Human Use) sont divisés en quatre

catégories:

» Q: objectifs « qualité » concernant I'assurance qualité chimique et pharmaceutique
» S :objectifs « sécurité » concernant les études pré-cliniques in vitro et in vivo
» E:objectifs « efficacité » concernant les études cliniques sur le sujet humain
» M : objectifs « multidisciplinaires », c’est-a-dire ceux qui ne peuvent pas étre classés

dans une seule des catégories précédentes

Les textes sont identifiés par un code indiquant a quelle catégorie ils correspondent.
Par exemple, les textes Q3A-Q3D se rapportent aux impuretés. D’apres Wadekar et coll.
[290], une impureté peut étre considérée comme tout produit pouvant affecter la pureté
d’'une matiere premiere ou d’un produit fini. Les textes ICH distinguent trois types
d’'impuretés : organiques, inorganiques et solvants résiduels. Elles peuvent provenir de
nombreuses sources, notamment les réactifs, les catalyseurs, les intermédiaires de réaction
par réarrangement ou réactions in situ, les produits secondaires de réaction ou des produits

de dégradation.

La méthode chromatographique présentée dans ce travail permet le contréle du GSNO
en tant que matiére premiére ainsi que son suivi (libération/dégradation) lors de son
intégration dans des formes galéniques. Elle a été validée suivant les recommandations ICH
et permet ainsi lI'amélioration des pratiques, en attendant [I'établissement d’une

monographie.

86



PARTIE EXPERIMENTALE
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Les expériences réalisées au sein de |'équipe dans le cadre de 'ANR NanoSNO
nécessitent une grande quantité de GSNO sous forme de poudre. Etant donné le colt de
celle-ci lorsqu’elle est achetée aupres des fournisseurs chimiques (> 150 € les 25 mg chez
Sigma-Aldrich®), nous avons réalisé une fabrication a fagon, avec précipitation et
purification. Dans une démarche pharmaceutique, nous avons voulu valider cette fabrication
en vérifiant la nature du produit obtenu (structure globale, présence de la liaison SNO), puis
en déterminant la pureté du produit et en identifiant (et quantifiant si nécessaire) les
impuretés présentes. Comme il n’existe pas de monographie pour le GSNO, il n’existe pas
non plus de GSNO pouvant servir de référence. Nous avons donc comparé notre produit
avec celui que nous nous sommes procuré chez Sigma-Aldrich®. Il s’agit d’'un fournisseur de
produit chimique et non d’un fournisseur pharmaceutique : le GSNO obtenu dispose donc
d’un certificat d’analyse, mais tres simple. En effet, seule une analyse élémentaire est

effectuée avant la libération du lot.

De plus, nous avons développé et validé une technique de chromatographie liquide
haute performance en phase inverse avec contre-ion et détection UV permettant la
détermination de la pureté du produit (avec une détection a 334 nm) mais aussi des
impuretés présentes (a 220 nm). Cette méthode est plus spécifique et plus informative que
la méthode spectrophotométrique traditionnellement utilisée car elle permet de détecter et
doser I'’ensemble des impuretés potentiellement présentes. Néanmoins, en ce qui concerne
les deux espéces dosées par les deux méthodes (GSNO et les ions nitrite), celles-ci donnent
des résultats cohérents, ce qui permet dans nos conditions expérimentales de valider la

méthode spectrophotométrique pour une caractérisation rapide des lots.

Les expériences réalisées montrent que le GSNO obtenu a facon (nitrosation du
glutathion par les ions nitrite en milieu aqueux acide, suivi d’un processus de précipitation et
lavage) posséde une pureté comparable a celle du produit commercialisé. De plus, cette
pureté est compatible avec les limites autorisées par les autorités pharmaceutiques pour les
substances a usage pharmaceutique. Les impuretés présentes sont également comparables
en nature et en quantités a celles du produit commercial. En revanche, ces impuretés sont

présentes en bien plus forte concentration en I'absence de I'étape de précipitation et lavage.

88



Finalement, quelques recommandations sont données afin d’optimiser la manipulation

et la conservation du S-nitrosoglutathion synthétisé purifié ou en solution.

Ce travail a permis la rédaction d’une publication, acceptée par le journal « Current

Pharmaceutical Analysis » (Annexe).

1.

MATERIEL ET METHODES

1.1. REACTIFS

Tous les solvants et les produits chimiques utilisés étaient de qualité analytique et ont

été utilisés tels que recus. Le sulfate d’hydrogéne de tétrabutylammonium (TBAHS) et le

GSNO isolé, utilisé comme référence, proviennent de Sigma-Aldrich® (France). Toutes les

solutions ont été préparées avec de I'eau ultrapure déionisée (> 18,2 MQ.cm).

De

1.2. SYNTHESE DU GSNO

ux qualités de GSNO ont été synthétisées : soit i) non isolé (en solution), soit ii) isolé

et purifié (solide), respectivement selon les protocoles suivants :

Soixante deux mg de glutathion (GSH) ont été pesés dans une fiole jaugée de
10,0 mL, et dissous avec environ 7 mL d’une solution d’HCl a 0,5 M préalablement
déoxygénée. Ensuite, 1,0 mL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) 102 M est
ajouté, puis le volume est complété a 10,0 mL avec la solution d’HCI. Le mélange est
placé 1 h a4 °Cet al'abri de la lumiéere. Le pH acide de la réaction est neutralisé par
I’ajout de 0,45 mL de NaOH 40 % (m/v), puis la solution est diluée avec un tampon
phosphate (pH 7,4 ; 0,5 M) jusqu’a un volume final de 20,0 mL. La solution de GSNO
obtenue (102 M) est conservée a 4 °C & I'abri de la lumiére pendant 7 jours
maximum.

3,1. 10" mol (960 mg) de GSH sont dissous dans 5,0 mL d’HCl 0,626 M refroidi a 4 °C
sous flux d’azote. Puis 3,1.10° mol (215 mg) de NaNO, sont ajoutés et la solution est
agitée magnétiquement pendant 40 min a 4 °C a l'abri de la lumiére. Cing mL
d’acétone sont ajoutés pour précipiter le GSNO obtenu. Une étape de purification est
réalisée par filtration : la poudre rose est successivement lavée avec un mélange

acétone-eau (80/20, v/v, 10 mL), de I'acétone (2 x 10 mL) puis du diethylether
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(3 x 10 mL). Le produit est finalement séché sous vide (15 mm Hg) pendant 30 min a
température ambiante (22 + 2 °C) puis immédiatement placé a -20 °C sous

atmosphere inerte (argon). Le rendement de nitrosation est d’environ 70 %.

1.3. INSTRUMENTATION

Les spectres UV-visible ont été enregistrés sur un spectrophotometre a double faisceau
(UV 1700, Shimadzu, France). Le spectre de dichroisme circulaire (solution de GSNO a 102 M
dans de I'eau) a été obtenu sur un dichrographe CD6 équipé du logiciel CDMax (Jobin Yvon,
Longjumeau, France). Les rotations optiques spécifiques ont été déterminées sur un
polarimétre PolAAr 20 (Particular Sciences, Irlande). Les angles de rotation a de GSH
(9,5. 10 M dans de I'eau) et de GSNO (9,5. 10 M dans un tampon phosphate 0,5 M pH 7,4)
ont été mesurées a 20 °C avec un tube de polarimétre de 1,9009 dm de longueur. L’analyse
infrarouge a été réalisée avec un spectrophotomeétre a transformée de Fourier (Vector 22,
Bruker, Allemagne) équipé avec un systeme ATR (Attenuated Total Reflectance, MIRacle
Single Reflection Horizontal ATR, Pike Technologies, France); le spectre de masse par
ionisation électrospray (Waters Platform, Canada) ; et le spectre *H RMN en utilisant I’eau
deutérée (D,0) comme solvant, sur un spectrometre Avance 300 (Bruker, Allemagne).
L'analyse élémentaire a été effectuée sur un appareil Thermo Finnigan EA 1112 (Thermo
Fisher Scientific, Etats-Unis). Les analyses de calorimétrie différentielle a
balayage/thermogravimétrie couplées a la spectrométrie de masse ont été conduites avec
un appareil STA 409C (NETZSCH-Geratebau GmbH, Allemagne). Le contenu en eau du GSNO
purifié (25 mg) a été déterminé avec un coulometre de Karl-Fischer (coulométre 756 KF
Metrohm, France). Une électrode de Clark et le logiciel Atelier Scientific (Jeulin, France) ont

été utilisés pour évaluer le contenu en dioxygene des solutions.

1.4. SPECTROMETRIE : METHODES DE GRIESS ET SAVILLE-GRIESS

Les méthodes de Griess et de Saville-Griess ont été utilisées pour déterminer les
concentrations d’une part d’ions nitrite (NO,) et d’autre part de GSNO [260]. Brievement,
les échantillons sont dilués avec un tampon acéto-acétique (pH 2,5; 1,75 M) jusqu’a obtenir
un volume de 1,0 mL. Des droites d’étalonnage entre 10° et 10° M ont été réalisées, en

utilisant soit NaNO, (Griess), soit GSNO (Saville-Griess) comme références. Pour la méthode
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de Griess, 200 uL d’une solution de sulfanilamide (0,6 % m/v préparée dans HCl 0,4 M) sont
ajoutés a I"échantillon dilué. Aprés 3 min d’incubation a I'abri de la lumiére a température
ambiante (22 + 2 °C), 50 pL de solution de N-1-(naphtyl) éthyléne diamine (0,6 % m/v
préparée dans HCl 0,4 M) sont ajoutés. Aprés 5 min d’incubation, I'absorbance est lue a
540 nm. La méthode de Saville-Griess suit le méme protocole, sauf que la solution de

sulfanilamide contient HgCl, (0,2 % m/v).

1.5. SYSTEME CLHP

Le systeme CLHP se compose d’une pompe isocratique (modele L-600, Hitahi-Merck,
Allemagne), d’une valve d’injection équipée d’une boucle de 20 pL (modele 7725i,
Rheodyne, IDEX, USA), d’un four (Croco-Cil, CLuzeau, France), d’un détecteur UV (LKB
Bromma, Suéde) et d'un logiciel d’analyse des données (Azur®, Datalys, France). Les
colonnes (250 mm de longueur, 4 mm de diametre interne) utilisées avaient deux types de
phases stationnaires (5 um) : LiChrospher® RP-18° (Merck ; Allemagne) ou Nucleosil® 100
C18 HD (Macherey Nagel, Allemagne). La phase mobile était constituée d’'un mélange de
méthanol et de tampon phosphate (10/90, v/v) ; le tampon phosphate était préparé ainsi :
103 M de TBAHS et 10* M d’EDTA étaient ajoutés a 102 M de KH,PO,, puis le pH ajusté a
6,8. La colonne était maintenue a 40 °C et le débit a 0,8 L/min (la pression résultante étant

aux alentours de 120 bars). La détection UV était opérée a 220 ou a 334 nm.

Les solutions de GSNO destinées a I'analyse CLHP étaient préparées de la fagon
suivante : pour le GSNO de référence et le produit synthétisé a facon, une solution mere
10 M était obtenue en dissolvant la poudre dans un tampon phosphate (pH 7,2 ; 102 M
KH,PO,; 10™* M EDTA). Pour le GSNO non isolé, les solutions obtenues apres synthése
(environ 107 M) étaient considérées comme solutions méres. Des dilutions appropriées ont
été réalisées avant injection dans le systéme CLHP. Toutes les solutions étaient protégées de

la lumiére, conservées a 4 °C et utilisées dans les 12 h pour leur controle.
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1.6. CALCUL DES DIFFERENTS PARAMETRES

L'angle de rotation spécifique a été déterminé conformément a la Pharmacopée
Européenne [291]. Il en a été de méme pour les paramétres CLHP, calculés avec les formules

suivantes :

te

» Temps de rétention relatif, RRT = oU tr et tgsno sont les temps de rétention de

tGSNO
I'espece R ou de GSNO ;

l’lB(tRZ — tRl)
Wiy + Wi

» Résolution, Ry = ou try et try (avec tgy > tr1) sont les temps de rétention

des especes R1 et R2, et wy; et wy, sont les largeurs des pics a mi-hauteur ;

2
o t . . .
» Nombre de plateaux théoriques, N = 5,54(—Rj ou tg est le temps de rétention de
Wh

I'espéce et wy, la largeur a mi-hauteur du pic correspondant ;

t, —t
» Facteur de rétention (non ajusté), k = M ou tg est le temps de rétention du

0

volume mort (mesuré selon la méthode de la perturbation de la ligne de base).

L'ellipticité molaire [0] a été calculée a partir de la différence d’absorbance (AA) donnée
par le logiciel avec [0] = 3 300 AA/Ic ou c est la concentration de la solution (M) et | la

longueur de la cuvette (cm) ; [6] est donnée en °. cm?2. dmol™.

La limite de détection (LOD) et la limite de quantification (LOQ) ont été calculées
conformément aux normes ICH [292], en utilisant les pentes et les points d’intersection des

droites d’étalonnage avec I’axe des abscisses.

2. RESULTATS

2.1. IDENTIFICATION GLOBALE DE LA STRUCTURE

La structure globale de la molécule obtenue par la synthése a facon a été vérifiée par
spectrométrie de masse, puis par analyse élémentaire et par spectre de résonance

magnétique nucléaire du proton (*H RMN).
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Les spectres de masse obtenus apres ionisation par électrospray (Figure 24, détection A)
en mode positif; B) en mode négatif) ont montré deux pics majoritaires : m/z = 337,03 ou
334,94 (correspondant au GSNO protoné ou déprotoné), et m/z = 306,99 ou 304,96
(correspondant au GSNO protoné ou déprotoné ayant perdu le groupement NO). La masse
molaire attendue du GSNO (Mr = 336,07 g/mol) est donc bien retrouvée. En mode positif, le

pic GSNO protoné n’est pas le plus important, vraisemblablement a cause de la fragilité de la

liaison -SNO et donc d’une fragmentation augmentée.

100700826 S-nitrosoglutathion eau Vc=40V Ts=80°C ES+/1

10070601 58 (2.182) Sm (Mn, 1x0.80); Cm (54:59-8:24) A) 1: Scan ES+
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337.03
0/0_
204.79 232'93243 03
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10070601 55 (2.087) Sm (Mn, 1x0.80); Cm (55:58-9:25) B) 2 ScanEs-
100 334.93 1.75¢6
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Figure 24 : Spectres de masse du GSNO avec une détection A) en mode positif et B) en
mode négatif

L'analyse élémentaire permet de déterminer la formule globale d’'un composé organique
par les pourcentages en masse de chaque élément présent dans la molécule. La combustion
de [I'échantillon dans le systeme génere des gaz qui sont ensuite analysés par
chromatographie gazeuse. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 8 et

correspondent a la structure de GSNO.
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Tableau 8 : Résultats de I’analyse élémentaire du GSNO synthétisé a facon.

Les % théoriques ont été obtenus avec le logiciel Chemdraw ® ; écart-type sur les analyses < 0,1 %.

% expérimentaux

% théoriques
(moyenne obtenue avec 2 ? q

lots indépendants) (GSNO)
Carbone 34,9 35,7
Hydrogene 4,8 4,8
Azote 15,8 16,7
Soufre 9,6 9,5
Oxygene 32,4 33,3

Les signaux observés dans le spectre 'H RMN de GSNO mettent en évidence la structure
globale de la molécule. Par ailleurs, le signal du groupe méthyl en a du groupement
fonctionnel thiol est déplacé de 3,01-2,90 ppm (GSH) a 4,09 ppm aprés nitrosation

(Figures 25 et 26) : il y a donc bien formation d’une liaison S-NO.
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Figure 25 : Spectre 'H RMN du GSH
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2.2. CARACTERISATION DE LA LIAISON S-NO

La présence de la liaison S-NO a été par la suite vérifiée en spectrométrie UV-visible, par
dichroisme circulaire et par spectroscopie a transformation de Fourier, ainsi que par analyse

thermique.

Le spectre UV-visible montre des maxima a 334 et 545 nm, respectivement dus a des

transitions m—n* et ny—m™* : ils sont cohérents avec la S-nitrosation du glutathion [247]

(Figure 27).
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Figure 27 : Spectre UV-visible du GSNO

Par ailleurs, ces résultats sont en accord avec le dichroisme circulaire (Figure 28) ou deux
maxima apparaissent: l'un négatif a 334 nm avec une ellipticité molaire
[6] = - 935 °.cm2.dmol™ et 'autre positif a 545 nm avec [8] = 915 °.cm2.dmol™. De méme, la
rotation optique (63 °.mL.dm™.g" 4 589,3 nm) suggére une molécule différente du GSH

(15 °.mL.dm™.g™%).
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Figure 28 : Spectre de dichroisme circulaire du GSNO

De surcroit, 'analyse infrarouge a montré d’une part la disparition de la vibration

d’étirement du thiol (3 2525 cm™) et d’autre part 'apparition d’une vibration azote-oxygéne

31520 cm™ (Figure 29).
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Figure 29 : Spectres infrarouges du GSH et du GSNO

Enfin, des analyses thermiques ont été effectuées par calorimétrie différentielle a
balayage et thermogravimétrie couplée a la spectrométrie de masse. Les résultats
confirment l'ajout d’'un groupement S-nitroso- sur GSH. En effet, le premier événement
endothermique a 150,3 °C est simultané a une perte de masse de 8,85 %, ce qui correspond
a la masse molaire de NO (m/z = 30). Le point de fusion de GSH, correspondant au deuxiéme
événement endothermique de I'analyse de GSNO, a été retrouvé a sa valeur attendue soit
195 °C. Toutes ces analyses indiquent la présence de GSNO comme principal produit apres la

synthese.
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3. DEVELOPPEMENT ET SPECIFICITE DE LA METHODE CLHP

Plusieurs méthodes de chromatographie liquide dédiées a I'analyse des RSNO ont déja
été décrites dans la littérature [93,269,293-295]. La plupart sont basées sur des colonnes
pour chromatographie en phase inverse éluées avec des phases mobiles acide ou neutre.
Elles sont majoritairement destinées a séparer différents RSNO, tout particulierement les
différents métabolites du GSNO [294]. Seule I'une de ces méthodes nous a permis d’obtenir
une séparation suffisante entre les impuretés trés polaires produites lors de la synthese et la
dégradation de GSNO, particulierement les espéces inorganiques telles que les ions chlorure,
nitrite et nitrate. Il s’agit d’'une méthode en phase inverse avec contre-ion : le détergent
cationique TBAHS [269]. Néanmoins, comme nous nous attendions a trouver ces anions,
nous avons tenté d’utiliser des techniques de chromatographie ionique, mais la forte
alcalinité de la phase mobile nécessaire avec ces systemes a conduit a la précipitation de
GSNO. En conséquence, nous avons utilisé une méthode inspirée de celle décrite par Tsikas

et coll. [269] avec les modifications suivantes :

» l'utilisation de méthanol plutot que d’acétonitrile afin de diminuer le colt ;

» des concentrations 10 fois plus faibles de TBAHS pour diminuer l'usure de la
colonne;

» une phase mobile légerement acide (pH 6,8) pour préserver I'intégrité de la phase

stationnaire (silice) et de I'analyte.

Bien que ce systéme soit assez long a équilibrer pour obtenir des temps de rétention
stables et reproductibles (environ 3 heures, correspondant a I'adsorption maximale de TBA
sur la phase stationnaire), il représente un bon compromis pour déterminer a la fois le
contenu en GSNO et le profil d’'impuretés en une seule analyse (par exemple en utilisant un

détecteur a barrette de diodes).

Des points de vue pratique et financier, il est en effet intéressant d’utiliser un seul et
unique systeme pour déterminer en simultané la pureté du produit et son profil
d’impuretés. Deux colonnes C18 ont été testées avec des résultats trés similaires en ce qui
concerne les parametres chromatographiques des analytes considérés. La détection a été

réalisée d’une part a 334 nm pour évaluer le contenu en GSNO et d’autre part a 220 nm pour
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détecter les impuretés. En effet, comme mentionné précédemment, la longueur d’onde
334 nm correspond a une bande d’absorption spécifique attribuable a la liaison S-NO. Des

chromatogrammes représentatifs sont présentés Figure 30.
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Figure 30 : Chromatogrammes représentatifs correspondants au GSNO synthétisé, isolé et
purifié avec une détection a 334 nm (A) ou a 220 nm (B), ou au GSNO obtenu apreés
synthése seule avec une détection a 220 nm (C). Chaque produit a été injecté a une

concentration de 10 M.
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La conformité de la méthode a été évaluée selon trois parametres :

>

le temps de rétention de GSNO et |'efficacité de la colonne (exprimée en nombre de
plateaux théoriques N calculés pour le pic GSNO) ;

le facteur de résolution (Rs) entre les impuretés ayant les temps de rétention les plus
proches ;

le coefficient de variation de l'aire du pic GSNO calculé sur trois injections

successives.

Il est connu que l'usage d’agents tensioactifs comme des contre-ions dans la phase

mobile entraine une diminution du revétement hydrophobe de la phase stationnaire, et

donc une diminution de la rétention des composés. Nous avons d’ailleurs observé ce

phénomeéne avec deux phases stationnaires différentes (sur une période de 150 h) : il est

donc devenu rapidement évident que les performances du systeme devaient étre vérifiées

guotidiennement. Le cahier des charges retenu pour tester la conformité du systéme était le

suivant :

>

temps de rétention de GSNO supérieur a 9,5 min (avec le facteur de rétention k > 2,6
et N >7000) ;

résolution entre les pics des ions nitrite et nitrate supérieure a 2,8 (en injectant une
solution mélangeant les deux ions a une concentration de 10* M chacun et en
détectant a 220 nm) ;

coefficient de variation pour l'aire du pic GSNO inférieur a 1,2 % sur 3 injections

successives (en injectant une solution de GSNO & 10 M et en détectant a 334 nm).

DETERMINATION DU CONTENU EN GSNO

L'étude propose la détermination du contenu en GSNO a l'aide d’une méthode CLHP

avec détection UV a 334 nm. L’étalonnage a été réalisé avec le GSNO de référence (contenu

en eau = 1,4 % d’aprés le fournisseur). La méthode de Saville — Griess a été utilisée comme

méthode de référence.

Premierement, la linéarité de la méthode CLHP a été étudiée entre 0,50 et 5,00. 103 M,

I’équation de la droite de régression linéaire étant: A (aire du pic GSNO, 334 nm) =
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1279 000 x [GSNO] (+ 9 000)- 2,2 (£ 18,7) ; coefficient de détermination r*= 0,999 (6 points,
n = 5). Les limites de détection et de quantification ont été calculées et sont de 0,05 et
0,15. 10 M respectivement. Enfin, la répétabilité, la précision intermédiaire et 'exactitude
de la méthode ont été évaluées. Les coefficients de variation étaient de 1,8 % pour la
répétabilité (6 mesures a 100 % de la concentration testée, soit 1.10™ M) et 2,6 % pour la
précision intermédiaire (déterminée sur 3 injections de la solution test sur 2 jours).

L’exactitude a été évaluée a 100,34 + 1,26 % (5 points, n = 5).

Deuxiémement, la linéarité de la méthode colorimétrique de Saville-Griess a été testée
entre 1,0 et 10,0. 10° M, avec pour équation de la droite de régression linéaire :
Asso nm= 41 400 x [GSNO] (+ 700) — 0,002 (+ 0,002), r*= 0,998 (6 points, n=5). Les limites de

détection et de quantification étaient de 0,2 et 0,5. 10° M, respectivement.

Deux lots de synthese de GSNO isolé et purifié ont été étudiés : le contenu moyen évalué
par CLHP était de 102,5 %, exprimé en substance séche (contenu en eau 1,5 % m/m). Le
controle des mémes lots par la méthode de Saville-Griess a donné un résultat moyen de

97,0 %. Ces résultats sont compatibles avec les exigences habituelles des autorités de santé.

5. PROFIL D’IMPURETES

En utilisant la méme méthode CLHP mais avec une détection dans le bas UV (220 nm),
nous avons pu détecter de facon qualitative et quantitative les impuretés présentes dans le
GSNO, pouvant provenir soit de la synthése soit des conditions de conservation. Il est
important de noter que la présence d’impuretés potentielles est de plus en plus discutée
dans la littérature, car ces derniéres pourraient fausser les résultats biologiques ou
pharmacologiques [279,288,289,296,297]. Nous nous sommes basés sur les
recommandations de I'IlCH [298] pour I'enregistrement de composés pharmaceutiques a
usage humain ainsi que sur I’hypothése d’'une dose maximum de GSNO < 2 g/j (ce qui est
cohérent avec les essais cliniques déja réalisés, voir partie bibliographique) : les impuretés
ont été indiquées (0,05 %), identifiées (0,10 %) ou quantifiées (0,15 %) selon les
pourcentages retrouvés. Des chromatogrammes typiques ont déja été présentés (Figure 30).
Les impuretés ont été identifiées en surchargeant la solution de GSNO avec les références

correspondantes. Les résultats prouvent la présence d’ions chlorure, nitrite, nitrate ainsi que
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de glutathion sous forme oxydée (GSSG) (Tableau 9). Ces produits secondaires étaient
attendus car ils peuvent étre apportés soit par les matériaux utilisés pour la synthése soit par
une possible dégradation de GSNO pendant le processus [299,300]. De plus, aucune trace de
GSH n’a été détectée ni aucun pic tardif (30 min de détection). Enfin, nous avons vérifié la
présence de traces résiduelles des solvants organiques utilisés pour précipiter et purifier
GSNO (acétone et éther diéthylique), tous deux solvants de classe 3 [291,299]. Dans le cas de
I’éther, le solvant a été mélangé avec la phase mobile jusqu’a saturation avant injection. Les
temps de rétention relatifs par rapport a GSNO étaient de 0,56 pour I'acétone et de 1,93
pour I'éther diéthylique, sans qu’il y ait d’interférence avec les autres impuretés. Dans les
lots purifiés, aucun des deux solvants n’a été détecté a un niveau supérieur a 0,15 % : cette

valeur est inférieure au seuil autorisé (0,5 % [291]).

Tableau 9 : Parameétres chromatographiques obtenus lors de I'analyse de GSNO a 220 nm.
Les résultats (temps de rétention relatif (RRT), facteur de rétention (k), résolution entre pics voisins (Rs) et
pourcentage de I'aire par rapport a la somme des aires des différents pics) sont les moyennes obtenues pour
deux analyses de deux lots différents de GSNO.

Aire (%)
RRT k Rs
,G,SNO GSNO purifié
référence

Chlorure 0,18 0 - 0,04 0,02
Nitrite 0,39 0,88 17,09 0,47 0,39
Nitrate 0,46 1,22 4,06 1,44 0,38
GSSG 0,79 2,82 5,52 0,69 0,56
GSNO - 3,86 5,23 96,94 98,51

Les impuretés présentes au-dela de 0,15 % ont été quantifiées. C'était le cas pour les
ions nitrite, nitrate et pour GSSG. Les ions chlorure étaient présents en large quantité apres
la synthése mais étaient éliminés lors des étapes d’isolement et de purification, avec une
guantité résiduelle tres faible (< 0,15 %). Par conséquent, les ions chlorure n’ont pas été

guantifiés. Au contraire, les quantités d’ions nitrite, nitrate et de GSSG ont été déterminées
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par la méthode CLHP grace a des courbes d’étalonnage appropriées (Tableau 10). De plus, la
guantité d’ions nitrite a également été déterminée grace a la méthode colorimétrique de

Griess.

Tableau 10 : Droites d'étalonnage pour les ions nitrite, nitrate et le GSSG en utilisant les

méthodes CLHP et Griess (ion nitrite). Les données sont exprimées sous la forme moyenne * écart-
type pour 5 droites d’étalonnage.

Domaine de
Impureté concentration Pente Intersection r2 LOD (M) LOQ (M)
(M)
- . 63 45 39000 0,003 -6 6
Nitrite (Griess) 107 a 10 +1000 +0,002 0,9990 0,17.10 0,51.10
_ 6. 4 d 4 600 000 -0,527 6 6
Nitrite (CLHP) 10" a 10 +200 000 £1277 0,9999 0,92.10 2,78.10
. 6. 4 d 4200 000 -0,815 6 6
Nitrate (CLHP) 10" a 10 +350 000 +3,460 0,9982 2,72.10 8,24.10
6. 4300 000 -0,875 -6 6
GSSG (CLHP 10°3 10" ! 0,9997 4,84.10 14,5.10
(CLHP) @ +300 000 £6,300 ' ’ ’

Les contenus m/m en ions nitrite (déterminé par CLHP ou par Griess) étaient les
suivants : d’une part 0,18 % et 0,19 % pour le GSNO de référence et d’autre part 0,21 % et
0,15 % pour le GSNO préparé a fagon. Par ailleurs, les quantités d’ions nitrate et de GSSG
étaient de 0,69 % et 2,36 % pour la référence et de 0,18 % et 1,83 % pour le produit isolé
purifié. L'étape de purification est particulierement efficace puisqu’elle permet de réduire
les quantités d’impuretés initialement présentes dans le milieu de réaction d’un facteur ~ 4
pour les ions nitrite et le GSSG et 1,6 pour les ions nitrate (soit pour le produit non purifié :
0,57 %, 8,13 % et 0,29 %, respectivement). Etant donné que les ions nitrite et nitrate
peuvent avoir certains effets vasculaires [288,289,296,297], I'importance du procédé de

purification afin d’éviter toute interférence pharmacologique doit donc étre signalée.

105



6. ETUDES DE STABILITE: DETERMINATION DES CONDITIONS DE
STOCKAGE OPTIMALES

En premier lieu, le GSNO sous forme de poudre doit étre conservé sous atmospheére
inerte (argon ou azote), a — 20 °C et a I'abri de la lumiere. Ces précautions nous ont permis

de préserver l'intégrité du produit pendant plus de 6 mois.

En second lieu, il est courant lors du développement de nouvelles molécules
médicamenteuses d’utiliser des conditions drastiques (acides et bases forts, chaleur intense,
lumiere, ...) pour analyser le produit dégradé. Dans le cas de GSNO, de telles conditions
amenent a la dégradation totale de la molécule, de par son extréme sensibilité aux
conditions environnementales. En effet, la décomposition in vitro des RSNO a été largement
étudiée dans la littérature [92,219,221] et la lumiére, la température, le pH et les ions
métalliques ont été signalés comme les principaux parametres influencant leur stabilité.
Cependant ces études ont été réalisées sur de courtes périodes (maximum 48 h, plus
souvent quelques heures) de stockage a température ambiante. Ces conditions fortes
étaient destinées a identifier les facteurs de dégradation et non pas les conditions idéales de
conservation. Nous avons donc réalisé des expériences additionnelles en étudiant leur
influence sur de plus longues périodes de conservation (jusque 14 jours a + 4°C). Enfin,

I'influence de la pression partielle en oxygéne a également été étudiée.

La stabilité de la solution a4 10> M de GSNO en tampon phosphate (pH 7,4 ; 0,5 M) a I'abri
de la lumiéere a été suivie en fonction du temps, a différentes températures de conservation.
Le stockage a -80°C n’indique aucune dégradation (0,6 + 1,2 % de perte de GSNO)
comparativement a celui a -20 °C (45,4 + 3,2 % de perte de GSNO) au bout d’une semaine. A
4°C, la dégradation de GSNO est trés lente (moins de 4 % perdus en 4 jours) et atteint
environ 10 % au bout d’'une semaine. A température ambiante (25 * 2 °C), une perte de 43,1
* 4,8 % est observée en une semaine. Ce résultat corrobore ceux de la littérature [233]. Par
conséquent, une conservation des solutions de GSNO a 4 °C a été retenue pour les

expériences suivantes.

En outre, I'effet du pH a été évalué (Figure 31) : une synthése de GSNO a été effectuée
de maniére extemporanée (10'2 M) et la solution a été stockée a 4°C, soit en laissant son pH

a 0,3 qui est le pH a la fin de la réaction de nitrosation, soit en le ramenant aux valeurs
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physiologiques. Les résultats indiquent que I'impact du pH n’apparait pas avant le 57 jour,
mais qu’ensuite la concentration de GSNO diminue fortement dans le milieu acide. De ce fait
le milieu acide nécessaire a la réaction de nitrosation doit ensuite étre neutralisé a 7,4 pour
assurer la conservation de la solution. D’autre part, cette tres faible valeur de pH (< 1) n’est
pas compatible avec des expériences cellulaires ou animales. |l a été précédemment été
décrit différentes formes possibles de résonances entre RS-N=O (forme S), RS'=N-O
(forme D) et R-S"N=O" (forme 1). La forme D est décrite comme celle la plus stabilisante de la
liaison S-N et comme étant la plus abondante aux faibles pH [301,302]. Dans cette étude,
nous avons observé qu’un milieu acide ne permet pas la conservation d’une solution de
GSNO sur une longue période (plus de 5 jours). Bien que de nombreux auteurs considérent
le GSNO comme stable en conditions acides, ils réalisent leurs études de stabilité a
température ambiante (> 22 + 2 °C) et la plupart du temps avec des réactifs de faible pureté
ou en présence d’ions métalliques. Une étude antérieure a notamment montré que I'effet
du pH sur la stabilité de la S-nitrosocystéine est lié a la présence d’ions métalliques, sous
forme de traces dans les tampons de faible pureté ou dans les réactifs, ou
intentionnellement ajoutés a des tampons de haute qualité [219]. Cet effet du pH était
annihilé par I'utilisation de tampon de haute qualité. En conséquence, nous avons étudié
I'effet de 1.10™° M de cuivre (+1) ajoutés a la solution de GSNO (10 M en tampon phosphate
pH 7,4 a 4 °C) (Figure 31). Dans cette expérience nous avons observé une vitesse de
dégradation initiale trés rapide pendant le 1 jour (25 % de perte), suivi par une dégradation
plus lente. Celle-ci peut étre expliquée par la formation d’un complexe avec Cu®* (ou Cu* qui
a été suggéré comme réel agent effecteur [226]) et le résidu glutamate du GSSG issu de la
dégradation du GSNO [226], comme il avait été précédemment expliqué. L'ajout d’'un agent
chélateur comme I'EDTA (10 M) inhibe la dégradation catalysée par le cuivre (Figure 31).
Néanmoins, la solution de GSNO seul a pH 7,4 a été aussi stable que les solutions de
GSNO/EDTA ou de GSNO/Cu?**/EDTA (Figure 31), vraisemblablement grace a la haute qualité
de nos réactifs et de I'eau utilisée, démontrant ainsi qu’il est possible de ne pas utiliser
d’EDTA pour conserver des solutions de RSNO. Ceci est d'importance car la présence
d’agents chélateurs peut avoir des effets secondaires en biologie cellulaire et dans les études
pharmacologiques (par exemple au niveau des flux calciques nécessaires pour le maintien du

tonus vasculaire des arteres).
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Figure 31 : Etudes de stabilité des solutions de GSNO 10> M dans différentes conditions :
A) a différentes valeurs de pH (pH 0,3 correspond au milieu en fin de synthése et pH 7,4 a
ce méme milieu aprés neutralisation avec NaOH et ajout de tampon phosphate pH 7,4)
avec ou sans EDTA ou ions cuivre (10.10° M) 2 4°C ; B) 3 pH 7,4 et 3 4 °C avec ou sans
agitation. Les résultats sont donnés en pourcentage de GSNO restant et évalués par
spectrophotométrie a 334 nm (n=2).

Pour finir, 'effet de I'agitation magnétique sur la stabilité d’'une solution de GSNO a
pH 7,4 stockée a 4°C a été évalué (Figure 31). Une agitation forte (800 rpm) permet d’une
part I'oxygénation du milieu (la différence de Po, mesurée entre les solutions agitée et non
agitée était de + 37 mm Hg) et d’autre part une diffusion facilitée des especes. La synergie
de ces effets dégrade fortement le GSNO, et ce deés le deuxiéme jour de conservation. La
réaction entre les RSNO et le dioxygene a déja été décrite [212]. En outre, De Oliveira et
coll. [303] ont montré que leur décomposition, favorisée par une augmentation du
mouvement brownien, est influencée par la concentration initiale en RSNO, bien que cet

effet soit plus marqué pour la S-nitroso-N-acetylcystéine et la S-nitrosocystéine que pour le
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GSNO. En résumé, lors de la conservation des solutions de GSNO, tout doit étre fait pour
éviter les manipulations susceptibles d’augmenter le mouvement brownien ou d’introduire

de I'oxygéne dans le milieu.

Apreés avoir étudié les parametres influencant la stabilité de GSNO, nous avons examiné
les produits de dégradation obtenus. L’analyse CLHP d’une solution de GSNO (tampon
phosphate pH 7,4) stockée pendant 10 jours a 4 °C révele la présence de nitrite et de GSSG
en quantités importantes (2,9 % et 25,2 % m/m, respectivement) et une faible quantité de
nitrate (0,4 % m/m). Etant donné les impuretés retrouvées, soit GSSG (dimere
thermodynamiquement stable [303]) et ions nitrite, une décomposition homolytique de la
liaison S-NO est proposée, suivie par la dimérisation du radical thiyl pour former GSSG, selon

I’équation bilan suivante :
2 GSNO + H,0 +0, — GSSG + NO, + NOs+ 2 H*

Pour conclure, les conditions de conservation de GSNO sont fondamentales pour éviter
la présence d’impuretés en trop grande concentration. D’aprés nos résultats, les solutions de
GSNO a pH 7,4 préparées avec des réactifs et de I'eau de haute qualité, manipulées avec
précaution, peuvent étre conservées a 4 °C a I'abri de la lumiére pendant 7 jours. Un résumé
des points critiques de la synthése avec ou sans isolement et purification, des analyses et des

recommandations de conservation est proposé dans la Figure 32.
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Figure 32 : Schéma récapitulant les recommandations concernant la synthése de GSNO
(avec (A) ou sans (B) étape d’isolement/purification), les tests a effectuer et les conditions
de conservation.
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Le S-nitrosoglutathion (N-(N-L-y-glutamyl-S-nitroso-L-cysteinyl)-glycine, n°® CAS 57564-91-
7) est un donneur de ‘NO endogeéne, présent dans le plasma a des concentrations de l'ordre
de 90 3 270.10° M [93]. La libération de °NO étant accompagnée de celle de glutathion,
I’'antioxydant majeur présent dans la cellule, ce composé est considéré comme trés sir, et
donc comme un leader en terme de potentiel thérapeutique ou comme outil pour étudier
des mécanismes biochimiques ou pharmacologiques. De fait, GSNO est actuellement le
RSNO le plus étudié, sur différents modeles in vitro, ex vivo et in vivo [293,294,304,305]. Il a
d’ailleurs été administré dans plusieurs essais cliniques (voir partie bibliographique) par des
voies parentérales ou topiques. A I’heure actuelle, une centaine de patients ont été inclus
dans ces essais, et une bonne tolérance de la molécule a été notée : seulement quelques
effets secondaires chez quelques patients ont été rapportés, généralement des céphalées,
des palpitations ou une hypotension. Ces arguments conduisent a la conclusion que le GSNO
pourrait étre un principe actif en devenir. Généralement, le GSNO utilisé a été obtenu par les
investigateurs par la nitrosation du glutathion par les ions nitrite en solution acide. Rares

sont les essais précisant que des controles aient été effectués sur les produits utilisés.

Le travail présenté revient sur différentes voies de synthése et sur les propriétés
chimiques du GSNO, en vue de permettre son usage en toute sécurité dans les études
in vitro/ex vivo ou in vivo a venir. A notre connaissance, c’est la premiére fois qu’une
méthode CLHP est développée et validée pour évaluer le contenu du GSNO isolé/purifié,
ainsi que pour identifier et quantifier ses impuretés selon les exigences pharmaceutiques.
Comme il a été démontré, la synthése utilisant un ratio molaire steechiométrique 1/1 entre
NO, et GSH, suivie d’étapes de précipitation et de purification, permet d’obtenir un contenu
en GSNO et un tres faible niveau d’impuretés parfaitement adaptés aux explorations

biologiques et en accord avec les demandes des autorités pharmaceutiques compétentes.

La méthode CLHP utilisée est plus spécifique mais moins sensible que la méthode
colorimétrique précédemment utilisée (présentée comme référence dans I'étude). D’autres
méthodes CLHP ont été utilisées pour les RSNO mais la plupart du temps avec des phases
mobiles de pH acide et des détections par spectrométrie de masse [272],
dérivatisation [93],... Finalement, la méthode CLHP proposée est une méthode directe de
dosage de GSNO assez simple comparée aux méthodes d’analyse des RSNO déja existantes.

Pour un controle de matiere premiere, cette simplicité de la méthode CLHP-UV représente

112



un avantage. En revanche, elle ne serait vraisemblablement pas adaptée pour I'identification
et la quantification de GSNO en concentrations physiologiques (donc beaucoup plus faibles)
dans des matrices biologiques, infiniment plus complexes. En effet, la faible absorption du
groupement S-NO dans I'UV ne permet de détecter que des concentrations de I'ordre de

50.10° M.

En résumé, de nombreuses techniques ont été proposées dans ce travail pour
caractériser le GSNO synthétisé. Il n’est pas nécessaire de toutes les appliquer pour contréler
efficacement la molécule : nous proposons par exemple 'association spectrophotométrie
UV/analyse infrarouge pour I'identification, puis I'analyse par chromatographie liquide selon
la méthode proposée, qui permet de réaliser a la fois I'essai de la matiére premiere et la

détermination des impuretés présentes.

Depuis la validation de ce processus de synthése/isolement/purification du GSNO sur
deux lots pilotes, grace au partenariat avec 'UPR 3349 (Laboratoire Génie des Réactions et
Procédés) dans le cadre du projet NanoSNO, quatorze lots de GSNO isolé/purifié ont été
préparés au total. Les analyses ont conduit au rejet de trois d’entre eux : généralement a
cause d’un défaut dans le séchage du produit ou un défaut de pureté. En moyenne, les lots
acceptés avaient une pureté de I'ordre de 99,8 + 2,1 %. Au final, plus de 7 800 mg de GSNO
ont été mis a disposition de I'équipe, ce qui représenterait un budget de plus de 55 000 €

pour un approvisionnement aupres d’un fournisseur commercial.

Pour conclure en se rappelant le potentiel thérapeutique que peut représenter GSNO, un
article récent d’Eaton [306] rappelle la difficulté de transposer un projet universitaire dans
I’environnement industriel. L'auteur propose de considérer une trentaine de points pour

évaluer l'intérét d’un projet, dont notamment ceux-ci :

1) Le principe actif doit étre défini ;

2) Il existe une hypothese solide pour son utilisation, étayée par des données précliniques ;
3) Le profil thérapeutique probable est connu, au moins en partie ;

4) |l existe un marché de taille suffisante ou un bénéfice pour la société ;

5) Le principe actif est synthétisable selon les Bonnes Pratiques de Fabrication ;

6) La synthese est reproductible ;

7) Le métabolisme et la pharmacocinétique du principe actif doivent étre connus ;
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8) Aucun composant ne s’accumule dans aucun organe ;

9) Aucun composant n’a d’effet toxique (sauf pour les anticancéreux) ;

10) La demi-vie est acceptable (< 14 jours chez 'homme) ;

11) Le procédé de fabrication est simple, en peu d’étape, peu colteux ;

12) Une analyse de routine est possible, en suivant les recommandations des Bonnes
Pratiques;

13) Le principe actif est non immunogéne ;

14) Le composé est stable pendant un an, tant sur le plan physique que chimique ;

15) Pas d’agrégat formé lors du stockage (< 1%).

Les autres items concernent des aspects stratégiques et économiques plutdét que

pharmaceutiques au sens strict.

A la lumiere de ce document, le GSNO semble réellement avoir un fort potentiel
comme future substance médicamenteuse : d’une part, puisqu’il remplit de base un certain
nombre des criteres ci-dessus, de par son existence endogéne; d’autre part, le travail
exposé dans la partie expérimentale permet de vérifier le respect des points concernant sa

synthese et sa physico-chimie.
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CONCLUSION
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L'oxyde nitrique ("NO) joue un rdle dans de nombreux processus physiologiques,
particulierement dans |’homéostasie du tonus vasculaire. Une diminution de sa
concentration peut produire de nombreux évenements pathologiques et il est donc
intéressant de trouver et caractériser des donneurs de "NO qui pourraient par la suite étre

utilisés comme antihypertenseurs, antiagrégants plaquettaires ou anti-ischémiques.

L’oxyde nitrique a une demi-vie extrémement courte (moins de 1 s dans le sang [77])
et doit donc étre administré sous forme de prodrogue comme les nitrates organiques (par
exemple nitroglycérine, mononitrate et dinitrate d’isosorbide). Ces principes actifs sont
décrits comme relargant rapidement "NO en induisant un stress oxydant et fréquemment un
phénoméne de tolérance. Pour limiter ces effets secondaires, d’autres prodrogues sont
activement recherchées, et la famille des S-nitrosothiols constitue un exemple de ces

nouveaux donneurs potentiellement utilisables en thérapeutique.

Le GSNO apparait comme le chef de file des RSNO. En effet, cette molécule endogéne
et peu toxique est également facile a synthétiser, a isoler et a contréler selon des critéres
pharmaceutiques, ainsi que nous I'avons montré tout au long de ce travail. Son inconvénient
est sa faible stabilité, ce qui explique peut-étre I'absence d’essai clinique de phase Il malgré

le fort potentiel thérapeutique de ce composé.

Nous avons vu que la stabilité des RSNO était déterminée par de nombreux
parameétres, y compris la structure du composé lui-méme. Des modulations chimiques des
groupements permettant d’améliorer la stabilité de ces composés sont actuellement a
I’essai, notamment en jouant sur les substitutions des carbones proches du thiol [228]. Dans
le méme temps, I'"hydrophobie des composés peut étre augmentée : ceci permettrait a la
fois une incorporation plus facile dans les systemes galéniques (la majorité d’entre eux ont
en effet été développés pour retenir des principes actifs affins pour les matrices
hydrophobes) et éventuellement une libération plus prolongée. Une revue abordant cette
perspective de «drug design» des RSNO a été acceptée par le journal « Current

Pharmaceutical Design » [228] (Annexe).
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Une autre fagon de protéger les RSNO est de les intégrer a des formulations
permettant de protéger la liaison S-NO vis-a-vis des conditions expérimentales, ainsi que de
servir de réservoir a la molécule. Il existe déja quelques exemples de formulations avec

GSNO dans la littérature (Tableau 11).

Tableau 11 : Formulations galéniques incorporant GSNO

Type de formulation Caractéristiques Résultats Référence
Particules préparées Diminution de la vitesse de
par gélation ionique L décomposition de GSNO incorporé
Diametre > 300 nm . o [307]
avec de dans ces particules, particulierement
I'alginate/chitosan dans les 1% heures
. . , . Augmentation du flux sanguin local
Films a base d’alcool 450 a 840 umol de . .
L . chez les volontaires auxquels a été [286]
polyvinylique GSNO/g de film L, . ,
appliqué un film chargé en GSNO
Chargement en Libération de "NO et GSNO a partir
Films polymériques GSNO=20,4% des films avec une demi-vie de [308]
(m/m) 35,5 min
Films polymériques Augmentation du flux sanguin
a base d’alcool Chargement en vaginal chez le rat pendant 210
polyvinylique et de GSNO=5a30% minutes avec le GSNO intégré aux [309]
pyrrolidone (m/m) films contre 20 minutes pour le
polyvinylique GSNO libre
GSNO produit par
Matrice en . p P Diminution de la vitesse de
. nitrosation de GSH , - . .
polyethyléneglycol L décomposition de GSNO incorporé [141]
in situ dans la .
(PEG) . dans la matrice
matrice
Diminution de la vitesse de
Hydrogel avec du 13,8 mmol de i . . i
) , décomposition de GSNO incorporé [310]
Pluronic F127 GSNO/g d’hydrogel .
dans la matrice
Cependant, ces quelques formulations ne permettent d’augmenter que

modestement la demi-vie du GSNO. En conséquence, des problemes d’observance
pourraient survenir si elles devaient faire I'objet d’un développement clinique. L'équipe
CITHEFOR EA 3452 travaille également sur le développement de formes galéniques avec les
RSNO, notamment le GSNO : ceci correspond d’ailleurs a mon travail de thése d’Université.
La méthode CLHP décrite précédemment a non seulement été utilisée pour le controle les
lots de GSNO synthétisés, mais encore pour le dosage du GSNO libéré a partir des

formulations étudiées.
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Ce travail a donc permis la levée d’un verrou majeur au sein de nos travaux de
recherche, c’est-a-dire I'approvisionnement en matiere premiere de qualité. Le procédé de
synthése, précipitation et lavage a d’ailleurs été adapté par la suite a un autre RSNO, la

S-nitroso-N-acétylpénicillamine (SNAP).

De plus, nous avons développé et validé une méthode chromatographique unique,
simple a utiliser, qui permet un contrdle qualité du GSNO synthétisé satisfaisant d’un point
de vue pharmaceutique (en termes de pureté du produit obtenu, d’impuretés et de solvants
résiduels). L'inconvénient majeur de cette méthode est le temps d’équilibre nécessaire avant
toute analyse. Les résultats sont comparables avec ceux de la méthode colorimétrique
utilisée comme référence. Au final, I'investissement consenti en temps et en matériel
(colonnes CLHP) pour I'analyse du produit est largement contrebalancé par la garantie

d’utiliser dans les expériences un produit de qualité, parfaitement caractérisé.
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ANNEXE

Cette publication comprend [I'ensemble des résultats expérimentaux décrits
précédemment et a été acceptée en Octobre 2012 dans « Current Pharmaceutical Analysis »
(IF = 1,155).

A Complete Physicochemical Identity Card of S-nitrosoglutathione
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Abstract

S-nitrosoglutathione (GSNO) is one low molecular weight S-nitrosothiol encountered in humans. Nowadays, it is
widely used as a nitric oxide donor for in vitro, ex vivo and in vivo experiments as well as in clinical trials, related
to the investigation of its pathophysiological role or its potential therapeutic use. Despite numerous reports on
this physiological molecule, its quality control does not match the criteria required by pharmaceutical
competent authorities. For the first time, an extensive physicochemical characterisation of synthesised and
purified GSNO is hereby described. Indeed, structural identification including spectrometric, thermal and
elemental analyses was consistent with GSNO structure. An ion-pairing reversed phase HPLC system was
developed to assess (i) GSNO content with UV detection at 334 nm, and (ii) fingerprint of its impurities at 220
nm. The as-synthesised product showed a content of 102.5 %, expressed in comparison with a commercially
available standard. Identified impurities, i.e. chloride, nitrite, nitrate, reduced glutathione and glutathione
disulfide, were also quantified based on pharmaceutical requirements. Main products released during various
storage conditions (pH, temperature, dioxygen, ..) were disulfide glutathione and nitrite ion.
Recommandations are given to use GSNO safely during biological and pharmacological experiments.
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Cette publication est une revue portant sur l'importance des phénoménes de
S-nitrosation et dénitrosation en pathologie cardiovasculaire : différentes enzymes
impliquées sont décrites, ainsi que les stratégies de développement de S-nitrosothiols a fort
potentiel thérapeutique. Ce travail a été soumis a « Current Pharmaceutical Design »
(IF = 3,870), et accepté en Avril 2012 : il paraitra dés que possible.

S-nitrosation/denitrosation in cardiovascular pathologies: facts and
concepts for the rational design of S-nitrosothiols

Running title: S-nitrosothiol, interaction with enzymes and design

C. Gaucher, A. Boudier, F. Dahboul, M. Parent, and P. Leroy*

CITHEFOR — EA 3452, Faculté de Pharmacie, Université de Lorraine, BP 80403, 54001 Nancy Cedex,
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*Corresponding author
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France; Phone number: +33 (0) 3.83.68.23.77; Fax: +33 (0) 3.83.68.23.01; e-mail:
pierre.leroy@pharma.uhp-nancy.fr

Key words: Thioredoxin, Protein disulfide isomerase, Nitric oxide, Nitrosation, S-nitrosothiol, "NO donors,
Innovative formulation

Abstract

Nitric oxide ("NO) is a physiological mediator of vasorelaxation constitutively synthesized by endothelial nitric
oxide synthase. Because ‘NO has a short half-life, it is stored by proteins through S-nitrosation reaction. S-
nitrosation was recently defined as a post-translational modification of proteins for cellular signaling, as
important as glycosylation and phosphorylation. Disulfide forming/isomerizing enzymes like thioredoxin (Trx),
protein disulfide isomerase (PDI), which are chaperone proteins, are implicated into transnitrosation reactions,
which are the transfer of *NO from one cysteine residue to another one. Furthermore, Trx have also been
shown to denitrosate S-nitrosoproteins depending on their redox status. S-nitrosation of Trx on Cys residues
apart from active site, under nitrosative or oxidative stresses, enhances its activity, thereby reducing
intracellular reactive oxygen species. Trx and PDI have therefore an essential role for cell signaling control
which leads, among other actions, to cardio and vasculo-protection. The diminution of either *NO synthesis or
bioavailability is implicated into a large number of cardiovascular pathologies associated to hypoxia or
vasoconstriction like, endothelial dysfunction, arterial hypertension and atherosclerosis. In order to mimic the
physiological storage of *NO as S-nitrosothiols, the development of *NO donors should be based on the
covalent S-NO bond. The chemical stabilization of the S-NO bond and protection against enzymatically active
proteins such as PDI//Trx are major points for the design of stable compounds. Entrapment of S-nitrosothiols in
innovative formulations (films, gels, microparticles, nanoparticles) is an emerging field in order to stabilize and
protect them, and to deliver “NO under a sustained release at the targeted site.
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RESUME :

L'oxyde nitrique (*NO) est un messager physiologique majeur, impliqué notamment dans
I’lhoméostasie vasculaire. Par conséquent, toute molécule libérant *NO a un potentiel thérapeutique
important. Les S-nitrosothiols sont des donneurs de “NO en développement, car présentant de
nombreux avantages par rapport a ceux déja existants (nitrates organiques), en particulier I'absence
de tolérance. Parmi eux, le S-nitrosoglutathion (GSNO) est peu toxique car il existe de maniéere
physiologique dans I'organisme. |l fait donc I'objet de nombreuses études in vitro, mais également ex
vivo et in vivo. Du GSNO exogéne a déja été administré dans plusieurs essais cliniques chez 'Homme,
avec des effets pharmacologiques intéressants. Néanmoins il n’existe pas a ce jour de méthodologie
de contréle de cette matiere premiére synthétisée a facon ou provenant de fournisseurs non
pharmaceutiques.

L’objectif de ce travail consistait donc a mettre en place un contréle qualité du GSNO préparé a
facon au laboratoire, par son identification chimique et le développement d’'une méthode CLHP en
phase inverse avec contre-ion et détection UV.

Les résultats ont montré que le produit obtenu est comparable a celui disponible
commercialement, en termes de contenu et d’impuretés (ions nitrite et nitrate, disulfure de
glutathion). Ces dernieres ont été identifiées et quantifiées selon les normes pharmaceutiques : les
niveaux d’'impuretés retrouvés sont compatibles avec les exigences des normes pour une substance
médicamenteuse administrée a < 2 g/jour. En revanche, les niveaux d’'impuretés étaient plus élevés
dans une solution de GSNO synthétisé a fagon mais sans étape de précipitation ni lavage.

En conclusion, le GSNO est un composé a fort potentiel thérapeutique cardiovasculaire et
cette étude montre qu’il est possible de le synthétiser facilement, a moindre co(t, et de disposer
d’un produit parfaitement caractérisé et contrélé pour les expériences.

MOTS CLES: S-nitrosoglutathion, oxyde nitrique, CLHP, controle qualité, monographie,
Pharmacopée, ICH
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