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RESUME

Les systémes enzymatiques responsables du métabolisme oxydatif d’un
herbicide, le chlorioluron, ont été étudiés dans des microsomes isolés de
cultures cellulaires de ble, qui renferment également de bons niveaux d'activité
cinnamate 4-hydroxylase et laurate hydroxylase. Le chiortoluron est oxydé en
un dérivé hydroxylé sur le methyle du cycle aromatique et en un dérivé N-
monodéméthylé. Les deux activités enzymatiques possédent les propriétés
caracteristigues des monooxygenases a cytochrome P-450 (localisation
cellulaire, besoins en cofacteurs, sensibilité a des inhibiteurs connus de
monooxygénases a cytochrome P-450).

Les quatre activités mesurées (cinnamate 4-hydroxylase, laurate
hydroxylase, hydroxylase et N-déméthylase du chlortoluron) et les teneurs en
cytochrome P-450 sont augmentées aprés le traitement des cellules par des
composés variés (herbicides, fongicides et antidotes d'herbicides). Des études
QSAR ont montré que des analogues structuraux du chlortoluron modifient le
metabolisme de celui-ci.

Prises dans leur ensemble, ces données suggérent que des
monooxygenases a cytochrome P-450 sont impliquées dans les réactions
d'hydroxylation et de N-déméthylation de I'herbicide. Les caractéristiques des
deux activités laissent penser que des enzymes distinctes catalysent chacune

des deux réactions.
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SUMMARY

Microsomal preparaticns isolated from cell cultures of wheat were used
to study the enzymatic systems responsible for the oxidative metabolism of
the herbicide chlorotoluron, and also the cinnamate 4-hydroxylase and laurate
hydroxylase activities. Chiorotolurcn was ring-methyl hydroxylated and N-
monodemethyiated. Both enzymatic activities had the characteristic properties
of cytochrome P-450 moncoxygenases (subcellular localization, cofactor
requirements, sensitivity towards known inhibitors of cytochrome P-450
monooxygenases).

The four activities assayed (cinnamate 4-hydroxylase, laurate
hydroxylase, chlorotoluron ring-methyl hydroxylase and N-demethylase), as
well as cytochrome P-450 conients, were increased after treatment of cells
by various effectors (herbicides, fungicides and herbicide safeners). QSAR
studies have shown that structural analogs of chiorotoluron were able to
modify its metabolism.

Taken together, the data suggests that cytochrome P-450
monooxygenases are invoived in the ring-methyl hydroxylation and the N-
demethylation of the herbicide. It is postulated from the characteristics of
both activities that two distinct enzymes catalyze each reaction.

KEY WORDS

wheat
chlerotoluron

cell cultures
herbicides
safeners
metabolism
monooxygenases
cytochrome P-450
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INTRODUCTION

Jusgu'a une époque assez récente, la destruction des mauvaises herbes
se faisait mécaniquement par binage, sarclage ou arrachage des espéces
adventices. Au XIX® siecle, plusieurs travaux scientifiques prouvérent
l'efficacite de substances minérales (sulfate de fer, acide sulfurique, sulfate
de cuivre) pour la lutte contre les mauvaises herbes. L'ére des herbicides
organiques de synthése utilisés en cultures céréalieres débuta vers 1930 avec
la commercialisation des colorants nitrés (DNOC), et se poursuivit avec celle
des phytohormones de synthése (2,4-D, MCPA) vers 1945. Les phénylurées
virent le jour dans les années 1950 (le chlortoluron en 1969), des herbicides
comme le diclofop vers 1970, alors que les années 80 révéierent les

sulfonylurées.

La pratique du désherbage chimique et I'emploi des produits
phytosanitaires en général sont sans conteste des facteurs importants des
progres realisés par l'agriculture ces dernieres décennies, progrés qui se
traduisent par des gains importants de productivité {+ 14,1 gx/ha soit 30,5 %
entre 1975 et 1985 pour le blé). Les cultures les plus consommatrices de
produits phytosanitaires sont les céréales, et la France se place au troisiéme
rang mondial des pays consommateurs de produits phytosanitaires (9 %, soit
8,4 milliards de francs en 1987 ; My et Lorelie, 1988), les herbicides

representant environ 40 % de ce total.

lLe bilan précédent, favorable du point de vue de la productivité, souffre
aujourd’hui de plusieurs limites d'ordres économique, technique, toxicologigue,

écotoxicologique et écologique.
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On observe en effet depuis quelques années une stagnation du marché
phytosanitaire. Les agriculteurs, dans un contexte européen de surproduction
et de quotas freinent leurs dépenses, notamment par une conception plus
raisonnée de [a protection des cultures. En outre, le colt et la durée de
recherche et de développement de molécules nouvelies et originales (350
millions de francs et 8 ans par molécule) poussent les industriels et ies
organismes de recherche a mieux valoriser des matiéres actives déja
existantes.

Dans certaines conditions d'utilisation des produits phytosanitaires, des
problémes de phytotoxicité peuvent se poser pour la culture traitée, les
cultures voisines ou suivantes. Enfin, l'usage répété d'herbicides sur une méme
parcelle peut conduire au développement d'individus résistants a ces
molécules, soit par une mutation de la cible cellulaire, soit par une
détoxication accrue. Des problémes agronomiques importants sont engendrés
par ces resistances puisqu'il devient alors difficile de détruire les adventices
sans nuire aux cultures.

Par définition, les pesticides sont des biocides et peuvent é&tre plus ou
moins toxiques pour ['applicateur et le consommateur. L'absorption de
molécules organiques par les plantes, dont I'énorme biomasse est & la base des
chaines alimentaires animales et humaines, peut conduire a I'accumulation
dans les aliments de formes toxiques ou douées de propriétés
pharmacodynamiques. La trop grande persistance ou rémanence de résidus
(quelguefois mutagénes ou cancérigénes) impose une limitation des
traitements. En outre, le métabolisme général des plantes peut étre altéré par
les traitements phytosanitaires et peut conduire & ia production ou a
l'accumulation de composés naturels végétaux comme les phénols, les
terpénes, les phytostérols potentiellement toxiques, ou du moins indigestes. il
existe également des possibilités de conséquences néfastes pour

Fenvironnement (faune, flore, sof, eau) & court et long terme.
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Pour ces raisons, l'usage des pesticides est souvent mal compris,
d'autant plus que des accidents industriels (Bhopal, Baéle) se produisent
régulierement. La tendance actuelle tend ainsi a une meilleure utilisation des
produits phytosanitaires par le développement de nouveiles stratégies visant &
"traiter moins et traiter mieux”, stratégies qui s'exercent a plusieurs niveaux :

-création d'associations de matiéres actives plus efficaces a l'encontre
d'espéces adventives particuliéres (graminées et dicotylédones)

-8laboration de produits actifs a trés faibles doses (sulfonylurées), ou a
mode d'action spécifique des plantes, sans toxicité pour les animaux

-modification de la sélectivité intrinseque des bherbicides {(usage
d'antidotes ou de synergistes)

-création de plantes transgéniques résistantes a des herbicides
normalement toxiques pour ces especes.

-dévelopement de la lutte intégrée associant plusieurs types de luttes

(biclogique, chimique,...).

Ces axes de recherche nécessitent de meilleures connaissances des
meécanismes liés au mode d'action des herbicides, terme qui regroupe les
phénomenes de péneatration, de transport, de dégradation métabolique et
d'action phytotoxique sur la cible cellulaire.

En raison de leurs implications agroncmiques et toxicologigues, les
modifications de la structure chimigue des herbicides dans les plantes sont
abondamment etudiées. Elies sont dues principalement aux réactions
enzymatiques (meétabolisme) par opposition par exemple aux processus

photochimiques.



Tableau 1 : Métabolisme et modification des propriétés des herbicides dans les plantes
supérieures (d'aprés Shimabukuro, 1985).

Propriétés Phase Phase Phase
initiales f [ [11
Réaction oxydation conjugaison conjugaison
réduction secondaire
hydrolyse incorporation
Soiubilité lipophile amphiphile hydrophife hydrophile
insoluble
Mobilité sélective variable faible nuile
Toxicité importante inférieure faible nulle
égale nulle

supérieure
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A.LE METABOLISME DES HERBICIDES CHEZ LES PLANTES SUPERIEURES

A.1.Le métabolisme modifie la structure des molécules

Les réactions métaboliques aboutissent a la transformation des
herbicides en métabolites intermédiaires, rapidement transformés en résidus
finaux. Chez ies végétaux, le processus de biotransformation peut étre
décomposé en trois types de réacticns (Shimabukuro ef al., 1982 ; Shimabukuro
1985)(Tableau 1).

-Les reactions de phase | consistent en l'oxydation, la réduction ou
I'nydrolyse du substrat. L'introduction de groupes fonctionnels nouveaux (OH,
NHz, COOH) confére aux métabolites une polarité accrue, une mobilité et une
phytotoxicité modifiées. Ces réactions de phase | modifient directement
I'activité biologique des molécules et prédisposent les métabolites aux
reactions de phase Il. Nature et intensite des réactions de phase i varient avec
les espéces végétales et les substrats.

-Les reéactions de phase Il produisent des métabolites hydrosolubles
genéralement immobiles, & tres faible ou nulle phytotoxicité. Au cours de ces
réactions, les métabolites issus des réacticns de phase | sont conjugués avec
des unités glucose, glutathion, cystéine, malonyl, ou des acides aminés.

-Les réactions de phase iil comprennent des conjugaisons secondaires et
conduisent a des reésidus liés, immobiles et insolubles. Elles aboutissent aussi
a lincorporation de fragments de molécules (cycles aromatiques et
hétérocycles) dans certaines structures cellulaires ({fractions protéiques,
lignines). Dans les deux cas, la détoxication de la molécule initiale est
compléte. Ce type de réactions est particulier aux végétaux qui, dépourvus de

systeme d'excrétion, séquestrent les métabolites finaux.



Tableau 2 : Importance des reactions d'oxydation dans le métabolisme des herbicides chez les

plantes supérieures.

Familles chimiques”

Herbicide**

Espece

Reférence bibliographique

Composés phénoliques
Acides phénoxyacétiques
Acides phénoxypropioniques
Acides phénoxybutyriques
Carbamates

Urées substituées
Diazines

Triazines

Imidazolinones

Amides

Ammoniums quaternaires
Benzonitriles

Toluidines

Triazoles

Acides aminés

Dérivés benzoiques
Dérivés picoliniques
Dérivés de l'oxadiazole
Dérivés du benzofurannea
Dérivés du cyclohexanedicne
Oximes

Pyridazines
Sulfonylurées
Benzamides

Quinoxalines
Pyrimidines

chlormethoxynil
2,4-D
diclofop

propham
chlortoluron
bromacile
atrazine
imazamethabenz

difenzequat
icxynil
trifluraline

dicamba
clopyralid

norflurazon
chlorsulfuron
isoxaben

bantazon

riz
blé
blé

blé
blé
citron
klé
hlé

blé
blé
arachide

blé
blé

mais
blé
blé

blé

Niki et al., 1976
Bristol et al., 1877
Shimabikuro et af., 1679

Burt et Corbin, 1678
Gross et al., 1979
Cole, 1983
Shimabukuro, 1967
Brown et al., 1987

Gressel {com.personnelie)
Buckland et al,, 1973
Biswas et Hamilton, 1969

Broadhurst et al., 1966
Gressel (com. personnelle)

Strang et Rogers, 1974
Sweetser, 1985
Cabanne et af, 1987

Retzlaff et Hamm, 1976

*  Classification chimique d'aprés ACTA, 138%
* 7 Exemples d'herbicides subissant une ou plusieurs réactions d'oxydation.
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Le schéma préceédent peut étre modifié. En effet, certaines molécules
possédent déja les groupements réactifs nécessaires a l'action des enzymes de
phase Il, en particulier des groupes hydroxyles libres, des amines primaires ou
secondaires et sont immeédiatement conjuguees. D'auires, aprés les réactions
de phase | sont suffisamment hydrophiles et ne subissent pas de conjugaison.
Enfin, les conjugués formés peuvent étre instables et aprés hydrolyse libérer

les formes douées de toxicité.

Le métabolisme n'aboutit que rarement au catabolisme compiet des
herbicides alors que la phytotoxicité des métabolites conjugués finaux est

toujours nulle. 1l est possibie que tous les herbicides subissent des réactions

de métabolisation.

A.2.Le métabolisme oxydatif des herbicides résulte en une

modification de la phytotoxicité

Beaucoup de plantes supérieures métabolisent les herbicides au moyen
de réactions d'oxydation. Ces réactions affectent la phytotoxicité des
métabolites intermédiaires et de fait influent directement sur l'efficacité des
produits phytosanitaires, autrement dit elles conditionnent la réponse des
plantes.

In vivo, les principales réactions d'oxydation consistent en réactions
d'hydroxylation (sur un cycle aromatique ou sur une chaine aliphatique), en N-,
S- ou O-dealkylations, en N-désaminations et de S-oxydations (revues par
Hatzios et Penner, 1982 ; Cole 1983 ; Edwards et McMinn, 1985). Le
métabolisme oxydatif concerne des herbicides appartenant & de nombreuses
familles chimiques distinctes (Tableau 2).

La phytotoxicité des métaboiites intermédiaires issus des réactions

d'oxydation est variable et souvent difficile & estimer, car les métabolites



Figure 1 : Mécanismes physiologiques de la sélectivité des herbicides.
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sont rapidement conjugués. Le plus fréquemment, les métabolites
intermeédiaires ont perdu l'activite herbicide des molécules initiales (cas des
phenylurées), le métabolisme étant alors synonyme de détoxication. On observe
pour d'autres matiéres actives une conservation de la toxicité {(chlorpropham)
ou une augmentation. Dans ce dernier cas, la bioactivation d'un pro-herbicide
(EPTC, pyridate){revue par Hutson, 1987) est une étape indispensable a

I'expression de l'activité herbicide.

A.3.Le métabolisme est un facteur clé de la sélectivité des

herbicides

Pour protéger efficacement une culture contre les mauvaises herbes, un
herbicide doit &tre capable de détruire les adventices sans nuire a la culture.
On dit dans ce cas que I'herbicide est séiectif. La sélectivité d'un herbicide est
gouvernée par un ensemble de facteurs d'ordre agronomique ou technique
(profondeur de semis), d'ordre morphologique (port, pilosité et surface des
feuilles, mouillabilité de la cuticule) qui influent principalement sur ia
quantité d'herbicide qui pénétre dans la plante. Des facteurs physiologiques
(transport, immobilisation et métabolisme) déterminent la quantité de
matiére active et la durée de sa présence au voisinage de la cible cellulaire
(Figure 1). Le métabolisme apparait comme un facteur important de la
selectivité des herbicides et il aboutit en général chez une espéce tolérante a
une deétoxication efficace et rapide, comme a une détoxication imparfaite et
lente chez les espéces sensibles (revues par Owen 1987 ; Cole ef a/,, 1987). Un
bon exemple est fourni par le chlorsulfuron (Sweetser, 1985). Chez le blé
apres 24 heures de metabolisme, il reste dans les feuilles 5 % d’herbicide non
métabolisé, alors que 60 % de I'herbicide se retrouvent sous forme du
metabolite conjugué non toxique. A l'inverse chez la betterave, sensible, on

retrouve durant le méme temps 97 % d'herbicide non métabolisé.



Figure 2 : Exemples de réactions d'oxydation de xénobiotiques chez les végétaux.

- N-déméthylation du monuren (Frear et af., 1869)
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B.LES SYSTEMES ENZYMATIQUES RESPONSABLES DU METABOLISME DES
HERBICIDES CHEZ LES VEGETAUX

Le métabolisme des herbicides est largement étudié depuis de
nombreuses années. Cependant, les mécanismes biochimiques responsables
sont encore trés mal connus, ce qui rend difticile l'implication de types
enzymatiques précis dans les réactions d'oxydation. On a mis longtemps en
cause la participation de peroxydases, laccases ou polyphénol oxydases
(Lamoureux et Frear, 1979 ; West, 1980), en raison de la capacité de ces
enzymes a oxyder des xénobiotiques par hydroxylation et N-déméthylation in

vitro.

L'étude des systémes animaux (vertébrés et insectes) a permis une
meilleure compréhension des phénoménes observés dans les plantes. En
particulier, l'implication chez les animaux des monooxygénases a cytochrome
P-450 dans le métabolisme des xénobiotiques a orienté la recherche vers de
telles enzymes chez les plantes. Les premiéres démonstrations ont concerné la
N-déméthylation du monuron chez le coton (Frear et al., 1969}{Figure 2), et
'aryl-hydroxylation du 2,4-D chez le pois (Makeev ef al, 1977). D'autres
xénobiotiques se sont avérés éetre métabolisés par des monooxygénases &
cytochrome P-450. Ce sont par exemple la p-chicro-N-méthylaniline, le p-
nitroanisole (Mc Pherson ef al, 1975 a et b ; Young et Beevers, 1976 ; Dohn et
Krieger, 1984} et le benzopyréne (Higashi et al, 1981). Quoique rarement
démontrée, I'hypothese d'une participation majoritaire des cytochromes P-450
dans le métabolisme des herbicides semble acquise chez les plantes (O'Keefe

et al., 1987).



Tableau 3 : Fiche technique descriptive du chlortoluron {d'aprés The Pesticide Manual, 1987).

O
I ,CHj
H,C NH - C - N\
CH,
Ci
Structure
C1oH13CIN20
PM . 2127

3-(3-chloro-p-tolyl)-1-diméthylurée

Propiétés physicochimiques
point de fusion : 147-148°C
tension de vapeur : 0,017 mPa a 20°C
solubiiité dans l'eau : 70 mg/l & 20°C
solubilité dans l'acétone : 50 g/kg

ilisation
propriétés herbicides décrites en 1969
action racinaire et foliaire
traitement de pré ou de post levee
sélectif des céréales d'hiver

Mode d'action
inhibiteur du photosystéme il

Toxicologie
DLsg pour le rat par ingestion : > 10000mg/kg

Formuigtionsg
utilisé seul
association avec : bifénox, méceprop, néburon, terbuthylazine, triasulfuron,
trifluraline
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Un second systeme hydrexylant a été décrit chez le pois (Ishimaru et
Yamasaki, 1977 a et b). Il s'agit de peroxygénases fonctionnant avec des
hydroperoxydes organiques comme donneurs d'oxygéne, ces systéemes étant de

nature hémoprotéique (Ishimaru, 1979).

Les enzymes responsables des reactions de sulfoxydation des herbicides
n'‘ont pas toutes été identifiées a ce jour. Une hémoprotéine de type
peroxygénase est néanmoins connue pour catalyser la sulfoxydation du

meéthiocarb (insecticide) chez le soja (Blée et alf, 1985 ; Blée et Durst, 1986,

1987 ; Blée et Schuber, 1989).

C.MODELE EXPERIMENTAL

Au laboratoire, P. Gaillardon et F. Cabanne ont lancé depuis plusieurs
années un programme d'étude du meétabolisme du chlortoluren chez le ble. Il

convient de préciser ici le choix de ce modele.

Le chlortoluron est un herbicide de la famille des ureges substituées
(Tableau 3). Utilisé en pré- ou en post-levée il agit par absorption radiculaire
et fotiaire sur un grand nombre de mauvaises herbes (graminées,
dicotylédones) en étant selectif des céréales d'hiver (blé et orge). Il est
commercialise sous de nombreuses formulations par plusieurs firmes
phytosanitaires, parfcis en association avec d'autres matiéres actives pour un

meilleur contrble d'adventices comme le gaillet, le pavot et la véronique.

Le chiortoluren constitue un bon exemple de sélectivite
cereale/adventice liiée principalement au meétabolisme. |i est degradé chez le
bié, tolérant, selon deux voies métaboliques (Figure 3), une hydroxylation du

methyle lié au cycle aromatique, qui est majoritaire, et deux hydroxylations



Figure 3 : Métabolisme du chlortoluron chez le blé.
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affectant les groupes N-méthyles (Gross et al., 1979 ; Ryan et al, 1981). Ces
derniers dérivés hydroxylés ne sont pas stables et se recombinent en dérivés
N-déméthyiés. Enfin, les métabolites hydroxylés sont conjugués avec des
sucres. Le vulpin est, guant a lui, sensible car il réalise uniguement la
premiere N-déméthylation qui conduit a un métabolite encore phytotoxique. La
véronique est un cas particulier car elle réalise rapidement les deux N-
déméthylations qui conduisent a un dérivé non phytotoxique (Gonneau et al,

1988). Elle tolére de ce fait I'herbicide.

Le blé s'est aussi imposé pour {'étude du métabolisme du chiortoluron
car cette espece détoxifie beaucoup d'herbicides au moyen de réactions
d'oxydation, et principalement par des hydroxylations (Tableau 2). il existe
cependant une sensibilité variétale qui ne semble pas exclusivement corrélée

avec le taux de métabolisme (Cabanne et al., 1985).

Il est apparu que l'aminobenzotriazole (ABT)} et le pipérony! butoxyde,
deux inhibiteurs de monooxygénases a cytochrome P-450, augmentent la
toxicité du chlortoluron dans des plantes entiéres de blé (Gaillardon ef al,
1985). Cette augmentation de toxicité est causée par une inhibition du

métabolisme de I'herbicide (Cabanne et al., 1987 a).

M.C. Canivenc a poursuivi I'étude du métabolisme du chlortoluron dans
des suspensions cellulaires de blé. Le schéma métabolique cité plus haut a été
retrouvé dans ce matériel (Canivenc ef al., 1989). Le métabolisme est sensible
a des inhibiteurs de monocxygénases a cytochrome P-450 (ABT, paclobutrazol,
tetcyclacis), mais il est stimulé par des prétraitements des cellules par le
diclormid, le procloraz, le cyométrinil et le 2,4-D. Des microsomes extraits de
suspensions cellulaires de blé traitées par les deux derniers composés sont

capables de métaboliser le chlortoluron.
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Ces résultats laissent a penser que le métabolisme du chlortoluron
pourrait étre sous la dépendance de moncoxygénase(s) a cytochrome P-450. La
participation d'une monooxygénase & cytochrome P-450 dans la N-
déméthylation du chlortoluron chez le topinambour (Fonné, 1985) appuie cette

hypothése.

Nous avons décidé de conserver comme matériel végétal les suspensions
celiviaires dont les caractéristigues sont désormais bien connues. Elles
présentent des avantages multiples par rapport aux plantes pour les études de
métaboiisme, et sont utilisées a cet égard par de nombreuses équipes (revue
par Mumma et Davidenis, 1983). Elles offrent également d'autres avantages
techniques :

-Elles permettent !l'obtention rapide de grandes quantités de matériel
vegétal nécessaires a la préparation de fractions microsomiques.

-L'absence de pigments (chlorophyiles,...) facilite le dosage
spectrophotométrique des cytochromes P-450 et d'autres hémoprotéines.

-Les suspensions cellulaires présentent une grande homogénéité
intrinseque qui permet une bonne reproductibilité expérimentale.

-Enfin, elles sont particuliérement adaptées a des traitements par des
effecteurs potentiels des activités enzymatiques, en s'affranchissant des

problémes de pénétration, et de transport de ces derniers.

D.OBJECTIFS

Les objectifs de ce travail scnt de préciser la nature et le nombre des
enzymes impliguées dans ie métabolisme du chlortoluron dans des suspensions

cellulaires de blé.
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-Nous présenterons tout d'abord tes propriétés structurales, les
fonctions et les mécanismes de régulation des monooxygénases & cytochrome
P-450.

-Ensuite, nous aborderons la description du matériel végétal et des
techniques empioyées.

-Nous déterminerons alors les propriétés de deux monocoxygénases a
cytochrome type P-450 des plantes, la CA4H et la LAH, dans des microsomes
de blé. Ces activités serviront de marqueurs ou d'activités de comparaison lors
de I'étude du métabolisme du chlortoluron.

-Cette etape franchie, le métabolisme oxydatif du chiortoluron sera
étudie dans des microsomes extraits de suspensions cellulaires de blé, dans le
but de determiner la nature et le nombre des enzymes impliquées.

-Des effets stimulateurs, a la suite de traitements des cellules par
diverses molécules organiques, seront recherchés sur les activités
enzymatiques catalysées par des monooxygénases & cytochrome P-450.

-Enfin, des études de corrélation structure-activité concerneront
l'activité biologique d'analogues structuraux du chlortoluron utilisés en tant

qu'inhibiteurs du métabolisme de ['herbicide, et leur structure chimique.
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A.INTRODUCTION

Les réactions d'oxydation/réduction sont d'une importance vitale pour
les systemes biologiques. Elles interviennent dans les processus de stockage
de l'energie, mais aussi dans les voies de biosynthése de composés organiques
faisant intervenir des réactions d'oxydation. Dans la majorité des cas,
'oxydation se traduit par un échange d'électrons avec le centre actif de
I'enzyme, qui peut étre accompagné par une perte d'hydrogene. Les électrons
sont transferés & un cosubstrat qui subit une réduction concommitante. Dans
les organismes aérobies, l'accepteur potentiel des électrons provenant des

substrats oxydes est le plus souvent 'oxygéne moléculaire.

A l'etat fondamental, I'oxygéne moléculaire est un diradical stable avec

deux électrons non appariés

. (X3
* - -
]

N .e

*

alors que ie substrat organique, lui aussi stable, a ses électrons appariés. Une
interaction directe entre les deux molécules est difficile. Pour enlever les
glectrons au substrat, deux mécanismes ont été développés, qui mettent en jeu
le plus souvent une protéine associée a un groupe prosthétique qui est soit un
metal de transition, soit un coenzyme organique, qui servent de transporteurs

d'électrons intermédiaires.

Le premier consisie a réduire |'oxygéne moléculaire par 1, 2 ou 4
électrons arrachés du substrat oxydé, pour conduire & la formation d'anion
superoxyde, de peroxyde dhydrogéne, ou d'sau. Les enzymes qui catalysent des

réactions en faisant intervenir un mécanisme ionique sont des oxydases.

Il est ensuite apparu que l'oxygene moléculaire pouvait étre transféré

sur le substrat lors de la réaction d'oxydation, faisant intervenir un



Figure 4 : Structure d'une monooxygénase a cytochrome P-450 de plante.
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mécanisme radicalaire capable d'activer l'oxygéne moléculaire, c'est a dire de

lui adjoindre un électron pour former un radical. Les oxygénases catalysent de

telles réactions.

Les oxygénases sont divisées en deux catégories, les dioxygénases qui
incorperent les deux atomes de la molécule d'oxygéne sur le substrat, et les
menooxygénases. Parmi ces dernieres, on renconire fréquemment des
complexes multienzymatiques qui contiennent une protéine hémique appelée
cytochrome P-450 (P-450)(Figure 4). Les cytochromes P-450 reconnaissent
les substrats, les fixent et leur transférent |'oxygéne moléculaire aprés
activation. Le NAD(P)H est souvent le donneur des électrons qui transitent par
des chaines de transport vers l'oxygéne moléculaire qui joue le roéle
d'accepteur. Les chaines de transport d'électrons se composent de deux
flavoprotéines, les réductases, et du cytochrome b5. Les monooxygénases &
cytochrome P-450 sont des enzymes qui catalysent l'activation de l'oxygéne
moléculaire grace a deux électrons et deux protons, avec l'insertion d'un des

deux atomes d'oxygéne sur le substrat et formation d'eau.

RH + O2 + 28 + 2H* - ROH + H20

Dans les années 1940, plusieurs travaux ont reporté chez les animaux
l'existence d'un métabolisme oxydatif concernant les xéncbiotiques. C'est en
1958 que Klingenberg et Garfinkel détectérent simultanément dans les
microsomes de foie de mammifere la présence d'un pigment dont les
propriétés spectrales étaient celles d'un cytochrome de type b, et fixant le
monoxyde de carbone. Le spectre de différence du complexe (réduit +
CO/réduit) avait un maximum d'absorption voisin de 450 nm. Omura et Sato
précisérent la structure hémoprotéique de ce pigment qu'ils dénommérent

cytochrome P-450.



Tableau 4 : Teneurs en cytochrome P-450 de différents matériels (d'aprés Werck-
Reichhart, 1385 ; Vanden Bossche st af., 1987).

Materiei Fraction Cytochrome P-450
subcelilulaire pmol/mg prot

foie de lapin microsomes 1449

testicule de pore mitochondries 430
microsomes 752

tubercule de topinambour microsomes 300

spadice d’arum microsomes 300

bulbe de tulipe micresomes 140

graines de pois microsomes 104

S. cerevisiae microscmes 98

C. albicans microsomes 83
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Le role des monooxygénases a cytochrome P-450 fut établi par la suite
pour de nombreuses réactions de monooxygénation des xénobiotiques ou de
composes endogénes chez les animaux, les plantes et les microorganismes.
Enfin, de nombreux auteurs ont montré que le systeme hydroxylant était

inductible par des composés comme le phénobarbital et le méthyl 3-

cholanthrene.

Les monooxygénases a cytochrome P-450 sont des enzymes ubiquistes.
Alors que les cytochromes P-450 des vertébrés sont essentiellement locaiisés
dans des organes particuliers (foie, poumons, glandes surrénales), les
cytochromes P-450 végétaux ne semblent pas associes a des organes

particuliers, mais sont présents en fortes quantités dans certains tissus de

réserve (Tableau 4).

Les cytochromes P-450 ont été détectés dans quasiment toutes les
fractions membranaires chez les vertébrés, mais sont prédominants dans le
réticulum endoplasmique et {es mitochondries. Chez les plantes supérieures,
les cytochromes P-450 detectés a ce jour sont essentiellement localisés dans
le reéticulum endoplasmique. Leur présence est suspeciée dans les
mitochondries (Stewart et Schuler, 1989), dans des fractions provacuolaires,
dans le tonoplaste et dans le plasmaiemme (Kjellbom ef al, 1985). A linverse,
les cytochromes P-450 bactériens ne sont pas liés aux membranes, mais sont
des protéines solubles. Les cytochromes P-450 de champignons sont souvent

faiblement associés aux membranes.

Depuis 30 ans, en raison de leurs implications en biochimie, en
pharmacologie et en toxicologie, les cytochromes P-450 ont éte le sujet de
trés nombreuses études. Elles ont montré que ces enzymes forment une

catégorie d'oxydo-réductases particuiierement complexe. Ce chapitre a pour



Figure 5 : Représentation tridimentionnelle du complexe multienzymatique dans le
reticulum endoplasmique {(d’aprés Nebert et Gonzalez, 1987).

R représente le substrat.
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Figure 6 : Modes d'insertion probables du cytochrome P-450 dans [e réticulum
endoplasmique de foie de lapin (d’apres Brown et Biack, 1989).
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but d'en souligner la diversité structurale, la diversité des réactions
catalysées comme des substrats transformés, ainsi que la compiexité des

mecanismes de réguiation.

i est cependant admis aujourd’hui que les monooxygénases & cytochrome
P-450 végétales, peu connues, présentent de nombreux points communs avec
leurs homologues microsomales de foie de mammifére, peut étre les mieux
connues. De ce fait, les propriétés des cytochromes P-450 hépatiques seront
abondamment exposées dans ce chapitre. Les informations rassemblées ont été
pour la plupart extraites des articles de synthese dont les références figurent
en fin de ce mémoire, en caracteres gras. Seules les références
bibliographiques récentes ou ne figurant pas dans ces articles sont

menticnnées dans le texte.

B.PROPRIETES STRUCTURALES DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME

P-450

Les monooxygénases a cytochrome P-450 sont des complexes
multienzymatigues dont la membrane microsomale assure {organisation
spatiale. Une molécule centrale de NADPH-cytochrome P-450 réductase est
entourée de plusieurs molécules de cytochrome P-450 (Figure 5). L'intégrité
membranaire est nécessaire au fonctionnement du systeme d'oxydo-réduction.
Plusieurs hypothéses existent concernant ie positionnement du cytochrome P-
450 par rapport a la membrane. L'hypothése la plus probable serait que
I'essentiel de la protéine soit situé hors de la membrane, retenue par I'hélice

N-terminale ancrée dans la membrane (Nelson et Stroebel, 1989)(Figure 6).
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B.1.Les chaines de tranport d'électrons

Un systeme de transport d'électrons existe dans toutes les
monooxygénases a cytochrome P-450. Celui des mammiféres et des plantes
supérieures participerait 4 de nombreux meécanismes métaboliques, incluant la
désaturation des acides gras et fa peroxydation des lipides, mais son
intervention n'est prouvée que dans les réactions d'oxygénation dépendantes de

cytochromes P-450. #t se compose de trois enzymes.

-La NADPH-cytochrome P-450 réductase (EC 1.6.2.4).

Cette flavoprotéine contient un mononucléotide flavine {(FMN) et un
flavine adenine dinucléotide (FAD) par protomere. Son poids moléculaire est
voisin de 80,000. Elie a une structure amphiphile comprenant deux domaines.
Un petit domaine hydrophobe, localisé dans la région N-terminale sert a la fois
a fixer la réductase a la membrane et au cytochrome P-450. Le grand domaine
hydrophile contenant l'extrémité C-terminale, fixe les deux flavines et est
facilement solubilisable. Le transfert des électrons venant du cofacteur se
fait de fagon interne du FAD au FMN et ensuite extérieurement & une isoenzyme
de cytochrome P-450. Dans un matériel donné et a ta différence des
cytochromes P-450, la réductase semble exister scus une forme unique.

La NADPH-cytochrome P-450 réductase des plantes posséde
vraisembiablement les mémes caractéristiques {Benveniste et al, 1977 ;
Benveniste et al, 1986). Seules queiques NADPH-cytochrome P-450 réductases
végétales ont été purifiees chez Cataranthus (Madyastha et Coscia, 1979), la
patate douce (Fujita et Asahi, 1985), le topinambour (Benveniste et al, 1986)

et la digitale (Petersen et Seitz, 1988).
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-Le cytochrome b5.

{es microsomes contiennent une deuxiéme hémoprotéine, le cytoechrome
b5, caractérisee par son spectre de différence entre microsoemes oxydés et
réduits par le dithionite. Le cytochrome b5, qui ne fixe pas le monoxyde de
carbone, est un composant central de la chaine de transport des électrons de la
désaturation microscmale des acides gras, d'un poids moléculaire de 16 (Jollie
et al., 1987) a 20 kd. Le rble du cytochrome b5 sur les réactions catalysées par
les cytochromes P-450 a été bien étudié. I} peut exercer un effet stimulateur
sur les activités enzymatiques en tant que transporteur synergiste du second

électron lors du cycle catalytique du cytochrome P-450.

-La NADH-cytochrome b5 réductase (EC 1.6.2.2).

Elle est la flavoprotéine spécifique du transfert d'électron du NADH
(FP2). Le groupement prosthétique de cette enzyme de 43 kd est constitué d'un
FAD. Galle ef al. (1984) ont purifié¢ une NADH-ferricyanide réductase a partir
de tubercules de pomme de terre. Une purification et la caractérisation de la
NADH-cytochrome b5 réductase du pois, ainsi que du cytochrome b5, ont été

effectuées par Jdollie et al. (1987).

Dans les systéemes mitochondriaux et bactériens, les électrons
transitent par une réductase qui est une flavoprotéine a FAD, et une protéine
fer-soufre. Le couple réductase-protéine est membranaire dans les

mitochondries et soluble dans les bactéries.



Figure 7 : Le groupe prosthétique du cytochrome P-450 (d’aprés Black et Coon, 1987).

X représente ' 'igand exogéne.
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B.2.Les cytochromes P-450

B.2.1.Le groupe prosthétique

Tous les cytochromes P-450 comprennent un groupe prosthétique formé
par un cycle tetrapyrrole (ferriprotoporphyrine IX){(Figure 7), situé dans une
cavité de l'apoprotéine. Le fer hémique hexavalent forme un complexe
octaédrique. Quatre positions de coordination sont occupées par les électrons
des atomes d'azote du cycle tétrapyrrolique, la cinquiéme et la sixieme
position, axiales, respectivement par un résidu Cys qui fournit le ligand
thiolate et un ligand exogéne (O2, CO, amine) ou {'atome d'oxygéne d'un résidu
thyrosine. La structure de I'héme a été mise en évidence par des études
spectrales, et confirmée par analyse aux rayons X sur le cytochrome P-450cam
bactérien. La selectivité chimique des réactions dépend de la partie cystéine-

fer-porphyrine.

B.2.2 L'apoprotéine

L'apoprotéine est responsable de la fixation du substrat. La spécificité
de substrat et la sélectivité des oxydations pour lgs différentes isoenzymes
dependent de la nature des résidus d'acides aminés de la protéine qui sont dans
le site actif et qui déterminent les interactions enzyme-substrat, ce qui
implique I'existence de nombreuses structures primaires. De ce fait, il a été
proposé que les cytochromes P-450 représenteraient une classe de protéines
analogues aux immunoglobulines. Ainsi, chague isoenzyme pourralt contenir
plusieurs structures primaires, et le potentiel existerait pour des centaines

de cytochromes. Les premiers résidus de la séquence N-terminale de



Tableau 5 : Structures primaires du cytochrome P-450 de bulbe de tulipe et de foie de rat
(d'aprés Higashi et al., 1983).

Bulbe de tulipe Foie de rat
nombre de résidus % nombre de résidus %Yo
Asx 48 10,0 41 8.8
Thr 27 5,6 26 5,5
Ser 37 7.7 31 6,7
Glx 42 8,8 46 9,9
Pro 27 5,6 27 5,7
Gly 42 8,8 36 7.7
Ala 36 7.5 25 5,3
Cys 5 1,0 6 1,2
Val 34 7,0 27 5,7
Met 7 1,5 11 2,4
lle 19 4,0 26 5.6
Leu 45 9.4 53 11,4
Tyr 16 3.3 14 3,0
Phe 29 6,0 31 6,7
Lys 39 8,1 29 6,3
His 7 1,5 13 2,8
Arg 20 4,2 23 5,0
Trp ND / 2 0,4
Total 480 467
Anioniques (Asx,Glx) 18,8 18.7
Cationiques (Arg,Lys,His) 13,8 14,1
Hydrophobes (Gly,Ala,Val,Leu,ile} 36,7 35,6
Aromatiques (Phe,Tyr,Trp) 9.3 10,1
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'apoprotéine de cytochromes P-450 microsomaux constituent un signal
d'insertion dans la membrane.

Les structures primaires complétes ont été déterminées pour de
nombreux cytochromes P-450 (une centaine, Nebert ef al, 1987, 1989), soit
aprés purification de la protéine, soit par extrapolation a partir du séquengage
du DNA. Les structures primaires contiennent de 400 & 525 résidus. Les
residus hydrophobes sont majoritaires (40%), les anioniques et cationigues
représentent entre 10 et 15% (Tableau 5). Le poids molécutaire des
cytochromes P-450 varie de 47 a 67 kd.

Les polypeptides présentent des homologies de structure (de 10 a 97 %
suivant les cytochromes) au niveau de plusieurs régions, ce qui suggére leurs
fonctions dans les propriétés catalytiques ou structurales importantes des
cytochromes natifs, et incluraient les sites de fixation de I'héme, de la

NADPH-cytochrome P-450 réductase et du cytochrome b5,

te cytochrome P-450 est inactivable en cytochrome P-420 par
modification de la structure tertiaire de l'apoprotéine sous l'action de
facteurs endogénes ou d'agents exogénes comme les détergents. Cette

inactivation est réversible sous certaines conditions.

La premiére structure tridimentionnelle d'un cytochrome P-450 a été
realisée pour le cytochrome P-450cam bactérien. La forme générale de la
protéine est celle d'un prisme triangulaire avec une dimension maximale de 60
A et une minimale de 30 A. L'héme pentacoordiné est situé entre 2 des 12
helices alpha qui occupent 40 % du total de la structure. Cependant, bien que la
structure primaire du cytochrome P-450cam montre des homologies avec
celles des cytochromes P-450 liés aux membranes, il n'est pas certain que sa

structure tertiaire soit comparable a ceiles de ces derniers.
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La muitiplicité des structures peut aussi expliquer les caractéristiques
immuneclogiques des cytochromes P-450. Ainsi, il existe des réactivités
croisees entre différentes isoformes animales (vertébrés et invertébrés),
végetales ou bactériennes (Bourett ef al., 1989 ; Stewart et Schuler, 1989 ;
O'Keefe et Leto, 1989). A linverse, certains anticorps peuvent étre trés
spécifiques, comme ceux préparés contre un cytochrome P-450 de tulipe
(Higashi et al., 1983), qui réagit uniquement avec des microsomes de quelques
cultivars de tulipe et ne présentent pas de réactivité croisée avec des
microsomes d'autre espéces vegetales (topinambour, avocat,...).

Des anticorps polyclonaux anti-NADPH-cytochrome P-450 réductase de
topinambour ne reconnaissent pas les réductases d'animaux et de végétaux
primitifs mais inhibent toutes les réductases des plantes supérieures testées

(Benveniste ef al, 1989 ; Zimmerlin et Durst, 1990 a).

Plusieurs purifications partielles des différentes composantes du
systéme multienzymatique ont conduit & des reconstitutions, mais les
activités enzymatiques obtenues sont faibles. C'est ainsi le cas chez
Catharanthus, capable d'hydroxyler le géraniol, chez le topinambour dans le cas
de la CA4H (Gabriac ef al., 1985 ; Benveniste et al, 1986) et chez la digitale
ou Petersen et Seitz (1988) ont reconstitué une activité digitoxine
hydroxylase. Les purifications a I'hnomogénéité n'ont été menées & bien que
chez quelques espéces végetales comme la tulipe et l'avocat (Higashi et al,
1983 ; O'Keefe et Leto, 1889). D'autre part, I'éthoxycoumarine O-déalkylase et
la CA4H du topinambour sont également purifiées (D. Werk-Reichhart,

commupication personnelle).



Figure 8 : Spectres de différence de microsomes de foie de rat réduits par le NADH (A) et le
dithionite (B) en présence de monoxyde de carbone (d'aprés Black et Coon, 1987).
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Figure 9 : Configuration électronique de la couche 3d des complexes hémiques, ferreux et
ferriques (d’'aprés Riviére, 1984).
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C.PROPRIETES SPECTRALES DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME

P-450

Le maximum d'absorption inhabituel du complexe fer réduit-carbonyl a
450 nm (448 & 454 nm) différencie les cytochromes P-450 des autres
hémoprotéines {myocgiobine 435 nm, peroxydase 438 nm). Ce pic déplacé vers
le rouge est di & la présence de 'atome de soufre du résidu Cys qui fournit le
cinguieme ligand du fer hémique. Le spectre du cytochrome P-450 montre &
I'etat oxydé deux bandes o et B respectivement a 568 et 535 nm,

caractéristiques des cytochromes de type b, ainsi qu'une bande de Soret entre

390 et 420 nm (Figure 8).

Ce sont Ies cinquiéme et sixiéme ligands du cycle tétrapyrrolique qui
conditionnent les caractéristiques spectrales. En effet, in vitro, certaines
molécules modifient le spectre d'absorption du cytochrome P-450 oxydé en
altérant la configuration électronique du fer. L'atome de fer contient 5 ou 6
électrons répartis en 5 orbitales 3d, dont trois ont une énergie plus faible que
les deux autres (Figure 9). Le cytochrome P-450 natif est en équilibre entre
deux formes. En l'absence de substrat, les électrons d'un ligand fort (par
exemple un résidu contenant un OH) déplaceront ceux du fer vers des orbitales
de basse énergie en réduisant le nombre d'électrons célibataires du métal. lls
creent ainsi un état “low spin” (Soret & 418 nm), hexacoordiné a deux ligands
axiaux. La fixation d'un substrat conduit a un déplacement de I'équilibre vers le
complexe pentacoordiné (Figure 10). Les électrons occupent au maximum les
orbitates et créent un état "high spin" (Soret = 394 nm) comprenant le seul
résidu Cys comme ligand axial. L'état de spin se répercute sur les spectres
d'absorption. Les formes "high spin” présentent un maximum d'absorption vers

390 nm, maximum déplacé vers 420 nm pour les formes "low spin".

En spectrophotométrie différentielle, on distingue trois types de



Figure 10 : Représentation schématique du complexe octaédrique (d'aprés Riviere, 1984).
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Figure 11 : Les différents spectres dintéraction du cytochrome P-450 oxydé (d'aprés
Riviére, 1984),
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spectres {Figure 11). La formation des spectres dépend de lI'équilibre initial
entre les formes "high” et “low spin” du cytochrome P-450, des capacités de
coordination de l'effecteur et de l'abondance de l'enzyme concernée. L'intensité
du changement spectral est aussi proportionnelle a la concentration du
complexe enzyme-effecteur.

-Les spectres de type | (max 390 nm, min 420 nm) concernent la plupart
des substrats des cytochromes P-450. Le substrat, en se fixant, provoque la
rupture du sixiéme ligand de coordination du fer hémique, et le passage de ce
dernier de I'état "low spin* a I'état "high spin”. On peut, & partir des spectres,
calculer une valeur Ks {constante de dissociation spectrale} qui représente
I'affinite du substrat pour le cytochrome P-450.

-Les spectres de type I (max 425/435 nm, min 380/410 nm) sont
caractéristigues des molécules qui sont le plus souvent des inhibiteurs comme
les amines. En effet, la fixation directe de l'atome d'azote de la molécule sur
le fer de I'heme empéche la fixation ultérigcure de l'oxygéne moléculaire et du
monoxyde de carbone et accentue le caractére "low spin”.

-Les spectres de type | inversé, (ou Il modifié) (max 420 nm, min 390
nm) sont formés en présence d'alcools, de phénols, de drogues, d'alcaloides et
de stéroides, substrats ou non des cytochromes P-450. iis se fixent sur

l'apoprotéine en d'autres points que le site catalytique.
D.MODE D'ACTION DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME P-450

D.1.Réactions catalysées

Les cytochromes P-450 sont des enzymes clé de la biosynthése et du
catabolisme de composés endogénes, comme de I'élimination, la détoxication
et l'activation meétaboliques de substrais exogénes par insertion de groupes

fonctionnels. Trés souvent, les modifications chimiques de la molécule



Tableau & : Réactions catalysées par des monooxygénases a cytochrome P-450 chez les végétaux
supérieurs.

Mé lism rpén
axydation de l'ent-kaurene Murphy et West, 1969
hydroxylation du géraniol et du nérol Meehan et Coscia, 1973
hydroxylation de |'acide abcissique Gillard et Walton, 1976
i lism roft
déméthyiation en C-14 des stérols Burden et af., 1987
hydroxylation de la digitoxine Petersen et Seitz, 1988
Mé lism hénylpropanoi flavengtl ren
hydroxylation de l'acide cinnamique Benveniste et Durst, 1974
hydroxylation de l'acide férulique Grand, 1984
hydroxylation de l'ipoméamarone Fujita et al., 1982
hydroxylation du pscralen Hamerski et Mattern, 1988
hydroxylation de la S-naringénine Hagmann et al., 1983
Kochs et Grisebach, 1986
hydroxytation du 3,9-dihydroxyptérocarpan Hagmann et al., 1984
nydroxylation du 5-0-(4-coumaroylishikimate  Heller et Kuhn, 1985
isoflavone synthase Fritsch et al., 1986
biosynthése de fa glycéolline Ebel et Grisebach, 1988
M lism i r
désaturation des acides gras Ben Abdelkader ef al., 1973
époxydation des acides gras Croteau et al., 1975 ; Salaln et ai.,
1989
w-hydroxylation de l'acide palmitique Soliday et Kolattukudy, 1977
IC-hydroxylation de {'ac. hydroxypaimitique Soliday et Kolattukudy, 1978
IC-hydroxylation de l'acide laurique Salalin et al., 1978
w-hydroxylation de l'acide laurigue Benveniste et al,, 1882
Métaholism m X0gén
N-déméthylation du monuron Frear et al., 1969
O-déalkylation du p-nitrcaniscle McPherson et al., 1975 a
hydroxylation du benzofajpyréne McPherson et al, 1975 b
N-déméthylation de la N-méthylaniline Young et Beevers, 1976
hydroxylation du 2,4-D Makeev et ai., 1977
N-déméthylation de l'aminopyrine Fonné-Plister et al., 1988
N-déméthylation du chlortefuron Fonné, 1985
O-déalkylation du métolachlor Moreland et af., 1989 a
hydroxylation du diclofop McFadden et al, 1989 ; Zimmerlin et
Durst, 19380 a
hydroxylation du bentazon McFadden ef &/, 1990
hydroxylation du primisulfuren Fonné-Pfister et al, 1990 a
hydroxylation du chlortoluren Fonné-Pfister et al, 1980 b
hydroxylation du chlorsuifuran Frear et Mardaus, 1990
O-déalkylation de I'éthoxycoumarine Werck-Reichhart et al., 1990

C-déalkylation de I'éthoxyrésorufine Werck-Reichhart et al,, 1930




Figure 12 : Principaux types de réactions catalysées par des cytochromes P-450.

L'oxygéne provenant de loxygéne moléculaire est noté en gras (d'aprés Dawson et Eble,
1986; Nebert et Gonzalez, 1987).
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abolissent leur effet biclogique ou thérapeutique, mais les cytochromes P-450
participent aussi a !'activation de composés par formation de sulfoxydes, de
N-oxydes et en général d'agents électrophiles, qui, aprés fixation covalente

sur I'ADN, sont la source de mutations et de dérégulations de fa transcription.

Le métabolisme des composés endogénes concerne principalement les
lipides (acides gras, prostaglandines, stéroides) précurseurs de nombreuses
hormones, vitamines,... Les cytochromes P-450 sont responsables du
meétabolisme de xénobiotiques lipophiles comme les pesticides, les polluants,

les additifs alimentaires, fes drogues et les agents therapeutiques.

Chez les plantes, l'intervention des cytochromes P-450 a d'abord été
établie dans l!e métabolisme de substrats physiologigues appartenant a
plusieurs voies du métabolisme secondaire des végétaux (Tableau 86). Ces
protéines seraient en outre impliguées dans te développement du goit lors de
la maturation des fruits (Bozak et al, 1980). Comme leurs homologues

animaux, ils affectent aussi le métabolisme de composes exogenes.

Les cytochromes P-450 catalysent typiquement des hydroxylations
aliphatiques et aromatiques de substrat, mais aussi d'autres réactions
d'oxydation, et des réductions (Figure 12). Recemment, ies cytochromes P-450
ont été décrits comme responsables de la conversion d'aldéhydes en acides

carboxyliques, et d'alcoois en aldéhydes (Watanabe et al., 1990 ; Ullah et ai,

1990).

D.2.Fonctions des monooxygénases a cytochrome P-450

Dans la catalyse typique des hydroxylations, le cytochrome P-450

fonctionne comme une monocoxygénase ou RH représente le substrat et ROH le



Figure 13 : Cycle catalytigue du cytochrome P-450 (d'aprés Mansuy et al., 1988).

RH représente le substrat, ROH le produit oxydé. AQ est un peroxyde organique. Les électrons
proviennent de fa NADPH-cytochrome P-450 réductase.
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produit oxygéné correspondant. L'oxygénation d'un substrat nécessite 'apport

d'oxygéne moléculaire et d'électrons provenant le plus souvent du NADPH. Elle

comprend plusieurs étapes (Figure 13).

RH + Op + NADPH + H' > ROH + Ho0O + NADP™

A_Formation du complexe enzyme-substrat.
La fixation du substrat sur le cytochrome oxydé entraine le déplacement

du complexe vers la forme pentacoordinée "high spin" dont le potentiel rédox

augmente.

B.Réduction du complexe.

Le complexe "high spin" enzyme-substrat Felll-RH est réduit par un
électron apporté du NADPH par la NADPH-cytochrome P-450 réductase. Ce
complexe est fortement donneur délectrons. |I est alors capable de fixer des

ligands comme l'oxygéne moléculaire, le monoxyde de carbone, les amings.

C.Fixation de l'oxygéne sur le fer.

L'oxygéne moléculaire se fixe sur I'heme et conduit au compilexe Fell-
O2-RH "low spin" relativement stable. A ce niveau le monoxyde de carbone peut
entrer en compétition avec l'oxygéne. Cette fixation est photoréversible, la

longueur d'onde la plus favorable étant 450 nm.

D.Activation et transfert de l'oxygéne au substrat.

Un second électron apporté par la NADPH-cytochrome P-450 réductase
ou par le sytéme cytochrome b5 et sa réductase réduit le complexe par
activation de l'oxygene moléculaire de I'héme et aboutit 4 la forme Felll-Q-O,
Le tranfert du second électron est souvent considéré comme l'étape limitante

du cycle. Deux protons provenant du milieu aqueux sont oxydés en H20O par un



Figure 14 : Mécanismes réactionnels de I'oxydation d'un substrat par le cytochrome P
450, par Vintermédiaire du complexe FeV=0 (d'aprés Guengerich et Liebler, 1985).
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atome d'oxygene. Un complexe FeV=0 (ferryloxc en équilibre avec FelV-Q°) a
fort pouvoir oxydant est ensuite formé. Le tranfert du second atome d'oxygéne
au substrat peut se faire suivant plusieurs mécanismes radicalaires dépendant
du point d'attague du ferryloxo {Figure 14). Dans tous les cas, la premiére étape
serait l'arrachement d'électrons ou de H°.

-L'insertion d'oxygeéne sur une liaison sigma entre un hydrogéne et un
carbone sp3 (hydroxylation aliphatique, O- et S-déaikylations, N-alkyl
hydroxylation et déalkylation) comprend deux étapes (A) : arrachement d'un
atome d'hydrogéne par le ferryloxo et oxydation du radical libre intermédiaire
par le FeiV-OH dans le site actif qui transfere le ligand QOH.

-L'oxygenation d'un hétéroateme portant un doublet électronique libre
(BY{O-, N-, S- et thioesters oxydations) est initiée par le tranfert d'un électron
genérant un cation radical, suivi de la recombinaison de l'oxygéne actif avec
I'nétéroatome électrophile.

-La déalkylation d'un hétéroatome (C) est causée par les abstractions
successives par le ferryloxo d'un électron de I'hétércatome et d'un proton du
carbone en «. Le rebond de HO® produira I'hydroxylation de ce carbone, puis la
décomposition de lPintermédiaire hydroxylé pour aboutir a I'hétéroatome
dealkylé.

-L'oxygenation de liaisons Pi de carbenes sp2 (D){époxydation de liaisons
doubles et de cycles aromatiques, hydroxylations aromatiques, oxydation
d'esters) s'effectue sur le carbone le plus substitué. Des cations ou des
radicaux libres intermédiaires sont formés par l'addition de Fe=0 & la double
liaison induisant une réaction intramoléculaire avec formation de |'époxyde
correspondant. Ce meécanisme est similaire a celui qui se produit lors des N-
alkylations de 'héme (liaison covalente de certains substrats suicides sur la
porphyrine). Lors des hydroxylations aromatiques, des migrations de groupes
(protons, deuterium, chlore) peuvent survenir traduisant ainsi la formation

diintermédiaires époxydes. C'est le mécanisme de "NIH shift".
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C'est lors de cette étape d'activation et de transtert de l'oxygéne que les

substrats suicides sont activés.

Quel que soit le mécanisme d'insertion de |'oxygéne, la suite des
réactions conduit a la libéeration d'une molécule de produit hydroxylée et a la

régénération du cytochrome P-450.

Dans certains cas, la réduction de |'oxygéne n'est pas toujours
étroitement couplée a I'hydroxylation du substrat. Le complexe ferreux-
dioxygéne relargue des anions superoxydes qui génerent du peroxyde
d’hydrogéne. Celui ci peut, dans certains cas, servir de donneur d'oxygene pour
'hydroxylation du substrat, car les cytochromes P-450 animaux et végétaux

ont la capacité d'oxyder des substrats organigues aux dépends d'un

(hydro)peroxyde organique.

RH + XOOH --> ROH + XOH

De telles réactions sont d'un grand intérét car elles permettent les
études de mécanismes en l'absence d'oxygéne, de réductase, de NADPH. Le fer
reste sous forme oxydee. Dans de tels systemes, l'espece réactive n'est pas

fixée au métal et apparait étre un radicai RO° ou ROQ°.

Enfin, sous faible pression en oxygéne ou sous conditions anaérobies,
des transferts d'électrons a partir du cytochrome P-450 ferreux servent a ia
réduction de certains xénobiotigues comme les N-oxydes, les composés nitrés

et les époxydes.



Figure 15 : Les étapes sensibles du cycle catalytique d’'une monocoxygénase a cytochrome P-
450.
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E.REGULATION DES ACTIVITES DES MONOOXYGENASES A CYTOCHROME

P-450

Plusieurs niveaux de régulation des activités des monooxygéenases a
cytochrome P-450 existent. Les effecteurs contrdélent l'augmentation ou la
réduction des activités enzymatiques, par des inhibitions ou des stimulations,

ou ils agissent sur les concentrations en cytochromes P-450.

E.1.Inhibition des activités enzymatiques

De tres nombreux travaux ont porté sur les inhibiteurs des cytochromes
P-450, a la suite desquels plusieurs ciassifications ont été proposées. Ces
molécules interviennent au niveau de plusieurs étapes sensibles du cycle
catalytique (Figure 15}.

-A. Transfert des électrons des réductases au cytochrome P-450.

-B.Fixation du substrat (compétiteurs du substrat)

-C.Fixation de I'oxygéne moléculaire (ligands non métabolisés gqui
forment des liaisons avec le fer)

-D.Oxydation du substrat (molécules qui sont activées lors de la
catalyse en intermédiaires réactifs qui se lient de fagon covalente a I'héme ou

a l'apoprotéine : substrats suicides).

Enfin, des inhibiteurs qui se fixent simultanément sur les régions
lipophiles et sur le fer hémigue peuvent induire des modifications
structurales et des deénaturations. Ces composés comprennent les alcools, des

chélateurs de métaux,....

A.Les inhibiteurs du transfert d'électrons entre les réductases et le

cytochrome P-450 sont :



Figure 16 : Formation de coemplexes stables par des ligands ui empéchent Ia fixation de
l'oxygéne moléculaire sur le fer hémique au cours du cycle catalytique.
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-des compeétiteurs du NADPH au niveau du site de fixation du donneur
d'électrons : NADP, 2-AMP

-des agents qui agissent sur la réductase par blocage des SH libres du
site actif {mercuriels) : p-chloromercuribenzoate

-des découpiants (accepteurs exogénes d'électrons) : cytochrome ¢,

DCPIP

B.Les inhibiteurs de la fixation du substrat comprennent des substrats
alternatifs qui entrent en compétition pour le site actif. Leur rdle est
important en pharmacocinétique et leur action est tributaire de la spécificité

de substrat des enzymes.

C.Les inhibiteurs de la fixation de Il'oxygéne moléculaire (Figure 16)
regroupent les ligands qui se coordinent avec le fer ferreux (monoxyde de
carbone}. La réduction des cytochromes P-450 est alors plus difficile. Des
composés trés actifs (induisant des spectres de type il), comme les amines
aromatiques et aliphatiques (SKF 525A, pyridine, imidazoles, métyrapone,
ellipticines, hydrazines), se fixent sur ['héme au niveau du sixiéme ligand
axial par {e doublet libre de l'atome d'azote et empéchent la fixation de
l'oxygéne. De méme les composés possédant une fonction méthyléne
dioxobenzéne (pipéronyl butoxyde) forment avec le fer des liaisons C-Fer qui
aboutissent aux mémes conséquences. De tels inhibiteurs sont fransformés en
intermédiaires réactifs qui se coordinent de fagon quasi-irréversible au

groupement prosthétique.

D.Les inhibiteurs irréversibles détruisant le cytochrome P-450 agissent
apres activation lors de la catalyse enzymatique pendant ou aprés le transfert
de l'oxygene. Ce sont des substrats suicides reconnus par I'enzyme qui sont

activés en intermédiaires instables et réactifs alkylants. L'utilisation de tels



Figure 17 : Mode d'action d'un inhibiteur suicide, 'ABT (daprés Ortiz de Montellano et al.,

1984).

AMécanismes possibles de la formation de la benzyne lors de l'activation de I'ABT par le
cytechrome P-450.
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substrats est intéressante pour plusieurs raisons. lls ne sont, en principe,
reconnus que par I'enzyme concernée. La spécificité des substrats suicides se
situe au niveau de la réaction chimique qui est nécessaire pour démasquer la
fonction reactive et déclencher le processus d'inactivation, et au niveau de

l'analogie de structure avec le substrat.

lls se répartissent en deux classes :
-lgs agents qui se fixent de fagon covalente aux protéines. Ce sont des
composés contenant du soufre (parathion) ou des halogénes (chloramphénicol).
-les agents qui alkylent I'néme pour qui il existe plusieurs types de
structures, par exemple :
-les oléfines et les acétylenes terminales qui provoquent une
alkylation de I'héme par activation des liaisons Pi
-les composés a fonction N-N (ABT, hydrazines, alkylsydnones) qui

conduisent a des aryl porphyrines (Grab ef af., 1388).

De nombreuse molécules sont connues comme inhibiteurs suicides des
cytochromes P-450 animaux mais elles ne sont que peu ou pas actives chez les
végétaux (Fonné, 1985 ; Werck-Reichhart, 1985). L'ABT est un inhibiteur
suicide des cytochromes P-450 animaux également actif chez les végétaux
(Reichhart et al., 1982). Le mode d'action de I'ABT est explicité par la figure
17. )l met en jeu la formation d'une benzyne réactive lors de l'oxydation de

I'ABT (A), puis la fixation de la benzyne sur I'héme (B).
E.2.Activation des activités enzymatiques
Certains polycations comme les polyamines ont été signalés comme

stimulant les activités des cytochromes P-450 hépatiques chez les

mammiferes. |i a été montré récemment que la spermine pouvait initier la
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conversion du cytochrome P-420 en cytochrome P-450 (Hui Bon Hoa et af.,
1990). Des flavonoides et des stéroides peuvent aussi stimuler certaines
activités P-450. Ces composés pourraient intervenir en influant sur les
interactions NADPH-cytochrome P-450 réductase/cytochrome P-450 ou en
stabilisant les différents composants du systéeme multienzymatique

microsomal au niveau d'interactions hydrophobes.

E.3.Diminution des concentrations en cytochrome P-450

Chez les animaux, des effecteurs endogénes mal connus contrdlent les
variations physiologiques et pathologiques de la concentration en cytochrome
P-450 (Age, facteurs nutritionnels, sexe, rythmes circadiens,...). Les
cytochromes P-450 peuvent ainsi subir des modifications post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles (résidus N-bloguants,

modification des chaines latérales par acylation, alkylation et

phosphorylation).

Des composés exogenes sont capables de diminuer les teneurs en
cytochromes P-450. Ce sont les agents qui dégradent I'héme (peroxydes,
halocarbures, cyclopropyl amines), les inhibiteurs de la synthése de |'héme
(ions métalliques : Co ; molécules organiques : acide lévulinique, gabaculine),
et les inhibiteurs de la synthése de l'apoprotéine {éthionine, actinomycine D,

cycloheximide, puromycine).

E.4.Induction

Des xéncbiotiques peuvent augmenter les teneurs en cytochromes P-450

par des mécanismes complexes qui conduisent a une synthése accrue et/ou a



Figure 18 : Principaux types d'inducteurs de monooxygénases a cytochrome P-450
hépatiques.
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une dégradation diminuée de I'hémoproteine. Ainsi le manganése et le sélénium

ont un rble de stabilisation de I'hémoprotéine (Werk-Reichhart, 1985).

Cependant le mécanisme principal entrainant une augmentation des
teneurs en cytochromes P-450 est Pinduction. Tous les organismes vivants
possédent des mécanismes qui leur permettent de s‘adapter a des changemenis
de leur environnement. En particulier, ils peuvent augmenter sélectivement
leur concentration cellulaire en certaines protéines. En effet, les cytochromes
P-450 existent sous forme de nombreuses isoenzymes constitutives ou
inductibles. Les premiéres sont impliquées dans les réactions physiologigues
et leur synthése s'effectue a taux et vitesse constants, dépendante de
régulations hormonales et de messagers secondaires. Les secondes, impliquées
dans le métabolisme des xénobiotiques {cytochromes P-450 hépatiques) sont
présentes normalement a I'état de traces et sont trés rapidement synthétisées

en réponse & des stimuli chimiques ou hormonaux spécifiques.

L'augmentation d'activité qui en découle est un phénomeéne complexe qui
peut avoir plusieurs causes. L'induction ne se produit pas en présence
d'inhibiteurs de la synthése des protéines, qui serait une des conséquences
essentielles de l'induction. La plupart des connaissances sur les mécanismes
moleculaires de linduction dérivent des travaux réalisés sur la benzo[a]pyréne

hydroxylase.

Les cytochromes P-450 hépatiques de mammiféres sont inductibles par
les barbiturates, les composés aromatiques polycycliques (3-
methylcholanthréne : M3C) et les stéroides (Figure 18). Beaucoup d'inducteurs
induisent sélectivement les isoenzymes responsables de leur propre

métabolisme.



Figure 19 : Mécanismes de régulation du cytochrome P-450 hépatique par le récepteur Ah,
en présence de tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) (d’'aprés Nebert et Gonzalez, 1587).
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L'augmentation de [l'activité d'enzymes hépatiques comme la
benzo[a],pyréne hydroxylase sous l'action de dérivés polycycliques aromatiques
{type M3C) est connue depuis presque guarante ans. L'événement de base serait
la fixation de linducteur sur un récepteur spécifique. L'existence d'une telle
protéine cytosolique (Ah) trés affine a été démontrée pour les dérivés
pelycycliques aromatiques, mais pas pour les barbiturates et les stéroides
(Figure 19). Le complexe inducteur-récepteur, aprés translocation dans le
noyau, se combinerait avec un site accepteur (géne opérateur) et activerait les
génes structuraux de l'iscenzyme et de quelgques autres enzymes. La
translocation de I'ARNm et la synthése de l'apocytochrome dans le réticulum
endoplasmique est accompagnée par une synthése accrue de I'héme (activation
de I's-aminoiévulinate synthétase) et des phospholipides nécessaires a la

proilifération membranaire liée & l'induction.

Les conséquences de l'induction sont une modification spectaculaire des
biotransformations. L'induction apparait non seulement comme un phénomeéne
quantitatif mais aussi comme un phénomeéne qualitatif di a la biosynthése
d'une ou de plusieurs formes spécifiques de cytochromes P-450. La
nomenclature des cytochromes P-450 (Nebert et al., 1987, 1989) basée sur les
homologies entre les genes, regroupe souvent au sein d'une méme famille des

cytochromes P-450 inductibles par les mémes agents.

Certaines molécules ont des effets biphasiques. Ainsi, les activités
enzymatiques diminuent quelgues heures aprés leur administration, traduisant
la fixation de l'inducteur sur un cytochrome P-450 particulier (SKF 525 A,
safrole, procloraz, antibiotiques,...)(Pershing et Franklin, 1982). {'effet
inducteur (augmentation des teneurs en cytochromes), en général irés
puissant, se manifeste par la suite. Cependant, une fraction assez importante

du site actif, bloquée sous forme de complexe stable, demeure inaccessible au



Tableau 7 : Les agents inducteurs de monooxygénases & cytechrome P-450 chez les plantes

supérieures.

Facleurs physiologigues
stress . biessure, vielllissement
mise en survie
lumiére (phytochrome)
choc osmotique

Mposes endogén
nérol, géraniol, acide cinnamique
B-naphtoflavone

Eliciteurs fongiques

Xénobhioti
extrait de levure
solvants (éthanol, DMSQ)
meétaux (Fe, Mn, Cu}

Benveniste et al., 1977

Gilevicz Cotte-Martinon et g/, 1974
Benveniste et af., 1978

Kochs et al.,, 1987

Hendry et Jones, 1984
Simpson et Kelly, 1989

Fujita et al, 1981
Hagmann et af., 1984
Heller et Kuhnl, 1985
Kochs et al.,, 1987
Hamerski et Mattern, 1988
Kochs et Grisebach, 1989

Hinderer et al., 1887

Salaiin, 1978 ; Reichhart et af., 1979
Reichhart et al.,, 1979 : Kurosaki et
al., 1989

agents thérapeutiques (phénobarbital, aminopyrine, clofibrate)

herbicides (2,4-D, diclobénil, monuraon}

fongicides (procloraz)

Reichhart et al,, 1979 ; Fonné, 1985 ;
Salaiin et a/., 1986

Reichhart ef al., 1879 : Adele et
al., 1981
Caniveng, 1989

antidotes (cyometrinil, anhydride naphthalique)

composés industriels (diéthylhexylphtalate)

Canivenc, 1989 ; McFadden et a/.,
1990 ;

Fonné-Pfister et al., 1990 a et b,
Zimmerlin et Durst, 1890 b

Salain et g/, 19886
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substrat. Le compiexe cytochrome P-450-inducteur doit étre dissocié pour

permettre l'expression de l'activité enzymatigue maximale (Murray, 1988).

Les inducteurs des cytochromes P-450 végétaux sont nombreux. Ce sont
des facteurs physiologiques, des stress, la lumiére, des composés endogénes,
des éliciteurs fongiques, des xénobiotiques (Tableau 7). On ne connait que peu
de choses sur les mécanismes de controle et d'expression des génes chez les
vegétaux. Dans les tubercules en survie, le tranchage et 'aération des tissus
induisent une activation métabolique et le déveioppement du systéme
d'endomembranes. Cette dédifférenciation serait le résuitat de la dérépression
d'un géne, conduisant & une synthése accrue d’ARN, et & une production de
protéines et de lipides, en méme temps qu'une dégradation des substances de
réserve. Les phénomenes d'induction chez les plantes supérieures sont peu
spécitiques, et souvent avec des niveaux d'intensité plus faibles que ceux
notés pour les cytochromes P-450 hépatiques. De plus, ils s'accompagnent

souvent de linduction d'autres enzymes (NADPH-cytochrome P-450

réductase,...).

La culture de champignons sur des milieux riches en carbone (acides
gras, alcanes, stérols, terpénes} induit certaines activités de type cytochrome
P-450. C'est également le cas pour ies cytochromes P-450 bactériens. A
l'inverse, l'oxygéne moléculaire peut &tre un agent répresseur de la
bicsynthése des cytochromes P-450 (Sanglard et ai., 1984 : Shoun et al.,

1989).

E.5.Biologie moléculaire des cytochromes P-450

De nombreuses équipes ont utilisé I'ADN recombinant pour déterminer le

nombre de formes de cytochromes P-450. Chez les mammiféres, cette
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techniqgue a permis d'isoler et de caractériser les génes et les ADNc de
cytochromes P-450 non isclés par les techniques biochimiques classiques.
Enfin les sequences régulatrices de quelques génes, comme leur localisation
chromosomale sont connues. De tels progrés ont nécessité la mise en place
d'une nomenclature (Nebert ef al, 1987, 1989) car les séquences de 70 & 80
genes de cytochromes P-450 sont déterminées. On estime qu'une espéce de
mammiferes contient de 50 a 200 génes de cytochromes P-450 qui forment
une superfamille de génes (Nelson et Stroebel, 1989). L'analyse moléculaire
des génes des cytochromes P-450 a montré qu'a l'intérieur de la superfamille
de génes, il y a une dizaine de familles {36 % d'homologie dans une méme
familie) et des sous-familles (70 % d'homologie) regroupées sur des
chromosomes différents chez les mammiféres, 4 familles chez les
microorganismes et une famille pour les végétaux supérieurs (Bozak et al.,

1990).

Tous les cytochromes P-450 dériveraient d'un ancétre commun (Nebert
et Gonzalez, 1985). La fonction de cette hémoprotéine (peroxydase, oxydase
puis oxygénase) aurait évolué selon un mécanisme adaptatif du métabolisme de
composés endogénes vitaux au métabolisme des xénobiotiques en passant par
la fourniture d’'énergie a partir des agents chimigques de I'environnement.
L'analyse des séqguences codantes connues révéle plusieurs séquences
consensus, en particulier au niveau de la cystéine qui assure la liaison de
'heme a la protéine. Quatre de ces familles auraient évolué et divergé chez les

animaux en raison de leur exposition aux métabolites de défense élaborés par

les plantes.
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F.CONCLUSION : CARACTERISTIQUES DISTINCTIVES DE L INTERVENTION
D'UNE MONOOXYGENASE A CYTOCHROME P-450

Au terme de cette étude, il apparait que les caractéristiques
structurales des protéines, fe grand nombre de substrats métabolisés, les
meécanismes de reguiation font des monooxygénases a cytochrome P-450 des
systémes complexes. |l existe cependant un certain nombre de critéres
permettant d'identifier une monooxygénation a cytochrome P-450 lors de la
mesure d'une activité enzymatique :

1.L'activité est localisée, chez les plantes, dans les microsomes

2.La réaction dépend le plus souvent du NADPH

3.Les substrais forment le plus souvent des spectres d'interaction avec
le cytochrome P-450

4.L'activité est inhibée par des inhibiteurs de !a réductase et du
transfert des électrons

5.Elle est inhibée par I'anaérobiose, le monoxyde de carbone et dans ce
cas l'inhibition est partielement réversée par la lumiére

6.Elle est egalement inhibée par des inhibiteurs sélectifs et connus des
cytochromes P-450

7.Elle est induite par des inducteurs connus des cytochromes P-450.

Ce sont ces critéeres d'identification que nous utiliserons au cours de

notre travail.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

A.MATERIEL VEGETAL
A.1.Les suspensions cellulaires de blé
A.2.Conditions de culture des suspensions cellulaires
A.3.Conditions d'utilisation des suspensions cellulaires
A.4 Préparation des microsomes

A.5.Séparation des fractions membranaires

B.ESSAIS ENZYMATIQUES

B.1.Dosages radiochimiques
B.1.1.Cinnamate 4-hydroxylase (CA4H){EC 1.14.14-)
B.1.2.Laurate hydroxylase (LAH)(EC 1.14.14-)
B.1.3.Chlortoluron hydroxylase (CPUH) et N-déméthylase (CPUDM)
B.1.4.Extraction des métabolites pour les analyses par HPLC
B.1.5.Extraction des métabolites pour les analyses par CCM
B.1.6.Techniques analytiques

B.2.Dosages spectrophotométriques
B.2.1.Activité cytochrome ¢ oxydase (EC 1.9.3.1)
B.2.2.Activité NADPH cytochrome ¢ réductase (EC 1.6.2.4)
B.2.3.Activité peroxygénase (aniline oxydase)
B.2.4.Activité peroxydase (guaiacol oxydase)(EC 1.11.1.7)

B.2.5.Dosage des cytochromes

C.DOSAGE DES PROTEINES

D.SYNTHESE DU CHLORTOLURON MARQUE

E.AUTRES TECHNIQUES



Tableau 8 : Composition du milieu B5 utilisé pour la cufture des cellules de ble.

Composants Concentration {mg/l}

Macroéléments

NaH2PQO4H20 150
KNO3 2500
(NH4)2504 134
MgS04,7H20 250
CaCl2,2H20 150
FeSQ4,7H20 14
NasEDTA 16
Microéléments
MnSQ4,H20 10
HaBoa 3
ZnS04,7H20 2
NazMo04,2H20 0,25
CuS04,5H20 0,025
CoClo,6H20 0,025
Kl 0,75
Vitamines
Acide nicotinique 1
Thiamine 10
Pyridoxine 1
Myoinositol 100
Saccharose 2000
2,4-D 2

Le milieu de culture solide est complémentié par de {'hydrolysat de caséine {2 g/}, et de
'agar-agar {7 g/I}. 1l contient également 0,9 mg/l de 2,4-D.
Le pH du milieu est ajusté a 5,5-5,7.
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A.MATERIEL VEGETAL

A.1.Les suspensions cellulaites de blé

L'ensemble des recherches a éié réalisé sur des cultures cellulaires de
blé en milieu liquide. Notre choix s'est porté sur ce matériel pour plusieurs
raisons, outre celles précédemment énoncées (cf Introduction) :

-les caractéristiques de ces cultures cellulaires (cinetiques de
croissance en particulier) sont bien établies car ce matériel est trés utilisé
au laboratoire

-le métabolisme du chlortoluron in vivo dans les cultures celiulaires a
fait I'objet d'une étude compiéte par M.C. Canivenc (1989)

-enfin, des expériences préliminaires ont révélé les capacités de ces

cultures cellulaires a4 métaboliser le chlortoluron in vitro.

A.2.Conditions de culture des suspensions cellulaires

La souche de blé {Triticum aestivum, var "Heines Koga Il") provient du
laboratoire du Pr H. Sandermann (Freiburg, RFA). C'est une souche non
chlorophylienne.

Les cellules sont cultivées sous éclairement continu (20 pE/m2/sec?
PAR, 2500 lux) & 25°C. Les cals obtenus & partir de mésocotyle de jeunes
plantes sont conservés sur milieu Gamborg B5 géloseé {(Gamborg et Everieigh,
1968), complémenté avec de I'hydrolysat de caséine (2 g/l) et du 2,4-D (0,9
mag/l}.

Les études métaboliques sont réalisées avec des cellules cultivées en
milieu liquide (Tableau B) avec 2 mg/l {9 uM) de 2,4-D, en rotation a 120 rpm
dans des balions contenant 250 ml de milieu.

Les suspensions cellulaires sont repiquées sur milieu neuf ious les 12

jours & une concentation de 3 a 4 mg MS/ml, ce qui permet d'obtenir un cycle



Figure 20 : Courbes de croissance des suspensions cellulaires de blé {(Koga IlI) en fonction
des conditions d’'encemencement {d’'aprés Canivenc, 1989).
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de croissance en 15 jours (Figure 20). Dans ces conditions, les cinétiques de
croissance révélent une phase de latence de un jour environ, une phase
exponentielle de croissance (7 jours) suivie d'une phase de décélération (1 a 2
jours) et enfin une phase stationnaire.

En milieu liquide, les cellules sont essentiellement composées
d'agrégats, mais aussi de cellules isolées, ces derniéres étant incapables de
croitre seules. Le temps de doublement de la population est de 120 heures pour

un inoculum de 4 mg MS/ml.

A.3.Conditions d'utilisation des suspensions cellulaires

Les ceilules utilisées dans le cadre du Chapitre 3 sont &gées de 6 a 7
jours. Elles sont repiquées a un taux de 3 mg MS/ml.

Pour I'étude du métabolisme du chlortoluron (Chapitre 4), les cellules
sont traitées par le cyométrinii 400 uM pendant 72 heures, ou le 2,4-D 300 uM
pendant 48 heures. Les traitements sont effectués lors d'un repiguage (4 mg
MS/m)) sur milieu neuf qui suit une période de croissance de 96 heures.

Pour la mise en évidence des propriétés stimulatrices des herbicides,
des fongicides et des safeners (Chapitre 5), les cellules sont repiguées (4 mg
MS/ml), aprés 96 heures de croissance, sur un milieu neuf contenant
'effecteur & tester. L'effecteur est, soit incorporé au nouveau milieu lorsqu'il
entraine une variation du pH, soit apporté en solution dans le DMSO (maximum
0,1 % du volume final).

En fonction des expériences, les microsomes sont isolés juste apres le

repiquage, ou aprés 24, 48 ou 72 h de croissance en présence de l'effecteur.

A.4.Préparation des microsomes

Toute la préparation des suspensions microsomales est effectuée a 4°C.



Figure 21 : Protocole de préparation des fractions microsomales de cellules de blé.
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Aprés 1 heure de repos en chambre froide, les cultures de blé (50-65 ¢
MF) sont filirées sur filtre inox de 63 uM, rincées par 50 de tampon phosphate
(0,1 M, pH 7,5)(Figure 21}. Les cellules sont pesées puis broyées rapidement (2
fois 30 sec) dans un mortier avec un petit volume (5 ml/10 g MF) de tampon de
broyage dont la composition figure dans le tableau 9. Les broyats sont
immédiatement dilués dans un grand volume de tampon (40 ml/10 g MF).

Les broyats sont filires & travers 2 épaisseurs de toile a bluter. Les
homogénats sont centrifugés & basse vitesse (rotor Beckmann JA 14). Le
surnageant subit une ullracentrifugation (rotor Beckmann 45Ti). Le culot
100 000 g est homogenéise dans 2 a4 3 ml de tampon de lavage, puis est difué a
environ 50 m! avant une nouvelle ultracentrifugation. Le culot 100 000 g lavé
est considéré comme ia fraction micresomale. Il est repris dans le tampon de
conservation de fagon a obtenir une concentration en protéines de 2 a 7 mg/ml.

Les microsomes sont immédiatement congelés a -80°C.
A.5.Séparation des fractions membranaires

La separation des différentes fractions membranaires est obtenue par
centrifugation différentielle. Apres broyage, les homogénats filtrés sont
soumis a 3 centrifugations : 5 min a 1 000 g, 25 min a 10 000 g et 45 min &
100 000 g. Les culots obtenus, respectivement Ci1, Ci10 et C100, sont

resuspendus dans le tampon phosphate 0,1 M contenant 30 % (p/v) de glycérol.
B.ESSAIS ENZYMATIQUES

B.1.Dosages radiochimiques

Pour les reactions enzymatiques (activités de type cytochrome P-450),

les conditions géneérales sont les suivantes. Le volume final des milieux

d'incubation, contenant 30 % (p/v) de glycérol, est de 200 ul. La température



Tableau 9 : Conditicns de préparation des fractions microsomales de cellules de blé.

Conditions Chapitre 3 Chapitre 4 Chapitre 5
Pratraitements / Cyométrinil 2,4-D Inducteurs
Centrifugations basse vitesse 10 000 g 10 000 g 10 000 g 10 000 g
30 min 25 min 25 min 25 min
Ultracentrifugations 100 000 g 100 000 g 150 000 g 150 000 g
60 min 45 min 45 min 45 min

Tampon de broyage
Mercaptoéthanol
Ascorbate
KCN
PMSF
EDTA
Piége a phéncls

Tampon de lavage
Mercaptoéthanol

Tampen de conservation
Mercaptoéthanol

tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 + 20 % {p/v) giycérol

10 mM / 14 mM 14 mM
/ 20 mM 20 mM 20 mM
/ 1 mM / /

1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
/ / 1 mM 1 mM

Polyclar AT 10 % (p/p} XAD-4 10 % (p/p}

tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 + 20 % {p/v} glycérol
/ 1,4 mM 1.4 mM

tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 + 30 % (p/v) glycérol
/ / 1,4 mM 1,4 mM

Tableau 10 : Conditions d'utilisation des substrats lors des dosages radiochimiques.

Substrat

Radioactivité Concentration

[3-T4C1t-cinnamate
[3-T4C]laurate

[carbonyl-14C]chiortoluron

spécifique utilisée finale

kBg/mmol kBg M
2035 5 200
2035 5 160 et 125
440 6a10 500




52

d'incubation est de 25°C. Les quantités de protéines utilisées sont de 0,25 a
0,60 mg. Le NADPH est fourni a la concentration de 0,5 & 1,0 mM. Lors des
mesures d'activités enzymatiques de durées supeérieures a 10 minutes, un
systeme régénérant le NADPH est ajouté, composé de glucose 6-phosphate (G
6-P) 6,7 mM et de 2 unités de glucose 6-phosphate déshydrogenase (G 6-P DH).
La déshydrogénase de Leuconostoc sp., capable de réduire le NAD" est

éegalement utilisée.
B.1.1.Cinnamate 4-hydroxylase (CA4H}EC 1.14.14-)

L'hydroxylation du cinnamate en para-coumarate est effectuée selen une
proccedure modifiée de Benveniste et al. (1977){Tableau 10).

Aprés 2 minutes de préincubation a 25°C sans cofacteur, la réaction
débute par I'addition du NADPH. Elle est arrétée par 10 ul de TCA 20 % aprés 6

minutes.
B.1.2.Laurate hydroxylase (LAH)}EC 1.14.14-)

Les essais d'hydroxylation de la laurate dans la chaine (iC) cu en bout de
chaine (®) sont effectués selon une procédure unique décrite par Salaln et al.
{1986}(Tableau 10Q).

Aprés 2 minutes de preéincubation, le NADPH initialise la réaction qui est

arrétée apres 10 a 15 minutes par 10 ul de TCA.

B.1.3.Chlortoluron hydroxylase (CPUH} et N-déméthylase
(CPUDM)

La réaction débute par l'addition du NADPH aprés 2 minutes de
préincubation a 25°C (Tableau 10). Elle est arretée par 10 ul de TCA ou 20 pul

d'HCI 4N aprés 15 & 30 minutes.



B.1.4_Extraction des métabolites pour les analyses par HPLC

Dans le cas de la CA4H et de la LAH, 30 et 190 ul d'acétonitriie froid
sont respectivement ajoutés aux milieux d'incubation. Aprés sonication, les
métabolites et les substrats sont analyses directement a partir de 2 fractions
de 100 pl du surnageant résultant d'une centrifugation (5 minutes) des milieux

dincubation.

Plusieurs protocoles d'extraction ont été successivement utilisés pour
analyser les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthyiase.

Dans un premier temps, l'extraction et la pré-séparation des fractions
sont obtenues sur cartouche SEP-PAK Cqg8 (Millipore Waters). Aprés mouillage
de la cartouche par 5 ml de méthanol et 10 ml deau, le milieu d'incubation
dilue a 5 ml dans de l'eau est deposé sur la colonne. Un lavage du tube
dincubation est réalisé a nouveau par 5 ml d'eau, puis par 2 ml d'hexane. Les
fractions radioactives contenant environ 70 % du chlortoluron, puis le
chlortoluron résiduel et les métabolites sont éluées respectivement par 15 mi
d'hexane/chiorofcrme (9/1 ; V/V) et 8 ml de méthanol. La phase alccolique est
reduite & environ 100 ul et sert & l'identification et a la quantification des
produits de la reaction.

Un second preotocele a été développé. 30-40 % du chlortoluren non
métabolisé sont extraits par 0,5 ml d'hexane, puis 90 ui d'acétonitrile froid
sont ajoutés aux milieux d'incubation. Aprés sonication, les métabclites et le
chlortoluron résiduel sont analysés a partir de 2 fractions de 100 w du

surnageant resultant d'une centrifugation (5 minutes) des milieux d'incubation.

B.1.5.Extraction des métabolites pour les analyses par CCM

Pour les analyses en CCM, le lancement et l'arrét des incubations

s'effectuent comme précédement décrit. La radioactivité contenue dans les
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milieux d'incubation est extraite par 3 fois 1,5 ml d’hexane/éther-éthylique
(50/50 ; V/V). Aprés concentration, la totalité du mélange est déposée sur

plaque pour CCM.

B.1.6.Techniques analytiques

Les analyses des essais enzymatiques sont effectuées en routine par

HPLC. Des confirmations de lidentité des métabolites sont réalisées par CCM.

-Analyses par HPLC

Les analyses HPLC sont effectuées en phase inverse sur un
chromatographe Waters 680 équipé d'un module de précolonne Guard-Pack et
d'une cartouche Novapack C1g (8 mm x 10 cm, garnissage 4 um} dans un module
Waters RCM. 100 ul sont introduits par un injecteur Rhéodyne 7010,

Le solvant est le mélange acétonitrile/eau en proportions variables.
Chaque composant contient 8,1 % d'acide acétique, et est degasé sous hélium

avant chaque utilisation.

Les composés sont détectés simultanément par absorption UV avec un
spectrophotometre Waters 481, et par radioactivité grace a un détecteur
Ramona-D muni d'une cellule de détection a flux continu {(verre-lithium de 500
ul) a scintillant solide. L'acquisition des données est realisee sur un
microordinateur Apple 1IC.

Les fractions radioactives sont collectées et comptées par scintillation
liquide (Beckmann LS 7500) avec 10 ml de mélange scintillant DynagelT M
(Baker). Les courbes de correction de quenching ont été établies par

standardisation externe. La précision des comptages est de 2 %.
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Plusieurs phases mobiles ont été utilisées pour l'analyse des différents

essais radiochimiques (Tableau 11).

!a colonne Waters ne permet pas de séparer entre eux les différents
hydroxy-laurates formés. C'est pourquoi lidentification de ces métabolites a
été effectuée par J.P. Salaln. Il utilise une colonne Beckman Uitrasphére ODS 5
uM Ci8 (15 cm x 4,6 mm). Les hydroxy-laurates sont élués par le melange
acétonitrile/eau/acide acétique 25/75/0,2 (V/V/V) au débit de 2 ml/min
(Salalin et al, 1986). Dans ces conditions, l'ordre d'elution des hydroxy-

laurates est o-1 et w-2, -3, 0-4,...

Le tableav 11 donne les temps de rétention des métabolites et des
substrats utilisés dans les différents essais radiochimiques, pour les trois

conditions chromatographiques.
-Analyses par CCM

Une vérification de lidentification des produits est effectuée par CCM.
Des fractions aliquotes de 50 a 100 pl d'extraits de milieu d'incubation sont
déposées sur des plaques de silice (Merck, Kieselgel 60 F254) renfermant un
indicateur de fluorescence, en présence de composés standards froids qui
jouent aussi le réle d'entraineurs.

Les composés sont visualisés sous une lampe UV a 254 nm. lis sont
ensuite quantifiés a i'aide d'un analyseur linéaire (scanner Ramona IM 3000)
relié a un microordinateur Apple 1IC.

Dans certains cas, les spots radioactifs sont grattés et comptés par

scintiliation liquide dans les conditions précedemment décrites.

Les divers composés sont chromatographiés dans plusieurs solvants de

migration. Leurs Rf sont reportés dans le tableau 12.
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A.Phase organique d'un mélange benzéne/acide acétique/eau (6/7/3 ;

V/V/V)
B.Mélange éther éthylique/éther de pétroie/acide formique (70/30/1

V/IV/V)
C.Mélange chloroforme/éthancl/acide acétique (135/10/15 ; V/V/V)

Le mélange B permet la séparation des dérives o et w-1 des autres
hydroxy-laurates, 100 ul du surnageant sont déposés avec 100 pg d'o-
hydroxy-laurate froid. Les pics radioactifs sont détectes et les dérives

hydroxylés sont révélés par exposition aux vapeurs d'ode.
B.2.Dosages spectrophotométriques
B.2.1.Activité cytochrome ¢ oxydase (EC 1.9.3.1)

La cytochrome ¢ oxydase est une enzyme caractéristique de la membrane
interne des mitochondries. L'activité cytochrome ¢ oxydase est évaluée selon
la méthode de Wharton et Tzagoloff (1967) (Tableau 13).

Le cytochrome ¢ est réduit par quelques grains de dithionite. LU'excés de
réducteur est inactivé par un barbotage d'air (1 minute} dans les milieux
d'incubation. Aprés addition de l'enzyme et une minute de stabilisation,
I'activité est mesurée a 25°C pendant 5 minutes par les variations

d'absorption a 550 nm causées par i'oxydation du cytochrome ¢ (Ess0 =

18,5/mM/cm).

B.2.2.Activité NADPH cytochrome ¢ réductase (EC 1.6.2.4)

L'activité NADPH cytochrome ¢ réductase est mesuree par la réduction

du cytochrome ¢ a 550 nm (Benveniste, 1978). Elle est caractéristique du



Tableau 13 : Compeosition du milieu d'incubation pour I'essai cytochrome ¢ oxydase.

Composés Essai Témoin
Cytochrome ¢ réduit 50 uM 50 uM
Protéines 0,2 mg 0,2 mg
KCN / 1T mM
Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5 qsp 700 ul gsp 700 pl

Tableau 14 : Composition du milieu d’incubation pour I'essai cytochrome ¢
reductase.

Composés Essai Témoin
Cytochrome ¢ oxydé 50 uM 50 uM
Protéines 0,2 mg 0,2 mg
KCN 2 mM 2 mM
NADPH 600 uM /

G 8-P 2,6 mM /

G 6-P DH 3U /
Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5 gsp 600 pl gsp 600 ul

Tableau 15 : Compositicn du milieu d’incubation pour 'essai aniline oxydase.

Composés Essai Témein
Anifine 2 mM /
Prctéines 0,3 mg 0,3 mg
Hydroperoxyde de cuméne 2 mM 2 mM
Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5 asp 1 ml gsp 1 ml

Tableau 16 : Composition du milieu d’incubation pour I'essai guaiacol oxydase.

Composés Essai Témoin
Guaiacol 2 mM 2 mM
Frotéines 0,3 mg 0,3 mg
Peroxyde d’hydrogéne 2 mM /

Tampon phosphate 0,1 M ; pH 7,5 gsp 1 mi gsp 1 mi
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reticulum endopiasmique. La réduction du cytechrome ¢ est suivie pendant

deux minutes &4 25°C. Les milieux d'incubation sont décrits dans le takbleau 14.

B.2.3.Activité peroxygénase (aniline oxydase)

L'activité peroxygénase est mesurée par la réaction d'oxydation a 25°C

de P'aniline en nitrosobenzéne & 310 nm (E3z1g = 6833/M/cm)(Blée et Durst,

1987). La composition du systeme d'essai figure dans le tableau 15.

B.2.4.Activité peroxydase (guaiacol oxydase)(EC 1.11.1.7)

L.a dimérisation du guaiaccl en un composé a structure quinonique est
catalysée par les peroxydases (Maehly et Chance, 1954). Elle est suivie par
l'augmentation de l'absorbance a 436 nm (E43s = 25500/M/cm) a 25°C. Le

tableau 16 résume la composition du systeme d'essai.

B.2.5.Dosage des cytochromes

Les cytochromes liés aux membranes microsomales sont détectés par
spectrophiotométrie grace a leurs spectres de différence. Ceux ci sont réalisés

a 15°C dans un spectrophotometre Uvikon 860.

-Dosage du cytochrome b5

Les microsomes oxydés (1mg protéines/ml) scnt répartis dans deux
cuves et la ligne de base est établie entre 400 et 500 nm. Les microsomes de
la cuve essai sont totalement réduits par le dithionite. Le spectre de
différence oxydé/réduit est trace, on obtient un pic d'absorption a 427 nm et

un minimum a 410 nm.
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Grace au coefficient d'extinction molaire calculé par Omura et Sato

(1964)(E = 185/mM/cm), la différence d'absorption entre 427 et 410 nm donne

la quantité de cytechrome b5.

-Dosage des cytochromes P-450 et P-420

Les microsomes sont réduits par quelques grains de dithionite et
répartis dans deux cuves. La ligne de base est établie entre 400 et 500 nm. Les
microsomes de la cuve essai sont saturés en monoxyde de carbone. Le spectre
de différence réduit+CO/réduit présente un pic d'abscrption a4 450 nm. La
différence d'absorption entre 490 et 450 nm (intensité de la bande de Soret &
450 nm du complexe cytochrome P-450-réduit-CO) permet de calculer la
quantité de cytochrome P-450 présente (E = 91/mM/cm)(Omura et Sato, 1964).

Le spectre de difféerence en présence de monoxyde de carbone peut
révéler un pic a 420 nm. Ce pic correspond au cytochrome P-420, qui est une
forme inactive du cytochrome P-450. Son coefficient d'extinction molaire est

de 100/mM/cm entre 420 et 49C nm.

-Spectres d'interaction entre cytochrome P-450 et effecteurs

Les microsomes oxydés sont repartis dans deux cuves. La lighe de base
est tracee entre 370 et 450 nm, puis l'effecteur est ajouté dans la cuve essai.
Les longueurs d'onde des pics d'absorption et des minima permettent de

déterminer le type du spectre de ditférence.

C.DOSAGE DES PROTEINES

Les concentrations en protéines sont déterminées avec la méthode de

Bradford (1976), utilisant la SAB comme protéine standard. La quantification



Figure 22 : Synthése du chlortoluron margue.
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de chaque échantillon est réalisée au moyen d'un spectrophotometre Uvikon

860 a partir de la droite de régression d'une gamme étalon.

D.SYNTHESE DU CHLORTOLURON MARQUE

Le chlortoluron marqué est synthétisé selon une méthode modifiée de
Gilbert et Sorma (1956) par P. Gaillardon. La synthese s'effectue en deux
étapes (Figure 22), suivies par des étapes de purification et de détermination

de la radioactivite spécifique..

A.Synthése de la phénylurée symetrique

540 uCi de 14C-urée (0,579 mg, 2035 kBg/mmol) et 2 mg durée froide
sont ajoutés a4 1 ml de 3-chloro 4-méthylaniline. L'ensemble est chauffé 2
heures & 180°C (distillation & reflux). Les cristaux blancs d'uree symétrique

sont lavés par 0,5 ml d'EtOH, afin d'éliminer une benne partie de ['aniline en

exces.

B.Susbtitution par la diméthylamine
La diphénylurée est mise en présence d'un excés de diméthylamine
gazeuse. Le mélange est chauffé & 210°C pendant 1 heure 20 dans un autoclave

Prolabo. Le culot jaunatre est repris dans le méthanol.

C.Purification

Une pré-purification est réalisée par CCM. La solution méthanolique est
déposée sur plaque de silice. L'éluant est le mélange éther/acétone (9/1 ;
V/V). La silice correspondant au pic radioactif de chlortocluron est grattée. Le

chlortoluron est extrait par le mélange benzene/éther (9/1 ; V/V).
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D.Détermination de la radioactivité spécifique

La concentration en chicrioiuron d'une solution méthanoliqgue est
déterminée pour 5 essais indépendants a l'aide de son coefficient d'extinction
molaire (Ez42 = 19700/mM/cm). Le comptage en scintillation liguide d'une

fraction aliquote de concentration connue permet de déterminer la

radicactivité spécifique.
E.AUTRES TECHNIQUES

Des techniques ou des protocoles expérimentaux particuliers ont été
utilisés pour certaines expériences. lls seront explicités cas par cas en

commentaire des illustrations.
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CHAPITRE 3 : HYDROXYLATIONS DE SUBSTRATS PHYSIOLOGIQUES PAR DES
MONOOXYGENASES A CYTOCHROME P-450 DE MICROSOMES DE BLE.

A.INTRODUCTION

B.LA CINNAMATE 4-HYDROXYLASE DU BLE

B.1.Propriétés de la CA4H du blé
B.1.1.Mise en évidence de I'hydroxylation du cinnamate en para-coumarate
B.1.2.Nécessité de cofacteurs pour r'activité CA4H
B.1.3.Influences du temps dincubation, de la concentration en protéines,
de la température d'incubation et du pH sur I'activité CA4H
B.1.4.Influence de la concentration en cinnamate
B.1.5.Distribution cellulaire de I'activité CA4H
Résumé
B.2.Intervention d'un cytochrome P-450 dans P'hydroxylation du cinnamate
B.2.1.Présence de cytochrome P-450 et spectre d'interaction dans les
fractions microsomales de blé
B.2.2.Inhibition de la CA4H
Résumé

B.3.Evoluticn de lactivite CA4H en fonction de I'Age des suspensions

cellulaires

C.LA LAURATE HYDROXYLASE DU BLE
C.1.ldentification des métabolites
C.2.Colacteurs et inhibiteurs de la LAH

C.3.Influence de la concentration en laurate

D.MESURE DES ACTIVITES CA4H ET LAH DANS D'AUTRES MATERIELS

VEGETAUX

E.CONCLUSICN



Figure 23 : Hydroxylation du cinnamate par la CA4H.
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A.INTRODUCTION

A notre connaissance, il n'existait lorsque nous avons débuté notre
travail, que trés peu de données publiées sur les monooxygénases a
cytochrome P-450 du blé. Avant d'entreprendre I'étude des systémes
enzymatiques responsables du métabolisme oxydatif du chiortoluron, il nous a
semblé important de pouvoir disposer d'activités de référence de type
cytochrome P-450. Il a été ainsi nécessaire d'isoler, dans les meilleures
conditions possibles, une fraction microsomale susceptible de contenir les
activités gue nous nous proposons d'etudier tout au long de ce travail. Ces
activités de réféerence sont la cinnamate 4-hydroxylase (CA4H) et la laurate

hydroxylase (LAH).

La CA4H est l'enzyme clé de la voie de synthése des composés en Cg-Ca,
qui conduit notamment aux lignines (Figure 23). Elle catalyse l'hydroxylation
du cinnamate en para-coumarate. Cette activité enzymatique est désormais
bien connue car la CA4H fut la premiére monooxygénase a cytochrome P-450
reconnue chez les vegétaux supérieurs {Benveniste et Durst, 1974). Elle a été,
depuis, détectée et étudiée par plusieurs équipes chez de nombreuses espéces
au nombre desquelles figurent essentiellement des dicotylédones. La CA4H est
certainement preésente chez toutes les espéces végétales avec, en général, de
bons niveaux d'activite, et peut représenter jusqu'a 40 % des cytochromes

P-450 totaux (cas du topinambour, Reichhart et al., 1982).

La LAH est egalement bien connue chez les végétaux depuis les travaux
de J.P. Salaln (1979). Cetite enzyme intervient dans I'hydroxylation de la
laurate (Figure 24). L'acide laurigue est un acide gras en Cqi2 constitutif des
plantes, dont limportance physiclogique, comme ceile de ses dérivés

hydroxylés, est une question pour laguelle il n'existe pas encore de réponse



Figure 25 : Profit d'éiution en HPLC phase inverse d'une fraction aliquote du milieu
d'incubation de microsomes de blé en présence de cinnamate radioactif (éiuant
Acétonitrile/Eau/Acide acétique ; 25/75/0,2 ; viv/v ; débit de 1,5 ml/min).

Le métaboiite oxygéné {| = p-coumarate) et le substrat (Il = tcinnamate) sont détectés en UV &
288 nm (A), ainsi qu'en radioactivité (B).
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claire (Salaln et al, 1984). Les deérivés hydroxylés des acides gras végétaux
en C16-C1g prennent part a la structure polymérique de la subérine et de la
cutine {Croteau et Kolattukudy, 1974). Les produits hydroxylés par la LAH
pourraient alors constituer des substrats pour des élongases qui participent a
la synthese des précurseurs des polyméres cuticulaires. Les hydroxylations
d'acides gras constitueraient aussi des réactions cataboliques. La LAH existe
sous plusieurs isoformes qui catalysent des hydroxylations en bout de chaine
(o-LAH) ou dans la chaine (IC-LAH). Les deux types d'hydroxylation ne sont
jamais présents simuitanément dans une méme espéce végétale. Le premier
type est plutdt spécifique des légumineuses alors que le second a été mis en
eévidence dans le topinambour et certaines monocotylédones (Salaln et af.,
1982). Les différentes isoformes de la LAH sont également distribuées chez

tous les crganismes vivants, procaryotes et eucaryotes.

Ce chapitre est essentiellement consacré a I'étude des propriétés de la
CA4H du blé. La LAH ne fait, quant a eile, que l'objet d'une mise en évidence,

ainsi que d'une mesure de ses niveaux d'activité.

B.LA CINNAMATE 4-HYDROXYLASE DU BLE

B.1.Propriétés de la CA4H du blé

B.1.1.Mise en évidence de I'hydroxylation du cinnamate en

para-coumarate

Au cours de fincubation de cinnamate et de microsomes en présence de
NADPH et en conditions aérobies, un produit radioactif polaire est formé
(Figure 25). Sa formation est probablement due a une réaction enzymatique car

il n'apparait pas lors d'essais réalisés avec des microsomes bouillis 15



Figure 26 : Effets de cofacteurs sur 'activité CA4H mesurée dans des microsomes de blé.
Activités relatives (%)

0 20 40 60 80 100 120

NADPH 1,0 mM
NADPH 0,5 mM
NADPH 0,1 mM
NADPH 0,0 mM

NADH 10,0 mM B
NADH 1,0 mM 5
Hydroperoxyde
de cuméne 1,0 mM ~! "

100 % d'activité correspondent a une activité de 1489,9 pmol/min/mg.
Les incubations sont réalisées en présence d'un systeme régénérant le NADPH et le NADH (cf

Matériel et méthodes}.

Tableau 17 : Mise en évidence d'un effet synergique du NADH sur l'activité CA4H en
présence de NADPH dans des microsomes de blé.

Conditions d'incubation Activité CA4H % de synergie
pmol/min/mg

NADPH 0,1 mM 658,7
NADH 10,0 mM 403,9
NADPH 0,1 mM + NADH 10.0 mM 1404,9 32,2

Les incubations sont réalisées en présence d'un systéme régénérant le NADPH et le NADH.

Le % de synergie est calculé par ia formule (A-BYB x 100 avec :
A = activité quand les deux cofacteurs sont présents simultanément
B = somme des activités mesurées en présence de NADPH et de NADH séparément.
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minutes a 80°C. L'identification du produit réactionnel est basée sur la
comparaison de ses comportements chromatographiques avec ceux du para-
coumarate pur. En HPLC (Figure 25) comme en CCM (non montré), les deux

comportements sont identiques.

B.1.2.Nécessité de cofacteurs pour l'activité CA4H

L'expression de la CA4H est dépendante de cofacteurs pyridiniques
(Figure 26). En absence de tout cofacteur externe, aucune activité n'est
dosable. Le NADPH semble saturant a 0,5 mM. Le NADH & forte concentration
permet l'expression d'une activité représentant 27 % de l'activité maximale
obtenue avec le NADPH. Enfin le NADH 10 mM comme I'hydroperoxyde de cuméne
ne sont pas de bons cofacteurs pour la CA4H du blé.

Le NADH 10 mM produit un effet synergique de 30 % environ sur

l'activité enzymatique en présence de NADPH (Tableau 17),

B.1.3.influences du temps d'incubation, de la concentration
en protéines, de la température d'incubation et du pH sur

I"activité CA4H

l.a réaction est linéaire pour les temps d'incubation et les
concentrations en protéines utilisés, & savoir 0-30 minutes et 0-1
mg/incubation (Figure 27 A et B). Pour des incubations de durées supéricures a
10 minutes, un systéme de régénération du NADPH est indispensable. Les
microsomes de blé consomment une quantité importante de NADPH, ce qui
cempte tenu des niveaux d'activité CA4H, serait du & la présence de systémes
enzymatiques concurrents de la CA4H. En effet le NADPH réduit, lors d'essais

spectrophotemetriqgues en absence de substrat exogéne des cytochromes
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P-450, est oxyde a une vitesse 10 fois supérieure a l'activité CA4H obtenue

pendant les tests radiochimiques.

L'activitt CA4H dépend également de la température, elle est maximale
a 25°C et fortement inhibée a 40°C (Figure 27 C). L'effet de la température est
a corréler avec celui du temps d'incubation, ces deux paramétres influant sur
les cinétiques enzymatiques ainsi que sur la stabilité du complexe
enzymatique et des membranes. Cette hypothese est avancée chez le pois
(Benveniste, 1978), ou l'on note concernant la CA4H des optima voisins de

30°C et 25°C pour des temps d'incubation respectivement de 5 et 10 minutes.

Comme pour beaucoup de monooxygénases a cytochrome P-450, le pH
optimal de la CA4H se situe a 7,5 compte tenu de nos conditions
experimentales (Figure 27 D). Une variation de plus ou moins une unité pH par
rappert a ia valeur optimale entraine une baisse d'activité d'environ 50 % et

pour des pH inférieurs a 6, lI'enzyme est inactive.

B.1.4.Influence de la concentration en cinnamate

L'activité enzymatique varie en fonction de {a concentration en
cinnamate. La courbe d'évolution de la vitesse en fonction du substrat
(coordonnées normales) révéle un pallier d'activité caractéristigue de
cinétiques non Michaéliennes (Figure 28 A). En coordonnées inversées, les
points expérimentaux peuvent étre ajustés a V'aide de deux droites (Figure 28
B). Les Km apparents calculées Km1 (faibles concentrations) et Km2 (fortes
concentrations) sont respectivement 3,3 et 43,2 uM, valeurs caractéristiques
des substrats physiologiques, pour des Vmax respectives de 970,98 et 1526,7
pmoles/mg/min. Suivant la représentation de Eadie-Hoffstee (Figure 28 bis),

les points se répartissent sur une exponentielle. Cette caractéristique est en



Figure 28 bis
représentation de Eadie-Hoffstee.
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Tableau 18 : Reépartition de l'activité CA4H dans les fractions obtenues par centrifugation

différentielle d'un homogeénat de cellules de blé.

Activités relatives

Activités spécifiques
(pmel/min/mg}

(%)
Cis C100 5100 Cis Cioo0 8100
CA4H traces 95,9 0,0 nen 980,0 0,0
mesuré
Cyt. coxydase S0, 1 8,9 0,0 113.4 6,7 0,0

Les activités relatives sont exprimées en % des activités totales trouvées dans les fractions Cis

+ G100 + S100

C15 = culot 15 000 g ; C1gp = culot 100 000 g ; S1p0 = surnageant 100 000 g.
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accord avec fa participation de plusieurs (iso)enzymes dans |'activité CA4H,
ou a différentes interactions des composants membranaires avec l'enzyme.
Elle est souvent observée concernant les monooxygénases a cytochrome P-450
animales (Gander et Mannering, 1980) et végétales (Benveniste et al., 1982 :

Fonné-Pfister et al., 1988).

B.1.5.Distribution cellulaire de I'activité CA4H

La centrifugation différentielle de I'extrait brut révéle que I'activité
CA4H est essentiellement localisée dans les microsomes (C100)(Tableau 18).
Cependant, des traces d'activité se retrouvent également dans les
mitochondries et Jes débris cellulaires (C13). La présence d'une activité CA4H
dans ces fractions pourrait éire due a l'aggrégation de fragments de RE avec
les mitochondries et les parois lors de i'extraction. Aucune activité n'est
décelable dans fes surnageants S100. Ces résuitats sont en accord avec les
résultats antérieurs qui ont montré que la CA4H est une enzyme
caracteristique du réticulum endoplasmique (Benveniste et al, 1982). lLe
lavage des culots microsomaux simplement suivi d'une centrifugation
n'améliore pas les activités enzymatiques. Par contre if diminue notablement
les quantites de protéines. Dans notre cas, le gain d'activité spécifique
susceptible de resulter d'un lavage est vraisemblablement annulé par
l'allongement du temps de la préparation, qui influe défavorablement sur la
structure des membranes microsomales. Compte tenu des différentes

conditions d'obtention des microsomes utilisées dans les chapitres suivants,

cette étape de lavage sera néanmoins conservée.

Résumé : Une activité enzymatique présente dans les microsomes de
cellules de blé catalyse I'hydroxylation du cinnamate en para-coumarate.



Figure 29 : Spectres de cytochrome b5 (A), de cytochrome P-450 (B} et d'interaction avec
le cinnamate (40 uM){C}, cbtenus avec des microsomes isolés de cellules de blé.
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L'activité CA4H nécessite le NADPH comme cofacteur lors d'incubations en
conditions aérobies. Le NADH comme I'hydroperoxyde de cuméne ne sont pas de
bons cofacteurs, bien que le premier ait un effet synergique sur la CA4H en
présence de NADPH. L'activité CA4H est linéaire pour les temps d'incubation et
fes concentrations de protéines utilisées. Elle est maximale a 25°C et a pH
7,5. L'activite CA4H varie également en fonction de la concentration en
cinmamate. Elle presente les caractéristiques d'enzymes non Michaéiiennes et
deux valeurs de Km apparents peuvent étre avancées. La CA4H est localisée
dans les microsomes.

B.2.Intervention d'un cytochrome P-450 dans I'hydroxylation du

cinnamate

B.2.1.Présence de cytochrome P-450 et spectre

d'interaction dans les fractions microsomales de blé

Les microsomes de cellules de blé renferment des cytochromes bS et P-
450 (Figure 29 A et B). Leurs teneurs sont respectivement de 350-400 et 150-
200 pmoles/mg. Elles sont du méme ordre de grandeur que celles trouvées
habituellement dans des microsomes végétaux, et comparables aux teneurs
mesurées chez le blé dans des microsomes de plantules (Mc Fadden ef ai,
1989.; Zimmerlin et Durst, 1990 a). Préparées en présence de
mercaptoéthanol, les fractions microsomales apparaissent relativement
stables et des traces de cytochrome P-420 peuvent étre mesurées (Figure 29

B).

Les substrats des monooxygénases & cytochrome P-450 permettent le
plus souvent l'obtention de spectres d'interaction de type I. Dans le cas du blé,
les spectres obtenus ne présentent pas une trés bonne qualité (Figure 29 C).
Une situation analogue a déja été reportée concernant les microsomes de pois

en présence de cinnamate {(Benveniste, 1978).



Tableau 19 : Effets du para-chloromercuribenzoate sur I'activité CA4H dans des microsomes
de blé.

Conditions d'incubation Activité CA4H % de réversion
pmol/min/mg

Témoin 1473,5
p-CMB 500 uM 23,1
p-CMB 500 uM + MSH 4 mM 314,3 20,1

Les essais sont préincubés pendant 5 min a 4°C sans NADPH ou sans p-CMB. Les incubations de
10 min debutent apres I'addition du NADPH. Le MSH est ajouté aprés 5 min d'incubation.

Le % de réversion est calculé par ia formule (C - B)/(A - B) x 100 avec :
A = activité du témoin
B = activité de l'essai p-CMB
C = activité de l'essai p-CMB + MSH.

Figure 30 : Effets des analogues structuraux du NADPH et des accepteurs exogénes d'électrons
sur l'activité CA4H mesurée dans les microsomes de blé.

Activités relatives (%)

0 20 40 60 80 100 120

Témoin &
2-AMP 1 mM
2-AMP 3 mM
2’5'-ADP 1 mM
25-ADP 3 mM
NADP* 1 mM
NADP+ 3 mM

Témoin ©
Ménadione 100 uM
DCPIP 100 uM
Cytochrome ¢ 50 uM

100 % d'activité correspondent 4 des activités de 814494 et P1531,3 pmol/min/mg.
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B.2.2.Inhibition de la CA4H

Les monooxygénases a cytochrome P-450 peuvent étre inhibées au
niveau de la NADPH-cytochrome P-450 réductase et du transfert des

électrons, et au niveau du cytochrome P-450 [ui méme.

-inhibition au niveau de la réductase

Le para-chloromercuribenzoate est connu pour réagir avec les groupes
thicls des protéines. On explique ainsi son effet inhibiteur sur la NADPH-
cytochrome P-450 réductase (Salaln et al., 1978 ; Madyastha et Coscia, 1979),
I est établi également qu'il convertit le cytochrome P-450 en cytochrome P-
420 (Potts et al, 1974). A la concentration utilisée, il inhibe presque
totalement la CA4H du bié {Tableau 19). Le mercaptoéthanol apporté 5 minutes

aprés le début de lincubation entraine une réversion de linhibition de 20 %

environ.

Des analogues structuraux du NADPH, inhibiteurs competitifs de la
réductase ont été testes (Figure 30). Le 2'5-ADP est le meilleur inhibiteur, le
NADP™ a un effet moyen alors que le 2-AMP est sans effet. Dans les mémes
conditions de rapport inhibiteur/NADPH, les deux derniers composés ont des
effets similaires sur d'autres activités de type cytochrome P-450 du blé

(Zimmerlin et Durst, 1920 a} ou du topinambour {Fonné, 1985).

Le DCPIP et le cytochrome ¢ oxydé sont deux accepteurs d'électrons qui
détournent le flux d'électrons de la réductase. lls sont de bons inhibiteurs de
ta CA4H (Figure 30). A [{inverse, la réductase semble insensible a la

ménadione, ce qui contraste avec des résultats publiés auparavant concernant



Figure 31 : Effets du monoxyde de carbone sur I'activité CA4H mesurée dans les microsomes
de blé.

50
e A
40 = B
o C
30

20

10

Activité (x 107 pmol/mg)

T i
0 10 20 30
Temps d'incubation {min)

A = Cinétique en absence de monoxyde
B = Cinétique aprés 30 secondes de barbotage par le monoxyde de carbone
C = Cinétique aprés 30 puis 60 secondes de barbotage par le monoxyde de carbone.

Figure 32 : Effets d'effecteurs variés sur 'activité CA4H dans des microsomes de blé.
Activités relatives (%)

0 20 40 60 80 100 120
T T VS W—

Témoin 4
ABT 1 uM
ABT 10 uM
ABT 100 uM
ABT 1000 M

Témoin ©
o-Phénantroline 500 uM

Témoin ©

Férulate 1 mM
Caffeate 1 mM
p-Coumarate 1 mM
Chiortolurorr 1 mM
KCN 1 mM
n-Propylgallate 1 mM
Ascobate 1 mM

La figure regroupe les résultats de trois expériences indépendantes dans lesquelles 100 %
d'activité correspondent & des activités de :

& 830,0 pmol/min/mg. Les essais sont préincubés pendant 15 minutes a 15°C avec
NADPH {Témoin) ou NADPH + ABT. Les incubations débutent par I'addition du cinnamate.

b 1573,6 pmol/min/mg. Les essais sont préincubés pendant 5 minutes a 4°C avec ou
sans o-phénantroline. Les incubations débutent par I'addition du NADPH.

€ 1290,0 pmel/min/mg.
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les réductases d'autres matériels (Benveniste, 1978 : Zimmerlin et Durst,

1990 a).
-inhibition au niveau du cytochrome P-450

Le monoxyde de carbone est un inhibiteur classique de la plupart des
monooxygénases a cytochrome P-450. La lumiére entraine une réversion de
l'inhibition. Aprés un barbotage de 30 secondes dans les milieux d'incubation,
il réduit les activités enzymatiques de 50 % environ (Figure 31). Administré
ensuite pendant 60 secondes, il inactive totalement la CA4H. Nos conditions

expérimentales ne nous ont pas permis de vérifier la réversion de l'inhibition

par la lumiere.

L'ABT est un inhibiteur suicide des monooxygénases a cytochrome P-450
animales et végétales (Ortiz de Montellano et Mico, 1981 ; Werk-Reichhart,
1885), comme de certaines peroxygénases (Blée et Durst, 1987). Son effet
inhibiteur se manifeste aprés activation de la molécule lors de la catalyse
enzymatique. L'ABT 1mM inhibe totalement la CA4H du bié pour des temps de
préincubation de 15 minutes (Figure 32), son effet diminue pour des
concentrations inférieures. Lors de préincubations, ie NADPH provoque
également une inactivation de I'enzyme de 30 % en 15 minutes en absence du

substrat. De tels résultats sont décrits dans la littérature (Werk-Reichhart,

1985).

Des composés susceptibles de moduler les activités des
monooxygeénases ont été testés (Figure 32). L'ortho-phénantroline, un

chelateur du fer hémique, inactive de moitié la CA4H aprés 5 minutes de

préincubation.
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Comme pour la CA4H du pois (Benveniste, 1978), les analogues
stucturaux du cinnamate comme le férulate et le cafféate en excés (1mM), ne
modifient pas l'activité CA4H du blé (cinnamate 200 uM), mais semblent méme
l'augmenter légerement (Figure 32). Le para-coumarate exerce quant a lui un
leger effet inhibiteur, comme cela est déja rapporté pour la CA4H du pois
(Russel, 1971) ou du navet (Hill et Rhodes, 1975). Le chlortoluron administré a

forte dose est sans effets sur ia CA4H.

L'ascorbate et le n-propylgallate sont deux antioxydants. Le premier
piege les formes activées d'oxygéne produites lors des processus
d'oxydoréduction enire la réductase et le cytochrome P-450. Il le protége
partiellement contre son auto-inactivation en présence de NADPH (Werk-
Reichhart, 1985). Lors des incubations, les deux antioxydants stimulent
legerement ia CA4H, respectivement de 16 et 8 % (Figure 32). Les effets de
ces deux composés semblent indiquer que des formes activées d'oxygéne
présentes dans les milieux d'incubation altérent les structures membranaires.
Les effets des deux antioxydants sont & rapprocher de ceux du férulate et du
caffeate qui sont deux molécules également connues pour leurs propriétés
antioxydantes (Larson, 1988). Les antioxydants et le KCN sont connus pour
freiner l'oxydation du NADPH par les microsomes (Werck-Reichhart, 1985). Le
KCN est également un inhibiteur classique des peroxydases. Il est, lui aussi,
faiblement stimulateur (8%). Le KCN a en général des effets peu marqués sur

les monooxygénases & cytochrome P-450 (Benveniste, 1978).

Résumé : Des cytochromes b5 et P-450 sont détectés et leurs
concentrations mesurées dans les microsomes de cellules de blé. Un spectre
d'interaction de type | est obtenu entre les microsomes et le cinnamate.
L'activité CA4H est inhibée par des inhibiteurs de la NADPH-cytochrome P-450
réductase et du transfert des électrons (p-CMB, analogues structuraux du



Figure 33 : Evolution de I'activité CA4H en fonction de i'Age des suspensions cellulaires de
blé.
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Figure 34 : Profil d'élution en HPLC phase inverse d'une fraction aliquote de milieu
dincubation de microsomes de blé en présence de laurate radioactif (éluant
Acétonitrile/Eau/Acide acetique ; 25/75/0,2 ; viviv ; débit de 2 m¥min).

Les métabolites oxygénés (i = 10- et 11-hydroxy-laurates, Il = 9-hydroxy-laurate} sont
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NADPH, certains accepteurs exogénes d'électrons). Elle est également sensible
a des inhibiteurs agissant directement sur le cytochrome P-450 {monoxyde de
carbone, ABT, o-phénantroline). Par contre, la CA4H est légerement stimulée
en présence d'analogues structuraux du cinnamate et d'antioxydants dans e
milieu d'incubation.

B.3.Evolution de [I'activité CA4H en fonction de liage des

suspensions cellulaires

Dans les suspensions cellulaires, ['activité CA4H exprimée par rapport
aux protéines microsomales est relativement constante pendant la phase
exponentielle de croissance des cellules (Figure 33). Elle augmente lorsque les

cellules atteignent la phase stationnaire de croissance.

C.LA LAURATE HYDROXYLASE DU BLE

C.1.ldentification des métabolites

La laurate peut subir deux types de réactions d'hydroxylation catalysés
par des (iso)enzymes différentes : une hydroxylation dans la chaine (IC-LAH)
ou une hydroxylation en bout de chaine (w-LAH). Dans le cas du blé, les
metabolites identifiés par J.P. Salaln correspondent & des dérivés hydroxylés
sur les positions 9, 10 et 11 représentant respectivement 4, 31 et 65 %
(Figure 34), la derniere position est majoritaire. La laurate du blé se distingue
ainsi des [C-LAH décrites jusqu'alors qui hydroxylent l'acide laurique sur les
positions 8, 9 et 10. Une laurate w-1 hydroxylase n'est actueliement connue
que chez quelques espéces végétales (blé, orge, avocat ; J.P. Salain,
communication personnelie) alors qu'elie est décrite chez les mammiféres, les

champignons (Shoun et al., 1985) et les bactéries (Miura et Fulco, 1975).



Figure 35 : Cofacteurs et inhibiteurs de la LAH dans des microsomes de blé.

Activités relatives (%)
0 20 40 60 80 100 120

Témoin (NADPH 1 mM})
Hydroperoxyde
de cuméne 1 mM

NADPH 1mM + Azote
NADPH 1mM + monoxyde
de carbone

100 % d'activité correspondent & une activité de 207,1 pmol/min/mg.
Les essais sont saturés en air, azote et monoxyde de carbone par barbotage des gaz pendant 2
minutes a 4°C avant le début des incubations.

Figure 36 : Influence de la concentration en laurate sur I'activité LAH dans des microsomes de
blé en coordonnées inversées.
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C.2.Cofacteurs et inhibiteurs de la LAH

L'activité LAH présente dans les microsomes de blé necessite l'oxygene
moléculaire et le NADPH pour son expression (Figure 35). Toutefois, des
incubations sous atmosphére d'azote révélent un niveau d'hydroxylation non
négligeable. Enfin ['hydroperoxyde de cuméne peut étre aussi un donneur
d'oxygene pour la LAH. Chez le topinambour et chez la féve, des hydroperoxydes
d'acides gras comme !'hydroperoxyde d'acide linoléique catalysent également
des |G- et eo-hydroxylations de l'acide laurique (Fonné, 1985).

Le moncoxyde de carbone est un bon inhibiteur de ta LAH du bié (Figure

35). Nous n'avons pas mesuré la réversion de son effet par la lumiére.

C.3.Influence de la concentration en laurate

L'activite laurate totale varie en fonction de la concentration en acide
laurique. Nous n'avons cherché a effectuer gqu'une approximation du Km de ia
laurate pour justifier la quantité de substrat utilisée lors des tests
enzymatiques. En coordonnées inversées, les quelgues points expérimentaux se
repartissent sur une droite selon une cinétique Michaélienne (Figure 36). Le
Km apparent ainsi calculé est de 167 uM et la Vmax de 474,6 pmoles/mg/min.
Cette valeur de Km est supérieure aux valeurs habituelles concernant les
hydroxylases d'acides gras (de 1 a 50 uM), il est probable qu'il existe un
second Km, plus faible, dont notre protocole ne permet pas ia détermination.
Ceci est corroboré par le fait que le Km de la laurate dans des plantules de blé

est de 8,7 uM (Zimmeriin et Durst, 1990 b).



Tableau 20 : Concentrations en ¢ytochromes P-450 et activités de la CA4H et de la LAH dans

des microsomes de diverses espéeces végétales.

Activités LAH

Matériel Cyt. P-450 Activités CA4H
pmol/mg pmol/min/mg
Blé Koga* 184,0+£37,5 (3) 1337,1+240,9 (4) 2071 (1)
Blé Garant™* / 1491,0+58,0 (2) traces
Mais*™* 53,0 (1) 1187,¢ (1) traces
Soja* 70,0 (1) 1200,0 (1) 2450,0x100,0 (2)
Véronigue™ 271,0£16,5 (3} 9400,0£1231,0 (4) 105,0+4,0 (4)
* microsomes extraits de suspensions cellulaires

b microsomes extraits de plantules étiolées.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard {n).



73

D.MESURE DES ACTIVITES CA4H ET LAH DANS D'AUTRES MATERIELS
VEGETAUX

Les niveaux des activités CA4H et LAH ont été mesurés dans des
microsomes extraits de plantules de blé et de mais, ainsi que dans des
microsomes extraits de suspensions cellulaires de soja, de vulpin et de
véronique (Tableau 20). Dans tous ces matériels, la CA4H présente de bons
niveaux d'activite. Les valeurs concernant la LAH traduisent des différences

importantes interspécifiques d'activite.

E.CONCLUSION

Les microsomes extraits de suspensions cellulaires de blé renferment
des cytochromes P-450. Les conditions de préparation des microsomes, ainsi
que les conditions d'incubation permettent I'expression de monooxygénases a

cytochrome P-450 du métabolisme endogéne des cellules.

La CA4H présente une bonne activité chez le blé, ce qui est en accord
avec la grande proportion de dérivés coumariques dosés dans la lighine de
germe de blé (Jung et Himmelsbach, 1989). Les caractéristiques de la CA4H du
bié sont comparables a celles des CA4H déja décrites chez d'autres espéces,
ce qui a déja été rapporté (Maule et Ride, 1983). Comme pour la CA4H du
topinambour (Benveniste et al, 1977), la CA4H du blé est bien une enzyme
microsomale. Le NADPH est le donneur d'électrons préférentiel. Pourtant le
NADH fournit une part d'activité et a un effet synergique en présence de

NADPH.

La LAH, de part la nature des dériveés hydroxylés formés se distingue des

laurate hydroxylases (IC et ®) précédemment décrites chez les plantes
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supérieures. Les positions d'hydroxylations notées chez le blé ne sont
actueilement connues que chez quelgues especes végétales (blé, orge, avocat).
De plus, les activités enzymatiques dans les cefiules de blé sont relativement
importantes, en tout cas égales ou supérieures a celies relevées dans les

plantules (Zimmerlin et Durst, 1990 a).

Nous avons mis en évidence deux activités de type cytochrome P-450
qui serviront d'aclivités de reférence pour l'étude des systemes enzymatigues

responsables du métabolisme oxydatif du chlortoluron.
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CHAPITRE 4 : METABOLISME DU CHLORTOLURON PAR DES FRACTIONS
MICROSOMALES DE CELLULES DE BLE.

A.INTRODUCTION

B.PROPRIETES DES ENZYMES METABOLISANT LE CHLORTOLURON
B.1.Mise en évidence de la transformation du chlortoluron dans des
microsomes isolés de cellules de blé. ldentification des métabolites
B.2 Effets de traitements des cellules de blé par le cyométrinil et le
2,4-D
B.3.Besoins en cofacteurs et en oxygéne
B.4.Influences du temps, de la température d'incubation, de la
concentration en protéines et du pH sur les activités chlortoluron
hydroxylase et N-démethylase
B.S.Influence de la concentration en chlortoluron sur ies activités CPUH et
CPUDM
B.6.Localisation subcellulaire des activités
B.7.Influence de la composition du tampon de broyage des microsomes sur

les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase

Résumsé

C.MISE EN EVIDENCE DE LA PARTICIPATION DE CYTOCHROME P-450
DANS LE METABOLISME OXYDATIF DU CHLORTOLURON
C.1.Présence de cytochrome P-450 dans les microsomes
C.2.Inhibitions des activités CPUH et CPUDM
C.3.Effets d'inhibiteurs ou de stimulateurs de differents types d'oxydases
sur la CPUH et la CPUDM
C.4.Effets de quelques antidotes et synergistes d'herbicides

C.5.Eftets d'anticorps
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Résumé

D.SPECIFICITES DE SUBSTRAT DE LA CPUH ET DE LA CPUDM
D.1.Effets d'analogues structuraux du chliortoluron
D.2.Effets d'herbicides variés

D.3.Effets de composés substrats de monooxygénases & cytochrome P-450

Résumsé

E.CONCLUSION



Figure 37 : Radiochromatogramme CCM des métabolites {A,B) formés lors d'incubations de
microsomes de blé en présence de chlortoluron marqué (C).
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B.PROPRIETES DES ENZYMES METABOLISANT LE CHLORTOLURON

B.1.Mise en évidence de la transformation du chlortoluron par
des microsomes isolés de cellules de blé. Identification des

métabolites

Si du chlortoluron marqué est incubé avec des microsomes de cellules de
blé, en conditions aérobies et en présence de NADPH, on observe la formation
de deux meétabolites plus polaires que I'herbicide. Aucune métabolisation n'est

détectée lorsque les milieux d'incubation contenaient du TCA 2 %.

L'identité de ces composés, le dérivé hydroxylé sur le méthyle du cycle
aromatique et le dérivé N-monodéméthylé a d'abord été recherchée sur ia base
des comportements chromatographiques des métabolites en CCM (Canivenc,
1989). Dans ce systéme, les métabolites présentent des comportements
identiques a ceux des métabolites de référence fournis par Ciba-Geigy (Figure
37). Les temps d'¢lution des produits en HPLC phase inverse sont également

identiques.

L'identification des deux métabolites a été ensuite confirmée par
spectromeétrie de masse. Les analyses ont été réalisées au laboratoire des
mediateurs chimiques (INRA, Brouessy), sur un spectrométre de masse Nermag
R10-10C piloté par le systeme d'acquisition de données Sidar. Les composés de
référence, puis les fractions issues des milieux d'incubation, séparées et
purifiées par HPLC et CCM, sont fragmentés par impact électronique (70 eV)
aprés introduction directe. Seuls les ions moléculaires sont retrouvés avec
certitude pour chaque métabolite dans les spectres des produits standards et
dans ceux des fractions issues des milieux d'incubation (Annexe), car les

spectres révélent la présence de fragments de contaminants (phtalates,...)



Tableau 21 : Effets du cyometrinil et du 2,4-D administrés a des cellules de blé sur les
activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase mesurées in vitro.

Conditions de traitement Activité CPUH Activité CPUDM
pmol/min/mg

Témoin 12 a 22 6aito
Cyométrinil 34 22
2,4-D 37 45

Les cellules sont traitées par le cyométrinil 400 pM pendant 72 heures, ou par le 2,4-0 300
uM pendant 48 heures avant la préparation des microsomes.
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provenant noctamment de I'éluant utilisé en HPLC. L'ensembie de ces données
permet de confirmer la présence des dérivés hydroxylés et N-monodéméthylés

dans les fractions issues des milieux d'incubation.

B.2.Effets de traitements des cellules de blé par le cyométrinil

et le 2,4-D

Un travail antérieur a montré que la demi-vie du chlortoluron dans les
cellules de blé (ensemencées a 4 mg MS/ml) est d'environ 22 heures, quand il
est administré a une dose inférieure a 20 nmol/mg MS (Canivenc, 1989). Il a
éte établi également que des composés comme le cyométrinil ou le 2,4-D
peuvent doubler ou tripler la vitesse de transformation de I'herbicide. Nous
avons cherché a savoir si leurs effets établis in vivo peuvent étre retrouvés in

vitro en utilisant des microsomes.

Les microsomes isolés de cellules repiquées sur milieu de Gamborg
depuis deux ou trois jours métabolisent le chlortoluron a des niveaux
respectifs de 10 a 20 et 6 & 12 pmoles/min/mg pour les activités chlortoluron
hydroxylase (CPUH) et N-déméthylase (CPUDM){Tableau 21). Ces valeurs

constituent ce que nous appelons "des niveaux de base".

Lorsque les cellules sont cultivées pendant trois jours en présence de
cyométrinit (400 uM soit 60 nmoles/mg MS), les activités hydroxylase et N-
déméthylase sont aumentées d'un facteur respectif de 1,6 et 3,3 (Tableau 21).
torsque les microsomes sont préparés a partir de cellules cultivées pendant
deux jours en présence de 2,4-D (300 pM soit 45 nmoles/mg MS), les facteurs
de stimulation sont 2,5 et 4,5 (Tableau 21). Les activitts CPUH et CPUDM sont
donc differemment stimulées par les traitements des cellules par le

cyométrinil et le 2,4-D.



Figure 38 : Influence de cofacteurs et d’'oxygéne sur les activités CPUH et CPUDM mesurées
dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le cyométrinil 400 uM pendant 72
heures (A) ou par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures (B).

Activités relatives (%)
0 20 40 60 8¢ 100 120

NADPH 1,0 mM
NADPH 1,0 mM*
NADPH 0,5 mM
NADPH 0,1 mM
NADPH 0,0 mM
NADH 0,5 mM*
Dithionite 1,0 mM
Ascorbate 1,0 mM

Hydroperoxyde de cuméne 1,0 mM
Peroxyde d'hydrogéne 1,0 mM

NADPH 1,0 mM + Azote

NADPH 0,5 mM
NADPH 0,1 mM
NADPH 0,0 mM

La figure regroupe les résuliats de 4 expériences indépendantes dans lesguelles 100 %
d'activité, obienus en présence de NADPH 1 mM et d'un systéme régénérant le NADPH et/ou le
NADH, correspondent gux activités maximales de :

4328 +0,2;281+0,1

b 308 +0,9;363+1,3

€252 +£3,0;279 +24

d 34,0 £+ 0.9 ; 42,5 + 3,6 pmol/min/mg.

[es essais signalés par * sont effectués sans systéme régénérant.
Pour examiner les effets de l'azote, les milieux d'incubation sont dégasés & 4°C sous vide léger
pendant 15 minutes. Puis l'air ou l'azote barbotent dans les milieux pendant 5 minutes, avant

addition du NADPH.
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=2 ou 3).
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Le cyometrinil a d'abord été utilisé comme agent stimulateur du
métabolisme du chlortoluron in vitro car il était, lorsque nous avons débuté
notre travail, le composé le plus efficace in vivo. Ensuite le 2,4-D s'est révélé

étre le meilleur agent stimulateur {Canivenc et al, 1989}

B.3.Besoins en cofacteurs et en oxygéne

Les activités hydroxylase et N-déméthylase sont facilement détectées
en présence de NADPH comme cofacteur (Figure 38) dans les microsomes de
celiules traitées au cyométrinii, et présentent des valeurs optimales lorsque
les milieux d'incubation contiennent un systéme régénérant le NADPH (G 6-P et
G 6-P-déshydrogénase). Ce systeme d'incubation est utilisé lors des essais
temoins destinés & vérifier si d'autres cofacteurs, apportés & la méme
concentration que le NADPH, peuvent permettre des niveaux d'activité
comparables (Figure 38). Le NADH est inefficace seul, comme l'ascorbate et le
dithionite. Une activité métabolique de base subsiste méme en !'absence de

tout cofacteur externe.

Cependant, I'hydroperoxyde de cuméne, a la différence du peroxyde
d'hydrogéne, est aussi capable de supporter une activité N-déméthylase
significative (Figure 38). Cette activité n'apparait pas dans des témoins

bouillis en présence de I'hydroperoxyde, ni dans des témoins sans enzymes.

Les incubations réalisées sous atmosphére d'azote montrent que

'oxygene moléculaire est nécessaire aux activités NADPH dépendantes (Figure

38).



Tableau 22 : Effets du NADH sur les activités CPUH et CPUDM mesurées en présence de NADPH
dans des microsomes de blé isolés de ceilules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures.

Conditions d'incubation Activités {pmol/min/mg)
CPUH CPUDM
NADPH 0,1 mM 28,7 + 2,1 39.3 £ 25
NADH 1,0 mM 18,2 = 1,1 16,3 £ 1,9
NADPH 0,1 mM + NADH 1,0 mM 298 + 2,0 30,3 + 3,2
NADH 10,0 mM 282 + 3,3 206 = 2,5
NADPH 0,1 mM + NADH 10,0 mM 27,3 £ 1,2 29,8 + 3.1

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=3).



81

Dans les microsomes isolés de cellules traitées au 2,4-D, des activités
résiduelles scont également décelées en l'absence d'un donneur externe
d'électrons (Figure 38). Le NADPH a la concentration de 0.1 mM permet de
fortes activités correspondant a 90 % des activités maximales obtenues avec
1 mM de NADPH. Des quantités de NADPH inférieures a celles utilisées dans les
microsomes de cellules traitées par le cyométrinil permettent des activités

enzymatiques importantes.

Le NADH 1 mM permet l'expression d'activités hydroxylase et N-
deméthylase respectivement égales a 54 et 38 % des activités maximales
(Tableau 22). A forte concentration, 'activité hydroxylase atteint 86 %, tandis
que l'activité N-déméthylase ne dépasse pas 48 % de l'activité maximale. En
présence de NADPH 0.1 mM, aucune des deux concentrations additionnelles de
NADH (1 et 10 mM) ne permet le développement d'un effet synergique (Tableau
22). Dans ces cenditions, les activités de I'hydroxylase et de la N-déméthylase
ne sont jamais superieures a celles obtenues avec le NADPH 0,1 mM seul. Il est
possible que ia concentration de NADPH utilisée scit saturante et ne

permettent pas au NADH de fournir des électrons.

Il ne fut pas possible de déterminer le Km pour le NADPH de la CPUH et
de la CPUDM. En effet, La consommation de ce cofacteur dans les microsomes
apparait bien supérieure & celle due aux activités hydroxylase et N-
démeéthylase. Il semble qu'une part importante du NADPH soit utilisée dans les
microsomes par des activites enzymatiques autres que celles que nous

etudions (cf Chapitre 3).



Activité CPUH {pmol/mg)

Figure 39 : Influences du temps et de la température d'incubation sur les activités CPUR (A)
et CPUDM (B) dans des microsomes de blé isolés de ceilules traitées par fe cyométrinit 400 uM

pendant 72 heures.
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B.4.Influences du temps, de la température d’'incubation, de la
concentration en protéines et du pH sur les activités

chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase.

En fonction de ia température d'incubation, les cinétiques des activités
traduisent un net ralentissement aprés 40 minutes d'incubation. Chlortoiuron
hydroxylase {(Figure 39 A) et N-déméthylase (Figure 39 B} presentent des

sensibilités différentes a la température d'incubation.

Les activités semblent linéaires pour les concentrations en protéines

utiisées, a saveoir de 0,2 a 0,55 mg/incubation (Figure 40 A).

La courbe des activités hydroxylase et N-déméthylase en fonction du pH
est caractéristique de la plupart des enzymes membranaires du type
cytochrome P-450 : les maxima d'activité se situent autour de pH 7,5 dans nos
conditions expérimentales {Figure 40 B). Une perte d'activité importante (50

%) survient pour un écart de + 1 unité pH par rapport & 7,5.

B.5.Influence de la concentration en chlortoluron sur Ies

activités CPUH et CPUDM

Les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase varient en
fonction de la concentration en chlortoluron.

Représentée en coordonnées normales, l'activité hydroxylase ne suit pas
une cinetique Michaélienne (Figure 41 A). Une réponse non iinéaire est obtenue
lorsque les données sont représentées en coordonnées inverses ou selon Eadie-
Hoffstee (Figures 41 B et C). Deux Km apparents peuvent étre calcuiés,
respectivement égaux a 50 et 400 uM, pour des Vmax de 16 et 133

pmoles/min/mg. Une situation analogue est décrite a propos de l'aminopyrine
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Activite

Figure 41 : Influence de la concentration en chlortoluron sur l'activitt CPUH en coordonnées
normales (A), inversées (B) et en représentation de Eadie-Hoffstee (C) dans des microsomes de
blé isolés de cellules traitées par le cyométrinil 400 M pendant 72 heures.
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Figure 42 : influence de ia concentration en chlortoluron sur l'activité CPUDM dans des
microsomes de blé isolés de cellules traitées par le cyométrinil 400 uM pendant 72 heures.
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et de la chlortoluron N-déméthylase du topinambour (Fonne, 1985 ; Fonné-
Pfister et al., 1988). De plus, les valeurs avancées pour les Km de la CPUH sont
comparables a celles précédemment établies pour ces deux activites
cytochrome P-450.

Concernant des complexes multienzymatiques membranaires comme les
monooxygénases a cytochrome P-450, des propriétés cinétiques non
Michagdliennes peuvent étre la conséquence de contraintes dues & la faible
difftusion de la réductase et du cytochrome dans le plan de la membrane, ou
d'effets de charge & la surface des membranes, ou encore du coefficient de
partition du substrat entre la membrane et le milieu d'incubation.

L'activité N-déméthylase semble suivre une cinétique Michaélienne
lorsque les points expérimentaux sont représentés en coordonnées normales
(Figure 42). Exprimées en coordonnées inversées ou selon Eadie-Hoffstee, les
valeurs numériques présentent une variabilité trop grande pour permettre une
analyse correcte et pour trancher entre les caractéres Michaéliens ou
biphasiques des cinétiques. De toute fagon, une valeur de Km apparent de
'ordre de 160 uM est envisageable pour une Vmax de 22 pmoles/min/mg dans

le cas de I'hypothése Michaélienne.

B.6.Localisation subcellulaire des activités

La localisation subcellulaire des activités hydroxylase et N-
déméthylase est étudiée par centrifugation différentielle du broyat cellulaire.
Le tableau 23 regroupe la répartition des deux activites et celles de
"marqueurs" dans les différents culots correspondant aux parois et debris
(C1), aux mitochondries {C1p) et aux fractions microsomales (C100). La quasi-
totalité du cytochrome P-450 est associée au culot 100 000 g. Les activités
relatives et spécifiqgues CPUH et CPUDM sont maximales dans la fraction

microsomale. Cependant, les pourcentages de ces derniéres activités ainsi que
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NADPH-cytochrome P-450 réductase dans les mitochondries sont compris
entre 20 et 33 %. Il est possible que des fragments de réticulum
endoplasmigue restent agrégés aux mitochondries pendant I'extraction (Fonné-
Pfister et al., 1988). En effet, la réductase est généralement connue pour étre
iocalisée dans le réticulum endoplasmique {Benveniste ef al, 1977). En
revanche, les fractions microsomales ne sont que trés faiblement contaminées
par des mitochondries. Les activitts CPUH et CPUDM apparaissent ainsi
localisées dans les mémes fractions membranaires gue les cytochromes P-450

et la NADPH-cytochrome P-450 réductase.

B.7.Influence de la composition du tampon de broyage des

microsomes sur les activités chlortoluron hydroxylase et N-

déméthylase

Plusieurs compositions de tampon de broyage ont été utilisees dans e
but d'augmenter les activités enzymatiques. La suppression du KCN 1 mM dans
le tampon de broyage A (ascorbate/KCN, cf Chapitre 2) est sans effet sur les
activités hydroxylase et N-déméthylase dans les cellules traitées au
cyométrinil (Figure 43). L'addition de MSH 14 mM provogue une légére
inhibition (10 %). Les microsomes de cellules traitées au 2,4-D sont ensuite
préparés dans le tampon B dans lequel le KCN 1 mM est remplace par le MSH 14
mM (cf Chapitre 2). Dans ces conditions, la présence des inhibiteurs de
protéases leupeptine et pepsatine modifie peu les activités enzymatiques. De
méme, l'addition de substrats des monooxygénases a cytochrome P-450 ou de
leurs analogues structuraux {chlortoluron, dérivé N-didémethyle, et laurate)
ne stimule pas non pius les activités contrairement & ce qui a ét¢ observe pour
la CA4H du pois (Stewart et Schuler, 1989). A l'inverse, la laurate inhibe
fortement la LAH dans ces conditions (non montré). Le chlortoluron et son

métabolite N-didéméthylé restent en partie adsorbés sur les structures
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Figure 43 : influence de {a composition du tampon de broyage sur les activités CPUH et CPUDM
mesurées dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le cyométrinil 400 uM
pendant 72 heures {A) ou par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures (B).

Activités  (pmol/min/mag)

0 10 20 30 40 50 60 70
1 1 !

Tampon A
-KCN 1 mM
+Mercaptoéthanol 14 mM

B crPUH
[} cpPuDM

Tampon B

+Leupeptine 10 uM

+Pepsatine 10 pM
+Laurate 500 uM

+Chlortoluron
didéméthylé 500 uM

+Chlortoluron 500 puM
+KCGl 500 mM

Les resultats sont exprimés sous forme de moyennes * déviation standard (n=2 a 4).

Tampon A = tampon phosphate 0,1 M pH 7,5 + 20 % {p/v} glycérol + Ascorbate 20 mM + KCN
1 mM + PMSF 1 mM.

Tampon B = tampon phosphate 0,1 M pH 7.5 + 20 % (p/v) glycérol + Mercaptoéthanol 14 mM
+ Ascorbate 20 mM + PMSF 1 mM + EDTA 1 mM,
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membranaires & l'issue de la préparation car ils sont détectés en HPLC. La
préparation des microsomes avec un tampen contenant du KCl 500 mM en vue
de la solubilisation des peroxydases faiblement liées aux membranes conduit a
une légere diminution des activités hydroxylase et N-déméthylase, peut é&tre
en rapport avec une augmentation de la force ionique du milieu, un facteur

souvent inhibiteur de l'activité des monooxygénases & cytochrome P-450.

Résumé : Deux activités enzymatiques présentes dans les microsomes
isoies de cellules de bié catalysent I'hydroxylation et la N-déméthylation du
chiortoluron, deux réactions importantes du métabolisme de I'herbicide in vivo
dans les plantes et les suspensions cellulaires. Les niveaux d'activités sont
augmentés par le traitement des cellules par le cyométrinil et le 2,4-D,
I'hydroxylase étant moins stimulée que la N-déméthylase. Les activités CPUH
et CPUDM nécessitent le NADPH comme cofacteur en présence d'oxygene
moleculaire, plutdt que le NADH. Ce dernier cofacteur n'exerce pas d'effet
synergique quand il est administré en mélange avec le NADPH. Seule l'activité
de la N-déméthylase est importante lorsque l'oxygéne est fourni par
I'hydroperoxyde de cuméne. Lors de cinétiqgues, CPUH et CPUDM présentent des
sensibilités différentes a la température d'incubation. Les deux activités sont
lingaires pour les concentrations de protéines utilisées et leurs activités sont
maximales a pH 7,5. Les deux activités varient en fonction de la concentration
en chlortofuron, la CPUH présente des caractéristiques d'enzymes non
Michagliennes et deux valeurs de Km peuvent étre avancées. |l n'est pas
possible de déterminer les caractéristiques de la CPUDM en présence d'une
trop grande dispersion des points expérimentaux en coordonnées inversées. Les
activités CPUH et CPUDM apparaissent localisées dans les mémes fractions
membranaires que les cytochromes P-450 et la NADPH-cytochrome P-450
réductase. Elles sont peu sensibles aux différentes compositions de tampon de
broyage utilisées.



Figure 44 : Speclres d'interaction de type | obtenus avec des microsomes de blé isolés de
cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures, en présence de chlortoluron.

A Microsomes oxydés contre microsomes oxydés
B- + chlortoluron 100 pM
C + chlortoluron 160 uM

absz
A.a16
A
B
-3, 0820
C
-3, 358 T

I7e 393 9418 438 458  nm

Les microsomes, préparés seion le protocole classique, sont déposés sur coussin sucrose 30
% {p/v} et centrifugés 90 min a 80 000 ¢ (Beckman SW 27). La fraction restant &
I'interface du coussin est utilisée pour la réalisation des spectres.

La concentration en protéines pour les essais est de 1 mg/ml.

Le chlorfoluron est apporté en solution dans de la SAB 1mg/ml.
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C.MISE EN EVIDENCE DE LA PARTICIPATION DE CYTOCHROME P-450
DANS LE METABOLISME OXYDATIF DU CHLORTOLURON

C.1.Présence de cytochrome P-450 dans les microsomes

La présence des cytochromes b5 et P-450 dans les microsomes extraits

de cellules de blé a été établie au chapitre précédent.

La figure 44 représente un spectre d'interaction entre des microsomes
de blé et le chlortoluron. Malgré une dérive de la ligne de base, il présente un
maximum d'absorption & 389 nm et un creux a 412 nm typiques d'un spectre de
type |. Nous pouvons penser que le chlortoluron a bien accés a la poche
catalytigue d'un cytochrome P-450 et qu'il active le fer hémique a I'état "high
spin”. C'est la condition préliminaire pour qu'il soit substrat d'une

monooxygénase a cytochrome P-450.

C.2.Inhibitions des activités CPUH et CPUDM

De nombreuses possibilités d'inhibition existent concernant les
monooxygenases & cytochrome P-450 (cf Chapitre 1). Elles se situent au
niveau de 'a NADPH-cyt P-450 réductase et du transfert des électrons, ou au

niveau du cytochrome P-450 et de son cycle catalytique.

-Inhibition de la NADPH-cytochrome P-450 réductase et du

transfert des électrons

Les analogues structuraux du NADPH sont mis en compétition avec le
NADPH (Figure 45). A forte concentration (2,0 mM), le 2'5-ADP est le meilleur

compétiteur (42 % d'inhibition), le NADP" est moins actif (32 %) tandis que le



Figure 45 : Effets des inhibiteurs de la NADPH-cytochrome P-450 (cyt ¢) réductase sur les
activitts CPUH et CPUDM mesurées dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le
2,4-D 300 uM pendant 48 heures (A) ou par e cyométrinil 400 uM pendant 72 heures (B).

Activités relatives (%)

0 20 490 60 80 100 120
Témoin
2-AMP 0,5 mM
2-AMP 2,0 mM : .
2'5-ADP 0,5 mM " I
2'5-ADP 2,0 mM
NADP+ 0,5 mM
NADP* 2,0 mM

p-CMB 500 uM

Ménadione 100 uM - B crPuH

DCPIP 100 uM J L] crPuDm

Cytochrome ¢ 20 uM -E“ -

100 % d'activité correspondent respectivement pour la CPUH et la CPUDM a des activités de :
42,5 £ 0,4 ; 55,8 £ 1,1 pmol/min/mg dans l'expérience A

31,5 + 2,6 ; 33,1 = 2,0 pmol/min/mg dans I'expérience B.

Les effets des analogues structuraux du NADPH sont évalués en présence de NADPH 0.5 mM sans
systéme régénérant.

Les effets du p-CMB sont évalués en préincubant les microsomes avec le chlortoluron et
linhibiteur & 4°C pendant 5 minutes. Les réactions enzymatiques débutent par I'addition du

NADPH.
Les résuitats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=2).
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2'-AMP est sans effet. Des effets similaires sont notés concernant la CA4H du
blé (cf Chapitre 3) et la chlortoiuron N-déméthylase du topinambour (Fonnég,
1985). A de plus faibles concentrations, égales a celle du NADPH (0,5 mM), les
trois analogues ne sont que peu ou pas inhibiteurs. Dans tous les cas, les
niveaux d'inhibition des activitts CPUH et CPUDM sont comparables. lls sont

cependant inferieurs a ceux notés dans le cas de la CA4H (cf Chapitre 3).

Les activités CPUH et CPUDM sont inhibées par le p-CMB (Figure 45), un
inhibiteur de la NADPH-cytochrome P-450 (cytochrome c¢) réductase qui blogue
les groupes thiols de fa protéine (Salaiin ef al, 1978 ; Madyastha et Coscia,

1979).

La menadione, le DCPIP et le cytochrome ¢, accepteurs exogénes des
électrons de la NADPH-cytochrome P-450 (cytochrome c¢) réductase, inhibent
tres fortement les deux activités (Figure 45). L'effet de la ménadione sur les
activites CPUH et CPUDM contraste cependant avec celui précédemment

observe sur la CA4H du blé.

Pris dans leur ensemble, ces résultats sont en accord avec la
participation de la NADPH-cytochrome P-450 réductase dans le transfert des
électrons lors des deux réactions enzymatigues responsables de

I'nydroxylation et de la N-déméthylation du chlortoluron.

-Inhibition par les ligands du fer hémique

Une caractéristique de la plupart des cytochromes P-450 est leur grande
sensibilité au monoxyde de carbone, qui empéche la fixation de I'oxygéne
moteculaire (ctf Chapitre 1). Une réversion de [I'effet inhibiteur est

partiellement obtenue par la lumigre.



Tableau 24 : Effets du monoxyde de carbone sur les activités CPUH et CPUDM mesurées dans
des microsomes de bié isolés de cellules traitées par le cyométrinit 400 uM pendant 72 heures.

Activités {pmol/min/mg) % d'inhibition % de réversion

CPUH CPUDM CPUH CPUH
Obscurité 215 £ 1,2 20,2 + 1,4
Obscurité + CO 96 £ 09 26,3 £ 2,1 58,3
Lumiére 290 « 0,2 252 + 05
Lumiére + CO 16,4 = 0,1 2600 + 24 43,4 35,1

Le mélange COf/air (50/50 ; V/V) barbote dans les milieux d'incubation pendant 15 minutes &
4°C a I'obscurité. Aprés addition du NADPH, les incubatiocns se déroulent pendant 15 minutes,
soit a la lumiére, soit & I'obscurité. La lumiére provient d’'un projecteur de diapositives
(lumiere bianche 150 W) placé a 15 cm des milieux d’incubation.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne t déviation standard (n=2),

Le % de réversion est calculé par la formule (actL ym+CO - act0Obs+ COM{(ACt um - aCt0bs+CO)

x100.

Figure 46 : Effets des ligands du fer hémique sur les activités CPUH et CPUDM mesurées dans
des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures.

Activités relatives (%)
0 20 40 60 80 100 120

Témoin

Monoxyde de carbone

Tetcyclacis B cruoMm i

Paclobutrazol O CcPUH -

Procloraz

Fenpropimorphe

Triadiménol

Triadiméfon

Pipérony! butoxyde

100 % d'activité correspondent a des activités de 44,9 + 2,0 et 55,6 + 1,7 pmol/min/mg pour
{a CPUH et la CPUDM.
Le monoxyde de carbone barbote dans les milieux d'incubation pendant 30 secondes.

La concentration des effecteurs est de 100 uM.
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=3).
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Les activités chlortoluron hydroxylase et N-deméthylase enregistrées
en conditions aeérobies sont plus importantes a la lumiére qu'a l'obscurité
{Tableau 24).

Par ailleurs, elies montrent différentes sensibilités & un mélange
air/CQO (50/50) barbotant dans les milieux avant et pendant les incubations
{Tableau 24). Dans ces conditions, l'activité hydroxylase est inhibée de 55 % a
'obscurité et de 43 % a la lumiére. Le taux de réversion de linhibition par la
lumiére est de 35 %. Par contre, |'activité N-déméthylase n'est pas inhibée par
le monoxyde de carbone dans les mémes conditions expérimentales.

A linverse, lorsque le monoxyde de carbone pur barbote pendant 30
secondes directement dans les milieux d'incubation, les deux activités sont

inhibées (Figure 486).

En plus du monoxyde de carbone, de nombreux composés sont capables
d'inhiber les cytochromes P-450 en formant avec le fer hémique des
interactions electroniques qui empéchent la fixation de l'oxygéne (c¢f Chapitre
1). Ce sont principalement les composés azotés aromatiques et aliphatiques
dont un atome d'azote posséde un doublet libre d'électrons. Ces amines
comprennent notamment des regulateurs de croissance des plantes {Coolbaugh
et Hamiiton, 1976 ; Coolbaugh et al., 1978) et des fongicides inhibiteurs de la
biosynthése des stérols, qui sont connus pour inhiber une ou plusieurs
monooxygénases a cytochrome P-450 (Riviére et al, 1984 ; Vanden Bossche,
1987 ; Burden et al, 1987 ; Koller, 1987 ; Corio-Costet et al, 1988 ; Burden et
al., 1989). Un mode d'action identigue a celui des amines est décrit pour les
composés ayant une f{onction méthyléne dioxobenzéne comme le pipéronyl

butoxyde, synergiste d'insecticide (Casida, 1970).

Plusieurs de ces inhibiteurs ont été testés sur les activités

chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase (Figure 46). Ainsi, le tetcyclacis et



Figure 47 : Spectres d'interaction de type |l obtenus avec des microsomes de blé isolés de
cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures, en présence de procloraz.

A Microsomes oxydés cc  re microsomes oxydés

B +procleraz 100 uM
C +procloraz 200 uM
D +procloraz 300 uM abs
E +procloraz 400 uM 8,225
E
D
B
2.5002
A
~-9.825 , :

378 3%2 419 438 458 nm

Les microsomes, préparés selon le protocole classique, sont déposés sur coussin sucrose 30
% (p/v} et centrifugés 90 min a 80 000 g (Beckman SW 27). La fraction restant a
linterface du coussin est utilisée pour la réalisation des spectres.

La concentration en protéines pour les essalis est de 1 mg/ml,

Le procloraz est apporté en solution dans le DMSO 15 %.
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le paclobutrazol, deux régulateurs de croissance, sont de bons inhibiteurs des
deux activités. Cependant, & une concentration de 100 uM, le tetcyclacis inhibe
préférentiellement I'hydroxylation d'environ 60 %, alors que le paclobutrazo!
affecte les deux réactions avec la méme intensité (45 %). La sensibilité de la
CPUH du blé au tetcyclacis apparait inférieure & celle du mais (Fonné-Pfister
et al, 1990 b). Le procloraz est un fongicide de la famille des imidazoles. Bien
gue connu comme un inducteur de monooxygénases a cytochrome P-450, i
infhiibe du métabolisme le chiortoluron lorsqu’il est administré dans les
milieux d'incubation (Figure 46). Le fenpropimorphe, un fongicide de la famille
des morpholines, et les triazoles triadiménol et triadiméfon, sont de faibles
inhibiteurs de {'hydroxylase. Ces trois composés sont plus actifs sur la N-
deméthylase (Figure 46). Le pipéronyl butoxyde est également un inhibiteur des

deux activités (35 %).

Le procloraz, administré a des microsomes oxydés produit un spectre
d'interaction de type I, avec un creux a 390-400 nm et un pic & 429 nm (Figure
47). Ce type de spectre confirme les potentialités du fongicide a inhiber les

monooxygenases & cytochrome P-450.

-Inhibition par un substrat suicide

L'ABT est un substrat suicide des cytochromes P-450 et de certaines
peroxygénases (cf Chapitres 1 et 3). Administré aux microsomes de blé a la
dose de 100 uM lors de préincubations, il inhibe les activités hydroxylase et
N-deméthylase du chlortoluron respectivement de 75 et 55 % environ (Tableau
25}, La N-déméthylase est moins affectée que I'hydroxylase, comme cela était
déja observé in vivo chez les plantes (Cabanne et al., 1987 a ; Gonneau &t al.,
1888) ou chez les cellules {(Canivenc et al, 1989). Administré a la dose de 1

mM, il inhibe totalement les deux activités.



Tableau 25 : Effets de I'ABT sur les activités CPUH et CPUDM maeasurées dans des microsomes
de ble isolés de cellules traitées par le cyométrinil 400 uM pendant 72 heures.

Conditions d'incubation Activites relatives (%)
CPUH CPUDM

Témoin 100,0 100,0

ABT 100 puM 26,2 + 6,5 434 + 2,9

ABT 1000 puM 0,0 0,0

100 % d'activité correspondent a des activités de 20,8 + 2,4 et 15,4 + 0,4 pmol/min/mg pour
la CPUH et la CPUDM.

Les préparations sont préincubées a 25°C pendant 10 minutes avec NADPH (Témoin} ou NADPH
+ ABT, en absence de chlortoluron. Les incubations débutent par I'addition de T'herbicide, et les
milieux sont incubés pendant 15 minutes.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=2).
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C.3.Effets d’inhibiteurs ou de stimulateurs de différents types

d'oxydases sur la CPUH et la CPUDM

lLes effets de divers composés connus pour leurs capacités a inhiber ou 2
stimuler des réactions d'oxydation ont été évalués sur {es activités

hydroxylase et N-déméthylase.

-Efiets sur les activités CPUH et CPUDM mesurées en présence de

NADPH.

Mercaptoéthanol, KCN, catalase et glutathion réduit sont décrits comme
des inhibiteurs de peroxydases (Gullner et Tyihak, 1987). Le MSH 2,4 mM et le
KCN 1 mM inhibent légérement les activités (10-15 %) aiors gue le premier
exerce un fort effet inhibiteur & une concentration de 7 mM (Figure 48). Un
effet inhibiteur du mercaptoéthanof administré & forte dose lors des
incubations a deéja été rapporté pour d'autres monooxygénases a cytochrome P-
450 (Grand, 1984). La catalase et le glutathion entrainent une stimulation des
activites respectivement de P'ordre de 10 & 20 % environ.

L'ascorbate 1 mM inhibe les activités de 15-20 %. Le méthylindole, un
autre inhibiteur de la peroxydation des lipides (Adams et al, 1987) est
légerement inhibiteur & 50 pM tandis qu'il stimule préférentiellement la N-
déméthylase a 100 uM.

La figure 48 rapporte aussi les effets de quelques composés qui ont été
testés pour déterminer si la N-déméthylation du chlortoluron pouvait étre
catalysée par des monooxygénases a flavine (EC 1.14.3.8.8). Ces enzymes
solubles et non hémoprotéiques sont spécialisées dans |'attague oxydative
d'hétéroatomes (N, S et P ; Yamada et al., 1983 : Kinsler ef al., 1988) chez les
animaux. Elles activent des amines aromatiques secondaires ou primaires, des

sulfones, des sulfoxydes. Elles utilisent le NADH et le NADPH comme



Figure 48 : Effets de composés variés sur les activités CPUH et CPUDM en présence de NADPH,
mesurées dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le 2,4-D 300 pM pendant

48 heures.

Activités relatives (%)

0 20 40 60 80 100 120 140
Témoin
Mercaptoéthanol 2,4 mM

Mercaptoéthanol 7 mM
Ascorbate 1 mM

KCN 1 mM

Glutathion 1 mM
Catalase 100 U
Méthylindole 50 uM
Méthylindole 100 uM
Qctylamine 3 mM
Méthimazole 200 pM
o-Phénantreline 200 uM
o-Phénantroline 600 puM

B crupm

CPUH

Superoxyde dismutase 100 U _ ——
SOD 100 U + Catalase 100 U R e I

100 % d'activité correspondent pour la CPUH et la CPUDM & des activités respectives de 37,2

1,5 et 42,6 £ 1,0.
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard {n=3}.
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cofacteurs, et leur pH optimum est voisin de 8,3. Le méthimazole, qui est un
inhibiteur classique des monooxygénases a flavine (Sabourin et Hodgson,
1984}, est sans effets sur les activités CPUH et CPUDM du blé, ni sur la N-
déméthylase du chlortoluron chez le topinambour (Fonné, 1985). L'octylamine
qui inhibe les cytochromes P-450 et stimule les monooxygénases a flavine
(Duffel ef al, 1981), diminue trés fortement les activités CPUH et CPUDM. Ces
résultats excluent la participation de monooxygénases a flavine dans le
métabolisme oxydatif du chlortoluron dans les microsomes de blé.

Des pyrroloxygénases (EC 1.13.11.26) ont été décrites dans le germe de
blé (Frydman ef al, 1972 ; Frydman et al., 1987). Ces oxygénases fonctionnent
en presence de dithionite, mais 'oxygéne moléculaire et le NADPH sont de
mauvais cofacteurs. Elles sont également inhibées par le MSH et peu sensibles
au p-CMB. L'absence de métabolisme du chlortoluron en présence de dithionite,
comme linsensibilité des deux réactions au MSH et linhibition par le p-CMB
permettent d'exclure la participation de telles enzymes dans I'hydroxylation et
la N-déméthylation de I'herbicide in vitro.

Un complexant du fer hémique, 'o-phénantroline (Soliday et Kolattukudy,
1977) inhibe les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase. Ces
résultats sont en accord avec la participation de cytochromes P-450 dans le
métabolisme du chlortoluron.

Enfin la superoxyde dismutase, qui piége certaines formes activées
d'oxygéne, entraine une stimulation des deux activités de l'ordre de 20 %. En
melange avec la catalase, elle stimule les activités de 30%. Les effets de ces
enzymes plaident en faveur de la présence de formes activées d'oxygene dans

les preparations, comme cela a déja été évoqué dans le chapitre précédent.



Tableau 26 : Effets de divers composés sur les activités CPUDM, aniline oxydase et guaiacol
oxydase mesurées en présence d'(hydrojperoxydes dans des microsomes de blé isolés de cellules

traitées par le cyométrinil 400 uM pendant 72 heures (A.B) ou par le 2,4-D 300 uM pendant
48 heures (C).

Conditions d'incubation Activités enzymatiques
CPUDM Aniline oxydase Guatacol oxydase
(pmol/min/mg) (nmol/min/mg)
Sans cofacteur A 3,2 + 0,1 0,0 0,0
Avec cofacteur 41,2 + 3,0 35 +£08 766,0 = 80,6
Avec cofacteur + KCN 1,0 mM 43,9 + 0,1 3,0 £+ 0,9 0,0
Préincubation B 12,7 + 3,7 24 + 01 960,6 + 44,7
Avec cofacteur + p-CMB 200 uM 0,0 2,4 + 0,1 942,9 + 169,9
Sans cofacteur © 3,8 + 04 0,0 0,0
Avec cofacteur 46,1 + 1,2 8,0 £ 0,8 1164,2 + 31,0
Avec cofacteur + MSH 1,4 mM 454 + 1,5 0,0 18,5 = 2,2

Les cofacteurs sont 'hydroperoxyde de cuméne pour les activités CPUDM et aniline oxydase, et
le peroxyde d’hydrogéne pour I'activité guaiacol oxydase.
Les effets du p-CMB sont évalués aprés 10 minutes de préincubation a 25°C en présence de

l'effecteur, puis les {hydro)peroxydes sont ajoutés.
Les resultats sont exprimés sous formes de moyennes + déviation standard (n=2 a 4).
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-Effets sur l'activité CPUDM mesurée en présence d’hydroperoxyde

Dans les microsomes de celiules de blé, des peroxygénases pourraient
catalyser la N-deméthylation du chlortoluron en présence d'hydroperoxyde de
cumene. Les niveaux d'activité de la chlortoluron N-déméthylase en présence
d'hydroperoxyde sont comparés a ceux d'activités de référence qui sont
I'aniline oxydase (peroxygénase) et la guaiacol oxydase, une activité marqueur
des peroxydases, pour plusieurs conditions d'incubation.

Dans les microsomes, l'activité N-déméthylase est légérement
augmentée par le KCN 1 mM, alors que celle de la peroxygénase est faiblement
diminuée et que celle de la peroxydase est nulle {Tableau 26). Lors
diincubations précédées par des préincubations des microsomes en présence de
p-CMB (qui peut convertir le P-450 en P-420, Potts et al, 1974), la N-
déméthylase est totalement inhibée tandis que les deux autres marqueurs ne
sont pas affectés. Par contre, la N-déméthylase est insensible au
mercaptoéthanol, tandis que les activités peroxydase et peroxygénase sont
considérablement réduites. Aucunes activités de type peroxygénase ou
peroxydase ne sont observées en I'absence d'(hydro)peroxyde(s) externe(s), ou
en presence de NADPH dans les milieux dincubation.

Les caractéristiques des ftrois activités enzymatiques testées, face a
des inhibiteurs potentiels de l'une ou de l'autre laissent penser que la N-
demethylation du chlortoluron en présence d'hydroperoxyde de cuméne est

assurée par un cytochrome P-450,

C.4.Effets de quelques antidotes et synergistes d'herbicides

Certains antidotes d'herbicides sont connus pour moduler les taux et les
activités de cytochromes P-450 chez le mais (Komives et Dutka, 1989). Il est

également démontré que le diclormid administré in vivo en méme temps que le



Figure 49 : Effets des antidotes et des synergistes d'herbicides sur les activités CPUH et
CPUDM mesurées dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le 2,4-D 300 uM
pendant 48 heures.
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100 % d'activité correspondent i des activités spécifiques de 45, 8 + 2.6 et 58,2 + 1.8
pmel/min/mg pour la CPUH et la CPUDM.

La concentration en effecteurs est de 100 pM.

LLes résultats sont exprimeés sous forme de moyenne + déviation standard (n=3).

Tableau 27 : Effets d'anticorps anti-NADPH-cytochrome P-450 réductase, anti-CA4H et
anti-ECOD sur les activités CA4H, CPUH et CPUDM mesurées dans des microsomes de blé isolés
de cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures.

Conditions d'incubation Activités enzymatiques {pmal/min/mg}
CA4H CPUH CPUDM
Témoin 5831.,4 45,8 100,64
+lgG anti-réductase 202,9 0,0 0,0
Témoin 4570.,4 51,4 66,8
+lgG anti-CA4H 293,1 49,6 70,5
+gG anti-ECOD 5355,1 53,5 71,0

Les microsomes sont préincubés pendant 10 minutes a 25°C en présence d'un volume égal de
sérum de lapin contenant ou non chaque anticorps. Les incubations débutent par I'addition du

NADPH et des substrats.
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chlortoluron inhibe le métabolisme de I'herbicide dans les cellules de blé
(Canivenc et al., 1989).

Le tridiphane, un synergiste d'herbicides de la famille des triazines chez
les plantes (Ezra ef al., 1985) qui augmente aussi la toxicité de [linsecticide
diazinon chez la mouche (Lamoureux et Rusness, 1987), a également un effet
synergique sur les phénylurées (Caseley et al, 1989). Ses effets synergiques
sont dus & une inhibition de la conjugaison enzymatique des pesticides avec le
glutathion chez les plantes et chez les insectes (Lamoureux et Rusness, 1986,
1987), mais également & l'inhibition de monooxygénases a cytochrome P-450

chez les mammiféres (Moreland et al., 1989 b).

Administrés a des microsomes de blé lors des incubations, les antidotes
et les synergistes d'herbicides testés montrent des effets inhibiteurs sur les
activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase (Figure 49). Les niveaux
d'inhibition sont généralement voisins de 20 %, les deux composés les plus

actifs étant le cyométrinil et le ftridiphane.

C.5.Effets d’anticorps

Des anticorps polyclonaux anti NADPH-cytochrome P-450 réductase de
topinambour nous ont été fournis par |. Benveniste. lls présentent des
réactivités croisées avec les réductases de toutes les plantes supérieures
testées a ce jour (Benveniste et al, 1989}). Administrés aux microsomes de
blé, ils inhibent I'activité NADPH cyt ¢ réductase de 75 % environ (non montré),
alors que la CPUH, la CPUDM et la CA4H sont totalement inactivées (Tableau
27).

D. Werck-Reichhart nous a également fourni des anticorps polyclonaux

anti-P-450 contre la CA4H et I'éthoxycoumarine 7-déalkylase (ECOD) du
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topinambour. CPUH et CPUDM sont insensibles & ces deux anticorps, tandis que

la CA4H est totalement inactivée par les anticorps anti-CA4H (Tableau 27).

Résumeé : Un spectre d'interaction de type | a été obtenu entre
chlortoluron et microsomes. Les activités CPUH et CPUDM sont inhibées par
des inhibiteurs de la réductase et du transport des électrons (compétiteurs du
NADPH, p-CMB, accepteurs exogénes d'électrons). Elles sont également
sensibles a des inhibiteurs classiques des cytochromes P-450. La CPUH est
plus inhibée par le monoxyde de carbone que la CPUDM. Les ligands du fer
hemique (regulateurs de croissance, fongicides et pipéronyl butoxyde)
affectent les deux activités. Certains ne font pas de discrimination entre les
deux activités. D'autres inhibent préférentiellement la CPUH ou la CPUDM.
Enfin, I'ABT est plus efficace sur I'hydroxylase que sur ia N-deméthyiase. Les
incubations réalisées en présence de NADPH et d'inhibiteurs de peroxydases,
peroxygénases, monooxygénases a flavine, pyrroloxygénases et
moncoxygenases a cytochrome P-450 confirment l'implication de ce dernier
type enzymatigue dans les deux réactions. Elles suggérent l'existence probable
de réactions concurrentes et de formes activées d'oxygéne dans les milieux
d'incubation. Lorsque e cofacteur est I'hydroperoxyde de cumaéne, les
incubations en présence d'inhibiteurs de peroxygénases et de cytochromes
P-450 montrent gue ia CPUDM est bien de type cytochrome P-450. Ses
caracteristiques ne sont pas non plus celles d'une peroxydase. Les antidotes et
les synergistes d'herbicides administrés aux microsomes lors des incubations
sont dans leur ensemble peu inhibiteurs du métabolisme du chiortoluron. Les
activites CPUH et CPUDM sont totalement inhibées par des anticorps anti-
réductase de topinambour. Elles sont insensibles & des anticorps anti-CA4H et
anti-ECOD.

D.SPECIFICITES DE SUBSTRAT DE LA CPUH ET DE LA CPUDM

Les specificités de substrat de la chlortoluron méthyl-hydroxylase et de
la N-déméthylase ont été testées en utilisant -

-des phénylurées analogues structuraies du chlortoluron



Figure 50 : Effets d’analogues structuraux du chlortoluron sur les activités CPUH et CPUDM
mesurees dans des microsomes de blé isolés de cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant

48 heures.
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Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + déviation standard (n=2 3 3).
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-des herbicides le plus souvent métabolisés in vivo par le blé
-divers composés connus comme étant des substrats endogénes ou

exogenes de monooxygénases a cytochrome P-450.

Les structures chimiques des analogues du chlortoluron sont illustrées
au chapitre 6, celles des herbicides et substrats des cytochromes P-450

figurent en annexe.

D.1.Effets d'analogues structuraux du chlortoluron

Nous avons utilisé des phénylurées structurellement proches du
chlortoluron, et commercialisées comme herbicides (sélectifs ou non) du bié .
Elles différent du chlortoluron par la nature des substituants du cycle
aromatique et de l'azote terminal tertiaire.

Ces analogues montrent des effets inhibiteurs variés lorsqu'ils sont
ajoutés au milieu d'incubation a la méme concentration que le chlortoluron
(Figure 50). Ainsi, iscproturon, fénuron, métoxuron et monuron ne sont gue peu
ou pas inhibiteurs. Un second groupe de composés comprenant monolinuron,
buturon, monobromuron et fluométurocn présente un effet moyen. Enfin,
chlorbromuron, linuron et néburon sont de bons inhibiteurs. Le diuron est le
compose fe plus actif (70 % d'inhibition). Il est également décrit comme un
inhibiteur compétitif de la N-déméthylation du chlortoluron dans les
microsomes de tubercule de topinambour (Fonné, 1985). En régle générale,
I'hydroxylation et la N-déméthylation du chlortoluron sont affectées avec les

mémes intensités par les différentes phénylurées.

Nous avons voulu vérifier si les niveaux d'inhibition peuvent étre
correlés a des parameétres électroniques, lipophiles ou stériques des

substituants. Ces études QSAR font I'objet du chapitre 6.



Figure 51 : Effets d'herbicides variés sur les activités CPUH et CPUDM mesurées dans des
microsomes de bié isolés de cellules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures.
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Le buturon posséde un groupe acetylénique le rendant potentiellement

substrat suicide. Nous n'avons cependant pas testé cette potentialité.

D.2.Effets d'herbicides varjés

Différents herbicides, souvent métabolisés in vivo par le bié, ont été
mis en compétition avec le chiortoluron dans les milieux d'incubation. ils
présentent des effets variés sur la CPUH et la CPUDM {Figure 51).

Un premier groupe concerne les herbicides substrats de monooxygénases
a cytochrome P-450 chez les plantes, tels que le monuron (Frear et al, 1969),
le 2,4-D (Makeev et af, 1977), le chlorsulfuron (Frear et Mardaus, 1990) et e
metolachlor (Moreland et al., 1989 a). Les effets du monuron sont décrits au
paragraphe précédant. Le 2,4-D et le chlorsulfuron sont sans effets sur les
activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase. Le métolachlor inhibe de
35 a 40 % les deux activités. Les inhibitions produites par cet herbicide,
apporté aux microsomes sous forme de matiere formulée (DuélorTMy

pourraient étre causés par les agents de la formulation.

D'autres herbicides sont également testés sur les activités chlortoluron
hydroxylase et N-déméthylase. Ainsi, I'atrazine et la terbutryne, métabolisées
par les cellules de blé Koga par des réactions d'oxydation in vivo (Edwards et
Owen, 1989) sont des inhibiteurs du métabolisme du chlortoluron. Ces deux
herbicides inhibent préférentiellement la N-déméthylase. Les effets du
propanil, du propham, du chlorpropham, et du barban sont évalués car ieurs
structures chimiques sont proches de celles des phénylurées. Les guatre
herbicides sont de faibles inhibiteurs de I'hydroxylase (20-30 %). Alors gue
seuls les deux premiers stimulent la N-déméthylase d'un facteur comparable

{10-30 %), les deux derniers n'ont Que peu ou pas d'effets sur cette activité.



Figure 52 : Effets du diciofop sur les activités CPUH (© et CPUDM (®) mesurées dans des
microsomes de blé isolés de celiules traitées par le 2,4-D 300 uM pendant 48 heures.,
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Figure 53 : Effets de substrats de monooxygénases a cytochrome P-450 sur les activités CPUH
et CPUDM mesurées dans des microsomes de blé isolés de cellules traitees au 2,4-D 300 uM
pendant 48 heures.
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Le diclofop est également un herbicide métabolisé par des
monooxygénases a cytochrome P-450 chez le blé (McFadden et al, 1989 :
Zimmerlin et Durst, 1990 a). Administré aux microsomes en presence de
chlortoluron, il augmente spécifiguement les niveaux de la N-déméthylation
(Figure 52). L'effet stimulateur dépend de la concentration en diclofop dans le
mifieu d'incubation. Dans tous les cas I'hydroxylation n'est pas

significativement affactée.

D.3.Effets de composés substrats de monhooxygénases &

cytochrome P-450

Des substrats endogénes et des xénobiotiques utilisés comme substrats
modeles modulent également le métabolisme du chlortoluron in vitro (Figure
53). Le cinnamate stimule [|'hydroxyiation et Ia N-déméthylation du
chlortoluron, alors que la laurate exerce un effet inhibiteur uniguement sur la
N-deméthylation. Le f{érulate, la 7-ethoxycoumarine, la p-chioro-N-
méthylaniline et le tolbutamide sont tous les quatre inhibiteurs des deux
reactions avec la méme efficacité (35-40 %). Le benzola]pyréne produit quant a

lui un léger effet stimulateur sur la N-déméthylation du chlortoluron.

Résumé : Des phénylurées analogues structurales du chlortoluron
administrées en mélange avec I'herbicide ont des effets variés sur les
activitées CPUH et CPUDM, bien que les deux activités soient également
inhibées. Ainsi lisoproturon est sans effets alors gue le diuron est le meilleur
inhibiteur. 2,4-D et chlorsulfuron, deux substrats de cytochromes P-450 sont
sans effets. A linverse, atrazine et terbutryne sont de bons inhibiteurs des
deux réactions, affectant préférentiellement la N-deméthylase. Propanil,
propham, chlorpropham et barban sont de faibles inhibiteurs de |a CPUDM,
Alors que les deux premiers stimulent faiblement la CPUH, les deux derniers
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inhibent cette activité. Le diclofop a, quant & lui, un fort effet stimulateur
spécifique sur la CPUDM. Des substrats endogénes ou des xénobiotiques
utilisés comme substrats modéles montrent également des effets variés sur
les deux activités.

E.CONCLUSION

Les études in vivo sur le métabolisme des herbicides laissaient 4 penser
que des monooxygénases a cytochrome P-450 pouvaient étre impliquées dans
les réactions d'oxydation de nombreux herbicides chez les veégétaux. Les

resultats que nous avons obtenu in vitro permettent de confirmer cette

hypothése

En effet, les fractions subcellulaires de blé catalysent deux réactions
enzymatiques, qui conduisent a la formation du dérivé hydroxylé sur le
méthyle du cycle aromatique et du dérivé N-menodéméthylé. Ces métabolites
sont identiques aux métabolites primaires détectés in vivo dans les plantes et

les cellules.

lLes caractéristiques des deux activités enzymatiques sont celles de
monooxygenases a cytochrome P-450.

1.Les deux réactions sont associées a des fractions membranaires, les
microsomes, qui renferment des quantités appréciables de cytochromes P-450
ainsi que des marqueurs du réticulum endoplasmique, comme fa NADPH-
cytochrome P-450 (cytochrome c¢) réductase.

2.Elles montrent une préférence pour des équivalents réducteurs
provenant du NADPH en présence d'oxygéne moléculaire.

3.Des spectres d'interaction de type | ont été obtenus en présence de
chlortoluron avec des microsomes de ble. s traduisent la capacité du

chlortoluron a éire substrat de cytochromes P-450.
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4.Les deux activités sont sensibles a des inhibiteurs variés de
monooxygénases a cytochrome P-450, comme les inhibiteurs de la NADPH-
cytochrome P-450 réductase (analogues structuraux du NADPH, p-CMB,
accepteurs exogénes d'électrons, anticorps anti-réductase), ou des inhibiteurs
du cytochrome P-450 (monoxyde de carbone, igands du fer hémigque, ABT).

5.Les niveaux de base de la CPUH et de Ja CPUDM sont faibies dans les
microsomes. Des traitements des cellules par des agents stimulateurs du
métabolisme de [I'herbicide in vivo, le cyometrinil et le 2,4-D entrainent une

augmentation des deux activités mesurées dans les microsomes.

Les caractéristiques des deux activités enzymatiques suggérent la
participation d'enzymes distinctes dans I'hydroxylation et la N-déméthylation
du chlortoluron.

1.Les cinétiques d'activité de la CPUH et de la CPUDM en fonction de la
chaleur sont différentes.

2.Les deux activités présentent egalement des caractéristiques
cinétiques distinctes en fonction de la conceniration en chiortoluron.

3.Seule la N-déméthylase peut fonctionner en présence d'hydroperoxyde
de cumeéns.

4.Les ligands du fer hémique ont des effets différentiels sur les deux
activités. Il en est de méme pour I'ABT.

5.Seul le diclofop est capable de stimuler la N-déméthylase lorsqu'il est
administré aux microsomes lors des incubations.

6.La N-déméthylase est plus stimulée que I'hydroxylase par des

traitements des cellules par le cyométrinil et le 2,4-D.

Plusieurs types d'enzymes, qui peuvent coexister dans Ies microsomes
avec les monooxygénases a cytochrome P-450, sont potentiellement capables

de catalyser des réactions d'oxygénation. Les résultats obtenus permettent
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cependant d'éiiminer la participation de peroxydases, peroxygénases,
monooxygenases a flavine et pyrroloxygénases dans le métabolisme du
chlortoluron dans des microsomes de bis.

1.Lorsque NADPH est le cofacteur, les activités chiortoluron hydroxylase
et N-déméthylase sont peu sensibles au mercaptoéthanol, au KCN, et sont
stimulées par la catalase et le glutathion. Ceci est renforcé par
'impossibilité de HoO2 a soutenir les réactions ainsi que par la conservation
des activités CPUH et CPUDM flors d'incubations avec des microsomes préparés
en présence de KCI.

2.L'insensibilité des réactions au mercaptoéthanol est aussi en
opposition avec l'intervention éventuelle de peroxygénases (lshimaru et
Yamasaki, 1977 a et b). Le NADPH n'est pas non plus utilisé lors des
incubations pour générer des (hydro)peroxydes.

3.Lorsque le cofacteur est I'nydroperoxyde de cuméne, les
caractéristiques de la CPUDM en présence de KCN, de p-CMB et de
mercaptoéthanol suggérent un mécanisme de type cytochrome P-450.

4.La participation de monooxygénases a flavine est infirmée par le
manque d'effet du méthymazole et la forte inhibition des activités
chlortoiuron hydroxylase et N-déméthylase par I'octylamine.

5.La forte inhibition des activités CPUH et CPUDM par l'o-phénantroline
est en accord avec !intervention de monooxygénases a cytochrome P-450
(Testa et Jenner, 1981). Elie é&limine la possibilité de participation de
pyrroloxygénases, également sensibles au mercaptoethanol et nécessitant le
dithionite comme cofacteur.

6.La stimulation des activités par le glutathion qui est également
comme le méthylindole un inhibiteur de la peroxydation des lipides {Bast et
Haenen, 1984) iaisse penser que ce mécanisme existe dans les microsomes et
peut étre préjudiciable aux activités enzymatiques que nous étudions. Des

activites NAD(P)H oxydase ont d'ailleurs été décrites dans le plasmalemme de
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racines de blé (Moller et Berczi, 1986). La stimulation des activités
chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase par la superoxyde dismutase et/ou
la catalase qui sont aussi des inhibiteurs de la NAD(P}H oxydase (Chrestin ef
al.,, 1984 ; Askerlund et al., 1987) suggére l'existence dans les preéparations de

formes activées d'oxygeéne.

Des analogues structuraux du chlortoluron, administrés aux microsomes
avec [herbicide, occasionnent des degrés d'inhibition variés sur les activités
CPUH et CPUDM. Les autres composés testés, substrats de cytoechromes P-450
ou non, n'ont pas d'effets importants sur le métabolisme du chlortoluron. Le
diclofop stimule spécifiguement la CPUDM. Le chlortoluron ne semble pas étre

métabolisé par fa CA4H ou I'ECOD.

Au terme de cette étude, il apparait que I'hnydroxylation et la N-
démethylation du chlortoluron seraient catalysées par au moins deux
isoformes de cytochrome P-450, chacune étant responsable d'une des deux
reactions. Les études concernant les spécificités de substrat des deux
reactions soulévent de nombreuses questions quant a la multiplicité des
isoformes capables de métaboliser les herbicides chez le blé. Il est
actuellement difficile de savoir si des isoformes impliquées dans des
reactions du métabolisme endogéne cellulaire sont capables de métaboliser
les xénobiotiques, ou si des isoformes spécifiques interviennent, a linstar de

ce gqui se produit chez les mammiféres.
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CHAPITRE 5 : AUGMENTATION DES TENEURS EN CYTOCHROME P-450 ET
DES ACTIVITES ENZYMATIQUES A CYTOCHROME P-450 DANS DES
MICROSOMES DE BLE ISQLES DE CELLULES TRAITEES.

A.INTRODUCTION

B.RESULTATS
B.1.Effets du 2,4-D
B.2.Effets du procloraz
B.3.Effets du mécoprop
B.4.Effets du chlortoluron

B.5.Effets des antidotes d'herbicides

C.CONCLUSION
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A.INTRODUCTION

Des augmentations affectant la degradation oxydative d'herbicides ont
souvent été observées dans des tubercules ou des plantes précédemment
traitées avec des herbicides ou des antidotes d'herbicides. Ainsi le
métabolisme du MCPA dans des tranches de tubercules de pomme de terre (Cole
et Loughman, 1983), celui des sulfonylurées chez le mais et le blé (Sweetser,
1985), ou celui du chlortoluron chez le mais (Cole et Owen, 1987 a), sont
stimulés aprés des traitements avec le 2,4-D, le MCPA, I'anhydride
naphthalique, le cyométrinil et le diclormid. Rappelons que ces trois dernjers
composés ont étée développés comme antidotes d'herbicides (chleoroacétamides

et thiocarbamates) chez le mais et le sorgho.

Il a été montré au laboratoire que le métabolisme oxydatif du
chlortoluron était augmenté dans les cellules de bié a la suite de iraitements

avec le cyométrinil, le 2,4-D et le diclormid {Canivenc et al, 1989).

Comme nous venons de montrer que des monooxygénases a cytochrome
P-450 etaient impiiquées dans I'hydroxylation et la N-déméthylation du
chlortoluron, il importe de déterminer si les stimulations de la dégradation du
chlortoluron observées /n vivo peuvent étre le résultat d'augmentations
d'activités de monooxygénases a cytochrome P-450 mesurables /n vitro. Des
stimulations d'activité nous intéressent également d'un autre point de vue. |l
est évident, en effet, que le traitement de cellules par des composés
stimulateurs du métabolisme du chlortoluron constitue un moyen intéressant
pour obtenir des activités enzymatiques suffisamment importantes pour nos

études in vitro.



Figure 54 : Teneurs en cytochrome P-450 et activités des monooxygénases dans des
microsomes isolés de cellules de blé aprées 24, 48 et 72 heures de culture en présence de

2,4-D 9 uM (Témoin ©) ou de 2,4-D 300 uM ().
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Nous allons rapporter les résultats d'essais enzymatiques réalisés a
laide de microsomes isolés de celiules, traitées par des effecteurs dont la
structure chimique figure en annexe. Les études étaient faites en fonction du
temps séparant le traitement des celiules et la préparation des microsomes.
Elles prennent en compte, en plus des activités CPUH et CPUDM, les teneurs en

cytochrome P-450 ainsi que les activités de la LAH et la CA4H.

Les résultats sont comparés a ceux concernant l'induction des deux

dernieres activités chez les veégétaux.

B.RESULTATS

B.1.Effets du 2,4-D

Les effets du 2,4-D sur les concentrations de cytochrome P-450 et les
activités enzymatiques sont évalués aprés 24, 48 et 72 heures de croissance
en presence de I'herbicide. Le traitement des cellules avec du 2,4-D 300 uM, au
lleu de la concentration habituelle de 8 puM contenue dans le milieu de culture,
a ete choisi en raison de la stimulation du métabolisme du chlortoluron qu'i
provoque in vivo dans les suspensions celiulaires de blé (Canivenc et al.,
1989). Pour les trois périodes de traitement (24, 48 ou 72 heures), il aboutit a
une augmentation des teneurs en cytochrome P-450 (Figure 54). Tandis que les
microsomes de cellules non traitées contiennent environ 100 pmoles de
cytochrome P-450/mg protéines, des niveaux 2,5 fois supérieurs sont mesurés

aprés 48 heures de traitement.



Figure 55 : Teneurs en cytochrome P-450 et activités des monooxygénases dans des
microsomes isclés de cellules de blé aprés 24 et 48 heures de culture sans {o} ou en présence
(@ de procloraz 70 uM,
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Le traitement au 2,4-D affecte également les quatre activités testées, a
savoir I'hydroxylase et la N-déméthylase du chiortoluron, la LAH et la CA4H,
ces deux derniéres étant prises comme activités de type cytochrome P-450 de
réeférence. Dans les cellules non traitées, les activités de I'hydroxylase et de
la N-déméthylase sont pratiquement constantes tout au long de l'expérience,
tandis que les activités LAH et CA4H décroissent légerement. Trois des quatre
activités augmentent aprés 24 heures de traitement, la CA4H constituant une
exception. Comme pour les niveaux de cytochromes P-450, les stimulations
maximales sont notées aprés des traitements de 48 heures. L'hydroxylase du
chlortoluron est moins affectée que la N-déméthylase, avec des stimulations
respectivement de 2,9 et 4,7. Les activités LAH et CA4H sont augmentées 2,5
et 1,5 fois. En revanche, les teneurs en cytochrome b5 ainsi que les activités

NADPH cyt ¢ réductase ne sont pas sensibles a des traitements avec le 2,4-D.

B.2 Effets du procloraz

Les effets du procloraz sont estimés aprés 24 et 48 heures de
traitements (Figure 55). Le procloraz est utilisé a la concentration de 70 uM
qui fournit ta meilleure stimulation de la dégradation du chlortoluron in vivo
(Canivenc, 1989). Les temps de 24 et 48 heures de traitement par le procloraz
augmentent les concentrations de cytochrome P-450. Cependant, ses effets
stimulateurs sur les activités enzymatiques n'apparaissent qu'aprés des
traitements de 24 heures. L'hydroxylase du chlortoluron et la N-déméthylase
sont plus stimulées que la LAH, dont l'activité est doublée, et la CA4H, qui
demeure constante. Aprés 48 heures, toutes les activités montrent des niveaux
comparables a ceux des cellules non ftraitées, ou réduits, comme dans le cas de

la CA4H. Aprés des traitements de 72 heures, les concentrations en
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cytochrome P-450 sont encore augmentées, alors que toutes les activités
enzymatiques sont inhibées {(non montré), comme cela a déja été rapporte
(Canivenc, 1989).

It est probable que l'effet inhibiteur du procloraz note au chapitre
précédent (spectre de type Il}, se manifeste au niveau des microsomes aprés la

période de stimulation, le procloraz se complexant probablement avec les

cytochromes.
B.3.Effets du mécoprop

Le mécoprop est un herbicide de ia méme famille chimique que le 2,4-D.
Leurs modes d'action sont également similaires, et tous deux scnt des
herbicides sélectifs du blé. C'est pourquoi une dose identique a celle retenue
pour le 2,4-D (300 uM) est utilisée pour le mécoprop. Les effets du mécoprop
sont comparés a ceux du 2,4-D aprés des traitements de 48 heures (Tableau
28). Le mecoprop et le 2,4-D augmentent les taux de cytochrome P-450 d'un
facteur comparabie. De plus, ils produisent des effets similaires sur les
activites enzymatiques, stimulant préférentiellement ['activité N-
déméthylase. Le mécoprop stimule aussi la LAH, mais des effets plus
importants sont observes concernant l'activité CA4H, qui est augmentée 25
fois.

Les deux composés, 2,4-D et mécoprop, stimulent les quatre activités
d'oxygénation. Cependant, le 2,4-D a des effets plus importants que ceux du
meécoprop sur les réactions d'oxygénation du chlortoluron, alors que le

mécoprop est plus efficace dans le cas de fa LAH et de la CA4H plus

spécialement.
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B.4.Effets du chlortoluron

La capacité du chlortoluron a induire son propre métabolisme a été
testee aprés avoir soumis les cellules a une dose de 200 uM pendant 48 heures
(Tableau 28). La dose de 200 pM inhibe la croissance des cellules d'environ 50
% (Canivenc, 1989). L'augmentation des teneurs en cytochrome P-450 (2.9
fois) est intermédiaire entre celles obtenues avec le 2,4-D et le procloraz. Le
chlortoluron stimule son propre métabolisme en augmentant principalement
l'activité N-déméthylase, et sans avoir d'effets notables sur les activités LAH
et CA4H. Des effets supérieurs mais non significatifs sont observés aprés une

application de {'herbicide a la dose de 400 uM pendant 48 heures (non montré).

B.5.Effets des antidotes d'herbicides

Trois antidotes de la famille des éthers d'oxime, le cyométrinil,
I'oxabétrinil et le CGA 133205 sont testés pour leurs capacités a augmenter la
dégradation du chlortoluron in vitro (Tableau 28). Administré a la dose de 400
uM, le cyométrinil stimule fortement le métabolisme du chlortoluron dans les
cultures cellulaires de blé {(Canivenc et al, 1989). Aprés 48 heures de
traitement en présence de cyométrinil, les teneurs en cytochrome P-450 sont
triplees, les autres antidotes étant moins actifs a la méme dose. Les trois
analogues montrent les mémes potentialités & stimuler le métabolisme du
chlortoluron, en agissant principalement sur fa N-déméthylation. Les activités
LAH sont comparables a celles obtenues lors de traitements avec le 2,4-D.
Seul le cyométrinil stimule aussi la CA4H. lLes effets du cyométrinil
s'observent également aprés des traitements de 72 heures, avec un effet

significatif sur l'activité LAH seule, et aucun effet sur celle de ta CA4H
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(Canivenc, 1989). Les trois antidotes, de structures chimiques comparables,
sont de bons stimulateurs, mais montrent des spécificités vis a vis des

teneurs en P-450 et de la CA4H.

C.CONCLUSION

Les teneurs en cytochrome P-450 et les niveaux de transformation du
chlortoluron in vitro sont faibles dans les microsomes préparés a partir de
celiules témoins. Ceci est une situation commune chez les plantes en
comparaison des activités relevées chez les animaux. Les valeurs présentées
ici sont comparables, ou supérieures a celles généralement rapportées pour
des préparations de microsomes de plantes capables de métaboliser des

xenobiotiques.

Nos resultats montrent également l'intérét de traiter les cellules dans
le but d'obtenir des préparaticns douées d'activités enzymatiques
suffisamment élevées. Des conclusions similaires sont fournies par des études
in vitro récentes concernant la participation de monooxygénases a cytochrome
P-450 dans la détoxication du diclofop chez le blé (McFadden ef al, 1989
Zimmerlin et Durst, 1990 a et b), du bentazon et du primisulfuron chez le mais
{(McFadden et al, 1990 ; Fonné-Pfister et al., 1990 a) et du chlortoluron chez le
mats (Fonné-Plister et al, 1990 b). Dans les suspensions cellulaires de blé,
les traitements n'affectent pas seulement les teneurs en cytochrome P-450 et
le métabolisme du chlortoluron, mais ils augmentent aussi iles activités de la
LAH et de la CA4H. Néanmoins, les niveaux de stimulation de ces derniéres

activités dans le blé sont plus faibles que ceux obtenus dans des microsomes
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sur les enzymes affectant le chlortoluron. L'activité o-LAH présente chez
Vicia faba est stimulée 5 fois dans des graines traitées pendant 48 heures
(Salaln et al, 1986). Cet effet n'est pas suivi par une augmentation égale des
teneurs en cytochrome P-450 et de la CA4H, qui ne sont que faiblement

modifiees. Une interprétation similaire peut étre faite pour le mécoprop.

Le procloraz, administré pendant 24 heures, est capable de stimuler
l'oxygénation du chlortoluron dans des microsomes de blé. Ceci est en accord
avec les résultats obtenus précédemment, ou ce fongicide stimule-t-il le
metabolisme du chlortoluron dans des cellules de blé (Canivenc, 1989). Il est
possible qu'il agisse chez les plantes comme dans les foies de rat et d'oiseaux
ou il est un inducteur puissant des monooxygénases a cytochrome P-450
(Riviere, 1983 ; Johnston et al, 1989). Il convient de noter que ses effets
stimulateurs Jin vitro sont fugaces, quoique la dose de procloraz utilisée ne
soit pas toxique. Ce phénomeéne est typique de celui obtenu avec des agents
biphasiques comme les composés azotés et les composés a motif méthyléne
dioxobenzéne abondamment décrits (Franklin, 1977 ; Pershing et Frankiin,
1982 ; Marcus ef al, 1986 ; Murray, 1988). Quand ils sont administrés jn vivo,
de tels composés produisent une phase initiale d'inhibition associée & la
formation d'un complexe avec les cytochromes P-450. Une seconde phase met
en jeu la synthése de novo de cytochromes P-450 et la génération de grandes
quantites de complexe inactif. Ccmme les plus fortes teneurs en cytochrome
P-450 sont detectabies dans les microsomes aprés 48 heures, il est probable
que le procloraz induise différentes isoenzymes de cytochrome P-450

montrant des sensibilités variables a I'égard du fongicide.



[l a été rapporié antérieurement que l'atrazine est capabie de stimuler
son propre métabolisme dans le mais (Jachetta et Radosevich, 1981). Nos
expériences montrent que le chlortoluron augmente également son propre
métabolisme dans le blé, et cette augmentation de métabolisme paraft étre du
type cytochrome P-450. Ceci rappelle qu'une induction des teneurs en
cytochrome P-450 et de l'activité CA4H est décrite dans les tubercules de

topinambour par le monuron, un analogue structural du chlortoluren {(Reichhart

et al., 1880).

Le traitement des cellules de bié par le cyométrinil stimule le
métaboiisme du chlortoluron in vivo (Canivenc ef al., 1989) et in vitro. Cet
antidote semble donc actif dans le blé ou il augmente aussi le métabolisme du
chlorsulfuron (Sweetser, 1985)., Comme il ne présente pas d'effet direct
positif sur 'oxygénation du chlortoluron quand il est administré directement
aux microsomes (ct Chapitre 4), nos résultats semblent indiquer qu'il pourrait
agir comme un inducteur de moeonooxygénases a cytochrome P-450. Le
cyometrinil comparé a l'oxabétrinil et au CGA 133205, produit des effets
différents sur les teneurs en cytochrome P-450 et les activités CA4H. Le mode
daction des antidotes a é€té abondamment étudié, et plusieurs théories ont été
proposées. En effet, ces molécules initialement étaient considérées comme
responsables de ['élévation d'activité du systéme gluthathion/gluthathion-
transférase (Lay et Casida, 1976 ; Leavitt et Penner, 1979 ; Hatzios, 1983). Ce
travail fourni une preuve supplémentaire que ces composés peuvent aussi
stimuler la dégradation oxydative des herbicides, en agissant comme das

inducteurs de monooxygénases a cytochrome P-450.
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Les activitées des monoxygénases a cytochrome P-450 montrent des
stimulations différentes en réponse aux divers traitements. En résumé,
I'activité  chlortoluron N-déméthylase est I'activité la plus stimulée,
I'nydroxylase et la LAH sont moins sensibles, et la CA4H est généralement peu
affectée. A ce jour, aucune stimulation du métabolisme du chlortoluron n'a pu
étre obtenue en utilisant des inducteurs reconnus des cytochromes P-450
végetaux comme le géraniol, I'aminopyrine, le phéncbarbital ocu le clofibrate.
Ces résultats sont compatibles avec I'hypothése suivant laquelle au moins
deux monooxygénases a cytochrome P-450 différentes seraient impliquées

dans le métabolisme du chlorteluron dans !es ceilules de blé.






113

CHAPITRE 6 : MISE EN EVIDENCE DE CORRELATIONS STRUCTURE-
ACTIVITE.

A.INTRODUCTION
A.1.Généralités et établissement des corrélations
A.2.Paramétres physicochimiques utilisés
A.2.1.Parametres électroniques
A.2.2.Paramétres lipophiles

A.2.3.Parameétres stériques

B.RESULTATS
B.1.Coefficients de corrélation partiels
B.2.Parameétre électronigue
B.3.Parametre lipophile
B.4.Paramétre stérique
B.5.Recherche de meilleures corrélations avec le programme pas a pas

B.6.Cas das métabolites

C.CONCLUSION



A.INTRODUCTION

L'objet de ce chapitre est de rechercher queiles corrélations peuvent
exister entre les activités CPUH et CPUDM mesurées dans les microsomes, en
présence du chiortoluron et de ses analogues structuraux, et la structure
chimique de ces derniers. En d'autres termes, il importe de déterminer quelles
caractéristiques des substitutions, affectant le pheényle et l'azote des
analogues structuraux, sont responsables de linhibition de I'hydroxylation de
la N-déméthylation du chlortoluron. Les résultats expérimentaux cont été repris
de la figure 50, chapitre 4. Les analyses devraient ensuite permetire de
déterminer les propriétés physicochimigues que devraient posséder des
inhibiteurs potentiels du métabolisme du chlortoluron. Les études de
corrélation structure-activité ont été réalisées au laboratoire d'Agrochimie

(ENSAT, Toulouse) au moyen de la méthode de Hansch-Fujita.

Nous avons bénéficié pour cetle étude des paramétres physicochimiques
déterminés par L. Arnaud (1989)(Laboratoire de physiclogie cellulaire et
moléculaire, Université J. Fourier, Grenoble), ainsi que des données
abondamment publiées concernant les études QSAR réalisées sur I'inhibition du
transfert électronique du PS Il {Kakkis et al, 1984 ; Mitsukake ef al, 1988 ;

Shimizu et al, 1988 ; Shigematsu et al.,, 1989).

A_1.Généralités et établissement des corrélations

La recherche de corrélations structure-activité consiste a faire
apparaitre une relation mathématique traduisant l'effet des modifications de
structure chimique sur les variations correspondantes d'activité biclogigue.
Cette démarche, déja ancienne {Hansch et Fujita, 1964 ; Hansch et Deutsch,

1866), repose sur la description par des parameétres physicochimiques de
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séries de molécules différemment substituées. Les molécules a comparer

doivent appartenir a une méme série chimigque homogéne.

Dans ce modele, la variation d'enthalpie libre de Pinteraction effecteur-

récepteur peut s'exprimer de la maniere suivante :

AG=AE+AP+AS

La valeur de A G° représente ainsi ia somme des variations individuelles
des différents parametres structuraux indépendants, qui interviennent en
général dans la liaison d'une petite moiécule a une macromolécule. Ces
parametres sont d'ordre électronique (E), hydrophcbe (P) et stérique (5). lls ont

des valeurs qui dépendent de la nature du substituant et de la position de la

substitution.

Pour établir des relations entre la réponse biologigue et les parameétres
électroniques, lipophiles ou stériques, il faut rechercher les combinaisons qui
expliguent au mieux les variations de l'activité biologigue. La résolution de ce
prehleme consiste en une succession d'analyses régressives des données. On
obtient ainsi les constantes caractéristiques de toutes les corrélations

possibles. La forme générale d'une corréelation sera
Y=ag +atXq1+axXo+ ...+ anXn

La corrélation retenue est celle qui présente les meijlleurs critéres
fournis par analyse informatique. Le coefficient de détermination 12
représente la proportion de la variance de Y qui peut étre attribuée a sa
régression linéaire en X. L'écart type s donne une estimation de la dispersion

des points expérimentaux par rapport aux points estimés par la corrélation. Le



116

test F de Fisher-Snedecor permet de trancher si une corrélation est

significative au seuil de confiance P choisi.

A.2.Parameétres physicochimiques utilisés

A_2.1.Parametres électroniques

Le remplacement d'un substituant par un autre peut conduire a une
modification de ia réactivité chimique d'une molécule. | induit un changement
de la densité électronique sur la molécule. Le parametre o de Hammetit est le
plus souvent utilisé pour évaluer l'effet électronique d'un substituant. La
valeur de ¢ a été relevée pour chaque substituant a partir des tables publiées

(Hansch et Leo, 1979).

Le paramétre o peut prendre des valeurs positives ou négatives suivant

que les substituants sont respectivement attracteurs ou donneurs d'électrons,

I'hydrogéne ayant une valeur nulle.

Un grand nombre de parameétres ont également été proposés pour pallier
les difficultés rencontrées avec certaines mcolécules (anilines ou phénols

para-substitués), a propos du ¢ de Hammett.

A.2.2.Paramétres lipophiles

Une molécule de structure de base AH non substituée se partage entre
une phase agueuse et une phase organique de reféerence non miscible

{octanol-1).

Le logarithme du coefficient de partage P octanol/eau pour un composé

Ay traduit le caractére de lipophilie,
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Dans la phase organique de référence, le coefficient de lipophilie TIx
détini par Hansch pour une molécule Ax substituée en X est :

Iix = log PAx/PAH

Iy est directement relié & la variation d'enthalpie libre observée sur
I'équilibre de répartition entre phase organique et aqueuse lorsque l'on passe
de AH a Ax. Les valeurs de Iix rendent bien compte des interactions

hydrophobes dues au substituant X.

La determination de log P ou de I peut se faire par une mesure
expérimentale de coefficient de partage octanocl/eau, ou par une méthode

indirecte basée sur le caractére additit de log P ou de I1I.

il existe un troisiéme paramétre important permeitant d'estimer la
lipophilie. Le comportement d'un composé en chromatographie d'adsorption ou
de partage a un lien étroit avec les propriétés de solubilité ou de lipophilie de
la molécule. On utilise le parametre Rpm obtenu expérimentalement par
chromatographie sur couche mince. Le Rp est calculé a partir d'une mesure de

RfF (Bate-Smith et Westhall, 1950) :

RM = log (1/RF - 1)

La molécule consideree se partage entre une phase stationnaire apolaire
(silice C1g, RP 18, Merck 254) et une phase mobile polaire {méthanol/H20). Le

RmM est une fonction linéaire du log P.



Figure 56 : Réprésentation des paramétres de Verloop.
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A.2.3.Parametres stériques

Verloop a envisagé en 1976 une approche multiparamétrique pour
caractériser les interacticns stériques. Pour chaque substituant, cing
variables L, Bt, Bz, B3, B4 définissent cing dimensions dans l'espace. L rend
compte de [a iongueur de l|'axe qui relie ie substituant a la molécule. Les
valeurs de B traduisent la largeur des substituants (B4 largeur minimale, Bg =
largeur maximale, Figure 56), perpendiculairement a cet axe. Ces constantes
rendent compte du logement de la molécule dans le récepteur. Le programme

tient compte de la confoermation la plus prcbable de la molécule.

Un autre paramétre est le coefficient de réfraction moléculaire MR

(Hansch et Léo, 1979). Il est défini par la relation de Lorentz-Lorenz :
MR = (n2 - 1}PM / (n2 + 1)d avec n indice de réfraction
PM poids moléculaire

d densite

Le MR traduit les forces de reconnaissance entre un substrat et son
récepteur et met en jeu des forces de dispersion beaucoup plus faibles que les

forces hydrophobes.

B.RESULTATS

B.1.Coefficients de cotrrélation partiels

L'examen des coefficients de corrélation partiels entre les principaux

parameétres choisis parmi une trentaine et décrivant les aspects



Tableau 29 : Principaux paramétres et coefficients de corrélation partiels.

Paramétres log CPUH log CPUDM

Electroniques

o3 -0,712 -0,577
o4 -0,574 -0,592
zo -0,895 -0,777
HYdroph?beSP 0,737 0,607
Og Ty TV
T3 -0,703 -3,568
T4 -0,082 -0,079
pA N -0,552 -0,421
Rm -0,786 -0,712
Stériquei 0,737 0,618
3 - 1 - ]
B1(3) -0,705 -0,581
B4(3) -0,598 -0,472
Ly -0,055 0,033
B14) -0,240 -0,204
B4(4) 0,265 0,334
MR3 -0,739 -0,608
MR4 0,156 0,230

MR -0,455 -0,368




119

électroniques, lipophiles ou stériques des molécules testées, et les activités
hydroxylase et N-déméthylase du chlortoluron montre que (Tableau 29) :

-les deux activités enzymatiques sont sensibles aux mémes facteurs

structuraux

-I'effet électronique des deux substituants sur le phényle est essentiel ;

if s'exerce surtout par effet inductif
-I'effet lipophile est important ; le paramétre le plus correlé est le
paramétre expérimental Ry mesuré par chromatographie sur couche mince
-'effet stérique est nettement plus marqué pour la substitution en meta

sur le phényle ; l'exigence stérique en para est négligeable.

Nous allons analyser de fagon plus détaillée ces résultals en
considérant les paramétres pris séparément, puis par la méthode des

corrélations pas a pas.

Les paramétres physicochimiques concernant les molécules utilisees

sont regroupés dans le tableau 30.

B.2.Parametre électronique

Concernant I'hydroxylase, les valeurs des coefficients ¢ sont reportées
dans le Tableau 30. On obtient avec les N-diméthylurées seules une trés bonne

corrélation

log CPUH = -1,726 Y02 + 0,086%c + 2,010
(-2,842;-0,609) (-0,376;0,549) (1,937;2,082)

n=6;ré=0967;s=0,038; F23 =44,15 (1 %)



120

La parabole passe par un maximum pour un ¢ proche de 0, c'est a dire
pour un phényle non subtitué. La parabole descendante devra éire confirmée
avec des substituants plus donneurs que lisopropyle, par exemple un para-
meéthoxy ou un amino. Cette corrélation est beaucoup plus satisfaisante que la

linéaire pour laquelle r2 = 0,702. Elle rend compte de 97 % des variations

observées pour la réponse biologique.

Les points expérimentaux concernant les aufres phénylurées se placent
bien sur la courbe. Il est donc possible de traiter tous les composés ensemble.

Dans ce cas, la corrélation obtenue est encore meilleure (équation A) .

log CPUH = -0,994 362 - 0,158 3¢ + 1,972
(-1,707;-0,281) (-0,521;0,209) (1,915:2,030)

n=12 ;12 =0,908 ;s =0,051; F2 g = 43,36 (1 %.)

Les mémes observations peuvent étre faites sur e maximum de la

parabole et sur les substituants plus donneurs gue liscpropyle.
L.es resuftats obtenus pour I'hydroxylase se refrouvent avec la N-
déméthylase. Les paraboles présentent également un maximum pour ¢ = 0. Pour

les N-diméthylurées, la corrélation est :

log CPUDM = 2,492 362 - 02813 + 2,038
(-5,743:0,759) (-1,065:1,628) (1,826;2,249)

N=6; 2 =0,843;s=0112; Fo.3 = 8,03 (10 %)

Pour l'ensemble des phénylurées, elle est (égquation B)
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log CPUDM = -1,245 362 - 00693%¥c + 1,983
(-2,738:0,247) (-0,833;0,696) (1,862;2,103)

n=12;r2=0716 ;s =0,106 ; Fo.g = 11,37 {5 %.)

B.3.Parameétre lipophile

Pour les deux activités, le paramétre le plus significatif est le
parameétre expérimental Rp, mesuré par chromatographie sur couche mince.
Les valeurs des Rp sont données dans le Tableau 30. On n'observe pas de

différence significative entre les phénylurées diméthylées et les autres. Les

12 composeés seront traités ensemble.

log CPUH = 1,800 - 0,564 Rm
{1,731;1,870) (-0,899;-0,229)

log CPUDM = 1,806 - 0,618 Rm
(1,710:1,902) (-1,078;-0,158)

n=11;12 = 0,507; s = 0,140 : F{.g = 9,26 (2,5 %)
il peut étre intéressant de savoir si une position de substituant sur le

pheényle agit préferentiellement par sa lipophilie sur [a réponse biclogique.

Pour cela, nous avens retenu le parametre 11 .
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log CPUH = 1,896 - 0,271 1.3 n=12; r2 = 0,494 ;s = 0,111
log CPUH = 1,813 - 0,028 1.4 n=12; r2 = 0,006 ; s = 0,156
log CPUDM = 1,896 - 0,264 T1.3 n=12;r2=0,322 ;s = 0,158
log CPUDM = 1,819 - 0,032 114 n=12;r2=0,079 ;s = 0,189

Dans les deux cas, la position privilégiée est la position méta.

B.4.Parametre stérique

Le paramétre le plus corrélé est le parametre de réfraction moléculaire.
Les valeurs des MR sont contenues dans le Tableau 30. Ce paramétre prend en
compte l'encombrement de la molécule mais aussi une part d'effet
électronique de polarisation. Cette composante de polarisation peut expliquer
la meilleure corrélation obtenue avec ce paraméire. De tous les paramétres
stériques testés et pour les deux enzymes, la position meta est prédominante

dans l'expression de la reponse bioicgique (Tableau 29).

B.5.Recherche de meilleures corrélations avec le programme pas

a pas

La recherche de la meilleure corrélation s'effectue en plusieurs étapes :
-recherche du parametre le plus correlé

-recherche parmi les autres parameétres de celui qui conduit a une

meilleure corrélation avec le premier

-recherche d'un troisieme parametre, qui, joint aux deux premiers,

serait susceptible d'améliorer encore la corrélation

Les F partiels sont calculés pour chague parameétre et détermine s'ils

doivent étre retenus.
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Le paramétre le plus corrélé dans le cas de I'hydroxylase est Yo Le
second paramétre qui conduit a une meilleure corrélation est le Rpm. Il n'y a pas

de troisieme parameétre a considerer.

log CPUH = 1,933 - 0,453 5o - 0,280 Ry
(-0,661:-0,246) (-0,497:-0,064)

n=11;r2=0,899 ;s =0,055; F2 8 = 3549 (1 %.)

La méme procédure utilisée fait ressortir uniquement le parametre o

concernant ia N-déméthylase.

B.6.Cas des métabolites

A la suite de cette étude, nous avons administré aux microsomes le
chlortoluron et trois de ses métabolites présents dans les plantes, le derive
hydroxylé et les dérivés N-monoc et N-didéméthylés. Leurs propriétes sont
résumées dans le Tableau 31. Les métabolites sont aussi inhibiteurs de la
CPUH et de la CPUDM, ils rentrent bien dans les paraboles décrites par les

équations de degré 2 concernant Xa.

C.CONCLUSION

Il est possible de dégager des corrélations entre la structure chimique
des analogues structuraux du chlortoluron et leurs capacités a inhiber le

métabolisme de I'herbicide lors des incubations.
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L'effet électronique des deux substituants sur le phényle est le
paramétre le plus corrélé. Le fait d'obtenir une bonne corrélation de I'activité
biclogique avec le paramétre électronique de degré 2 traduit un phénomeéne
complexe. It pourrait signifier des effets de chélation entre le chiortoluron et
son analogue (Cammarata ef al, 1970), ou une compétition entre deux sites
réactionnels. Nous avons déja I'hypothése de la participation de plusieurs
isoformes de cytochrome P-450 (cinétiques non Michaéliennes). En outre, deux
molécules pourraient étre métabolisées en méme temps par une enzyme,
comme par exemple le chlortoluron et un analogue structural. Pour chaque
réaction, le facteur électronique global Yo des substituants du phényle est
primordial. Concernant P'hydroxylase, cet effet est évident puisque le site
réactionnel est sur le noyau lui méme. Pour la N-déméthylase, le site
réactionnel est séparé du phényie par des atomes qui peuvent transmettre cet

effet électronique par des électrons Pi et des doublets libres.

Les cytochromes P-450 sont spécialisés dans I'oxydation de substrats
lipophiles. Le paramétre giobal de lipophilie peut, comme le parametre o,
intervenir sur la fixation de la molécule au niveau du(des) site(s) actif(s).
Pour les deux enzymes, le role de la lipophilie s'exerce de la méme maniére,
car les coefficients du parametre Ry sont tres proches dans les deux
corrélations. Le parameétre global de lipophilie est plus important que le
paramétre partiel 1. Cependant, les corrélations obtenues avec 1.3 et avec
lM.4 montrent que pour ies deux activités la substitution en meta agit
préférentiellement par sa lipophilie sur la réponse biologique. Les liaisons
hydrophobes mises en jeu lors de la fixation sur le site récepteur proviennent
de la molécule entiere. La partie lipophile de la mclécule ne contribue qu'en

partie, et surtout par la position mefa sur ie phényle, a cette fixation.



Les paramétres stériques ont peu d'importance, la position privilégiée

est la position en meta.

Concernant l'activité hydroxylase, la méthode des corrélations pas a pas
confirme ces données. Les signes des coefficients des paramétres Yo et Rm
sont négatifs, les paramétres agissent dans le méme sens. tes valeurs
absolues des coefficients de ces paramétres indiquent que l'effet électronique
est plus important que I'effet lipophile dans l'explication de la réponse

bioiogique.

En d'autres termes, de bons inhibiteurs du métabolisme du chlortoluron,
vraisemblablement compétiteurs, devront avoir sur le noyau phényle des
substituants trés attracteurs d'électrons. De tels substituants (I+) vont
entrainer un déplacement de charges négatives vers le cycle et l'apparition
d'une charge positive sur i'azote tertiaire. Une forte lipophilie des molécules
renforce le caractere inhibiteur. La nature des substituants sur [|'azote
tertiaire ne semble pas intervenir de fagon importante sur I'efficacité des

analogues etudiés a inhiber le métabolisme du chlortoluron.

Le fait d'avoir des équations prenant en compte les mémes parameétres
pour les activites CPUH et CPUDM est compatible avec I'hypothése de systémes
egnzymatiques agissant selon les mémes mécanismes. De plus, le déplacement
des charges, suggéré au paragraphe précédent, entraine une orientation
préferentielle de la molécule dans le site actif, en accord avec deux systémes
enzymatiques distincts. Dans le cas ou les effecteurs seraient des inhibiteurs
competitifs metabolisés, il est probable que I'excés de charges négatives sur
le cycle augmente l'affinité de la molécule pour la poche catalytique, et
favorise la formation du complexe enzyme-effecteur, en diminuant la valeur

du Km de l'effecteur par rapport a celle du chlortoluron. L'effecteur pourrait
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8tre faiblement métabolisé. Ainsi, dans notre cas, le diuron, meilleur
inhibiteur du métabolisme du chlortoluron chez le blé, et inhibiteur compétitif
de ia chlortoluron N-déméthylase chez le topinambour (Fonné, 1985), n'est que

trés faiblement N-déalkylé par tes microsomes de blé.

Il serait intéressant de reprendre ces etudes avec d'autres phénylurées,
notamment des subtituants trés donneurs d'électrons {méthoxy, amino,...), doni
les effets biologiques seraient exprimés sous forme de I5p. Enfin, le mode

d'inhibition des analogues testés (compétiteurs, ou non} reste a élucider.
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CONCLUSION GENERALE ET DISCUSSION

Jusqu'a ces derniéres annges, il n'exitait qu'un nombre réduit de travaux
impliqguant des monooxygénases a cytochrome P-450 dans le métabolisme des
herbicides. lis concernaient notamment [e métabolisme du monuron chez le
coton (Frear et al, 1969), du 2,4-D chez le pois (Makeev et al, 1977) et du
chiortoluron chez le topinambour {Fonné, 1985). Récemment, plusieurs équipes
ont déemontré l'implication de monooxygénases a cytochrome P-450 dans le
meétabolisme du diclofop chez ie blé (Mc Fadden et al, 1989 ; Zimmerlin et
Durst, 1990 a et b), du bentazon (McFadden et al, 1990), du primisulfuron
(Fonne-Pfister et al, 1990 a) et enfin du chlortoluron (Fonné-Pfister et
al., 1990 b) chez le mais. Le métabolisme du métolachlor (Mareland ef al., 1989
a) ainsi que celui du chlorsulfuron (Frear et Mardaus, 1990} seraient
également sous la dépendance de monooxygénases a cytochrome P-450. Ces
résultats sont encore trés fragmentaires et soulignent les difficultés
rencontrées lors de I'étude des réactions de détoxication des xénobictiques
catalysées par des monooxygénases a cytochrome P-450 végétales, en

comparaison de la multitude de travaux effectués sur leurs homologues

animales.

L'étude des enzymes responsables du métabolisme oxydatif du
chlortoluron chez le blé, sujet de cette thése, a été réalisée sur suspensions
cellulaires traitées par des agents connus comme stimulateurs du
métabolisme de {'herbicide in vivo (Canivenc, 1989). Les résultats obtenus
suggérent que dans ce matériel végetal, et dans nos conditions
expérimentales, I'hydroxylation du méthyle du cycle aromatique et la premiére

N-démeéthylation de ['herbicide, seraient catalysées par des monooxygénases &
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cytochrome P-450. Des enzymes distinctes seraient impliquées dans chacune

des deux réactions.

Les cultures cellulaires sont depuis de nombreuses années utilisées
pour les études métaboliqgues (Mumma et Davidonis, 1883). En particulier, les
suspensions cellulaires de blé confirment leurs capacités & métaboliser ies
xenobiotiques (2,4-D : Scheil et Sandermann, 1981 ; pentachlorophéncl : Schell
et al.,, 1984 ; chlortoluron : Owen et Donzel, 1986 et Canivenc ef al, 1989 ;

triazines : Edwards et Owen, 1989).

L'ensemble des résultats présentés dans les chapitres précédents,
comme ceux de la littérature concernant le métabolisme des herbicides in

vitro, soulévent un certain nombre de points qui seront développés dans cette

discussion.

A.Le matériel expérimental choisi, a savoir des suspensions cellulaires,
est-il réprésentatif des mécanismes présents dans les plantes?

B.L'etude des enzymes responsables du métabolisme du chlortoluron a
¢té reéalisée sur suspensions cellulaires traitées par des composés
stimuiateurs du meétabolisme de I'herbicide in vivo, sommes nous en présence
d'inductions?

C.Les niveaux des activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase
mesurees dans les microsomes de bié sont faibles, quelle en est la
signification?

D.Des enzymes autres que des monooxygénases a cytechrome P-450
scnt-elles susceptibles de métaboliser le chlortoluron in vivo?

E.Quelles sont les fonctions physiologiques des monooxygénases a

cytochrome P-450 qui métabolisent le chlortoluron?
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A.LA REPRESENTATIVITE DU MODELE EXPERIMENTAL

Le travail réalisé in vitro est le prolongement des études menées in vivo
par M.G. Canivenc sur suspensions ceflulaires. Les facilités de traitement lices
a leur usage ont contribué a !'obtention de nos résultats. En outre, ce matériel
avait été choisi en raison d'autres avantages qu'il procurait sur le plan
technique :

-Les suspensions cellulaires permettent {'obtention de grandes
quantités de matériel végétal

-Les cellules étant non chiorophylliennes, elles contiennent peu de
pigments, ce qui facilite le dosage spectrophotométrique des cytochromes

-Les suspensions cellulaires présentent une grande homogeénéité

intrinségue qui permet une bonne reproductibilité expérimentale.

En général, il est admis que les mécanismes qui existent chez les
plantes d'une espéce sont conservés dans les cultures cellulaires de la méme
espece, et le plus souvent, les schémas métaboliques sont identiques. C'est
vrai pour ie chlortcluron dans des cultures cellulaires et des feuilles de coton
(Owen et Donzel, 1986) et de blé (Canivenc, 1989). En général l'importance
relative des métabolites différencie les plantes des cultures cellulaires
(Mumma et Davidonis, 1983)., C'est encore le cas du chlortoluron
majoritairement hydroxylé par les piantes de blé et qui est surtout N-déalkylé
dans les suspensions cellulaires (Canivenc, 1989). Les rapports des différents
métabolites du bentazon sont également différents entre les plantes et les
suspensions cellulaires de soja (Sterling et Balke, 1988). Les plantes et les
cultures celiulaires sont souvent sensibles aux mémes agents. Toujours
concernant le chlortoluron, les réactions métaboliques chez le blé présentent
des sensibilités identiques & des inhibiteurs comme I'ABT dans les deux

materiels (Gaillardon ef al, 1985 ; Canivenc, 1989).
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Les facteurs généraux qui conditionnent les variations d'activités
meétaboliques entre les plantes et les cultures cellulaires concernent la
structure des cultures cellulaires, leurs protecoles d'initialisation et
d'entretien. Ces facteurs sont responsables dans les cultures de la stimulation
ocu de l'inhibition d'activités enzymatiques qui s'expriment normalement dans
les plantes.

-Tous les composés sont administrés aux cultures celiulaires dans le
milieu de culture. lls ne pénetrent pas de la méme fagon dans les cellules.
C'est le cas du chlortoluron dans des cultures de blé et de riz (Owen et Donzel,
1986).

-Les métabolites intermeédiaires polaires sont le plus souvent excrétés
dans le milieu de culture. De ce fait les taux de conjugaison sont souvent
inférieurs dans les cultures celiulaires & ceux observés dans les plantes.
Ainsi, le propiconazole est abondamment conjugué a des acides aminés dans
les plantes de blé, alors que les métabolites libres s'accumulent dans le
milieu de culture des celiules (Owen et Donzel, 1986) et ne sont pas substrats
des enzymes de conjugaison. Dans les cultures cellulaires, il n'existe pas les
meécanismes de compartimentalisation ni les influences de microorganismes
ou abiotiques (hydrolyse, photolyse}(Owen et Donzel, 1986) présents dans les
plantes. Les métabolites relargués dans le milieu de culture peuvent aussi
servir de substrats a d'autres systémes enzymatiques et modifier les
contributions relatives de chaque activité enzymatique.

-La mise en culture des cellules peut engendrer dans celles-ci des
variations genétiques par rapport aux plantes. Certaines cultures cellulaires
perdent la capacité a metaboliser un composé, qu'il soit substrat endogéne ou
xénobiotique. La plupart des cultures cellulaires sont hétérotrophes, ce qui
impliqgue que leur métabolisme primaire est différent de celui des plantes. Des

plantes reégénerées a partir de cultures cellulaires sont connues pour
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presenter une grande variabilité par rapport aux plantes originelles. De telles
varigtions contrdlées par des génes nucléaires seraient dues a4 des mutations
récessives (Brown et al, 1986). A linverse, les activités de ia laurate
w-hydroxylase sont beaucoup pius importantes dans des cultures cellulaires de
soja que dans des plantules, c'est aussi le cas pour d'autres activités du
métabolisme secondaire comme la CA4H. Dans les cultures celiulaires de
topinambour, aucune activité CA4H ne s'exprime (J.P. Salaln, communication
personnelle), peut étre parce que ces cellules non différentiées n'ont pas
besoin de synthetiser de lignine. Il est possible qu'un signal régulateur
represseur agisse directement au niveau de la synthése d'ARN. Certaines
enzymes de la détoxication des xénobictiques peuvent ne pas s'exprimer dans
des cultures de cellules indifférenciées. C'est notamment le cas des enzymes
de phase Il : ainsi, ies cultures cellulaires de mais ont perdu la capacité des
plantes a conjuguer l'atrazine avec fe glutathion (Edwards et Owen, 19886,
1088).

-Quelquefois, les potentialités métaboliques des cultures cellulaires
évoluent avec le temps. Ceci concerne tout d'abord I'dge des cultures. Ce
facteur entraine des modifications qualitatives du métabolisme du
chiortoluron dans des cultures de laitue cultivées depuis plusieurs années
(Cole et Owen, 1988). De plus les capacités métaboliques évoluent durant le
cycle de croissance des cultures cellulaires. En d'autre termes, lintervalle de
temps qui separe la mesure des activités enzymatiques du repiguage des
cultures module certaines activités. C'est ainsi le cas de la CA4H et des
enzymes du métabolisme des phénylpropanoides chez le soja (Ebel et ai,
1974). C'est également le cas du chlortoluron dans les cultures de blé
{Canivenc, 1989} et d'atrazine chez le mais (Owen et Donzel, 1986). Dans ces
deux cultures cellulaires, le métabolisme de [I'herbicide décroit au fur et a

mesure que 'on s'eloigne de la date de repiquage.
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-Le milieu de culture conditionne aussi les capacités métaboliques des
cultures cellulaires. En particulier, fes hormones ont une grande influence, de
par leur nature et leur concentration. Par exemple, ces facteurs de croissance
conditionnent l'activité d'enzymes nucléolytiques chez le blé, en augmentant
ou en diminuant leurs niveaux (Udvardy et al, 1976). Dans des cultures de
mais, le métabolisme du chlortoluron est accéléré lorsque le milieu de culture
comporte de fortes doses de 2,4-D (Cole et Owen, 1987 a et b). C'était aussi le

cas pour le chlortoluron chez le blé in vivo (Canivenc ef al, 1989) et in vitro

(cf Chapitres 4 et 5).

En conclusion, #t apparait que les études sur culiures cellulaires de blé
refletent les mécanismes métaboliques présents dans les plantes in vivo
(Canivenc, 1989). Certaines limites existent, qui se situent au niveau de la
régulation des activités enzymatiques. Avant d'effectuer des études sur
fractions membranaires, il apparait nécessaire d'effectuer des études
préliminaires in vivo qui ont pour but de déterminer les conditions les plus
favorables a !'expression des activités recherchées. Dans notre cas, les
conditions ont eté definies par M.C. Canivenc (1989), et comprenaient en

particulier I'utilisation d'agents capables de stimuler {e métabolisme de

I'herbicide.

B.LA STIMULATION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Pour l'étude des enzymes responsables du métabolisme du chlortoluron,
les cellules sont traitées avec des composés stimulateurs du métabolisme de
I'herbicide in vivo, comme le cyométrinil, le 2,4-D et le procloraz, dont les
effets sont retrouvés in vitro. Ces agents stimulent non seulement les

activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase, mais ils augmentent
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aussi les niveaux d'activites d'enzymes du métabolisme endogéne des celiules

vegétales, la CA4H et ta LAH, comme les teneurs en cytochromes P-450.

Il est vraisemblable que ces composés agissent en tant qu'inducteurs de
monooxygénases a cytochrome P-450. L'induction est un mécanisme particulier
gui s'effectue selon une chaine d'événements (fixation de l'effecteur sur un
récepteur membranaire, translocation dans fe noyau, activation du généme (cf
Chapitre 1), qui se traduit par une synthése de protéines. L'induction différe
ainsi d'un simple mécanisme de stimulation des activités enzymatiques, ou
d'autres mécanismes de régulation (diminution du turn-over des protéines).
Les effets d'inhibiteurs de la synthése des protéines (cycloheximide)
administrés en méme temps que les effecteurs n'ont pas été évalués dans
notre modéle. L'augmentation des teneurs en cytochrome P-450 dans les
microsomes suggere cependant une synthése de protéines a la suite du

traitement des cellules.

Les cultures cellulaires de blé Koga se présentent essentiellement sous
la forme d'agrégats. La sensibilité de ces cultures a différents effecteurs
(phénobarbital, procloraz) est bien moindre que dans le cas de cellules isclées
comme celles de soja, chez qui des inhibitions de croissance sont trés vite
observées pour des doses inactives sur le blé. La structure des cultures
cellulaires de blé pourrait peut étre expliquer en partie 'absence d'effets
dinducteurs reconnus des monooxygénases a cytochrome P-450 des plantes,
comme le phénobarbital et 'aminopyrine, qui pénétreraient peu ou pas dans les

ceilules.

Nous n'avons pas testé les effets d'associations dinducteurs. Il est

rapporté que Faryl hydroxylase du diclofop chez le blé est stimulée de fagon
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additive par [‘anhydride naphthalique utilisé en enrobage des graines, et le

phénobarbital administré aux plantules (Zimmerlin et Durst, 1990 b).

Chez les animaux certaines familles de cytochromes P-450 sont
induites spécifiquement par une classe d'inducteurs. C'est le cas des
cytochromes P-450 sensibles aux barbituriques, aux composés polycycliques
aromatiques, aux alcools et aux composés inducteurs de fa prolifération de
peroxisomes (clofibrate). On ne sait pas si une telle spécificité existe chez
les végétaux. Dans les suspensions cellulaires de blé, le 2,4-D et les antidotes
d'herbicides du type éther d'oxime produisent des effets similaires sur les

activités enzymatiques.

Les résultats obtenus avec ces derniéres molécules confirment les
potentialités des antidotes d'herbicides a stimuler [l'activité de
monooxygénases a cytochrome P-450, et par voie de conséquence le
metabolisme oxydatif des herbicides, comme cela est connu depuis quelques
années pour le chlorsulfuron (Sweetser, 1985). Le mode d'action des antidotes
n'est pas encore clairement établi aujourd'hui. !l se situerait principalement
au niveau du systéeme GSH/GS-transférase {cf Chapitre 5). Cependant, les
antidotes et les synergistes stimulent ou inhibent des monooxygénases. |
convient de noter que les ftravaux récents démontrant I'implication des
monooxygenases a cytochrome P-450 dans le métabolisme des herbicides chez
les vegetaux in vitro ont tous été réalisés apres des ftraitement des plantes ou
des cultures cellulaires par des antidotes. Il est clair désormais que les
firmes phytosanitaires synthétisent des antidotes modulant le métabolisme
oxydatif d'herbicides destinés a étre utilisés spécifiquement sur céréales
(Adam ef al, 1990) alors que ces molécules étaient initialement destinées a

un usage sur mais et sorgho.
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Selon les conditions expérimentales, un méme composé peut produire
plusieurs types d'effets sur les activités enzymatiques. Un tel comportement
est observé pour de nombreux agents qualifiés de biphasiques (Riviére, 1984 ;
Canivenc, 1989), par exemple le cyométrinil ou le procloraz. Les résultats
obtenus concernant les interactions cobservées entre le métabolisme du
chlortoluron et le procloraz fournissent la preuve a I'échelle de la fraction
cellulaire que des composés, sous certaines conditions de traitement exercent
un etfet indirect sur des enzymes autres que leurs cibles cellulaires, et qu'ils
acceélerent ou inhibent le métabolisme des herbicides.

-De tels mécanismes d'action expliguent dans une certaine mesure les
degais observés au champ sur des cuitures a la suite de ['application de
pesticides en association, ou de l'application répétée du méme pesticide, ou
encore dans des conditions particuliéeres d'utilisation. Directement appliqué
sur tes microsomes, le procloraz est un inhibiteur des activités enzymatiques.
Sur suspensions cellulaires in vivo, le délai séparant les applications de
procloraz et de chlortoluron conditionne le type d'effets, stimulation ou
inhibition du métabolisme, aussi noté in vitro. Sur plantes entiéres, le
fongicide exerce un effet synergiqgue sur la phytotoxicité de [|'herbicide
(Canivenc, 1989).

-if est également probable que des mécanismes similaires se produisent
sur les graminées adventices, en augmentant leur tolérance vis-a-vis
d'herbicides auxquels eiles étaient auparavant sensibles. Dans ce cas, le

contrdle efficace de leur développement ne peut étre effectué sans nuire a la

culture.

La présence d'un facteur limitant dans les cellules ou des mécanismes
de régulation enzymatiques différents, comme déja suggéré au début de ce
chapitre, constituent une autre hypothése pour expliquer !¢ manque d'effets du

phénobarbital et de |'aminopyrine. Des phénomeénes similaires sont connus
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concernant les cytochromes P-450 d'hépatocytes de rat, tissulaires ou mis en
cuiture, qui perdent leur capacité a étre induits par le phéncbarbital (Nebert et
Gonzalez, 1987}. Quoi qu'il en soit, les facteurs de stimulation des activités
enzymatiques sans les suspensions cellulaires de blé sont toujours faibles,

compares a ceux décrits dans des plantes (Salain et al, 1986).

C.LES FAIBLES NIVEAUX DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

Méme lorsque les cellules sont traitées par des composés stimulateurs,
les activités enzymatiques responsables du métabolisme du chiortoluron
présentent des niveaux faibles. Chez les végétaux, ceci semble une régle
générale pour tous les herbicides métabolisés in vifro, comme signalé dans les

publications récentes. Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées.

Dans le cas du chlortoluron chez le blé, les faibles activités
enzymatiques sont le reflet d'un métabolisme assez lent de I'herbicide aussi
bien dans les plantules gue dans les suspensions cellulaires in vive (demi-vie
20-30 heures)(Cabanne et al., 1985 ; Canivenc, 1988). En effet, la tolérance du
ble resuite plus d'une transformation majoritaire de I'herbicide en métabolite
hydroxylé non phytotoxique (Gross ef al, 1979), que d'une vitesse de
metabelisme élevée, responsable de la tolérance de fa Veéronigue au

chiortoluron (Gonneau et al., 1988).

Les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase ont été testées
dans des microsomes de foie de rat, de canard et de poisson qui nous ont été
fournis par M.C. Canivenc et J.L. Riviére. Dans tous ces matériels, les deux
activités décrites dans les microsomes de plantes ont été retrouvées avec des
niveaux d'activité 25 fols supérieurs a ceux mesurés dans des microsomes de

ble extraits de cellules traitées par le 2,4-D. Ces résultats confirment gue les
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conditions d'incubation utilisées lors des mesures sont favorables a
I'expression des monooxygénases a cytochrome P-450 impliquées dans la

détoxication de I|'herbicide.

Une autre hypothése serait la présence dans les cellules végétales d'un
inhibiteur endogéne libéré lors du broyage des tissus, qui reconnaitrait le site
actif et se complexerait avec les cytochromes P-450 lors de la préparation
des microsomes. Plusieurs arguments sont en faveur de I'existence
d'inhibiteurs endogénes.

-Des composés naturels des plantes sont connus pour inhiber des
monooxygenases a cytochrome P-450. C'est fe cas de certains métabolites
secondaires (lignanes, phytoalexines) qui possédent la fonction réactive
méthylene dioxobenzeéne du pipéronyl butoxide, et dont certains sont utilisés a
ce tilre comme inhibiteurs de monooxygénases a cytochrome P-450 d'insectes
(Bernard et al, 1989). Les plantes renferment également de nombreuses
molécules azotées pouvant agir selon un mécanisme identique.

-Des microsomes de blé et de mais passés sur tamis Sephadex G-25
voient leurs activités de type cytochrome P-450 augmentées (McFadden et al,
1989, 1990) par rapport a celles notees sur des microsomes préparés
classiquement. Ces résultats penchent pour une inhibition par une(des)
molécules(s) de pefite taille, pouvant étre des polyphéncls (Werck-Reichhart,
1985).

-D'autre part, une macromolécule naturelle de nature inconnue inhibe les

pyrrolooxygénases du germe de blé (Frydman et al., 1972).

La capacité de composés végétaux endogénes susceptibles d'interférer
avec des monooxygénases a eté testée au laboratoire par N. Polge. Il a mesuré
les activités chlortoluron hydroxylase et N-déméthylase dans des microsomes

de rat, en présence de fractions mitochondriales, microsomales et solubles
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isolées de cultures cellulaires de blé. Cependant, aucune inhibition

siginificative n'a pu étre décelée dans ces conditions.

Une autre hypothése pourrait étre une inhibition des activités
enzymatiques par les métabolites qui en sont issus, comme cela est décrit
pour le para-coumarate sur la CA4H du pois (Russel, 1971). A forte
concentration dans fes milieux d'incubation, les trois principaux métabolites
du chlortoluron dans les plantes sont inhibiteurs du métabolisme de
I'nerbicide. Leur faible abondance dans les milieux d'incubation est

incompatible avec un tel mécanisme de régulation.

Les faibles activités enzymatiques sont peut-étre a relier & une
mauvaise affinité des substrats pour les enzymes. Dans nos expériences, une
compétition entre le xénobictique administré et un substrat endogéne & forte
affinité pour l'enzyme constituerait une hypothése quant a l'explication des
faibles activités enzymatiques, hypothése qui implique que les
monooxygénases impliquées dans les réactions de détoxication aient des
fonctions physiologiques. Enfin, les monooxygénases a cytochrome P-450 ne
constitueraient qu'une fraction des enzymes cellulaires capables d'oxyder le

chlortoluron.

D.PARTICIPATION D'AUTRES OXYGENASES DANS LE METABOLISME DU
CHLORTOLURON

Dans des microsomes isolés de suspensions cellufaires traitées par des
agents stimutateurs, I'nydroxylation et la N-déméthylation du chlortoluron
semblent catalysees par des monooxygénases a cytochrome P-450.

-L'inhibition totale des activités chlortoluron hydroxylase et N-

déméthylase par des anticorps anti-réductase suggére la participation
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obligatoire de cette enzyme comme agent de transfert d'électrons dans le
métabolisme de herbicide.

-Dans les suspensions cellulaires, les modulations du métabolisme
oxydatif du chlortoluron causées par les effecteurs de monooxygénases a
cytochrome P-450 que sont les fongicides et les régulateurs de croissance in
vivo (Canivenc, 1989) et comme les différentes inhibitions in vitro (cf
Chapitre 4) montrent que ce type d'enzymes est vraisemblablement seul
implique dans les réactions microsomales d'hydroxylation et de N-
démeéthylation. De plus, la sensibilité des réactions a deux inhibiteurs
(paclobutrazol et ABT) in vivo est comparabie a celle cbservee dans ces

fractions in vitro, pour les mémes doses.

Ces conclusions n'excluent pas cependant que d'autres types
enzymatiques puissent participer in vivo au métabolisme du chlortolurcn.
Ainsi, les trés faibles activités relevées dans les microsomes de cultures
cellulaires pourraient traduire le fait que d'autres enzymes scient localisées
dans des fractions cellulaires différentes. Cette hypothese parait peu
probable.

-in vive, les temps de demi-vie du chlortoluron dans les plantes et les
suspensions cellulaires sont relativement fongs.

-Aucune activité d'oxydation du chlorteluron n'a pu étre observée dans
d'autres fractions membranaires ou solubles de cellules de blé, méme si les
protocoles étaient surtout favorables a l'expression des monooxygénases a

cytochrome P-450.

Dans nos conditions expérimentales, seules des activités de type
cytochrome P-450 sont capables de catalyser I'hydroxylation et la N-
déméthylation du chlortoiuron. Comme ces activités apparaissent

constitutives (mesurables dans des microsomes isolés de suspensions
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cellulaires non traitées), il est probable qu'elles fassent intervenir des

monooxygénases ayant un rdéle physiclogique précis.

E.LE ROLE PHYSIOLOGIQUE DES ENZYMES RESPONSABLES DU
METABOLISME DU CHLORTOLURON

L'ensemble des résuliats obtenus sur lintervention de monooxygénases a
cytochrome P-450 dans le métabolisme des herbicides pose un certain nombre
de questions concernant {'identité et la spécificité de substrat des
monooxygenases a cytochrome P-450 veégétales. A 'heure actuelle, il est
difficile de préciser si les cytochromes P-450 impliqués dans le métabolisme
du chlortoluron chez le blé, et plus généralement les monooxygénases de la
détoxication des xénobiotiques chez les plantes, sont des enzymes
spécialisées dans cette fonction a l'instar de leurs homologues hépatiques de
mammiféres, ou si des monooxygénases impliquées dans des réactions du
métabolisme endogéene cellulaire pourraient également remplir cette fonction

supplémentaire.

Les monooxygénases a cytochrome P-450 sont des enzymes qui
présentent des spécificités de substrat variables. Chez les mammiféres, il est
admis que les cytochromes P-450 hépatiques de détoxication sont le plus
souvent peu spécifiques, tandis que les cytochromes P-450 des tissus
stéroidogenes sont trés spécifiques. Les cytochromes P-450 végétaux ont
longtemps été considérés comme étant trés spécifiques. Cette propriété était
basée sur le fait que des analogues structuraux de cinnamate et de la laurate
n'étaient pas compétiteurs de la CA4H et de la LAH (Benveniste, 1978 ; Salaun
et al,, 1981 ; Benveniste ef al, 1982).

-Les expériences menées avec des inhibiteurs de structures quelguefois

eloignées de celle des substrats ne fournissent guere d'éléments de
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compréhension sur la spécificité des sites actifs. Ainsi, la CA4H est inhibée
de fagon compétitive par la querceétine, la vanilline, la naringénine et I'ioxynil,
un herbicide (Benveniste, 1978 ; Werck-Reichhart, 1985). La capacite d'un
inhibiteur & reconnaitre un site actif n'est donc pas toujours liée a des
structures chimiques trés proches de celles des substrats. A linverse d'autres
études ont aussi démontré qu'il existe dans les plantes des cytochromes P-450
trés specifiques, voire méme stéréospécifiques (par exemples la 8a
hydroxylase des ptérocarpanes, Banks et Dewick, 1983 ; Hagmann et al., 1984).

-Dans le cas des analogues structuraux du chlortoluron chez le blé, des
niveaux d'inhibition variés du meétabolisme de I'herbicide sont observés.
L'absence d'inhibition par tisoproturon est contradictoire avec le fait qu'il
soit métabolisé dans le blé. A l'inverse, le diuron est un bon inhibiteur du
métabolisme du chlorteluron ; il est toutefois peu métabolisé par des
microsomes actifs sur ie chlortoluren. Le diuron est également un inhibiteur
competitif du chlortoluron dans les microsomes de tubercules de topinambour
(Fonné, 1985).

-L'absence d'interactions avec plusieurs herbicides potentiellement
meétabolisés par le blé et appartenant a des familles différentes (certaines
phénylurées et sulfonylurées, acides phénoxypropioniques) avec le
métabolisme du chlortoluron suggérent un systéme de détoxication
relativement spécifique pour chaque substrat. Il est ainsi probable que des
isoenzymes différentes métabolisent chlortoluron et isoproturon. A l'appui de
ces resultats, des analyses génétiques récentes montrent qu'il n'existe pas de
résistance croisée entre chlortoluron et isoproturon ¢hez le bié (Dr. J.W,

Snape, communication personneile).

A. Zimmerlin a montré que le diclofop pouvait étre hydroxylé par la
laurate o-t hydroxylase du bié (Zimmerlin et Durst, 1990 b). Cette enzyme

semble présenter une spécificité de substrat relativement large, car une
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preparation de LAH de foie de rat (P4504-1) est capable de catalyser la N-
déméthylation de la benzphétamine (Uno et al, 1990), un xénobioctique
presentant certaines analogies de structure avec le chlortoluron. Ces données
nous ont conduit a rechercher un effet éventuel du chlortoluron sur la LAH.

-Dans les suspensions cellulaires de blé, il existe une bonne corrélation
entre les activités LAH et chiortoluron hydroxylase et N-déméthylase,
mesurees apres les traitements des cultures par des agents stimulateurs (cf
Chapitre 5). Le chiortoluron s'est avéré capable d'inhiber de fagon compétitive,
mais a forte dose, la LAH du bié. Les fortes valeurs du Ki (1500 uM) excluent
pourtant la participation de la LAH dans le métabolisme du chlortofuron. Le
chlortoluron est cependant sans effets sur la CA4H aux mémes doses.

-Le diclofop et e chlortoluron sont deux herbicides métabolisés in vivo
et in vitro par des microsomes de blé. Nous avons cherché a dégager des points
communs a ces deux systémes de détoxication, les seuls actuellement actifs
dans des microsomes chez le blé. Il est aussitdt apparu que des microsomes de
plantules de bié qui hydroxylent le diclofop ne métabolisent pas le
chiortoiuron (Zimmerlin et Durst, 1990 b) alors que c'est l'inverse pour ceux
des suspensions cellulaires. Une explication a cet état de fait est que des
isoformes distinctes interviendraient dans des hydroxylations aromatiques et
dans les hydroxylations aliphatiques. D.S. Frear (communication personnelle) a
observé lui aussi que ie diclofop n'est pas un inhibiteur de la chlorteluron N-
déméthylase dans des plantules de bié. Ces résultats sont en désaccord avec
l'intervention d'un systéme de détoxication commun au diclofop et au

chlortoluron, donc avec la participation de ia LAH dans le métabolisme du

chlortoluron.

De plus, le diciofop stimule sélectivement la chlortoluron N-
déméthylase dans des microsomes isolés de suspensions cellulaires de blé. Cet

effet est comparable & ceux observés in vitro aprés l'addition de plusieurs
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composés dans les milieux d'incubation de microsomes chez les mammiferes.
Ainsi des flavonoides (Huang, 1981 a et b) et des polyamines (Jellinck et
Perry, 1967 ; Chapman, 1976 ; Anderson et al, 1981 ; Dalet et al, 1983)
causent ['activation spécifique d'activités d'oxygénation dans des microsomes

de foie. Le mode d'action de ces composés est encore incertain.

I semble aujourd'hui que des monooxygénases a cytochrome P-450
peuvent catalyser des réactions du métabolisme endogéne des cellules, et
accepter aussi comme substrats alternatifs des xéncbiotiques. Etant donné que
les microsomes actifs sur le diclofop sont incapables d’hydroxyier des
molécules possédant aussi un cycle aromatique, comme le 2,4-D et le
chlorsulfuron {Zimmerlin et Durst, 1990 b), on peut penser que l'encombrement
stéerique des molécules n'est pas un facteur primordial pour la reconnaissance
d'un substrat par un cytochrome P-450, ce qui est confirmé par I'exemple du
cinnamate et de lioxynil mentionné pius haut, comme par les études QSAR
abordées avec une série d'analogues du chlortoluron au chapitre 6. Dans ce
dernier cas, les potentialités des molécules a inhiber les réactions
métaboliques sont étroitement corrélées avec des parametres électroniques
des substituants. Il existe une distorsion enitre le nombre de substrats
métabolisés dans le blé in vivo et ie fait que chaque preparation microsomale
ne soit active que sur une molécuie. Ceci implique un grand nombre d'isoformes
de cytochrome P-450 qui sont soumises a des mécanismes de régulation
différents. Comme leurs homologues animales, les monooxygénases des

plantes pourraient étre regroupées en familles distinctes.
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Le travail réalisé au cours de cette thése fournit des éléments indirects
préliminaires a une détermination du type des enzymes responsables de deux
réactions du métabolisme oxydatit du chlortoluron. il devra é&tre poursuivi par
d'autres études qui permettront une identification précise des enzymes, c'est

a dire l'isolement de leurs génes.

It existe plusieurs applications de ce type de recherches. Tout d'abord,
la création de plantes transgéniques aux capacités de détoxication accrues
permettra de rendre plus sélectifs des herbicides déja existants, peu ou pas
sélectifs, mais pouvant aussi présenter de faibles toxicités pour l'animal et
I'environnement. De tels herbicides seraient alors bien tolérés par les cuitures
qui leur étaient auparavant sensibles. Le spectre d'action des molécules déja
anciennes sera augmenté. Une telle démarche a déja été réalisée (Botterman et
Leemans, 1988), mais il n'existe pas actuellement de plantes transgéniques
dans lesquelles des génes de monooxygénases a cytochrome P-450 auraient été
implantés. Une meilleure connaissance des caractéristiques des enzymes
permettrait le développement dantidetes, de synergistes ocu d'herbicides trés
sélectifs adaptés a une espéce particuliere. |l n'existe pas cu peu d'antidotes
propres aux céréales. Les résidus toxigues seront de ce fait diminués dans les

plantes et par voie de conséquence dans l'environnement.

Les informations que peuvent apporter les études sur la régulation des
enzymes de détoxication du blé, et en particulier des monooxygénases a
cytecchrome P-450, qui constituent de bons modéles, permettront peut étre
d'expliguer les phénoménes de résistances croisées qui se développent chez
plusieurs especes d'adventices (Kemp et al, 1987 ; Powles et al, 1988) a
'égard d'herbicides de structures chimiques et de modes d'action différents. il
semblerait en effet que l'origine de ce phénomeéne soit une détoxication accrue

par des systémes enzymatiqgues du méme type que ceux actifs natureliement
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chez les céreales, c'est a dire essentieliement des monooxygénases a
cytochrome P-450. Ce type de résistance ferait donc intervenir plusieurs
isoformes de cytochromes. La connaissance des mécanismes de régulation liés
a l'expression de ces enzymes apparait comme le seul moyen de limiter

I'extension de telles résistances, préoccupantes sur le plan agronomigue.

Les enjeux d'ordre agronomique, économigue ou écologique, mentionnés
en introduction de cette these, font aujoud'hui qu'un nombre grandissant de

laboratoires sont intéressés par ce type de recherches.
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Annexe 2 : Spectre de masse du chlortoluron N-monodéméthylé.
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Annexe 3 : Structure chimique des molécules utilisées aux chapitres 4 et 5.

2,4-D Cl O-CH,-COOH

Cl

Anhydride naphthalique

i |
Atrazine H. )\ _— _H
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Cl
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HYDROXYLATION AND N-DEMETHYLATION OF CHLOROTOLURON BY WHEAT
MICROSOMAL ENZYMES
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In vitro mewabolism of the herbicide chlorotoluron was studied in various subcellular fractions from suspension-cultured cells of wheat
(Triticum aestivum) treated with cvometrinil. The highest rates of degradation of herbicide were found in microsomal fractions exhibiting
a NADPH-cytochrome P-450 (cytochrome ¢) reductase activity. Membrane fractions supported the ring-methy] hydroxylation and the
first N-demethylation of chiorotoluren in the presence of molecular oxygen and NADPH., Cell treavment by cvometnni increased the
rates of these two reactions, the activity of launic acid in-chain hydroxylase and the levels of cvicchromes F-45(0. Ring-methyl
hydroxytation and A-demethvlation of chlorotoluron were drastically reduced by para-chioromercuribenzoate and by compounds draining
electrons from NADPH-cytochrome P-450 {cytochreme ¢ reductase. Ring-methyl hvdroxylase was aiso strongly inhibited by CO, with
partiai reversion by light. Combination of these data allow to postulate that ring-methyl hydroxvlase of wheat belongs to the family of
cytochrome P-45( monooxygenases. In contrast, the M-monodemethylated metabolite could also be formed in the presence of cumene
hydroperoxde, and the A-demethyiase activity was not affected by CO. These distinctive properties still raise some guestions about

the nature of the monooxygenase(s) involved in the first MN-demethylation of chlorotoluron in wheat celis.

Kev wards: cvtochrome P-450: chiorotoluron: hvdroxylase; N-demethyiase; cvometnimil; Trificum aestivam

Introduction

Hydroxylation and N-dealkylation reactions are fre-
quently mvolved in the primary metabolism of
pesticides in plants. As they usually lead to less
or non-toxi¢ metabolites, they contribute te the
tolerance of plants towards herbicides and often
play a determining role in selectivity between crops
and weeds [1,2].

Several reports suggest that hvdroxviation and
N-demethylation of herbicides are mediated by
monooxygenases, but untii now, direct experi-
mental evidence for the involvement of cvtoch-

*To whom correspondence should be addressed.
Abbreviations: 2.4-D, 2,4—dichlorophenoxvacetic acid; 1C-LAH.
lauric acid m-chain hvdroxylase (6, 10— and 11-hvdroxvlating)
(EC 1.14.14.-); CAdH, prams-cinnamic acid 4-hydroxyviase (EC
1.14.14.-); ABT, 1-aminobenzotriazole; DMSG, dimethvt sulfox-
tde; P-CMBE, para-chloramercuribenzoate; DCPIP, 2°5 -dichloro-
phenolindophenol.

romes P-450 is scanty. There are indications from
in vitro studies that N-demethylation of monuron
{1-[4—chlorophenyl]-3.3—dimethylurea) in cotton
[3], and chlorotoluron (1-[3—chloro-P-tolyl]-3,3-di-
methvlurea) in Jerusalem artichoke tubers [4] are
supported by NAD{P)H dependent cytochrome P-
450 monooxygenases. Arvl hvdroxylation of 2,4-di-
chlorophenoxyvacetic acid (2,4-D}, and of diclofop
(2-[4—(2, 4-dichlerophenoxy)phenoxy]propanoate)
were also reported in cucumber, and wheat micro-
some preparations, respectively [5,6).

Moreover, the role of microsomal monooxygen-
ases Is suggested bv the demonstration that oxid-
ative metabolism of chlorotoluron in wheat plants
and cell cultures is sensitive to varicus cyvtochrome
P-450 mhibitors such as paclobutrazol, tetcyclacis
and l-amnobenzotnazole (ABT) [7,8], although
ABT has been reported to also inhibit other types
of monooxygenases [9). Conversely, herbicide ca-
tabolism can be stimulated in cell cultures by treat-

0168-8452/90/$03.50 (© 1990 Elsewvier Scientific Publishers Ireland Lid.
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ments with compounds such as cyometrini (a-[(cy-
anomethoxy)imino Jbenzeneacetonitrile), dichlormid-
(2,2—dichloro-N , N-di-2—propenylacetamide) and
2,4-D [8,10], although this is usually considered to
be due to elevated levels of another detoxification
system, glutathione-glutathione transferase [11].

This paper reports an in vitro study of monooxyg-
enases implicated in the metabolism of chlorotolu-
ron in wheat cell cultures treated with cyometrinil.
The results indicate that the enzvme responsible
for the ring-methy] hvdroxviation of the herbicide
probably belongs to the group of cytochrome P-
450 monooxygenases. The N-demethylase activity
appears to be catalyzed, at least in part, by another
P-450 monocoxygenase system.

Materials and Methods

Cell cultures and treatments

Achlorophyllous wheat cells (Triticum aestivum
L.. var. ‘Koga II'Y were routinely cultivated as pre-
viously described [8]. Before the experiments, 4—8-
day-old suspensions were subcultured at an mocu-
lum density of 4 mg dry wt./ml. After 4 davs of
growth, the cells were put in fresh culture mediumn
contatning 400 pM cyometrind (60 nmol/mg dry wt),
except for one series of experiments (Table II).
Microsomal fractions were isolated 3 davs later.

Preparation of microsomes

All experiments were carried out at 4°C. The
cultures were filtered through & stainless steel filter
and 50-60 g (fresh wt.) of cells were ground without
sand in a mortar for 1 min in 200 ml of grinding
huffer containing 0.1 M, potassium phosphate (pH
7.5), 20% (w/v} glycerol, 20 mM ascorbic acid, 1
mM KCN, 1 mM phenyimethyl-sulfonyl fluoride and
10% (w/w) insoluble Polyclar AT. The crude extract
was filtered through two layers of cheesecloth and
centrifuged at 10 000 x g (rotor Beckman JA14) for
25 mn. After centrifuging the supematant at
100 000 x g (Beckman 45T1) for 45 min, the pellets
were resuspended in 50 ml of 0.1 M phosphate
buffer containing 20% (w/v) glycerol, and sedi-
mented again. The washed pellets, resuspended in
2 or 4 ml of 0.1 M phosphate buffer containing 30%
(wfv) glycerol, were referred to as the microsomal

fraction. The protein concentration in that fraction
was 2—4 mg/ml. Microsomes were stored at —80°C
until use, without apparent loss of activity over sev-
eral weeks.

Preparation of subcellular fractions

After gnnding the cells in buffer without KCN,
the filtered homogenate was submitted to three cen-
trifugation steps: 5 min at 1000 > g, 25 min at
10000 X g and 45 min at 100000 x g The resulting
pellets were resuspended in 0.1 M potassium phos-
phate buffer containing 30% {(w/v) glycerol, and re-
ferred to as C,, Cyq and C,q, pellets.

Enzymatic assays

Lauric acid in-chain-hvdroxylase {IC-LAH) ac-
tivity was assaved as described by Salaiin et al. [12].
Activities were estimated from the sum of the 9-,
10~ and li-hyvdroxy laurate metabolites formed
(Salaiin, pers. comm.). The concentration of lauric
acid in incubaticn medium was 100 M.

Cinnamic acid 4-hyvdroxylase (CA4H) was deter-
mined according to Salatin et al. [12], with a cinnarnic
acid concentration of 200 uM m the assay medium.
KReaction products were analvzed bv reversed
phase-HPLL (Waters) with a Guard-Pack precolumn
module and & up-Bondapak C,¢ coiumn (8 mm X
10cm, 4um). para-Coumaric and frams-cinnamic
acids were separated In acetonitrie/water/acetic
acid (40:60:0.2, by vol) (flow rate 1 ml/mm). Radio-
activities associated with the peaks were detected
with a solid sciillation counter (Ramona D,
Isomess), collected in 10 ml of Dynagel (Baker) and
estimated by hqud scntillation counting (Beckman
L5 7500).

Formation of ring-methyl hvdroxviated chioro-
toluron and of N-monodemethvlated chiorotoiuren,
were followed at 25°C. The reaction mixture, ad-
justed to a final volume of 200 wl with 0.1 M
potassium phosphate buffer (pH 7.5) usually con-
tained 16.6 kBq of [carbonyl-"*Clchlorotoluron (440
kBg/mmol} with nontabelled herbicide to a final con-
centration of 500 wM., 1 mM NADPH, 6.7 mM
glucose 6-phosphate, 2 units of glucose-6—phos-
phate dehydrogenase and (.25-0.40 mg rmecrosomal
protems. The labelled herbicide was synthesized ac-
cordmg to Gilbert and Sorma [13], then purified by
TLC and HPLC. After a 2 min preincubation at
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25°C, the enzymatic reaction was initiated by adding
NADPH. It was stopped after 30 mm with 20 u) of
4N HCl, then diluted with 5 ml water and loaded on
a (g cartridge (Sep-pak, Waters). After washing
the cartridge with 5 mi water, approximately 70%
of the remaining chlorotoluron was eluted with 15
m! #-hexane/chioroform (9:1, v/v). The residual
herbicide and its metabolites were then eluted with
& ml methanol. Extracts were evaporated to about
100 u! and analyzed on TLC silica plates as de-
scribed [8]. After scraping the spots, radicactivity
was quantified by liquid scintillation counting. Alter-
natively, 100-ul fractions were directly injected in
reversed phase-HPLC in conditions indicated above.
Controls containing the incubation medium without
microsomal proteins were also analvzed.

For assay of NADPH-cytochrome P-450 (cyto-
chrome ¢} reductase activity, the mixture contained
50 uM oxidized cytochrome ¢, 600 uM NADPH,
2.6 mM glucose 6-phosphate, 3 units of glucose-
6-phosphate dehydrogenase, 1 mM KCN and
0.15-0.20 mg protems. It was adjusted to a final
volume of (.6 mi with 0.1 M (pH 7.5) potassium
phosphate buffer. Enzvmatic activity was monitored
from the increase of absorbance at 550 nm at 25°C
for 2 min, using a molar extinction coefficient of
18.5/mM/cm at 550 nm for horse heart cvtochrome
¢ . Controls were not supplememed with NADPH
and the regenerating system.

The assay mixture for cytochrome ¢ oxvdase con-
tained 50 uM cytochrome ¢ reduced with dithionite,
0.15-0.20 mg proteins and 0.1 M potassium phos-
phate buffer to 2 final volume of 0.7 ml. Controls
were supplemented with 1 mM KCN. Reaction rates
were esumated from the decrease of absorbance at
550 nm at 25°C for 3 rmin.

Inhibition studies

In order to examine the role of oxygen, reaction
media were degassed under vacuum at 4°C for 15
min. The controls and assays media were then
bubbled with air or nitrogen for 5 min. NADPH was
added and the mboures incubated at 25°C for a
further 30 min period.

Inhibition by carbon monoxide was foliowed by
bubbling assay media without NADPH at 4°C for 15
min in darkness with air or a CO/air (50:50, viv)
mixture. After adding NADPH, the mixtures were
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incubated 1n ciesed vessels for an additional 15 min
penaod, either in darkness or under lummation with
white hight from a 1530 W lamp at a distance of 15
cm in a2 water bath set at 25°C,

Effect of para-chioromercuribenzoate (p-CMB)
was evaluated by incubating microsomes with the
intubitor and chlorotoluron at 4°C for 5 min. Enzy-
matic reactions were initiated by addition of
NADPH, and the mixtures incubated for 30 min at
25°C.

A different protoco! was used to studyv enzyvme
mnactivation by ABT. Microsomal preparations were
incubated at 25°C for 10 min with NADPH or
NADPH plus ABT, in the absence of chlorotoluron.
Then, the enzymatic reactions were started by ad-
dition of the herbicide, and the mixtures incubated
for a further 15 min period.

Other methods

Hemoprotein spectra were recorded at 15°C with
an Uvikon 860 spectrophotometer. Quantitative de-
terminations were done by the method of Omura
and Satc [14], using extinction coefficients of
91/mM/cm and 185/mM/cm for cvtochromes P-450)
and bs, respectively. Microsomal protems were esti-
mated according to Bradford [15} with bovine serum
albumin as a standard. Cyometrmil, ABT, p-CMB
and cumene hvdroperoxide were dissolved m dime-
thyl suffoxide (DMSO). Final solvent concentrations
were << (0.1 or 1% in culture and mcubation media,
respectively. Results are means of at least two ex-
periments =S.D. All enzvmatic activities are ex-
pressed in pmolmin/mg of microsomal protein.

Results

Chiorotaluron metabolism and subcellulay
distribution of enzymatic aciivities

Aerobic incubation of microsomes with [*Clchlo-
rotoluron and NADPH led to the formation of two
labelled metabolites more polar than the herbicide.
They were identified as the ring-methyl hydroxyl-
ated and the N-monodemethyvlated derivatives by
TLC co-chromatography with authentic references
(Fig. 1) and by reversed phase-HPLC.

The formation of these metabolites was examined
in the fractions resuiting from differential centrifug-
atien of cell homogenates. As activities found in the
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Fig. 1. Thin-laver radiochromatogram of metabolites (A.B) formed after 1-h incubation of wheat microsomes plus chlorotoluron (C).
Experimental conditions are described in Materiais and Methods. Arrows refer to the chromatographic mobility of standards: [, ring-
methyl hvdroxylated chilorotoluren; 11, N-monodemethvlated chlorotoluron: 1M, chioratoluron.

soluble fractions were very low, even in extracts
from cyometrmil treated celis, the study was done
only with the C;, Cyo and C,4 pellets, correspond-
ing to cell walls and nuclear debris (C,), mitochon-
drial and etioplast fraction (Cy4), and microsomal
fr action (CIDOJ

Both the highest relative and specific activities of

chiorotoluron ring-methyl hydroxvlase and N-deme-
thylase were associated with the microsomal pellet
{Table I). However, these activities were also pre-
sent in the C,; peliet (Table 1), probably as a result
of some aggregation berween mitochondria and mic-
rosomes [16]. NADPH-cytochrome P-450 {cvtoch-
rome ¢} reductase activity was also associated with

Table I.  Subcellar distributions of chiorotoluron ring-methyl hydroxyiase and N-demethylase, NADPH-evtochrome P-450 (cytochrome
¢) reductase and cvtochrome ¢ oxidase. Relative activities are expressed as 9 of total activities found in peliets C; + Cyy ~ Cyq. Specific
activities are given in pmolimin/mg for ring-methy) hydroxviase and N-demethvlase of chloroteluron and nmolimin/mg for NADPH-
cvtochrome P-450 (cvtochrome ¢) reductase and cvtochrome ¢ oxidase.

Relative activities

Specific activities

G Cu Cro G Cia Cisa
Ring-methyl hydroxyiase 29-0.72 20.2=0.5 76.9=1.1 24=0.3 20=z01 23506
N-Demethylase 0.1=0.1 305=1.4 69.4=1.3 0.1=0.1 4.4=0.4 306=0.6
NADPH-cvt. ¢ reductase 1601 328=+1.9 65.6+ 1.0 5.8+0L3 4.7x172 SL0=0.7
Cvtochrome ¢ oxidase 72x11 81.9=14 0.2=0.2 88.0 = 20.1 138.6=1.3 4.0=1.3
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Table II. Effects of a cyometrinil treatment on enzymatic NADPH-dependent activities and cytochrome contents of wheat cell
mucrosumes. CPUH, chiorotoluron ring-methyl hydroxylase; CPUDM, chlorotoluron N-demethylase.

Enzymatic activities{prnol/min/mg)

Cytochromes (pmolimg)

CPUH CPUDM IC-1AH CAsH by P-450
Controls 22007 6.6=00 3R2.0 =220 1540.0=41.0 377.0=125 184.0=375
(1003 {100} {1000 (106} (1640) (100)
Cyumetrinil 33818 22.2x06 545.0=13.0 1460.0 = 980 388.0=10.5 329.0211.0
(155) (329) {143 93] {103} (179)

the microsomal pellet, and in that case too, a pro-
portion of this enzyme was detected in the Cy, pel-
let. Cytochrome ¢ oxidase, a typical marker of mito-
chondria, was essentially found in the C,, pellet.

Effects of cyometyinil on the metabolism of
chiorotoluron

Micresomes isolated from cells 3 days after sub-
culturing catalyzed the ring-methyl hydroxylation
and N-demethylation of chiorotoluron at rates rang-
ing from 2] to 23 pmol/min/mg, and from 6 to 8
pmol/min/mg, respectively. When cells were grown
for the same time in the presence of 400 uM cyo-
metrinil, hydroxviase and N-demethylase activities
were stimulated 1.6- and 3.3-fold, respectively
{Table II). Cyometrnil differentially affected IC-
LAH and CA4H, both known as cvtochreme P-450

Tabie II1.

monooxygenases. Activity of IC-LAH was stimu-
lated 1.4-fold, while that of CA4H was not affected
(Table II}. Microsomes from untreated cells con-
tained 377 and 184 pmolimg protein of cvtochrome
bs and cytochromes P-450, respectively (Table II).
These leveis are comparable to those already found
by others in microsomes of various plant species
[171. Cytochrome P-450 content of microsomes was
increased 1.8-fold bv cvometrinil treatment,
whereas that of cytochrome &- was not affected.

Cofactors and oxygen requivements

Ring-methyl hydroxylation and N-monodemethyl-
ation of chlorotoluron in microsomes required
NADPH as a cofactor (Table III). No oxidations
were detected m assays treated with 2% TCA just
before meubation (not shown). The highest activities

Cofactors and oxidant forms requirements for chlorotoluron ring-rethy] hydroxyiase and N-demethvlase activities. Activities

are expressed as % of maximal activities of controls. The control values were: *32.8, 98 1. "30.8, ~36.3. 725.2, *27.% pmolmin/my.

Incubation conditions Cone. % of maximat activities
Hvdroxviase N-Demethytase
Complete medivm {(NADPH 1.0 mM) 100,07 = 0.5 W00.0** = 0.3
NADPH 1.0 mM-* 60.7 = 0.1 77.1=0.0
NADPH 0.5 mM 62.6=03 54.4x0.1
NADPH 0.1 mM 44.2=0.1 48812
no NADPH 12801 11501
NADH 0.5 mMH 74=01 ¢.3=x0.1
Dithionite 1.0 mM 9.7 0.5 13.6=0.7
Ascorbate 1.0 mM 11.1=0.3 222217
Complete medium (NADFH 1.0 mM) 10007 =29 100.0" = 3.8
Cumene hydroperoxide 1.0 mM 30.7z2.9 110.2x1.1
Hydrogen peroxide 1.0 mM M49=14 a0
Complete medium (NADPH 1.0 mM)} 100.0° = 11.8 1000887
Ny 241222 16.3=0.1

*Without cofactor regenerating system,
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were obtained when the incubation media were sup-
plemented with a NADPH-regenerating system.
NADH was ineffective when given alone, as were
other reductams such as sodium dithionite or ascor-
bic acid. Incubation in an atmosphere of nitrogen
showed that molecular oxygen was necassary for
the NADPH dependent activities (Table III}. Con-
versely, cumene hydroperoxide, but not hydrogen
peroxide, was also able to support a significant N-
demethylase activity. Some residual metabolism
could be detected in the absence of any external
cofactor ¢r under N, conditions (Table HI).

Froperties of chlorotoluron ring-methyl hydroxylase
and N-demethylase

The rates of microsomal ring-methyl hydroxyl-
ation and N-demethylation of chlorotoluron were al-
most hnear up to 40 min for protein concentrations
between 1.15 and 2.55 mg/ml, at pH 7.5, 25°C,
and at a chlorotoluron concentration of 500 uM (not
showm).

The hydroxylase activity did not follow Michaelis-
Menten kinetics (not shown) in respect to chloroto-
luron concentration, and a non-linear relation was
obtained in Eadie-Hoffstee plots (Fig. 2). Two ap-
parent K., values were calculated equal to 50 and
400 uM. These estimates are comparable to those

hydroxylase activity (pmol/min/mg)

5 10 15 20
V/S X100
Fig.2. Eadie-Hoffstee plot of chicrotoluron ring-methyl hvdrox-

vlase activity. Chlorotoluren concentrations ranged from 12 to
1000 1 M.

previocusly found i the cases of aminopyrine and
chiorotoluren N-demethylases in Jerusalem arti-
choke microsomes [4,16]. Numerical values of the
N-demethylase activities were too variable to allow
a meamingful analysis.

Effects of carbon monoxide on chioyotoluron
metabolism

Activities of ring-methyl hydroxvlase and N-de-
methylase were higher in the light than in the dark,
and exhibited different sensitivities towards CO
(Table IV). CO affected hydroxviase activity, its
inhibition amounting to 55% m the dark and 43% in
the iight. The calculated partition coefficients be-
tween CO and oxygen were K, =5.91 and
Keurr = 3.68. They were in the range of values found
in Jerusalem artichcke tubers for A%-unsaturated
lauric acld epoxidase, another cytochrome P-450
activity [18]. The rate of light reversion was 35%
for hydroxylase activity. In contrast, N-demethylase
activity was not inhibited by CO.

Effects of various mhibitors on chlovotoluron
hydroxyiase and N-demethylase

ABT, a suicide substrate of cvtochrome P-450s
(19] and of methiocarb sulfoxidase, a peroxygenase-
like enzyme [9], strongly inhibited chiorotoluron
ring-methyl hydroxyiation and N-Demethylation
(Table V). N-Demethylation was less affected than
bvdroxylation, as previpusly observed in vivo in
plants [7.20] and cell cultures [8]. Both activities
were strongly inhibited by p-CMB (Table V), an
inhibitor of the NADPH-cvtochrome P-450 (cyto-
chrome ¢} reductase [21,22].

Menadione, dichlorophenolindophencl (DCPIP)

Table IV. Effects of light and carbon monoxide on chlorotolu-
ron ting-methyl hydroxylase and N-demethviase activities.

Enzymatic activies (pmolimin/mg)

Hvdroxylase NMN-Dremethylase

Dark 21.5=1.2 20.2=14
Dark ~ CO{% inhibition) 9.6 (15(35.2) 26.322.1

Light 29.0=x0.2 26.2x05
Light ~ CO(% inhibition) 164 =0.1(43.1) 26.0 2.4

Reversion (%) {35.11
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Tabite V. Effects of inhibitors on chlorotoluron ring-methy] hydroxylase and N-demethylase activities. % of inhibition are expressed
with respect to control values which were: *20.9= 2.4, **15.4 = 0.4, "31.5 = 2.6, *33.1 = 2.0 pmol/min/mg.

Inhibitors Conc. % of inhibition

Hydroxviase N-Demethvlase
ABT 100 uM T3B= 4.6 56.6 = 2.0
p-CMB 500 1M 91.3=1.3" 66,0« 50"
Menadione 100 uM 936=0.1 100.0 0.0
DCPIP 160 M 100.0=0.0 100.0=0.0
Cwtochrome ¢ 20 M B6.6=3.4 93.7=1.3

and cytochrome ¢, which behave as electron drains
from the reductase, drastically inhibited chlorotolu-
ron ring-methyl hydroxylase and N-demethylase, in
accordance tc¢ the postulated nvolvement of the
NADPH- cvtochrome P-450 (cvtochrome ¢} reduc-
tase in both oxidative reactions (Table V}.

Discussion

We previously showed that treatments of wheat
cells with cyometrmil were followed by a stimutared
degradation of chiorotoluron [8]. Stimulating effects
of cyometrinil could also be obtained inn vivo as re-
ported above. Until recently, it was assumed that
herbicide protectants such as dichlormid and cyome-
trinil, and herbicide synergists such as tridiphane act
by stimulating [23] or inhibiting [24] glutathione-
transferase, respectively. There is recent evidence,
besides the evidence provided above, that these
compounds mught also stimulate oxidative degra-
dation of herbicides [10,25,26].

Our results provide the first demonstration of the
in vitro oxidative metabolism of chlorotoiuron by
wheat nucrosomes. The subcellular fraction cata-
lvzes two concurrent reactions, leading to the for-
mation of the ring-methyl hvdroxylated and the N-
monodemethviated herbicide. These derivatives are
thus identical to the primary metabolites formed
in whole plants. Ring-methyl hvdroxviation and N-
demethylation proceed at comparable rates in vitro,
while ring-methyl hvdroxylation is the major meta-
bolic pathway in plants.

The reactions responsible for the production of
the two metabolites are enzymatic. In wheat micro-
somal fractions, they were associated with sizeable
levels of cvtochrome P-450s, and with various en-

zymes known as markers of endoplasmic reticulum,
such as NADPH-cytochrome P-450 (cytochrome ¢}
reductase, CA4H and IC-LAH. These last two are
cytochrome  P-450  monooxygenases.  The
10000 x g pellets, essentialiy enriched in mitochon-
dria and etioplasts, exhibited low rates of ring-
methyl hvdroxylase and N-demethylase activities,
probably onginating from contaminating microsomat
membranes.

The actvity of the rmg-methyl hydroxvlase ex-
clusively required molecular oxygen and NADPH. k
was clearly infubited by CO and this inhibition was
partly reveried by light. It 15 also very sensitive to
p-CMB, which blocks thiel groups of the NADPH-
cvtochrome P-450 (cytochrome ¢) reductase, and
to alternate electron acceptors such as menadicne,
DCPIP and cytochrome ¢. Taken together, these
data strongly suggest {(but do not prove) that ring-
methyl hydroxyiase belongs to the family of cyto-
chrome P-450 monooxygenases. At that point, it
would be important to also demonstrate type [ bind-
ing difference spectra it wheat microsome prep-
arations incubated with chiorotoiuron. However,
untit now, the spectra we have obtamed were not
fully typical, as reported by others concerning sev-
eral substrates of plant cytechrome F-450 mono-
oxygenases, such as lauric acid incubated with
microsomes of Jerusalem artichoke [21], or diclo-
fop acid with microsomes of wheat (Zimmerhn and
Durst, pers. comm.)

It is iikely that the N-demethvlase activity of
wheat microsemes supplernented with chlorotoluron
18 also of cytochrome P-450 type. Supportive evi-
dence for this hypothesis is provided by the require-
ment of the reaction for oxvgen and NADPH, and
the inhibitory effects of p~CMB, menadione, DCPIP
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and cytochrome ¢. Although inhibition of N-deme-
thylase by ABT does not provide a totally definitive
argument, it is worthy to observe that the level of
inhibition is of the same range as that found for
CAd4H, i.e., much higher than that reported for the
sulfoxidase of methiocarb [8). Insensitvity of chloro-
toluron N-demethylase to CO does not inevitably
disprove the P-450 hypothesis. because cytochrome
P-450s of plants have various degrees of sensitivity
to CO, as reported about - and midchain hvdroxyl-
ation of palmitic acid by bean microsomes [27].
Moreover, a complete insensitivity of a cytochrome
P-450 to CO has been given in the case of aromatiz-
ation of androstenedione [28]. The fact that cumene
hydroperoxide is able to replace molecular oxvgen
may indicate that a part of the N-demethylase ac-
ovity could depend on a peroxygenase-type enzyme,
sirilar to that described from pea [29]. Further
studies are needed to examine this possibility. How-
ever, it has been shown that cytochrome P-450
monooxygenases such as p-chloro-N-methviamtine
demethylase from castor bean [30] and avocado [31]
can use a hvdroperoxide as oxvgen donor, so that
the question remams open.

In brief, it appears that two microsomal mono-
oxvgenases of wheat, exhibiung a drastic difference
to CO, are involved in ring-methyl hydroxylation
and N-demethvlation of chlorotoluron. It will be of
mterest to establish if other herbicides can also
be substrates of similar enzymatic systems.
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