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RESUME

Chez I’humain, ’insuffisance rénale chronique (IRC) est associée 4 une diminution du
métabolisme hépatique des médicaments, particuliérement ceux qui sont sous la
dépendance du cytochrome P450. Les mécanismes responsables de ces modifications
sont mal connus. Le but de ce travail est d’évaluer les effets du sérum provenant de

patients avec IRC sur le cytochrome P450 hépatique.

Des hépatocytes de rats ont été incubés pendant 24 heures dans une solution
d’incubation contenant du sérum provenant de sujets humains avec IRC séveére, afin de
mesurer: le cytochrome P450 total, I’expression protéique et I’ARN messager codant
pour certaines isoformes et 1’activité métabolique des isoformes 3A et 1A. D’autres
expériences ont été faites avec du sérum provenant de patients IRC sous dialyse et apres

transplantation rénale.

Dans les hépatocytes incubés pendant 24 heures dans une solution d’incubation
contenant du sérum provenant de sujets humains avec IRC, nous avons observé une
diminution de plus de 45% du cytochrome P450 total, de I’expression protéique et des
niveaux d’ARN messager codant pour différentes isoformes du cytochrome P450. Le
niveau de l’isoforme 2E1 n’a pas été modifié. De plus, I’activité métabolique de
certaines isoformes a aussi diminué. L’effet inhibiteur du sérum obtenu chez des sujets
humains IRC sous dialyse chronique était similaire aprés 1 et 6 mois de dialyse, mais il

était perdu aprés une transplantation rénale réussie.

Le sérum humain provenant de patients avec IRC sévéres contient des médiateurs qui
inhibent I’activité et ’expression du cytochrome P450 hépatique par réduction de
I’expression génique. Cet effet persiste aprés 1’amorce d’une dialyse chronique, mais il

disparait aprés une transplantation rénale réussie.

Mots clefs : Insuffisance rénale chronique, dialyse, humain, cytochrome P450,

expression génique, métabolisme des médicaments, médiateurs sériques



v

ABSTRACT

In human, chronic renal failure (CRF) is associated with decreased hepatic drug
metabolism, particularly that mediated by the cytochrome P450. The mechanisms
remain poorly understood. The present study aimed to investigate the effects of the

serum of patients with CRF on liver P450.

Rat hepatocytes were incubated for 24 hours with serum from patients with severe CRF
and from controls to measure: P450 level, protein expression and mRNA levels of
P450 isoforms, and metabolic activities of CYP3A and CYP1A. Similar experiments
were done with the serum of patients once on chronic hemodialysis and after kidney

transplantation.

In hepatocytes incubated for 24 hours with serum from patients with CRF, P450 level
and protein expression as well as mRNA levels of P450 isoforms were decreased by
more than 45%, while the levels CYP2E1 were not modified. Some isoforms activities
were decreased. The inhibitory effect of serum obtained from patients before first
dialysis was similar after 1 and 6 months on chronic hemodialysis but was lost after

successful kidney transplantation.

Human uremic serum contains mediator(s) that decreases hepatic P450 activity and
expression secondary to reduced gene expression. The inhibitory effect of serum
persists even after initiation of dialysis, but disappears after normalisation of renal

function following kidney transplantation.

Key words: Chronic renal failure, dialysis, human, cytochrome P450, gene expression,

drug metabolism, hepatocytes, serum mediator(s)
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CHAPITRE I - INTRODUCTION

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est responsable de nombreuses répercussions
chez les individus qui en souffrent. Outre I’accumulation de substances toxiques et des
désordres hydroélectrolytiques, les patients souffrants d’IRC sont aux prises avec de

nombreuses interactions médicamenteuses et des toxicités graves peuvent apparaitre.

Au cceur de la biotransformation de nombreux médicaments administrés chez les
patients IRC, il y a le cytochrome P450 (CYP450), une enzyme clef. Le propos de ce

travail est d’étudier les modifications observées du CYP450 en présence d’IRC.

Avant d’exposer ’hypothése, il est pertinent de revoir briévement :

e Le métabolisme des médicaments, en insistant particuliérement sur la
biotransformation de ceux-ci (Section 1.1),

e Le CYP450, car il est au centre des interactions médicamenteuses observées chez
les patients IRC (Section 1.2),

* L’IRC (Section 1.3) et,

» L’effet de 'IRC sur le métabolisme des médicaments (Section 1.4).
1.1 LE METABOLISME DES MEDICAMENTS'

1.1.1 Introduction

Pour é&tre actif, un médicament passera a travers différentes étapes que 1’on peut
regrouper en 3 phases:

* Biopharmaceutique,

* Pharmacocinétique et,

* Pharmacodynamique.

La phase biopharmaceutique est la phase ou le principe actif d’un médicament sera mis

4 la disposition de 1’organisme. Lors de I’administration orale d’un médicament, celui-



ci doit se désintégrer puis se dissoudre pour qu’il puisse étre ensuite absorbé par

1I’organisme.

La phase pharmacocinétique va depuis 1’absorption d’un médicament dans I’organisme
jusqu’a sa distribution puis 4 son élimination de 1’organisme comme principe actif ou
inactif. Le médicament se distribuera dans 1’organisme en se liant plus ou moins aux
protéines plasmatiques et diffusera dans certains tissus, de fagon spécifique ou non, en
fonction des caractéristiques physico-chimiques de la molécule. L’élimination du
médicament se fera, quant a elle, soit en le transformant en un métabolite inactif, soit en

I’excrétant inchangé, ou soit les 2 mécanismes a la fois.

La phase pharmacodynamique est la derniére phase. C’est & ce moment qu’un principe
actif produit son effet. Cet effet est le produit de la rencontre du principe actif avec un

récepteur cellulaire, une enzyme ou une structure cellulaire quelconque.

Pour les besoins de ce travail, nous reverrons sommairement certains événements se
produisant durant la phase pharmacocinétique, ¢’est-a-dire aprés 1’administration d’un
médicament. Nous insisterons surtout sur les mécanismes d’élimination des
médicaments, et plus particuliérement sur le role du CYP450 dans la biotransformation
des médicaments. L’absorption ne sera pas étudiée, mais une bréve description de la P-
glycoprotéine (P-gp) est nécessaire car on ne peut pas traiter le CYP450
indépendamment de la P-gp lorsqu’il s’agit de cinétique des médicaments, les deux

étant intimement reliés.
1.1.2 Elimination

Tout médicament administré chez un sujet sain sera éliminé plus ou moins rapidement.
Celui-ci sera éliminé sous forme inchangée, ou aprés biotransformation, ou les 2 a la
fois. La demi-vie d’élimination variera en fonction des caractéristiques physico-
chimiques du produit administré (liaison aux protéines plasmatiques, liposolubilité,

poids moléculaire, etc).



La clairance exprime 1’élimination d’une substance en tenant compte de tous les
paramétres impliqués dans I’élimination de cette substance. La clairance systémique
d’un médicament est donc égale a la somme de la clairance rénale et de la clairance
non-rénale”. Cette derniére inclut la clairance hépatique mais aussi la clairance d’autres
organes tels que Iintestin et le poumon. La clairance englobe le fait qu’un médicament

soit éliminé sous forme inchangée ou apreés biotransformation.

Lors de ’administration chronique d’un médicament, 1’état d’équilibre (« steady
state ») est atteint lorsque 1’administration d’un médicament & un rythme constant,
permet de maintenir les niveaux sériques de ce dernier a I’intérieur d’une fenétre
thérapeutique. Si I’équilibre est rompu, si la clairance systémique est altérée, les
niveaux sériques risquent de dépasser la fenétre thérapeutique. Si I’index thérapeutique
est faible, c’est-a-dire que la marge de sécurité entre le niveau thérapeutique et le seuil
toxique est minimale, des effets secondaires, voire toxiques, risquent d’apparaitre

rapidement™*.
1.1.3 Excrétion

L’excrétion d’un médicament peut se faire soit sous forme inchangée ou soit sous forme
de métabolites aprés biotransformation. L’excrétion se fera surtout par les reins mais
elle peut également se faire par toutes les voies d’élimination des liquides de
’organisme ou par les poumons. Ces voies d’excrétions doivent étre considérées

comme un toutz.

Au niveau du rein, I’excrétion des petites molécules hydrosolubles se fera en grande
partie par filtration glomérulaire'. De plus, quelques médicaments (ou des métabolites)
seront excrétés dans I’urine par sécrétion tubulaire, grice a des mécanismes de transport
actif. Il s’agit d’une voie saturable. Plus loin, dans le tubule distal et dans le tube

collecteur, certaines substances, sous leur forme non-ionisée, pourront étre réabsorbées.

Au niveau du foie, le principe actif peut étre excrété dans la bile pour se retrouver dans

la lumiére intestinale. De 13, il pourra étre absorbé dans la circulation portale, retourné



au foie, ré-excrété dans la bile et ainsi de suite. C’est le cycle entéro-hépatique'. Ce qui
échappe a ce cycle se retrouvera dans les selles. Les substances qui n’auront pas ¢t¢
hydrolysées par les enzymes bactériennes échapperont au cycle entérohépatique, car
elles ne peuvent pas étre réabsorbées par Dintestin. L’excrétion biliaire d’un
médicament (inchangé ou biotransformé) se fait par transport actif du sang vers la bile.
Les acides gras organiques, les bases organiques et les substances organiques neutres
pourront étre sécrétés dans la bile via des transporteurs qui sont propres a ces 3 familles
de substances. Il s’agit de mécanismes de transport saturables pouvant aussi étre inhibés

dans différentes conditions'.
1.14 Biotransformation

La biotransformation d’un médicament est une voie d’¢limination irréversible.
Généralement, la biotransformation permettra de transformer le principe actif d’un
médicament en un métabolite inactif, peu ou pas toxique, plus polaire, et donc plus
soluble dans I’eau. Ces caractéristiques permettront aux métabolites produits d’étre
éliminés plus rapidement de I’organisme via les voies d’excrétions’. Il s’agit de la voie

d’élimination de la plupart des médicaments administrés en clinique.

Dans certains cas, la biotransformation permettra d’activer un pro-médicament en un
produit actif qui pourra produire son effet. C’est le cas, par exemple, du
cyclophosphamide, du sulindac et de certains agents cancérigénes comme les amines
hétérocycliques” °>. Dans d’autres circonstances, la biotransformation permettra de
potentialiser I’action d’un produit. C’est le cas de I’acide acétylsalicylique ou de la

codéine par exemple'.

Les réactions de biotransformations peuvent étre divisées en quatre catégories, selon

leur nature chimique' : Oxydation, réduction, hydrolyse et conjugaison (ou synthése).

Les trois premiéres catégories de réactions sont définies comme des réactions de phase

I, tandis que les réactions de conjugaison ou de synthése correspondent a des réactions

de phase I1%”.
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Une ou une combinaison de différentes réactions de biotransformation peuvent €tre
responsables de 1I’élimination d’un médicament. Les produits de la phase I peuvent étre
conjugués par des réactions de phase II, augmentant ainsi leur solubilité¢ dans I’eau et
facilitant leur excrétion. Les réactions de conjugaison sont généralement associées aux
réactions de détoxification. Cependant, la bioactivation de certains substrats par la

. . . N . . . -10
conjugaison peut conduire a des effets toxiques ou c:arcmogenes8 .

1.1.5 Réactions de phase I

Les réactions de phase I sont principalement ’hydrolyse, la réduction et I’oxydation des
médicaments'. Ces réactions incorporent un groupement polaire fonctionnel tel un
amino, un carboxyl ou un groupement sulfhydryl sur le substrat afin d’en augmenter
son hydrophilicité. Ainsi hydrophilisé, le substrat pourra étre excrété ou engagé dans la

phase II du métabolisme '".

Le CYP450 est responsable de 1’oxydation métabolique'?, il est donc au centre de la

majorité des réactions de la phase 1.
1.1.6 Réactions de phase II

Les réactions de conjugaison de la phase II incluent la glucuronidation, la conjugaison
au sulfate, la conjugaison au glutathion, 1’acétylation et la méthylation. Chez I’humain,

la glucuronidation est la voie de conjugaison la plus importante".

L’enzyme
responsable de la réaction de glucuronidation est la glucuronyltransférase. On la
retrouve dans la fraction microsomiale du cytosol. Le cofacteur de la glucuronidation
est I’acide uridine diphosphate glucuronique. La conjugaison au sulfate se fait sous
Paction d’une transférase cytosolique en présence de 3’-phosphoadénosine et de 5-
phosphosulfate. La conjugaison au glutathion se fait aussi sous I’action d’une
transférase, en présence de gluthation comme cofacteur. Finalement, ’acétylation se

fait sous I’action de la N-acétyltransférase, en présence de I’acétylcoenzyme Al



Les enzymes responsables de la conjugaison (phase II) se retrouvent dans le cytosol des
cellules du foie, de I’intestin, des reins, des poumons, de la prostate, du cerveau, de la

peau et de la rate’.
1.1.7 Relations entre les voies d’élimination

Les médicaments sont métabolisés et éliminés principalement par le foie, le rein et
Iintestin'* '°. La communauté médicale a longtemps pensé que le métabolisme
hépatique des médicaments n’était pas modifié par I’IRC'S. Ainsi, pour les substances &
élimination hépatique, on ne recommandait pas d’ajustement de doses en présence
d’IRC.

, . « N . . 1 17

Ce concept erroné a conduit 2 de nombreuses intoxications médicamenteuses .
. .. , , .. 18 .

Drailleurs, cette approche clinique n’est supportée par aucune étude clinique . En fait,

les voies d’éliminations des médicaments ne sont pas isolées. Elles devraient plutdt €tre

considérées comme un tout, intimement reliées'®.
1.1.8 P-glycoprotéines

Les p-glycoprotéines (P-gp) sont une famille de transporteurs membranaires de 170 kD
au cceur du transport membranaire des médicaments'®. Elles sont le produit des génes
MDR (« Multidrug resistance »)*°. La P-gp agit comme une pompe membranaire
énergie-dépendante que 1’on retouve du coté apical des cellules souvent exposées aux

xénobiotiques. Elle sert a exporter ces substances a I’extérieur de la cellule®.

On retrouve la P-gp en grande quantité dans les entérocytes du gréle et du cdlon®, dans
les cellules bordant les canalicules biliaires et dans les tubules proximaux du rein®.
Cette distribution luminale des P-gp suggére que ces pompes agissent a titre de
« détoxificateurs » de la cellule, en transportant les xénobiotiques depuis la cellule vers
la lumiére des organes concernés, permettant leur élimination dans les selles, la bile et

’urine®*.
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Comme le CYP450, la P-gp est vulnérable a I’induction (augmentation de I’expression)
et a I’inhibition (diminution de I’expression), la rendant ainsi facilement modulable®.
Outre les altérations innées de 1’expression de la P-gp, les mécanismes responsables de
la modulation de la P-gp sont nombreux. Certains composés peuvent agir directement
sur la molécule pour 1’activer en se liant au site liant I’ATP, au site liant les stéroides ou
en se liant au site du substrat. D’autres substances peuvent augmenter 1’expression de la
P-gp, en activant le récepteur nucléaire prégane X, responsable de I’activation du
MDR?®. Par des mécanismes similaires, certaines substances peuvent, par contre,
inhiber I’expression de la P-gp et créer I’effet inverse?®. Ces modifications dans
I’expression de la P-gp peuvent jouer un réle important dans la biodisponiblilté de

certaines substances et modifier substantiellement la cinétique des xénobiotiques”’.

De nombreux xénobiotiques peuvent agir sur ’expression et I’activité de la P-gp, en
’induisant ou en ’inhibant. Par exemple, la dexaméthasone, les antracycliques, la
cyclosporine et la rifampine peuvent induire la P-gp. Par contre, le vérapamil,

’érythromycine, le kétoconazole et le tamoxifen peuvent inhiber la P-gp™ 2.

Dans les maladies aigues, il est possible que la P-gp soit modulable, mais cette
association n’est pas claire. Cependant, dans certaines maladies chroniques, on
commence a comprendre que la P-gp puisse étre modulée a la hausse ou a la baisse®.
C’est le cas de I'IRC qui semble avoir des répercussions sur les niveaux d’expression et

d’activité de la P-gp. En effet, PIRC inhibe P’activité de la P-gp®®.
1.2 LE CYTOCHROME P450"

1.2.1 Définition et structure du CYP450

Le cytochrome P450 est une famille d’isoenzyme. Ces isoenzymes, ou isoformes, ont le
méme mécanisme d’action catalytique et sont responsables des réactions d’oxydation de
la phase I de la biotransformation des xénobiotiques. Cependant, les isoformes different

entre elles, de par la nature de leur substrat et par leur séquence d’acides aminés. Il



s’agit de protéines décrites pour la premiére fois en 1958%°. Depuis, de nombreuses

isoformes ont été purifiés chez I’humain et chez les principaux mammiféres.

Les différentes isoformes du CYP450 contiennent toutes un groupement héme. Lorsque
ce groupement héme est lié au monoxyde de carbone et réduit, ce pigment absorbe la

lumiére 4 450 nm, d’ou le nom CYP450°%3!,

Une famille d’isoformes du CYP450 est constituée de protéines ayant au moins 40% ou
plus d’homologie dans la séquence protéique. Par conséquent, si 2 molécules ont moins
de 40% d’homologie, elles feront partie de 2 familles d’isoformes différentes. Chaque
famille d’isoformes est désignée par un chiffre arabe. Chez ’humain, on dénombre 19
familles d’isoformes du CYP450. De celles-ci, seules les familles 1, 2, 3 et 4 sont

impliquées activement dans la biotransformation des médicaments®”.

Chaque famille d’isoformes est divisée en sous-familles. Ces derniéres sont désignées
par des lettres alphabétiques et regroupent des protéines ayant un degré d’homologie
variant entre 40 et 55%. Finalement, a ’intérieur méme de ces sous-familles, une
subdivision est encore faite en fonction du degré d’homologie. Si plus de 55%
d’homologie existe entre 2 cytochromes, ils seront classés ensemble et un chiffre arabe
servira a4 compléter la nomenclature. Par exemple, un CYP450 de la famille 1 et sous-
famille « A » sera nommé CYP1A1 ou CYP1A2 en fonction de ses caractéristiques et

ils seront considérés comme 2 protéines différentes.

On retrouve le CYP450 dans plusieurs tissus de tous les mammiféres. Dans les cellules,
on en retrouve de grandes concentrations dans le réticulum endoplasmique et la
membrane interne des mitochondries®. Le foie et la surrénale sont riches en CYP450,

mais on en retrouve aussi en quantité significative dans les entérocytes™”.
1.2.2 Roles du CYP450

Le CYP450 (essenticllement les familles 1 a 4) joue un role essentiel dans le

. . . \ \ SRTIOr 34, 35
métabolisme de nombreux composés endogénes et exogenes (xénobiotiques) . Le
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CYP450 est une enzyme clef dans le métabolisme oxydatif microsomial de nombreuses
substances endogénes (ex : stéroides) et des xénobiotiques®®. Parmi ces xénobiotiques,
on retrouve des médicaments, des carcinogénes, des pesticides, des vitamines
liposolubles et des éicosanoides’. Ce sont les enzymes clef de la phase 1 du

meétabolisme des médicaments.
1.2.3 Mécanismes d’action du CYP450

Le cytochrome P450 agira en catalysant la premiére étape de la biotransformation de
substrats lipophiles (phase I) pour en faire des dérivés plus hydrophiles. Le but de cette
transformation est donc de faciliter 1’excrétion des substrats transformés. Cette
excrétion se fera principalement dans la bile. Pour assurer sa fonction, le cytochrome
P450 peut incorporer un ou 2 atomes d’oxygéne, & partir d’une molécule d’O,, dans une
grande variété de substrats. Ceci entrainera une réduction de ’autre atome d’oxygene
par 2 électrons, pour produire de ’eau. Les étapes essentielles du cycle catalytique du

CYP450 sont les suivantes'? :
ler. Liaison au substrat,
2e. Réduction ferrique laissant le CYP450 a 1I’état ferreux,

3e. Liaison a l’oxygéne moléculaire pour donner un complexe ferreux

CYP450-dioxygene,

4e. Transfert du second électron a ce complexe, pour former un complexe

peroxoiron (III),

5e. Protonation et clivage du lien O-O avec l’incorporation de I’atome

d’oxygéne distal dans une molécule d’eau,
6e. Formation de I’espéce fer-oxo réactive,
7e. Transfert de I’atome d’oxygéne depuis ce complexe 0xo, au substrat li€ et,

8e. Dissociation du produit.
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La NADPH agit a titre de cofacteur et I’oxygéne provient de I’oxygéne atmosphérique.

L’équation suivante résume cette réaction d’oxydation :

NADPH; + O, + substrat (ex : médicaments) — NADP + H,O + substrat oxydé
1.2.4 Induction du CYP450

Le niveau d’expression du CYP450 total varie d’un individu a ’autre. On remarque de
grandes variations inter-individuelles en ce qui a trait au niveau et 4 I’expression de
différentes isoformes’’. Ces variations peuvent s’exprimer autant par un niveau
cellulaire différent d’une isoforme en question que par une activité métabolique
différente. Ces 2 phénomeénes peuvent avoir des répercussions sur ’homéostasie de
’hote®®. Des variations inter-individuelles de 3 fois le niveau d’expression, ou de

I’activité, de certaines isoformes sont possibles®.

Plusieurs mécanismes peuvent
expliquer ces variations. Par exemple, la consommation de pamplemousse peut a elle

seule faire varier le CYP450 chez un individu.

L’induction du CYP450 a d’abord été reconnue a cause de nombreuses altérations
observées dans le métabolisme des médicaments. Ces altérations étaient observées lors
de I’administration synchrone de plusieurs médicaments. En effet, il fut observé chez le
rat, que 1’administration chronique de barbituriques conduisait a une tolérance au
médicament. Cette tolérance était secondaire a une induction du CYP450, responsable
du métabolisme des barbituriques, illustrant du coup que les substrats sont souvent des
inducteurs des CYP450%°. Ayant observé qu’une induction du CYP450 chez le rat
conduisait a une diminution de I’incidence des cancers, certains auteurs ont conclu que
I’induction du CYP450 était un mécanisme de protection en permettant a la cellule de

détoxifier un environnement potentiellement hostile*'.

Cependant, si une isoforme du CYP450 est impliquée dans le métabolisme de plusieurs
substrats, des effets délétéres de 1’induction du CYP450 peuvent étre observés. C’est le
cas lors de l’administration concomitante de médicaments, lorsque ces derniers
emploient les mémes voies métaboliques. Il est alors possible de perdre I’efficacité d’un

des médicaments administrés, si I’index thérapeutique est faible®.
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L’induction du CYP450 se fait habituellement par une augmentation de 1’expression
génique. Cette augmentation se fait de fagon similaire & 1’induction des hormones

stéroidiennes™’.

De nombreux inducteurs des cytochromes P450 sont maintenant identifiés. Certains
médicaments ou certains aliments peuvent induire le CYP450* ®. Le tabagisme et la
prise d’alcool sont aussi incriminés. Le tableau I montre les principaux modulateurs

des isoformes 1, 2, 3 et 4.
1.2.5 Inhibition du CYP450

Dans certaines circonstances, on pourra observer une réduction de I’expression ou de
Iactivité de certaines isoformes du CYP450. Ces variations peuvent conduire a la
survenue d’effets secondaires toxiques liés a la prise de médicaments®. Dans d’autres
circonstances, ces variations peuvent, & 1’inverse, conduire & I’inefficacité de certains

traitements, nécessitant une activation via le CYP450 pour les rendre efficaces™.

L’inhibition du CYP450 peut se faire via divers mécanismes’’. D’abord, par une
diminution de I’expression génique. Cette derniére peut étre innée ou acquise. Des
désordres innés du code génétique, allant de I’instabilité génétique a I’inhibition de
certains génes, en passant par un certain polymorphisme génétique, peuvent inhiber la
production de certaines isoformes du CYP450*. De plus, I’expression de génes codants
pour différentes isoformes du CYP450 peut étre altérée dans certaines circonstances ou
en présence de certaines maladies. Par exemple, chez le rat avec IRC, nous avons
démontré que I’expression de I’ARN messager codant pour certaines isoformes du

49-51

CYP450 était diminuée dans le foie et dans [’intestin De plus, en cas

d’inflammation, le CYP450 est inhibé par les cytokines pro-inflammatoires et 1’oxyde
nitrique®.
L’inhibition du CYP450 peut aussi se faire par inhibition du cycle catalytique du

CYP450. Les 3 étapes étant particuliérement vulnérables a I’inhibition sont : la liaison
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au substrat, la liaison a la molécule d’oxygéne subséquente au premier transfert

d’électron et 1’étape catalytique consistant en 1’oxydation du substrat™.

Les inhibiteurs du CYP450 peuvent étre classés en 3 catégories : les agents inhibiteurs
se liant de facon réversible, les agents formant des liens quasi irréversibles avec le héme
de I’atome de fer et les agents se liant de fagon irréversible soit & la protéine, soit au
groupement héme ou en accélérant la dégradation du groupement héme. Les agents qui
agissent tot dans le cycle (avant I’oxydation) sont en général réversibles, sinon, ils sont
quasi ou complétement irréversibles™. Certains médicaments et aliments peuvent
inhiber le CYP450. Des dérivés de la psoraléne ou de la bergapténe, des extraits de
végétaux utilisés dans le traitement de certaines affections cutanées, peuvent inhiber le

CYP450°*. La Tableau I montre les principaux inhibiteurs des isoformes 1, 2, 3 et 4.



Tableau I

-

Propriétés des isoformes des familles 1, 2, 3 et 4 du cytochrome

P450 chez Phumain
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Tolbutamide

Isoforme Substrats Inducteurs Inhibiteurs

CYP1A Amitriptyline Brocoli Amiodarone
Caféine Choux de Bruxelles 7,8-Benzoflavone
Clomipramine Hydrocarbures Cimétidine
Clozapine aromatiques Fluoroquinolones
Cyclobenzaprine Insuline Furafylline
Diéthylstilbestrol Modafinile Mibefradil
Estradiol Nafciline
Halopéridole Oméprazole
Imipramine Tabagisme
Lidocaine Viande cuite sur le
Ondansétron charbon
Phénacétine
Propranolol
Ropivacaine
Théophylline
Verapramil

CYP2C Amitryptiline Carbamazépine Amiodarone
Anti-inflammatoires | Dexaméthasone Chloramphénicol
non-sétroidiens Phénobarbital Cimétidine
Cyclophophamide Rifampicine Glitazone
Diazépam Indométacin
Hypoglycémiants Kétoconazole
oraux Lanzoprazole
Indométacine Modafinil
Inhibiteurs de la Oméprazole
pompe a proton Probénécide
Paclitaxel Quercetin
Phénytoine Sulfaphénazole
Progestérone Ticlopidine
Propranolol Topiramate
Tamoxifen Trimétoprim
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CYP2D Amphétamines Dexaméthasone Amiodarone
Antiarythmiques Rifampicine Célécoxib
Antidépresseurs Chlorpromazine
Antipsychotiques Chlorphénidramine
Débrisoquine Cimétidine
Dextrométhorphane Clomipramine
Lidocaine Cocaine
Spartéine Doxorubicin
Stupéfiants Fluoxétine
Timolol Métochlopramide

Méthadone
Quinidine
Paroxétine
Ranitidine

CYP2E Acétaminophéne Ethanol Disulfiram
Benzénes Isonidazide Diéthyldithiocarbamate
Enflurane
Ethanol
Halotane
Isoflurane
Sévoflurane
Théophylline

CYP3A Antiviraux Amiodarone Amiodarone
Benzodiazépines Barbituriques Chloramphénicol
Chlorphénidramide Dexaméthasone Cimétidine
Claritromycine Phénobarbital Ciprofloxacin
Cyclosporine Rifampine Clarithromycin
Diltiazem Diltiazéme
Enalapril Erythromycine
Erythromycine Fluconazole
Estradiol Fluoxétine
Fentanyl Fluvoxamine
Halopéridole Jus de pamplemouses
Hydrocortisone Kétoconazole
Imatinib Itraconazole
Irinotécan Mifépristone
Lidocaine Naringénine
Nifédipine Néfazodone
Progestérone Norfloxacin
Quinidine Verapramil
Tacrolimus
Tamoxifen
Verapamile
Vincristine

CYP4A

Acide laurique

Agents

hzgoligémiants
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Isoformes du CYP450 étudiées

Dans cette section, nous reverrons les principales caractéristiques des isoformes du

CYP450 qui ont été étudiées dans ce travail, c’est-a-dire les isoformes: 1A, 2C, 2D, 2E,

3A et 4A.

1.2.6.1 P450 1A

La famille des isoformes 1A a été étudié de fagon extensive, & cause de son role dans

Iactivation des carcinogénes®. Chez I’humain, on connait les isoformes 1Al et 1A2.

L’isoforme 1Al est trés peu exprimée dans le foie. C’est surtout une isoforme extra-
hépatique. Elle catalyse de nombreuses réactions oxydatives, impliquant des
hydrocarbones polycycliques®®, d’oti son implication en cancérogénése. Elle exerce son
action carcinogénique en activant certaines substances contenues dans la fumée du tabac,
par son activité aryl-hydrocarbone hydroxylase’’. De plus, il s’agit aussi d’une enzyme

clef dans le métabolisme de certains médicaments (Tableau I).

Bien qu’elle présente 70% d’homologie avec I’isoforme 1Al, la 1A2 de son cOté, est tres
présente dans le foie humain. Elle est cependant & peu prés inexistante dans les autres
tissus’®. Cette isoforme peut catalyser la N-hydroxylation de certains carcinogénes,
comme par exemples les amines hétérocycliques, que I’on retrouve en grandes quantités
dans les viandes cuites sur le charbon de bois®. Une fois activées par la 1A2, les amines
hétérocycliques peuvent entrainer la formation de cancers coliques®. Cette relation n’est

cependant pas établie hors de tout doute®’.
1.2.6.2 P450 2C

La famille des isoformes 2C est parmi les premiéres a avoir été purifiée a partir de foie
humain®'. 11 s’agit de la famille d’isoformes la plus complexe chez I’humain. Toutes les
isoformes de cette famille ont plus de 80% d’homologie entre elles. Elles sont
impliquées dans le métabolisme oxydatif de médicaments importants (Tableau I).
L’isoforme 2C9 est 1’isoforme de cette sous-famille la plus abondante chez I’humain. On

la retrouve en grande quantité dans le foie®. Elle est aussi associé a la génése des cancers



16

coliques via I’activation d’amines aromatiques hétérocycliques et d’hydrocarbones

polycycliques aromatiques”.
1.2.6.3 P450 2D

La seule isoforme de la famille 2D connu chez I’humain est la 2D6. Des différences
interraciales importantes existent dans les niveaux de 2D6 et chez les caucasiens, sept
pourcent de pléiomorphisme génétique est rapporté*®. Cette isoforme est impliquée dans

le métabolisme de nombreux médicaments tel que montré au Tableau L.
1.2.6.4 P450 2E

La seule isoforme connue de la famille 2E est la 2E1%. Il s’agit d’une isoforme d’intérét,
pouvant étre impliquée dans de nombreuses maladies (ex: diabete) et dans la
carcinogénése chimique. Cette isoforme est exprimée dans le foie et dans un certain
nombre d’autres tissus. Elle pourrait d’ailleurs étre associée au cancer du poumon li¢ au
tabagisme, a certains cancers gastro-intestinaux comme I’cesophage et aux cancers

ORL®.
1.2.6.5 P450 3A

La famille des isoformes 3A joue un rdle crucial dans le métabolisme des
xénobiotiques®. L’isoforme 3A4 est I’isoforme du CYP450 la plus abondante chez
I’humain®’. Cette derniére est particuliérement abondante dans intestin et le foie. Elle a
de nombreux substrats médicamenteux®® (Tableau I). La 3A4 est aussi exprimée dans le
sein et la prostate. Elle est impliquée dans le métabolisme de 60% des médicaments
couramment utilisés en clinique et elle est, par le fait méme, au centre de nombreuses
interactions médicamenteuses. Sa localisation intestinale en fait une enzyme

particuliérement importante dans le métabolisme des médicaments administrés oralement.

L’isoforme 3A4 est inductible via une augmentation de I’expression génique. Les
inducteurs connus de la 3A4 sont: les antibiotiques macrolides, la dexaméthasone, le
phénobarbital, le clotrimazole, le paclitaxel, le mifépristone, etc. D’autres phénomenes

peuvent par contre conduire & P’inhibition de la 3A4. C’est le cas, par exemple, de
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I’inflammation qui, via D’interleukine 6, pourrait inhiber I’expression de certaines

isoformes du CYP450%.
1.2.6.7 P450 4A

L’isoforme 4A11 a été purifié a partir de rein humain™. 11 semble de plus que cette
isoforme soit impliquée dans le métabolisme des prostaglandines et des leukotriénes, ce
qui lui confére un rdle dans ’hypertension’'. Peu d’études sont faites sur cette isoforme &

I’heure actuelle.
1.2.7 Corrélation entre les isoformes retrouvées chez Phumain et chez le rat

Lorsque I’on compare le métabolisme et les substrats des isoformes 1A, 2D et 2E de
’humain & ceux du rat, les similitudes en font des isoformes équivalentes. En ce qui
concerne la 3A2 du rat, elle est I’équivalente du 3A4 chez I’humain, c’est pourquoi
cette isoforme est au centre de la plupart des expériences décrites plus loin®. Chez le
rat, la 2C est la famille la plus importante mais son rdle dans le métabolisme des

médicaments reste & préciser.

1.3 L’INSUFFISANCE RENALE CHRONIQUE (IRC)
1.3.1 Le rein

Le rein est un organe intra-abdominal essentiel au maintien de 1’homéostasie chez
I’humain. Ses fonctions sont multiples’:

» Excrétion des produits métaboliques et des xénobiotiques,

e Régulation de la balance hydro-électrolytique,

¢ Régulation de 1’osmolalité des liquides,

* Régulation de la concentration des €lectrolytes,

* Régulation de [’équilibre acido-basique,

* Régulation de la pression artérielle,

* Synthése de la vitamine D, de I’érythropoiétine et de la rénine,

* Meétabolisme et régulation de nombreuses autres hormones et,
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*  Gluconéogénése.

Le rein est la principale voie d’élimination de nombreux produits métaboliques devenus
inutiles pour I’organisme. Ces substances doivent étre libérées de 1’organisme, au fur et
a mesure de leur production. Elles incluent I’urée provenant du métabolisme des acides
aminés, la créatinine provenant des muscles, 1’acide urique provenant des acides
nucléiques, les produits de dégradation de I’hémoglobine, les métabolites de
nombreuses hormones et les métabolites de nombreux xénobiotiques (médicaments,

pesticides et divers produits provenant de I’alimentation)’”.

Pour remplir ses fonctions, le rein est constitué d’unités fonctionnelles appellées
néphrons. Chaque néphron est constitué d’un réseau complexe de capillaires et de
tubules structurés pour filtrer, sécréter, réabsorber et excréter I’urine, en plus d’assurer
la fonction endocrine du rein. Chaque rein contient environ 1 million de néphrons, tous

capables de produire de 1’urine™.

1.3.2 Définition de PIRC

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est une affection caractérisée par une perte
irréversible de néphrons en nombre et en qualité. Comme les néphrons ne se regénérent

R e e . . 7375
pas, cette perte entraine une diminution des fonctions du rein™ ™.

Les cause d’IRC sont nombreuses (Tableau II). Elles peuvent étre divisées en causes
congénitales ou acquises. Chez I’adulte, en 2005, on retient surtout le diabéte et
I’hypertension comme principales causes de I’IRC. De premiére cause d’IRC il y a 20
ans, les glomérulonéphrites sont maintenant la troisiéme. Ces changements dans
I’étiologie de I'IRC sont secondaires a une meilleure prévention des

glomérulonéphrites (antibiothérapie) et 4 une augmentation de I’incidence du diabete.

Peu importe la grande variété des mécanismes et pathologies pouvant conduire ou
contribuer a I’IRC sévére, le résultat final est essentiellement le méme. Il est caractérisé

par une altération progressive et irréversible de la fonction rénale. A partir du moment
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ou plus de 70% de la masse rénale est compromise, on voit apparaitre le syndrome
urémique (SU). Dés lors, de multiples répercussions peuvent étre observées sur

’homéostasie de I’hote™ (Tableau II).

L’équilibre hydro-électrolytique est rompu et ’excrétion de toxines endogenes et
exogenes, compromise77. Le surplus liquidien et les toxines n’étant plus éliminés, ils
s’accumuleront dans le plasma’. Ces toxines, nocives, sont appellées les toxines

urémiques (TU).

Mis a part I’altération de sa capacité de filtration et d’élimination des TU, le rein est
également touché dans sa participation au métabolisme endocrinien de nombreuses
substances, contribuant ainsi au déséquilibre cellulaire et tissulaire observé chez les

patients souffrant du SU”.
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Tableau II Principales causes de Pinsuffisance rénale chronique
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3

Causes

Incidence (%)

Maladies métaboliques

(Diabéte, amyloidose)

Maladies rénovasculaires

(Hypertension, athérosclérose)

Maladies immunologiques

(Glomérulonéphrites, polyartérite noueuse, lupus
érythémateux)

Maladies congénitales

(Reins polykystiques, hypoplasie rénale)

Infections et autres

(Pyélonéphrites, calculs urinaires et autres causes
d’obstruction urinaire, agents néphrotoxiques,)

40 a 50%

302 40%

10 220%

5%

15%
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Tableau III Manifestations du syndréome urémique

Désordres Manifestations

Hydro- Hyper/hypovolémie, hyper/hyponatrémie, hyper/hypokaliémie,

¢€lectrolytique hyperphosphatémie, hypocalcémie, acidose métabolique

Endocrinien Hyperparathyroidie secondaire, ostéomalacie, hyperuricémie,
altération de la croissance, infertilité

Neuro- Fatigue, désordres du sommeil, 1éthargie, astérixis, céphalée,

musculaire encéphalopathie, myoclonies, neuropathie périphérique,
convulsions, coma, myopathie, ostéoporose,

Cardiaque Hypertrophie ventriculaire gauche, hypertension artérielle,
insuffisance cardiaque, péricardite, cardiomyopathie,
athérosclérose accélérée, hypotension, arythmies, calcifications
vasculaires

Pulmonaire Augmentation de la perméabilité des capillaires pulmonaires (ad
cedéme), fibrose, pneumopathie restrictive

Dermatologique Paleur, hyperpigmentation, prurit, ecchymose

Gastrointestinal Anorexie, nausée, vomissement, haleine urémique, gastroentérite,
ulcéres peptiques, hémorragie digestive, ascite, péritonite,
malabsorption, malnutrition, ulcéres des muqueuses, hémorragie et
nécroses intestinales, constipation, iléus, diverticulose/ite,

Hématologique Anémie, leucopénie, diathése hémorragique, susceptibilité accrue
aux infections, hypersplénisme

Immunité Susceptibilité accrue aux infections,
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1.33 Les toxines urémiques (TU)

Les TU sont responsables du syndréme urémique (SU). Elles constituent un ensemble
de molécules aux caractéristiques aussi nombreuses que les produits qui les composent.
Briévement, on peut les subdiviser en 3 catégories :

* Les petits composés hydrosolubles,

* Les petites protéines et,

* Les molécules de poids moléculaire moyen.

La plupart des petites molécules ne sont pas toxiques et peuvent de toute fagon étre

éliminées méme si la fonction rénale est trés altérée ou par dialyse, lorsqu’indiqué™.

De I’autre coté, les composés toxiques sont habituellement des molécules plus
volumineuses. Elles sont, pour la plupart, le produit catabolique des protéines ingérées
et/ou produites par I’héte, dont 1’organisme n’arrive pas a se départir & cause de la
dysfonction rénale”. D’ailleurs, méme a jelin, une personne normale dégrade
obligatoirement de 20 & 30 g de protéines a chaque jour. Les protéines sont d’abord
dégradées en acides aminés, puis désaminées et finalement, oxydées. Ce sont ces
produits protéiques oxydés qui sont nocifs pour 1’héte®!. Les TU peuvent aussi étre le
produit de xénobiotiques ingérés, volontairement ou non, par I’hdte. Toutes ces
molécules, plus grosses, ne sont pas toujours dialysables, ce qui amplifie le probleme.
Finalement, ce groupe de TU semble présenter une cinétique complétement différente

de I’urée’®.

L’accumulation dans le sang des TU entraine de nombreuses manifestations cliniques,
biochimiques et hématologiques distinctives qui caractérisent le SU™ 88 (Tableau
III). Outre les manifestations cliniques et paracliniques du SU, les TU agissent
probablement en plus, a titre de médiateurs dans de nombreuses réactions et
phénomeénes observés chez 1’hdte et dont on commence & peine a comprendre les
implications’®. Les nombreux médiateurs de 1’inflammation présents dans le sérum des
patients IRC en sont des exemples. Chez le rat, I’interleukine 6, un médiateur de

nombreuses réactions inflammatoires, peut inhiber activité du CYP450 hépatique®. Il
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en va de méme de Pinterleukine 1 : des études faites chez le rat démontrent que celle-ci

peut inhiber I’expression et I’activité du CYP450 hépatique®®.
1.34 Effets systémiques du SU

Bien que les effets profonds du SU sévére soient rarement vus en clinique aujourd’hui,
a cause des traitements disponibles pour les patients atteints d’IRC, le SU peut toucher
tous les organes majeurs (Tableau III). Une diminution de moins de 30% du taux de
filtration glomérulaire (TFG) (le marqueur de I’insuffisance rénale) ne cause pas de
symptome clinique mais modifie les paramétres biochimiques du sang (élévation de
I’urée et de la créatinine). Une diminution supérieure a 30% du TGF, est caractérisée

par I’apparition de signes et symptomes propres au SU.

Au-dela de 90% de réduction du TGF, si aucun traitement n’est entrepris, la survie est

compromise® *¢.

1.3.5 Effets de PIRC sur la parathormone

La régulation de la calcémie sérique est un phénomeéne précis ou les variations sont de
faibles amplitudes®’. Ce contrdle précis de la calcémie est essentiel, car le calcium est
au centre de nombreux processus physiologiques tels que : la contraction musculaire, la

transmission nerveuse et la coagulation®®.

Le calcium existe sous 3 formes : combiné aux protéines, combiné a des substances
anioniques (citrates et phosphates) et libre (ionisé). C’est cette derniére fraction qui est
la plus importante, car c’est elle qui est impliquée dans les multiples fonctions du

calcium®” %,

Environ 1000 mg de calcium sont ingérés a chaque jour et 350 mg seront absorbés par
le tube digestif dans le sang, contre 250 mg qui seront sécrétés du sang vers la lumiére
du tube digestif, pour une balance d’ingestas journaliére d’environ 100 mg. La vitamine
D et la parathormone sont essentielles a 1’absorption intestinale du calcium®*%. Ce

calcium servira au métabolisme osseux et permettra diverses fonctions cellulaires. Le
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rein éliminera le calcium excédentaire aprés filtration et réabsorption. La régulation de
ces phénoménes se fera sous le contrdle étroit de la parathormone, une des hormones

clés dans le métabolisme du calcium”’.

L’IRC a un impact important sur le métabolisme de la vitamine D. En situation normale
et sous l’action de la parathormone, le rein permet la conversion de la 25-
hydroxyvitamine D; (produite par le foie) en son métabolite actif, la 1,25-
dihydroxyvitamine Ds. Cette conversion se produit dans les tubules proximaux. En cas
d&’IRC, la perte de la masse rénale (et des tubules proximaux) entraine une diminution
de la conversion de la vitamine D. Dés lors, les taux sériques s’en trouvent fortement
diminués. Le résultat final des ces phénoméne est une baisse de 1’absorption intestinale

du calcium® >,

L’hypocalcémie qui en résulte stimule la production de la parathormone par les
parathyroides, contribuant au développement d’une hyperparathyroidie secondaire et
tertiaire. Chroniquement augmentée, la parathormone entrainera une déminéralisation

du squelette et des complications osseuses pourront survenir (ex : fractures).
1.3.6 Hyperparathyroidie (secondaire et) tertiaire

En contraste avec la boucle d’inhibition intrinséque observée en cas
d’hyperparathyroidie tertiaire, I’hyperparathyroidie secondaire est causée par une sur-
stimulation des glandes parathyroides, par ailleurs normales, par la parathormone
retrouvée en circulation 4 des concentrations supra-physiologiques. Le but de cette
réaction est de mobiliser le calcium entreposé dans 1’os afin de le rendre disponible sous

. o . . 94
sa forme ionisée. C’est une situation presqu’exclusivement rencontrée en cas d’IRC™.

L’hypocalcémie observée entraine en plus une hyperphosphatémie secondaire par
diminution de 1’éxcrétion urinaire des phosphates. Ces phosphates vont, de plus, lier le
calcium ionisé, aggravant 1’hypocalcémie et les complications en découlant en plus de

stimuler d’avantage la sécrétion de parathormones et contribuer a la stimulation®’.
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En cas d’hyperparathormonémie au long cours, les mécanismes de rétroaction
deviennent insensibles aux modulations du calcium et les parathyroides deviennent
autonomes. Ce phénoméne constitue 1’hyperparathyroidie tertiaire. Cette
hyperparathyroidie persiste méme lorsque la condition sous-jacente est corrigée, comme

par exemple aprés une transplantation rénale réussie’’.
1.3.7 Effets de PIRC sur I’inflammation

L’accumulation de diverses substances dans le plasma des patients avec IRC, les
perturbations du systéme endocrinien et I’état d’ischémie chronique de certaines
sections des reins des patients avec IRC entrainent la libération de nombreuses
cytokines, responsables d’un état « inflammatoire » observé chez les patients avec IRC
sévére. Cet état inflammatoire contribue & la physiopathologie de nombreux

phénomeénes observés chez ces derniers”™ *°.

Chez les patients avec IRC, on reconnait un déficit marqué d’antioxydants, entrainant la
présence dans le plasma de produits de I’oxydation des protéines. Ces produits,
responsables du stress oxydatif, font parties des TU et sont reconnus comme des
médiateurs de 1’inflammation. Ils pourraient contribuer & 1’athérosclérose accélérée que
I’on observe chez ces patients, de méme qu’a 1’aggravation de la malnutrition et de

I’hypoalbuminémie®® '%°.

1.4 EFFETS DE L’IRC SUR LE METABOLISME DES
MEDICAMENTS
1.4.1 Introduction

En dépit d’ajustement de doses en fonction de la fonction rénale, les patients souffrants
d’IRC sont souvent aux prises avec de nombreuses réactions indésirables, lices a la
prise de médicaments'®" '®. Ceci est dd au fait que I'IRC n’affecte pas seulement le
taux de filtration glomérulaire (et 1’élimination rénale des médicaments), mais aussi de

nombreux systémes enzymatiques essentiels au métabolisme de nombreux
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3, 4, 103

médicaments Les systtmes enzymatiques qui nous intéressent ici sont

principalement ceux du tube digestif (entéroyctes) et du foie (hépatocytes)1°4.

1.4.2 Etudes faites chez ’humain

Plusieurs €études ont démontré une diminution de la clairance de nombreux
médicaments chez les patients avec IRC> * *¢ 190 12 Up grand nombre de ces
médicaments sont métabolisés au foie, suggérant ainsi que I'IRC altére la
biotransformation hépatique des médicaments. Parmi les médicaments métabolisés par
le foie et dont le métabolisme est affecté par I’IRC, on retrouve par exemple :
I’acyclovir, le captopril, la cimétidine, la ciprofloxacine, la codéine, le fluconazole,
I’imipénem, le métoclopramide, la minoxidile, la nicardipine et le vérapamil®. Ces
substances servent de substrats aux isoformes CYP3A4, CYP2D6 et CYP2CI9,
suggérant une altération du CYP450 en cas d’IRC. Des études faites in vivo chez
I’humain ont permis de démontrer une diminution de 1’activité CYP2D6'® lors de

I’administration de dextrométhorphane.

Par ailleurs, les réactions de phase II ont été moins étudiées, mais la sulfatation semble

normale en IRC, alors que I’acétylation et la glucuronydation semblent réduites'% 17,

Bien que toutes ces études suggérent une réduction du métabolisme des médicaments en
cas d’IRC, il est encore difficile de prévoir comment I'IRC peut influencer le
métabolisme hépatique. Les études chez ’humain sont difficiles car les patients IRC
sont souvent aux prises avec de nombreux problémes médicaux synchrones, ils sont
souvent polymédiqués ou 4gés, et bon nombre sont fumeurs. Tous des facteurs qui

peuvent moduler a la hausse comme a la baisse le CYP450.
1.4.3 Etudes faites chez ’animal

Chez le rat, les isoformes du CYP450 qui participent au métabolisme des médicaments
sont les CYP1A2, CYP2C11, CYP2D, CYP2EI1 et CYP3A1/3A2. 1l est primordial de

connaitre quelles isoformes sont réduites en IRC. Uchida et al. rapportent une inhibition
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du CYP2C6, CYP2C11 et CYP3A2 et une induction du CYP1A2 dans des hépatocytes
de rats avec IRC'®®. Dans notre laboratoire, nous avons observé une inhibition du
CYP2C11, CYP3A1l et CYP3A2 et aucune induction’’. L’absence d’induction dans
notre étude s’explique par des conditions expérimentales différentes : IRC plus sévére
et expérimentation étalée sur une plus longue période. Les isoformes CYP3Al et
CYP3A2 chez le rat sont ’équivalent du CYP3A4 chez I’humain. Comme le 3A4 est
responsable du métabolisme de la majorité des médicaments utilisés en clinique, cette

donnée nous apparait comme des plus intéréssantes.
1.4.3.1 Etudes in vitro

Comme le CYP450 est un des systémes enzymatiques parmi les plus importants dans le
métabolisme des médicaments, de nombreuses études ont été faites sur le sujet. Des
études faites en IRC nous ont montré une diminution du CYP450 total variant entre 19 et
47%' %" Des réductions significatives de réactions enzymatiques CYP450 dépendantes
ont été aussi observées in vitro. La N-déméthylation de 1’érythromycine, de
I’aminopyrine et de 1’éthylmorphine, la O-démeéthylation de la codéine et I’hydroxylation
de I’aniline étaient toutes réduites'®®'"!. De plus, tel que démontré chez I’humain, il y a
une corrélation entre la diminution d’activité du CYP450 et la sévérité de I'IRC chez le

50,108,111
rat™ v

1.4.3.2 Etudes in vivo

Bien que les études in vitro suggérent que I’IRC réduit la capacité de métaboliser des
médicaments, les répercussions de I'IRC sur le métabolisme hépatique des médicaments
demeurent controversées. Peu de données sont disponibles sur le métabolisme in vivo des
médicaments en IRC. Uchida et al rapportent une diminution de 25 % de la N-

108

déméthylation de la triméthadione . Parce que cette réaction est catalysée par plusieurs

isoformes du CYP450, il est impossible de savoir quelles isoformes sont diminuées.

Par ailleurs, il est possible d’évaluer I’activité catalytique de certains isoformes du
CYP450 en utilisant des épreuves respiratoires (« breath test »). A cet effet, un « breath
test » & I’aminopyrine a été utilisé pour mesurer ’activité du CYP2C11, un « breath test »

a la caféine a été utilis€ pour mesurer ’activité du CYP1A2 et un « breath test» a
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I’érythromycine a été utilisé pour mesurer P’activité du CYP3A2. En collaboration, nous
avions rapporté une diminution de 35% des « breath test» & I’aminopyrine et a

112

I’érythromycine chez des rats IRC''~. Nous avions aussi noté une corrélation entre la

diminution de la clairance de la créatinine et la diminution du métabolisme des
médicaments. Ces résultats démontraient que chez le rat, la diminution du métabolisme
des médicaments, in vivo, était secondaire 4 une diminution des isoformes hépatiques

CYP2C11 et CYP3A1/3A2.

14.4 Effets de PIRC sur le CYP450 intestinal

L’intestin fournit la principale source initiale de la biotransformation des
médicaments®. Il est donc activement impliqué dans I’effet de premier passage des
médicaments administrés par voie orale'"™ 14 Une étude que nous avons publié en
2002°" nous a permis de démontrer qu’en présence d’IRC, le niveau du CYP450
intestinal total était diminué, de méme que les isoformes 1A1 et 3A2. Cette inhibition
était due a une baisse de I’ARN messager codant pour ces protéines, témoignant d’une

baisse de I’expression génique.
1.4.5 Facteur(s) circulant(s)

Le métabolisme des médicaments est altéré par I'IRC. La biotransformation des
médicaments n’est pas seulement diminuée aux reins. Elle I’est aussi dans les sites
extra-rénaux que sont les intestins (entérocytes) et le foie (hépatocytes). Cette
diminution dans la clairance extra-rénale des médicaments, en présence d’IRC, apparait
surtout médiée par une réduction du CYP450, secondaire & une diminution de

I’expression des génes responsables de la synthése des isoformes concernés.

La possibilité de la présence d’un ou de plusieurs facteurs circulants chez les patients

urémiques est soulevée par plusieurs. Ce ou ces facteurs auraient la capacti¢ de

115

moduler la clairance des médicaments' . Ni chez ’animal, ni chez ’humain, un tel

facteur n’a été caractérisé.
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On note ’accumulation de nombreuses protéines lorsque 1’on compare le sérum de
patients avec IRC a des sérums normaux. Outre I’urée et les nombreuses TU, la PTH
fait partie des molécules que 1’on retrouve en grande quantité dans le sérum des patients
avec IRC''®. D’ailleurs, en plus d’étre présente en quantité supraphysiologique, la PTH,
et ses nombreux fragments, entrainent une augmentation du calcium intra-cellulaire
dans les hépatocytes''’. La parathormone est une protéine de 12 kD'"®. En cas de
diminution de la calcémie, la parathormone stimulera la résorption du calcium et des
phosphates présents dans 1’os. Elle stimulera I’activité ostéoclastique (et la production
de nouveaux ostéoclastes), elle diminuera 1’excrétion rénale de calcium et stimulera

19 C’est donc I’hypocalcémie qui

I’absorption intestinale de calcium et de phosphate
stimulera la production de parathormone'®’. En cas d’IRC, la diminution de production
de la vitamine D entraine une hypocalcémie, qui aura comme conséquence d’augmenter

chroniquement la parathormone sérique.

Il y a également toutes les substances propres a I’inflammation, et que I’on retrouve en
grande quantité dans le sérum des patients avec IRC. La protéine C réactive et
interleukine-6 en sont des exemples. Elles sont toutes deux augmentées en cas

d’IRC™!. Les répercussions de ces phénoménes sont mal connues.
1.5 HYPOTHESE

1.5.1 Prémisses

En guise de prémisses, on peut affirmer que I'IRC est associée a une altération du
métabolisme des médicaments. En fait, méme les médicaments d’élimination hépatique

voient leur métabolisme modifié par I’'IRC.

Il apparait donc clairement que les voies d’élimination et de biotransformation des
médicaments ne peuvent pas étre étudiées individuellement. Elles doivent plut6t étre
considérées comme un tout, chacune des voies ayant la capacité d’interagir sur les

autres pour produire un résultat final.
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Chez le rat, I’impact de I’IRC sur les réactions de phase I commence a étre connu. Ces
réactions sont responsables de la biotransformation hépatique de la majorité des
médicaments administrés en clinique. La plupart de ces réactions sont médiées par le
CYP450. Mais toujours chez le rat, nous ne connaissons pas bien les voies de
communications existant entre les différents systémes de biotransformation, lorsque ces

systemes sont soumis a I’IRC.

Chez ’humain, I’impact de I'IRC sur les réactions de phase I, responsables de la
biotransformation hépatique de la majorité des médicaments, a été¢ peu étudié. Encore
moins les mécanismes sous-jacents a I’inhibition du CYP450. C’est sur ces sujets que

porte le présent travail.
1.5.2 Postulats

A la lumiére de ces prémisses, nous postulons donc que, comme chez le rat, I"altération
du métabolisme hépatique responsable de 1’élimination et de la biotransformation de
nombreux médicaments observée chez des sujets humains souffrant d’IRC sévere est
secondaire 4 une modulation de certaines isoformes du CYP450 hépatique.
Secondairement, nous croyons que cette modulation du CYP450 hépatique est médiée

par un ou des facteurs sériques propres aux patients IRC.

L6 OBJECTIFS DE L’ETUDE
1.6.1 Objectif principal

* Mesurer ’effet du sérum provenant de sujets humains souffrants d’IRC sévére sur la

modulation du CYP450 hépatique.
1.6.2 Objectifs secondaires

* Mesurer I’impact de sérum provenant de sujets humains souffrant d’IRC s€vere, sur
la modulation des isoformes 1A2, 2C6, 2C11, 2D, 2E1, 3A2 et 4A du CYP450
hépatique .



T

31

Evaluer I’activité métabolique des isoformes du CYP450 hépatique modulés par

I’IRC.

Evaluer la relation entre certains paramétres biochimiques sur la modulation du

CYP450 hépatique.

Evaluer si les concentrations des facteurs sériques responsables de la modulation

ont un effet dose-réponse sur la modulation du CYP450 hépatique.

Evaluer le poids moléculaire du ou des facteurs sériques responsables de la

modulation du CYP450 hépatique.

Evaluer I’impact de la dialyse et de la transplantation sur la modulation du CYP450

hépatique.
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CHAPITRE II - MATERIEL ET METHODES

21

Protocole expérimental

Pour parvenir aux objectifs de 1’étude, nous avons incubé des hépatocytes de rats

normaux dans un milieu de culture constitué en partie de sérum provenant de sujets

humains atteints d’IRC sévére que nous avons comparés 4 des témoins. Différentes

conditions exprérimentales ont été reproduites (Sections 2.1 42.4) :

=> Apres incubation d’hépatocytes de rats normaux dans différents milieux de culture

nous avons mesuré dans les microsomes des hépatocytes (Sections 2.5 & 2.8):

Le niveau de CYP450 total (Méthode a la section 2.9, résultats a la section 3.1),

L’expression protéique de différentes isoformes du CYP450 impliquées dans le
métabolisme des médicaments (Méthode 4 la section 2.10, résultats a la section

3.2),

L’ARN messager codant pour ces isoformes spécifiques (Méthode a la section

2.11, résultats 4 la section 3.3),

L’activité métabolique de certaines isoformes du cytochrome P450 (Méthode a

la section 2.12, résultats 4 la section 3.4) et,

L’influence de la composition biochimique du sérum sur le taux d’expression de
certaines isoformes du CYP450 (Méthode a la section 2.13, résultats a la section

3.5).

=> De plus, a partir des sérums provenant de sujets humains avec IRC que nous avons

fractionnés par chromatographie, nous avons évalué le poids moléculaire des

facteurs impliqués (protéines) dans la régulation du CYP450. (Méthode a la section

2.14, résultats a la section 3.6).
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=> Nous avons aussi utilisé différentes concentrations de sérum provenant de sujets
humains avec IRC pour évaluer I’impact de la concentration de sérum IRC sur
Pexpression du CYP450 hépatique total et certaines de ses isoformes dans des
hépatocytes de rats normaux incubés pendant 24 heures (Méthode 4 la section 2.15,

résultats a la section 3.7).

=> Finalement, des expériences similaires ont été faites sur des hépatocytes de rats
normaux incubés pendant 24 heures dans un milieu de culture contenant du sérum
provenant de sujets humains avec IRC ayant amorcé la dialyse chronique depuis
plus d’un mois et une fois aprés une transplantation rénale réussie (Méthodes aux

sections 2.16 et 2.17, résultats aux sections 3.8 et 3.9).
2.2 Sujets humains avec IRC sévére

Afin d’étudier D’effet du sérum provenant de sujets humains avec IRC sur le
cytochrome P450 des hépatocytes de rats et établir des courbes doses-réponses, nous

avons recruté des patients souffrants d’IRC sévére.

Apres consentement éclairé, des patients consécutifs de plus de 18 ans, souffrant d’IRC
sévere ont été inclus dans 1’étude, dans le but de leur prélever du sérum. Pour étre inclus
dans I’étude, les sujets devaient étre atteints d’IRC progressant depuis plus d’une année,
et chez qui une dialyse était prévue a court terme. Cette stratégie nous a permis

d’obtenir des sérums contenant un maximum de TU.

Les patients souffrants d’une IRC rapidement progressive ont été exclus de 1’étude de
méme que ceux chez qui on a pu identifier des facteurs modulateurs du CYP450 :
présence d’une infection aigue, processus inflammatoire chronique, alcoolisme,
tabagisme, prise d’antiépileptiques et de corticostéroides. En ce qui concerne la prise de
corticostéroides, ce dernier critére d’exclusion ne s’applique pas aux patients 21, 23 et
25 a 30 apreés leur transplantation. Ces derniers recevaient tous de la prednisone a basse
dose (0,22 = 0,05 mg kg™ par jour) et n’ayant pas d’impact sur la modulation du

CYP450.
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Les caractéristiques des sujets humains avec IRC retenus pour cette étude sont montrées

aux Tableaux IV et V:

* Les sérums des patients 1 a 10 (n=10) (Tableau IV) ont servi & déterminer les effets
du sérum IRC sur le CYP450 hépatique total (Section 2.9) et sur certains isoformes
du CYP450 hépatique (expression protéique (Section 2.10) et ’ARN messager
(Section 2.11)). Les résultats obtenus ont été comparés aux résultats obtenus avec le

sérum de 10 sujets humains sans IRC (Témoins).

* Les sérums des patients 3, 5, 6, 7 et 8 (n=5) (Tableau IV) ont servi a faire
I’évaluation in vitro de ’activité métabolique du CYP450 hépatique (Section 2.12).
Les résultats obtenus ont ét¢ comparés aux résultats obtenus avec 5 sujets humains

sans IRC (Témoins).

* Les sérums des patients 1 & 14 (n=14) (Tableau IV) ont servi a déterminer
I'influence de la composition biochimique du sérum sur le taux d’expression de

certaines isoformes du CYP450 hépatique (Section 2.13).

* Les sérums des patients 1, 2, 4, 9 et 10 (n=5) (Tableau IV) ont servi & caractériser
(poids moléculaire) les facteurs sériques (protéines) responsables de la modulation
du CYP450 hépatique (Section 2.14). Les résultats obtenus ont été comparés aux

résultats obtenus avec 5 sujets humains témoins sans IRC.

* Les sérums des patients 11 a 16 (n=6) (Tableau IV) ont servi a faire des courbes

doses-réponses (Section 2.15).

* Les sérums des patients 17 & 24 (n=8) (Tableau IV) ont servi & évaluer I’effet de
’hémodialyse chronique sur les facteurs inhibiteurs du CYP450 hépatique (Section
2.16).

* Les sérums des patients 21, 23 et 25 a 30 (n=8) (Tableau V) ont servi a évaluer

Ieffet de la transplantation rénale sur les facteurs inhibiteurs du CYP450 hépatique
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(Section 2.17). Nous considérions une greffe rénale réussie si un patient présentait

une créatinine normale.
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Tableau IV
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Caractéristiques des sujets humains avec IRC' donneurs de sérum

Patient # Sérum post-
Cause de P'IRC Age Gendre | TFG? dialyse
1 Diabéte 65 Homme 11,7 Non
2 Ischémique 66 Homme 8,6 Non
3’ Ischémique 75 Homme 7,6 Non
4 Obstructive 74 Homme 9,5 Non
53 Glomérulonéphrite 68 Homme 7,7 Non
6 Ischémique 30 Femme 1,6 Non
7 Diabéte 73 Femme 6,9 Non
8 GSFs* 35 Femme | 4,8 Non
9 Hypertension 75 Femme 6,6 Non
10 Diabéte 70 Femme 3,9 Non
11 Diabéte 64 Homme 8.8 Non
12 Hypertension 59 Homme 5,0 Non
13 Diabéte 49 Homme 5,4 Non
14 Glomérulonéphrite 58 Femme 5,2 Non
15 Diabéte 58 Femme 11,5 Non
16 Diabéte 39 Femme 9,0 Non
17 Diabéte 49 Homme 6,1 Oui’
18 Diabéte 70 Homme | 6,6 Oui’
19 Diabéte 63 Homme | 9,1 Oui’
20 Diabeéte 69 Homme | 10,9 Oui’
21° Alport 27 Homme 5,7 Ouji’
22 Diabéte 66 Femme 7,3 Oui’
23° Pyélonéphrite 52 Femme | 6,6 Oui’
24 Diabéte 58 Femme | 10,7 Oui’

Légende et explications - Tableau IV:

2

Insuffisance rénale chronique

premiére dialyse

Glomérulosclérose focale segmentaire

mois de dialyse et aprés 6 mois de dialyse

Patients avec IRC qui subiront éventuellement une greffe rénale (Voir Tableau V)

Taux de filtration glomérulaire en ml ® min™ » 1,73m” ", Les mesures ont toutes été faites avant la

Tous les patients sont éventuellement hémodialysés, sauf les patients # 3 et 5 qui sont sous dialyse
péritonéale

Pour les patients 17 a 24, les mesures de TGF ont été faites avant la premiére dialyse, aprés 1
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Caractéristiques des sujets humains avec IRC' donneurs de sérum
et qui ont subi une transplantation rénale

TFG? avant Durée sous TFG s |
Patient | Cause de la dial dialyse avant la apres ‘a
# PIRC acayse . transplantation transplantation
(ml® min™ * 1,73m" ™) (mois) (ml* min" * 1,73m>")

21 Alport 5,7 4 37,5 au jour 32°
23 PN* 6,6 10 33,1 au jour 63
25° GN° 10,2 26 109,6 au jour 59
26 RPK® 5,5 10 53,9 au jour 34
27 Diabéte 8,4 5 69,4 au jour 62
28° GSFS’ 5,6 27 59,9 au jour 31
29 IgA 6,2 18 28,6 au jour 47
30 Diabéte 7,9 15 71,3 au jour 38

Légende et explications - Tableau V:

1 . .
Insuffisance rénale chronique

2 Taux de filtration glomérulaire en ml * min™ © 1,73m’ ", Les mesures ont toutes été faites avant la
premiére dialyse, sauf si spécifié

Tous les patients sont hémodialysés, sauf les patients # 25 et 28 qui sont sous dialyse péritonéale
avant d’étre transplantés

Pyélonéphrite

Glomérulonéphrite

Reins polykystiques
Glomeérulosclérose focale segmentaire

Apres la transplantation
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23 Sujets humains sans IRC (Témoins)

Les sujets humains sans IRC (n=30) ont été retenus pour cette étude selon les mémes
critéres que les sujets humains avec IRC (Section 2.2) sauf pour la créatinine sérique
qui devait étre normale (<120 uM). Il s’agissait de sujets sains, exempts de pathologies

ayant un impact significatif en clinique. Ils ont aussi signé un consentement éclairé.

24 Préparation du sérum provenant des sujets humains avec IRC et sans

IRC (Témoins)

Dix ml de sang total était prélevé par ponction veineuse chez les sujets humains avec
IRC et sans IRC (Témoins). Aprés coagulation du sérum pendant 30 minutes a la
température de la picce, le sérum était récupéré aprés centrifugation a 600g pendant 10
minutes. Le sérum était ensuite aliquoté et entreposé a -80°C. Les échantillons n’ont été

décongelés qu’une seule fois par la suite.
2.5 Modéle animal expérimental

Des rats méles Sprague-Dawley (Charles River, Pointe Saint-Charles, PQ) pesant entre
200 et 300 g ont été hébergés a I’animalerie du centre de recherche. IIs ont été nourris
avec de la moulée Purina pour rats et de I’eau ad libitum. Une période d’acclimatation
d’au moins 3 jours était allouée aux rats avant de procéder au travail expérimental.
Toutes les procédures ont été faites en accord avec les régles du Conseil Canadien de
Protection des Animaux et sous la supervision du comité local de protection des

animaux.
2.6 Isolation des hépatocytes de rats

Pour toutes les expériences décrites plus loin, les hépatocytes de rats ont été isolés selon
la méthode de perfusion hépatique en deux étapes de Seglen'?’. Une laparotomie

lTM

médiane était faite sur des rats normaux anesthésiés au Somnotol™ afin de canuler la

veine porte et la veine cave inférieure. Le foie était ensuite perfusé in sifu avec une

solution de Hank : 120 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 1% de glucose, 0,4 mM de
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KH>POs, 0,2 mM de Na,HPO,, 25 mM de NaHCO; & un pH de 7,4. La solution de
Hank était saturée en oxygéne et maintenue a 37°C tout au long de la procédure. Durant
la premiere étape, le foie était perfusé avec la solution de Hank additionnée de 0,1 U »
ml" d’héparine et 0,5 mM de EDTA pour enlever le sang. Ensuite, une solution de
Hank contenant 1,2 mM de MgSO,, 1,8 mM de CaCl,, 7,5 ug * ml™” d’inhibiteur de
trypsine et 5 mg » ml’' de collagénase D était perfusée pour digérer les tissus
hépatiques. Aprés la perfusion in situ du foie, celui-ci était retiré de la cavité
abdominale et placé sur de la glace dans une solution de Willams E. La capsule de
Glisson était ensuite pelée de la surface hépatique sur un c6té et les hépatocytes étaient
détachés du foie par brossage & I’aide d’un peigne de plastique, puis filtrés a travers un
filtre de nylon de 80 um. Les cellules vivantes étaient ensuite purifiées sur un gradient

de Percoll a 40%.

Telle que démontrée par une exclusion au bleu de trypan'?, la viabilité des hépatocytes
prélevés était supérieure & 90%. Une fois les hépatocytes purifiés, la concentration de la
suspension cellulaire était ajustée a 0,5 X 10° hépatocytes » ml"' dans du milieu de

William E contenant 10% de sérum de veau foetal et 1 mM d’insuline'?*,
2.7 Culture cellulaire des hépatocytes

Les hépatocytes purifiés étaient distribués dans des plaques de culture de 6 puits dont le
fond était recouvert de collagéne de type 1, extrait de queue de rats (Collaborative
Biomedicals). Dans chaque puit, on a déposé un volume de 3 ml de la suspension
cellulaire pour un total de 1,5 X 10° hépatocytes par puit. Cette concentration a été
établie comme optimale pour obtenir une densité cellulaire maximale a la surface du

puit.

Une pré-incubation de 2 heures a été faite 4 37°C dans un atmosphere a 95% d’oxygéne

et 5% de dioxide de carbone.

Aprés la pré-incubation, la solution d’incubation était changée pour 2 ml de milieu

William E contenant 10% de sérum entier (ou fractionné — Section 2.14) provenant de
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sujets humains soit avec IRC, soit sans IRC (Témoins) en fonction des groupes
constitués. Pour les courbes doses-réponses, des concentrations variables de sérum (de 1 a
20%) provenant de sujets humains ont été utilisées. Le sérum d’un patient était utilisé

pour une seule expérience.

Finalement, les hépatocytes étaient incubés durant 24 heures supplémentaires avant d’étre
prélevés par grattage dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS: NaCl 0,9%,
20 mM Na,HPO,, pH 7,4).

Pour I’analyse de I’ARN messager, les hépatocytes étaient prélevés dans une solution

tampon RLT (Qiagen).

Les échantillons contenant les hépatocytes étaient ensuite congelés et conservés a -80°C

jusqu’a ’analyse.
2.8 Préparation des microsomes provenant des hépatocytes

I1 s’agit d’une technique standard, modifée selon les détails suivants. Les microsomes
ont été isolés a partir des hépatocytes récoltés par centrifugation différentielle. Le culot
hépatocytaire, obtenu par centrifugation, était homogénéis¢ a I’aide d’un
homogénisateur de tissu de type Potter-Elvehjem (Wheaton) dans un tampon
d’homogénéisation contenant : 10 mM de Tris-HCL a pH 7,4, 0,153 M de KCl, 0,2 mM
de EDTA, 0,1 mM de DTT, 20% de glycérol et 0,1 mM de PMSF.

L’homogénat cellulaire obtenu était ensuite soniquée pendant 10 secondes sur glace

puis centrifugé a 12 000 g pendant 5 minutes a 4°C. Le surnageant était ensuite

récupéré et re-centrifugé a 100 000 g pendant 60 minutes a 4°C.

Le culot contenant les microsomes était suspendu dans du NaCl 0,9% contenant 0,1mM

de PMSF et entreposé 4 —80°C jusqu’a I’analyse'®.
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2.9 Détermination du contenu en cytochrome P450 provenant des

hépatocytes

Le contenu en protéines des hépatocytes fut déterminé en utilisant le « Micro BCA
Protein Assay » (Pierce, Rockford, IL) en utilisant de 1’albumine sérique bovine comme

standard protéique.

Le contenu en CYP450 total fut mesuré par spectophotométrie grice au spectre de

différence lorsque comparé a la protéine réduite'?® %,

2.10 Immunobuvardage de type « Western »

Les isoformes du CYP450 énumérées au Tableau VI ont été analysées par la technique
d’immunobuvardage de type « Western ». Quarante ug de protéines microsomiales ont
€té séparées par électrophorése en conditions réductrices, dans un gel de
polyacrylamide & 7,5% contenant 0,1% de SDS. Les protéines ainsi séparées ont été

" . . 128,129
transférées sur une membrane de nitrocellulose par électro-transfert'?® ',

La qualité du transfert a été vérifiée par coloration des membranes dans une solution de
Rouge de Ponceau (0,2% dans de 1’acide acétique 3%) suivie d’un ringage a ’eau. Les
immuno-buvards ont ensuite été saturés durant 60 minutes a la température de la piéce
dans une solution constituée de 5% de lait écrémé en poudre dans du PBS. Par la suite,
’anticorps spécifique pour I’isoforme étudiée (Tableau VI) a été dilué suivant une
dilution préalablement optimisée dans le laboratoire dans une solution a 0,5% de lait
écrémé en poudre dans du PBS. L’incubation des buvards en présence des anticorps
primaires a été effectuée durant au moins 16 heures a 4°C, sous agitation légére. Les
buvards ont ensuite été lavés durant 3 fois 15 minutes a la température de la piéce, avec

une solution de lavage constituée de 0.1% de Tween 20 dans du PBS.

Comme pour I’anticorps primaire, I’anticorps secondaire, spécifique a I’isotype et a
’espéce de I’anticorps primaire, a été dilué dans une solution 0,5% lait dans du PBS.

Ces anticorps secondaires ont tous été couplés a la molécule de peroxydase afin de
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permettre leur localisation. L’incubation a été effectuée a la température de la piéce
durant une heure. Aprés un cycle de lavage (3 fois 15 minutes), les buvards ont été
trempés dans une solution révélatrice contenant un dérivé de Luminol (Lumilight,
Roche, Laval) qui, par chemiluminescence, permet la localisation et la quantification
des complexes immuns sur le buvard. Ce dernier a donc été mis en présence d’un film
autoradiographique (Biomax MR, Kodak) durant quelques secondes afin d’enregistrer
la quantité¢ de photons émis par la réaction de la peroxydase avec son substrat.
L’analyse du signal obtenu grice i une caméra numérique (Alpha Imager, Alpha
Innotech), combinée a un programme d’intégration, a permis de quantifier le signal

obtenu.

Si des conditions strictes d’exposition sont respectées, il est ainsi possible d’obtenir une
quantification assez précise de I’isoforme 4 doser dans 1’échantillon. La comparaison
s’effectue toujours entre les échantillons d’un méme gel. Chaque détermination a été
reprise sur trois gels différents. Les résultats présentés sont une moyenne des trois

réplicatas.

La deuxiéme colonne du Tableau VI dresse une liste des anticorps utilisés pour mettre

en évidence les différentes isoformes choisies. Nous avons choisi les isoformes du

Tableau IV pour les raisons suivantes :

* Elles sont impliquées dans le métabolisme des médicaments,

* Ce sont les isoformes les plus abondantes dans les hépatocytes,

* Elles peuvent étre spécifiquement quantifiées en utilisant des anticorps
commercialement disponibles et

* Les courbes de calibration et les tests de spécificités ont été faits dans notre

laboratoire.

Par souci de clarté et compte tenu de la similitude des résultats obtenus, les données
présentées pour plusieurs sections ne portent que sur la 3A2 bien que des mesures aient

été effectuées sur la majorité des isoformes. Nous avons choisi de présenter les résultats
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de la 3A2 en raison de son rdle central dans le métabolisme des médicaments et de son

abondance qui facilite sa détection et sa mesure.

La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), la B-actine et ’aspartate
amino S-transférase (AST) sont trois protéines exprimées de fagon constitutive par les
hépatocytes. Nous avons donc considéré qu’elles n’étaient pas modulées par les
conditions de culture étudiées. Leurs concentrations respectives dans les échantillons
ont été mesurées par immunobuvardage a ’aide d’anticorps polyclonaux : 1) anticorps
de lapins anti-GAPDH humaine; 2) anticorps de souris anti-3-actine de rat; et anticorps
de moutons anti-AST porcine. Les anticorps anti-GAPDH et anti-AST montrent une
excellente réactivité sur les protéines homologues de rat tel que rapporté par les

fabricants et vérifié dans le laboratoire (résultats non-montrés).

L’AST et la B-actine ont été utilisées au cours de 1’étude comme marqueurs cellulaires
afin de comparer les résultats des différentes isoformes du CYP450 avec ceux de
protéines qui ne sont pas impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques. La
GAPDH a, quant a elle, été utilisée comme standard interne permettant de corriger pour
les variations de dosages et de mesure des volumes dans la réalisation des
immunobuvardages. Des études préliminaires ont en effet permis d’établir que la
GAPDH n’est pas modulée par la présence de sérum IRC dans les cultures cellulaires
(résultats non montrés). Ainsi, pour toutes les expériences d’immunobuvardage, nous
avons déterminé la quantité¢ de GAPDH présente dans 1’échantillon. Pour ce faire, le
buvard ayant servi & la détermination de ’une ou I’autre isoforme a été rincé dans du
tampon de lavage avant d’étre incubé pour 16 heures avec I’anticorps anti-GAPDH
dilué dans le PBS-lait 0,5% a 4°C. Le méme protocole de lavage et de révélation a été

utilisé pour la détermination de la GAPDH.

Les résultats obtenus pour la quantification d’un antigéne dans un échantillon ont
ensuite été corrigés en divisant par le résultat obtenu pour la GAPDH. C’est ce que nous
appelons la valeur normalisée. Lorsque cette valeur est rapportée en pourcentage par

rapport a la moyenne des échantillons témoin, elle devient la valeur normalisée par
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rapport au témoin et s’exprime en % (la moyenne des valeurs des témoins étant

considérée comme 100%).

Tableau VI Isoformes du cytochrome P450 étudiées
Isoformes’ Ac? utilisés pour la technique d’immunobavardage
de type « Western »°
CYP1A2 Ac polyclonal de chévres anti-rat 1A1/1A2 _
CYP2Cé6 Ac polyclonal de chévres anti-rat 2C6
CYP2C11 Ac polyclonal de chévres anti-rat 2C11
CYP2D Ac polyclonal de lapins anti-humain 2D6
CYP2E1 Ac polyclonal de chévres anti-rat 2E1
CYP3A2 Ac polyclonal de chévres anti-rat 3A2
CYP4A Ac polyclonal de chévres anti-rat 4A

Légende et explications - Tableau VI:
! Du cytochrome P450

2 Anticorps

3 . ey . IS RE I . . .
Les complexes immuns constitués ont ensuite été révélés par des anticorps secondaires IgG anti-

chévre et anti-lapin couplés & une peroxydase et au Luminol derivé du substrat “Lumi-Light
Western blotting substrate”. L’intensité de la réaction immune était ensuite révélée par
densitométrie sur films Biomax MR exposés
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2.11 Isolation de I’ARN messager et analyse RT-PCR quantitative

L’ ARN messager codant pour plusieurs isoformes du CYP450 de méme que celui de la
GAPDH ont été mesurés par polymérase dans la replication en cascade d’un ADN
(« RT-PCR : Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction ») sur les hépatocytes

préalablement cultivés en présence de sérum de sujets avec IRC.

L’extraction de I’ARN total fut réalisée a partir des échantillons d’hépatocytes congelés
apres incubation dans différents milieux avec 1’ensemble « mini RNeasy » (Qiagen). La
concentration en ARN dans les échantillons était ensuite déterminée en mesurant

I’absorbance a 260 nm.

Un microgramme d’ARN total était utilisé pour préparer I’ADNc par transcription
« reverse » en utilisant I’ensemble « Omniscript RT » (Qiagen, Mississauga, ON,

Canada) et un mélange d’oligohexaméres d’Invitrogen (Burlington, ON, Canada).

Le PCR quantitatif a été fait en utilisant une Taq ADN polymérase (Qiagen) et
I’ensemble QuantumRNA Classic 18S (Ambion, Ausitn, TX). Ceci a permis la
comparaison des échantillons témoins et IRC par normalisation des résultats avec le

contenu en ARN ribosomal 18S.

Les réactions de PCR ont été faites sur un systtme GeneAmp PCR System 2400
(Perkin-Elmer) avec une dénaturation de 15-s 4 94°C, une hybridation de 15-s a 55°C et
une €longation de 30-s a 72°C. Les produits de la PCR ont été fractionnés sur un gel

d’agarose a 1,5% et visualisés par une coloration au bromure d’éthydium.

Des amorces spécifiques pour chaque isoforme ont été choisies en respectant les
séquences de la « GeneBank » (Tableau VII, p. 54). Chacune de ces amorces a €té
testée par séquengage du produit de PCR obtenu sur un analyseur « ABI Prism 3100 »

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

L’ARN messager de la GAPDH fut mesurée selon la technique décrite par Robitaille' .



Tableau VII

Séquences des amorces de PCR

Isoformes du Séquence de ’amorce (5°-3°) Tgille p:fd.ltte
CYP450 u produt
(bp)
1A2 S CATCTTTGGAGCTGGATTTG 255
1A2 AS GGACACCTCACTGAATGG
2C6 S AGAACATGAAGATTTTGAGCAG 275
2C6 AS CAAATCAGTCACAGTGATTGAT
2C11S TCATTCCCAAGGGTACCAATG 664
2C11 AS GGAACAGATGACTCTGAATTCT
2D S ACCAATGCTGTCATCCATGAGG 237
2D AS CATGAAGGCCTCATGCTTCAC
2E1S AGCACAACTCTGAGATATGG 366
2E1 AS ATAGTCACTGTACTTGAACT
3A28 ATCCAGAAAGGTTTAGCAAGG 589
3A2 AS GGACGAGGACATGGTTACTATC
4A S AAAGGCCAATGGCGTCTACAGATTG 334
4A AS ATTCAAGTTCCCAATGGCCTGGAT
GADPH S CTGCTTCACCACCTTCTTGAT 399

GADPH AS

CTGCTTCACCACCTTCTTGAT

46
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2.12 Activité métabolique in vitro du cytochrome P450 hépatique

Pour évaluer I’activité métabolique des isoformes 3A2 et 1A du CYP450 dans les
microsomes des hépatocytes incubés dans différentes conditions (Section 2.8), nous
avons utilisé la N-déméthylation de 1’érythromycine pour le 3A2°" et I’activité de la 7-

éthosyrésorufin O-dééthylase (EROD) pour le 1A,

Pour la mesure de I’activité métabolique de I’isoforme 3A2, 1,5 mg de protéines
microsomiales provenant d’hépatocytes, préalablement cultivés durant 24 heures en
présence de sérum humain (Section 2.8), ont été incubées a 37°C pendant 30 minutes en
présence d’érythromycine et d’un systéme générateur de NADPH constitué de : 10 mM
de glucose 6-phosphate, 1 mM de NADP et 0,35 unités de glucose 6-phosphate
déshydrogénase dans un volume total de 0,5 ml. A la fin de ’incubation, 0,05 ml de
ZnSO; (0,87 M) et 0,05 ml de Ba(OH), (0,3 N) sont ajoutés pour interrompre la
réaction. Les échantillons ont ensuite été centrifugés a 14 000 g pendant 10 minutes,
puis 0,35 ml du surnageant était transféré dans un tube contenant 0,15 ml de réactif de
Nash'*?. Le mélange a ensuite été incubé a 56°C pendant 30 minutes. Aprés ce délai,
les échantillons étaient analysés par spectrophotométrie (absorbance de 405 nm) pour

mesurer la formation de formaldéhyde.

Pour la mesure de ’activité métabolique de I’isoforme 1A, 25 pM de 7-éthoxyrésorufin
étaient incubés avec 0,5 mg de protéines microsomiales d’hépatocytes pré-cultivés en
présence de 7-éthoxyrésorufin et d’un systéme générateur de NADPH consistant en 25
mM de NADP, de 0,25 M de glucose 6-phosphate et de 25 U ml”! de glucose 6-
phosphate deshydrogénase®'. La fluorescence de la résorufine était ensuite mesurée par

spectroflurométrie (Ex : 530 nm, Em : 585 nm).
2.13 Biochimie sanguine et urinaire

L’urémie, la créatininémie et la créatinurie ont été déterminées avec un auto-analyseur

« Advia 1650» (Bayer Diagnostic, Toronto, ON, Canada).
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Les niveaux sériques de parathormone ont été déterminés par immuno-

chemiluminescence sur un immunoanalyseur « Advia Centaur » (Bayer Diagnostic,

Toronto, ON, Canada).

La clairance de la créatinine a été calculée selon la technique décrite par Leveym, en
utilisant 1’équation qui tient compte de ’dge, du sexe, de la créatinine sérique, de

’albuminémie et de la race.
2.14 Fractionnement des protéines du sérum

Afin de caractériser les protéines contenues dans le sérum provenant de sujets humains
IRC qui sont responsables de 1’inhibition du CYP450, nous avons étudié différentes
fractions des sérums (en fonction du poids des protéines sériques) des sujets avec IRC 1
a 6 du Tableau IV que nous avons comparé aux sérums de sujets témoins sans IRC
aussi fractionnés en fonction du poids des protéines sériques. L’impact de chacune des
fractions sériques obtenues en fonction du poids des protéines qu’elles renferment, sur

I’expression de la protéine CYP3A2, a été étudié.

Une courbe de calibration a été préparée en injectant un mélange de 6 protéines de
poids moléculaire connu. Il a ainsi été possible d’établir un volume d’élution pour
chacune des 6 fractions de poids moléculaire que nous souhaitions étudier. Les tubes
récoltés durant la chromatographie ont donc été regroupés en 6 fractions (<5, 5-10, 10-
15, 15-20, 20-25, 25-30 kD). Chacune de ces fractions a ensuite été concentrée par
ultrafiltration sur une cartouche munie d’une membrane ayant une perméabilité
inférieure a 3 kD (Centricon YM-3, Millipore, Bedford, MA). Le volume final pour
chaque fraction a été ramené a 250ul de fagon & garder la méme concentration

protéique.

La premiére €tape a consisté a séparer les protéines par ultra-filtration sur cartouche
« Concentrator Apollo 30K » (Continental Lab Products, San Diega, CA) afin d’obtenir
une fraction protéique inférieure a 30 kD. Les conditions d’utilisation décrites par le

fabricant ont été respectées et le temps de centrifugation ajusté afin de maintenir le
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volume de filtrat inférieur ou égal a 40% de I’échantillon initial. Des tests préliminaires
réalisés avec des protéines témoins ont permis de montrer que dans ces conditions, 99%
des protéines de 30 kD et plus sont retenues par la membrane. Le filtrat 30K contenant
les protéines de moins de 30 kD a ensuite été séparé par tamisage moléculaire sur un
chromatographe liquide & haute performance (HPLC; Systeme Gold, Beckman Coulter,
Mississauga, Ont, Canada) équipé d’une colonne « Superose 12HR 10/300 GL »
(Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC, Canada). La pression des colonnes fut
maintenue sous 2.0 MPa, le débit était de 0,4 ml/min et ’absorbance était mesurée a
280 nm avec un « System Gold » (Beckman Coulter, Missauga, ON, Canada). La phase
mobile contenait 115 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de KH,PO;, 1 mM de
HEPES, 25 mM de EGTA et 5,5 mM de glucose ajusté a pH 7,4 et filtré sur une
membrane de 0,22 pm. L’HPLC fut branchée a un collecteur de fractions et 0,5 ml
furent receuillis par fraction. Des fractions de 250ul de I’ultrafiltrat de 30K furent

injectées.
2.15 Courbes doses-réponses

Afin de savoir si la baisse du CYP450 observée dans les hépatocytes de rats cultivés en
présence de sérum provenant de sujets humains avec IRC était dose-dépendante, des
courbes doses-réponses ont été faites avec des milieux de culture contenant des
concentrations variables (de 1 4 20%) de sérum provenant de sujets humains avec IRC
et sans IRC (Témoins). Le sérum d’un sujet humain a servi a faire une seule expérience.

Pour des raisons expliquées a la section 2.10, nous avons suivi I’expression du

CYP3A2.
2.16 Effets de ’hémodialyse chronique sur les facteurs inhibiteurs

La conception de cette étude a été faite de telle sorte que 1I’on puisse évaluer si le fait de
débuter ’hémodialyse chronique, et ainsi retirer les ou certains facteurs urémiques
inhibiteurs potentiels, pouvait renverser la chute du CYP450 hépatique médiée par le
sérum provenant de sujets humains avec IRC. Le sérum des 8 patients étudiés (patients

13 & 20 du Tableau IV) a été obtenu au jour zéro avant la dialyse puis a 1 mois et 6
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mois apres le début de la dialyse chronique. Le sérum des sujets humains avec IRC était

toujours prélevé avant la session de dialyse.

Les paramétres de la dialyse étaient les suivants : membrane de polysulfone « high
flux », sessions de 4 heures de dialyse, trois fois par semaine et débit de ’acces veineux

variant entre 350 2 450 ml min™' (en fonction du type d’acces).
2.17 Effets de la greffe rénale sur les facteurs inhibiteurs

Pour évaluer si la correction de la fonction rénale par une transplantation rénale était
associée a une perte de ’effet inhibiteur sur le CYP450 des hépatocytes de rats, nous
avons étudié I’effet du sérum prélevé chez 8 patients transplantés (Tableau V). Chez ces
sujets, du sérum a été obtenu avant I’amorce de la dialyse et durant le deuxiéme mois

aprés une transplantation rénale réussie.

Apres la transplantation, tous les sujets recevaient de la prednisone a faible dose (0,22 =
0.05 mg kg™ par jour) et du mycophénolate de mofétile. Cinq patients recevaient du
tacrolimus et 3 de la cyclosporine A. Trois patients ont présenté un rejet aigu dans les 3

semaines suivant la transplantation et ils ont été traités avec du solumédrol.
2.18 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne = ’erreur standard. La signification de la
différence entre les groupes a été évaluée en utilisant un test de Student « t » pairé ou
non-pairé, ou un test d’ANOVA. Un test d’ANOVA significatif était complété par une
procédure de comparaison « Fisher LSD ». Le seuil de signification statistique était

atteint en présence d’un p<0,05.
2.19 Drogues et produits chimiques

L’héparine, le glucose, ’EGTA, I’inhibiteur de trypsine, la solution de William E, le
gradient de Percoll, I’insuline, I’érythromycine, la 7-éthoxyresorufin, les amorces

utilisées pour le PCR quantitatif, les anticorps IgG de chévres anti-souris et les
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anticorps IgG d’édnes anti-mouton proviennent de Sigma Chemicals (St-Louis, MO). La
collagénase D et le substrat de la peroxydase Lumilight proviennent de Roche Canada
(Laval, QC, Canada). Le sérum de veau foetal provient de Biosources International
(Camarillo, CA, USA). Les plaques de culture cellulaire recouvertes de collagéne type I
de queues de rats proviennent de BD Biosciences Discovery Labware (Oakville, ON,
Canada). Le tampon RLT provient de Qiagen (Mississauga, ON, Canada). Les anticorps
polyclonaux de chévres anti-rat (1A1/1A2, 2C6, 2C11, 2E1, 3A2 et 4A), les anticorps
de lapins anti-humain 2D6 proviennent de Gentest Corporation (Woburn, MA, USA).
Les anticorps polyclonaux de lapins anti-humain GADPH proviennent de Abcam Ltd
(Cambridge, UK). Les anticorps de souris anti-rat $-actine proviennent de NeoMarker
(Fremont, CA). Les anticorps polyclonaux de moutons anti-rat AST proviennent de
Rockland (Gilbertsville, PA). Les anticorps secondaires IgG de porcs anti-chévre et

chévre anti-lapin proviennent de Biosources International (Camarillo, CA, USA).



52

CHAPITRE III - RESULTATS

3.1 Dosage du cytochrome P450 total dans des hépatocytes de rats incubés
pendant 24 heures dans un milieu de culture contenant 10% de sérum

provenant de sujets humains avec IRC vs sans IRC (témoins)

Le dosage du cytochrome P450 total dans les hépatocytes de rats normaux incubés 24
heures dans un milieu d’incubation contenant 10% de sérum de sujets humains sans

IRC (témoins) fut de 0,20 + 0,11 nmol * mg™ de protéines.

Aprés 24 heures d’incubation des hépatocytes de rats normaux dans un milieu
d’incubation contenant 10% de sérum de sujets humains avec IRC, nous avons observe

une baisse de 33% du CYPP450 total dans les hépatocytes (p<0,01).

Les expériences ont été répétées huit fois dans chaque groupe afin d’obtenir les

moyennes que nous avons compareées.

3.2 Expression de différentes isoformes du cytochrome P450 dans des
hépatocytes de rats incubés dans un milieu de culture contenant 10%
de sérum provenant de sujets humains avec IRC vs sans IRC

(témoins)

Aprés 24 heures d’incubation des hépatocytes de rats normaux dans un milieu de
culture contenant 10% de sérum de patients avec IRC, I’expression de plusieurs
isoformes du cytochrome P450 avait diminué lorsqu’on les a comparées au groupe
témoin provenant de sujets humains sans IRC (Figure 1). Les niveaux des CYP1A2,
CYP2C6, CYP2C11, CYP2D, CYP3A2 et CYP 4A étaient réduits de 50% (p<0,001),
35% (p<0,01), 39% (p<0,01), 29% (p<0,01), 63% (p<0,001) et 42% (p<0,01)
respectivement. L’expression de ’isoforme CYP2E1 ne fut pas modifiée par le sérum

provenant de sujets avec IRC. Par ailleurs, le niveau des protéines témoins GAPDH, (-

actine et AST était similaire dans les 2 groupes.
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Figure1  Expression de différentes isoformes du cytochrome P450, de I’AST et
de la GAPDH dans des hépatocytes de rats normaux aprés incubation
dans un milieu constitué 42 10% de sérum provenant de sujets humains
avec IRC? comparé a des témoins incubés dans un milieu constitué a
10% de sérum provenant de sujets humains sans IRC
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Légende et explications - Figure 1:

L’unité de densitométrie des témoins a été arbitrairement définie comme étant 100%
Les données sont égales a la moyenne +/- |’erreur standard de 10 expériences dans chaque groupe

Les immunoburvardages de type « Western » sont représentés 4 droite. Il s’agit d’un exemple
représentatif

* Signifie une différence statistiquement significative (p<0,01) en comparant les sérums provenant

de sujets humains avec IRC aux sujets humains sans IRC (Témoins)
1 Cytochrome P450
Insuffisance rénale chronique

Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

W

Aspartate amino S-transférase



54

33 Analyse de PARN messager codant pour certaines isoformes du
cytochrome P450 dans des hépatocytes de rats normaux incubés dans
un milieu de culture contenant 10% de sérum provenant de sujets

humains avec IRC vs sans IRC (témoins)

Afin de déterminer si la baisse de I’expression des isoformes du P450 des hépatocytes
de rats était due a une baisse dans leur synthése cellulaire, I’ARN messager codant pour
les isofomes CYP1A2, CYP2C6, CYP2C11, CYP2D, CYP2E1, CYP3A2 et CYP4A fut
mesurée par RT-PCR quantitatif. Aprés 24 heures d’incubation des hépatocytes de rats
normaux dans un milieu contenant 10% de sérum de patients avec IRC, une diminution
significative de I’ARN messager fut notée dans les isoformes suivantes, lorsque
comparées aux témoins (Figure 2) :

* CYP1A2 (baisse de 31%, p<0,001),

* CYP2C6 (baisse de 31%, p<0,001),

* CYP2Cl11 (baisse de 31%, p<0,001),

*  CYP2D (baisse de 23%, p<0,001),

* CYP3A2 (baisse de 39%, p<0,001) et,

* CYP4A(baisse de 33%, p<0,001).

L’expression de I’ ARN messager codant pour le CYP2EI était similaire au témoin.

Ce résultat, combiné a celui de la GAPDH, démontre qu’il ne s’agit pas d’un effet
global sur le métabolisme de la cellule mais plut6t d’un effet ciblant certains isoformes
du CYP450. Ces résultats confirment que la diminution d’expression observée pour
plusieurs isoformes du CYP450 est conséquente & une diminution dans le taux de

transcription des génes en ARN messager.
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Figure2  Expression de ’ARN messager codant pour les différentes isoformes
du cytochrome P450 et de la GADPH dans des hépatocytes normaux
de rats aprés incubation dans du sérum constitué a 10% de sérum
provenant de sujets humains avec IRC' comparé a des témoins
incubés dans du sérum constitué de sérum provenant de sujets
humains sans IRC
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Légende et explications — Figure 2:

L’unité de densitométrie des rats témoins a été arbitrairement définie comme étant 100%
Les données sont la moyenne +/- I’erreur standard de 10 expériences dans chaque groupe

A droite dans la figure, ce sont les produits de PCR séparés sur gel d’agarose en présence de bromure
d’éthydium, un agent intercalant qui rend I’ADN fluorescent. Il s’agit d’un exemple représentatif

* Signifie une différence statistiquement significative (p<0,01) en comparant les sérums provenant
de sujets humains avec IRC aux sujets humains témoins

1 Insuffisance rénale chronique

2 Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
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3.4 Métabolisme in vitro de I’érythromycine et mesure du métabolisme et
de P’activité de la 7-éthosyrésorufin O-dééthylase (EROD) dans les
hépatocytes de rats normaux incubés dans un milieu de culture
contenant 10% de sérum provenant de sujets humains avec IRC vs

sans IRC (témoins)

Dans les sections précédentes, nous avons montré que I’expression du CYP450 est
significativement diminuée dans des hépatocytes cultivés en présence de sérum de
patients avec IRC. Il est néanmoins important de vérifier si ces diminutions ont des
répercussions mesurables sur [’activité des isoformes. Nous avons donc mesuré
I’activité métabolique du CYP450 sur deux substrats spécifiques soit 1’érythromycine et
la 7-éthoxyrésorufine. A partir d’hépatocytes cultivés en présence de sérum de patients
avec IRC, nous avons préparé des fractions enrichies de microsomes. Ces préparations
ont permis de concentrer le CYP450 et de mesurer plus facilement I’activité de ses

différentes isoformes.

L’érythromycine est métabolisée majoritairement par I’isoforme 3A2 du CYP450 qui,
par N-déméthylation, va provoquer la formation d’une molécule de formaldé¢hyde qui
sera ensuite dosée par la réaction de Nash. Pour I’éthoxyrésorufine, le métabolisme
dépend essentiellement des isoformes 1A1 et 1A2 du CYP450. La réaction catalysée
par ces enzymes est une O-dééthylation qui produit de la résorufin qui est un produit

fluorescent, donc facilement quantifiable.

Nos résultats montrent que 1’activité N-déméthylase (CYP3A2) était diminuée de 51%
(p<0.001) dans les hépatocytes cultivés en présence de sérum de patients avec IRC
(Figure 3). De son coté, I’activité O-dééthylase (CYP1A) était diminuée de 59%
(p<0.001) par rapport au témoin (Figure 4). La culture d’hépatocytes normaux, en
présence de sérum de patients avec IRC, influence donc significativement non-

seulement I’expression mais aussi 1’activité du CYP450.
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Activité in vitro de la N-déméthylation de I’érythromycine dans des
microsomes préparés a partir d’hépatocytes de rats normaux
préalablement incubés 24 heures dans un milieu d’incubation
constitué a 10% de sérum provenant de sujets humains avec IRC'
comparé a des témoins incubés dans un milieu d’incubation constitué
a2 10% de sérum provenant de sujets humains sans IRC

1,5

N-Déméthylation de I'érythromycine
(nmoles/min/mg de protéines)

Controles IRC

Légende et explications — Figure 3 :

Les données sont la moyenne +/- I’erreur standard de 5 expériences dans chaque groupe

*

1

Signifie une différence statistiquement significative de p<0,001

Insuffisance rénale chronique
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Figured4  Activité in vitro de la dééthylation de la 7-éthosyrésorufin o-dééthylase
dans des microsomes préparés a partir d’hépatocytes de rats normaux
préalablement incubés 24 heures dans un milieu d’incubation
constitué 2 10% de sérum provenant de sujets humains avec IRC'
comparé a des témoins incubés dans un milieu d’incubation constitué
4 10% de sérum provenant de sujets humains sans IRC
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Légende et explications — Figure 4 :

Les données sont la moyenne +/- I’erreur standard de 5 expériences dans chaque groupe
* Signifie une différence statistiquement significative de p<0,001

1 Insuffisance rénale chronique
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3.5 Influence de la composition biochimique du sérum sur le taux
d’expression de Pisoforme 3A2 du cytochrome P450 dans des
hépatocytes de rats normaux incubés pendant 24 heures dans un
milieu de culture contenant 10% de sérum provenant de sujets

humains avec IRC vs sans IRC (témoins)

Tous les sérums testés provenant de sujets avec IRC ont produit une diminution
significative de 1’expression des différentes isoformes du CYP450 testées (Figure 1).
Nous avons observé une variation dans I’amplitude de I’expression des différentes
isoformes du CYP450. Nous avons constaté que cette derniére n’était pas due a
I’étiologie de I'IRC. De plus, nous avons observé une corrélation négative significative
entre la chute de I’expression du CYP450 3A2 mesuré par immunobavardage de type
Western et la créatininémie pré-dialyse et le niveau sérique de la PTH (p<0,001).
Inversement, nous avons observé une corrélation positive significative entre le taux
d’expression de I’isoforme 3A2 du CYP450 avec le taux de filtration glomérulaire
(p<0,001). La Figure 5 nous montre la corrélation que nous avons observée entre le
taux d’expression de I’isoforme 3A2 du CYP450 et la créatinine sérique. La Figure 6
nous montre la corrélation que nous avons observée entre le taux d’expression de

I’isoforme 3A2 du CYP450 et le niveau sérique de la parathormone.

3.6 Détermination du poids moléculaire du ou des facteurs influengant
P’expression du cytochrome P450 dans des hépatocytes de rats incubés
pendant 24 heures dans un milieu de culture contenant 10% de sérum

provenant de sujets humains avec IRC vs sans IRC (témoins)

Par ultrafiltration, les sérums provenant des sujets humains ont été séparés en 2
fractions en fonction de la taille des constituants. Dans cette premiére étape, nous avons
observé que I’activité inhibitrice du sérum avait un poids moléculaire situé entre 0 et 30
kD. De cette fraction, nous avons obtenu des sous-fractions par HPLC. Parmi les
différentes sous-fractions de I"'HPLC, le ou les facteurs ayant la capacité de diminuer

’expression ainsi que les niveaux d’ARN messager du CYP3A?2 étaient présents dans la
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fraction contenant des protéines de poids moléculaire variant de 10 a 15kD (Figure 7).

Les autres fractions et sous-fractions n’avaient aucun effet sur 1’expression de
I’isoforme 3A2 du CYP450 hépatique.



FigureS  Expression de I’isoforme 3A2 du cytochrome P450 en fonction
de la créatinine sérique (n=14)
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Figure 6  Expression de ’isoforme 3A2 du cytochrome P450 en fonction
du dosage sérique de la parathormone (n=14)
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Figure 7  Expression de Pisoforme 3A2 du cytochrome P450 en fonction des

différentes sous-fractions sériques provenant de sujets humains
obtenues par HPLC et dans lesquelles les hépatocytes de rats normaux
ont été incubés
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3.7 Effet de la concentration du sérum dans le milieu d’incubation sur
I’expression de Pisoforme 3A2 du cytochrome P450 dans des
hépatocytes de rats normaux incubés pendant 24 heures dans un
milieu d’incubation contenant des concentrations variables de sérum

provenant de sujets humains avec IRC vs sans IRC (témoins)

L’inhibition du cytochrome P450 induite par le sérum provenant de sujets humains avec
IRC était reliée a la concentration de sérum (et des TU) provenant de sujets humains
IRC dans le milieu d’incubation. Comparé aux témoins, nous avons observé une
diminution progressive de ’expression de I’isoforme 3A2 dans les hépatocytes de rats
normaux lorsque ces derniers étaient cultivés dans du milieu de culture constitué de
doses croissantes de sérums provenant de sujets humains avec IRC (Figure 8). Par
ailleurs, nous n’avons observé aucune différence dans I’expression de la GADPH entre

les 2 groupes (non-montré).

3.8 Effet de P’hémodialyse chronique sur les facteurs inhibiteurs du
cytochrome P450 hépatique provenant du sérum de sujets humains

avec IRC vs sans IRC (témoins)

Cette expérience a été congue pour savoir si le fait de débuter 1’hémodialyse chez un
patient avec IRC, et ainsi retirer du sérum les facteurs urémiques potentiellement
responsables de I’inhibition du CYP450 hépatique, avait un impact sur 1’expression du
CYP450 hépatique. A la Figure 9, nous voyons que le fait de dialyser des patients avec
IRC pendant au moins un mois n’a pas modifié le profil d’expression du CYP450 3A2
dans les hépatocytes de rats normaux. Nous avons remarqué que la baisse de profil
d’expression, notée avant I’amorce de la dialyse chez ces sujets, s’est maintenue malgré
la dialyse. Les mémes résultats ont été obtenus aprés 6 mois de dialyse. Nous n’avons
pas observé de modification dans le profil d’expression de la GADPH entre ces

groupes.
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Effet de différentes concentrations du sérum provenant de sujets
humains avec IRC' dans le milieu d’incubation des hépatocytes de
rats normaux sur I’expression du CYP3A2 comparé a des témoins
incubés dans un milien d’incubation constitué de différentes

concentrations équivalentes de sérum provenant de sujets humains
sans IRC
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Légende et explications — Figure 8 :

Les résultats sont exprimées en unité de densitométrie (%)

Les témoins ont été arbitrairement définis comme étant 100% de la valeur témoin normalisée

Les données proviennent de la moyenne = I’erreur standard de 6 expériences

*

1

Signifie une différence statistiquement significative (p<0,001) en comparant les sérums provenant
de sujets humains IRC aux sujets humains témoins

Insuffisance rénale chronique
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Figure 9  Expression de I’isoforme 3A2 du cytochrome P450 dans des
hépatocytes de rats normaux incubés dans un milieu de culture
contenant 10% de sérum de sujets humains avecIRC' avant la
premiére session de dialyse et aprés un mois de dialyse comparé a un
groupe témoin
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Légende et explications — Figure 9 :

Les brésultats sont exprimées en unité de densitométrie (%)
Les témoins ont ét¢ arbitrairement définis comme étant 100% de la valeur témoin normalisée
Les données proviennent de la moyenne =+ Ierreur standard de 8 expériences

* Signifie une différence statistiquement significative (p<0,01) en comparant les sérums provenant

de sujets humains IRC aux sujets humains témoins

1 Insuffisance rénale chronique
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3.9 Effets de la transplantation rénale sur les facteurs inhibiteurs du

cytochrome P450 hépatique provenant du sérum de sujets humains

avec IRC

Cette expérience a été congue pour savoir si le fait d’effectuer une transplantation

rénale chez un patient avec IRC avait un impact sur I’expression du CYP450 hépatique.

La Figure 10 montre une diminution dans 1’expression des isoformes 2D et 3A2 du
CYP450 hépatique lorsque I’on compare I’expression de ces 2 isoformes dans des
hépatocytes de rats normaux incubés dans un milieu d’incubation constitué a 10% de
sérum provenant de patients avec IRC sous dialyse, 4 du sérum provenant des mémes

patients aprés une transplantation rénale.

Nous avons choisi d’étudier I’isoforme 2D, en plus du 3A2, car elle n’est pas induite

par la présence de stéroides.

Tel que montré dans la Tableau V, les taux de filtration glomérulaire de ces patients

apres la transplantation rénale étaient a peu prés normaux.

Nous n’avons pas observé de modification dans le profil d’expression de la GADPH

entre ces groupes.
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Figure 10 Expression des isoformes 2D et 3A2 du cytochrome P450 dans des
hépatocytes de rats nmormaux incubés dans un milieu de culture
contenant 10% de sérum de sujets humains avec IRC' avant la
premicre session de dialyse et durant le deuxiéme mois aprés une
greffe rénale réussie comparé a un groupe témoin
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Légende et explications — Figure 10 :

Les résultats sont exprimées en unité de densitométrie (%)
Les témoins ont été arbitrairement définis comme étant 100% de la valeur témoin normalisée
Les données proviennent de la moyenne * I’erreur standard de 8 expériences

* Signifie une différence statistiquement significative (p<0,01) en comparant les sérums provenant
de sujets humains IRC aux sujets humains témoins

1 Insuffisance rénale chronique
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CHAPITRE IV — DISCUSSION

Cette étude démontre que chez I’humain, le sérum de patients souffrants d’IRC contient
des médiateurs capables d’induire une baisse marquée du CYP450 hépatique total.
Cette baisse est secondaire 4 une réduction de 1’expression protéique de plusieurs
isoformes du CYP450. De plus, une fois sous hémodialyse, cet effet inhibiteur persiste
sur le CYP450. Cependant, cet effet est renversé aprés une transplantation rénale. I
apparait donc que les mécanismes responsables de cette régulation a la baisse de
I’expression des isoformes du CYP450 passent par une réduction de I’ARN messager
codant pour ces protéines. De plus, les répercussions qu’entrainent ces modifications
sur le métabolisme des médicaments sont importantes, car nous démontrons dans cette
étude une diminution dans la biotransformation de 1’érythromycine et dans Pactivité de
la 7-éthosyrésorufin O-dééthylase, médiée respectivement par les isoformes 3A2 et 1A

du CYP450 hépatique.

Plusieurs études ont démontré que les patients atteints d’IRC présentent une diminution

102,134, 135 Ces études nous montrent que chez les

du métabolisme des médicaments
patients avec IRC, il y a une baisse de la clairance métabolique de nombreux
médicaments. Cette baisse varie de 19 a 80%> * '® 2. La vaste majorité de ces
médicaments sont métabolisés par le CYP450 hépatique, suggérant ainsi une
diminution de ce dernier. De fait, certains auteurs ont démontré une diminution de la
clairance métabolique de la spartéine en présence d’IRC, ce qui témoigne d’une
diminution de lactivité de I’isoforme 2D6'® '3¢. D’autres ont démontré une baisse de
Iactivité des isoformes 2C9 et 3A, toujours chez des patients atteints d’[RC5% 9% 136137,
De nombreuses études faites chez ’animal corroborent ces données observées chez
I’humain®® "% 8 Einalement, dans une étude antérieure, nous avions déja démontré
une diminution de I’ARN messager codant pour le CYP450 hépatique chez le rat avec
IRC, suggérant une baisse de I’expression génique du CYP450 hépatique chez ceux-

:50
Cl .
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Malgré toutes ces données, les mécanismes sous-jacents a cette baisse du CYP450
hépatique en présence d’IRC demeurent mal compris. Terao ef al'*® ont démontré en
1985 que lorsque 1’on perfuse des foies de rats en santé avec du sérum de rats avec IRC,
il y a une diminution de I’extraction de 1-propanolol. Cette étude nous donnait les
premiéres évidences de la présence d’un facteur inhibiteur circulant dans le sang des
sujets avec IRC, facteur qui pouvait modifier le profil de biotransformation de certains
médicaments. De notre coté, nous avons récemment démontré que le sérum de rats avec

IRC contient des médiateurs capables de régulariser a la baisse le CYP450 hépatique™.

Il y a aussi d’autres données qui supportent la présence de facteurs inhibiteurs du
CYP450 hépatique dans le sérum de sujets avec IRC. A cet effet, Taburet a démontré
que le sérum de patients avec IRC pouvait régulariser & la baisse le métabolisme du
midazolam et de la tolbutamide, 2 produits transformés grice au CYP450,
principalement les isoformes 3A4 et 2C9''*. Dans la présente étude, nous montrons
clairement que le sérum provenant de patients avec IRC contient des médiateurs
capables d’inhiber le CYP450 hépatique. Ainsi, nous observons une diminution de
33% du CYP450 hépatique total en plus d’une diminution marquée de I’expression
protéique de plusieurs isoformes de ce dernier : 1A2, 2C6, 2D, 3A2 et 4A. Ces résultats
correspondent de prés a ce qui a déja été publié in vivo chez le rat avec IRC et chez

I’humain avec IRC?% 3162 137,

L’isoforme humain 3A4 correspond a I’isoforme 3A1/3A2 chez le rat et nos résultats
démontrent une diminution marquée de cette isoforme. Qui plus est, nous montrons
dans cette étude faite avec des hépatocytes de rats, que le métabolisme in vitrro de
Pérythromycine (un substrat spécifique a I’isoforme 3A) est réduit de fagon
significative. La méme chose est rapportée chez ’humain avec le métabolisme in vitro
de I’érythromycine''’. La connaissance de quelles isoformes sont réduites en IRC est
essentielle afin de prédire quels médicaments sont & risque d’accumulation
lorsqu’utilisés chez un patient souffrant d’IRC. Ainsi, étant donné que I’isoforme 3A4

est responsable du métabolisme de plusieurs médicaments utilisés chez les patients avec



70

IRC, ces derniers sont a4 risque d’accumulation de ces médicaments dans leur sang si

aucune précaution n’est prise.

Il semble y avoir une corrélation entre la diminution du métabolisme de certains
médicaments et la sévérité de I’IRC chez ’humain'*®’. En lien avec cette information,
nous montrons dans notre étude une forte corrélation entre la fonction rénale résiduelle
au moment de débuter la dialyse et la baisse d’expression du CYP450 induite par
I'urémie en plus de montrer une corrélation entre la « dose» de médiateurs
(concentration des sérums) et ’inhibition du CYP450. Ces résultats suggérent qu’a
mesure que I’'IRC progresse chez un patient, le risque d’accumulation des médicaments
administrés & ce dernier progresse, entrainant un risque accru de toxicité et d’effets

secondaires.

La présente étude démontre une association entre la diminution de 1’expression
protéique de certaines isoformes du CYP450 et les niveaux d’ARN messager dans les
hépatocytes de rats normaux, soumis & un milieu d’incubation contenant du sérum
provenant de patients avec IRC. Cela suggére que 1’expression génique est réduite par
des médiateurs présents dans le sérum des patients urémiques. D’ailleurs, un certain
nombre d’études montrent une altération de la synthése protéique par diminution de
’expression génique chez I’animal, que se soit dans le foie, le muscle squelettique ou le
muscle cardiaque'*'"'**, Nous avons montré dans cette étude que toutes les protéines ne
sont pas inhibées par les facteurs urémiques. La diminution de synthése protéique du
foie n’est pas compléte puisque certaines isoformes du cytochrome P450 restent
inchangées. Par exemple, les niveaux de la 2E1 ne sont pas affectés par I’IRC et c’est
vraisembablement parce que les voies de signalisation de cette isoforme sont différentes
et ne sont pas sensibles aux méme agents modulateurs. Cette question fait d’ailleurs
partie de la suite de nos recherches portant sur les voies de signalisations intracellulaires

impliquées dans la régulation du cytochrome P450.

Nos résultats démontrent que la dialyse chronique, méme aprés 6 mois d’utilisation, ne

parvient pas 4 modifier ’effet inhibiteur du sérum urémique, suggérant que les
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médiateurs responsables des changements observés sont encore présents méme chez le
patient dialysé. Des études pharmacocinétiques faites chez I’humain confirment ces
données en démontrant une diminution de la clairance métabolique de plusieurs
médicaments méme chez des patients avec IRC sous dialyse® '® 62 Cependant, les

répercussions de la dialyse sur le CYP450 ont été peu étudiées.

Des données provenant d’études animales suggérent que 1’exposition aux plastiques
durant I’hémodialyse (par reldches de substances contenues dans la tubulure) pourrait
etre associée 4 une induction du CYP450. En effet, le di-(2-éthylhexyl)-phthalate, une
substance contenue dans la tubulure, pourrait induire le CYP450 hépatique total en plus
d’augmenter la clairance de I’antipyrine'**. Cependant, cet effet n’a pas été observé
avec le sérum de nos patients avec IRC. D’autre part, des données récentes obtenues
chez des patients avec IRC traités par hémodialyse ont montré que I’activité des
isoformes 2C9 et 3A était significativement réduite® 2. Nos résultats suggerent que ce

phénomeéne est secondaire a la présence de facteurs circulants.

La normalisation de la fonction rénale par transplantation rénale renverse complétement
Ieffet inhibiteur de sérum provenant des patients IRC sur le CYP450, lorsque I’on
compare le sérum obtenu des mémes patients avant transplantation (sous hémodialyse)
et aprés transplantation. Bien qu’aucune étude n’ait été faite sur le CYP450 dans un
contexte de transplantation rénale, certains auteurs ont rapporté une augmentation de la
clairance métabolique de certains médicaments aprés une transplantation rénale réussie,
comparée aux mémes patients avant qu’il ne soient transplantés'® '**. La clairance non-
rénale de I’isonazide et du métoclopramide augmente significativement aprés une

transplantation rénale réussie, comparée a la clairance observée pendant I’hémodialyse.

Nous constatons que le sérum des patients avec IRC inhibe le CYP450 hépatique. Un
ou des facteurs, présents dans le sérum des patients avec IRC, peuvent moduler cette
inhibition. Quels sont ces facteurs? Ils sont certes mal connus pour I’instant. Des

cytokines pourraient agir a titre de médiateurs. En effet, celles-ci semblent capables
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d’inhiber le CYP450%" '*¢ ¥ Bien qu’attrayante, nous privilégions une autre piste,

celle de la parathormone.

Nous croyons que la parathormone pourrait étre le facteur circulant responsable des
répercussions observées. Cette hormone, présente en quantité supraphysiologique chez
les patients avec IRC, est responsable de nombreuses complications chez les patients
urémiques. Plus spécifiquement, on sait que la PTH inhibe ’ARN messager de
plusieurs protéines telles que les lipases hépatiques, les récepteurs de la vasopressine et
I’angiotensine IT''® ' 1*2 148 Récemment, il a été démontré que la résistance a I’'IGF-1
présente chez les sujets avec IRC était réversible si on soumettait les sujets a4 une

13 suggérant un role de la PTH dans cette résistance. Cette action

parathyroidectomie
semble médiée par une augmentation de I’AMP cyclique et/ou du calcium
intracellulaire'”®. D’ailleurs, 1’élévation du calcium intracellulaire, présente chez les
sujets avec IRC, semble un facteur important pour expliquer la dysfonction cellulaire
rencontrée. De plus, le poids moléculaire de la parathormone est d’environ 12 kD et
nous avons trouvé que la fraction sérique inhibitrice était celle dont le contenu
protéique variait de 10 4 15 kD. Enfin, si on incube des hépatocytes ou des entérocytes

de rats en présence de parathormone, nous observons une inhibition de I’expression des

protéines et de I’ARN messager des isoformes CYP2C11 et CYP3AL.
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CHAPITRE V — CONCLUSION

Le métabolisme des médicaments est complexe et de nombreuses interactions existent
entre les voies d’élimination rénale et hépatique. Aucun de ces systémes ne peut étre
considéré seul, mais plutdt comme faisant partic d’un tout, comme étant des
constituants importants d’un seul systtme ou l’on commence a comprendre les
nombreuses interactions qui existent entre ces voies d’élimination et de métabolisme

des médicaments.

En conclusion, le sérum des patients avec IRC contient des médiateurs qui peuvent
régulariser a la baisse le CYP450 d’hépatocytes normaux. Ces médiateurs diminuent
’expression protéique de plusieurs isoformes du CYP450 hépatique: 1A2, 2C6, 2D,
3A2 et 4A. Cette diminution d’expression est liée a une diminution des niveaux d’ARN

messager qui code pour ces protéines.

Le métabolisme des médicaments, évalué par la N-déméthylation de 1’érythromycine et
de la 7-éthosyrésorufin O-dééthylase a été réduit par les médiateurs sériques contenu
dans le sérum des patients avec IRC. Ces résultats suggérent que le(s) médiateur(s)
urémique(s) pourrai(en)t étre responsable(s) de inhibition in vivo du métabolisme des

médicaments observés chez les patients avec IRC.

Les médiateurs de cette inhibition pourraient étre des cytokines pro-inflammatoires
mais nous avons de bonnes raisons de croire que la parthormone pourrait étre une piste

intéressante.

Finalement, le fait de normaliser la fonction rénale par une transplantation rénale

renverse cet effet inhibiteur du sérum des patients avec IRC sur le CYPP450 hépatique.
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