Meécanisme d’action d’une drogue
antibilharzienne développée
par Rhone-Poulenc Santé :

M.B. Fleury

Deuxi¢me endémie parasitaire apres le paludisme, la bilharziose
touche actuellement 400 millions d’individus. Elle est provoquée
par des trématodes a sexes séparés : les schistosomes. Les vers
adultes vivent accouplés dans les veines mésentériques. Les ceufs
sont pondus dans les veinules, gagnent les capillaires d’ou ils
sortenten érodantl'endothélium. Ils cheminent dans les tissus d'oti
ils peuvent déboucher dans la lumiere des organes creux : vessie
pour Schistosoma hoematobium, intestin pour Schistosoma man-
soni ou Schistosoma japonicum. Dans les eaux ti¢des, les ceufs
liberent le miracidium qui pénétre dans un gastéropode vecteur.
Ils se transforment en furcocercaires dans I’hépatopancréas du
mollusque. Les furcocercaires pénetrent dans 1’hote définitif par
voie transcutanée au niveau des parties immergées du corps. Les
schistosomes sont entrainés par le sang vers le cceur droit, la cir-
culation pulmonaire, le ceeur gauche et la circulation générale. Ils
arrivent dans le systtme porte par les veines mésentériques. La
longévité des adultes est considérable : une trentaine d’années.

Notre travail a consisté a tenter d’établir le mécanisme d’action
d’une drogue développée par Rhone-Poulenc Santé : I’Oltipraz,
35972 RP [1]. Il s’agit de la méthyl-4(pyrazinyl-2)-5-dithiole-
1,2-thione-3.
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C’est une drogue schistosomicide a action lente : plus d'un mois
est nécessaire pour qu’un homme soit débarrassé de ses parasites

[2].
Seront présentés successivement :
I. les données métaboliques établies antérieurement ;

IL. la détermination du mécanisme de la métabolisation par voie
chimique ;

I11. la préparation par voie électrochimique de métabolites disul-
fures intermédiaires, ainsi que lamesure du t, , de radicaux thiyle ;

IV. la mesure de I’activité schistosomicide de ces disulfures ;

V. une discussion sur le mécanisme d’action de I'Oltipraz.

35972 RP, Oltipraz *

I. Données métaboliques

Des études pharmacocinétiques et pharmacologiques ont été réa-
lisées par Rhone-Poulenc Santé. Les principaux métabolites de
I’Oltipraz sont représentés dans le tableau 1. 1ls ont été caractéri-
sés dans ’urine de souris et d’homme [3].

AT’issue de 24 heures, I’Oltipraz ne représente plus qu’une faible
proportion des produits radioactifs présents dans le sang de 1’héte
parasité : 17 % chez la souris, moins de 1 % chez le singe, tandis
que chez le parasite, le schistosome, toujours 24 heures aprés 1’ad-
ministration, les métabolites représentent respectivement 84 %
chez le mile, et 31 % chez la femelle, de la concentration initiale
d’Oltipraz. La concentration totale en Oltipraz et métabolites,
exprimée en équivalent Oltipraz, est alors de [4] : 100 ug par g de
ver, soit 0,4 mM chez le méle ; 375 pg par g de ver, soit 1,5 mM
chez la femelle.

On en déduit que la pénétration de 1I’Oltipraz est plus aisée chez
la femelle que chez le male. Il a ét€ montré, d’autre part, que
I’administration de la drogue entraine une décroissance du taux de
glutathion (GSH) chez le ver [5]. La concentration de GSH chez
le ver non traité est de 2,4 mM. L’administration a I’hdte parasité
d’Oltipraz (250 mg.kg ') entraine chez le ver trois effets succes-
sifs o

1) une premicre décroissance du taux de GSH qui, a I’issue de
24 heures, devient égal aux deux tiers du taux initial ;

2) une migration progressive des vers des veines mésentériques
vers les veines hépatiques ; la migration est amorcée au dixiéme
jour suivant I'administration ; elle est terminée au quinziéme
jour ;

3) une seconde diminution du taux de GSH dés le dixieéme jour,
d’amplitude égale a la premicre. Quand elle est achevée, vers le
quinziéme jour, les vers sont morts.

I1. Mécanisme de la métabolisation

Le processus chimique a été établi au laboratoire grace a 1’action
de nucléophiles divers, notamment les thiolates RS- [6, 7, 8].

Laboratoire de chimie analytique, URA CNRS 1310, Faculté de pharmacie, 4, avenue de ' Observatoire, 75270 Paris Cedex 06.
* Séminaire de la division “Chimie analytique” de la Société Frangaise de Chimie, 23 janvier 1990.
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TABLEAU 1. - Distribution de la radioactivité (1 = 24 heures) apreés
administration d'Oltipraz a la dosc dec 250 mg. kg’
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La réaction comprend quatre étapes schématisées figure I dans le
cas de 1’éthanethiolate comme nucléophile :

1) attaque du cycle dithiole-thione en position 2,
2) isomérie Z/E,

3) cyclisation en pyrrolo [1,2-a]pyrazine,

4) élimination de soufre moléculaire.

Apres méthylation, deux cas sont & considérer selon le nombre
d’équivalents EtS- utilisés : en quantité stoechiométrique, on ob-
tient le disulfure dissymétrique Ar-S-S-Et (ce qui démontre que
I’étape (1) concerne bien ’atome S,) ; en exces, on isole le
métabolite central [6].

II1. Réduction électrochimique

Nous avons cherché a reproduire les résultats précédents en
utilisant une électrode comme donneur d’électrons au lieu d’un
nucléophile. Une étude voltammétrique en solvant non aqueux
(DMF, ACN) a permis de ranger les dithiole-1,2-thione-3 en deux
catégories :

1) celles qui échangent 1 électron de facon réversible (fig. 2 et
tableau I1),

124 L'actualité chimique - Mai-Juin 1990

N | SEt |
SSEl
EISS
Chy Yy CHg
5
N @ E)
= s
EN/ 5 X NF 2\
- I CH,
E{SS\ 1CH 3) k‘/N* -
3 5
%) EISS
5
@ l-S°
SCHy s
NF~N= oh ICH, NZ =
LA ® N
E1S5 EISS
SCHy
L i =
I%/N Ve
H 4
e O SCHy
N= = o
SN / CHa %
AR
e -
SEt N7 =
CH.
K/N % ° * EtS-}2
S-]-2

FIGURE 1. - Mécanisme de formation des métabolites pyrrolo-pyrrazine
a la suite de la réaction avec I’ éthanethiolate.

TABLEAU IL. - Valeurs de E° , dans le diméthylformamide (DMF), a une
électrode de platine, correspondant a I étape (7). c = 1 mM ; électrolyte
support : tétraéthylammonium tétrafluoroborate (TEATFB) 0,1 M.

Composés RP R4 R’ E° mV ecs.
Oltipraz CH, pyrazinyl-2 910
36598 RP CH,3 pyridyl-2 -1070
35911 RP CO,C,H; pyridyl-2 -880

2) celles dont le radical anion se dismute instantanément et qui
échangent deux électrons de fagon irréversible (tableau I11) :

N
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La relative stabilité des radicaux thiyle donnés par les composés
appartenant a la catégorie 1) est confirmée par électrolyse a
potentiel contrdlé. Si I'électrolyse est effectuée a un potentiel
proche du pic cathodique, le produit majoritaire isolé est le sulfure
symétrique [9], dimere du radical thiyle. Comme produits secon-



TABLEAU IIL - Valeurs de E,, ,dans le DMF, a une électrode de plalme

correspondant a la réaction (10) vitesse de balayage : 05V s ;¢ =
1mM ; électrolyte support : TEATFB 0,1 M.

Composés RP R4 RS Ep, mV e.c.s.
37069 RP CH, pyrimidinyl-5 -1040
36398 RP CO,C,Hs pyridyl-4 -940
37528 RP CH, phényl -1200
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FIGURE 2. - Voltammogramme donné par les analogues pyridinés de
I’Oltipraz, a une électrode de platine, dans le diméthylformamide ; ¢ =
ImM; electrolyte support : TEATFB 0,1 M ; vitesse de balayage : 0,1
a20 Vs,

daires, on isole également [10] :

- des disulfures dissymétriques analogues 3 ceux obtenus par
action de EtS-;

- des trisulfures (fig. 3).

Au total, les principaux résultats fournis par cette étude électro-
chimique peuvent étre résumés ainsi :

a) le métabolite central de 1’Oltipraz est constitué d’un noyau
pyrrolo[1,2-a]pyrazine correspondant a un état de réduction par 4
électrons,

b) par électrolyse a potentiel contrdlé, on isole comme produits
majoritaires des disulfures symétriques qui sont des produits de
réduction par 3 électrons : 1 électron provient de 1’électrode et 2
€lectrons ont une origine chimique : ils sont fournis lors de
I’élimination du soufre moléculaire consécutive a la cyclisation,
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FIGURE 3. - Mécanisme de formation des métabolites pyrrolo-pyrazine
par réduction électrochimique.

c) dans les solvants non aqueux (ACN, DMF), I’Oltipraz est
réductible par 1 €lectron de fagon réversible. Les valeurs t, , du
radical thiyle sont mesurables par les techniques clasmques :
voltammétrie cyclique (Nicholson et Shain), chronoampéromé-
trie a double saut de potentiel (Schwarz et Shain) (tableau IV).

La constante de vitesse de cyclisation la plus élevée est trouvée
avec le 35911 RP : I'effet attracteur du groupement CO,C H
facilite la cyclisation, Elle est plus élevée dans le cas du 36598 RP
que dans celui de 1’Oltipraz, conformément a la basicité de
I’atome d’azote impliqué dans la cyclisation : pKa (pyri-
dine) = 5,2 > pKa (pyrazine) = 0,6.

Ainsi, il est possible d’isoler des disulfures dissymétriques, par
action des nucléophiles RS-, symétriques, par réduction électro-
chimique. L’activité antibilharzienne de ces composés a été testée
in vitro, sur des schistosomes en survie, ainsi qu’in vivo.

TABLEAU LV. - Mesure du t,,du radical anion thiyle engagé dans I étape
de cyclisation (9). (a) par mkmnme.'ue cyclique ; (b) par chronoampé-
rométrie a double saut de potentiel.

Composés RP R RS k(s a 25°C )
Oltipraz CH, pyrazinyl-2 0,10 + 0,02 (b) 7.0
36598 RP CH; pyridyl-2 050 * 0,10 (b) 14
35911 RP CO,C,H; pyridyl-2 50 + 10 (a) 0,014
37069 RP CH; pyrimidinyl-5 - 0

IV. Activité schistosomicide
des disulfures isolés

IV.1 - Essais in vitro (ex vivo)

Chaque test est effectué sur quatre couples de schistosomes
maintenus en survie dans un milieu tyrode + sérum de veau. En
I’absence de substance  tester, les vers peuvent survivre pendant
une dizaine de jours. Aprés addition de disulfure, les concentra-
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tions variant de 3 a 100 pg/ml, on évalue la mobilité des vers a
I’issue de 72 heures. Les schistosomes immobiles sont considérés
comme morts. Les activités sont référenciées a celle de I’Oltipraz.
Le composé 35911 RP (R'=CO,C,H, ; R* = pyridyl-2) est dix fois
moins actif ; le composé 36598 R P'(lf4 =CH, ; R® = pyridyl-2) est
inactif (tableau V). )

Le disulfure dissymétrique de 1’ Oltipraz est trois fois moins actif ;
le disulfure du 35911 RP est également deux fois moins actif,
c’est-a-dire qu’il est cing fois plus actif que la dithiole-1,2-thione-
3 dont il est issu ; le disulfure du 36598 RP est inactif.

Enrevanche, il convient de souligner le fait que ces disulfures sont
totalement inactifs in vivo quand ils sont administrés per os a la
souris.

En possession de ces premiers résultats, sachant que I’activité
schistosomicide est correlée a une diminution du taux de GSH
chez le schistosome, nous avons entrepris d’étudier I’activité des
disulfures sur les enzymes susceptibles d’étre impliquées dans un
effet d’inhibition d’enzyme.

TABLEAU V. - Activités schistosomicide et inhibitrice de la GSSG
réductase des disulfures dissymétriques et symétriques préparés.

inhibition de 1'activit de la activité schistosomicide
composés GSSG réductase (%) in vitro
Schistosoma
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1V.2 - Essais enzymatiques

Dans un premier temps, nous avons montré que le schistosome
posseéde, dans son équipement enzymatique, la Ly glutamyl-cys-
téine synthétase etla glutathion synthétase[11]. Dans un deuxiéme
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temps, nous avons établi que ni 1’Oltipraz, ni ses métabolites,
n'inhibaient ces deux enzymes. Ainsi pouvons nous conclure que
I’Oltipraz n’agit pas en bloquant la synthése de GSH.

Nous avons alors considér€ la glutathion réductase, une enzyme
a thiols qui, chez les éires vivants, dans des conditions non
pathologiques, maintient le rapport |GSSG |/1GSH | au voisinage
de 1 %. Les résultats suivants ont été obtenus :

1°7) Ia GSSG réductase est présente dans 1’équipement enzymati-
que du schistosome,

2°) ni I’Oltipraz, ni ses analogues dithiole-thione ne présentent
d’activité inhibitrice de cette enzyme. En revanche, les disulfures
obtenus par voie électrochimique peuvent étre actifs.

Deux cas sont a considérer :

* les disulfures symétriques issus de dithiole-thiones présentant in
vitro des propriétés schistosomicides sont eux-mémes actifs ;

* si la dithiole-thione parente est inactive (36598 RP), les disulfu-
res sont eux-mémes inactifs ;

3%) I’activité de la GSSG réductase est diminuée de moitié chez les
schistosomes prélevés sur les souris traitées a 1’Oltipraz, et
sacrifiées 48 heures aprés son administration. Rien de tel n’est
observé dans le cas de la GSH synthétase ;

4°) en utilisant des disulfures radiomarqués, on met en évidence,
par chromatographie d’exclusion sur gel et par dialyse a ’équili-
bre, une liaison de I'inhibiteur avec la forme réduite de I’enzyme
GSSG réductase.

Ainsi, ces essais enzymatiques indiquent que, trés vraisemblable-
ment, le mécanisme d’inhibition est lié a I’élaboration de disulfu-
res mixtes formés entre I’enzyme réduite et les disulfures isolés
par voie électrochimique.

V. Discussion concernant le mécanisme
d’action de ’Oltipraz

On consideére successivement deux hypotheses : 1) I’Oltipraz est
la molécule active, sans métabolisation : 2) I’Oltipraz constitue
une prodrogue.

V.1 - L’Oltipraz agirait directement

Remarquons tout d’abord qu’il n’est pas possible de définir un
pharmacophore al’origine de I’activité schistosomicide. En effet,
a cOté des dithiole-1,2-thione-3 actives (Oltiptaz, 35911 RP), il
existe des dithiole-1,2-thione-3 inactives : 37528 RP (R* = CH,;
R® = phényl), 36598 RP (R"= CH, ; R’ = pyridyl-2).

A I’opposé, des composés actifs in vitro, tels que les disulfures
dissymétriques et symétriques, ne possédent pas de noyau di-
thiole-1,2-thione-3. D’autres données ne sont pas favorables a
I’action directe de I'Oltipraz :

- la lenteur de son action schistosomicide [2] ;

- I’évolution du taux de GSH chez le ver aprés administration
d’Oltipraz a I’hbte parasité [5] : 1a décroissance d’un tiers inter-
vient, apres 24 heures, dans une proportion stoechiométrique si
I’on considére que 2 équivalents GS-, réagissant sur 1 mole
d’Oltipraz, donnent 1 mole de métabolite ;

- I’action synergique exercée par I’administration conjointe de
cystéine a I'héte parasité [5] ;

Au total, il apparait qu'il est plus raisonnable de privilégier la
seconde hypothése.



V.2 - L’Oltipraz constitue une prodrogue

Une premigre hypotheése, chimique, envisagée par les chercheurs
de Rhone-Poulenc Santé, a consisté & admettre que 1'activité
schistosomicide était li€e a la libération de soufre moléculaire qui
accompagne la cyclisation en pyrrolo[1,2-a]pyrazine.

En utilisant le montage de foie perfusé, opérationnel dans les
laboratoires Rhone-Poulenc Santé, nous avons tout d'abord com-
mencé par vérifier que I'Oltipraz et le composé 36598 RP se
cyclisaient bien en métabolites pyrrolo-pyrazine et indolizine
(formes sulfoxydes), donc avec libération de soufre moléculaire.
Or, le composé 36598 RP est totalement inactif ; il se métabolise
pourtant comme I’Oltipraz, avec libération de soufre moléculaire.
Ce demnier ne peut donc étre tenu pour responsable de 1’activité
schistosomicide.

Dans une seconde hypothése, éléctrochimique, nous avons envi-
sagé que I"activité schistosomicide pourrait étre liée i la produc-
tion de radicaux thiyle relativement stables. Quelles conclusions
peut-on tirer de I’étude électrochimique qui a été présentée [9] ?

a) Dans les solvants non aqueux, DMF, ACN, I'Oltipraz est
réductible par 1 électron, de fagon réversible (tablean II). 1l
n’existe pas de relation entre le E” de formation du radical anion
thiyle et I’activité schistosomicide. Considérant le E° de I’Ol1i-
praz (910 mV e.cs.) et celui du composé 36598 RP, inactif
(-1070 mV e.c.s.), on pourrait penser que I’activité schistosomi-
cide est liée 2 une valeur de E° peu négative. Cette hypothése ne
peut étre retenue puisque le composé 35911 RP (-880 mV e.c.s.),
qui devrait étre le plus actif des trois, est en réalité dix fois moins
actif que 1’Oltipraz.

b) Le radical anion thiyle se cyclise ultérieurement. La vitesse de
cyclisation a été mesurée, selon la dithiole-thione parente, soit par
voltammétrie cyclique, soit par chronoampérométrie & double
saut de potentiel [9]. On trouve que le t, , le plus élevé est celui du
radical donné par I'Oltipraz (7 s). On pourrait donc a priori relier
activité schistosomicide et durée de vie du radical anion thiyle.
Deux observations s’opposent a cette hypothese :

* le composé 36598 RP, inactif, aun t,,de 1,4 s, cent fois supérieur
a celui du composé 35911 RP (O,OIAES), doté d’une activité non
négligeable,

* le composé 37069 RP, trois fois plus actif que 1’Oltipraz (mais
40 fois plus toxique) donne un radical qui se dismute instantané-
ment (tableau IV).

De ces résultats, on peut déduire que la formation d’un radical
anion thiyle de longue durée de vie ne constitue pas un prérequis
de I’activité antibilharzienne. Nous nous sommes donc tournés
vers une troisieme hypothese, enzymatique : il a été signalé que la
mort du schistosome était précédée d’une diminution du taux de
GSH qui devientégal au tiers de sa valeur normale. Il y auraitentre
les deux phénomenes une relation de cause a effet.

Les résultats fournis par les essais enzymatiques et les essais in
vitro sont rassemblés dans le tableau V. Contrairement aux
dithiole-thiones parentes inactives, les disulfures pyrrolo-pyra-
zine et indolizine que nous avons préparés par voie chimique
(disulfures dissymétriques) ou par voie électrochimique (disulfu-
res symétriques) s’avérent constituer des inhibiteurs sélectifs de
la GSSG réductase. Comme dans le cas des essais in vitro,
I"activité estlimitée aux disulfures issus de dithiole-thiones actives
in vivo.

Un mécanisme d’inhibition d’une enzyme a thiol a été décrit dans
le cas de I’aldéhyde déshydrogénase ([12, 13, 14]. Il implique la
formation de disulfures mixtes et peut étre schématisé ainsi :

E(SH), + n EtN C-S-), —> B(SSCNEL), + n Bt, NC-SH

S S S
disulfure mixte

Dans le cas présent, la réaction faisant intervenir les disulfures

mixtes peut s’écrire [15],

» avec les disulfures dissymétriques :

E(SH), + nInd -SSR — E (S S Ind)_ + n RSH
s avec les disulfures symétriques :

E (SH), + n Ind-S-), — E (SS Ind), + n Ind SH
avec

RS = Glutathion ou cystéine

SCHj

~ —
etInd = / C0202H5

~. _N

Toutefois, il reste & déterminer si ces métabolites pyrrolo-pyra-
zine sont formés exclusivement par I'héte parasité ou par I'hote ef
le schistosome. A cet effet, plusieurs expériences ont été réalisées
pour évaluer les capacités mélaboliques du schistosome lui-
méme.

V.3 Evaluation des capacités métaboliques du
schistosome

Une expérience préliminaire permet de montrer que, chez la
souris, les métabolites pyrrolo-pyrazine, qui avaient été caracté-
risés dans les laboratoires Rhone-Poulenc Santé 24 heures aprés
I’administration d’Oltipraz, sont déja formés aprés un délai de 6
heures. Ces métabolites sulfoxydes ont été caractérisés par chro-
matographie sur couches minces apres extraction, dans le sérum
des souris traitées a I’Oltipraz.

Dans une seconde expérience, un lot de 20 souris infestées depuis
6 semaines par Schistosoma mansoni est traité par une prise
unique d’Oltipraz a la dose de 250 mg.kg'. Six heures aprés
I"administration, les souris sont sacrifiées. Six cents couples de
schistosomes sont prélevés et placés pendant 48 heures dans le
milieu de survie tyrode + sérum de veau. Dans un tel milieu, les
vers issus de souris non traitées a 1’Oltipraz auraient une survie
d’une dizaine de jours. Au contraire, les vers prélevés sur les
souris ayant subi le traitement précédent ne survivent que trois
jours. Toutefois, si les schistosomes, alors peu mobiles et désac-
couplés, sont retirés du milieu de survie aprés 48 heures, broyés
et extraits, on ne trouve trace ni d’Oltipraz ni de métabolites
pyrrolo-pyrazine, dans le broyat. Ainsi, il apparait que :

* les métabolites pyrrolo-pyrazine, qui étaient présents dans le
sérum de souris 6 heures apres 1I’administration d’Oltipraz, n’ont
pas encore pénétré les schistosomes a I’issue de ce délai de
6 heures, ou, s’ils ont pénétré, c’est en quantité insuffisante pour
qu’on puisse les caractériser ;

* I’Oltipraz avait bien pénétré puisque les schistosomes sont
désaccouplés et sont destinés a mourir dans un délai de 24 heures,
dans leur milieu de survie ;

« les métabolites pyrrolo-pyrazine sont formés exclusivement par
I’héte, chez lequel 1a métabolisation est équivalente a une détoxi-
fication. Pour preuve, les dithiole-thiones incapables de se cycli-
ser (atome d’azote en position inadéquate tel que le 37069 RP)
sont treés toxiques ;

*I’Oltipraz qui a pénétré les schistosomes a été métabolisé en une
forme qu’il est impossible de caractériser sans disposer de molé-
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cules marquées. La métabolisation de I’Oltipraz par le schisto-
some est confirmée par une derniere expérience.

Six cents couples de schistosomes sont prélevés et broyés dans du
sérum physiologique. Ils sont placés pendant 24 heures au contact
d’une solution contenant de I’Oltipraz (1,2 mg/4 ml). A I’issue de
ce délai, on ne caractérise dans la solution ni O/tipraz, ni métabo-
lites pyrrolo-pyrazine (on le retrouverait quantitativement dans
un blanc ne contenant pas le broyat de schistosomes).

En I’état actuel de nos connaissances, nous pouvons conclure
ainsi :
1) I’Oltipraz est une prodrogue générant des métabolites qui

constituent des inhibiteurs de 1a GSSG réductase du ver. Diminu-
tion du taux de GSH et mort du schistosome sont corrélées ;

2) ces métabolites sont des disulfures dont le mécanisme d’action
serait analogue a celui décrit dans le cas de I’inhibition de
I’aldéhyde déshydrogénase par le disulfiram ;

3) les disulfures inhibiteurs de la GSSG réductase que nous avons
préparés ont un pouvoir schistosomicide inférieur a celui de
I’Oltipraz in vitro, nul in vivo. Ils ne paraissent posséder qu’une
activité résiduelle. Il semble donc logique d’admettre que le
métabolite actif chez le schistosome soit le disulfure ouvert formé
a la suite de 1’attaque in vivo par GS". L’inhibition de la GSSG
réductase procéderait selon le schéma donné figure 4 ;

N n
(g ®
= ] - s
N 1
| \Sn SR () N |
ofty oy oS
s

N

] -~ =

EN/ 57 [ e s
EGSHy + n i N n RSH

n
RS = Glutathion ou cystéine

FIGURE 4. - Mécanisme hypothétique de I’ inhibition de la GSSG réduc-
tase par les disulfures pyrrolo-pyrazine et indolizine.

4)I’équipement enzymatique du schistosome ne lui permet pas de
métaboliser I’ Oltipraz jusqu’au stade pyrrolo-pyrazine. La raison
pour laquelle la forme ouverte donnée figure 4 ne se cyclise pas
reste inconnue. On ne peut faire que des suppositions, telles que :
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« I’isomérie Z/E serait ralentie ;

» la forme ouverte pourrait donner des réactions jumelles. Chez la
souris parasitée, prédominerait la métabolisation en pyrrolo-
pyrazine. Chez le schistosome, le graupement -CS,G serait réduit
par GS"en thiocarboxylate -CS, qui ne subirait plus 1 attaque nu-
cléophile par I'atome d’azote pyrazinique.
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