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Introduction 

 La résistance cellulaire aux médicaments est un obstacle majeur de la lutte 

anticancéreuse. Les cellules tumorales peuvent acquérir une résistance à un seul 

médicament, à une classe de médicament ou, à un large spectre de médicaments. Ce 

dernier phénomène, découvert en 1976 par Juliano et Ling (1), est nommé multidrug 

resistance (MDR). Il se caractérise par la résistance à de nombreux cytotoxiques n’ayant le 

plus souvent, aucune similitude structurale ou fonctionnelle entre eux (2). Actuellement, il 

constitue l’une des causes majeures d’échec de la chimiothérapie. Dans la majorité des cas, 

ce phénomène résulte du transport actif des médicaments hors de la cellule par les 

transporteurs ABC (ATP-binding cassette), rendant impossible leur action cytotoxique (3). 

Les trois principaux transporteurs identifiés dans ce type de résistance sont ABCB1, 

ABCC1 et ABCG2 (4). 

 Depuis la découverte de ce phénomène de résistance, de nombreuses équipes de 

recherche travaillent sur la mise au point de molécules capables d’inhiber le mécanisme 

d’efflux de ces transporteurs (5). C’est donc dans cette optique que le MBLI-98 a été 

développé (6). Il montre des résultats encourageants dans les études in vitro et in vivo 

concernant l’inhibition spécifique du transporteur ABCG2 (7). 

 Néanmoins, la mise sur le marché d’un médicament est un processus long et 

complexe nécessitant un travail pluridisciplinaire. Lors des premiers stades du processus de 

recherche de nouvelles molécules d’intérêt, la connaissance des paramètres 

pharmacocinétiques, notamment du métabolisme, est essentielle pour la suite du 

développement. En effet, la détermination du profil métabolique d’une molécule, c’est-à-

dire l’identification de ses métabolites et la connaissance du ou des systèmes enzymatiques 
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responsables de sa métabolisation, permettent, par la suite, de prévoir certaines interactions 

médicamenteuses.  

 Parmi les techniques analytiques actuellement utilisées pour la recherche de 

métabolites, la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

(LC-MS/MS) est la plus fréquemment employée. En effet, la chromatographie liquide 

haute performance permet la séparation de composés de polarités et de masses très 

variables. Parmi les systèmes de détection qui lui sont habituellement associés, la 

spectrométrie de masse est le seul offrant des informations structurales nécessaires à 

l’identification des métabolites. 

 

 Devant l’intérêt suscité par le MBLI-98, l’étude de son métabolisme a ainsi été 

entreprise. L’objectif de ce travail expérimental a été d’identifier les potentiels métabolites 

du MBLI-98 formés in vitro, après incubation sur des microsomes hépatiques de souris ou 

sur cellules hépatiques HepaRG. Dans un premier temps, après avoir défini différentes 

hypothèses de voie de métabolisation du MBLI-98 par les cytochromes P450, notre travail 

a consisté à vérifier la présence des métabolites envisagés. Dans un second temps, diverses 

conditions d’incubation ont été appliquées dans le but de mieux comprendre le 

métabolisme du MBLI-98. Pour la détection des composés, une méthode d’analyse 

couplant la chromatographie liquide à la spectrométrie de masse en tandem a été utilisée. 
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1. Rappels historiques et bibliographiques 

1.1. Métabolisme des médicaments (8,9) 

1.1.1. Généralités 

 Le métabolisme des médicaments est un processus d’élimination englobant 

l’ensemble des réactions chimiques conduisant à la formation d’un ou plusieurs 

métabolites hydrosolubles, plus facilement éliminés hors de l’organisme via les urines, la 

bile, la salive ou la sueur. 

Il a lieu principalement dans le foie, mais, de nombreux organes et tissus tels que les reins, 

les poumons ou encore les intestins présentent également une activité métabolique. 

1.1.2. Les différentes voies métaboliques 

 Le processus de métabolisation se divise en 2 grandes phases (Cf. Figure 1) : 

 les réactions de phase I, dites de fonctionnalisation, 

 les réactions de phase II, dites de conjugaison. 

 

Figure 1 : Les différentes voies métaboliques envisageables pour un xénobiotique : réactions de phase I et/ou 

réactions de phase II 

 

1.1.2.1. Les réactions de phase I : fonctionnalisation 

 Les réactions de phase I (Tableau I) sont réalisées par différents types d’enzymes 

ayant chacune une spécificité plus ou moins large de substrats.  

 

(CC BY-NC-ND 2.0) 
SAURAT Dominique



34 

 

Il s’agit de réactions : 

 d’oxydation, ayant principalement lieu au niveau des microsomes hépatiques, 

impliquant :  

 des monooxygénases, auxquelles appartiennent les cytochromes P450 et les 

monooxygénases à flavines, 

 des déshydrogénases, 

 des monoamines oxydases, 

 de réduction, peu courantes mais possibles via le cytochrome P450 Fe
2+

, un 

puissant réducteur, 

 d’hydrolyse, ayant lieu au niveau des organes mais aussi du plasma, faisant 

intervenir des enzymes telles que les estérases, les amidases, les peptidases et les 

époxyde-hydroxylases.  

 Les métabolites ainsi formés auront des groupes fonctionnels tels que des 

hydroxyles (-OH), des amines (-NH2) ou encore des carboxyles (-COOH), permettant leur 

conjugaison à des composés endogènes lors des réactions de phase II. 

Tableau I : Résumé des différentes réactions de phase I : type de réaction, enzymes impliquées, localisation 

cellulaire et spécificité de substrat 

Types de 

réactions 

Enzymes 
Substrats 

Nom Localisation cellulaire 

Oxydation 

Monooxygénases à 

cytochrome P450 

Réticulum endoplasmique 

Mitochondries 

Chaînes aliphatiques, aromatiques, 

amines, alcanes… 

Monooxygénases à 

Flavines 
Réticulum endoplasmique 

Présence d’un hétéroatome  

(N, S, P) 

Déshydrogénases 
Mitochondries 

Cytosol 

Alcools et aldéhydes aliphatiques 

ou aromatiques… 

Monoamine 

oxydase 
Mitochondries Amines 

Réduction 
Cytochrome P450 

Fe
2+ 

Réticulum endoplasmique 

Cytosol 
Cétones… 

Hydrolyse 
Estérases, amidases, 

peptidases, époxyde 

hydroxylase 

Réticulum endoplasmique 

Cytosol 

Esters, amides, peptides, 

époxydes… 
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1.1.2.2. Les réactions de phase II : conjugaison 

 Le but de cette étape est d’aboutir à la formation de substances conjuguées 

hydrosolubles et facilement éliminées par les milieux aqueux. Il existe six types de 

réactions de conjugaison dont les caractéristiques sont regroupées dans le Tableau II. 

Tableau II : Résumé des différentes réactions de phase II 

Types de réactions 
Co-

substrats 

Enzymes 
Substrats 

Nom Localisation cellulaire 

Glucuroconjugaison 
Acide 

glucuronique 

Uridine 

Diphosphoglucuronyl 

transférase (UGT) 

Réticulum endoplasmique 

Fonction 

nucléophile : 

-OH 

-COOH 

-NH2 

-NHR 

-SH 

Glutathion 

conjugaison 
Glutathion 

Glutathion-S-
transférase (GST) 

Cytosol 

Réticulum endoplasmique 

C électrophile (plus 
rarement N, O, S) 

Sulfoconjugaison -SO2H 
Sulfotransférase 

(SULT) 
Cytosol 

Fonction 
nucléophile : 

-OH 

-COOH 

-NH2 

-NHR 

-SH 

Acétylconjugaison -COCH3 
N-acétyl-transférase 

(NAT) 

Cytosol 

Mitochondries 

R-NH2 

R-NH-NH2 

R-SO2-NH2 

Méthylconjugaison -CH3 
Méthyl-transférase 

(MT) 

Cytosol 

Mitochondries 

Phénol 

-NH2 

-SH 

Arsenic 

Conjugaison aux 

acides aminés 
1 acide aminé 

Aminoacide-
transférase 

Réticulum endoplasmique 

Mitochondries 

-COOH 

-NH2 
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1.1.3. Les cytochromes P450 (CYPs) 

1.1.3.1. Généralités sur les cytochromes P450 

 La superfamille des cytochromes P450 humains comprend 57 gènes codant des 

enzymes membranaires classées en familles, sous-familles et isoformes. Leur 

nomenclature actuelle est définie telle que sur la Figure 2 (10). 

 

Figure 2 : Nomenclature des cytochromes P450 

 

 Les CYPs constituent une superfamille d’hémoprotéines initialement identifiées 

comme des pigments dans des microsomes de foie de rats (11). Le nom « P450 » provient 

de la propriété de ces pigments d’émettre un spectre spécifique à 450 nm (12). 

 Ces enzymes jouent un rôle important dans les biotransformations oxydatives de 

substrats endogènes divers et de xénobiotiques, dont les médicaments (13,14). 

 

1.1.3.2. Structure des cytochromes P450 

 Les CYPs sont formés d’environ 500 acides aminés. Ce sont des hémoprotéines : 

elles contiennent une molécule d’hème par apoprotéine. Le fer héminique est toujours lié à 

une cystéine localisée près de la région carboxy-terminale de l’apoprotéine.  La région  

N-terminale contient le site catalytique. Il s’agit d’une zone riche en acides aminés 

hydrophobes (Cf Figure 3) (15). 
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure d’un cytochrome P450 

 

1.1.3.3. Propriétés catalytiques des cytochromes P450 

 Ces enzymes sont appelées monooxygénases car elles incorporent un atome 

d’oxygène à partir d’oxygène moléculaire.  Certains CYPs catalysent le métabolisme d’un 

nombre limité de structures chimiques alors que d’autres présentent des spécificités de 

substrats plus large. Cette variation dans les propriétés catalytiques d’oxydo-réduction des 

CYPs est due à la nature de leur apoprotéine. (16) 

 Pour fonctionner, les CYPs ont besoin à la fois d’oxygène et d’une source 

d’électrons (voir Figure 4). Ceux-ci lui sont apportés par une autre protéine : la NADPH-

P450-réductase lorsque le cytochrome P450 est situé dans le réticulum endoplasmique, ou 

la ferrédoxine s’il est situé dans les mitochondries (17). 

 

Figure 4 : Réaction générale catalysée par les CYPs du réticulum endoplasmique 
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 Le cycle détaillé des cytochromes P450 est présenté dans la Figure 5. 

 

 

1. Fixation du substrat sur le site actif de l’enzyme 

dont le fer hémique est sous forme ferrique  

2. Réduction du fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux 

(Fe
2+

) par transfert d’un électron de la NADPH-

P450 réductase sur le fer ferrique 

3. Fixation de l’oxygène moléculaire sur la 6e liaison 

du fer hémique 

4. Incorporation d’un électron supplémentaire et 

réduction du dioxygène ferreux en complexe 

activé capable de réagir avec le substrat 

5. 2 protonations nécessaires à la libération d’une 

molécule d’eau et pour le clivage hétérolytique de 

la liaison dioxygène O-O 

6. Transfert de proton du substrat vers l’oxygène et 

formation d’intermédiaires radicalaires OH° et R°  

7. Addition du radical hydroxyle (OH) sur le radical R°  

8. Libération du produit du groupement héminique 

Figure 5 : Cycle catalytique des CYPs  

 

 Un grand nombre de réactions chimiques sont catalysées par les CYPs.  Les 

principales sont regroupées dans le Tableau III.  
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Tableau III : Principales réactions chimiques réalisables par les cytochromes P450 

Hydroxylation 

aliphatique  

Hydroxylation 

aromatique 

 

O-déalkylation 

 

N-déalkylation 

 

S-déalkylation 

 

N-hydroxylation 

 

N-oxydation 

 

 

S-oxydation 

 

Epoxydation 

 

Azoréduction 
 

Nitroréduction 
 

Carbonylréduction 

 

Hydrolyse des esters 

 

Hydrolyse des amides 
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1.1.3.4. Rôle dans le métabolisme des médicaments 

 Parmi les 57 cytochromes P450 humains, 15 sont impliqués dans le métabolisme 

des médicaments. Ils appartiennent essentiellement aux familles 1, 2 et 3. Les CYPs 

interviennent dans plus de 90% du métabolisme des médicaments. Plus de 2000 substrats 

ont déjà été identifiés. Les isoenzymes les plus impliquées dans le métabolisme des 

médicaments chez l’homme sont les CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4 avec plus de 50% 

des médicaments métabolisés par le CYP3A4 (18). 

 Les spécificités de substrats des principales isoenzymes sont regroupées dans le 

Tableau IV ci-dessous. 

 

Tableau IV : Spécificités de substrats des principales isoenzymes des cytochromes P450 (16) 

Famille Isoforme 

% 

dans 

le 

foie 

Substrats types Exemples 

CYP1 1A2 12% 

Composés arylamines 

Hydrocarbures aromatiques 

polycycliques 

Paracétamol, 

Caféine, 

Clozapine 

CYP2 

2C9 

20% 

Substrats faiblement anioniques (pour 

établir une liaison ionique avec un site 

cationique de la protéine) et modérément 

lipophiles 

Anti-

inflammatoires 

non stéroïdiens 

Hypoglycémiants 

2C19 

Substrats neutres ou faiblement basiques 

et modérément lipophiles + capables de 

faire une liaison hydrogène 

Oméprazole, 

(R)-warfarine 

2D6 4% 

Petites amines à distance de 5 à 7 A d’un 

noyau aromatique ou d’une zone 

hydrophobe 

-bloquants 
Antidépresseurs 

tricycliques 

CYP3 3A4 30% 
Molécules volumineuses avec plusieurs 

noyaux aromatiques 

Irinotécan 

Ifosfamide 
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 La biodisponibilité de médicaments substrats des CYPs peut être affectée par des 

interactions médicamenteuses via l’induction ou l’inhibition des cytochromes P450, 

pouvant alors entrainer une toxicité ou une inefficacité thérapeutique (19). C’est pourquoi, 

avant la mise sur le marché d’un médicament, des études de métabolisme doivent être 

réalisées. 

1.1.3.5. Inhibition enzymatique des cytochromes P450 

 Il existe deux classes principales d’inhibiteurs des cytochromes P450 : les 

inhibiteurs réversibles et les inhibiteurs irréversibles. 

 Les inhibiteurs réversibles peuvent être classés en différentes 

catégories (compétitifs, non compétitifs ou mixtes) selon leur site d’action. Les inhibiteurs 

compétitifs agissent au niveau du site actif de l’enzyme tandis que les inhibiteurs non 

compétitifs se lient au niveau d’un autre site entraînant une modification conformationnelle 

du site actif. L’inhibiteur réversible n’a nul besoin d’être métabolisé par le cytochrome 

P450 pour exercer son inhibition. Très souvent utilisé dans les études in vitro du 

métabolisme, le kétoconazole est un inhibiteur puissant du CYP3A4 agissant par 

compétition (20).  

 A l’inverse, les inhibiteurs irréversibles sont des substrats des cytochromes P450. 

Ils sont métabolisés en intermédiaires réactifs, lesquels formeront une liaison covalente au 

niveau du site actif, empêchant toute activité enzymatique. L’inhibition est donc 

NADPH,H+ dépendante (21). A titre d’exemple, la troléandomycine est un substrat suicide 

des CYP3A4 (22). 
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1.1.4. Modèles biologiques pour les études in vitro du métabolisme 

 Bien que faisant partie intégrante des études pharmacocinétiques, les études de 

métabolisme représentent une activité à part entière dans le processus de recherche et de 

développement de nouveaux médicaments. Pour recréer in vitro ce qui pourrait se passer in 

vivo, deux types de modèles biologiques sont envisageables : (i) les fractions subcellulaires 

obtenues par centrifugation différentielle tels que les microsomes hépatiques et la fraction 

cytosolique, (ii) les systèmes de culture cellulaire. 

1.1.4.1. Microsomes hépatiques (9) 

1.1.4.1.1. Généralités 

 Les microsomes hépatiques constituent le système d’essai le plus utilisé pour 

l’étude du métabolisme d’un nouveau médicament, notamment pour les réactions de 

biotransformation de phase I. 

 Les microsomes sont des vésicules résultantes de la fragmentation des membranes 

du réticulum endoplasmique lisse. Les principales enzymes présentes dans cette fraction 

tissulaire comprennent des enzymes membranaires dont la superfamille des cytochromes 

P450, les monooxygénases à flavine, les époxydes hydroxylases et diverses transférases. 

 L’utilisation de cofacteurs particuliers ou de conditions expérimentales spécifiques 

permet la sélection d’une enzyme particulière. Ainsi, les monooxygénases nécessitent un 

co-substrat de type NADPH,H+. Les UGT requièrent quant à elles, de l’acide UDP-

glucuronique, ainsi qu’une activation rendant accessible le site actif de l’enzyme. 

 La préparation de microsomes est assez simple à réaliser mais des préparations 

commerciales sont également disponibles. Les microsomes peuvent être conservés à –80°C 

pendant plusieurs années sans variation notable de l’activité enzymatique.  
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1.1.4.1.2. Surexpression d’un isoforme de cytochrome P450 

 Certaines molécules sont capables d’augmenter la synthèse des cytochromes P450, 

on parle alors d’inducteurs enzymatiques. Ceux-ci peuvent être utilisés lors de la 

préparation des microsomes hépatiques, permettant ainsi d’avoir une quantité plus 

importante d’une isoenzyme que celle physiologiquement retrouvée dans le foie. Lors des 

études de métabolisme in vitro, cette technique est très répandue car elle permet à la fois 

d’avoir une activité enzymatique plus importante, mais aussi, dans certains cas, d’orienter 

la détermination des isoenzymes impliquées dans le métabolisme du médicament. 

 Par exemple, le phénobarbital, molécule appartenant aux barbituriques, induit la 

synthèse des CYP2B de façon majoritaire, mais aussi d’autres isoformes, dont le 3A (23). 

La dexaméthasone est, quand à elle, un corticoïde synthétique, induisant principalement la 

synthèse des CYP3A, notamment le 3A4 et le 3A1 mais aussi, de façon moindre des 

CYP2C9 (24). 

 

1.1.4.2. Fraction cytosolique (9) 

 Le surnageant restant après ultracentrifugation correspond au cytosol. Cette fraction 

a l’avantage de contenir trois enzymes solubles de phase II : les N-acétyltransférases,  

les glutathion-S-transférases et les sulfo-transférases. Il est possible d’étudier 

spécifiquement l’activité de chacune d’entre elle, après apport de leur co-substrat respectif. 

 De même que pour les microsomes, la fraction cytosolique peut être conservée à  

–80°C pendant plusieurs années sans variation notable de l’activité enzymatique. 
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1.1.4.3. Culture cellulaire : hépatocytes et lignées cellulaires hépatiques 

 Les hépatocytes contiennent à la fois les enzymes de phase I et de phase II, 

permettant ainsi une étude globale du métabolisme. De plus, contrairement aux fractions 

subcellulaires, des études d’induction enzymatique sont également possibles (25).  

Cependant, la courte durée de vie des hépatocytes limite leur utilisation. En alternative, des 

lignées d’hépatocytes humains, d'origine tumorale ou immortalisés par transfection 

d'oncogènes, ont été développées. En 2002, l’INSERM a obtenu une nouvelle lignée de 

cellules hépatiques humaines, appelée HepaRG, dérivée d'un carcinome hépatocellulaire 

(26). Ces cellules, capables d'exprimer les principaux CYPs impliqués dans la 

biotransformation des xénobiotiques, ainsi que les récepteurs nucléaires permettant 

l’induction, représentent un modèle d’étude in vitro du métabolisme très complet (27).  
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1.2. Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

(LC-MS/MS) (28,29) 

 La chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem  

(ou LC-MS/MS) est une technique analytique à la fois qualitative et quantitative. Elle 

couple la puissance séparative de la chromatographie liquide haute performance à la 

sensibilité et spécificité de la détection par spectrométrie de masse en tandem. Son 

application pour l’étude du métabolisme des médicaments est largement répandue (30). 

1.2.1. Principes généraux 

1.2.1.1. La chromatographie liquide haute performance (HPLC) 

 La chromatographie liquide haute performance est une technique analytique 

permettant la séparation des différents composés, contenus dans un mélange, en fonction 

de leurs propriétés physico-chimiques. 

 Un fluide, appelé phase mobile, parcourt un tube appelé colonne, correspondant à la 

phase stationnaire. A l'instant initial, le mélange à séparer est injecté à l'entrée de la 

colonne. Là, il se dilue dans la phase mobile qui l'entraîne à travers la colonne. En fonction 

de leur affinité, plus ou moins grande, pour la phase mobile et la phase stationnaire, les 

solutés seront élués plus ou moins rapidement.  Le choix des phases dépend du type de 

composés à séparer. 

 Placé à la sortie de la colonne, un détecteur, couplé à un enregistreur, permet 

d'obtenir un tracé appelé chromatogramme (voir Figure 6). Ainsi, dans des conditions 

chromatographiques données, le temps de rétention, qui correspond au temps au bout 

duquel un composé est élué de la colonne et détecté, caractérise qualitativement une 

substance. La concentration du soluté dans un mélange est, quant à elle, proportionnelle à 

l’amplitude du pic chromatographique. 
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Dans le cas de la LC-MS/MS, le détecteur est un spectromètre de masse. 

 

Figure 6 : Exemple de chromatogramme obtenu par LC-MS/MS.  

 

1.2.1.2. La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) 

 La spectrométrie de masse en tandem constitue un apport très important en chimie 

analytique. Offrant des informations structurales sur les composés détectés, son couplage à 

l’HPLC (voir Figure 7) en fait une technique de référence dans les études de métabolisme. 

 

Figure 7 : Schéma du couplage de la chromatographie liquide à la spectrométrie de masse en tandem de type 

triple quadripôle d’après (31) 

 

 Son principe repose sur l’ionisation et la fragmentation des molécules. Leur 

ionisation entraîne une accumulation d’énergie qui, en se dissipant, provoque la rupture des 
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liaisons interatomiques, donnant naissance à des fragments. Ceux-ci sont caractérisés par le 

rapport de leur masse à leur charge, noté m/z. Les différents fragments ainsi produits sont 

accélérés avant de parvenir à un analyseur, qui les sépare en fonction de ce rapport m/z. Un 

détecteur donne ensuite l’intensité du faisceau ionique obtenu, permettant l’établissement 

d’un spectre, caractéristique de la fragmentation d’un composé, appelé « spectre de 

masse ». 

 La spectrométrie de masse en tandem est une méthode comportant deux analyseurs 

successifs. Le premier permet de sélectionner un ou plusieurs ions stables particuliers, 

issus de la source d’ionisation, appelés « ions parents » ou « ions précurseurs ». Ce ou ces 

ions sont ensuite excités dans une cellule intermédiaire pour mener à leur fragmentation.  

Le deuxième analyseur permet alors l’analyse des ions issus de leur décomposition, 

appelés « ions fils », « ions produits » ou « ions de fragmentation ». 

1.2.2. Le TSQ® Quantum mass spectrometer 

 Au Centre de Biologie Sud, le spectromètre de masse utilisé pour l’étude du 

métabolisme du MBLI-98 est le Triple Stage Quadrupole® Quantum mass spectrometer 

de la firme Thermo. 

1.2.2.1. Appareillage 

1.2.2.1.1. La source d’ions 

 La chambre d’ionisation est le premier composant d’un spectromètre de masse. 

Dans le cas de la LC-MS/MS, elle constitue l’interface avec la chromatographie liquide. 

Pour l’étude du métabolisme du MBLI-98 avec le TSQ® Quantum mass spectrometer, 

l’ionisation des molécules se fait par électronébulisation, à l’aide de la sonde ESI, en mode 

d’ionisation positive. 
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L’électrospray est produit à pression atmosphérique, à l'extrémité d'un fin capillaire porté à 

un potentiel élevé. Sous l'effet de ce champ électrique intense (obtenu par application 

d’une différence de potentiel de quelques kV entre ce capillaire et la contre-électrode) et 

grâce à l'assistance éventuelle d'un courant d'air coaxial, l’éluat est transformé en nuage de 

fines gouttelettes chargées positivement. Sous l'effet d'un second courant d'air chauffé, le 

solvant contenu dans ces gouttelettes s'évapore progressivement, jusqu’à ce que leur 

densité de charge devienne trop importante et provoque leur explosion, libérant ainsi des 

molécules protonées de l’analyte. Les ions ainsi formés sont ensuite guidés à l'aide de 

potentiels électriques vers l’analyseur. 

1.2.2.1.2. L’analyseur : triple quadripôle 

 Dans le cas du TSQ® Quantum mass spectrometer, la détection repose sur la mise 

en série de trois quadripôles. Le premier et le troisième quadripôle fonctionnent comme 

analyseurs qui, selon le mode d’acquisition choisi, laissent passer tous les ions ou 

seulement ceux présélectionnés. Le second quadripôle est une chambre de collision où les 

ions provenant du premier quadripôle sont fragmentés. Ces fragments sont ensuite analysés 

par le troisième quadripôle. Ce système est caractérisé par une très grande rapidité de 

balayage. 

 Un quadripôle est un appareil qui utilise la stabilité des trajectoires pour séparer les 

ions selon leur m/z. Il est constitué de quatre barres métalliques parallèles, disposées aux 

quatre angles d’un carré (voir Figure 8). Une tension ayant une composante continue et une 

composante alternative (radiofréquence) est appliquée entre les quatre barres. Les 

électrodes adjacentes sont portées à des potentiels opposés, tandis que les électrodes 

opposées sont aux mêmes potentiels. A l’intérieur du quadripôle, un champ 

électrodynamique est donc créé. En faisant varier de manière linéaire les tensions 

continues et alternatives appliquées aux électrodes, il est possible de séparer les ions en 
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fonction de leur masse et de leur charge. En effet, selon le potentiel appliqué, certains ions 

seront éliminés (« ions en non résonnance »), et d’autres, auront une trajectoire leur 

permettant de passer entre les barres du quadripôle (« ions en résonnance »). Ces derniers 

pourront alors atteindre le détecteur.  

 Dans le cas d’un triple quadripôle, le deuxième quadripôle (Q2) est uniquement 

soumis à un potentiel fixe de radiofréquence. Il n’a donc pas de fonction d’analyseur. 

L’introduction d’un gaz réactif à l’intérieur (l’argon dans le cas du TSQ® Quantum mass 

spectrometer) permet d’obtenir une pression élevée. Celle-ci favorise la collision des ions 

et donc, leur fragmentation. 

 

Figure 8 : Schéma d’un quadripôle : 4 barres métalliques parallèles auxquelles sont appliquées des tensions 

alternatives et continues (31) 

 

1.2.2.2. Différents modes d’acquisition utilisés avec le TSQ® Quantum 

mass spectrometer 

 En spectrométrie de masse simple, deux modes d’acquisition des données sont 

disponibles : le mode balayage complet (« Full scan ») et le mode SIM (« Single Ion 

monitoring ») permettant de cibler l’acquisition sur un rapport m/z donné.  En combinant 

ces deux modes, la spectrométrie de masse en tandem apporte ainsi la possibilité de modes 

d’acquisition supplémentaires, notamment le balayage des ions de fragmentation 

(« Product Ion Scan ») ou des ions parents (« Parent Ion Scan ») et le mode MRM 

(« Multiple Reaction Monitoring »). Pour l’étude du métabolisme du MBLI-98, nous avons 

utilisé les trois derniers modes cités. 
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1.2.2.2.1. Mode de balayage complet « Full Scan » 

 Lors d’une acquisition en mode balayage complet, un intervalle de rapport m/z est 

choisi. Tous les ions répondant à cet intervalle seront détectés (voir Figure 9). Dans ce cas, 

un seul quadripôle fonctionne, les autres sont inactifs. La recherche de métabolites est 

réalisée sans critère de sélection a priori, mais l’analyse des résultats est délicate. 

 

Figure 9 : Représentation schématique du mode "Full Scan" 

 

 

1.2.2.2.2. Mode de suivi d’un ion sélectionné (SIM) 

 Lors d’une acquisition en mode SIM, ne seront détectés, pendant un temps de 

balayage donné, que les ions ayant un rapport m/z défini (voir Figure 10). Ici aussi, seul un 

quadripôle fonctionne. Ce mode permet d’augmenter la sélectivité et, par conséquent, la 

sensibilité du signal. Lors de la recherche de métabolites, les ions suivis seront définis 

selon les hypothèses de métabolisation envisagées. 

 

Figure 10 : Représentation schématique du mode "SIM" 
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1.2.2.2.3. Mode de balayage des ions fils « Product Ion Scan » 

 Lors d’une acquisition en mode « Product Ion Scan », ne seront détectés, pendant 

un temps de balayage donné, que les ions présents en Q3 appartenant à un intervalle m/z 

défini, provenant de la fragmentation d’un ion précurseur particulier choisi par son rapport 

m/z en Q1. Ce mode d’acquisition permet d’obtenir des spectres de fragmentation 

spécifiques des métabolites, fournissant ainsi des informations sur leur structure. 

 

Figure 11 : Représentation schématique du mode "Product Ion Scan" 

 

1.2.2.2.4. Mode de balayage des ions parents « Parent Ion Scan » 

 Lors d’une acquisition en mode « Parent Ion Scan », encore appelé « Precursor Ion 

Scan », ne seront détectés, pendant un temps de balayage donné, que les ions en Q3 ayant 

un rapport m/z défini provenant, lors de la fragmentation en Q2, de rapports m/z 

appartenant à l’intervalle défini pour le premier quadripôle. Ce mode permet de rechercher 

les ions parents capables de se fragmenter en un ion fils donné. Ce type d’acquisition, bien 

que plus couramment utilisée pour la recherche de métabolites de phase II, peut aussi être 

mis à profit pour la recherche de métabolites de phase I, en se basant sur les similitudes de 

fragmentation pouvant exister entre la molécule et ses métabolites. 
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Figure 12 : Représentation schématique du mode "Parent Ion Scan" 

 

1.2.2.2.5. Mode « Multiple Reaction Monitoring » (MRM) 

 Lors d’une acquisition en mode MRM, ne seront détectés que les ions en Q1 ayant 

un rapport m/z donné, puis, donnant, après fragmentation, un ion en Q3 de rapport m/z 

déterminé. Cet ion fils correspond généralement à l’ion majoritaire provenant de la 

fragmentation de l’ion sélectionné en Q1. Par conséquent, il est possible de suivre des 

transitions particulières se rapportant à des métabolites. Ce mode, extrêmement sélectif, est 

mis à profit dans la détermination des cinétiques du médicament et de ses métabolites. 

 

Figure 13 : Représentation schématique du mode "MRM" 
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1.3. Intérêt du MBLI-98 

1.3.1. Généralités 

 Le nom « MBLI » correspond à une série de molécules synthétisées par l’équipe de 

Ahcène Boumendjel (6). Le but était de concevoir des modulateurs de pompes à efflux 

impliquées dans la multidrug resistance des cancers, et plus particulièrement des 

inhibiteurs d’ABGG2. 

 Dans la lutte anticancéreuse, le phénomène de multirésistance est un enjeu majeur. 

Il correspond à la résistance à différents cytotoxiques n’ayant, le plus souvent, aucune 

similitude structurale ou fonctionnelle entre eux (2). Ce phénomène constitue actuellement 

l’une des causes majeures d’échec de la chimiothérapie. Il est, le plus souvent, la 

conséquence du transport actif des médicaments hors de la cellule par les transporteurs 

ABC (ATP-binding cassette) (3). Les médicaments n’ont alors pas le temps d’atteindre 

leur cible pour exercer leur action cytotoxique.  

 Les trois principaux transporteurs identifiés dans ce type de résistance sont :  (i) 

ABCB1, plus connu sous le nom de Glycoprotéine P, (ii) ABCC1, plus connu sous le nom 

de MRP1, (iii) ABCG2 (4). Ce dernier est aussi nommé BCRP (Breast Cancer Resistant 

Protein) en raison de sa découverte en 1998 par Doyle et al (32) dans une lignée 

cancéreuse du sein résistante à la chimiothérapie. Dans certains cas, il peut être aussi 

nommé ABCP en raison de son abondance dans le placenta (33) ou MXR en raison de sa 

capacité à conférer une résistance cellulaire à la mitoxantrone (34). 

 ABCG2 est un transporteur de la famille ABC, localisé au niveau de la membrane 

plasmatique de la cellule, capable de transporter de manière active une grande variété de 

substrats : molécules hydrophobes, molécules chargées positivement ou négativement, etc. 

(35–37). Cela comprend l’efflux de composés cytotoxiques tels que la mitoxantrone, le 
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topotécan , l’étoposide, l’irinotécan, le SN-38, l’imatinib, le flavopiridol, la doxorubicine 

ou encore le méthotrexate, hors de la cellule cancéreuse (34,38–46). Physiologiquement 

présent chez l’Homme dans de nombreux tissus tels que le placenta, le foie ou encore le 

petit intestin, il permet de protéger les cellules contre l’accumulation de substances 

toxiques (35,41). Sa surexpression a cependant été identifiée comme la cause de 

résistances tumorales, notamment dans des cancers du sein, de l’intestin, du colon, du 

poumon ou de l’ovaire (32,38,39,47–50). C’est pourquoi, la mise au point d’inhibiteurs 

spécifiques d’ABCG2 constitue l’une des perspectives actuelles concernant la 

chimiothérapie anticancéreuse (51–53). Ainsi, de nombreux composés ont été identifiés 

comme inhibiteurs d’ABCG2. C’est le cas, entre autres, du GF120918 (élacridar), du 

tariquidar, de la tectochrysine, de la fumitrémorgine C et de ses analogues, d’inhibiteurs de 

tyrosine kinase comme l’imatinib et le gefitinib ou encore de la novobiocine (54–59). 

 

 S’inspirant de la structure de deux molécules déjà connues pour leurs propriétés 

inhibitrices d’ABCG2, l’équipe d’Ahcène Boumendjel (6) a donc synthétisé deux séries de 

molécules dérivées des flavones et des acridones : 

 une série ayant pour référence la tectochrysine (56), appelée série I 

 une série ayant pour référence le GF120918 (60–63), appelée série II. 

La structure générale de ces molécules est représentée à la   Figure 14 . 
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Figure 14: Structures de la tectochrysine, du GF120918 et structure générale des séries I et II (6) 

 

 Dans un premier temps, des expériences de compétition concernant l’inhibition de 

l’efflux de la mitoxantrone par ABCG2, montrèrent des propriétés intéressantes de 

certaines molécules de la série II. Ce fut notamment le cas du MBLI-87 (9-oxo-9,10-

dihydroacridine-4-carboxylic acid-3,4-diméthoxyphénéthylamide ; voir Figure 15)  

et du MBLI-98 (6-méthoxy-9-oxo-9,10-dihydroacridine-4-carboxylic-acid-3,4-

diméthoxyphénéthylamide ; voir Figure 16) qui se montrèrent in vitro aussi efficaces que 

la molécule de référence GF120918 contre l’efflux de mitoxantrone médié par ABCG2 (6). 

 

Figure 15 : Structure du MBLI-87 

 

 Dans un second temps, grâce à des études de relation structure-activité (QSAR), il a 

été mis en évidence une spécificité de ces molécules pour l’inhibition de la protéine 
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ABCG2. En effet, contrairement au GF120918, avec le MBLI-87 ou 98, ni la protéine 

ABCB1, ni la protéine ABCC1 ne sont touchées par l’inhibition (64). 

 

 Dans un troisième temps, des études in vitro et in vivo (7) ont été réalisées avec le 

MBLI-87 utilisant cette fois-ci l’irinotécan comme substrat d’ABCG2.  

 Lors des expériences in vitro, il a été montré qu’en présence de MBLI-87, 

l’irinotécan s’accumulait 1,7 fois plus dans la tumeur exprimant ABCG2 qu’en l’absence 

de MBLI-87. Par ailleurs, alors que l’irinotécan seul augmente l’expression d’ABCG2, 

augmentant alors le phénomène de résistance, le MBLI-87 utilisé seul ne provoque pas ce 

phénomène. 

 Concernant les études in vivo réalisées chez la souris, il a été démontré que le  

MBLI-87 seul n’avait pas d’effet sur le développement de la tumeur. Cependant, utilisé en 

association avec l’irinotécan en traitement discontinu (15 jours de traitement suivi de 15 

jours de récupération), le MBLI-87 permet d’observer un retard de développement 

significatif de la tumeur durant la 2
e
 cure de chimiothérapie. Néanmoins, il a été relevé une 

augmentation de la vitesse de développement de la tumeur pendant la période sans 

chimiothérapie lui succédant. Ce phénomène a déjà été observé, avec le bevacizumab 

(Avastin
®
) lors de traitements en discontinu (65). Il semblerait qu’il n’y ait pas de bénéfice 

permanent lors d’un traitement discontinu. D’autre part, lors des études in vivo, le  

MBLI-87 n’a présenté aucun effet sur la pharmacocinétique de l’irinotécan et de son 

principal métabolite actif le SN-38. 

 En dehors de ces résultats encourageants, un problème de solubilité s’est posé avec 

le MBLI-87, nécessitant la préparation d’une suspension colloïdale afin de permettre 

l’injection de la molécule aux souris. Le MBLI-98 (voir Figure 16), par la présence d’un 
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méthoxyle supplémentaire sur le noyau acridone, se montre quant à lui, beaucoup plus 

soluble et donc plus maniable que son analogue. C’est pourquoi, actuellement, le MBLI-98 

semble plus approprié au développement d’un inhibiteur d’ABCG2. 

 

Figure 16 : Structure du MBLI-98 

 

 Si la non toxicité de cette molécule se confirmait, le MBLI-98 constituerait donc un 

bon candidat pour le développement futur d’une molécule permettant d’améliorer la 

biodisponibilité de médicaments substrats de la protéine ABCG2, leur pénétration dans le 

système nerveux central et leur accumulation dans des tissus cibles, notamment des tissus 

cancéreux (7). C’est pourquoi, une analyse plus approfondie a été entreprise, notamment 

l’étude de son métabolisme. 

 

1.3.2. Dosage du MBLI par spectrométrie de masse en tandem  

1.3.2.1. MBLI-87 

 Le MBLI-87 a une masse molaire de 402 g/mol. Il a déjà fait l’objet d’analyses par 

LC-MS/MS au Centre de Biologie Sud (CBS). La transition retenue est 403,2  222,1, en 

mode d’ionisation positive, pour une énergie de collision de 28 eV. La fragmentation du 

MBLI-87 est telle que représentée Figure 17. 
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Figure 17 : Fragmentation du MBLI-87 avec une énergie de collision de 28 eV 

 

1.3.2.2. MBLI-98 

 Le MBLI-98 a, lui aussi, déjà fait l’objet d’analyses par LC-MS/MS au CBS. La 

transition retenue est 433,2  252,1 en mode d’ionisation positive, pour une énergie de 

collision de 28 eV. La fragmentation du MBLI-98 est telle que représentée Figure 18. 

 

Figure 18 : Spectre de masse du MBLI-98 
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1.4. Etude du métabolisme de molécules ayant des motifs structuraux 

similaires au MBLI-98 

 Notre but étant d’identifier les métabolites du MBLI-98 par LC-MS/MS, nous nous 

sommes intéressés au métabolisme de quelques molécules structuralement similaires, 

notamment le resveratrol, le DMU-212, la tectochrysine et le GF120918. 

1.4.1. Métabolisme du resveratrol et du DMU-212 

 Tout comme le MBLI-98, le resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene) possède deux 

noyaux aromatiques, lieux de réactions du métabolisme de phase I. 

 

Figure 19 : Structure chimique du resveratrol et d'un de ses métabolites, le piceatannol 

 

 L’étude du métabolisme du resveratrol a été réalisée in vitro avec une préparation 

microsomale humaine surexprimant le CYP1B1 (66). Après analyse par HPLC et détection 

par fluorescence, deux métabolites majeurs et un mineur ont été mis en évidence. Le 

métabolite majeur a été identifié comme le piceatannol (3,4,3’,5'-tetrahydroxystilbène). Il 

proviendrait d’une hydroxylation en ortho de l’hydroxyle déjà présent sur le noyau 

monohydroxylé (voir Figure 19). Les autres métabolites n’ont pas pu être strictement 

identifiés. Il semblerait s’agir du 3,4,5,4’-tétrahydroxystilbène, provenant d’une 

hydroxylation sur l’autre noyau aromatique, et du 3,4,5,3’,4’-pentahydroxystilbène 

provenant de trois hydroxylations au niveau des noyaux benzéniques. 
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 Analogue du resveratrol, le DMU 212 (3,5,5,4’-tétraméthoxystilbène) ressemble 

d’avantage au MBLI-98 puisqu’ils ont un motif structural commun : le noyau benzénique 

substitué par des méthoxyles.  

 L’étude du métabolisme du DMU 212 a été réalisée in vivo chez la souris, et in 

vitro avec des microsomes hépatiques de souris (67). Après analyse par chromatographie 

liquide couplée à la spectrométrie de masse, cinq métabolites ont pu être identifiés. Ils 

proviennent soit d’une hydroxylation, soit d’une simple ou double O-déméthylation (voir 

Figure 20). Après étude sur des préparations de cytochromes P450 spécifiques d’une 

isoenzyme, ces métabolites ont été identifiés comme produits des cytochromes de la 

famille des CYP1. 

 

Figure 20 : Schéma de métabolisation du DMU 212 
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1.4.2. Métabolisme de l’émodine 

 La structure anthraquinone de l’émodine (1,3,8-trihydroxy-6-méthylanthraquinone) 

est similaire au noyau acridone du MBLI-98. 

 L’étude du métabolisme de l’émodine a été réalisée avec des microsomes 

hépatiques de rats (68). Elle a permis de mettre en évidence deux métabolites (voir Figure 

21) provenant pour l’un, d’une hydroxylation sur le méthyle, et pour l’autre, d’une 

hydroxylation sur le noyau aromatique. Concernant le deuxième métabolite, le  

2-hydroxyémodine, après incubations avec différents inhibiteurs enzymatiques spécifiques, 

il semblerait que le cytochrome P450 1A2 soit majoritairement impliqué dans sa 

formation. 

 

Figure 21 : Schéma de métabolisation de l'émodine 
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1.4.3. Métabolisme de la tectochrysine et du GF120918 

 La structure de la tectochrysine (5-hydroxy-7méthoxyflavone) et du GF120918  

(9,10-dihydro-5-methoxy-9-oxo-N-[4-[2-(1,2,3,4-tétrahydro-6,7-dimethoxy-2-

isoquinolinyl)ethyl]phenyl]-4-acridine-carboxamide) ont tous deux inspiré la synthèse des 

dérivés acridones dont fait partie le MBLI-98 (6).  

 L’étude du métabolisme de différentes méthoxyflavones (69) avec des microsomes 

hépatiques humains a montré que la tectochrysine (voir Figure 22) était le composé le 

moins stable de toutes les méthoxyflavones testées, disparaissant entièrement après 20 

minutes d’incubation (demi-vie de 4,4 minutes). Elle est soumise à un métabolisme de type 

oxydatif, faisant notamment intervenir les cytochromes P450 1A1, 1A2 et 3A4. 

 

Figure 22 : Structure de la tectochrysine et lieu de métabolisation 

 

 Le GF120918 ou élacridar, est la molécule structuralement la plus proche du  

MBLI-98, dont le métabolisme ait été étudié. Son spectre de masse est représenté  

Figure 23 
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Figure 23 : Structure et spectre de masse de l'élacridar en mode d’ionisation positive 

 

 L’élacridar a été incubé avec des microsomes hépatiques humains pendant 20 

minutes en présence ou absence d’inhibiteurs ou d’anticorps sélectifs d’isoenzymes (70). 

La formation des métabolites a été suivie par chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse. Ainsi, la formation NADPH,H+-dépendante de métabolites 

hydroxylés et O-déméthylés a été mise en évidence (voir Figure 24, Figure 25 et  

Figure 26).  

 

Figure 24 : Lieux de métabolisation identifiés de l'élacridar 
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Figure 25 : Structure et spectre de masse du métabolite O-déméthylé de l'élacridar 

 

 

Figure 26 : Structure et spectre de masse du métabolite hydroxylé de l'élacridar 
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 L’inhibition du CYP3A4 diminue la formation de ces métabolites alors que 

l’inhibition des CYP1A2, CYP2D6 et CYP2C9 n’a pas de conséquence sur la 

métabolisation de l’élacridar (70). L’élacridar s’est révélé, in vitro, inhibiteur compétitif de 

certaines isoenzymes P450 humaines avec des valeurs d’IC50 respectivement de 22,4 µM 

pour le CYP1A2, 18,5 µM pour le 2C9, 38,5 µM pour le 2C19, 49,9 µM pour le 2D6. La 

valeur la plus faible est de 10,5 µM pour le CYP3A4 (71). 

 Il a par ailleurs été mis en évidence une décroissance des concentrations d’élacridar 

au cours de 24h d’incubation à 37°C dans un tampon phosphate à pH 7,4. Au bout de deux 

heures, il était retrouvé moins de 20% de la concentration initiale, suggérant une instabilité, 

une insolubilité ou une liaison non spécifique de l’élacridar au verre ou au plastique (71) 

.   
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2. Matériels et méthodes 

2.1. Préparation des microsomes hépatiques de souris 

2.1.1. Matériels 

2.1.1.1. Animaux 

 Pour la préparation des microsomes hépatiques, six souris CD-1 ont été sacrifiées. 

Il s'agissait de femelles âgées de 4 semaines et pesant environ 20 grammes. 

2.1.1.2. Produits chimiques 

 Les produits utilisés pour l’induction enzymatique chez les souris, à savoir 

« GARDENAL® 40 mg/2mL, lyophilisat et solution pour usage parentéral » et 

« DEXAMETHASONE MYLAN® 20 mg/5mL, solution injectable » ont été fournis par la 

pharmacie centrale du Centre de Biologie Sud (CBS).  

 Le tampon d’homogénéisation a été préparé de façon à obtenir une solution 

contenant 1 mM de Tris HCl à pH 7,4 (référence Sigma T5941), 1 mM d’EDTA 

(référence Sigma ED2SS) et 0,25 M de sucrose (référence Sigma 0389). 

 Le tampon de stockage a été préparé de façon à obtenir une solution contenant  

0,1 M de tampon phosphate (Na2HPO4, KH2) à pH 7,4, 1 mM d’EDTA et 20% de glycérol. 

 Pour la quantification des protéines microsomales, la solution « Biorad Protein 

Assay » a été utilisée, ainsi qu’une solution de BSA (= Bovin Serum Albumine) à 0,1%. 

2.1.1.3. Appareillages 

 Pour l’obtention des microsomes hépatiques et de la fraction cytosolique ont été 

utilisées la centrifugeuse et l’ultracentrifugeuse de l’Institut de Biologie et Chimie des 

Protéines (IBCP). 
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 Pour la quantification des protéines microsomales et cytosoliques, a été utilisé le 

spectromètre UV du Centre Léon Bérard (CLB). 

2.1.2. Méthodes 

2.1.2.1. Traitement inducteur des souris et sacrifice 

 Afin d'induire l'expression des différents types de cytochromes et ainsi augmenter 

l’activité enzymatique des microsomes, un traitement sélectif a été effectué sur les souris 

réparties en trois groupes, 24h avant leur sacrifice. Les deux souris du groupe 

« TEMOINS » ont reçu chacune 100 µL d’eau par voie intrapéritonéale, les 2 souris du 

groupe « DEX » ont reçu chacune 1 mg de dexaméthasone (soit 250 µL de 

DEXAMETHASONE MYLAN® 20 mg/5mL) et les deux souris du groupe « PB » ont 

reçu chacune 2 mg de phénobarbital (soit 100 µL de GARDENAL® 40mg/2mL). 

 Au cours des 24h, aucune toxicité n'ayant été observée, les souris ont donc pu être 

sacrifiées afin de procéder au prélèvement du foie.  

2.1.2.2. Préparation des microsomes hépatiques et de la fraction 

cytosolique 

 Cette étape a été réalisée à l'IBCP (Institut de Biologie et Chimie des Protéines) à 

Gerland (Lyon). 

2.1.2.2.1. Principe 

 Le principe de la préparation des fractions microsomales et cytosoliques est basé 

sur une centrifugation différentielle.  

 Il s'agit, après plusieurs centrifugations, de récupérer dans le culot, les microsomes 

contenant principalement des enzymes de phase I, et, dans le surnageant, le cytosol 

contenant principalement des enzymes de phase II. 

(CC BY-NC-ND 2.0) 
SAURAT Dominique



69 

 

 Les échantillons hépatiques sont ensuite aliquotés et stockés à -80°C, leur 

permettant de garder leur activité catalytique.  

2.1.2.2.2. Protocole 

 La préparation des microsomes hépatiques s’est réalisée à partir des 10 g de tissu 

hépatique prélevés sur les six souris préalablement réparties en 3 groupes. Le protocole 

représenté sur le schéma suivant (voir Figure 27) a été suivi. 

 

Figure 27 : Protocole de préparation des microsomes hépatiques de souris et de la fraction cytosolique à partir du 

tissu hépatique de souris  
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2.1.2.3. Quantification des protéines microsomales et cytosoliques 

 Cette étape a été réalisée au CLB. 

2.1.2.3.1. Principe 

 Le principe de la quantification est basé sur la technique colorimétrique de 

Bradford. 

 Il s'agit d'un dosage colorimétrique utilisant le bleu de Coomassie. En solution, il 

est sous une forme cationique rouge absorbant à 470 nm. En présence de protéines, il se 

complexe avec les chaînes latérales des acides aminés basiques (lysine, arginine, histidine) 

ainsi que sur les fonctions amines libres de la chaîne polypeptidique, formant alors un 

complexe chromogène absorbant à 595 nm. Il y a donc une corrélation entre l'absorbance 

et la concentration protéique. 

2.1.2.3.2. Protocole 

 Afin de réaliser la gamme d’étalonnage, les échantillons ont été préparés avec  

1 mL de la solution « Biorad Protein Assay » diluée au 1/5
e
 dans l'eau et 0, 2, 4, 8, 12, 16 

ou 20 µL de BSA 0,1%. 

 Pour les solutions à quantifier, les échantillons ont été préparés avec 1 mL de la 

solution « Biorad Protein Assay » diluée au 1/5
e
 dans l'eau et 2 µL de nos aliquots 

contenant soit la fraction microsomale, soit la fraction cytosolique. 

Puis, l’ensemble des échantillons a été laissé 20 minutes dans le noir avant de lire 

l’absorbance à 595 nm sur l’automate du CLB (cuve de 1 mL). 
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2.2. Etude in vitro du métabolisme du MBLI-98 

2.2.1. Matériels 

2.2.1.1. Produits chimiques  

 L’irinotécan (CPT-11) provenant du laboratoire Pfizer est conservé à 7°C dans du 

méthanol. La concentration de sa solution est de 1 mg/mL (soit 1,7 mM). Le MBLI-98 et 

son métabolite N-déalkylé (6-méthoxy-9-oxo-9,10-dihydro-acridine-carboxamide) ont été 

synthétisés par l’équipe de Grenoble d’O. Arnaud. Ces deux composés sont conservés à 

7°C dans un mélange méthanol/diméthylsulfoxyde. La concentration de ces deux solutions 

est de 1 mg/mL (soit 2,3 mM pour le MBLI-98 et 3,7 mM pour le métabolite). La solution 

de camptothécine provenant du laboratoire Fluka est conservée à 7°C. La concentration de 

sa solution est de 1 µg/mL (soit 2,8 µM). La solution d’ifosfamide provenant du 

laboratoire Sigma est conservée à 7°C. Sa concentration est de 1 mg/mL (soit 3,8 mM). La 

solution de cyclophosphamide provenant du laboratoire Sigma est conservée à 7°C. Sa 

concentration est de 1 mg/mL (soit 3,8 mM).  

La troléandomycine (TAO) et le méthimazole (MTM), provenant du laboratoire 

Sigma sont conservés en poudre. La TAO est reconstituée dans du méthanol juste avant 

utilisation. Le MTM est reconstitué dans l’eau juste avant utilisation. Le glutathion (GSH) 

provient du laboratoire Sigma. Sa solution à 20 mM est conservée en aliquots à -80°C. 

 Les microsomes hépatiques de souris sont conservés à -80°C. Ils ont été obtenus en 

suivant le protocole détaillé dans la partie précédente (Cf. 2.1). Les concentrations des 

microsomes des groupes de souris « TEMOIN », « DEX » et « PB » sont respectivement 

de 8,93 mg/mL, 6,98 mg/mL et 9,00 mg/mL. 
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 Les cellules hépatiques humaines HepaRG proviennent du laboratoire de culture 

cellulaire du Centre de Biologie Sud. Elles sont conservées à l’étuve à 37°C dans des 

boîtes de pétri. 

 Le système régénérant (préparé avec 304 mg de G6P et 79 mg de NADP dans  

100 mL de tampon phosphate 0,2 M de pH 7,4) est conservé à -20°C. Il contient 10 mM de 

Glucose-6-Phosphate (G6P), 1 mM de NADP et une solution de tampon phosphate 

permettant de conserver un pH à 7,4. 

 La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6Pdh), provenant du laboratoire Sigma-

Aldrich est conservée à -20°C dans des aliquots de 30µL. Sa concentration est de 1,27 mg 

de protéines/mL. 

 Différentes solutions tampons ont été utilisées : la solution tampon phosphate de  

pH 7,4 (préparée avec 1,34 g de KH2P04 et 7,147g de Na2HPO4 dans 250 mL d’eau) de 

concentration de 0,2 M ainsi que la solution tampon au formate d’ammonium de pH 5,7 de 

concentration de 2 mM. Ces deux solutions sont conservées à 7°C. 

 Le méthanol, l’acétate d’éthyle et l’acétonitrile viennent du laboratoire Carlo Erba. 

L’acide formique vient du laboratoire Fluka. 

 Le milieu de culture utilisé pour l’incubation avec les cellules hépatiques HepaRG 

est le milieu « 710 growth medium » (référence ADD710). 

 Nous avons par ailleurs utilisé de l’eau distillée obtenue grâce à un système 

Millipore Milli Q. 

2.2.1.2. Appareillages  

 Lors des expériences, ont été utilisés le bain-marie, les centrifugeuses et 

l’évaporateur sous azote du CBS. 
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Concernant la partie analytique par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse, ont été utilisés : 

 2 types de colonnes : la colonne THERMO Hypersil GOLD 100 x 2,1 mm pour 

l’étude du métabolisme de l’irinotécan et du MBLI-98, et la colonne WATERS 

SunFire C18 3,5 µm 2,1 x 100 mm pour l’étude du métabolisme de l’ifosfamide, 

 le TSQ® Quantum Ultra mass spectrometer de la firme Thermo Electron 

Corporation, associé au logiciel de traitement de données Xcalibur®. 

2.2.2. Méthodes  

2.2.2.1. Etude du métabolisme de l’irinotécan et du MBLI-98 

2.2.2.1.1. Conditions d’incubation avec les microsomes 

2.2.2.1.1.1. Pour l’étude du métabolisme de l’irinotécan 

 Le milieu d’incubation est mis au bain-marie à 37°C avec agitation élevée. Il 

contient 1 µg/mL (1,7 µM) d’irinotécan, entre 0,7 et 0,9 mg/mL de protéines microsomales 

hépatiques selon le type de microsomes utilisés (« TEMOIN », « PB » ou « DEX »),  

0,4 mM de NADP, 4 mM de G6P et 12,7 µg/mL de G6Pdh. La réaction est démarrée par 

l’ajout de la G6Pdh. Après prélèvement d’un échantillon de 1 mL dans le milieu 

d’incubation à différents temps, la réaction est stoppée par précipitation des protéines avec 

du méthanol glacé (1,8 mL de méthanol pour 1 mL de milieu d’incubation). Les 

échantillons sont alors placés dans la glace. Pour obtenir l’échantillon « t = 0 min », 

l’irinotécan est ajouté après précipitation des protéines par le méthanol. 
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2.2.2.1.1.2. Pour l’étude du métabolisme du MBLI 98 

 Le milieu d’incubation est mis au bain-marie à 37°C avec agitation élevée. Il 

contient 0,2 µg/mL (0,46 µM) de MBLI-98, entre 0,7 et 0,9 mg/mL de protéines 

microsomales hépatiques selon le type de microsomes utilisés (« TEMOINS », « PB » ou 

« DEX »), 0,4 mM de NADP, 4 mM de G6P et 12,7 µg/mL de G6Pdh. La réaction est 

démarrée par l’ajout simultané du MBLI-98 et de la G6Pdh. Dans certains cas, le système 

régénérant et la G6Pdh sont remplacés par une solution de tampon phosphate pH 7,4. Dans 

ce cas, l’incubation est démarrée lors de l’ajout du MBLI-98. Pour certaines expériences, 

de la troléandomycine (10 µM), du méthimazole (1 mM) ou du glutathion (7,4 mM) sont 

présents dans le milieu d’incubation. Lors de l’utilisation de la troléandomycine, une 

incubation de 10 minutes est faite avant l’ajout du MBLI-98. Après prélèvement d’un 

échantillon de 500 µL dans le milieu d’incubation à différents temps, la réaction est 

stoppée par précipitation des protéines avec du méthanol glacé (1,5 mL de méthanol pour 

0,5 mL de milieu d’incubation). Les échantillons sont alors placés dans la glace. A ce 

moment là, 0,2 ng de camptothécine – jouant le rôle d’étalon interne – sont ajoutés. Pour 

obtenir l’échantillon « t = 0 min », le MBLI-98 est ajouté après précipitation des protéines 

par le méthanol. 

2.2.2.1.1.3. Pour l’étude du métabolisme du composé M1 

 Le milieu d’incubation est mis au bain-marie à 37°C avec agitation élevée. Il 

contient 0,2 µg/mL (0,74 µM) de composé M1, 0,9 mg/mL de protéines microsomales 

hépatiques « PB », 0,4 mM de NADP, 4 mM de G6P et 12,7 µg/mL de G6Pdh. La réaction 

est démarrée par l’ajout de la G6Pdh. Après prélèvement d’un échantillon de 500 µL dans 

le milieu d’incubation à différents temps, la réaction est stoppée par précipitation des 

protéines avec du méthanol glacé (1,5 mL de méthanol pour 0,5 mL de milieu 

d’incubation). Les échantillons sont alors placés dans la glace. A ce moment là, 0,2 ng de 
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camptothécine – jouant le rôle d’étalon interne – sont ajoutés. Pour obtenir l’échantillon  

« t = 0 min », le métabolite N-déalkylé du MBLI-98 est ajouté après précipitation des 

protéines par le méthanol. 

2.2.2.1.2. Conditions d’incubation avec les cellules HepaRG 

Pour étudier le métabolisme de l’irinotécan ou du MBLI-98, la molécule est ajoutée 

au milieu de culture de façon à obtenir une concentration de 5 µM. La durée d’incubation 

est de 1h pour l’irinotécan (témoin positif) et 30 min pour le MBLI-98. Pour stopper la 

réaction enzymatique, les cellules sont sorties de l’étuve et déposées sur un tapis de glace. 

Après prélèvement du milieu de culture, les cellules sont lavées avec 1 mL de PBS froid. 

Puis, 250 mL de PBS froid sont déposés dans les puits pour permettre de gratter les 

cellules à l’aide d’un cône en plastique. Ces 250 mL de cellules en suspension dans le PBS 

sont récupérés dans un eppendorff. Il est à nouveau ajouté 250 mL de PBS froid qui sont 

récupérés dans le même eppendorff. En attente de leur analyse, les échantillons sont 

conservés à -20°C. 

2.2.2.1.3. Conditions pré-analytiques  

2.2.2.1.3.1. Pour les échantillons de l’étude sur microsomes 

Les échantillons sont ensuite centrifugés à 13 000g pendant 10 min à 4°C. Le 

surnageant est évaporé sous azote, permettant la reprise du résidu sec dans 500 µL d’un 

mélange 50/50 méthanol : eau. L’analyse chromatographique se fait sur ces solutions. 

2.2.2.1.3.2. Pour les échantillons de l’étude sur cellules HepaRG 

Les échantillons contenant les cellules en suspension dans le PBS sont ensuite 

centrifugés à 13 000g pendant 2 min à 10°C. Le surnageant est éliminé. Le culot cellulaire 

est repris dans 100 µL de méthanol. Après une nouvelle centrifugation dans les mêmes 

conditions, le surnageant est évaporé sous azote, permettant la reprise du résidu sec dans 

(CC BY-NC-ND 2.0) 
SAURAT Dominique



76 

 

500 µL d’un mélange 50/50 méthanol : eau. L’analyse chromatographique se fait sur ces 

solutions. 

2.2.2.1.4. Conditions analytiques 

2.2.2.1.4.1. Chromatographie liquide haute performance 

La chromatographie liquide se fait sur une colonne Hypersil GOLD 100 x 2,1 mm 

utilisée à basse pression (0 à 7000 psi) avec un débit de 200 µL/min. La pression minimale 

est fixée à 0 bar, la pression maximale à 400 bars et la pression stable est de 10 bars. 

L’analyse chromatographique dure 30 min.  

Pour l’élution des composés, il est utilisé un solvant A contenant 0,1% d’acide formique 

dans l’eau ainsi qu’un solvant B contenant 0,1% d’acide formique dans l’acétonitrile, selon 

le gradient décrit ci-dessous (voir Tableau V et Figure 28). 

Tableau V : Gradient de solvant utilisé lors de la chromatographie liquide avec la colonne Hypersil GOLD 100 x 

2,1 mm permettant l’élution de la camptothécine, de l’irinotécan, du MBLI et de leurs métabolites. 

Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%) Débit (µL/min) 

0 95 5 

200 

2 95 5 

13 10 90 

17,5 10 90 

17,6 95 5 

30 95 5 

 100 0  

 

 

Figure 28 : Gradient de solvant utilisé lors de la chromatographie liquide avec la colonne Hypersil GOLD 100 x 

2,1 mm permettant l’élution de la camptothécine, de l’irinotécan, du MBLI et de leurs métabolites 
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2.2.2.1.4.2. Spectrométrie de masse 

La détection des composés se fait par spectrométrie de masse en tandem. La source 

de type ESI ainsi que le mode d’ionisation positive sont utilisés. 

Les transitions MRM permettant d’identifier l’irinotécan et ses métabolites (APC, 

NPC et SN-38) sont résumées dans le tableau suivant (voir Tableau VI). 

Tableau VI : Transitions MRM utilisées en LC-MS/MS pour la détection de l'irinotécan et de ses métabolites 

(APC, NPC et SN-38) 

Molécule Q1  Q3 Energie de collision (eV) 

Irinotécan 587,3  124,0 40 

APC 619,3  393,1 35 

NPC 519,2  393,1 35 

SN-38 393,0  349,1 30 

 

Les transitions MRM permettant d’identifier la camptothécine (étalon interne) et le 

MBLI-98 sont résumées dans le tableau suivant (voir Tableau VII). 

Tableau VII : Transitions MRM utilisées en LC-MS/MS pour la détection de la camptothécine, du MBLI-98 et de 

son métabolite N-déalkylé 

Molécule Q1  Q3 Energie de collision (eV) 

Camptothécine 349,1  305,1 30 

MBLI-98 433,2  252,1 28 

Métabolite N-déalkylé 

du MBLI-98 
269  252 28 

2.2.2.2. Etude du métabolisme de l’ifosfamide et étude des propriétés 

inhibitrices du CYP 3A4 de la troléandomycine et du MBLI-98 vis-à-

vis de la métabolisation de l’ifosfamide 

2.2.2.2.1. Conditions d’incubation 

2.2.2.2.1.1. Pour l’étude du métabolisme de l’ifosfamide 

Le milieu d’incubation est mis au bain-marie à 37°C avec agitation élevée. Il 

contient 2 mg/mL (soit 77 µM) d’ifosfamide, 0,9 mg/mL de protéines microsomales 
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hépatiques (microsomes « PB »), 0,4 mM de NADP, 4 mM de G6P et 12,7 µg/mL de 

G6Pdh. La réaction est démarrée par l’ajout de l’ifosfamide. Après prélèvement d’un 

échantillon de 500 µL dans le milieu d’incubation à différents temps (0, 15, 30, 45, 60, 75, 

90, 105 minutes), la réaction est stoppée par précipitation des protéines avec de 

l’acétonitrile glacé (1 mL d’acétonitrile pour 0,5 mL de milieu d’incubation). Les 

échantillons sont alors placés dans la glace. A ce moment là, 5 µg de cyclophosphamide – 

jouant le rôle d’étalon interne – sont ajoutés. 

2.2.2.2.1.2. Pour le calcul de l’IC50 de la troléandomycine (TAO) 

et du MBLI-98 

Le milieu d’incubation est le même que précédemment. Selon le cas, est ajouté une 

solution de TAO permettant d’obtenir, lors de l’incubation à 37°C, des concentrations de 

TAO entre 0,07 et 6,1 µM ou une solution de MBLI-98 afin d’obtenir, lors de l’incubation, 

des concentrations entre 0,04 et 20 µM. 

2.2.2.2.2. Conditions pré-analytiques 

Après ajout de l’étalon interne, 4 mL d’acétate d’éthyle sont ajoutés à chacun des 

échantillons qui sont ensuite agités lentement pendant 15 minutes. Les échantillons sont 

centrifugés à 2643 rpm pendant 10 min à 4°C. La phase d’acétate d’éthyle est récupérée et 

mise à évaporer sous azote, permettant la reprise du résidu sec dans 500 µL d’un tampon 

au formate d’ammonium de pH 5,7. L’analyse chromatographique se fait sur ces solutions. 

2.2.2.2.3. Conditions analytiques 

2.2.2.2.3.1. Chromatographie liquide haute performance 

La chromatographie liquide se fait sur une colonne WATERS SunFire C18 3,5 µm 

(2,1 x 100 mm) utilisée à basse pression (0 à 7000 psi) avec un débit de 200 µL/min. La 
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pression minimale est fixée à 0 bar, la pression maximale à 400 bars et la pression stable 

est de 10 bars. L’analyse chromatographique dure 17 min.  

Pour l’élution des composés, il est utilisé comme solvant A une solution de formate 

d’ammonium à 2 mM de pH 5,7 et comme solvant B du méthanol, selon le gradient décrit 

ci-après (voir Tableau VIII et Figure 29). 

Tableau VIII : Gradient de solvant utilisé lors de la chromatographie liquide avec la colonne WATERS SunFire 

C18 3,5 µm (2,1 x 100 mm) permettant l’élution du cyclophosphamide, de l’ifosfamide et de ses métabolites. 

Temps (min) Solvant A (%) Solvant B (%) Débit (µL/min) 

0 95 5 

200 

3 95 5 

8 10 90 

11 10 90 

11,1 95 5 

17 95 5 

 100 0  

 

 
Figure 29 : Gradient de solvant utilisé lors de la chromatographie liquide avec la colonne WATERS SunFire C18 

3,5 µm (2,1 x 100 mm) permettant l’élution du cyclophosphamide, de l’ifosfamide et de ses métabolites. 

 

2.2.2.2.3.2. Spectrométrie de masse 

La détection des composés se fait par spectrométrie de masse en tandem. La source 

de type ESI ainsi que le mode d’ionisation positive sont utilisés.  

Les transitions MRM permettant d’identifier l’ifosfamide et ses métabolites  

(2-déchloroifosfamide, 3-déchloroifosfamide, isophosphoramide, 4-kétoifosfamide, 

carboxyifosfamide, 4-hydroxyifosfamide) sont résumées dans le Tableau IX. 
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Tableau IX : Transitions MRM utilisées en LC-MS/MS pour la détection du cyclophosphamide, de l’ifosfamide et 

de ses métabolites (2-déchloroifosfamide, 3-déchloroifosfamide, isophosphoramide, 4-kétoifosfamide, 

carboxyifosfamide, 4-hydroxyifosfamide) 

Molécule Q1  Q3 Energie de collision (eV) 

Cyclophosphamide 261  140 20 

Ifosfamide 261  232,8 25 

2-déchloroifosfamide 

199 

199 

199 

 



 

92 

154 

171 

26 

23 

18 

3-déchloroifosfamide 
199 

199 



 

171 

78 

20 

23 

Isophosphoramide 221  80 20 

4-kétoifosfamide 
275 

277 





221 

223 

20 

20 

4-hydroxyifosfamide 279  221 15 

Carboxyifosfamide 
293 

295 





221 

223 

17 

17 
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3. Résultats - Discussion 

3.1. Obtention des fractions subcellulaires 

3.1.1. Quantification des protéines microsomales et cytosoliques 

 La gamme, réalisée avec l’albumine sérique bovine (BSA), dont la concentration en 

protéines est connue, a donné les résultats d’absorbance, regroupés dans le Tableau X.  

Tableau X : Absorbance de la gamme d’étalonnage 

Volume total 
(mL) Volume de BSA à 0,1% (µL) 

Concentration de 
BSA dans 

l’échantillon dilué 
(µg/mL) 

Absorbance 

1 0 0 0 
1 2 2 0,0931 
1 4 4 0,1839 
1 8 8 0,3797 
1 12 12 0,5894 
1 16 16 0,7512 
1 20 20 0,9215 
 

 Ainsi, nous avons obtenu la droite d’étalonnage (voir Figure 30) donnant la relation 

entre l’absorbance et la concentration en protéines dans l’échantillon dilué. Son coefficient 

de corrélation est proche de 1. La détermination des concentrations en protéines est 

réalisable selon l’équation y = 0,047x – 0,0010194 (y étant l’absorbance et x la 

concentration en protéines exprimée en µg/mL dans l’échantillon dilué). 
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Figure 30 : Droite d'étalonnage pour la quantification des protéines microsomales et cytosoliques  

 

 Les absorbances des six échantillons dilués ainsi que les concentrations des aliquots 

des fractions microsomales et cytosoliques sont regroupées dans le Tableau XI. 

Tableau XI : Concentrations protéiques des échantillons des protéines microsomales et cytosoliques 

Echantillons 

Volume 

total  

(mL) 

Volume des 

échantillons  

(µL) 

Absorbance Concentration (mg/mL) 

Microsomes 

« TEMOIN » 
1 2 0,8363 8,93 

Microsomes 

« DEX » 
1 2 0,6542 6,98 

Microsomes  

« PB » 
1 2 0,8428 9,00 

Cytosol 

« TEMOIN » 
1 2 1,3030 13,98 

Cytosol 

«  DEX » 
1 2 1,3464 14,37 

Cytosol  

« PB » 
1 2 1,1898 12,69 

 

 Les concentrations en protéines des microsomes et du cytosol de nos trois types 

d’échantillons « TEMOIN, DEX et PB » sont du même ordre de grandeur, aux alentours de 

7-8 mg/mL pour les microsomes et 13-14 mg/mL pour le cytosol. 
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3.1.2. Vérification du fonctionnement des microsomes hépatiques 

 Afin de vérifier le fonctionnement des microsomes hépatiques de souris préparés 

précédemment, des expériences ont été réalisées en prenant pour substrat l’irinotécan 

(CPT-11).  

 Pour rappel, le métabolisme de l’irinotécan est représenté Figure 31. 

 

Figure 31 : Structure chimique de l'irinotécan (CPT-11) et de ses métabolites majeurs (72) 

 

 Quel que soit le type de microsomes utilisé, après apport de NADPH,H
+
 au milieu 

d’incubation, une diminution de la concentration en substrat est observée (voir Figure 32). 

De même, nous avons observé une apparition croissante des métabolites de phase I : SN-38 

(voir Figure 33), NPC (voir Figure 34) et APC (voir Figure 35). Le SN-38 est le métabolite 

majoritaire. 

Par ailleurs, les résultats obtenus montrent une consommation plus rapide de 

l’irinotécan lors des incubations avec les microsomes prétraités par la dexaméthasone et 

par le phénobarbital. 

(CC BY-NC-ND 2.0) 
SAURAT Dominique



85 

 

 

Figure 32 : Consommation de l'irinotécan (CPT-11) en présence de microsomes hépatiques de souris (sans 

prétraitement "TEMOIN", avec prétraitement par la dexaméthasone "DEX" ou par phénobarbital "PB") 

 

 

Figure 33 : Apparition du métabolite SN-38 de l’irinotécan en présence de microsomes hépatiques de souris (sans 

prétraitement "TEMOIN", avec prétraitement par la dexaméthasone "DEX" ou par phénobarbital "PB") 

 

 

Figure 34 : Apparition du métabolite NPC de l’irinotécan en présence de microsomes hépatiques de souris (sans 

prétraitement "TEMOIN", avec prétraitement par la dexaméthasone "DEX" ou par phénobarbital "PB") 

 

 

Figure 35 : Apparition du métabolite APC de l’irinotécan en présence de microsomes hépatiques de souris (sans 

prétraitement "TEMOIN", avec prétraitement par la dexaméthasone "DEX" ou par phénobarbital "PB") 
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3.1.3. Discussion 

 Les concentrations en protéines microsomales et cytosoliques de nos préparations 

sont du même ordre de grandeur que celles retrouvées dans la littérature (22,73). Les 

principales protéines retrouvées dans les fractions subcellulaires correspondent aux 

enzymes du métabolisme, notamment les cytochromes P450. Nos microsomes hépatiques 

de souris, sont donc utilisables, après ajout d’un système permettant la formation de 

NADPH,H
+
, pour étudier le métabolisme de phase I du MBLI-98. Les réactions de phase II 

pourraient, dans un second temps, être réalisées, en apportant les cofacteurs nécessaires 

aux enzymes de phase II présentes dans l’une ou l’autre des fractions subcellulaires.  

 En apportant du NADPH,H
+
, cofacteur des cytochromes P450, l’apparition des 

métabolites de l’irinotécan démontre le bon fonctionnement de nos microsomes. 

L’irinotécan étant métabolisé, en partie, par les CYP 3A (72), il est normal d’observer une 

consommation plus rapide du substrat avec les microsomes prétraités par la 

dexaméthasone, ayant préalablement induit une surexpression de l’isoforme 3A (24). De la 

même façon, le prétraitement par le phénobarbital induit lui aussi, de façon minoritaire, la 

surexpression de l’isoforme 3A (23). Ceci explique pourquoi la vitesse de métabolisation 

de l’irinotécan avec les microsomes « PB » est plus élevée qu’avec les microsomes non 

prétraités. 
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3.2. Hypothèses préalables à l’étude du métabolisme du MBLI-98 

3.2.1. Hypothèses concernant la métabolisation du MBLI-98 

 Compte tenu de la structure du MBLI-98, différentes hypothèses de métabolisation 

ont été envisagées (voir Figure 36) :  

 une O-déméthylation sur un ou plusieurs méthoxyles,  

 une ou plusieurs hydroxylations sur un des 3 cycles benzéniques ou, 

éventuellement, sur la fonction amine secondaire (N-oxydation),  

 une N-déalkylation, 

 une réduction de la cétone en alcool. 

 

Figure 36 : Structure chimique du MBLI-98 et différentes possibilités de métabolisation (O-déméthylation, 

hydroxylation, N-déalkylation ou réduction) 

 

  Les métabolites du MBLI-98 sont analysés par spectrométrie de masse en tandem 

en mode d’ionisation positive après séparation par chromatographie liquide.  

 Dans le cas d’une O-déméthylation, le métabolite aura une masse de 418 g/mol, 

donnant un ion MH+ de rapport m/z égal à 419 lors de l’analyse. 

 Dans le cas d’une hydroxylation, le métabolite aura une masse de 448 g/mol, 

donnant un ion MH+ de rapport m/z égal à 449. 

 Dans le cas d’une N-déalkylation, le métabolite aura une masse de 268 g/mol, 

donnant un ion MH+ de rapport m/z égal à 269. 
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 Enfin, dans le cas d’une réduction de la cétone en alcool, le métabolite aura une 

masse de 434 g/mol, donnant un ion MH+ de rapport m/z égal à 435 g/mol. 

 Les rapports m/z des métabolites envisagés après une première réaction de 

métabolisation, sont regroupés Figure 37. 

 

Figure 37 : Hypothèses sur les rapports m/z retrouvés en Q1 dans le spectromètre de masse en tandem, pouvant 

correspondre à des métabolites du MBLI-98 (MH+ = 433,2) 

 

Les métabolites formés par cette première étape pourraient, dans un second temps, 

être à leur tour pris en charge par les cytochromes P450 pour former des métabolites 

secondaires.  

Après une première O-déméthylation ou une première hydroxylation, il est à 

nouveau possible d’avoir une O-déméthylation, une hydroxylation, une N-déalkylation, ou 

une réduction de la cétone en alcool (voir Figure 38 et Figure 39). 
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Figure 38 : Hypothèses sur les rapports m/z retrouvés en Q1 dans le spectromètre de masse en tandem, pouvant 

correspondre aux métabolites secondaires d’un métabolite O-déméthylé du MBLI-98 (MH+ = 419) 

 

 

Figure 39 : Hypothèses sur les rapports m/z retrouvés en Q1 dans le spectromètre de masse en tandem, pouvant 

correspondre aux métabolites secondaires d’un métabolite hydroxylé du MBLI-98 (MH+ = 449) 
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 Le métabolite N-déalkylé peut être O-déméthylé, hydroxylé ou réduit (voir Figure 

40). Le métabolite provenant de la réduction de la fonction cétone en alcool peut, quant à 

lui, être O-déméthylé, hydroxylé ou N-déalkylé (voir Figure 41). 

 

Figure 40 : Hypothèses sur les rapports m/z retrouvés en Q1 dans le spectromètre de masse en tandem, pouvant 

correspondre aux métabolites secondaires du métabolite du MBLI-98 dont la fonction cétone a été réduite en 

alcool (MH+ = 435) 

 

 

Figure 41 : Hypothèses sur les rapports m/z retrouvés en Q1 dans le spectromètre de masse en tandem, pouvant 

correspondre aux métabolites secondaires du métabolite N-déalkylé du MBLI-98 (MH+ = 433,2) 
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3.2.2. Hypothèses de fragmentation des potentiels métabolites du MBLI-98 

 Le schéma de fragmentation du MBLI-98 est rappelé Figure 42.  

 

Figure 42 : Schéma de fragmentation du MBLI-98 détecté en LC-MS/MS par la transition 433,2 

 

 Nous avons supposé que la fragmentation des métabolites du MBLI-98 se faisait au 

même endroit que la molécule mère, c’est-à-dire au milieu de la fonction amide. Ainsi, la 

masse sur charge (m/z) des ions fils provenant des métabolites envisagés précédemment 

devrait alors être de 238, 252, 254, 268 ou 285 selon la ou les réactions mises en jeu 

(Figure 43). 

 

Figure 43 : Hypothèses de schéma de fragmentation des potentiels métabolites du MBLI-98 
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3.3. Recherche des métabolites du MBLI-98 

3.3.1. Résultats de l’identification des métabolites 

 Afin de détecter d’éventuels métabolites du MBLI-98 formés in vitro lors de 

l’incubation avec des microsomes hépatiques de souris ou des cellules hépatiques HepaRG, 

une analyse par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem a 

été réalisée.  

 

Résultats de l’incubation avec les microsomes hépatiques de souris 

 Compte tenu des hypothèses de métabolisation et de fragmentation précédemment 

énoncées, différents modes d’acquisition ont été utilisés. 

 Dans un premier temps, le mode Product Ion Scan a été utilisé pour une énergie de 

collision de 28 eV avec les transitions suivantes : 

 419  [150 – 270]  

 435  [150 – 270] 

 449  [150 – 270] 

 465  [150 – 270] 

 405  [150 – 270] 

 269  [50 – 275]. 

 255  [150 – 255] 

 271  [150 – 271] 

 285  [150 – 285] 
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 Après incubation avec les microsomes hépatiques de souris, en présence de 

NADPH,H
+
, il a été observé l’apparition de pics chromatographiques, non présents avant 

incubation, dont les spectres de masse sont représentés Figure 44, à savoir : 

 419  252 à 11,7 min 

 449  268 à 11,6 min 

 449  252 à 11,4 min 

 435  252 à 10,9 min 

 269  252 à 10,0 min. 

Concernant les autres transitions testées, aucun pic n’a été retenu. 

 

Figure 44 : Spectres de masse des ions détectés par LC-MS/MS en mode Product Ion Scan après incubation du 

MBLI-98 avec des microsomes hépatiques de souris de type « TEMOIN » en présence de NADPH,H+. 

(CC BY-NC-ND 2.0) 
SAURAT Dominique



94 

 

 Dans un second temps, le mode MRM a été utilisé pour une énergie de collision de  

28 eV avec les cinq transitions trouvées précédemment. Les mêmes pics 

chromatographiques ont été obtenus (voir Figure 45).  

 

Figure 45 : Chromatogrammes obtenus à 3 min après incubation du MBLI-98 avec des microsomes hépatiques de 

souris de type "TEMOIN", en présence de NADPH,H+ 

 

 Dans un troisième temps, le mode Parent Ion Scan a été utilisé avec une énergie 

de collision de 28 eV pour les transitions suivantes : 

 [415-450]  238, dans le cas d’un ion de fragmentation provenant d’un 

métabolite ayant subi une O-déméthylation sur le noyau acridone, 

 [415-450]  252, dans le cas d’un ion de fragmentation provenant d’un 

métabolite pour lequel la métabolisation ne touche pas le noyau acridone, 

qu’il s’agisse d’une O-déméthylation, d’une hydroxylation, d’une  

N-déalkylation ou d’un autre type de transformation. 

 [425-450]  268, dans le cas d’une hydroxylation sur le noyau acridone. 

Les hypothèses de fragmentation sont rappelées Figure 46. 
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Figure 46 : Hypothèses d'ions fils provenant de la fragmentation de métabolites du MBLI-98 

 

Les mêmes transitions que celles obtenues avec le mode MRM ont été observées. Aucun 

nouveau pic chromatographique n’a retenu notre intérêt. 

 

Résultats de l’incubation avec les cellules  hépatiques humaines HepaRG 

 La vérification du fonctionnement des cellules hépatiques humaines HepaRG a été 

réalisée en prenant pour substrat l’irinotécan. Après 1h d’incubation, nous avons observé 

l’apparition de ses principaux métabolites, notamment le SN-38. 

L’étude du métabolisme du MBLI-98 réalisée, dans un second temps, à l’aide des 

cellules hépatiques HepaRG, a retrouvé, après 30 min d’incubation, la présence des cinq 

composés M1, M2, M3, M4 et M5.  
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3.3.2. Résultats de l’analyse du composé M1 

 Ayant à disposition le composé pur correspondant au métabolite N-déalkylé du 

MBLI-98 (composé M1), son analyse par LC-MS/MS a pu être réalisée.  

 Le composé est détecté à un temps de rétention de 10,0 min pour la transition  

« 269  252 » avec une énergie de collision de 28 eV. Son coefficient de réponse a été 

estimé à 0,81  0,08 fois celui du MBLI-98. 
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3.3.3. Résultats de la cinétique de métabolisation du MBLI-98  

 Afin de savoir si les transitions trouvées précédemment correspondaient à des 

métabolites du MBLI-98, des expériences ont été réalisées en incubant le MBLI-98 avec 

des microsomes hépatiques de souris en présence ou non du cofacteur des cytochromes 

P450. Une incubation a ainsi été réalisée en présence de NADPH,H
+
 (formé in vitro par la 

glucose-6-phosphate déshydrogénase en présence de NADP et de Glucose-6-phosphate), et 

une autre sans. Une troisième incubation a été faite avec ajout de NADP et de G6P mais 

sans ajout de G6Pdh. 

 En l’absence de NADPH,H
+
, environ 80 % de la concentration initiale de MBLI-98 

est encore présente après 20 minutes d’incubation (voir Figure 47). D’autre part, les 

transitions correspondant aux potentiels métabolites identifiés précédemment ne sont pas 

retrouvées (voir Figure 48). 

 En présence de NADPH,H
+
, le MBLI-98 disparaît très rapidement. Sa demi-vie est 

extrêmement courte, estimée, in vitro, à moins de 5 minutes. En moins de 20 minutes, la 

quasi-totalité de la molécule est consommée (voir Figure 47). Les transitions pouvant 

correspondre à des métabolites du MBLI-98 sont retrouvées dès les premiers prélèvements 

(voir Figure 49). 

 En l’absence de l’ajout de G6Pdh au milieu d’incubation, nous observons aussi une 

diminution du MBLI-98 mais de façon plus lente. Cependant, au bout de 20 minutes, la 

quasi-totalité de la molécule a disparu. De plus, les transitions correspondant aux potentiels 

métabolites sont retrouvées. 
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Figure 47 : Evolution de la concentration de MBLI-98 au cours du temps en présence de microsomes hépatiques 

de souris de type « TEMOIN » en présence ou non de NADPH,H+ ou de G6Pdh. 

 

 

Figure 48 : Chromatogramme de l'analyse du MBLI-98 et de ses métabolites après incubation en présence de 

microsomes hépatiques de souris de type « TEMOIN », en l’absence de NADPH,H+ 
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Figure 49 : Chromatogramme de l'analyse du MBLI-98 et de ses métabolites après incubation en présence de 

microsomes hépatiques de souris type « TEMOIN » et de NADPH,H+. 

 

3.3.4. Discussion 

 Compte tenu des hypothèses faites précédemment, l’apparition de composés, non 

présents avant incubation, semble être le résultat du métabolisme du MBLI-98. En effet, 

d’après l’étude de la cinétique du MBLI-98 dans différentes conditions, son métabolisme 

dépend de la présence de NADP et de NADPH,H
+
. Or, le NADPH,H

+
 étant le cofacteur de 

la majorité des enzymes du métabolisme de phase I, la disparition NADPH,H
+
-dépendante 

du MBLI-98 est certainement due à sa métabolisation. L’apparition de nouveaux pics 

chromatographiques correspond alors à l’apparition de métabolites. D’après l’analyse de 

leurs spectres de masse, leur schéma de fragmentation est similaire à celui de la molécule 

mère, c’est-à-dire avec une coupure au milieu de la fonction amide. La modification de 
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masse est caractéristique de la réaction métabolique. Ainsi, une masse augmentée de  

16 g/mol correspond à une hydroxylation tandis qu’une perte de 14 g/mol signe une 

déméthylation. 

Ainsi, après études sur microsomes hépatiques de souris et cellules hépatiques HepaRG, 

cinq métabolites issus de la molécule mère, représentés Figure 50, ont été identifiés : 

 le 269  252 (composé M1) provenant d’une N-déalkylation,  

 le 449  252 (composé M2) provenant d’une hydroxylation sur la partie non 

acridone,  

 le 449  268 (composé M3) provenant d’une hydroxylation sur la partie acridone  

 le 419  252 (composé M4) provenant d’une O-déméthylation, 

 le 435  252 (composé M5) provenant à la fois d’une hydroxylation et d’une  

O-déméthylation sur la partie non acridone du MBLI-98. 

 

 

 Figure 50 : Schéma de fragmentation des métabolites du MBLI-98 détectés par LC-MS/MS 
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Néanmoins, les spectres de masse des métabolites hydroxylés et O-déméthylés ne nous 

permettent pas de connaître avec exactitude le lieu de l’hydroxylation et de  

l’O-déméthylation. 

 L’identification du composé M1 comme étant le métabolite N-déalkylé a pu être 

confirmée par l’analyse du composé synthétisé pur. En revanche, pour les autres 

métabolites, n’ayant pas à disposition les composés purs, leur identification n’a pas pu être 

confirmée.  

 

 Les résultats de cinétique du MBLI-98 ont mis en évidence sa demi-vie 

extrêmement courte en présence de microsomes hépatiques de souris. Dans la littérature, 

très peu de molécules présentent une telle cinétique. A titre d’exemple, on retrouve la 

tectochrysine, dont la structure a inspiré celle du MBLI-98 (6). In vitro, en présence de 

microsomes hépatiques humains, sa demi-vie est elle aussi inférieure à 5 minutes (69). Il se 

pourrait donc que leur similarité structurale soit à l’origine de cette disparition rapide. 

Néanmoins, le GF120918, dont la structure est la plus proche du MBLI-98, ne présente pas 

cette cinétique (70). 

En l’absence totale de système régénérant, c’est-à-dire de l’ensemble « NADP + G6P + 

G6Pdh », la concentration de MBLI-98 reste stable. Normalement, en l’absence de G6Pdh, 

le système régénérant ne fonctionne pas, c’est-à-dire qu’il ne se forme pas de NADPH,H
+
. 

Nous nous attendions donc à avoir les mêmes résultats qu’en l’absence totale de système 

régénérant. Or, nous avons tout de même observé une métabolisation du MBLI-98. Certes, 

la vitesse de disparition du MBLI-98 observée est plus faible, mais les transitions 

correspondant aux métabolites sont tout de même observées. Cela signifie donc que la 

molécule a bien été métabolisée. La concentration de G6Pdh dans la fraction microsomale 
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n’est pas connue mais pourrait potentiellement faire fonctionner le système régénérant et 

donc expliquer, dans ces conditions, la métabolisation du MBLI-98. Afin d’évaluer cette 

possibilité, une incubation de microsomes avec de l’irinotécan, en l’absence d’ajout de 

G6Pdh pourrait être réalisée. Si le SN-38, qui est le principal métabolite de l’irinotécan, 

apparaît, nous pourrions en déduire que la G6Pdh présente dans la fraction microsomale 

suffit à faire fonctionner le système régénérant. 

 

3.4. Cinétiques du MBLI-98 et de ses métabolites  

 Dans le but d’établir un schéma des voies de métabolisation du MBLI-98, nous 

avons cherché à suivre l’apparition de ses métabolites au cours de l’incubation avec 

microsomes hépatiques de souris. Pour cela, les transitions MRM des métabolites 

précédemment identifiés ont été utilisées. 

3.4.1. Résultats en présence du système régénérant complet 

 In vitro, en présence de microsomes hépatiques de souris et de NADPH,H
+
, la 

disparition du MBLI-98 est extrêmement rapide (voir Figure 51). Après seulement  

20 secondes d’incubation, il ne reste plus que 30% de sa concentration initiale. 

 L’apparition des métabolites in vitro s’est révélée, elle aussi, extrêmement rapide. 

La concentration la plus importante de métabolites est obtenue, selon les métabolites, entre 

le premier prélèvement à 20 secondes et celui à 3 minutes (voir Figure 52).  

De plus, une fois formés, nous observons une disparition de ces métabolites, de 

manière plus ou moins rapide. Le composé M2 ainsi que le composé M4 disparaissent 

quasi-instantanément. Les trois autres métabolites ont une vitesse de disparition moins 

élevée. Notons par ailleurs que les composés M1 et M5 continuent d’augmenter alors que 

les autres métabolites ont déjà commencé à disparaître.  
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Figure 51 : Evolution de la concentration du MBLI-98 au cours du temps en présence de microsomes hépatiques 

de souris de type « PB » et de NADPH,H+. 

 

 

Figure 52 : Evolution de la concentration des métabolites du MBLI-98 au cours du temps en présence de 

microsomes hépatiques de souris de type « PB » et de NADPH,H+. 
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3.4.2. Résultats sans ajout de G6Pdh 

D’autre part, la cinétique des métabolites lors de l’incubation en présence de 

microsomes hépatiques de souris, de NADP et de G6P, sans ajout de G6Pdh est représentée 

Figure 53. 

En l’absence de G6Pdh, le métabolite N-déalkylé (composé M1) apparaît de 

manière plus progressive qu’en sa présence, et ne disparaît pas durant la suite de 

l’incubation. Il en est de même pour les métabolites hydroxylé M3 et O-déméthylé M4 

pour lesquels la concentration maximale, habituellement obtenue dès le premier 

prélèvement (ici à 3 min) en présence de G6Pdh, est, en son absence, obtenue aux environs 

de 10 min. 

Concernant le métabolite hydroxylé M2, sa vitesse d’apparition semble, quant à 

elle, inchangée selon les conditions. Néanmoins, sa vitesse de disparition est très diminuée 

puisqu’après 20 minutes d’incubation, il reste environ 50% de sa concentration maximale, 

obtenue à 3 minutes, tandis qu’en présence de G6Pdh, il n’en restait déjà plus que des 

traces. 

 Pour ce qui est du métabolite M5 (O-déméthylé + hydroxylé), en l’absence de 

G6Pdh, il n’a été détecté qu’en très faible quantité par rapport aux expériences avec G6Pdh. 
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Figure 53 : Evolution de la concentration des métabolites du MBLI-98 lors d’une incubation avec des microsomes 

hépatiques de souris de type « TEMOIN », en présence de NADP et de G6P, sans ajout de G6Pdh 
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3.4.3. Discussion 

 Les expériences réalisées avec des temps d’incubation allant seulement jusqu’à  

6 minutes, montrent qu’en 20 secondes, le MBLI-98 a déjà disparu de plus de la moitié de 

sa concentration initiale. Cela signifie donc que sa demi-vie est inférieure à 20 secondes, ce 

qui est extrêmement rapide. 

 La disparition du MBLI-98 s’accompagne de l’apparition d’au moins cinq 

métabolites, précédemment identifiés. Leur formation est de l’ordre de quelques minutes, 

coïncidant avec la disparition brutale du MBLI-98. Néanmoins, alors qu’on s’attendrait à 

avoir une augmentation croissante des métabolites, nous avons observé, dans un second 

temps, leur disparition, plus ou moins rapide selon les métabolites. Ces résultats suggèrent 

principalement deux hypothèses. La première serait que les métabolites précédemment 

identifiés soient, à leur tour, pris en charge par les enzymes du métabolisme pour former de 

nouveaux métabolites. La seconde hypothèse est que le MBLI-98 et ses métabolites soient 

des substrats suicides des CYPs. Cela suggère qu’ils soient capables de se lier de façon 

covalente aux cytochromes P450 contenus dans les microsomes. Or, après arrêt de la 

métabolisation par précipitation au méthanol des protéines et centrifugation, le culot 

cellulaire a été éliminé pour ne conserver que le surnageant. Ainsi, si le MBLI-98 et ses 

métabolites étaient liés aux protéines, ils ont été éliminés avec le culot. Cela expliquerait la 

diminution du MBLI-98 et de ses métabolites dans le surnageant. 

 Concernant l’hypothèse du substrat suicide, si le MBLI-98 bloquait son propre 

métabolisme, une accumulation de sa concentration après plusieurs injections successives 

devrait être observée. Dans cette optique, en parallèle de ce travail de thèse, une expérience 

in vivo a été réalisée sur des souris. Différents groupes de souris ont été constitués. 

Certaines n’ont reçu qu’une injection de MBLI-98 et ont été sacrifiées 1h, 2h, 4h ou 6h 

après. D’autres ont reçu deux ou trois injections de MBLI-98 espacées de 4h et ont été 
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sacrifiées 1h ou 4h après la dernière injection. Les résultats obtenus sont schématisés 

Figure 54. Il n’a pas été observé d’accumulation de MBLI-98. Cependant, il semblerait y 

avoir une accumulation de ses métabolites. Il est donc possible que le MBLI-98 soit 

responsable d’une inhibition enzymatique responsable d’une diminution de la 

métabolisation de ses propres métabolites.  

 

Figure 54 : Evolution des concentrations de MBLI-98 et de deux de ses métabolites après 1, 2 ou 3 injections de 

MBLI-98 espacées de 4h à des souris. Les rapports des aires correspondent aux moyennes des rapports obtenus 

avec les souris sacrifiées de chacun des groupes. 
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 Sur les cinq métabolites identifiés, deux d’entre eux peuvent déjà être des 

métabolites secondaires (voir Figure 55). Le composé M1 peut provenir directement d’une 

N-déalkylation du MBLI-98 ou d’une N-déalkylation d’un métabolite hydroxylé ou  

O-déméthylé ne touchant pas la partie acridone de la molécule. Le composé M5 peut 

provenir, quant à lui, d’un des métabolites hydroxylés M2 ou M3 ayant ensuite subi une  

O-déméthylation ou bien, du métabolite O-déméthylé M4 ayant subi une hydroxylation. Ce 

raisonnement pourrait expliquer pourquoi ces métabolites continuent d’augmenter alors 

que les trois autres diminuent déjà. 

 

Figure 55 : Schéma de métabolisation du MBLI-98 : formation des métabolites M1, M2, M3, M4 et M5. 
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 Les cinétiques des métabolites du MBLI-98 en présence ou non de G6Pdh 

présentent quelques différences. En l’absence de G6Pdh, nous avions précédemment 

observé une diminution de la vitesse de disparition du MBLI-98. Ces résultats sont en 

accord avec une apparition plus progressive de certains métabolites comme le M3 et le M4. 

Néanmoins, les vitesses d’apparition des métabolites M1 et M2 sont inchangées. La 

seconde différence notable est une disparition des métabolites beaucoup plus lente, voire 

inexistante. L’absence du composé M5, qui est uniquement un métabolite secondaire, peut 

donc s’expliquer par la persistance des métabolites primaires. Cependant, nous n’avons pas 

d’hypothèse pouvant expliquer ce changement de cinétique. En effet, si le système 

régénérant fonctionne assez bien en l’absence d’ajout de G6Pdh au milieu d’incubation, 

pour former les métabolites primaires du MBLI-98, il n’y a pas de raison d’observer une 

persistance de ces métabolites. 
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3.5. Autres  

3.5.1. Résultats de l’étude du métabolisme du MBLI-98 avec différentes 

concentrations de microsomes hépatiques de souris 

 Dans le but de mieux comprendre le phénomène de métabolisation du MBLI-98, 

une expérience a été réalisée en diminuant la concentration de microsomes d’un facteur 

cinq dans le milieu d’incubation. 

 En diminuant considérablement la quantité de protéines microsomales dans le 

milieu d’incubation, le MBLI-98 semble très légèrement moins vite métabolisé puisqu’au 

moment du premier prélèvement (à 1,5 min) il en reste deux fois plus qu’en conditions 

habituelles (voir Tableau XII). Cependant, la disparition de la molécule demeure 

extrêmement rapide.  

 Concernant le suivi des métabolites avec leurs transitions MRM, nous n’avons pas 

réellement observé de différence entre les deux incubations (voir Figure 56). Le composé 

M1 est le métabolite détecté de façon majoritaire. 

 

Tableau XII : Evolution de la concentration de MBLI-98 au cours du temps en présence de microsomes 

hépatiques de souris de type "PB" à la concentration de 0,9 mg de protéines / mL ou 0,18 mg de protéines / mL 

temps (min) 0 1,5 3 6 9 
MBLI -98 ; microsomes à 
0,9 mg de protéines/mL 

100,0% 10,7% 1,8% 0,2% 0,2% 

MBLI-98 ; microsomes à 
0,18 mg de protéines/mL 

100,0% 4,6% 0,7% 0,5% 0,2% 
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Figure 56 : Evolution des concentrations des métabolites en présence de microsomes hépatiques de souris de type 

« PB » à la concentration de 0,9 mg de protéines /mL ou 0,18 mg de protéines /mL dans le milieu d’incubation, en 

présence de NADPH,H+ 
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3.5.2. Comparaison des aires entre le composé M1 et le MBLI-98 

 La comparaison des aires entre le composé M1 et le MBLI-98 est présentée 

Tableau XIII. L’aire maximale obtenue pour le composé M1 durant l’incubation avec des 

microsomes hépatiques de souris, apparaît environ 10 fois moins importante que celle du 

MBLI-98. 

Tableau XIII : Comparaison du rapport des aires entre le MBLI -98 et son métabolite N-déalkylé sur l’aire de 

l'étalon interne (CPT). 

Molécule 
Aire de la molécule 

étudiée 

Aire de l’étalon interne 

(CPT) 

Rapport (Aire molécule 

étudiée / Aire CPT) 

x1000 

MBLI-98  
1,15E+07 

(à t = 0 min) 
1,64E+06 7012,20 

Composé M1 
1,25E+06 

(à t = 3 min) 
1,66E+06 753,01 

 

3.5.3. Résultats de l’étude du métabolisme du composé M1 

 Afin de comprendre la disparition secondaire du principal métabolite identifié du 

MBLI-98, nous avons réalisé une incubation en remplaçant le MBLI-98 par son métabolite 

N-déalkylé. Pour détecter la possible formation de métabolites secondaires (voir  

Figure 57), une analyse en mode MRM a été réalisée avec les transitions suivantes : 

 285  268 dans le cas d’une hydroxylation, 

 255  238 dans le cas d’une O-déméthylation, 

 271  254 dans le cas d’une réduction. 
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Figure 57 : Hypothèses de structure et de fragmentation des métabolites issus du composé M1 

 

 D’après les résultats obtenus (voir Figure 58), la disparition du métabolite  

N-déalkylé du MBLI-98 est, elle aussi, très rapide, inférieure à 5 minutes. Au premier 

prélèvement à 1 min 30 s, il reste plus de 50% de sa concentration initiale, mais, après  

3 min d’incubation en présence de microsomes hépatiques de souris, il en reste moins de 

50%. 

Concernant les transitions de potentiels métabolites, nous avons retenu les pics 

chromatographiques suivants, non présents au temps « t = 0 min » : 

 255  238 à 8,9 min (composé M6), pic majoritaire, expliquant, à son maximum, 

17% de la disparition du N-déalkylé. 

 285  268, l’un à 8,7 min (composé M7) et l’autre à 9,6 min (composé M8). 

Cependant, comme pour les métabolites du MBLI-98 précédemment identifiés, le suivi des 

transitions ci-dessus montre, dans un second temps, une diminution de la concentration des 

métabolites après leur formation (voir Figure 59). 

 

Figure 58 : Evolution de la concentration du métabolite N-déalkylé du MBLI-98 (composé M1) lors d’une 

incubation avec des microsomes hépatiques de souris de type « PB », en présence de NADPH,H+. 
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Figure 59 : Evolution de la concentration des potentiels métabolites secondaires du métabolite N-déalkylé du 

MBLI-98 (composé M1) lors d’une incubation avec des microsomes hépatiques de souris de type « PB », en 

présence de NADPH,H+. 

 

3.5.4. Discussion 

 En diminuant la concentration de microsomes hépatiques de souris, on s’attendrait à 

avoir une diminution de la métabolisation du MBLI-98. Il était donc attendu une 

diminution de sa vitesse de disparition ainsi qu’une diminution de la concentration de ses 

métabolites. Or, même avec une concentration de microsomes cinq fois moins importante, 

nous n’avons pas observé de changement marquant de cinétique. Il est possible que ces 
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n’explique, au mieux, que 13% de la disparition du MBLI-98. Compte-tenu de la similarité 

structurale entre le MBLI-98 et ses quatre autres métabolites détectés (M1, M2, M3 et 
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des métabolites détectés. Pour expliquer la disparition des 80% restants de MBLI-98, 

différentes hypothèses ont été envisagées. Tout d’abord, il est possible que la majorité de la 

disparition du MBLI-98 soit due à un autre phénomène que la métabolisation, par exemple 

la formation d’une espèce radicalaire de type MBLI-98

, potentiellement capable de former 

des adduits sur les protéines. Une autre hypothèse est que le MBLI-98 forme un ou 

plusieurs métabolites, non envisagés dans nos hypothèses de départ et donc non détectés 

par LC-MS/MS. Enfin, nous avons aussi envisagé la formation de métabolites secondaires, 

notamment au composé majoritaire M1. C’est pourquoi, ayant à disposition le composé pur 

correspondant au métabolite N-déalkylé (composé M1), son métabolisme a aussi été 

étudié. 

 L’étude du métabolisme du composé M1, réalisée in vitro avec des microsomes 

hépatiques de souris, a mis en évidence une vitesse de disparition légèrement plus lente 

que la molécule mère. Cependant, cette vitesse demeure extrêmement rapide pour un 

xénobiotique, avec une demi-vie de l’ordre de quelques minutes. En parallèle de sa 

disparition, il a été observé l’apparition de trois métabolites (voir Figure 60). Le premier, 

noté M6, provient d’une O-déméthylation et répond à la transition 255  238. Les deux 

autres, notés M7 et M8, proviennent d’une hydroxylation, et répondent à la transition 285 

 268. Néanmoins, tout comme nous l’avions vu pour les métabolites du MBLI-98, une 

diminution de leur concentration est ensuite progressivement observée. Les mêmes 

hypothèses que précédemment sont alors envisageables. 
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Figure 60 : Schéma de métabolisation du composé M1 (métabolite N-déalkylé du MBLI-98) : formation des 

métabolites M6, M7 et M8 

 

 Le fait que le métabolite N-déalkylé du MBLI-98 soit, à son tour, pris en charge 

très rapidement par les cytochromes P450, explique pourquoi, lors de l’étude du 

métabolisme du MBLI-98, nous le voyons disparaître aussi rapidement après sa formation. 

En effet, pour l’étude du métabolisme du composé M1, une concentration dix fois plus 

importante que celle obtenue via la métabolisation du MBLI-98 a été utilisée. Or, le 

principal métabolite identifié ne correspond, à son maximum, qu’à 17% du N-déalkylé. 

Donc, cela explique pourquoi ces transitions, bien que testées dans l’étude du métabolisme 

du MBLI-98, n’avaient pas été retenues. Par ailleurs, la disparition des métabolites après 

leur formation complique encore leur détection dans l’étude du métabolisme du MBLI-98. 

 Une expérience sans système régénérant serait intéressante à effectuer afin de 

vérifier l’absence de diminution du 269  252 et l’absence d’apparition de ses trois 

métabolites.   
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3.6. Etudes d’inhibition  

3.6.1. Résultats de l’étude de l’inhibition enzymatique du métabolisme du 

MBLI-98 

3.6.1.1. Par la troléandomycine (TAO) 

 Afin de savoir si le MBLI-98 était pris en charge par les cytochromes P450 3A4, 

une expérience a été réalisée en ajoutant, 10 minutes avant l’ajout du MBLI-98, de la 

troléandomycine – un puissant inhibiteur irréversible des P450 3A4 (74) – au milieu 

d’incubation. 

 En présence de troléandomycine à des concentrations pour lesquelles on lui connait 

des propriétés inhibitrices des P450 3A4, la vitesse de métabolisation du MBLI-98 est 

fortement diminuée. A 3 min, en présence de TAO, il reste encore 46% de la concentration 

initiale de MBLI-98 alors qu’il n’en reste plus que 2% en conditions habituelles (voir 

Figure 61).  

 

Figure 61 : Evolution de la quantité de MBLI-98 au cours du temps en présence ou non de troléandomycine 

(TAO) à la concentration de 10 µM dans le milieu d’incubation. 
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autres métabolites en présence de TAO, une diminution voire une absence de leur 

disparition est observée (voir Figure 62). Notons par ailleurs qu’en présence de TAO, 

certains métabolites comme les composés M2, M3 et M4 sont obtenus à des concentrations 

supérieures à l’incubation témoin. 
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Figure 62 : Evolution des concentrations des métabolites au cours du temps en présence ou non de 

troléandomycine (TAO) à la concentration de 10 µM dans le milieu d’incubation contenant des microsomes 

hépatiques de souris de type « TEMOIN » et du NADPH,H+  
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3.6.1.2. Par le méthimazole (MTM) 

 Les monooxygénases à flavines sont des enzymes présentes dans la fraction 

microsomale et utilisant le NADPH,H
+
 en cofacteur. Afin de savoir si le MBLI-98 était 

pris en charge par ces enzymes, une expérience a été réalisée en ajoutant, au milieu 

d’incubation, du méthimazole, un inhibiteur compétitif de ce type d’enzymes (75). 

 En présence de méthimazole à 1 mM dans le milieu d’incubation contenant des 

microsomes hépatiques de souris et du NADPH,H
+
, la métabolisation du MBLI-98 semble 

inchangée. Parmi les métabolites identifiés précédemment, tous ont été retrouvés avec des 

cinétiques similaires à celles obtenues en l’absence d’inhibiteur. 

3.6.1.3. Par le glutathion (GSH) 

 Dans l’hypothèse où une partie de la disparition du MBLI-98 serait due à la 

formation d’une espèce radicalaire, nous avons réalisé une incubation avec microsomes 

hépatiques de souris, en ajoutant au milieu du glutathion (GSH), un agent piégeur de 

radicaux libres. 

 En présence de GSH, la vitesse de métabolisation du MBLI-98 est inchangée. Sa 

disparition est toujours aussi rapide. Concernant les cinq métabolites identifiés, tous ont été 

retrouvés. La concentration du métabolite M5 s’est cependant avérée nettement plus faible 

qu’en absence de GSH (voir Figure 63). En revanche, les quatre autres métabolites ont 

présenté des cinétiques similaires à l’incubation sans GSH. 

 

Figure 63 : Evolution de la quantité de métabolite N-déalkylé au cours du temps en présence ou non de glutathion 

(GSH) à la concentration de 7,4 mM dans le milieu d’incubation.  
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3.6.2. Etude de l’inhibition enzymatique du métabolisme de l’ifosfamide par le 

MBLI-98 

 L’ifosfamide est un substrat des cytochromes P450 3A4/5 et 2B6. Son schéma de 

métabolisation est rappelé sur la Figure 64. 

 

Figure 64 : Voies métaboliques principales de l'ifosfamide (76) 

 

 Etant donné la consommation extrêmement rapide du MBLI-98 et, dans un second 

temps, la disparition de ses métabolites, l’hypothèse d’un inhibiteur irréversible des P450 a 

été évoquée. Afin de savoir si le MBLI-98 était un substrat suicide des cytochromes P450 

3A4, nous avons choisi d’étudier le métabolisme de l’ifosfamide en présence de MBLI-98. 

 La validité de notre méthode a préalablement été testée en utilisant la 

troléandomycine, un inhibiteur suicide connu des P450 3A4 (74). 
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 Lors de l’incubation de l’ifosfamide avec des microsomes hépatiques de souris, 

nous avons observé une diminution progressive du substrat (voir Figure 65) ainsi qu’une 

apparition progressive de ses métabolites : 2-déchloroifosfamide, 3-déchloroifosfamide 

(voir Figure 66), isophosphoramide, 4-kétoifosfamide, 4-hydroxyifosfamide (voir Figure 

67) et carboxyifosfamide. 

 

Figure 65 : Evolution de la quantité d’ifosfamide (IF) au cours du temps dans le milieu d’incubation. 

 

 

Figure 66 : Evolution de la quantité de 3-déchloroéthylifosfamide (3-déchloroIF) au cours du temps dans le milieu 

d’incubation. 

 

 

Figure 67 : Evolution de la quantité de 4-hydroxyifosfamide (4-hydroxyIF) au cours du temps dans le milieu 

d’incubation. 
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 En présence de troléandomycine, la métabolisation de l’ifosfamide est fortement 

diminuée. A la concentration de 6 µM, après 30 min d’incubation, une diminution de la 

concentration de tous les métabolites de l’ifosfamide est observée (voir Figure 68). Son 

IC50, c'est-à-dire la concentration inhibant 50% de la métabolisation, a été estimée entre  

2 et 6 µM pour le 3-déchloroifosfamide et le 4-hydroxyifosfamide (voir Figure 69).  

 

Figure 68 : Comparaison de la concentration des métabolites de l’ifosfamide en présence ou non de 

troléandomycine (TAO) à la concentration de 6 µM après 30 minutes d’incubation. 

 

 

Figure 69 : Graphique permettant de déterminer l’IC50 de la troléandomycine (TAO) vis-à-vis de la 

métabolisation in vitro de l’ifosfamide au bout de 30 minutes. La valeur de 100% de métabolisation est prise pour 

l’échantillon sans troléandomycine. 
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concentration des métabolites 2 et 3-déchloroéthylifosfamide reste inchangée (Figure 70). 

L’IC50 du MBLI-98 a été estimée aux environs de 20 µM pour la formation du 4-

hydroxyifosfamide et du 4-kétoifosfamide (voir Figure 71). 

 

 

Figure 70 : Comparaison de la concentration des métabolites de l’ifosfamide en présence ou non de MBLI-98 à la 

concentration de 20 µM après 90 minutes d’incubation. 

 

 

Figure 71 : Graphique permettant de déterminer l’IC50 du MBLI vis-à-vis de la métabolisation in vitro de 

l’ifosfamide au bout de 90 minutes. La valeur de 100% de métabolisation est prise pour l’échantillon sans 

troléandomycine. 
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3.6.3. Discussion 

 Deux types d’études d’inhibition ont été réalisés. 

 Le premier type d’étude a consisté à observer l’impact d’un inhibiteur enzymatique 

ou d’un antioxydant sur la métabolisation du MBLI-98. 

 Le blocage irréversible des cytochromes P450 3A4 par la TAO a entraîné une 

diminution de la vitesse de métabolisation du MBLI-98 ainsi qu’un ralentissement voire 

une absence de disparition des métabolites formés. Les résultats de cette étude suggèrent 

donc fortement que le MBLI-98 et ses métabolites soient pris en charge, en partie, par les 

cytochromes P450 3A4. 

 L’utilisation du méthimazole, un inhibiteur des monooxygénases à flavines, 

enzymes responsables de réaction de métabolisme de phase I, n’a pas permis de mettre en 

évidence une prise en charge du MBLI-98 par ces enzymes. En effet, en présence de 

méthimazole, la vitesse de métabolisation du MBLI-98 s’est avérée inchangée et tous les 

métabolites ont été détectés avec des concentrations et des cinétiques similaires. 

 L’ajout de glutathion au milieu d’incubation permet deux choses. D’une part, il 

permet d’empêcher la formation de radicaux libres. D’autre part, il s’agit d’un composé 

nucléophile, capable de se lier aux molécules électrophiles. Son utilisation permet donc de 

mettre en évidence une production de réactifs électrophiles. En présence de GSH, la vitesse 

de disparition du MBLI-98 n’a pas diminué. Ainsi, nous ne pouvons pas conclure quant à 

la formation d’un composé radicalaire expliquant une partie de la diminution du MBLI-98. 

Concernant la seconde propriété du GSH, si les métabolites identifiés du MBLI-98 étaient 

des métabolites électrophiles, le GSH s’y fixerait et les métabolites ne seraient plus 

détectés par les transitions MRM retenues précédemment. Seul le composé M5 a présenté 

une concentration largement inférieure à l’incubation témoin. Cela suggère donc qu’il 
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puisse s’agir d’un métabolite fortement électrophile, capable de se fixer sur des composés 

nucléophiles tels que les protéines. 

En revanche, si le MBLI-98 est activé en composé réactif électrophile, cette expérience ne 

permet pas de le mettre en évidence. En effet, que le MBLI-98 se fixe aux protéines ou au 

glutathion, nous observerions dans les deux cas une diminution de sa concentration dans le 

milieu d’incubation. Pour savoir s’il y a une fixation du MBLI-98 au GSH, il faudrait 

entrer dans notre méthode de détection, une nouvelle transition, prenant en compte la 

masse du glutathion (307,3 g/mol), potentiellement fixé au MBLI-98. 

 

 Le second type d’étude d’inhibition a permis d’étudier le potentiel caractère 

inhibiteur du MBLI-98 envers la métabolisation de l’ifosfamide. 

 En présence d’un inhibiteur suicide des 3A4 (la troléandomycine), une diminution 

des 5 métabolites de l’ifosfamide est observée. Ces résultats correspondent à ce qui est 

classiquement retrouvé dans la littérature (77). Ainsi, le suivi de la concentration des 

métabolites de l’ifosfamide permet de mettre en évidence une inhibition des CYP 3A4. 

Contrairement à la TAO, le MBLI-98 ne diminue pas les concentrations de tous les 

métabolites de l’ifosfamide mais uniquement de ceux provenant d’une hydroxylation. De 

plus, cette diminution n’est observée que pour des concentrations assez élevées de  

MBLI-98 (20 µM). Ainsi, les résultats obtenus ne nous permettent pas de conclure quant 

aux possibles propriétés inhibitrices du MBLI-98 envers le CYP 3A4. 
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3.7. Synthèse 

 Au vu de l’ensemble des résultats obtenus par l’étude in vitro du métabolisme du 

MBLI-98, le schéma de métabolisation pouvant être envisagé est présenté Figure 72.  

 

 

Figure 72 : Schéma de métabolisation du MBLI-98 
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Conclusions 

C O N C L U S I O N S 
 
 

THESE SOUTENUE PAR : Mlle SAURAT Dominique 
 
 

Le MBLI-98 est une molécule ayant montré des propriétés inhibitrices spécifiques 

du transporteur ABCG2, une des pompes à efflux à l’origine de la résistance des 

anticancéreux. 

L’objectif de notre travail était d’identifier les métabolites du MBLI-98 produits in 

vitro. Nous avons fait l’hypothèse de départ que les cytochromes P450 étaient à l’origine 

de sa métabolisation. Ces derniers jouent un rôle majeur dans le métabolisme de nombreux 

médicaments. La connaissance des voies métaboliques peut permettre d’anticiper un risque 

d’interactions médicamenteuses. C’est pourquoi, lors du développement de nouvelles 

molécules, l’étude de leur métabolisme est effectuée. 

 En fonction de la structure du MBLI-98, différentes hypothèses de voies de 

métabolisation ont été définies. La partie expérimentale de notre travail a ensuite consisté à 

vérifier in vitro (microsomes hépatiques de souris et cellules hépatiques HepaRG) la 

présence de ces métabolites potentiels. 

A partir des microsomes, en présence de NADPH,H
+
, le MBLI-98 disparaît 

extrêmement rapidement. Cinq métabolites ont été détectés par chromatographie liquide 

couplée à la spectrométrie de masse en tandem. L’analyse de leur spectre de masse permet 

de définir les réactions mises en jeu : une N-déalkylation, une hydroxylation, une  

O-déméthylation et une combinaison des deux dernières réactions. Le métabolite  
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N-déalkylé apparaît comme majoritaire. Le suivi du signal correspondant à ces métabolites 

montre, dans un premier temps, leur apparition rapide, puis secondairement, leur 

diminution, plus lente. 

D’autre part, l’étude du métabolisme du MBLI-98 a été effectuée en présence d’un 

inhibiteur irréversible des cytochromes P450 3A4 (la troléandomycine) et d’un inhibiteur 

des monooxygénases à flavine (le méthimazole). Les résultats obtenus avec la 

troléandomycine laissent supposer la participation des cytochromes P450 3A4 dans la 

métabolisation du MBLI-98. Le rôle des monooxygénases à flavine a été écarté. 

L’hypothèse que le MBLI-98 soit un substrat suicide des cytochromes P450 3A4 a 

également été testée. Pour cela, nous avons suivi la cinétique d’apparition des principaux 

métabolites de l’ifosfamide (substrat du P450 3A4) en absence et présence de 

concentrations croissantes de MBLI-98. Les résultats obtenus ne permettent pas de 

confirmer notre hypothèse de départ. 

Au vu de l’ensemble des résultats, pour expliquer la diminution extrêmement rapide 

du MBLI-98 ainsi que la diminution de ses métabolites après leur formation, nous 

proposons deux hypothèses. La première est qu’un ou plusieurs métabolites soient formés 

sans que nous ayons pu les identifier malgré les nombreuses hypothèses testées. La 

seconde hypothèse est que la métabolisation du MBLI-98 conduise à la formation de 

composés réactifs aboutissant à la formation d’adduits.  
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RESUME 
 

          La résistance à de multiples médicaments, dite « multidrug resistance », est actuellement 

l’un des enjeux majeurs de la lutte anticancéreuse. Les cellules tumorales peuvent notamment 

acquérir cette résistance par l’expression de pompes à efflux. Afin de contrer ce phénomène, des 

inhibiteurs de ces transporteurs ont été développés. C’est le cas du MBLI-98, identifié comme 

inhibiteur spécifique du transporteur ABCG2. 

 

          L’objectif de ce travail était d’étudier in vitro le métabolisme du MBLI-98 (6-méthoxy-9-

oxo-9,10-dihydroacridine-4-carboxylic-acid-3,4-diméthoxyphénéthylamide). Compte-tenu de sa 

structure chimique, différentes hypothèses de voie de métabolisation ont été envisagées. 

 

          Le MBLI-98 a été incubé, sous différentes conditions, avec des microsomes hépatiques de 

souris ou des cellules hépatiques humaines HepaRG, afin de vérifier ces hypothèses. Une analyse 

par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem a permis de suivre la 

disparition du substrat ainsi que la détection de potentiels métabolites. Les résultats ont montré 

une disparition extrêmement rapide du MBLI-98 ainsi que l’apparition de cinq métabolites. Le 

principal métabolite du MBLI-98 mis en évidence proviendrait d’une N-déalkylation. Les autres 

composés proviendraient d’une O-déméthylation ou d’une hydroxylation sur les différents noyaux 

de la molécule. 
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