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Résumé

Les médicaments immunosuppresseurs présentenenéed thérapeutique étroite et sont
donc soumis au Suivi Thérapeutique Pharmacolog{§1d®). Le métabolisme, pouvant
étre responsable de variations d’exposition ettefactions médicamenteuses, est un
facteur & prendre en compte dans le choix des iatisos thérapeutiques et des doses
administrées. Ce travail concerne I'étude du médisie de l'acide mycophénolique
(MPA, forme active du mycophénolate mofétil, Ceqlité) et des interactions
meétaboliques entre médicaments immunosuppresdags/oies métaboliques de phase |
et de phase Il du MPA ont été identifiGasvitro (métabolites, isoformes enzymatiques,
localisation tissulaire). Ces études ont mis edenie le réle majoritaire des UGT 1A9 et
2B7 dans la formation des deux métabolites prinoipalu MPA (MPA-phényl-
glucuronide, MPAG et MPA-acyl-glucuronide, AcMPAQ)e polymorphisme génétique
de 'UGT 1A9n’a pas pu étre associé a des variations des cwatens sanguines du
MPAG. En revanche, la mutation G-840A d&JGT 2B7 semble a l'origine d'une
exposition variable a 'AcCMPAG, métabolite suspedtétre a l'origine d’'une part de la
toxicité du MMF. Nous avons mis en évidence chexz phtients transplantés rénaux des
différences d’exposition au MPA et a ses métalokte fonction de 'immunosuppresseur
associé (ciclosporine, tacrolimus, sirolimus). Elienpliquent vraisemblablement deux
interactions différentes : un effet de la ciclo$persur I'excrétion biliaire des métabolites
du MPA et un effet du tacrolimus sur la pharmacéiiiiue du MPA, dont la nature exacte
reste a étudier. Enfin, a partir de résultats als@m vitro noussuggérons que l'interaction
métabolique existant entre la ciclosporine et telishus fait essentiellement intervenir le
CYP 3A4. Le CYP 3A5, qui contribue largement a ladisponibilité de la molécule

lorsqu’il est exprimé, n’interviendrait que de fagminoritaire dans cette interaction.

Mots-clés: immunosuppresseurs, métabolisme, interactions pw@oMétiques,

pharmacogénétique, spectrométrie de masse



Abstract

The immunosuppressive drugs have a narrow thenapsihdow and thus require
Therapeutic Drug Monitoring (TDM). Metabolism coukhd to changes in drug exposure
as well as to drug-drug interactions. It should dmnsidered for the choice of drug
combination and dosages. This work focuses on thalmwlism of mycophenolic acid
(MPA, the active moiety of mycophenolate mofetigliCept ®) and drug-drug interactions
between immunosuppressive drugs. MPA phase | aadeplh metabolic pathways were
characterizedin vitro (metabolites, enzyme isoforms, tissue locationg)est studies
showed that UGT 1A9 and UGT 2B7 are the main cbuatars to the production of the
two main MPA metabolites (MPA-phenyl-glucuronide, PMG and MPA-acyl-
glucuronide, AcCMPAG)UGT 1A9genetic polymorphism was not associated with cheinge
in MPAG plasma concentrations. On the contrary, theT 2B7 G-840A mutation
influenced AcCMPAG exposure, a metabolite presumabgponsible for a part of MMF
toxicity. In renal transplant patients, we observedations in the exposure to MPA and
metabolite, depending on the immunosuppressive asagciated (cyclosporin, tacrolimus,
or sirolimus). This seems to involve two differ@mieractions: an effect of cyclosporin on
MPAG biliary excretion as well as an effect of @onus on MPA pharmacokinetics (of
which the mechanism remains to be explored). Binaksed onn vitro experiments, we
suggesthat the metabolic interaction between cyclospand sirolimus mainly involves
CYP 3A4. CYP 3A5, which largely contributes to $immus bioavailability (when
expressed), would only play a minor role in thigrmction.

Key-words immunosuppressive drugs, metabolism, pharmacb&inenteractions,

pharmacogenetics, mass spectrometry
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INTRODUCTION

Des premiers essais datant du début du siécleoardifjui, la transplantation d’organe a
connu un essor considérable mais répond toujoargant d’objectifs et de contraintes : il
s’agit de sauver un malade irrémédiablement condafnassurer aprés I'opération une
existence la plus normale possible et lui garamie espérance de vie, sinon égale au
moins proche de celle des sujets non transplantésiine age.

Outre les difficultés techniques liées a l'acterwtgical, le probléeme fondamental de la
greffe d’organe est sans aucun doute la lutte edatrejet du greffon, dont peut dépendre
la survie du patient. Le greffé, quoigue «sauvéest condamné a un traitement
immunosuppresseur a vie, sous une surveillance ligégu L'évolution de la
transplantation d’'organe a d’ailleurs toujours étéordonnée a celle des traitements
immunosuppresseurs. La ciclosporine découverteBpagl en 1972 offre un mécanisme
d’action original, I'inhibition de la calcineurinet a révolutionné la thérapeutique basée
jusqu'alors sur I'association de corticoides ezafhioprine aprés induction par un sérum
antilymphocytaire. La ciclosporine est dépourvuleethatotoxicité et permet de réduire la
corticothérapie. Elle est restée longtemps la weieangulaire » des protocoles
immunosuppresseurs. En 1995, le tacrolimus, lui-en@rhibiteur de la calcineurine, a été
proposé comme alternative intéressante bien queemt@nt toujours autant d'effets
indésirables. En 1996, le mycophénolate mofétil (®M pro-drogue de I'acide
mycophénolique (MPA), inhibiteur de [linosine mommgphate déshydrogénase
(IMPDH), a été proposé comme alternative a l'azgthne. Le MPA inhibe, sans
incorporation a I'’ADN, la synthes#e novodes nucléotides a base de guanine, permettant
une action sélective sur les cellules lymphocysaiRécemment deux nouvelles molécules,
inhibitrices de la mTORngammalian target of rapamydiront fait leur apparition. Il s’agit
du sirolimus et d’'un analogue structural, 'évémls. Le sirolimus, non néphrotoxique,
est proposé en association a de faibles dosesclbsmdrine ou au MMF. L'évérolimus
présente une meilleure biodisponibilité et une ptamocinétique moins complexe avec un
profil similaire d’activité et de sécurité (Billaud®004). Il est aujourd’hui proposé en

association a la ciclosporine.
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Il est probable que les innovations thérapeutiglaas ce domaine vont continuer. Il n’en
demeure pas moins que la réussite d’'un traitenmmantunosuppresseur passe par une
surveillance clinique réguliere, mais pas seulemebies I'introduction de la ciclosporine
dans les schémas immunosuppresseurs, la nécesgiistat la dose de médicament a
administrer a chaque individu, pour garantir desceatrations sanguines efficaces et non
toxiques, s’est imposée. La ciclosporine est urepgemieres molécules pour laquelle le
Suivi Thérapeutigue Pharmacologique (STP) a étéosmpdans les recommandations
réglementaires du Résumé des CaracteéristiquesatluiP(RCP) (Marquet et col., 2004).
Le recours au STP est également justifié pour lesres immunosuppresseurs
préecédemment cités (Billaud et col., 2004; Vid&02), mais aussi le MMF (Marquet et
col., 2004).

Par définition, le STP s’intéresse a l'individureguiert donc une bonne connaissance des
facteurs individuels ou contextuels pouvant affectea pharmacocinétique et

secondairement I'activité et/ou la toxicité d’'unelécule.

Parmi les facteurs contextuels, certaines pathedogieuvent profondément altérer la
pharmacocinétique d’'un meédicament : la mucovisadest a l'origine dimportante
modifications de la pharmacocinétigue de la ciacbose (Saint-Marcoux, 2004),
l'insuffisance hépatocellulaire peut affecter sairaince métabolique, etc. Les co-
médications, inévitables en transplantation, peuv@&me responsables d’interactions
médicamenteuses et sont également des facteursaetets dans le choix des posologies
a administrer. D’autres facteurs spécifiques aitidu participent a la variabilité inter-
individuelle de la pharmacocinétique des médicameBeaucoup sont des facteurs
génétiques, des mutations affectant I'activité d'uenzyme du métabolisme ou d'un

transporteur d’efflux.

Comprendre, anticiper et prendre en compte l'infagede ces facteurs, devrait permettre
d’individualiser au mieux les posologies des médieats soumis au STP et en particulier

celles des immunosuppresseurs.

Parmi les facteurs pouvant étre étudiés de mamlkre approfondie, ceux affectant le
meétabolisme sont en bonne place. Des modeles salii&udein vitro existent et
permettent I'étude des voies enzymatiques participa’élimination d’'une molécule, les

interactions médicamenteuses ou encore les musagénétiques pouvant I'affecter. lls
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peuvent permettre dexpliquer la survenue d'effeidésirables liés a un métabolite

toxique.

Les immunosuppresseurs ont fait I'objet des étudesmétabolisme qu’imposait la
réglementation lors de leur commercialisation. @€epat les données issues de ces
travaux ne sont pas toutes publiées ou sont auiaurd compléter : les premieres études
du métabolisme de la ciclosporine ou du tacrolimmapportaient l'implication des
cytochromes P450 « 3A », mais aujourd’hui c’essarticulierement le 3A5, longtemps
considéré comme accessoire, qui est au centre dEECppations. L'évolution des
modeles biologiques d’étude du métabolisme et debniques analytiques permettent
actuellement l'étude de voies métaboliques jusqusalinaccessibles, méconnues ou
délaissées. La glucuroconjugaison par exemple usait® un intérét que tres tardivement
par rapport au métabolisme oxydatif. Or, elle pgré tres largement a I'élimination du
MPA et une meilleure connaissance de cette voiealmoéjue pourrait permettre
d’expliquer la variabilité inter-individuelle de lgharmacocinétique caractéristique de ce
produit (Prémaud, 2004), I'existence d’interactionédicamenteuses et peut-étre d’effets
secondaires. Il nous semble important que des égumpépendantes s'impliquent dans les
études de métabolisme intervenant aprées la comatisation (lorsque celles-ci semblent
justifiées), pour permettre « d’actualiser » leswtes industrielles et pour les prendre
éventuellement en compte dans le STP.

C’est dans cette logique que nos travaux ont éiéaweés a :

I'identification des métabolites de phase | eptiase Il du MPA,

- lidentification des isoformes d’UDP-glucuronosginsférases (UGT) et de
cytochromes P450 impliquées dans ces voies métpiasl

- I'étude in vitro et in vivo des interactions médicamenteuses pouvant affeeter |

meétabolisme du MPA ou celles dont il pourrait éegponsable,

- I'étude de I'activité comparée des CYP 3A4 et 3¥ms le métabolisme du sirolimus

et de I'influence de la ciclosporine sur ce métesinog.

La premiere partie de notre these présente lerdiffes méthodes d’étude du métabolisme
des xénobiotiques et les techniques analytiqueplles récentes correspondantes. Dans

une seconde partie, nous évoquons la connaissaruell@a du métabolisme et des
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interactions entre les meédicaments immunosuppresséia troisieme partie reprend

'ensemble des travaux réalisés dans le cadre ttie tb@se. Enfin, la discussion générale
envisage les répercussions possibles de ces tésslia les pratiques thérapeutiques
actuelles, sur les techniques d’adaptation indefidude posologie et les perspectives en

matiere de validation clinique de ces nouvellegegpes.
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PARTIE 1 :

METHODES D'ETUDE DU METABOLISME DES

MEDICAMENTS
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|. PLACE DES ETUDES DE METABOLISME EN
PHARMACOLOGIE

Bien que faisant partie intégrante des études pm@oNétiques, les études de
meétabolisme représentent une activité a part endans le processus de recherche et de
développement de nouveaux médicaments. Ces étuntesviénnent avant toute
administration a 'homme pour la sélection des mualEés a développer avec un enjeu
economique et sécuritaire (avant les essais deedhaklles permettent de connaitre les
voies meétaboliques empruntées par un médicamdat &nzymes qui sont impliqués, et
qui pourraient potentiellement étre inhibées ouuite$ par le médicament et/ou ses
métabolites, I'existence potentielle de métaboltiedques. Ces données permettent de
comprendre et éventuellement de prédire la pharona&tique, la pharmacologie et la
toxicologie d’'un médicament, administré seul ouassociation a d’autres médicaments,
pouvant eux-mémes induire ou inhiber les voies hutigues identifiées. Elles continuent
a apporter des renseignements précieux sur descanmdelits déja commercialisés,

permettant d’améliorer leurs modalités d’administraou leur sécurité d’emploi.

L’intégration des études de métabolisme dans leeldppement pharmaceutique
commence dans les années 50, la préoccupatiorigai@@tant alors de rendre compte de
I'élimination du produit de I'organisme, principatent par le suivi de produits radio-
marqués. L'isolement et l'identification des meétites sont réalisées accessoirement,
principalement a partir d'urines ou de faeces, @@ méthodes de cristallisation suivies
d’analyse infra-rouge ou de spectrométrie de magSss. études restent principalement
descriptives, n'apportant pas ou peu d’informatan la localisation du métabolisme, les

enzymes impliquées, la régulation du phénomenet@Vh998)

Le développement des études de métabolisme « nmexieest intimement lié a l'intérét
porté aux cytochromes P450 (CYP). Aprés leur idieation dans les années 1960
(Klingenberg, 1958; Omura et Sato, 1962), la dérmatisn de leur fonction oxydasique et
de leur role dans le métabolisme des médicamendsle€k et Manering seront les
premiers a démontrer qu’il existe plusieurs CYRcgra une étude d’induction utilisant le

phénobarbital et le 3-méthylcholanthrene (SladekMetnnering, 1966). Des études
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ultérieures, d’isolation et de caractérisation hiogque confirmeront la notion nouvelle
d’isoformes enzymatiques. Au début des années 189%amille des CYP est bien connue.
Les études de comparaison inter-especes, des imasiatinter-individuelles, des
phénomenes d’induction ou d’inhibition et de la tedmution individuelle des CYP se

développent et sont intégrées de facon systémaditmeecherche pré-clinique.

Les réactions de conjugaison et en particulierlleugo-conjugaison ont longtemps été
considérées comme de simple réactions de détaxicai ont par conséquent suscité
moins d’intérét. Ceci explique probablement la rsddnne connaissance des enzymes de
phase Il et en particulier des UDP-glucuronyltréreses (UGT) par rapport aux CYP. Iy
a en particulier peu de substrats ou d’inhibitespgcifigues connus et les isoformes
recombinantes des UGT humaines ne sont disponiplesdepuis peu. Depuis quelques
annees, la tendance s’inverse et les travaux suw@&T augmentent avec I'étude de leur
implication dans la variabilité inter-individuellele réponse aux médicaments, les
interactions médicamenteuses ou la survenue dseBetondaires. Ainsi, la recherche
d’acyl-glucuronides et de leur fixation irrévergldux protéines plasmatiques (responsable
d’effets secondaires) est maintenant réaliséersggiguement pour les médicaments ayant

une fonction acide carboxylique (White, 1998).

La mise en place et la validation de modeles d&tndvitro, facilitant la réalisation des
études, et de techniques d’extrapolation des adsulont fortement contribué au
développement des études de métabolisme. Il exigteird’hui de nombreuses méthodes
d’études des réactions de phase | ou de phastifant des modéles biologiques plus ou
moins complexes et présentant chacune des avargagesonvénients spécifiques. Les

principaux de ces modeéles et méthodes sont déerits les chapitres suivants.
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II. MODELES BIOLOGIQUES D'ETUDE DU
METABOLISME

Les modeles biologiques utilisés dans les étudesmégabolisme connaissent un
développement permanent et une évaluation croessksisont pour la plupart disponibles
pour plusieurs espéeces animales, mais les modalesihs sont toutefois préférés pour

faciliter I'extrapolation des résultats a la clingy

lI-1. FRACTIONS SUB-CELLULAIRES

Les fractions sub-cellulaires sont obtenues parydme tissulaire, lyse cellulaire et

centrifugation différentielle.

broyage tissulaire (broyeur de Potter, ultraturax ...)

!

lyse cellulaire (broyeur de Dounce, sonde a ultra-sons ...)

|

13009‘ —p surnageant

débris cellulaires, noyaux l
9000¢g —» sumageant

centrifugations l « 59 »
différentielles l

—p.surnageant
100 Cioo g « 5100»

MICROSOMES

mitochondries

Figure 1I-1 : illustration de I'isolement des fractions sub-cellulaires

[1-1-1. Microsomes

Les microsomes sont des vésicules de réticulumpasimique lisse. lls contiennent les

enzymes membranaires (microsomales): CYP, mongémases a flavine, UGT.
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L'utilisation de co-facteurs particuliers ou de daions expérimentales spécifiques permet
la sélection de I'enzyme a étudier. Ainsi les momggenases nécessitent un co-substrat
de type NADPH. Les UGT requiérent de I'acide UDRegironique ainsi qu’une activation
pour rendre accessible le site actif de I'enzymajvation obtenue par I'emploi de
détergents ou d’alamethicin (Fisher et col., 20Q&k microsomes individuels (préparés a
partir d’'un échantillon hépatique provenant d’urulsedividu) sont a distinguer des
microsomes en mélange (préparés a partir d’éclangiprovenant de plusieurs individus).
Les microsomes en meélange refletent une activitealmofiqgue moyenne (le nombre de
donneurs doit étre suffisant). Les microsomes iddieis auront des concentrations, et
donc des activités enzymatiques, variables. Ungumde microsomes individuels permet
notamment d’étudier la corrélation entre le contemzymatique et I'activité pour un
substrat inconnu ou d'évaluer leffet de caractigyges particulieres (mutation

génetique...) sur le métabolisme d’'une molécule teites

La préparation de microsomes est assez simple leseréat des préparations sont
également disponibles commercialement. Les micresgpeuvent étre conservés a —80°C
pendant plusieurs années sans variation notablel'al#ivité enzymatique. Les
manipulations utilisant des microsomes sont simale®ettre en ceuvre. Elles permettent la
réalisation de comparaisons inter-espéce, d'ideatibn de métabolites et d’identification

d’enzymes impliqués dans une réaction métabolique.

En revanche, les microsomes ne permettent pasediiohin profil métabolique complet en
raison de I'absence des enzymes solubles (De @tazdl., 2002). De plus, les activités
métaboliques obtenues a partir de microsomes sumdt souvent la réalité du
métabolismein vivo. Les enzymes sont en effet concentrées et en sletertout
environnement physiologique. Les microsomes ne gdont pas un modele a choisir pour
I'extrapolation quantitative de clairance métabaiqDe Graaf et col., 2002; Brandon et

col., 2003).

[1-1-2. Fraction S9

Le surnageant de la centrifugation, réalisée auartra-centrifugation permettant
d’obtenir la fraction microsomale (Figure II-1)tegppelée fraction S9 (en référence a la
force de centrifugation : 900§). Le « S9 » contient les enzymes microsomalee®t |
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enzymes cytosoliques (solubles). L’activation desymes necessite, du NADPH pour les
CYP, de l'acide UDP-glucuroniqgue pour les UGT, dadénosine-3’-phosphate-5'-
phosphosulfate pour les sulfo-transférases, deétykcoenzyme A (acétyl-CoA), du

dithiotréitol et un systeme régénérateur d’acétyA@our les N-acétyl-transférases.

Comme les microsomes, le S9 peut se conserver°& g86ndant plusieurs années. Son
contenu enzymatique permet d’évaluer une activiédéabolique globale. Cette fraction est
particulierement intéressante pour I'étude de r@astséquentielles (phase I/phase ).

L’activité enzymatique de ce type de préparationtestefois inférieure a celle pouvant
étre obtenue avec des microsomes (pour les enzgrnoessomales) ou du cytosol (pour

les enzymes solubles) (Brandon et col., 2003).

lI-1-3. Fraction cytosolique

La surnageant restant aprés sédimentation des suioes par ultra-centrifugation a
100000g correspond au cytosol ou « S100 ». Cette fract@rient trois enzymes solubles
de phase Il : les N-acétyltransferases, gluthatBidransférases et sulfo-transférases. Ces
enzymes fonctionnent apres apport de leur co-athsspectif. La fraction cytosolique est

disponible commercialement pour la plupart des @panimales.

L’avantage principal de cette préparation est dpalier des trois enzymes solubles de
phase Il a des concentrations supérieures par maguo S9 et de pouvoir étudier

spécifiguement chacune de ces enzymes en fonatien-dubstrat utilisé.

lI-2. CULTURE CELLULAIRE

lI-2-1. Heépatocytes et lignées cellulaires hépaties

1-2-1-1. Culture primaire d’hépatocytes

Lisolation d’hépatocytes a partir de foies entidi@nimaux par perfusion a la collagénase
date de 1967 (Howard et col., 1967). Cette méthadensuite été adaptée a des

prélevements de foies humains (Strom et col., 1982k fois isolés les hépatocytes
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peuvent étre maintenus en suspension pendant gsetgures ou en culture mono-couche
pendant au maximum 4 semaines (Brandon et col3)2@ependant, des phénoménes de
de-différentiation avec perte des activités métgheks et d’inductibilité interviennent
assez rapidement (Donato et Castell, 2003). Pdliepeet inconvénient, des méthodes de
cryo-conservation des hépatocytes ont été dévebspGuillouzo et col., 1999) et
permettent de disposer de lots d’hépatocytes deassidentiques. Ce type de préparation

est disponible commercialement.

La culture primaire d’hépatocytes est considéréeme un des meilleurs model@svitro

d’étude du métabolisme en particulier pour la gl de la clairance intrinseque et des
interactions médicamenteusés vivo (Houston et Carlile, 1997). Les hépatocytes
contiennent I'ensemble des enzymes de phase | gihdse Il, permettant une étude
globale du métabolisme d’'un médicament avec pnseoenpte du passage intra-cellulaire.
Les phénoménes d’induction enzymatique, ou de axiwité peuvent également étre

évalués.

11-2-1-2. Lignées cellulaires hépatiques

Des lignées d’adénomes ou de carcinomes hépatiqueseté développées comme
alternative a la culture primaire d’hépatocytes @82, BC2 ...). Elles ont I'avantage
d'une culture facile avec des concentrations eryraps du métabolisme relativement
stables, mais présentent, dans la plupart des oas faible activité enzymatique
constitutive (Wilkening et col., 2003) avec un pr@nzymatique incomplet, largement
influencé par le milieu de culture (Brandon et c&@003). L'INSERM a récemment
caractérisé une lignée (HepaRG) au phénotype toeh@ des hépatocytes (Gripon et col.,
2002) et exprimant les enzymes du métabolisme antijé proche des hépatocytes natifs,

ainsi que les récepteurs nucléaires permettamitudtion.

[I-2-2. Lignées cellulaires transgéniques

La transfection cellulaire peut étre utilisée pobtenir des cellules exprimant de fagon

stable les enzymes du métabolisme a des niveawpré'ssion importants.

Des lignées cellulaires transfectées existent pensemble des CYP humains impliqués

dans le métabolisme des médicaments et pour lapldps UGT humaines.
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Ce modele permet de disposer en culture de cekuiesmant spécifiquement chacune des
isoformes enzymatiques pour étudier leur réle $igfe dans une réaction enzymatique. |l
peut également étre utilisé pour produire des nofitab et réaliser leur étude structurale

ou le test de leurs propriétés pharmacologiqueasn@in et col., 2003).

[1-3. « SLICES »

L'utilisation de « micro-tranches » hépatiques restée longtemps impopulaire en raison
de la variabilité des résultats. La mise au poiat rdicrotomes de haute précision,
permettant I'obtention de tranches fines (250 pm)d'épaisseur réguliere de facon
reproductible a donné une nouvelle impulsion aedetthnique (Brandon et col., 2003). Ce
modele est trés proche de la situaiiowivo. L’ensemble des enzymes du métabolisme est
exprimé et I'environnement tissulaire est consé€jméctions cellulaires, transporteurs, ...).
Il a été utilisé dans de nombreuses études de piistale avec des résultats trés pertinents
(Ekins, 1996). L'architecture complexe de ce modglelimite la diffusion du substrat au
centre de la tranche, est cependant a l'origin@ed’activité métabolique plus faible que
celle pouvant étre observée avec les hépatocytes({aaf et col., 2002). Ceci peut étre
compenseé par des durées d’incubation plus lon@ies( jusqu’a 24 heures). Ce modéle
est une alternative a la culture d’hépatocytes pesiétudes d’induction (Edwards et col.,
2003). L'absence de technique de cryoconservaitioitel les applications a grande échelle

de ce modele.

lI-4. ENZYMES RECOMBINANTES

Les préparations microsomales contenant les is@&®rnenzymatiques humaines
recombinantes de maniére individuelle sont tretesutpour I'évaluation de lactivité
d’'isoformes enzymatiques (Crespi et Miller, 1998fs enzymes recombinantes sont
obtenues par des méthodes conventionnelles derpt@pades microsomes a partir de
différents systemes d’expression transfectés bdeteries Escherichia col, des levures
(Saccharomyces cerevis)aedes cellules dinsectes et des cellules de ménes
(lymphoblastes). Ces systemes permettent I'exgmesbiine seule enzyme ou, dans le cas

des CYP, associée a un partenaire oxydo-réductetytochrome oxydoréductase et
cytochromeb5.
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Les enzymes recombinantes sont disponibles comabtemognt pour la plupart des
enzymes du métabolisme (CYP et UGT). Ce modele gtelfégtude d’enzymes faiblement

expriméesn vivo.

Les vitesses de biotransformation observées ageeneymes recombinantes sont souvent
tres différentes de celle observées avec les nuinres hépatiques. Les activités différent
également d’'un systeme d’expression a l'autre gelegymes issues de cellules d’insectes
étant la plupart du temps plus actives que celigimées a partir de lymphoblastes (Figure
[I-2). Ces différences ne sont pas liées a I'enzgiieméme mais a son environnement
proche, en particulier la différence de quantitépdgenaire oxydo-réducteur (cytochrome
b5 NADPH cytochrome P450 oxydo-reductase) et la amsitipn de la membrane

lipidiqgue (Remmel et Burchell, 1993; Crespi et Mill 1999) pour les CYP. De plus, dans
ce modéle, un seul cytochrome interagit avec letepaires oxydo-réducteur alors que
dans le cas de microsomes hépatiques, il y a caiopéentre plusieurs CYP et ces

partenaires.

Des méthodes d’extrapolation ont été développées pallier a cet inconvénient (cf.

paragraphe lll-2-1-2).

0 1 2 3 4

activité relative
Figure 1I-2 : comparaison de I'activité de 6-beta-lydroxylation de la testostérone entre des microsorae

hépatiques humains (A ; activité fixée a 1) et denzymes recombinantes produites a partir de
lymphoblastes (B) ou de cellules d’insecte (C). Doées issues de BD Biosciences GENTEST.
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. METHODES D'’ETUDE DU METABOLISME
IN VITRO

[1I-1. IDENTIFICATION DES METABOLITES ET DES VOIES
METABOLIQUES

In vitro, l'identification des métabolites peut étre réadisa partir d'incubations utilisant
des préparations hépatiques humaines. Le choix ndedéles et/ou des co-substrat
permettra 'identification du type de voies métadpaés (phase | ou phase Il). Des modéles
plus complet (hépatocytes, slices) permettent upgroghe globale. L’identification
structurale des métabolites passe par des teclnapaytiques spécifiques détaillées au

chapitre V.

[lI-2. IDENTIFICATION DES ISOFORMES ENZYMATIQUES
IMPLIQUEES DANS UNE REACTION METABOLIQUE

Lorsque les métabolites sont identifiés, I'études deoformes de CYP ou d'UGT
participant a leur production est nécessaire. Lturaaet le nombre des isoformes
enzymatiques impliquées dans une réaction métalmligfluencent la variabilité inter-
individuelle. Par ailleurs, la connaissance desewyométaboliques peut permettre

d’anticiper un risque d’interactions médicamentsuse

Les difféerentes approches utilisées a I'heure detpeur I'étude de I'implication des CYP

ont été développées a la fin des années 80. A éptique, les méthodes d’étude étaient
encore peu rodées. Il était difficile de trouves dehibiteurs spécifiques pour I'ensemble
des isoformes enzymatiques et les modeéles biolegi¢enzymes recombinantes) n’étaient
que peu développés. Il était alors de rigueur debtoer plusieurs approches (test
d’inhibition, test de corrélation d’activités migamales ...) pour garantir la fiabilité des

résultats. D’aprés Lu et col., la qualité et Igpdisibilité des « outils » ayant été nettement
ameliorées, la multiplication des approches neitsphas une nécessité absolue, des lors

gue les modeles sont utilisés de facon rigoureuses( col., 2003). Certaines approches
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seraient plus pertinentes que d’autres. Pour |e$ b&aucoup de progres restent a faire en

raison du manque de connaissance de cette fam#igratique.

[1I-2-1. Utilisation des enzymes recombinantes

-2-1-1. Test de compétence

Les enzymes recombinantes sont tres utiles datentification d’isoformes enzymatiques
compétentes pour une réaction métabolique. Le ailisttester est incubé avec chacune
des isoformes, individuellement et a une seule @aination. Si une seule isoforme
enzymatique est active, l'interprétation est fa&di Si au contraire plusieurs isoformes
sont actives, l'interprétation est plus délicata :mesure de la vitesse de formation du
meétabolite (ou de consommation du produit pareat)lgs isoformes actives ne suffit pas

pour conclure sur leurs implications relatives.

Les enzymes recombinantes peuvent également éliseg de facon quantitative. Les
parameétres de la cinétigue enzymatique, (Kmax Clint) peuvent étre calculés. LenK
apparent d’une enzyme recombinante refléte bidfinli® de I'enzyme pour le substrat
Vivo quel que soit le systeme d’expression (CrespiieiM1999). Des valeurs proches de
Km entre une isoforme recombinante et des microsqmeesent étre utilisées comme
argument pour confirmer I'implication unique ou wdaire de cette isoforme. Cependant,
les différences d’activité entre microsomes hépatsq et enzymes recombinantes
nécessitent d’utiliser des méthodes d’extrapolapiounr interpréter de facon pertinente des

résultats obtenus.

-2-1-2. Extrapolation des résultats

L’activité microsomale hépatique d’'une isoformeividuelle pourra étre estimée a partir
des résultats obtenus par utilisation d'une enzyewmmbinante. La plupart de ces
meéthodes concernent les CYP. En effet le manqudodmation sur la spécificité des
substrats, la localisation et la quantité respedties isoformes d’'UGT fait défaut et limite
I'extrapolation des résultats obtenus avec cettalliaenzymatique.
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[lI-2-1-2-1. Méthode du contenu relatif en enzyme

Une des méthodes les plus simples pour transpaseivo l'activité d’'une isoforme
spécifiquein vitro consiste a multiplier le taux de formation du rbétde obtenu avec
'enzyme recombinante exprimé par unité d’enzymmdje), par la quantité de cette
enzyme présente en moyenne dans des microsomesghépahumains ( Bien qu’une
grande variabilité existe, la quantité moyenneafdsmes de CYP peut étre obtenue a
partir de la littérature (Tableau Ill-1) (Guengérit Turvy, 1991; Shimada et col., 1994).

Tableau IlI-1 : contenu hépatique en CYP chez I'homme, déterminé par des méthodes
immunochimiques (Shimada et col., 1994)

Cytochromes Quantité (pmoles/mg de protéine)

CYP 1A2 42
CYP 2A6 14
CYP 3A 96
CYP 2B6 1
CYP 2C 60
CYP 2D6 5
CYP 2E1 22
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La somme linéaire des activités observées pour ughagoforme active (i) permet

d’estimer I'activité hépatique tota{&quation 1).

V(=2 Qu(9)

Equation 1

Le pourcentage de contribution relative (CR) deqcieaisoforme (i) pourra alors étre
estimé par I'équation 2.

cR =) 400
> QY (9)

Equation 2

L’inconvénient majeur de cette méthode est lié difitérences d’activité existantes entre
microsomes hépatiques et enzymes recombinantes ldoovefficient Q ne tient pas

compte.

[11-2-1-2-2. Méthode RAF

Une approche utilisant des facteurs d’activitétreta(RAF, relative activity factors) a été
développée pour corriger les differences d’activatére les enzymes recombinantes et
microsomes hépatiques (Crespi et Miller, 1999; \&akrishnan et col.,, 2001a;
Venkatakrishnan et col., 2001b).

Cette méthode implique la mesure de l'activité féligue de microsomes hépatiques
humains et d’'une isoforme enzymatique pour un sabspécifique de cette isoforme. Le
coefficient RAF de I'isoforme (i) est calculé pardapport de I'activité observée avec les
microsomes et celle observée avec lI'enzyme recambin les deux activités étant

exprimées dans la méme unité (pmol/mg de protéingffiquation 3; Tableau IlI-2).

Pour que le coefficient RAF soit le plus pertinpassible, il est recommandé d'utiliser des
microsomes préparés a partir de multiples donneuirdes activités moyennes obtenues a

partir de plusieurs préparations individuelles gpiest Miller, 1999).
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_ activitédemicrosomefhumainspourunsubstraspécifiquedei

RAFE
' activitédei recombinate poursonsubstraspécifique
Equation 3
V(S) =D RARV,()
i=1
Equation 4
RAF V.
CR = nl—'(s) x100

> RARV/(S)

i=1
Equation 5

L’activité obtenue avec une enzyme recombinanteg pawsubstrat a tester sera multipliée
par le coefficient RAF de l'isoforme. L'activité Icalée reflétera I'activité microsomale

moyenne liée a cette isoforme. Si I'enzyme recomanfiié est plus active que les
microsomes hépatiques, le coefficient RAF serariedié a 1, I'activité observée pour un

substrat a tester sera pondérée. Si au contramtivité de I'enzyme recombinante est
inférieure a celle de microsomes hépatique, le fiobeit RAF sera supérieur a 1, il

permettra d’augmenter I'activité observée pourlestrat teste.

La méthode RAF peut également étre directementcam@ a la clairance intrinseque.

Les substrats sondes utilisés pour le calcul deBicients RAF doivent étre parfaitement
spécifiques de l'isoforme étudiée dans les condlitiexpérimentales. Ce type de substrat
sonde existe pour les CYP(Tableau llI-2), ce npast le cas pour I'ensemble des UGT.
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Tableau IlI-2 : réactions spécifiques pouvant étrautilisées pour le calcul des coefficients RAF (Dota
et Castell, 2003)

Cytochromes P450 substrat réactions
CYP 1A2 phénacetine o-déséthylation
CYP 2A6 coumarine 7-hydroxylation
CYP 3A4 testostérone [G-hydroxylation
midazolam 1-hydroxylation
CYP 2B6 (S)-méphénytoine N-déméthylation
CYP 2C8 paclitaxel G-hydroxylation
CYP 2C9 diclofénac 4-hydroxylation
CYP 2C18 - -
CYP 2C19 (S)-méphénytoine 4-hydroxylation
CYP 2D6 bufuralol 1-hydroxylation
CYP 2E1 chlozoxazone 6-hydroxylation

La méthode RAF prend en compte a la fois le contedpatique en enzyme (de fagon

indirecte) et les différences d’activité entren@isrosomes et le systeme recombinant.

Elle permet de calculer des parameétres cinétigedigtant l'activité d’'une isoforme
enzymatiquein vivo. Cette méthode est également trés utile pour dedimplication

respective des CYP dans une réaction métabolique.

Un étude réalisée dans le laboratoire nous a pedaicomparer I'approche RAF et
linfluence d’inhibiteurs spécifiques pour I'étudke I'implication des CYP 3A4 et 2C8

dans le métabolisme de la buprénorphine (Picardokt 2005a). Les résultats se sont
révélés parfaitement identiques. D’autres travauxt ovalidé cette méthode

(Venkatakrishnan et col., 2001a; Projean et cO032.
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La méthode RAF autorise l'utilisation de prépanasicenzymatiques issues de systemes
d’expression différents, ce qui limite les problémde disponibilité des enzymes
recombinantes (qui ne sont pas toujours toutesodibfes dans un méme systeme

d’expression).

[lI-2-2. Etude d’inhibitions spécifiques

Cette approche nécessite I'utilisation d’agentsbidurs spécifiques et puissants, qu'il
s’agisse d'anticorps ou d’inhibiteurs chimiqueslefleut étre utilisée avec des fractions
sub-cellulaires ou éventuellement en culture callala la condition que l'inhibiteur utilisé
soit non cytotoxique et facilement transporté dengellule. L’inhibition microsomale
d’'une isoforme par un inhibiteur spécifique reneerg sur I'implication et la contribution

relative de cette isoforme dans le métabolismeosamal global.
Les problemes ou difficultés potentiellement reficemdans ce type d’étude sont :

- le manque de spécificité des inhibiteurs : il Bpétessaire que la concentration
inhibant 50% de I'activité d’'une isoforme )l soit 100 fois plus faible que pour

les autres isoformes ;

- le manque de puissance inhibitrice : inhibitiotamplete a des concentrations

assurant la spécificité ;

- Des problemes d'interférences chromatographigués technique analytique n’est

pas suffisamment spécifique.

Beaucoup de molécules inhibitrices spécifiquesofbisnes de CYP sont disponibles
(Donato et Castell, 2003) et sont tres largemdliségs dans les études de métaboligme
vitro, avec un recul qui permet d’assurer la pertinencecelte approche. Il existe
également dans le commerce des anticorps dirigésecane séquence protéique proche
ou correspondant au site de liaison du substraeéreyime. Leur utilisation est moins
répandue en raison du co(t important engendré pouintérét limité par rapport aux

inhibiteurs chimiques (Lu et col., 2003).

Pour les UGT, ce type d’approche est moins fréquerg isoformes recombinantes étant

désormais disponibles pour la quasi-totalité desTUGidentification d’inhibiteurs
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spécifiques devrait étre facilitée. Actuellememss inhibiteurs utilisés sont des substrats
gui ne possedent pas forcément une forte actiwitébitrice. La bilirubine est souvent
utilisée comme substrat inhibiteur de 'UGT 1Al @daauer et col., 2001; Williams et
col., 2002), I'acide méfénamique (Wynalda et c@DQ3) et le propofol (Hagenauer et col.,
2001) pour I'UGT 1A9, la buprénorphine pour TUGA3, Le naphtol pour TUGT 1A6 et
imipramine pour 'UGT 1A4 (Wynalda et col., 20Q3)

bY

Les éléments critiques a optimiser avec le testhibition sont les concentrations de
substrats et d’inhibiteurs ainsi que les conceommat de solvants. Les solvants utilisés
(acétonitrile, dimethyl sulfoxyde, méthanol, éthynpeuvent stimuler ou diminuer a eux
seuls I'activité de certaines enzymes (UGT ou C¥B)4Chauret et col., 1998; Busby et
col., 1999). Deux isoformes de la méme famille ematyjque peuvent réagir differemment
a un méme solvant : le DMSO (1%) inhibe 80 % detiNé&é microsomale du CYP 2E1,
alors qu’il est sans effet sur les CYP 2A6, 2D6,43fHickman et col., 1998).
L’acétonitrile est le solvant ayant le moins de s#muence sur I'activité des CYP (Chauret
et col., 1998; Easterbrook et col., 2001). PourU&T, en revanche ce solvant ainsi que
I’éthanol sont a éviter. Le DMSO suivi du méthaseinble étre les solvants de choix pour
cette famille enzymatique (Dehal et col., 2002)n®#ous les cas il est recommandé, si
possible, de limiter le volume de solvant a 1% diume d’incubation final et d’ajouter
aux incubations contréles une quantité de sohgeritique.

[11-2-3. Test de corrélation

Le test de corrélation nécessite I'utilisation dusanque de microsomes individuels. Pour
chaque préparation les activités spécifiques dderimes enzymatiques sont connues. Des
corrélations sont recherchées entre les activiggsclthque isoforme et la vitesse de
biotransformation du médicament a tester. Une taroé significative démontre

'implication de l'isoforme testée.

pY

Une autre approche consiste a rechercher une atorélentre la quantité d’isoforme

déterminée par technique de Western Blot et I&s#a&le biotransformation du substrat.

Pour étre pertinent le test de corrélation doie éalisé avec une banque d’au moins 10
préparations individuelles. Les résultats de ce @j@¢tude confirment le plus souvent les
résultats obtenus & partir d’autres tests (testotepétence, test d’inhibition). Cependant
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des incohérences sont parfois décrites. Elles pedtee lices a des spécificités de substrat

chevauchantes (Venkatakrishnan et col., 2001c).

I11-3. PHARMACOGENETIQUE DES ENZYMES DU
METABOLISME

Toutes les enzymes intervenant dans le métaboligaenédicaments sont génétiguement
régulées. Une mutation d'une enzyme du meétaboligraat aboutir a un variant
enzymatique ayant une activité plus importantes [idible ou nulle. Elle peut dans certain
cas provoquer I'absence totale de protéine enzyomgti

Par conséquent, les facteurs génétiques peuventeiponsables de différences notables
d’exposition au médicament ou a ses métabolites heemiers exemples connus

concernaient le CYP 2D6 mais les récentes avandges la connaissance du génome
humain et I'intérét suscité par la pharmacogénétgeonduit & la découverte de nouveaux

polymorphismes pertinents.

Plusieurs équipes utilisent des préparations micnades pour lesquelles elles disposent de
’ADN génomique. Ces banques de microsomes permntadierecherchen vitro 'impact
d'un polymorphisme et constituent une alternative &ventuellement un préalable aux
études cliniques. Ainsi, Girard et col. ont déméntr vitro que les variations inter-
individuelles d’expression et d’activit¢ de gluccwojugaison (propofol et acide
mycophénolique) de 'UGT1A9 pouvaient étre en garfiées a un polymorphisme
génétique (Girard et col., 2004).

La contrainte est de disposer d’'une banque de suoames suffisante pour envisager

I'étude de mutations intervenant avec des fréquefaibles.
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V. EXTRAPOLATION IN VITRO-IN VIVO

L’extrapolationin vitro-in vivo des activités métaboliques s’intéresse a la piédide la

clairance intrinséque () d’un xénobiotique et de ses interactions medicdeuses.

Dans tous les cas les extrapolations ne sont quei-cgeantitatives car prenant
difficilement en compte tous les facteurs de valitébphysiologique comme le flux
sanguin hépatique, la fixation aux protéines pldgmaes, ...

IV-1.ETUDE DE CINETIQUE ENZYMATIQUE

L’étude d'une réaction de biotransformation nédeskestimation des parametres de la
cinétique enzymatique de production du métabolitiinité apparente, K et activité
maximale, Vhay. La clairance intrinseque () pourra alors étre estimée : premiere étape
de I'extrapolationin vivo. Cette détermination passe par une modélisationénatique de

la vitesse de biotransformation (v) en fonctiodadeoncentration en substrat (S).

IV-1-1. Optimisation des conditions expérimentales

La déterminationn vitro des parameétres cinétiques est réalisée le plusesba partir de
microsomes, par incubation de concentrations @otes de substrat avec une
concentration fixe de protéines microsomales. Caétermination est précédée par une
optimisation des conditions expérimentales: La édurd’incubation ainsi que la
concentration en enzymes ou en protéines microgsntilivent étre choisies de facon a se
situer dans une zone linéaire de production du lmoéta. De plus, la consommation de
substrat doit étre faible, n'excédant pas 10 %adguantité incubée (Venkatakrishnan et
col., 2001c). Le choix d’'une concentration en praé microsomales faible (< 0.5 mg/ml)
permet de limiter la fixation non-spécifique du st aux protéines, responsable d’erreur
dans l'estimation des parametres cinétiques (Vakkiashnan et col., 2000). Enfin, la
sensibilité des techniques de détection doit égaerétre prise en compte pour le choix
des conditions expérimentales: le substrat et sw@tabolite doivent pouvoir étre

guantifies, de maniere fiable.

37



IV-1-2. Détermination des parametres de la cinétige

enzymatique

IV-1-2-1. Cinétiques Michaeliennes

Le plus classique des modeéles de cinétique enzguowtgst celui de Michaelis-Menten,

caractérisé par une fonction hyperbolique (Equajon

Vmax X S
K,+S

Equation 6

La constante de Michaelis (X décrit I'affinité de I'enzyme, ou l'affinité appante des
microsomes pour le substrat et correspond a laecdration de substrat permettant
d’obtenir la moitié de I'activité maximale (). In vivo,les concentrations thérapeutiques
des médicaments sont la plupart du temps inférseate K, observéin vitro. Pour des
valeurs inférieures a 10 % dupKla relation entre l'activite enzymatique et la

concentration de substrat reste linéaire.

Le modeéle de Michaelis-Menten (hyperbolique) pdre @érifié par linéarisation de Eadie-
Hofstee. Ce graphique représente (v) en fonctioragport v/S, la pente de cette droite est

égale a — K.
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Figure IV-1 : courbes représentant la vitesse de biransformation (v) en fonction de la concentratiorde
substrat (S) et les transformations de Eadie-Hofséecorrespondantes pour des profils Michaeliens a &en
(A) ou deux enzymes (B); d’auto-activation (C) ou 'duto-inhibition (D).

Lorsque deux isoformes enzymatiques interviennent gee leurs affinités sont
suffisamment différentes, la relation entre v ets§bi-phasique correspondant a la somme
linéaire de 2 fonctions de Michaelis (Equation V@@une composante de faible et de forte
affinite. Dans ce cas, la droite de Eadie-Hofstéestnplus linéaire mais concave
(Figure 1V-1).

max2

_Vmaxle V XS
V= +
K,+S K_,+S

Equation 7

L’'observation d'une cinétigue mono-phasique ne mjirgpas nécessairement que la
réaction métabolique n’est liée qu'a une isoforrmzyenatique. La distinction d’un

processus impliquant 2 enzymes par la représentad® Eadie-Hofstee dépend de
I'affinité et de l'implication respective des 2 gmzes. Dans le cas ou les 2 iso-enzymes
ont une affinité comparable, les deux composanéesanont pas dissociées. De méme,
'observation de cinétiques bi-phasiques n’'implicquess forcément que seules deux iso-

enzymes participent au métabolisme.
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IV-1-2-2. Cinétiques atypigues

Toutes les réactions de biotransformation ne sa fdécrites par une cinétique
Michaelienne. Les cinétiques enzymatiques s’écadarcette fonction sont qualifiées de
cinétiques atypigues ou non-Michaeliennes. Il exsincipalement deux types de modeles

atypiques : le modele d’activation et d’inhibition.

bY

Les cas d’activation donnent lieu a un temps dentz de l'activité enzymatique a
lorigine d’'un profil sigmoidal. Ce type de cinéligs enzymatiques est modélisé par
I'équation de Hill (Equation 8) ous$correspond au K apparent et (n) au coefficient de
Hill. La linéarisation de Eadie-Hofstee est aloasactérisée par un profil convexe (Figure
IV-1).

V. xS"

—_ max
V= N =
S5
Equation 8

Les cas d'inhibition donnent lieu a une courbe &filpconvexe, en raison d’'une vitesse de
biotransformation non maintenue a fortes conceotrat de substrat (Houston et
Kenworthy, 2000). Ce type d’inhibition par le substpeut étre assimilé a un cas
d’inhibition non compétitive et décrit par 'équai 9 ou K; est la constante décrivant
l'inhibition par le substrat. La transformation #@&=adie-Hofstee apporte la encore une

confirmation visuelle (Figure 1V-1).

\Y/

max

YT (K, 19+ (SIK,)

Equation 9

IV-1-3. Choix du modeéle

Pour les fonctions les plus simples, le choix dulée peut étre visuel par rapport a la
gualité d’adéquation des données expérimentales fariction de modélisation et par

rapport a la représentation de Eadie-Hofstee.
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Pour des modeéles plus complexes ou si un douteeexisest recommandé de vérifier
'ajustement du modele aux données expérimentaesles criteres statistiques (test F,
critere d’information akaiké) (Venkatakrishnan el c2001c).

IV-1-4. Interprétation et extrapolation

IV-1-4-1.  Clairance intrinseque (&)

La Cly est le coefficient entre la vitesse de biotramsftron et la concentration de
substrat (Equation 10). Elle reflete donc I'actvienzymatiquein vitro par unité
enzymatique. Cette unité peut étre des picomoleszgime, des millions de cellules ou
plus frequemment des milligrammes de protéinesosamnales.

v=Cl, xS
Equation 10

La clairance intrinseque est le premier élémenmpéant I'extrapolatiorin vivo. C'est
une mesure directe de l'activité enzymatique sarfBience de parametreis Vivo
(perfusion sanguine de l'organe ou fixation auxtgires plasmatiques). Si la cinétique
enzymatique est modélisée par I'équation de Midkddenten (Equation 6) et en
considérant que les concentratiansvivo sont trés inférieures auK(< 10%), alors
'équation peut étre simplifiée en négligeant lente S au dénominateur (puisqug ¥> S)
(Equation 11). La clairance intrinséque est alstsree par le rapport M/Km (Equation
12).

_ Vi XS
= <
Equation 11
m -
Equation 12
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Il est envisageable d’estimer la ifla partir d’'un seul point expérimental, si la
concentration testée est trés inférieure au(X 10 %). Cette méthode de calcul est peu
précise et moins informative que I'estimation effiée a partir d’'une cinétiqgue complete.

IV-1-4-2.  Cas particulier des cinétiques atypiques

Avant de chercher a interpréter les résultats dtinétique enzymatique atypique, il est
souhaitable d’éliminer les sources expérimentay@sitapu conduire, artificiellement, a ce
type de profil. Plusieurs exemples ont été décuitse consommation excessive de substrat
(> 10%) peut aboutir a un profil de cinétique sidgdad en limitant la vitesse de
biotransformation pour les points de basses coratétis, ce probléme peut étre éliminé

en étudiant en paralléle la consommation du sutettita production du métabolite.

Une sensibilité analytique insuffisante, resporsablune sous-estimation du métabolite
pour de faibles concentrations de substrat incydedit générer également un profil

sigmoidal.

Une faible solubilité du substrat (a fortes concaians) peut aboutir a un profil d’auto-
inhibition (Hutzler et Tracy, 2002). Enfin, lorsqugu’'un systéme pluri-enzymatique
(microsomes) a été utilisé, il convient d’étre mmtlavant de conclure a une cinétique
enzymatique atypique. En effet, le phénoméne obspeut étre lié a la combinaison
d’activités de plusieurs enzymes et non au compuate atypique d’'une seule enzyme.
est donc nécessaire de vérifier I'existence du pim&me en utilisant un modéle mono-

enzymatique (enzymes recombinantes) (Hutzler ety] 2002).

L’observation de cinétiques enzymatiques atypiqees délicate I'utilisation des résultats
obtenus et en particulier leur extrapolationvivo (Houston et Kenworthy, 2000). La
possibilité que ce ne soit qu'un phénomémevitro est souvent évoquée. Cependant le
probleme de I'extrapolatiom vivo reste entier. Les cas d’auto-inhibition, néceasit®e
fortes concentrations de substrat, n’existeraiergisemblablement pag vivo. Au
contraire, les phénomenes d'auto-activation suscitelus d'intérét. Les enzymes
impliquées dans la régulation d’'un processus plygigue (UGT 1Al et bilirubine par
exemple) démontrent souvent une auto-activatovitro (Ekins et col., 1998). Dans cette
situation, on peut supposer que l'activit¢ métajai de I'enzyme régulatrice augmente

dés gu’il y a augmentation de la concentration gbssat, permettant une diminution
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rapide du substrat régulateur (Soars et col., 20ABjsi dans le cas de la bilirubine,
'augmentation des taux de bilirubine libre entegiat une auto-activation de 'UGT 1Al

permettant une détoxification rapide par glucurojggaison.

Dans les cas d’auto-activation, I'équation ci-desspermet de calculer la clairance la plus

élevée atteinte avant saturation de I'enzyme{L(Houston et Kenworthy, 2000).

_ (n-1)
max S 850 n(n _1)1/n
Equation 13

Dans le cas d’auto-inhibition, la,¥x est délicate a estimer et I'estimation de lg:@
partir d'un seul point expérimental (inférieur a ¥ de la valeur du k) est alors

recommandée.

IV-1-5. Méthode de la demi-vian vitro

La Cln peut également étre estimée par la méthode delémicviein vitro » (Obach et
col., 1997; Obach, 1999). Cette méthode consistéwae la disparition du substrat dans le
temps. La disparition du substrat (S) est modélipae une équation exponentielle
décroissante, ougSeprésente la concentration de substrat inculdé & constante de

disparition du substrat :

S= SO X e_kEII
Equation 14

La demi-vie (T2) in vitro correspond au temps au bout duquel 50% du sulstiabé a

été métabolisé :

0.693
T1/2 S r—

Equation 15
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La Cly est alors obtenue par :

0693V,
int — X—
T1/2 Q

Equation 16

ou V; correspond au volume de l'incubation (ml) et @u&ntité de microsomes (mg).

La condition impérative pour ce type de détermoragst que la concentration du substrat
testée soit inférieure auK

De plus, Jones et Houston ont montré qu’il étaithsdtable d’utiliser des concentrations
faibles de microsomes (< 0,5 mg/ml) ou d’hépatcxyte 0,5 x 18 cellules /ml) pour
eviter les phénomenes de fixation protéique dutsatbgui entraine une sous-estimation de
la Clint (Jones et Houston, 2004).

De méme il a été montré qu'au dela de 30 minutéscubation, la perte d’activité

enzymatique pouvait étre a l'origine d’un profitiiiasique (Jones et Houston, 2004).

Enfin, il peut étre important de vérifier qu’il Xiste pas de métabolite inhibiteur de

'enzyme du métabolisme du substrat.

Cette méthode est une alternative intéressantét@dé des cinétigues de formation des
meétabolites pour les molécules dont le dosage déghulites est techniquement
impossible (absence de molécules pures) ou défi@kistence de multiples métabolites).
Elle nécessite cependant qu’au moins 20 % de latf@ancubée disparaisse sur la durée
totale d’incubation pour différencier le métabolesrde I'imprécision de la méthode de

dosage.
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IV-1-6. Extrapolation de la clairance métaboliquen vivo

Il existe des facteurs permettant d’extrapoler@gg in vivo a partir de G); calculéein
vitro (Tableau IV-1). Les modéles complexes (culture pdtécytes ou slices) donnent les
meilleurs résultats d’extrapolation vivo. Les microsomes sont inadaptés pour ce type de

prédiction (Brandon et col., 2003).

Tableau IV-1 : facteurs d’extrapolation in vitro-in vivo

Facteurs d’extrapolation Références

50 mg de protéines microsomales par gramme de foi@Carlile et col., 1999)

0,32 nmol CYP /mg de protéines microsomales (Boalaget Miners, 2001)
0,14 nmol de CYP / fhépatocytes (Houston, 1994)
120 x 16 cellules par gramme de foie (Carlile et col., 1999)

Dans tous les cas, il est nécessaire de prendreoemte I'ensemble des voies
meétaboliques qu’elles soient paralleles ou ségeksdi Les Gl de plusieurs voies

métaboliques paralléles sont additives. Dans ledeagoies métaboliques séquentielles, il
est nécessaire d'étudier la disparition du subgtiadt que la formation du métabolite.

Enfin, il est nécessaire de prendre en compte talmésme extra-hépatique.

La prise en compte d’autres facteurs physiologiqueeame le flux sanguin hépatique, la
fixation aux protéines plasmatiques nécessitelisation de modeles pharmacocinétiques

in vivo. lls permettront I'estimation de la clairance métajue.
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IV-2.PREDICTION DES INTERACTIONS
MEDICAMENTEUSES

Les interactions médicamenteuses sont recherchéegdt dans le développement d’'un
nouveau médicament. Les études d’interaction ésgixhez I'animal ont une pertinence
limitée et les modeles biologiques vitro humains sont une alternative trés souvent
adoptée et recommandée par les instances de @rmedlla mise sur le marché des

médicaments.

IV-2-1. Interactions par inhibition enzymatique

Les microsomes hépatiques humains sont trés largemdisés pour la prédiction
d’interactions pharmacocinétiques par inhibitioresLslices, hépatocytes ou enzymes

recombinantes peuvent également étre utilisés.

L’hypothese est que la diminution de clairanteivo d’un substrat par co-administration
d’un inhibiteur métabolique sera égale a la dimowde vitesse de biotransformation du

substrat lié a la co-incubation de I'inhibiteur.

IV-2-1-1. Les différents types d’inhibition

Les meécanismes d’inhibition ont été essentiellemdaétrits pour les CYP. Trois
mécanismes d’inhibition principaux existent : réiele, quasi-irréversible et irréversible

(inhibition suicide).

Les mécanismes quasi-irréversible ou irréversildacernent les CYP et interviennent
pendant ou a la suite du transfert d’oxygene ettfonnent aprés une étape d’activation
(formation d’'un métabolite réactif). Ces métabalitehibiteurs vont former un complexe
stable avec le CYP (inhibition quasi-irréversible) altérer sa structure de maniére
définitive dans le cas des inhibitions suicidekyfation, liaison covalente de fonctions
diverses) (Lin et Lu, 1998)n vitro, le complexe formé lors d’une inhibition quasi-
irréversible peut étre dissocié par incubation wlesat tres lipophile ou par oxydation du

CYP, la fonction du CYP étant alors restautéerivo ce n’est pas le cas, seule la synthése
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de nouvelles protéines enzymatiques permet de urgro l'activité initiale
(Lin et Lu, 1998).

L'inhibition réversible est la plus fréquente. Eltgervient au moment de la fixation du

substrat a I'enzyme.

Les inhibitions réversibles peuvent étre compédijtimon-compétitive, ou incompétitive.
Dans le cas d’inhibition compétitive, I'inhibiteli) et le substrat (S) sont en compétition
pour la liaison au site actif de I'enzyme (E) :

E+SKH ES - E + Métabolite

m

E+1| o El
K,

Dans le cas d'inhibition non-compétitive, I'inhibitr se fixe a un site différent du site actif
de I'enzyme et il n'a pas d'effet sur la liaison dubstrat mais le complexe enzyme-

inhibiteur-substrat (EIS) est inactif :

E+SF ES - E+ Métabolite

m

E+I| o EI
Ki
EI+S;: EIS

m

ES+1 o EIS

K

Dans le cas d’une inhibition incompétitive, l'initdur ne se fixe pas a I'enzyme libre mais
au complexe enzyme-substrat, le complexe enzymbtiabr-substrat est alors inactif (Ito
et col., 1998b; Lin et Lu, 1998).

E+SKH ES - E + Métabolite

m

ES+1 o EIS
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IV-2-1-2. Evaluationin vitro d’une interaction médicamenteuse

par inhibition

IV-2-1-2-1. Choix des conditions expérimentales

Les conditions expérimentales different en fonctiontype d’inhibition étudiée. Pour des
inhibiteurs irréversibles ou quasi-irréversiblesg wetape d’activation de l'inhibiteur est
nécessaire (formation de l'intermédiaire réactlf)inhibiteur est pré-incubé avec les
microsomes et le co-facteur enzymatique avant dtajole substrat. Dans le cas d’une

inhibition réversible, substrat et inhibiteur pentétre incubés en méme temps.

La concentration en protéines microsomales estlément important a ajuster lors de
'étude d’'une interactionn vitro. En effet, la fixation non-spécifique de I'inhibitr aux
protéines microsomales peut fausser les résultatdiminuant la quantité d’inhibiteur

disponible. Il est conseillé d'utiliser la pluskiteé concentration de microsomes nécessaire.

Deux parametres permettent d'évaluer le caractatebiteur d’'une molécule: la
concentration d’'inhibiteur provoquant 50 % d’infibn de la vitesse de biotransformation

(Clsg) et la constante d’inhibition;K

IV-2-1-2-2. Calcul de la G}

Le calcul de la G} est réalisé a concentration fixe de substrat exluant I'effet de
concentrations croissantes d’'inhibiteur sur lasagde biotransformation de ce substrat.
La Clsg est la concentration responsable de 50 % de liwb maximale. Cette
détermination ne nécessite pas de calcul de ldiqieede biotransformation du substrat. |l

n’est pas nécessaire de connaitre le mécanisntahition.

En fonction de la concentration de substrat, legoimnes impliguées dans une voie
métabolique peuvent varier. Par conséquent, I'itibitbo d'une isoforme particuliere sur le
meétabolisme global du substrat peut étre différentéonction de la concentration incubée.
Il est important de choisir une concentration pemrie pour ce type détude. Cette

concentration doit dans tout les cas étre inféeieur K;,.
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IV-2-1-2-3. Calcul du K

Le modéle mathématique qui décrit I'influence d’imhibiteur sur la cinétique d'une
réaction enzymatique dépend du type d'inhibitioronipétitive, non-compétitive ou
incompétitive ; Equation 17, 18, 19).

VXS

j— max
V=

|
Knx@+—)+S
m % Ki)

Equation 17
VmaxxS
V= |
K,+S)x@1+—
(Kn +9)x( Ki)
Equation 18
VmaxxS
V= |
K_+Sx@1+
m ( Ki)
Equation 19

Le choix du modele et le calcul du Keut étre réalisé en fonction des représentations
graphiques de Lineweaver-Burk ou de Dixon (FigM€). La méthode de Dixon consiste

a représenter l'inverse de la vitesse de formatiormétabolite a concentration fixe de
substrat (1/v) en fonction des concentrations sasites d’inhibiteur. La méthode de
Lineweaver-Burk consiste a représenter 1/v en fonale I'inverse de la concentration de
substrat incubé (concentration croissante) podiérgifites concentrations d’inhibiteur. Par
rapport a la méthode de Dixon, cette représentatibavantage de fournir, en plus dy K

les constantes de la réaction enzymatique.

Des logiciels de régression non-linéaire permettentalcul plus précis de la constante
d’inhibition (Kakkar et col., 1999). Le logiciel MIB 1.1 développé par le Dr Jean

Debord, (Service de Pharmacologie et ToxicologldlUGle Limoges), en est un exemple.
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Figure IV-2 : graphique d’inhibition de Dixon (A, B, C) et de Lineweaver-Burk (D, E, F) pour une
inhibition compétitive (A, D), non-compétitive (B,E) ou incompétitive (C, F).

Il 'y a pas de modele permettant de calculer |epBur une réaction enzymatique

présentant une cinétiqgue enzymatique sigmoidalaek&ekrishnan et col., 2001c).

Le K; reflete l'inhibition d'une seule isoforme enzynwpté par un inhibiteur, par
conséquent il est supposé q'une seule enzyme ieterdans le métabolisme du substrat et
gue linhibiteur n’inhibe que cette enzyme. Cetipdthése n’est pas toujours vraie. La
détermination du Ken utilisant des enzymes recombinantes permettaeticbun K

spécifigue d’'une enzyme.

Une interaction par inhibition enzymatique peutr&imer, en fonction de son mécanisme
soit une diminution de la ¥ix Soit une augmentation du.KIl en résulte, quelque soit le

mécanisme d’inhibition, une diminution de la claica intrinseque.
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En supposant que la concentration de substraivo est inférieure au K l'intensité de

I'interaction est évaluée par la formule suivarie €t col., 1998b) :

_V(avednhibiteur) _ 1
R= SR =
V(sansnhibiteun) , [!]

Equation 20

Ce coefficient peut étre appliqué a la clairancewoxit AUC observées vivo pour estimer
'effet de l'interaction. Lintensité de linteraicn dépend donc bien sdr du; Khais

également de la concentration de l'inhibiteur aitdlg I'enzyme est exposée.

Par conséquent, pour assurer la pertinence derdfmdation, l'estimation de la
concentration d’inhibiteur (1) intra-hépatocytaiest essentielle. En se basant sur le
principe pharmacocinétique que seules les molécuwadiées aux protéines plasmatiques
peuvent diffuser dans I'hépatocyte, Ito et colo @t col., 1998a) proposent d'utiliser la
concentration plasmatique maximale d’inhibiteur 4iénaux protéines. Bien s0r, ceci ne
permet pas de prendre en compte les phénoméeneardpdrt actif ni la fixation de

l'inhibiteur aux protéines hépatocytaires.

IV-2-1-2-4. Utilisation de la méthode de la demie-in

Vitro

Beaucoup de composés sont métabolisés par plugeagsnes simultanément. Dans ce
cas, il apparait important de prendre en comptesémble des voies métaboliques pour
évaluer l'effet d’'un inhibiteur. L'étude de formati des métabolites est impossible ou
difficile & réaliser lorsque les voies métaboligsesit inconnues ou nombreuses. L'étude
de la déplétion du substrat dans le temps par khodé de la demi-vién vitro permet
d’estimer la Cly de disparition du produit avec et sans inhibiteDette méthode est
relativement moins utilisée, alors que son conesptplus proche de la situatiom vivo.
Les études ayant comparé cette approche a cebeidude la production de métabolites
pour I'évaluation d’'une interaction médicamenteasé obtenu des résultats comparables
(Hemeryck et col., 2001; Jones et col., 2004).
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IV-2-2. Interactions par induction enzymatique

L’induction des enzymes du métabolisme répond amdécanisme complexe. Le plus
souvent la fixation de l'inducteur a un récepteucléaire augmente la transcription du
géne de I'enzyme et donc la synthése de protéimgneatique. Pour d’autres molécules,
elle implique un mécanisme non transcriptionnal stiabilisation de 'ARN messager (ex.
effet de I'éthanol et CYP 2E1) ou [linhibition dea Idégradation protéique (ex.
troléandomycin et CYP 3A) (Lin et Lu, 1998).

La recherche d'un effet inducteur ne peut étreigéal qu’avec un modél@ vitro ou
l'intégrité cellulaire est conservée (hépatocytds séces). Des lignées cellulaires,
préalablement transfectées pour exprimer une enzp@eifique, peuvent également étre
utilisées (Kremers, 2002). Une incubation de I'icidwr avec les cellules pendant quelques

heures est nécessaire avant de pouvoir détectdfain

L’évaluation de linduction se fait par rapport & wontrdle selon différents critéres
(Kremers, 2002):

- mesure d’activité enzymatique
- mesure de protéine enzymatique par méthode imamimaque
- mesure dARN messager par PCR en temps réel

L’intensité de I'induction dépend de la nature deducteur, de sa concentration et du
temps d’exposition. Elle peut également étre infgée par I'origine des cellules et les
conditions de culture (milieu, densité cellulaire..Par conséquent, I'étude vitro et

I'extrapolation des phénomeénes d’induction estodédi a réaliser.
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V.METHODES ANALYTIQUES

V-1. EVOLUTION DES TECHNIQUES ANALYTIQUES

Les modifications structurales résultant du métsbhw peuvent étre minimes (ajout d’'un

atome d’'oxygéne) ou majeures (conjugaison) abautis@ des composés dont les

propriétés peuvent étre trés différentes. Les noitab peuvent étre produits en tres faible
guantité et malgré tout présenter des propriét@snmdicologiques ou toxiques imposant

leur étude. Par conséquent, les techniques doiétmr® polyvalentes, sensibles et

spécifiques. Beaucoup de méthodes ont été utildaes les études de métabolisme, mais
peu répondaient a I'ensemble de ces exigences.

Les stratégies traditionnelles consistaient a stpas meétabolites potentiels, les isoler
pour ensuite les identifier avec différentes teghas plus ou moins informatives comme
la résonance magnétique nucléaire (RMN), la spednde de masse (MS) ou la mesure
de radioactivité. L’'apparition des techniques chatygraphiques « modernes » ont
favorisé le couplage de la séparation, de la déteet de I'identification, difficilement

envisageable avec les techniques les plus rudiinesit@omme la chromatographie

planaire.

La chromatographie en phase gazeuse, présentecetie@x pouvoir de séparation, mais
n'est pas directement compatible avec les molécptdaires, thermolabiles et de haut
poids moléculaire, caractéristiques assez fréqeepteir les métabolites en particulier
conjugués. En couplage avec la spectrométrie deenalie permet d’obtenir des spectres
trés informatifs. Elle est utilisée dans les étudesmétabolisme de certaines classes de
composés comme par exemple les dérivés des amphégaifiKraemer et col., 2000;
Staack et col., 2004).

L'HPLC (High Performance Liquid Chromatography) @ige une large gamme de
polarité et de masse moléculaire, un critere déxghour la séparation de métabolites qui
par nature ont des masses ou des polarités trémblem. Son évolution récente vers
'UPLC (Ultra-high Performance Liquid Chromatogrgploffre de nouvelles perspectives.

L’'UPLC utilise des phases stationnaires composéegatiticules inférieures a 2 um avec

53



une séparation ameéliorée permettant de raccoaiteimps d’analyse. L'étude de Castro-
Perez et col. a démontré l'intérét du couplageldelC a la spectrométrie de masse (MS)
dans les études de métabolisme (Castro-Perez et 295). Le gain de résolution
chromatographique évite les phénomenes de co-gjutinéliore trés nettement la

sensibilité et atténue les phénomeénes de suppnedsm.

Différents systémes de détection ont été associks chromatographie liquide pour la
détection des métabolites (UV, fluorescence, rativiéd). Cependant, ils n’offraient pas

d’'informations structurales ce qui limitait leurlis@ation.

C’est la spectrométrie de masse qui remporte l#fsagas. Sa polyvalence et ses qualités
(spécificité, sensibilité) associées a l'univergaldle 'HPLC font de ce couplage une
technique de référence dans le domaine des étedegtbolisme.

L’apparition des sources d’ionisation a pressiomasphérique de type electrospray
(ElectroSpray lonisation ; ESI) ou APCI (AtmosplkeRressure Chemical lonisation) a
largement contribué a I'essor du couplage et enicpéier a son application plus
systématique aux études de métabolisme. Les sobflest APCI permettent la détection
de composés assez peu polaires a trés polairasguies masses élevées. Elles permettent
une ionisation relativement douce, requise pour d¢esnposés labiles comme les
métabolites conjugués. L’introduction récente desraes APPI (Atmospheric Pressure
Photo-lonisation) a permis d’élargir l'utilisaticthe la MS a I'étude des composés trés

apolaires avec une sensibilité supérieure aux esukeCl (Marquet, 2005).

Les systemes utilisant un simple quadripble qumattent la recherche de métabolites en
fonction de leur masse moléculaire ont laissé pkace systéemes de masse en tandem
(MS/MS) qui présentent des fonctionnalités suppléaiees pour l'identification des

métabolites et leur dosage spécifique.

Pour les métabolites les plus difficiles a ideetifile couplage direct de la LC-MS avec la
RMN (Résonnance Magnétique Nucléaire) peut étréreéssant, bien que la sensibilité

atteinte soit encore relativement faible.

La recherche semble enfin s’orienter vers I'assmriade la spectrométrie de masse a des
systemes miniaturisés de « puces a meétabolismette @chnologie devrait permettre de

réaliser des micro-réactions métaboliques (4 pbDegtraction en phase solide au sein de
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puces de dimensions réduites, couplées a un détddte ou MS/MS (Benetton et col.,
2003).

V-2. UTILISATION DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE
DANS LES ETUDES DE METABOLISME

V-2-1. Recherche de métabolites inconnus

Différentes stratégies de recherche de métabgi#asent étre adoptées en LC-MS et LC-
MS/MS.

V-2-1-1. Utilisation de la spectrométrie simple s@$L.C-MS)

V-2-1-1-1. Mode de balayage complet (« full scanS)

En mode de balayage complet, la recherche de nid¢alest réalisée sans critere de
sélectiona priori : 'ensemble des masses et donc des métabolitestps est analyseé.

L’échantillon testé est comparé a un contrdle gucontient pas de métabolite.

Le nombre considérable de données produites paaatpssitions en balayage complet a
donné lieu au développement de logiciels de retrant. Ces logiciels procédent par
recherche d’ions a partir de gain et de perte dssengar rapport a la masse du produit

parent (Tableau V-1).
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Tableau V-1 : réactions métaboliques et changementte masse associés (Kostiainen et col., 2003)

Réaction métabolique Modification de masse (unité)
Déméthylation -14
Hydroxylation +16
Epoxydation +16
N-hydroxylation +16
N-oxydation +16
Acétylation +42
Glucuroconjugaison +176
Sulfuration +80
Desulfuration oxydative -32
Conjuguaison au glutathion +305.1

Lorsque les composés étudiés comportent un atonehldes ou de brome, I'abondance

isotopique sera un argument supplémentaire pailgtkection des métabolites.

V-2-1-1-2. Suivi d’ions sélectionnés (« Selectech lo
Monitoring » ; SIM)

L'utilisation du mode de suivi spécifique d’'un olugieurs iong moléculaireq permet une
recherche plus ciblée. Les masses a recherchert sifinies en fonction de la structure
de la molécule et d’hypothéses de métabolites €eabV-1). La restriction de la zone de
balayage par rapport au mode de balayage comptghentie de fagcon importante la
sensibilité de détection. La encore, la comparaigdonn contrdle sans métabolite est
indispensable. Cette méthode permet de vérifierhgpstheses mais ne garantit pas que

I'ensemble des métabolites ont été détectés.
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V-2-1-2. Utilisation de la spectrométrie de massetandem

(MS/MS)

Les systemes MS/MS les plus fréquemment utiliséxc@aposent de trois systémes
guadripolaires successifs. Les ions pénétrant lgadétecteur sont détectés et peuvent étre
sélectionnés dans le premier quadripble (Q1), feagés dans le second par impact avec
les molécules d’'un gaz neutre (cellule de collisides ions produits (ions fils) sont enfin
détectés dans le dernier quadripdle (Q3), globamen mode de balayage ou

spécifiguement en mode d’ions sélectionnés.

Le mode de balayage des ions fils (ou « productscan mode »)permet d’obtenir le
spectre de fragmentation d’'un ion sélectionné en gl mode de balayage des ions
précurseurs permet de connaitre I'ensemble desaiarg produit un fragment sélectionné
en Q3. Le mode « perte de neutre » permet la relchetes molécules ayant perdu une
masse neutre définie. Le mode de transitions séteries (ou « multiple reaction
monitoring mode ») correspond au mode SIM de la #ft8ple : il suit les fragments

sélectionnés provenant d’un ion parent particulier.

V-2-1-2-1. Etude des ions précurseurs ou de laepde

neutre

Les analyses LC-MS/MS en mode balayage des iormeurs ou perte de neutre sont
tres appropriées a la recherche de métabolitesugo@$ (métabolites de phase I)
(Kostiainen et col., 2003; Levsen et col., 2009 .fltagmentation des métabolites libere le
groupement conjugué, ionisé ou non, et la moléaglgcone. Les molécules ayant libéré
par fragmentation un ion de masse identique ayagie ou au groupe conjugué (mode
balayage des ions précurseurs), ou ayant perdumasse neutre correspondant a un
groupe conjugué (mode perte de neutre) seront tnfpels métabolites. Le Tableau V-2

liste quelqgues métabolites pouvant étre rechenghesette méthode.

57



Tableau V-2 : caractéristiques de fragmentation MIS de quelques métabolites conjugués
(Kostiainen et col., 2003)

Métabolites Mode Mode d’acquisition
d’ionisation
Glucuro-conjugués +/- Perte de neutre 176 yHzOs)
Sulfo-conjugués phénoliques + Perte de neutre @8@;)
Sulfo-conjugués aliphatiques - Précurseurs de (S Q)
Conjugués a la N-acétyl-cystéine - Perte de neutre 129 u ¢zNO3)

Ce type d’acquisition peut également étre mis ditgoour la recherche de métabolites de
phase | (non-conjugués) en se basant sur les tsidgb de fragmentation pouvant exister
entre la molécule et ses métabolites. En effetpégabolites suivent souvent les mémes
schémas de fragmentation que le produit parent, pagois des fragments communs. La
recherche des précurseurs des ions fragments @astiques de la molécule étudiée peut
permettre la détection de ces métabolites. AinginBlet col. ont identifié plusieurs

métabolites de I'épothilone en utilisant la rechercle précurseurs de I'ion m/z 166, un

fragment caractéristique de ce composé (Blum et2001).

Dans tous les cas, I'étude en mode précurseur opeetie de neutre se base sur des
hypothéses théoriques de fragmentation et ne gadamc pas la détection systématique

de I'ensemble des métabolites d’'une molécule.

V-2-2. Etude structurale des métabolites

V-2-2-1-1. Etude MS

Les données structurales pouvant étre obtenuesessgstemes a simple quadripble sont
limitées. Une fragmentation peut étre obtenue aeani de la source d’ionisation mais sans

critere de sélectivité.
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V-2-2-1-2. Etude MS/MS

Le mode de balayage d’'ions fils permet d’obtens sigectres de fragmentation spécifiques
du produit parent et du métabolite a identifier.doemparaison des voies de fragmentation
des métabolites et du produit parent permet lagstugu temps de situer précisément le
site de la modification métabolique. L'identificai du site de liaison des groupements
conjugués des métabolites de phase Il peut ceperédien plus délicate. En effet, le
premier site de fragmentation se situe souventaan de la liaison labile entre le groupe
conjugué et l'aglycone, sans gu'il existe de fragtmpermettant de situer cette liaison
(Levsen et col., 2005).

Un systeme novateur de « trappe quadripolaireté préposé par la société Applied-Bio-
Systems pour accroitre la sensibilité du mode daybhge d’ion fils. Il s’agit d’'un
spectromeétre de masse en tandem dont le troisiaradrigble permet le piégeage et
'accumulation des ions avant qu’ils ne soient &sovers le detecteur (Marquet, 2005).
Les spectres de fragmentation obtenus sont pluspletsnet facilite I'identification
structurale des métabolites (Xia et col., 2003)trappe permet également des études de
MS/MS/MS (MS) par fragmentation résonnante des ions accumudés da trappe
(Marquet, 2005).

Des logiciels tel que Mass Frontier (société Higb@h peuvent éventuellement aider a
l'interprétation des spectres en proposant a paetia structure de la molécule, la structure
des fragments pouvant étre produits avec ou sarsargement, en mode d’ionisation

positif ou négatif.

V-2-2-1-3. Etude MS

Les systemes de trappe a ions conventionnels d&Deont une sensibilité importante,
appropriée a la recherche de métabolites inconhysemnettent la réalisation d’études

structurales poussées grace aux fragmentationsssices (M9.

L’étude MS' s’avére en particulier intéressante pour I'étuds thétabolites de phase II.
Elle fournit les fragments du métabolite conjugaénplet (en M$) puis secondairement

ceux du métabolite de phase | (aglycone) erf,Ws’, ... (Levsen et col., 2005)
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V-2-2-1-4. Mesure de masse exacte

La résolution des détecteurs a temps de vol (TOme Of Flight) permet d’obtenir une
spécificité de détection supérieure a celle degesyss quadripolaires ou a trappe. Cette
sélectivité augmente de facon significative la g®lit® de détection (Zhang et col., 2000).
Les systémes hybrides incluant un filtre quadripela(Q-TOF), qui permettent la
fragmentation d’ions parents sélectionnés et lardéhation de la formule atomique des
fragments a partir de leur masse exacte, sontappsopriés a l'identification structurale
(Marquet, 2005).

De nouveaux systemes a triple-quadripdle offrarg mmesure de masse plus précise tels
gue le Quantum Ultra AM de la société Thermo-Etattr offrent une solution
intermédiaire en conservant les avantages de [M8%t semblent étre un bon compromis

pour la réalisation d’études de métabolisme.

V-2-3. Couplage de la détection et de I'étude struarale

des métabolites (Acquisition dépendante de I'inform@tion)

Pour répondre au besoin de rapidité des industriels méthodes de détection et
d’identification des métabolites de nouveaux médieats évoluent vers I'automatisation.
Le principe de l'acquisition dépendante de linfation sous les noms commerciaux
d’'IDA (Information Dependent Acquisition) chez Apgl-Biosystems ou de DDA (Data
Dependent Acquisition) chez Thermo-Electron, a péoson efficacité pour la recherche et
l'identification de métabolites (Fernandez-Metab¢rcol., 1999). L'IDA consiste a réaliser
une acquisition en balayage complet, et de définme seconde acquisition a réaliser
(spectre en mode balayage d’ions fils par exenmptejju’une masse est détectée avec une
intensité supérieure a un seuil prédéfini. L'ensiendes acquisitions est réalisé a partir de
la méme injection. Ce systeme combine donc lestagaa de la recherche sans critére
restrictif, propre aux acquisitions en balayage glet) a ceux de la MS/MS (sélectivité,

information structurale) avec un gain de tempsetéconomie d’échantillon.

Ce type d'acquisition géneéere des données richeciigs de masse MS/MS) en quantité
importante. Les principaux fabricants de system& NS proposent des logiciels assurant
un retraitement automatisé et rapide. Les massegapb correspondre a un métabolite

sont recherchées dans la liste des acquisition®M9% partir d’une bibliotheque de perte
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ou de gain de masse par rapport au produit pgrarg,des scores de corrélation entre les

spectres du produit parent et des métabolites pelesont calculés.

V-2-4. Etude quantitative

La LC-MS en mode dions sélectionnés ou la LC-MS/MB mode de transitions
sélectionnées (Single Reaction Monitoring, SRM auitile Reaction Monitoring, MRM)
offrent une excellente sensibilité et permetteétuide quantitative des médicaments et de
leurs métabolites a faibles concentrations dansnusices de nature variable (plasma,
urine, surnageant d’incubation). Il apparait dans tles cas souhaitable d’utiliser au moins
trois ions ou deux transitions pour assurer unenba@pécificité (Marquet, 2005). La haute
sélectivité et la bonne résolution offerte pardégecteurs MS/MS permettent de diminuer
au maximum les temps de séparation chromatographejupar conséquent le temps

d’analyse.
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PARTIE 2 :

METABOLISME ET INTERACTIONS
METABOLIQUES DES IMMUNOSUPPRESSEURS
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. METABOLISME DES IMMUNOSUPRESSEURS

I-1. METABOLISME DU MYCOPHENOLATE MOFETIL

Le mycophénolate mofétii (MMF) est une prodrogueactive, ester de ['acide

mycophénolique (MPA) (Figure I-1).
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Figure I-1 : structure du mycophénolate mofétil (MMF)

Aprés administration orale, le MMF est rapidemdrgaabé puis compléetement hydrolysé
en MPA; le MMF n'est pas mesurable dans le pladmeaMPA est principalement
métabolisé en un métabolite glucuro-conjugué ihatti MPA-7-O-glucuronide ou MPA-
phényl-glucuronide (MPAG) (Bullingham et col., 1998

Le MPAG est principalement éliminé par excrétionalé. Cependant une fraction non

négligeable, excrétée dans la bile, est responghbie circulation entéro-hépatique du

MPAG avec hydrolyse en MPA par la flore digesti@® phénoméne explique en partie

I'existence de cinétiques particulieres, comprenanpremier pic plasmatique précoce de
MPA suivi d'un second pic intervenant 6 a 12 hea@®s la prise. Ce mécanisme, qui

présente une forte variabilité inter-individuebegté proposé pour expliquer la survenue de
certains effets secondaires digestifs ou certaimesactions médicamenteuses du MMF

(Bullingham et col., 1998).

La présence d’autres métabolites a été rappoitmarrhabi et Mackenzie observaient 2
glucuro-conjugués supplémentaires du MPA aprés biaion sur cellules COS-7
transfectées avec une UDP-glucuronosyltransféragestinale, proposant un acyl-

glucuronide et un di-glucuronide (Mojarrabi et Mankie, 1997); Bullingham et col.
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suggéraient également la présence d'un acyl-glmedeodu MPA dans les urines de

patients sous MMF (Bullingham et col., 1998).

Une étude ultérieure utilisant la spectrométriardesse a permis de confirmer I'existence
de MPA-acyl-glucuronide (M2 ou AcCMPAG) et de déeFctin autre métabolite : le 7-O-
glucose MPA (M1 ou MPAGIs) dans le plasma de p#idShipkova et col., 1999).
Contrairement aux deux autres métabolites, 'AcMP#dBait actif (Schutz et col., 1999;
Shipkova et col.,, 2001b) et il est reconnu par tiips de la méthode
immunoenzymatique (EMIT) de dosage du MPA (Schutzad, 1998). Un métabolite
supplémentaire, supposé étre I'AMP-acyl-glucosileMPAGIs) a été détecté a partir
d’'incubations en présence de microsomes rénauxs(sapables de le former), mais ce
métabolite n'a pas été retrouvé chez des patieitisst (Shipkova et col., 2001a).

Un dernier métabolite (M3) de structure exacte’&tto/ité inconnue a été détecté a partir
d’'incubations en présence de microsomes hépatiduesains et de NADPH. La
production de ce métabolite de phase | était irhdo®0 % par un inhibiteur général des
CYP 450 (aminobenzotriazole) et a environ 40 % lpatroléandomycine, un inhibiteur
spécifiqgue des CYP 3A (Shipkova et col., 1999).
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Figure 1-2 : métabolisme de I'acide mycophénolique
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Deux équipes ont mis en évidence une activité noétpke rénale supérieure a l'activité
hépatique pour la transformation du MPA en MPAGadlar et col., 1999; Vietri et col.,
2000). L'étude de Shipkova et col. utilisant desragsomes humains hépatiques, rénaux, et
intestinaux suggere la présence d'UGT en plus grao@ntité et avec une affinité plus
importante pour le MPA au niveau rénal pour la fation de MPAG et de MPAGIs. La
production de 'AcMPAG serait majoritairement hégae (Shipkova et col., 2001a).

L’existence d’un métabolisme intestinal est égalenpeobable car le MPAG, le MPAGIs
et 'ACMPAG ont été retrouvées a partir dun modékx-vivo d’étude de la
biotransformation intestinale (Braun et col., 2000ais les valeurs faibles de il

observées avec des microsomes intestinaux sugggrerfiaible contributiom vivo.

Finalement, Bowalgaha et Miners ont retrouvé desrarices microsomales hépatiques,
rénales et intestinales de production du MPAG coaigas aux études précédentes, mais
concluent a un réle majoritaire du foie dans laratece systémique du MPA, du fait des

rapports massiques entre les organes (Bowalgavimets, 2001).

Les études de formation du MPAG utilisant des isofss d'UGT recombinantes ont
abouti a des résultats contradictoires. Les trawmiMackenzie (Mojarrabi et Mackenzie,
1997; Mackenzie, 2000) sont en faveur d'une aétivitportante des UGT 1A10 et 1A8
(exprimées seulement au niveau digestif). Les UBT, 1LA3, 1A4, 1A6 seraient inactives
et l'activité de 'UGT 1A9 n'était pas clairemetdbdie. Pour Shipkova et col. les UGT
1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A9, 1A10, 2B4, 2B7 et ZB%eraient capables de former
TAMPG, les UGT 1A7 et 2B4 étant les plus activ&hipkova et col., 2001a).

Récemment Bernard et Guillemette ont conclu a lsnméajoritaire des UGT 1A9 et 1A8
dans la formation du MPAG et ont pu mettre en éwieén vitro un effet de la mutation de

ces deux isoformes sur les activités observees@daiet Guillemette, 2004).

Concernant 'AcCMPAG, une seule équipe a cherchdeatifier les UGT responsables de
sa formation et a évoqué la possibilité que les agmoformes interviennent pour les 2
glucuronides (UGT 1A7 > 1A9 > 1A8 > 1A10) (Basu @il., 2004). Cependant la

meéthodologie utilisée, basée sur la chromatograplaieaire, ne permet pas de garantir la

fiabilité des résultats.
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I-2. METABOLISME DES INHIBITEURS DE LA
CALCINEURINE

I-2-1.  Métabolisme de la ciclosporine

Apres administration orale, environ 90 % de la ddeeciclosporine est excrétée dans la
bile sous forme de métabolites et trés accessoiresweis forme inchangée (1%). 6% est
éliminée par voie urinaire (0.1 % de fagon inchandé reste sous forme de métabolites)
(Kelly et Kahan, 2002).

Au moins 30 métabolites, produits par hydroxylatidéméthylation ou cyclisation de la
ciclosporine, ont été décrits (Christians et Sewirip3). La nomenclature des métabolites
se compose de 2 lettres (A pour ciclosporinsulvie de M pour métabolite) et d'un ou de
deux chiffres situant le ou les acides aminés néxlipour les hydroxylés. Pour les
meétabolites déméthylés ou cyclisés, un « n » ok am est ajouté. Les métabolites AM9,
AM1 et AM4n sont les métabolites prédominants. ABtLIAM9 sont actifs mais ils ne

contribueraient qu’a 10 & 20 % de l'activité immsnppressive de la ciclosporine.

Ce sont les enzymes du CYP 3A (3A4 et 3A5) qui sesponsables de la formation des
métabolites principaux de la ciclosporine (AM1, AMBM4n (Kronbach et col., 1988).
D’autres CYP seraient impliqués mais dans des vese®ndaires et assez minoritaires
(Christians et Sewing, 1995).

Les CYP 3A sont présents au niveau hépatique estinal. Mais le CYP 3A5 n’'est
exprimé que chez 10 a 30 % des caucasiens en @diso® mutation génétique (Kuehl et
col., 2001). Lorsqu’il est exprimé, il représeniepasqu’a 50 % des CYP 3A hépatiques et
intestinaux totaux (Lin et col., 2002). L'effet ¢ke mutation sur la biodisponibilité de la
ciclosporine est controversé mais ne semble pagungAnglicheau et col., 2004;
Haufroid et col., 2004; Hesselink et col., 2004upétre en raison de la régiosélectivité
particuliere du CYP 3A5 qui ne prodiuitvitro que le métabolite AM9 (Dai et col., 2004).

Plusieurs études s’accordent pour dire que le CA® st exprimé au niveau rénal et pas
le CYP3A4 (Schuetz et col., 1992; Haehner et d8196; Dai et col., 2004). Une de ces
études (Dai et col., 2004) retrouvaitvitro un effet net de la mutation CYP 3A5*3 sur le

meétabolisme microsomal rénal de la ciclosporingsatp’il était non significatif pour le
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meétabolisme hépatique. Ces données n’'ont pas emtéreonfirméesn vivo mais les
variations d’exposition intra-rénale a la ciclosperliées a cette isoforme pourraient étre

un élément important dans la néphrotoxicité desgethlécule.

Enfin, les résultats d'une étudm vitro laissent penser que la ciclosporine est
glucuroconjuguée par 'UGT 2B7 au niveau hépatigtientestinal (Strassburg et col.,
2000). En effet, deux métabolites glucuroconjugagaient été précédemment décrits
(Christians et Sewing, 1993). Cette voie est pridabnt trés minoritaire mais pourrait

néanmoins étre impliquée dans des interactionshokgaes.

[-2-2. Métabolisme du tacrolimus

Le tacrolimus est tres largement métabolisé puésgeine 0,5 % de la dose administré par
voie orale se retrouve dans les urines ou les feoas forme inchangée (Moller et col.,

1999). Ce métabolisme est hépatique mais ausstimaé (Venkataramanan et col., 1995).

Au moins 15 métabolites de premiere ou de secordérgtions produits essentiellement
par O-démethylation et hydroxylation ont été ididdi Parmi eux le 13-O-déméthyl-
tacrolimus est le métabolite majoritaire, retro@ate niveau sanguin (Venkataramanan et

col., 1995) et produin vitro a partir d'incubations microsomales (Vincent et ,cb992).

Seul le 31-O-déméthyl-tacrolimus préserite vitro une activité immunosuppressive
comparable a celle du tacrolimus. Les autres métaboont une activité négligeable
(lwasaki et col., 1993). Le 31-O-déméthyl-tacrolsnétant un métabolite sanguin
minoritaire, il est raisonnable de penser que legabolites ne participent que tres

accessoirement a l'activité thérapeutique (Christiet col., 2002).

Ce sont principalement les CYP 3A qui métabolisknttacrolimus, mais les études
réaliséedn vitro laissent penser que d’autres CYP pourraient iatery probablement de
facon minoritaire (Sattler et col., 1992; Vincentao®l., 1992; Venkataramanan et col.,
1995).

Une étude récente comparamtvitro les activités des CYP 3A4 et 3A5 et étudiant celles
d’'une banque de microsomes hépatigues humains ioantifieés, a mis en évidence
une activité de formation du 13-O-déméthyl-tacroigrsupérieure pour le CYP 3A5 que

pour le CYP 3A4 avec une contribution de cettedsok a la déméthylation du tacrolimus
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variant de 1,5 a 40 % selon les individus (Kamddntad., 2005). Ceci explique les
différences d’exposition au tacrolimus en fonctohn statut génétigue 3A5 observées par
de nombreuses équipes (Haufroid et col., 2004; Aigacet col., 2004; Macphee et col.,
2005).

Le réle du métabolisme de phase Il dans I'élimoratilu tacrolimus est parfois évoqué.
Une étude d’échantillons humains de bile avec ois $gdrolyse des glucuro-conjugués a
permis de démontrer, de facon indirecte, I'existede glucuroconjugués du tacrolimus
(Firdaous et col., 1997). De méme Strassburg etardl détectén vitro une activité de
glucuroconjugaison hépatique et intestinale athiibe a I'UGT 2B7 a partir de
préparations microsomales hépatiques et gastrstimdes et d’'UGT recombinantes
(Strassburg et col., 2000). La technique analytiqpei spécifique (utilisation d’acide
UDP-glucuronique marqué ad’C et chromatographie planaire), n'a pas permis

I'identification formelle des métabolites.

I-3. METABOLISME DES INHIBITEURS DE LA m-TOR

[-3-1. Métabolisme du sirolimus

Le sirolimus est métabolisé par les enzymes du GXRSattler et col., 1992) au niveau
hépatique et intestinal (Christians et col., 198@)une dizaine de métabolites (Gallant-
Haidner et col., 2000). Le CYP 2C8 serait égalemergliqué dans la formation de
certains métabolites (Jacobsen et col.,, 2001). hétabolites formellement identifies a
partir d’incubations en présence de microsomesthgms humains incluent le 39- et le
41-O-déméthyl-sirolimus, le 16-, le 12- et le 34Hoxy-sirolimus (Christians et col.,
1992; Streit et col., 1996a). La somme des conagotrs des métabolites détectés dans le
sang de patients transplantés rénaux, au tau edsideprésente environ 50 % de
'ensemble des dérivés du sirolimus (Streit et,c@P96b) avec majoritairement un

hydroxy-sirolimus et un déméthyl-sirolimus.

Pour les métabolites qui ont été étudiés, l'adivimmunosuppressive est faible,

n'excédant pas 10 % de celle du produit parenti§Gans et col., 1992).
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Le polymorphisme des enzymes du CYP 3A (CYP3A5*3&tP 3A4*4B) contribue
vraisemblablement aux variations de biodisponibilitu sirolimus (Anglicheau et col.,
2005).

[-3-2. Métabolisme de I'évérolimus

L’évérolimus est un analogue structural du sirobmiues deux molécules ne différent que
par un groupement 2-hydroxyéthyl. Leurs profils abéliques sont donc similaires : les
mémes meétabolites mono- ou di-hydroxylés, déméshglé encore formés par ouverture
du cycle (Dannecker et col., 1998; Vidal et cob98) sont produits par les CYP3A4, 3A5
et 2C8 au niveau intestinal et hépatique. Comme fEgirolimus, aprés administration
orale d’'une dose unique d'évérolimus, le principattabolite est mono-hydroxylé. i
représente environ la moitié de I'AJgy, d’évérolimus (Kirchner et col., 2000). Il est a
noter que la transformation d’évérolimus en siromn’'a été détectée qu’ vitro
(Jacobsen et col.,, 2001). Si elle exigtevivo, elle est trés certainement tout a fait
accessoire. Il n'y pas de donnée sur l'activité lau toxicité des métabolites de

I’évérolimus.

L'impact de la modification structurale sur le ni@hsme de la molécule n’est pas
clairement établi. Le groupement 2-hydroxyéthylpasition 40 semble diminuén vitro

la déméthylation en position 39, mais égalemensielus voies d’hydroxylation de la
molécule, ce qui résulte en une clairance intrineéqtale, calculée a partir de microsomes
hépatiques humains, 2,7 fois plus faible pour IFéliéwus que pour le sirolimus (Jacobsen
et col.,, 2001). Au contraire, Crowe et col. dan® @ude réalisém situ chez le rat,
démontrait que le métabolisme intestinal de I'élmdnas était plus intense que celui du
sirolimus mais compensé par une absorption plusleage la molécule (Crowe et col.,
1999). Si le métabolisme contribue peut-étre a iftérénce de biodisponibilité et de
clairance des deux produits il est probable queuttéa facteurs interviennent, en
particulier les phénoménes de transport ou enenelume de distribution qui semble

plus important pour I'évérolimus (Crowe et col. 999.

A notre connaissance, il n’existe pas encore de&tyghnt évalué I'effet de la mutation du

CYP 3A5 sur la biodisponibilité de I'évérolimus.
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. INTERACTIONS METABOLIQUES ENTRE
IMMUNOSUPPRESSEURS

La thérapie immunosuppressive implique de faconsigsistématique l'association de
différents médicaments immunosuppresseurs. Des daienétabolisme étant communes a
certains d’entre eux, ces associations sont subtEptd’engendrer des interactions

pharmacocinétiques.

lI-1. INTERACTIONS METABOLIQUES AVEC LE
MYCOPHENOLATE MOFETIL

[I-1-1. Interactions entre le mycophénolate et les

inhibiteurs de la calcineurine

Deux études chez des patients transplantés rémaumi® en évidence que lI'association du
MMF au tacrolimus donnait lieu & des concentratimsduelles et & des AUC de MPA

plus fortes que son association a la ciclosporifwcKer et col.,, 1997; Hubner et col.,

1999). Zucker et col. a retrouvé une inhibition [gatacrolimus de la glucuroconjugaison
du MPA par des UGT rénales humaines purifiées (Zuek col., 1999). Cependant, les
études de Vietri et col. et de Balogh et col., eteouvant pas cette interaction en utilisant
des microsomes (Vietri et col., 2000) ou des mrarathes hépatiques (Balogh et col.,

2003), contredisent cette observation.

Plusieurs études cliniques, incluant un groupentréte » de patients recevant du MMF
sans ciclosporine ni tacrolimus suggerent que dauli&losporine serait responsable d’'une
interaction avec le MMF, et non le tacrolimus : sldiétude de Smak Greggor et col.,
l'arrét de la ciclosporine au®8® mois post-transplantation chez 19 patients tramsgs

rénaux augmentait significativement les taux résdslgde MPA $=0,02. A 9 mois post-

transplantation, ces 19 patients avaient des tésiduels de MPA plus élevé de moitié
(p<0,001) par rapport a 19 autres patients n’agastarrété la ciclosporine (Smak Gregoor

et col., 1999). L’étude de Pou et col. retrouvas doncentrations résiduelles de MPA plus
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faibles chez des patients transplantés rénaux dongpaires recevant du MMF en
association a la ciclosporine et a la prednisord 1) que chez ceux recevant du MMF et
de la prednisone (n=199) ou du MMF, du tacrolimuslesla prednisone (n=34) (Pou et
col., 2001).

A Tlinverse, létude de Filler et col., comparant 3Jyroupes d’enfants
transplantés rénaux traités par [I'association C3ARkEorticostéroides (n=15),
tacrolimus/MMF/corticostéroides (n=14) ou MMF/coastéroides (n=13), a décrit des
AUC de MPA normalisées par la dose significativetrsupérieures chez les enfants sous
tacrolimus comparées a celles observées chez fastersous CsA et chez les enfants ne
recevant pas d'inhibiteur de la calcineurine (FFilet col., 2000). De plus, une étude
incluant deux groupes de patients transplantésurénacevant MMF et prednisone en
association au tacrolimus ou a la ciclosporine @itdé@ne corrélation négative entre les
concentrations résiduelles de ciclosporine et déAMRais aussi une corrélation positive
entre la dose de tacrolimus et les concentratioasimales de MPA (Kuriata-Kordek et
col., 2003).

Bien que cette derniere étude vienne la contreldmgothese la plus souvent avancée est
gue la ciclosporine diminue I'élimination biliaidu MPAG, secondairement réabsorbé
sous forme de MPA. Une étude réalisée chez le oahparant les traitements
MMPF/ciclosporine, MMPF/tacrolimus et MMF/placebo dénire d'ailleurs que la
ciclosporine diminue les AUC de MPA, augmente celee son métabolite MPAG et
diminue I'occurrence des seconds pics de MPA atalites au cycle entérohépatique (van
Gelder et col., 2001).

En résumé, il semble que les différences d’exposiéiu MPA en fonction de l'inhibiteur

de la calcineurine associé soient liées a l'effetla ciclosporine sur le cycle entéro-
hépatique du MPA. En revanche, il est difficile sivoir si le tacrolimus a lui aussi un
effet sur I'exposition au MPA tant les études samuntradictoires. Enfin, des

augmentations, non significatives, de I'expositiofa ciclosporine (Rial et col., 1998) ou
au tacrolimus (Pirsch et col., 2000) ont égalen&étobservées lorsque le MMF leur est
associé. L'interaction pourrait faire intervenireumhibition du métabolisme du tacrolimus

ou de la ciclosporine par le MPA, pistes apparentmen explorées.
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[I-1-2. Interaction entre le mycophénolate et Iles
inhibiteurs de la m-TOR

L’association de sirolimus au MMF & la place deildosporine semble étre a I'origine
d’'une augmentation de I'exposition au MPA : lesdésirécentes de Haggan et col. et de
Bichler et col. ont mis en évidence des AUC et d@ewentrations résiduelles de MPA
plus fortes chez les patients transplantés rénaggvant du MMF en association au
sirolimus que chez ceux recevant du MMF en assoniatla ciclosporine (Buchler et col.,
2005; El Haggan et col.,, 2005). A notre connaissanme éventuelle interaction

métabolique pouvant expliquer ces constatationpasaété exploréén(vivo ouin vitro).

Enfin, Il n’y pas encore d’étude publiée qui setsatéressé a l'interaction entre le MMF

et I'évérolimus.

[I-2. INTERACTIONS  METABOLIQUES ENTRE LES
INHIBITEURS DE LA CALCINEURINE ET CEUX DE LA m-
TOR

Les inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporinetaarolimus) sont classiquement utilisés
en association au MMF. Mais le sirolimus peut reanpt le MMF ou la ciclosporine.
L’éveérolimus récemment mis le marché est utilis@association a la ciclosporine mais n'a
pas dAMM avec le tacrolimus. Or les CYP 3A intamnent de fagcon quasi-exclusive
dans le métabolisme de tous les inhibiteurs dealaireurine et de la mTOR. Par
conséquent, le risque d’interaction est réel. Beora d'affinités et de concentrations
différentes au site enzymatique, les interactioasconcernent cependant pas toutes les

associations.

[1-2-1. Interaction entre le sirolimus ou I'évérolimus et la

ciclosporine

Ce sont des études chez lI'animal qui ont les pra®iénis en évidence l'interaction
pharmacocinétique entre le sirolimus et la ciclos@o La co-administration orale de

sirolimus et de ciclosporine chez le rat augmengalhiodisponibilité du sirolimus de 2 a
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11 fois et celle de la ciclosporine de 2 a 3 f&epkowski et col., 1996). Chez des patients
transplantés rénaux stables, la co-administraties deux produits par rapport a des
administrations séparées de 4 heures augmentadbd les AUC, de 49 % les taux
résiduels et de 72 % les concentrations maximaesirdlimus, sans effet significatif sur

I'exposition a la ciclosporine (Kaplan et col., 899

L’interaction implique probablement l'inhibition da P-gp mais surtout celle du CYP 3A4
par la ciclosporine. C’est ce que démontrait Cunsngihcol., avec un modele de cellules
intestinales Caco-2 transfectées avec le CYP 3Adngitant I'étude conjointe des
phénomenes de transport et de métabolisme : I'atigordu sirolimus était augmentée de
6 fois par la ciclosporine alors qu’un inhibitewr l& P-gp (le GG918) ne 'augmentait que
de 50 % (Cummins et col., 2004). De méme, la cohaidtration orale de sirolimus et
d’'un inhibiteur de la P-gp a des rats n’engendpadts de modifications de la
pharmacocinétique du sirolimus alors que le kétazole, par inhibition des CYP 3A
intestinaux, augmentait significativement les AUCIes concentrations maximales du

sirolimus (Wacher et col., 2002).

L’évérolimus est également utilisé en associatida éiclosporine. Assez logiquement la
méme interaction a été constatée pour cette meléul cours d’'une étude a dose unique
chez le volontaire sain, 'administration concomitad’évérolimus et de ciclosporine sous
forme de microémulsion (Neof§l augmentait 'AUC d'évérolimus de 168 % (46 %-
365%) comparativement a I'administration seule (R&S des caractéristiques du produit,

Laboratoire Novartis).

En revanche, comme pour le sirolimus, il ne semids y avoir d’interaction de

I'évérolimus sur la ciclosporine : 'administratiaiiune dose unique d’évérolimus a 7
patients tranplantés rénaux stables s’est mon&née affet sur la pharmacocinétique de la
ciclosporine (Kirchner et col., 2000). Le ratio dmscentrations de la ciclosporine et des
inhibiteurs de la mTOR au site enzymatique est ainsnégal a 100 fois. Il explique sans

doute l'unilatéralité de I'interaction métabolique.
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[1-2-2. Interactions entre le sirolimus et le tacrdimus

A linverse de la ciclosporine, les concentratidhgrapeutiques de tacrolimus sont du
méme ordre que celles du sirolimus et par consédaaatio de leurs concentrations au
site métabolique voisin de 1. De plus, Lecointreat ont évalué I'effet du tacrolimus sur
lactivité meétabolique in vitro des principaux CYP et démontré que seules des
concentrations supra-thérapeutiques de tacrolinsupéfieures a 800 pg/l) pouvaient
inhiber, et ce de facon modérée, les CYP 3A4 et @&Gointre et col., 2002). Lampen et
col. décrivait pourtant le tacrolimus comme un [itgur compétitif du métabolisme
microsomale intestinal et hépatique du sirolimusgjsiia encore, avec des valeurs de K
(voisines de 20 mg/l) 1000 fois supérieures auxcentrations thérapeutiques de
tacrolimus (n’excédant pas 20 ug/l) (Lampen et,d®98). Il n’est donc pas étonnant de
constater qu’au contraire de la ciclosporine, lecrdiimus n’affecte pas la
pharmacocinétique du sirolimus (Undre, 2003).

De méme,In vivg le sirolimus ne semble pas inhiber le métaboliginetacrolimus :

'administration simultanée des deux molécules ap2fients transplantés rénaux ou
hépatiques, au lieu d’'une administration espacée4deeures ne modifiait pas la
pharmacocinétique des médicaments (McAlister et, @02). Lampen et col. avaient
pourtant démontrén vitro que le sirolimus pouvait inhiber de facon compétitie

métabolisme hépatique et intestinal du tacrolimdsis |la encore les valeurs deg K
(supérieures a 30 mg/l) dépassaient trés largetesntoncentrations thérapeutiques du

sirolimus (Lampen et col., 1995).

[I-2-3. Interactions métaboliques impliquant  les

corticostéroides

Les corticostéroides font partie intégrante de Ildupgrt des protocoles

immunosuppresseurs. lls sont connus pour étre ddacteurs des CYP 3A, par
'intermédiaire des récepteurs nucléaires aux gladaoides, ou pregnane X receptor,
(PXR). Il est admis que les corticoides diminuéstgdosition au tacrolimus par induction
de son métabolisme (Christians et col., 2002; Urhe3).
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Dans le cas de la ciclosporine, les corticoidegtinassociés soit a des augmentations, soit
a des diminutions d’exposition en fonction des dasdministrées ou du délai entre la date
de début des corticoides et le dosage. Les cat@sopourraient induire les CYP mais
également inhiber le métabolisme de la ciclosporirieitiation de la corticothérapie ou
les augmentations brutales de posologie, dansaleerttent d’'un épisode de rejet par
exemple, auraient plutdt un effet inhibiteur, pesgivement compensé par Ieffet
inducteur (Campana et col., 1996).

Cattaneo et col. ont également démontré que lecainles avait un effet sur la
pharmacocinétique du MPA (Cattaneo et col., 200P¢tude réalisée chez 26 patients
transplantés rénaux recevant du MMF, ciclosporgteméthylprednisolone, mettait en
évidence que I'exposition au MPA (AUC et.& rapportés a la dose) était inférieure dans
le premier mois suivant la transplantation par capp une période tardive ou les doses de
corticoides sont diminuées (6 mois post-greffe). khairance apparente était
significativement supérieure et les taux résidwkisMPAG supérieurs a ceux observés
dans la période tardive. A partir de 6 mois la dimion des doses de méthylprednisolone
jusqu'a l'arrét, était associée a une baisse eiy® de la clairance apparente et des
concentrations résiduelles de MPAG. L’expositionMBA augmentait progressivement.
A la fin du suivi (21 mois post-greffe), ces patgeravaient des valeurs de clairance
apparente et de concentrations résiduelles de MBig@ficativement inférieures, et des
Cmax €t AUC de MPA significativement supérieurs a celiisn groupe contrdle de 12
patients pour lesquels la corticothérapie avaingéétenue. Les corticoides diminueraient
donc [l'exposition au MPA par induction de la forinat de son métabolite
glucuroconjugué (MPAG). Leur effet sur le métalmlactif et potentiellement toxique
(ACMPAG) n’a pas été étudié.
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PARTIE 3 :

TRAVAUX PERSONNELS
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. INTRODUCTION

La premiere étape de ce travail a été de confirhentité des métabolites et des

isoformes enzymatiques participant au métabolismielBA.

La connaissance de l'identité des isoformes enzgoneg impliquées dans le métabolisme
du MPA offre en effet une perspective intéressantechercher si le polymorphisme
génétiqgue de ces isoformes influence le métabolidmeMPA. Il s’agit d’explorer les

causes possibles de variabilité de la pharmacagireedu MPA, ainsi que de rechercher
une prédisposition a la survenue d’effets indétesaldlu MPA. Dans ce but, une étude
préliminaire, de type pharmacogénétique-pharmaétigme a été réalisée chez des

patients transplantés rénaux.

Toujours dans l'optique de rechercher les fact@umendre en compte dans le STP du
MMF, nous avons ensuite étudreévitro et in vivo les interactions métaboliques pouvant

intervenir entre le MPA et les autres médicamemisiiinosuppresseurs, pour I'ensemble

des voies enzymatiques caractérisées a la pregt@pe. Les résultats de ces travaux sont
présentés dans le paragraphe Ill.

Enfin, il nous est apparu intéressant d’étudienfllience de la ciclosporine sur le
métabolisme du sirolimus par les CYP 3A4 et 3A5L. difet, I'activité du CYP 3A5,
enzyme soumise a une forte régulation génétiqueagsurd’hui reconnue comme un
facteur important dans le métabolisme et la biazhdplité des immunosuppresseurs
(tacrolimus, sirolimus). Ce travail fait I'objet charagraphe Ill-3. La prise en compte du
statut génétique des individus pour ce cytochroffre beaucoup d’espoir pour leur STP
(Anglicheau et col., 2005), mais I'étude cliniquetueellement menée en ce sens au
laboratoire est hors du champ de ce travail deethés

Les voies de métabolisme des immunosuppresseues @iteractions médicamenteuses
qui y sont associées ne représentent qu'une pdessefacteurs de variabilité de leur
pharmacocinétique. Les protéines de transport qupks dans les phases d’absorption,
d’élimination ou de recirculation entérohépatigdbfR1 et MRP2 en particulier) ont une
place essentielle dans la pharmacocinétique denoééscules. L'étude de l'influence des

polymorphismes génétiques de ces transporteurssetntieractions médicamenteuses les
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concernant sont en cours dans I'équipe. Ces étnedsaisaient pas partie des objectifs
fixés dans le cadre de cette these et ne correspbpéds a un travail personnel de I'auteur.
Les résultats qui en découlent ne sont donc paeptés.
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. ETUDE DE METABOLISME IN VITRO ET IN
VIVO DU MYCOPHENOLATE MOFETIL

lI-1. IDENTIFICATION DES METABOLITES ET DES VOIES
METABOLIQUES DU MPA

Ce chapitre présente les résultats des travauerdification des métabolites du MPA et
des isoformes enzymatiques impliquées dans leordion. Ce travail avait été initié dans
le cadre de notre DEA (pharmacologie expérimengalelinique, Faculté de Médecine,
Paris Sud). Nous avions confirmé lidentité des ahétites de phase Il du MPA et
identifié un métabolite de phase I. Nous aviondetgant fait I'hypothese que les deux
glucuroconjugués du MPA étaient produits par defoisnes enzymatiques différentes a
partir d’'incubations avec des microsomes de ratisliis par le phénobarbital ou le 3-

méthylcholanthrene.

Ces travaux ont été complétés dans le cadre de ttetse. Les isoformes enzymatiques
impliquées dans le métabolisme de phase | et dsephhalu MPA ont été formellement
identifiées par utilisation de différentes méthodesplémentaires (utilisation d’isoformes
recombinantes, inhibition chimique sélective). ltfeité de différents organes (reins, foie,
intestin) pour la production des métabolites con@ggya été comparée vitro grace a des
microsomes humains préparés au laboratoire. Bigiposition aux différents métabolites
a été évaluée chez des patients transplantés ré@agxtravaux ont donné lieu a deux

publications.

- Le premier article « Characterization of a phase | metabolite of mycdpenolic
acid produced by CYP3A4/5», publié dans la revuerherapeutic Drug
Monitoring (Picard et col., 2004) concerne I'étude vitro et in vivo du
métabolisme de phase | du MPA. Ce travail nous mamige d’identifier un
métabolite démeéthylé du MPA ainsi que deux métddmli secondaires
glucuroconjugués, aussi bien aprés production parrmicrosomes humains que
dans l'urine de patients transplantés rénaux gapar MMF. Nous avons

€également estimé les concentrations sanguines thboliée de phase | ainsi que
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leur évolution avec le délai post-transplantatichez 5 patients transplantés
rénaux. Les CYP 3A et 2C8 ont été identifiés comeweprincipales isoformes
responsables de la formation de ce métabolite a@iele comporte également les
résultats d’une étude succincte de I'effet du MRAIs métabolisme du tacrolimus

ou de la ciclosporine, détaillée au chapilrd.-2 (page 95).

Le second article : « Identification of the UDP-glucuronosyltransferase
isoforms involved in mycophenolic acid phase Il metbolism», publié dans la
revue Drug Metabolism and DispositiorfPicard et col., 2005cprésente la
caractérisation formellejn vitro et in vivo (dans le sang et l'urine de 14
transplantés rénaux) des métabolites de phaseNR, ainsi que I'étudén vitro
des voies métaboliques impliquées. Il s'agissailadpremiére étude démontrant
gue des isoformes différentes étaient impliquéess da formation du métabolite
inactif (MPAG) et du métabolite actif et probablemh¢éoxique (AcCMPAG). Nous
avons démontré que le MPAG était principalementdpitoau niveau rénal et
hépatique par 'UGT 1A9. La production intestindke ce métabolite, assez faible,
peut étre attribuée aux UGT 1A8, 1A7 et 1A10. L’ABNG est un métabolite
essentiellement hépatique, produit par lTUGT 2B7.

En réponse a un article paru plus récemment et regppodes résultats
contradictoires aux notres en ce qui concernentitle des isoformes produisant
'AcMPAG nous avons, dans une lettre a I'éditeur Dirug Metabolism and
Disposition (Picard et Marquet, 2004), souligné limportanceutidiser une
méthode d’identification et de dosage sensiblepéifique pour I'étude de la
glucuroconjugaison du MPA. En effet, la méthode lditpie utilisée par les
auteurs (basée sur l'utilisation de la chromatdgplanaire) était loin d’avoir la
spécificité et la sensibilité requises pour compdes activités de formation de
'AcMPAG et du MPAG, deux métabolites dont les stures ne different que par
la position du groupe conjugué et dont leg;@e formationin vitro peuvent varier
d’un facteur 100.
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ARTICLE 1 :ldentification d’'un métabolite de phase |
de I'acide mycophénolique produit par les CYP3A4/5

Picard N Cresteil T, Prémaud A, Marquet P. Characteripatiba phase 1 metabolite of
mycophenolic acid produced by CYP3A4THer Drug Monit2004;26: 600-608.

Abstract: To characterize a phase 1 metabolite of mycopheraatid (MPA) and the
human cytochrome P450 isoform(s) (CYP) involvedtamformation. MPA metabolites
were investigated in blood and urine samples fromngplant patients under
mycophenolate mofetil therapy (n = 5) as well athvim vitro incubation of MPA with
human liver microsomes. The CYP isoforms involvedhe oxidative metabolism were
investigated in vitro on human liver microsomeshwgoform-specific inhibitors as well as
in human embryonic kidney cell lines expressingonebinant human CYPs. The analytic
methods used were based on LC-MS/MS. A 6-O-deshbtRA (DM-MPA) metabolite
and 2 related glucuronides were identified in pasie blood and urine. Human liver
microsomes produced DM-MPA with an apparent Km 830t/- 0.06 mmol/L and Vmax
= 5.57 +/- 0.29 pmol/mg/min. The CYP3A inhibitort&eonazole was found to inhibit
DM-MPA formation by 50.3% with respect to the cahtrand trimethoprim (CYP2C8
inhibitor) reduced it by 30.1%. However, DM-MPA wpasoduced only by the transfected
cell lines expressing CYP3A4 and, to a lesser @xt@YP3A5. In vitro, MPA at
concentrations above the plasma therapeutic ramgefound to decrease the metabolism
of tacrolimus, suggesting a possible competition @YP3A. No effect of MPAat
therapeutic or higher level was found on cyclogponetabolism. The phase 1 metabolite
of MPA previously known as M-3 was identified a®©édesmethyl-MPA and is produced
by CYP3A4/5 and probably CYP2C8. MPA might compeith other drugs on CYP3A
because of its high therapeutic concentrationdyoalih this was not the case for

cyclosporin and to only a small extent for tacralsn

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?cmdstReve&db=pubmed&dopt=Abstrac
t&list uids=15570183
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ARTICLE 2 : identification des isoformes d’'UDP-
glucuronosyltransferase impliquées dans le metabasine

de phase Il de I'acide mycophénolique

Picard N Ratanasavanh D, Prémaud A, Le Meur Y, Marquédéhtification of the UDP-
glucuronosyltransferase isoforms involved in myaapdlic acid phase Il metabolism.
Drug Metab Dispo2005;33: 139-146.

Abstract: Mycophenolic acid (MPA), the active metabolite tbE immunosuppressant
mycophenolate mofetil is primarily metabolized duayronidation. The nature of UDP-
glucuronosyltransferases (UGTs) involved in thishpeay is still debated. The present
study aimed at identifying unambiguously the UGdfasms involved in the production of
MPA-phenyl-glucuronide (MPAG) and MPA-acylglucurdei (AcMPAG). A liquid
chromatography-tandem mass spectrometry methodwiatio the identification and
determination of the metabolites of mycophenolidd agas developed. The metabolites
were characterized in urine and plasma samples fremal transplant patients under
mycophenolate mofetil therapy and in vitro aftecubation of mycophenolic acid with
human liver (HLM), kidney (HKM), or intestinal miesomes (HIM). The UGT isoforms
involved in MPAG or AcMPAG production were invesitgd using induced rat liver
microsomes, heterologously expressed UGT (Supesomand chemical-selective
inhibition of HLM, HKM, and HIM. The three microsaahpreparations produced MPAG,
ACMPAG, and two mycophenolate glucosides. Among1@dJGT isoforms tested, UGT
1A9 was the most efficient for MPAG synthesis withK(m) of 0.16 mM, close to that
observed for HLM (0.18 mM). According to the cheatinhibition experiments, UGT
1A9 is apparently responsible for 55%, 75%, and S9%IPAG production by the liver,
kidney, and intestinal mucosa, respectively. AlgiolJGT 2B7 was the only isoform
producing AcCMPAG in a significant amount, the sélex inhibitor azidothymidine only
moderately reduced this production (approximat@§%). In conclusion, UGT 1A9 and
2B7 were clearly identified as the main UGT isoferinvolved in mycophenolic acid

glucuronidation, presumably due to their high higpatd renal expression.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?cmdstReve&db=pubmed&dopt=Abstrac
t&list uids=15470161
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LETTRE A L'EDITEUR

Etude in vitro de la glucuroconjugaison de I'acide

mycophénolique

Picard N, Marquet PIn vitro study of mycophenolic acid glucuronidatidrug Metab
Disp0s2004;32: 1524.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcqi?cmdstReve&db=pubmed&dopt=Abstrac
t&list uids=15550725
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lI-2. INFLUENCE DU POLYMORPHISME DES UGT 1A9 ET
2B7 SUR LE METABOLISME DU MPA CHEZ DES PATIENTS
TRANPLANTES RENAUX

La glucuroconjugaison est une étape essentiells kdapharmacocinétique du MPA : nous
rapportions dans I'article précédent (Picard et, @)05c) des AU, de MPAG 24 fois
supérieures en moyenne a celles du MPA. Par alléerMPAG est a I'origine du cycle
entérohépatique du MPA. Enfin, le MPA et le MPAG feeent sur les mémes sites
cationiques de l'albumine plasmatique (Nowak et vi§hd995) et pourraient étre
activement excrétés par les mémes transporteunsvaau des tubules rénaux proximaux.
Par conséquent des variations, méme minimes, de eeie de métabolisme sont
susceptibles d’entrainer une variation substaatigdls concentrations circulantes de MPA
et pourraient expliquer en partie la variabiliteenmdividuelle de la pharmacocinétique de

cette molécule.

Bernard et Guillemette ont étudié l'influence degsturs mutations deUGT 1A8(*2 ;
*3) et de IUGT 1A9(*2 ; *3) sur la formation du MPAG a partir de kedés transfectées
(HEK293). La mutation de I'UGT intestinale 1A8 (J 8iminuait fortement son activité
catalytique de synthese du MPAG et l'affinité déGT 1A9 pour le MPA était altérée par
la mutation T98C WGT1A9*3 (Bernard et Guillemette, 2004). Ceci nous senhlae
base solide pour envisager la recherche cliniquéetfet de la mutation 'UGT 1A9 (*3)

sur le métabolisme du MPA.

L’AcCMPAG est un métabolite important du MPA pouradtres raisons : il est actif et
pourrait étre responsable de certains effets seo@sddu MMF. Le rdle quasi exclusif de
'UGT 2B7 dans sa formation apparait comme un facterédisposant a une large
variabilité de I'exposition a ce métabolite. Le géaie cette UGT est en effet muté chez 50
% des caucasiens (Holthe et col., 2003) et cedalee mutations décrites ont été associees

a une activité réduite de 6-glucuroconjugaisored@brphine (Sawyer et col., 2003).

Ce paragraphe présente les résultats préliminaites'étude de [linfluence du
polymorphisme des UGT 1A9 et 2B7 sur la formati@s anétabolites glucuroconjugués
du MPA. Ces résultats ont fait I'objet de deux cammiations récentes, lors d’'un congres

national (Picard et col., 2005b) et d’'un congrésrimational (Djebli et col., 2005).
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[1-2-1. Matériel et méthodes

[1-2-1-1. Patients et pharmacocinétique

Cette étude a été réalisée chez 33 patients teanépl rénaux inclus dans deux essais

cliniques multicentriques dont le CHU de Limogeatgiromoteur.

19 patients recevaient un traitement immunosuppuesassociant de la ciclosporine
(Néoraf’), du MMF (Cellcept) et des corticoides (Solupfdd 14 patients étaient traités
par une quadruple immunothérapie incluant : ddisites, du MMF, des corticoides et une

induction par un sérum anti-lymphocytaire pendast3 premiers jours suivant la greffe.

Pour I'ensemble des patients, le MMF était presarita dose initiale de 2g/jour, qui
pouvait par la suite étre adaptée sur des critetiesques en fonction du rapport
efficacité/tolérance. Les doses de ciclosporind@sirolimus étaient adaptées pour chaque
patient en fonction des valeurs de concentratigiduélle. Les corticostéroides étaient
administrés selon un schéma standardisé identiouiel’'ensemble des patients.

Des cinétiques complétes ont été réalisées 1 em2iges, et 1 et 3 mois apres le début du
traitement. A chaque fois, 10 prélevements oneffgctués juste avant la prisegf@t 20
min, 40 min (30 min pour les patients sous siroBmudh, 1h30, 2h, 4h, 6h et 9h apres la

prise du médicament.

Ces deux essais avaient recu I'agrément du CCPEBBI(¢ Consultatif de Protection des

Personnes dans la Recherche Biomédicale) du Limouisus les patients ont été inclus

apres avoir recu la lettre d’'information au patiehidonné leur consentement éclairé par
écrit. L'étude pharmacogénétique ayant débuté amrscd’essai, un amendement au
protocole ainsi gu’un nouvel examen par le CCPPREaéalisé.

11-2-1-2. Dosages du MPA et de ses métabolites

Le MPA et ses métabolites ont été dosés par LC-M&S&W'aide des méthodes décrites

dans l'article précédent (Picard et col., 2005c).
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11-2-1-3. Génotypage

Aprés extraction d’ADN génomique a partir du saotaltdes patients, les génotypes de
I'UGT 2B7(C816T et G-840A) et deWGT 1A9*3(T98C) ont été déterminés par PCR en
temps réel. L'appareil était un ABI Prism 7000 Sp¥pplied-Biosystems, Courtaboeuf,
France) utilisant la technologie TAQMAN basée sactlvité 5’exonucléasique de la Taq
polymérase. Le couple d’amorces (délimitant la eéga d’ADN a amplifier), ainsi que
les deux sondes fluorescentes (une sonde spéciéjuearquée par un fluorochrome
différent pour chaque alléle) ont été concus &&adlu logiciel Primer Expresd' 2.0
(Applied-Biosystems), puis obtenus auprés d’AppBdsystems. Aprés hybridation des
amorces et des sondes, la Tag polymerase libaatiet le fluorochrome pendant la phase
d’élongation. Au terme de 40 cycles d’amplificatide génotype de I'échantillon est

déterminé par une lecture en point final de larfhsoence.

11-2-1-4. Analyse de la distribution alleligue

Il a été vérifié que la distribution des alleles 46GT 2B7(G-840A) et1A9*3 dans le
groupe de patients étudié suivait I'équilibre thgoe de Hardy-Weinberg :

- soit p la fréquence observée de l'allele sauvegmme de la fréquence des

individus sauvages et de la moitié de celle desrbgygotes),

- et q la fréquence observée de l'allele muté (sendm la fréquence des individus
mutés et de la moitié de celle des hétérozygotes).

- p+qg =1 et par conséquent (p*g) p* + 2pq + § =1 ou [ représente la fréquence
calculée des sauvages, 2pq la fréquence calcuiaélérozygotes ef gelle des

mutés.

Les fréquences observées et calculées ont été céespaar un test du Ghivec un niveau

de significativité fixé a 5 %.
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[I-2-1-5. Calcul et analyse statistique

Les patients ont été classés en 3 groupes (homzysmuvage, hétérozygote ou
homozygote muté) selon leur statut génétique ptl®BT 2B7 et 2 groupes (sauvage et
muté) pour 'UGT 1A9.

Dans chacun des groupes ont été calculées lesryvateyennes d’AUC et d’AUC/dose
pour le MPA, 'AcMPAG et le MPAG, ainsi que les mpt métaboliques d’AUC
(MPAG/MPA et AcMPAG/MPA), d’'une part pour chaqueripéle post-transplantation,

d’autre part sur 'ensemble des 3 premiers mois-greffe.

Les comparaisons statistiques entre groupes onteffgctuées par les tests non
paramétriques de Kruskall et Wallis (3 groupesdeuMann et Whitney (2 groupes) avec

un niveau de significativité fixé a 5%.

[1-2-2. Résultats

D’'importante différences d’exposition des patieatsx métabolites du MPA existent en
fonction de limmunosuppresseur associé au MMFoljsitus ou ciclosporine). Ces

différences seront abordées en détails au chagitreant. C'est pour cette raison que
I'étude de I'influence du polymorphisme génétiqes eWGT sur le métabolisme du MPA a
été réalisée dans deux groupes différents de pstikwn recevant I'association MMF et

sirolimus, I'autre recevant I'association MMF etlosporine.

Les statuts génétiques des individus pour les mon&iC816T et G-840A deUGT 2B7
était inversement associés : les patients mutés lpme des mutations étaient sauvages
pour la seconde. Seul un patient homozygote mutE6T&tait hétérozygote pour la
mutation G-840A. En conséquence, les résultatessals ne font apparaitre que I'effet de
la mutation G-840A (Figure 11-1).

Dans le groupe de patients recevant du sirolima44)) seuls 2 patients ne présentaient
pas la mutation G-840T ddUGT 2B7 9 patients étaient hétérozygotes mutés et 3rtatie

homozygotes mutés (fréquence de la mutation aliélicc4 %). Dans le groupe de patients
recevant de la ciclosporine (n=19), le gene étitvage chez 4 patients, présentait un
allele muté pour 12 patients et les 2 pour 3 pttiénequence de la mutation allelique : 53

%). La fréquence de la mutation allélique danss&mble des deux groupes (n=33) était
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de précisément 50 % avec une distribution desesllébnforme a I'équilibre de Hardy-

Weinberg.

Les valeurs d’AUGg, d’ACMPAG (brutes et normalisées par la dose de NIMEs
patients recevant I'association MMF/sirolimus seadit graduellement augmentées par
la mutation G-840A de UGT 2B7(Figure 1I-1). Les ratios des AUC d’AcMPAG/MPA
était en moyenne 2 et 2,6 fois plus importants deezpatients hétérozygotes (GA) ou
homozygotes mutés (AA) que chez les patients hoguaieg sauvages (GQ@)<0,05) pour
'UGT 2B7(Figure II-1).

Pour les patients recevant de la ciclosporine, &mm tendance a une augmentation
graduelle des AUC et AUC/dose d’AcMPAG sous l'effiet cette mutation était visible.
Cependant I'effet sur le ratio ’AUC AcMPAG/MPA &t plus significatif (Figure 1I-1).
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Figure 11-1 : AUC .o, d’ACMPAG (brutes et pondérées par la dose de MMFgt ratio d’AUC
AcMPAG/MPA en fonction du génotype de IUGT 2B7(G-840A) chez des patients recevant MMF et
sirolimus ou MMF et ciclosporine
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Seuls 3 patients (2 recevant du sirolimus et 1 wvaate de la ciclosporine) étaient
hétérozygotes pour WGT 1A9*3 et aucun n’était homozygote pour cette mutation
(fréquence de mutation allélique : 4,5.%ktte distribution était conforme a I'équilibre de

Hardy-Weinberg.

Etant donné les faibles effectifs, aucune corréati’a pu étre établie entre cette mutation
et la formation du MPAG (Figure 1I-2), en terme )& brutes, d’AUC/dose et de rapport
d’AUC MPAG/MPA.

Groupe sirolimus
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Figure 11-2 AUC oo, de MPAG (brutes et pondérées par la dose de MMFY eatio d’AUC MPAG/MPA en
fonction du génotype de IUGT 1A93 chez des patients recevant MMF et sirolimus ou MIF et
ciclosporine

Cette mutation ne semblait pas non plus associge aifféerence des AUC ou AUC/dose

du produit parent, le MPA.
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[I-2-3. Discussion et perspectives

Les résultats obtenus ne nous permettent pas atucera I'’heure actuelle a un effet de la
mutation T98C de 'UGT 1A9 sur I'exposition desipats transplantés rénaux au MPA ou
au MPAG. L’étude de Bernard et Guillemette avaindétréin vitro que cette mutation
diminuait I'affinité de I'enzyme pour le MPA (Berrthet Guillemette, 2004). La méme
équipe avait observé que l'activité de glucurocgajson du propofol et du MPA était
inférieure pour une préparation microsomale héyguotze pour IUGT 1A9*3par rapport a

la moyenne des activités des autres préparatigtiéete (n=47) (Girard et col., 2004).
Méme ¢s'il était confrmé que cette mutation a unpatt sur lactivité de
glucuroconjugaison du MPA, elle est relativememe r@nviron 3 % des caucasiens). Par
conséquent, il est peu probable qu’elle expliquella seule l'importante variabilité
interindividuelle de la pharmacocinétique du MPAaldres mutations deUGT 1A9 en
particulier au niveau de son promoteur, sont ddine d’'une régulation génétique de son
expression. Certaines d'entre elles ont été ass®c@é des variations de l'activité de
microsomes hépatiques humains pour la glucurocargog du propofol et du MPA
(Girard et col., 2004). La recherche de l'influemgeces mutations ou d’autres non encore

identifiées, sur I'exposition au MPiA vivo feront I'objet de travaux ultérieurs.

En outre, méme si l'activité de glucuroconjugaist#s microsomes intestinaux semble
assez réduite par rapport a I'activité de prépamatrénales et hépatiques (Shipkova et col.,
2001a; Picard et col., 2005c), il conviendra d’'é&ude réle du polymorphisme des UGT
intestinales participant a la formation du MPAG (UGA7 et 1A8) dans la variabilité de
la pharmacocinétique du MPA. Ces UGT pourraienttiggper au métabolisme
présystémique du MPA mais pourraient égalementdinia circulation entéro-hépatique
du MPA.

Bien gu'il soit nécessaire de le confirmer avecefiiectif plus important de patients, la
mutation G-840A de 'UGT 2B7 semble étre a l'origid’'une variation de I'exposition a
'AcMPAG pour les patients recevant du MMF en asstien a la ciclosporine. La méme
tendance est observée pour les patients sous pcing, mais elle semble atténuée. La
ciclosporine inhibe I'excrétion biliaire du MPAG ebus avons pu démontrer que cet effet
concernait également 'ACMPAG (article 3, page 92). ciclosporine introduit donc un
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facteur supplémentaire de variabilité des conceatret d’ACMPAG qui pourrait masquer

I'effet de la mutation de UGT 2B7sur I'exposition & ce métabolite.

La premiere mutation identifiée poutUIGT 2B7 concernait la région codante du gene
l'enzyme (C816T) et avait été associée a une ditlwnu de lactivité de
glucuroconjugaison (en position 6) de la morphi8awyer et col., 2003). Holthe et col.
ont mis en évidence 11 mutations supplémentaireBUd&T 2B7 dont la mutation G-
840A. La comparaison du statut génétique des iddsvinclus dans notre travail pour les
mutations C816T et G-840A laisse penser qu’elled agsociées par un désequilibre de
liaison comme c’est le cas pour d’'autres mutatidasce gene. L'individualisation des
groupes de mutations associées (haplotype) a metirétude de quelques mutations
pertinentes est en cours dans le laboratoire etaileyermettre d’étudier avec plus de

précision I'effet du statut génétique de 'UGT 281 la production de 'ACMPAG.

Enfin, une étude multicentrique en cours visantauer I'intérét du suivi thérapeutique du
MMF en greffe rénale (étude APOMYGRE, Programme gitafier de Recherche
Clinigue Régional 2002), nous permettra d’obtenigrande échelle (120 patients sont
inclus) les données d’exposition a 'ACMPAG, le gimpe de 'UGT 2B7 ainsi que les
événements indésirables survenus durant le traiterNeus espérons que cette étude nous
apportera plus d’informations sur l'influence dulymoeorphisme de I'UGT 2B7 sur
I'exposition a 'ACMPAG, et sur la susceptibilitédividuelle aux effets secondaires dont il

pourrait étre responsable.
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ll.  ETUDES DES INTERACTIONS
METABOLIQUES ENTRE MEDICAMENTS
IMMUNOSUPPRESSEURS

[1I-1. ANTICALCINEURINES, SIROLIMUS, EVEROLIMUS
ET METABOLISME DU MPA

llI-1-1. Etude des interactions pharmacocinétiquesn vivo
entre le mycophénolate et la ciclosporine ou le silimus et

des voies métaboliques potentiellement impliquées

Plusieurs études, décrites au paragrdphel de la partie précédente (page 70) (Zucker et
col., 1997; Hubner et col., 1999; Smak Gregooradt, d999), se sont intéressées a la
comparaison de I'exposition au MPA et éventuelleim&nson métabolite majoritaire

MPAG, en fonction de I'inhibiteur de la calcinewiassocié (ciclosporine ou tacrolimus).

Le sirolimus ayant une néphrotoxicité réduite,sil aujourd’hui proposé en association au
MMF a la place de la ciclosporine. L’influence dioBmus sur la pharmacocinétique du
MPA n’a fait I'objet que de deux études récemmariiliges, décrites au paragraphé-2

de la seconde patrtie (page 72) (Buchler et coD528I Haggan et col., 2005).

Nous avons comparé 'exposition au MPA et a I'enslende ses métabolites conjugués
chez des patients transplantés rénaux recevant MF Mt des corticostéroides en
association soit a la ciclosporine (n=19), soitsawlimus (n=12). Parallélement, nous
avons évaluén vitro l'influence du sirolimus, du tacrolimus, de lalogporine ou de

I'évérolimus sur le métabolisme microsomal de pHeda MPA.

Ce travail a fait I'objet d’'une publication :A<comparison of the effect of cyclosporin
and sirolimus on the pharmacokinetics of mycophenate in renal transplant

patients » acceptée dans la revBgtish Journal of Clinical Pharmacology.
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Il s’agissait de la premiére étude comparant emligde I'exposition au MPA et a ses
métabolites en fonction du traitement associé dsywbrine ou sirolimus). Nous avons mis
en évidence des AUC de MPA augmentées pour lesenpsitrecevant du sirolimus par
rapport a ceux recevant de la ciclosporine, uneraation dont I'importance semble
justifier un ajustement des doses de MMF prescrNesis avons pu démontriervitro que

ni le sirolimus, ni les autres immunosuppressewsso@és au MMF n'inhibaient le
métabolisme de phase Il du MPA et que par conségigemécanisme de cette interaction
impliquait vraisemblablement I'effet de la ciclosp@ sur I'excrétion biliaire du MPAG,
métabolite responsable du cycle entérohépatiqudEA. Pour la premiére fois il était
ainsi démontré cliniquement que cet effet concéamsemble des métabolites de phase I
du MPA et en particulier TAcCMPAG, métabolite actibuvant étre responsable de certains
effets secondaires du MMF et dont la concentrasemguine est diminuée sous sirolimus,

ce qui pourrait étre un argument en faveur de esteciation thérapeutique.
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ARTICLE 3 : c omparaison de I'effet de la ciclosporine et
du sirolimus sur la pharmacocinétique du mycophénaite

chez des patients tranplantés rénaux

PicardN, Préemaud A, Roussedi Le MeurY, Marquet P. A comparison of the effect of
cyclosporin and sirolimus on the pharmacokinetiosigcophenolate in renal transplant

patients. Brit J Clin Pharmacalpus-presse
Abstract:

Aim To compare the pharmacokinetics of mycophenolid #MPA) when given with
either cyclosporin or sirolimus, and investigatevitro the potential effect of cyclosporin,
sirolimus, tacrolimus and everolimus on MPA metabol Methods In renal transplant
patients given mycophenolate mofetil in combinatiath cyclosporin (n=19) or sirolimus
(n=12), concentration profiles of MPA, MPA-phenyl-glucurdei (MPAG), MPA-acyl-
glucuronide (AcMPAG) and MPA-phenyl-glucoside (MPK¥>were determined at one
month post-grafting and the corresponding areawutite curves (AUgyp) calculated.
The effect of the other immunosuppressive drugs MRA glucuronidation and
glycosylation was investigatedin vitro using human liver microsomes.
Results The mean MPA AUgq, in the sirolimus group was 44.9 [95%Cl: 34.7;55/4]
30.5 [95%CI: 25.4;35.6] mg.h/l in the cyclosporirogp, corresponding to 1.5-fold higher
dose-normalized values ([95%CI: 1.1;1.9k0.05). In addition, the metabolite/MPA
AUC,.g, ratios were significantly higher in patients ceated with cyclosporin than with
sirolimus, with a difference of 1.8-fold ([95%CI:312.3]; P=0.0009), 2.6-fold ([95%CI:
2.0;3.3];P<0.0001) and 4.3-fold ([95%CI: 2.6;6.(#=0.0016) for MPAG, AcMPAG and
MPAGIs, respectivelyln vitro, none of the immunosuppressive drugs tested ituibi
MPA metabolism. Conclusion Patients taking mycophenolate mofetil and sirolimus
experience a higher exposure to MPA and a loweosx@ to MPA metabolites than those
being treated mycophenolate mofetil and cyclospofinis interaction is probably not
caused by inhibition of MPA glucuronidation or ghgylation, but is more likely to be due

to the influence of cyclosporin on the excretiomti?A metabolites into bile.
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[1I-1-2. Tacrolimus et métabolisme du MPA

L’article précédent nous a permis de mettre enedwdd une différence d’exposition au
MPA et a ses métabolites en fonction de l'immungsegseur associé (sirolimus ou
ciclosporine). Une différence du méme ordre avitgrécédemment rapportée lors de la
comparaison des associations MMF/ciclosporine et AIAstrolimus (Zucker et col.,
1997). Par ailleurs, les résultats de I'étudevitro présentée dans l'article précédent
confirment que ni le tacrolimus ni la ciclosporine sont des inhibiteurs du métabolisme
de phase Il du MPA.

Ce chapitre présente I'étude de la pharmacocirgtaps métabolites du MPA chez des
patients recevant du tacrolimus (n=10) en compamagscelle des deux groupes de patients

étudiés dans l'article précédent.

ll-1-2-1.  Méthode

[1I-1-2-1-1. Patients et prélévements

L’étude de la pharmacocinétique du MPA et de setalmofites a été réalisée chez 10
patients ayant recu une greffe rénale et inclus denprotocole de recherche biomédicale
visant a étudier la pharmacocinétique croisée duolienus et du mycophénolate

(protocole PCCP). L'étude du métabolisme du MPAstiture un des objectifs secondaires
de ce protocole. Cet essai multicentrique encorecems, dont le CHU de Limoges est
promoteur, a recu I'agrément du CCPPRB (comité witetsf de protection des personnes
se prétant a la recherche biomédicale) du LimouRmus les patients ont été inclus dans
'étude apres avoir recu la lettre d’'information patient et donné leur consentement

éclairé.

Les patients recevaient l'association MMF/tacrolgfworticostéroides. La posologie
guotidienne du MMF et du tacrolimus était répaeredeux prises égales espacées de 12
heures. Le MMF était prescrit a une dose fixe dgj2pouvant étre par la suite adaptée
pour chaque patient sur des critéres cliniquesotfraince ou d'efficacité. Les doses de
tacrolimus étaient ajustées de facon a maintenicageentration résiduelle dans une

fourchette comprise entre 5 a 15 ng/ml.
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Un mois apres la transplantation, des échantilkargguins ont été prélevés chez chaque
patient, avant (g}, 20, 40, 60, 90, 120 minutes, 3, 4, 6 et 9 heapeés administration du
MMF et du tacrolimus. Apres centrifugation, un ali] de plasma a été acidifié par
addition de 10ul/ml d’acide phosphorique pour leate des métabolites du MPA.

[lI-1-2-1-2. Dosage du MPA et de ses métabolites
Le dosage plasmatique du MPA et de ses métabditété réalisé par LC-MS/MS
(méthodes décrites dans l'article précédent).

Les AUG.ondu MPA et de ses métabolites ont été calculéelmpaéthode des trapezes.

[l1-1-2-1-3. Etude statistique

Le poids, I'age, les concentrations de créatinérégse et les doses de prednisolone des 3
groupes de patients ont été comparés par le taspam@meétrique de Kruskal et Wallis, le
sexe ratio et la distribution des doses de MMH@&est du Chi-2.

Les indices d’exposition normalisés au MPA et a seEtabolites (gdose, Gaddose,
AUC,.g/dose) ont été comparés entre les 3 groupes dentmti{sous tacrolimus,

ciclosporine ou sirolimus) par le test non-paraimgéag de Mann et Whitney.

-1-2-2. Résultats et discussion

Il N’y avait pas de différence significative ded& du poids, de la fonction rénale, ou du
sexe ratio entre les 3 groupes de patients. Lessdde prednisolone administrées ne

différaient pas significativement pour les trois@sations. (Tableau llI-1).

Seuls deux patients, dans le groupe tacrolimusonine réduction (de moitié) des doses
journalieres de MMF, en raison d’effets secondaiadgibuables au traitement. La
distribution des doses de MMF ne différait pas ificativement entre les trois groupes
(Tableau IlI-2 ;p=0,4732.
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Tableau IlI-1 : caractéristiques démographiques degatients, fonction rénale et dose de prednisolone.
Les valeurs médianes (minimum ; maximum) sont présgées

Immunossupresseur associé au MMF

sirolimus  ciclosporine tacrolimus

(n=12) (n=19) (n=10)
Age 58 (20-68) 46 (20-66) 58 (31-65) p=0,1762
Sexe ratio (H/F) 715 10/9 4/6 p=0,6832
Poids (KQg) 59 (41-90) 64 (43-87) 63 (53-74)* p=0,7884

Créatinine (Lmol/l) 131 (65-339) 124 (65-185) 135 (74-521) p=0,8279

Prednisolone dose (mg/j)25 (15-35) 20 (12,5-45)22,5 (17,5-60)* p=0,2086

* Le poids ainsi que la dose de prednisolone njza été obtenu pour 2 des 10 patients sous taarslim

Tableau IlI-2 : Répartition des doses journaliere @ MMF

Nombre (pourcentage) de patients

MMF groupe sirolimus groupe ciclosporine groupe tacrolimus
(9/jour) (n=12) (n=19) (n=10)

2 9 (75%) 15 (79 %) 8 (80 %)
15 2 (17 %) 2 (11 %) 0 (0 %)

1 0 (0 %) 1 (5 %) 2 (20 %)

0,5 1 (8 %) 1 (5 %) 0 (0%)
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Tableau 11I-3 : indices d’exposition au MPA et & se métabolites rapportés a la dose de MMF (g) (Moyee [IC 95 %)])

Immunosuppresseur associé

a b

sirolimus tacrolimus p ciclosporine p
Co (mg/l)/dose 3,8[2,1;5,5] 5,9 [4,3;7,5] 0,0750 1,5[1,1;1,9] <0,0001
Cmax (mg/l)/dose 12,8 [10,0;15,7] 17,1[12,9;21,3] 0,1469 11,7 [8,1;15,2] 0,0493
MPA  Tmax(h) 0,9[0,7;1,2] 1,1[0,7;1,5] 0,4105 1,6 [0,7;2,5] 0,4105
AUCo.gn (Mg.h/l)/dose 51,1 [39,8;62,3] 66,3 [48,5;84,0] 0,1135 34,0 [28,1;39,9] 0,0008
Co (mg/l)/dose 88,2 [57,8;118,5] 102,1[82,6;121,6] 0,1356L01,7 [78,2;125,2] 0,5716
Cmax (mg/l)/dose 137,5[102,6;172,3] 154,4[124,8;184,0] 0,126%64,5[130,6;198,3] 0,9608
MPAG  Tmax(h) 2,1[1,5;2,8] 3,3[1,7;5,0] 0,6338 3,0[2,3;3,7] 0,6338
AUGCy.9n (Mg.h/1)/dose980,0 [689,5;1270,511079,8 [883,7;1276,0D,1356 1200,4 [933,8;1466,9]0,8248
Co (mg/l)/dose 0,2[0,1;0,2] 0,3[0,2;0,4] 0,0207 0,2[0,1;0,2] 0,0159
Cmax (mg/l)/dose 0,4 [0,3;0,6] 0,8 [0,5;1,0] 0,0174 0,7 [0,5;0,9] 0,6461
ACMPAG  Tmax(h) 1,7[1,2;2,2] 1,3[0,7;1,9] 0,0161 2,2[1,6;2,8] 0,0922
AUCy.on (Mmg.h/l)/dose 2,0 [1,2;2,7] 3,8[2,5;5,1] 0,0176  3,3[2,5;4,2] 0,4913
Co (mg/l)/dose 0,1[0,0;0,1] 0,2 [0,1;0,3] 0,0397 0,1[0,1;0,1] 0,0533
Ciax(mg/l)/dose 0,3[0,1;0,4] 0,6 [0,2;1,1] 0,0647 0,7 [0,5;1,0] 0,3833
MPAGIs Tmax(h) 1,7[1,5;1,9] 1,9[1,3;2,4] 0,1028 2,2[1,7;2,6] 0,9422
AUCy.gn (Mmg.h/l)/dose  1,1[0,7;1,5] 2,4 [1,0;3,8] 0,0349 3,0[2,1;3,8] 0,2329

(a) : comparaison des groupes sirolimus et tacrabm(b) : comparaison des groupes ciclosporingetolimus (Test non parameétrique

de Mann et Whitney)
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Nous avons décrit dans le paragraphe précédenAld€s.o/dose de MPA 1,5 fois plus
élevées [IC 95% : 1,1 ;1,9] pour les patients raneVe MMF en association au sirolimus
par rapport a la ciclosporin@<£0,0069. Nous avons pu démontrer que cette interaction
n’était pas liée a une inhibition de la glucurocmgison du MPA par le sirolimus mais
vraisemblablement a un effet de la ciclosporine iqphiberait I'excrétion biliaire du

MPAG, a l'origine du cycle entérohépatique du MPA.

De facon similaire, nous retrouvons pour les pédisous tacrolimus, des AYgy/dose de
MPA 1,9 fois plus fortes [IC 95% : 1,5 ; 2,4] queup ceux sous ciclosporinp<£0,0009
avec des valeurs deg/@ose et de fa/dose également significativement plus élevées
(p<0,0001etp=0,0493 (Tableau IlI-3).

Il avait été préalablement rapporté que I'assamiatiu tacrolimus au MPA a la place de la
ciclosporine conduisait a des AUC ef @& MPA plus élevés (Zucker et col., 1997; Hubner
et col., 1999). La encore, 'effet de la ciclosperisur la recirculation du MPA pourrait
expliguer a lui seul cette différence. Nous retamss d'ailleurs des concentrations
moyennes de MPA entre 4 et 9 heures nettement auewe pour les patients sous
tacrolimus par rapport a ceux sous ciclosporine,qoe illustre bien l'effet de la

ciclosporine sur le cycle entérohépatique du MPguFe 11I-1).

De plus, les rapports des Allg, des métabolites et du MPA (rapports métaboliques)
étaient significativement plus faibles dans le geuacrolimus que dans le groupe
ciclosporine (Figure llI-2), une différence simikaia celle observée lors de la comparaison

des groupes sirolimus et ciclosporine.
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Si la ciclosporine est effectivement la seule inppde dans I'interaction alors il ne devrait
pas y avoir de différence entre les associationsRlidtrolimus et MMF/sirolimus (c’est
'hypothese généralement admise a I'heure actue@e) la différence d’exposition au
MPA des patients recevant de la ciclosporine semlole prononcée avec ceux recevant du
tacrolimus qu’avec ceux recevant du sirolimus: aqcie temps de prélevement, les
concentrations moyennes de MPA rapportées a la desdMF des patients sous
tacrolimus sont non seulement supérieures a cdbsspatients sous ciclosporine mais

également a celles des patients sous sirolimusir@ig-1).

Les AUG.g/dose de MPA des patients sous tacrolimus étairemh@enne 1,4 fois plus
élevées [IC 95% : 0,8; 2,1] que celles des patiaaus sirolimus (Figure 1lI-3). Cette
différence n’est pourtant pas significative=0,1135, ce qui peut étre attribuée a un
effectif encore trop faible de patients (I'étude@Cnous permettra d’atteindre a terme un

effectif de 25 patients sous tacrolimus).
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Figure 11I-3 : AUC (.g,de MPA rapportées a la dose de MMF pour des patiestco-traités avec de la
ciclosporine (n=19), du sirolimus (n=12) ou du ta@limus (n=10). ¢) différences par rapport aux patients
recevant de la ciclosporine{<0,005

En effet, Il existe également une différence d'esifion aux métabolites du MPA qui
laisse penser que la pharmacocinétique du MPAéesiement différente sous tacrolimus
et sous sirolimus : pour chaque point de la cingtides concentrations moyennes des
métabolites (MPAG, AcCMPAG et MPAGIS) rapportéesaadbse de MMF étaient plus
élevées pour les patients recevant du tacrolimues gpur ceux recevant du sirolimus
(Figure IlI-1), avec en conséquence des ALWtlose plus élevées (différences
significatives pour TAcCMPAG [§=0,0176)et le MPAGIs p=0,0349.
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Un effet inhibiteur potentiel du tacrolimus sur paotéine de transport hépato-biliaire
MRP2 pourrait expliquer I'augmentation des AUC détabolites mais est tout a fait
incompatible avec une exposition augmentée au MPallexistence de forts rebonds de
concentration (par rapport aux patients sous @adose ou sous sirolimus)

vraisemblablement dus au cycle entérohépatiquealt d’ailleurs été démontré chez le rat
gue, pour des concentrations thérapeutiques, leolitacis n'avait pas d'effet sur

I'excrétion biliaire du MPAG (Kobayashi et col.,29).

D’autres auteurs avaient émis I'hypothése quedeolianus pourrait inhiber la formation
du MPAG (Zucker et col., 1999). Un tel effet poutrraxpliquer l'augmentation de
I'exposition au MPA mais devrait étre associé a dimeinution du ratio MPAG/MPA, ce
qui n'est pas le cas ici (Figure lll-2). Seul I&idg@AcMPAG/MPA est plus élevée pour les
patients sous tacrolimus que pour ceux sous siuglifp=0,0409, mais ce résultat reste a
confirmer avec un plus large effectif de patieBts.plus, nous n’avons pas retrouvé d'effet

du tacrolimus sur la glucuroconjugaisarvitro du MPA (article 3, page 92).

Dans la mesure ou les patients recevant du taarslpnésentent une exposition augmentée
a la fois pour le MPA et pour ses métabolites, nmerssons que c’est vraisemblablement
'absorption du MPA qui est facilitée par le tacnols. Une étude comparant le transport
du MPA au travers d'une couche de cellules MDCK dMmeDarby Kidney Cells)
transfectées ou non avec la P-glycoprotéine (MDRHE¢montré que le MPA était substrat
de MDR1 et que la ciclosporine ou de fagcon plus énéel, le tacrolimus, pouvaient inhiber
ce transport (Sawamoto et col., 2001). Si I'absorptdu MPA est effectivement régulée
par la P-glycoprotéine (P-gp) intestinale, sonbitian par le tacrolimus pourrait expliquer
'exposition augmentée au MPA et secondairemenesa raétabolites, par rapport aux
patients recevant du sirolimus. Cependant, sid@gporine est également un inhibiteur du
transport du MPA par MDR1, il est étonnant de ne patrouver des concentrations
voisines, voire plus fortes de MPA sous ciclospauie sous tacrolimus, au moins dans la
premiére heure suivant la prise (avant que I'effgthibition du cycle entérohépatique de

la ciclosporine ne se répercute sur les conceotr@atirculantes de MPA).

Nous évoquions dans la seconde partie de cette ttpesagraphe 1l-1-1, page 70), la
controverse existante concernant les interactiornie eciclosporine, tacrolimus et MPA.
Alors que la plupart des auteurs s’accordent a gire les différences d’exposition au

MPA observées sous tacrolimus ou ciclosporine sqliquées par la ciclosporine,
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d’autres supposent que le tacrolimus a un effeitiaddel (Filler et col., 2000; Kuriata-
Kordek et col., 2003). Les résultats présentés tamadre de cette thése laissent penser
que le tacrolimus a effectivement un effet sur learmacocinétique du MPA. Le
développement de modeles cellulaires d’absorptiontro en cours dans I'équipe, devrait
nous permettre de vérifier cette hypothése et lieapérons, d’élucider le mécanisme de

cette interaction.
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1I-2. MPA ET METABOLISME DES ANTICALCINEURINES

llI-2-1. Contexte, résultats préliminaires et objetifs

Des études avaient mis en évidence des augmerstation significatives, de I'exposition
au tacrolimus (Pirsch et col., 2000) ou a la ciotose (Rial et col., 1998) lorsque le MMF

leur était associé.

L’identification d’une voie de métabolisme de phasmur le MMF dans le cadre de nos
travaux offre un mécanisme potentiel a une telteraction : le MPA, substrat des CYP
3A, pourrait étre un inhibiteur du métabolisme a@eiclosporine ou du tacrolimus, qui fait

intervenir les mémes isoformes.

Nous avions rechercha vitro I'influence du MPA sur le métabolisme du tacrolimeide

la ciclosporine a partir d'incubations en présedeanicrosomes hépatiques humains. Ce
travail a été publié avec les résultats d’'idemdiiicn du métabolite de phase | du MPA
(article 1, page 81): aucun effet du MPA (0,01-&xB/1) n'a été retrouvé sur le
métabolisme de la ciclosporine (500 nM). En revanda co-incubation de MPA (0,1 ou
0,5 mM) avec le tacrolimus (100 nM) augmentait damfité de tacrolimus non métabolisé
au bout de 30 minutes. Cette apparente inhibitiomdtabolisme du tacrolimus n’a pas été

retrouvée avec des concentrations plus faibles @A 0,01 mM).

Le métabolite de phase | du MPA est produit pakd¥® 3A avec une faible affinité, mais
le rapport des concentrations de MPA et de tactdiincubées (compris entre 1000/1 et
5000/1), voisin de celui existant entre les conegioins sanguines des deux molécules
(environ 1000/1) pourrait expliquer I'interactiobservée. L'écart entre les concentrations
sanguines de MPA et de ciclosporine, plus faibtevifen 100/1) ne donnerait donc pas
lieu a une telle interaction. Comme nous I'évogsiaans la discussion de l'article, le
MPA est cependant nettement moins lipophile qurdeolimus, il est donc probable que
le ratio intra-hépatocytaire des concentration®M&& et de tacrolimus soit plus faible que
celui des concentrations sanguines. Néanmoins, reuens souhaité étudier plus

précisément I'effet potentiel du MPA sur le métadrlkein vitro du tacrolimus.

104



Ce chapitre présente I'étude de I'effet du MPA leumétabolisme du tacrolimus par des
microsomes hépatiques humains ou par les CYP 38A®Btrecombinants. L'interaction a
également été recherchéa vivo chez des patients transplantés rénaux recevant

I'association MMF/corticoide/tacrolimus.

[11-2-2. Matériel et méthode

-2-2-1. Réactifs et microsomes

Le MPA et le NADPH ont été achetés chez Sigma-AHld(iSt Quentin Fallavier, France),
le tacrolimus chez Fujisawa (Osaka, Japon). Lesasitnes hépatiques humains utilisés
étaient un mélange de 48 préparations individueflasnulé par BD Biosciences
GENTEST (Woburg, MA, USA). Cette préparation a uaetivit¢é enzymatique
représentative de I'activité moyenne dans la pamiaDes microsomes préparés a partir
de cellules d’insectes surexprimant les CYP 3A8A% (Supersomés) ont été obtenus
chez le méme fournisseur. Aucune des 2 préparatiersurexprimait le cytochrome B5.
Les autres réactifs utilisés, décrits dans leslagil et 2, étaient de la qualité requise pour
ce type de travail.

[-2-2-2. Protocole expérimental

Dans des incubations préliminaires, il a été wriue le NADPH et les microsomes
étaient indispensables a la disparition vitro du tacrolimus. Les incubations ont été
réalisées dans un tampon Tris 0,1 M pH 7,4 avemiDde MgC}. Le tacrolimus ou le
mélange tacrolimus/MPA ont été préparés dans unamgél acétonitrile/tampon
d’'incubation (50/50). Le volume final d’acétoni&jl identique dans I'ensemble des
incubations, était de 1,25 %. Les incubations ot alisées dans un bain agité
thermostaté a 37 °C. Aprés 5 minutes de pré-incubadu ou des substrats et des
microsomes (0.1 mg/ml) ou des CYP (20 pmole/mlygékction a été initiée par I'ajout du
NADPH (2 mM). Pour la mesure de la demi-vie métajuad du tacrolimusn vitro, des
aliquots (50 pl) ont été prélevés dans I'incubaf@®0 ul) a 0, 2, 5, 10, 15 et 20 minutes et
ajoutés a 50 ul d’acétonitrile glacial pour arr@gemréaction. Comme requis pour cette

meéthode, la concentration de tacrolimus incubé® (igml) était nettement inférieure au
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Km de déméthylation du tacrolimus (653828 ng/ml) rapporté dans la littérature (Sattler

et col., 1992), la déméthylation étant la prinagpabie de métabolisme du tacrolimus.

Toutes les expériences ont été réalisées en ditgdica en triplicates pour celles utilisant

les enzymes recombinantes.

1-2-2-3. Etudein vivo de l'interaction MPA/tacrolimus

Les indices d’exposition au MPA et au tacrolimumatstrés en association (AWG, Co,
Cmax doses) ont été obtenus chez les 10 premiersnmiieclus dans le protocole PCCP,
décrit au paragraphe lll-1-2-1-1. Au total, 38 tigées de tacrolimus et de MPA ont été
réalisées durant les 3 premiers mois post-trantgilan (10 cinétiques a J7, 10 a J14, 10 a
M1 et 8 a M3). La clairance apparente du MPA (CldFgté estimée par le rapport de la
dose administrée sur 'AUGH (en 'absence d’AUg; o pour I'ensemble des cinétiques).
Une corrélation a été recherchée entre les AdJOU le Gnax de MPA d'une part, et la
dose de tacrolimus d’autre part, ainsi qu’entreAlB€,.on, le Grax0U la dose de tacrolimus

d’'une part, et la clairance apparente du MPA d&apart.

-2-2-4. Méthodes analytigues

[lI-2-2-4-1. Dosage du tacrolimus

Le dosage du tacrolimus dans les incubations e$ ¢z échantillons de patients a été
réalisé grace a une méthode LC-MS/MS utilisant ystésne d’extraction en ligne par
chromatographie en flux turbulent HTLC 2300 (COHASITECHNOLOGIES, UK).

Ce systeme est composé de deux pompes binairametygteme de vannes permettant de
combiner I'extraction et la chromatographie du ¢éiotus par basculement de colonnes.
L’extraction est réalisée sur une colonne de grag@@ulométrie (50 um) Cyclon®
(0,5x50 mm, D.l.) avec une phase mobile constitdéedeux solutions : une solution
d’acétate d’ammonium dans I'eau a 20 mM, tampompsede 'ammoniaque a 1/1000 et
une solution constituée d’'un mélange acétone/aitétefisopropanol (50/30/20 ; viviv).
Le débit total lors de cette phase d’extractiordest,25 ml/min.

La chromatographie est réalisée sur une colonnghaee inverse XTerga MS C18, 3,5

pm (2,1 x 20 mm, D.l.) placée dans un four & 6%\&c une phase mobile constituée de
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deux solutions : une solution aqueuse contenantd#dide formique et une solution

d’acétonitrile contenant 0,1% d’acide formique.débit est de 0,2 ml/min.

Le systeme de détection utilisé est un spectrontgrenasse en tandem TSQ Quantum
Discovery (Thermo-Electron) avec une source élsptay fonctionnant en mode
d’ionisation positif. Le dosage a été réalisé erdende suivi des transitions (MRM) du
tacrolimus (m/z 821768, m/z 821,786 et m/z 821 718) et du désméthoxysirolimus
(étalon interne ; m/z 901834).

L’analyse des échantillons sanguins a été readigéartir d'un protocole validé, utilisé en
routine hospitaliere pour le dosage du tacrolimassde sang total et soumis a un contréle
de qualité externe périodique.

Ce protocole a été adapté au milieu d’'incubatil®s gammes d’étalonnage, entre 1 et 100
ng/ml de tacrolimus, étaient préparées dans unngélacétonitrile/tampon d’incubation
(50/50 ; v/v). Un volume de 150 ul d'une solutioa ohéthanol/sulfate de zinc aqueux
(70/30 ; viv) et de 50 pl d'étalon interne a 100mmgétaient ajoutés a 100 ul d’incubation
ou d’étalon. Apres agitation et centrifugation, A0 étaient injectés dans le systeme
COHESIVE.

[lI-2-2-4-2. Dosage du MPA

Le dosage plasmatique du MPA a été réalisé par ISIME selon la méthode

précédemment publiée (Premaud et col., 2004) eiteléans les paragraphes précédents.

[1]-2-2-5. Calculs et interprétation

Les clairances intrinseques de métabolisme du ltamre ont été estimées a partir de
I'évolution de la quantité de tacrolimus métabdadish fonction du temps par la méthode
de la demi-viein vitro décrite au paragraphe IV-1-5. La demi-vie de disipa du

tacrolimusin vitro (avec ou sans MPA) a été calculée selon 'équdtto(page 43).
La Cly,; a été estimée selon I'équation 16 (page 43).

Les concentrations de MPA responsables de 50 %ffiet inhibiteur maximum ont été
obtenues a partir de I'équation de la droite deeggjon linéaire du pourcentage

d’inhibition de la Ci,;en fonction du logarithme des concentrations de MPA
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[11-2-3. Reésultats

-2-3-1. Effet in vitro du MPA sur le métabolisme du

tacrolimus par des microsomes humains et les CYP&S8A5

Le MPA est a l'origine d’'une inhibition dose-dépente du métabolisme du tacrolimus
par les microsomes hépatiques humains (Figure).ll-#hhibition maximale de la Gk du
tacrolimus estimée par la méthode de la demi-v&f de 81 % (valeurs individuelles :
76%; 87 %). La concentration de MPA responsablé@eéo de l'inhibition maximale

(Clsp) a été estimée a 16 mg/l (Figure lI-5).

e TAC Seul

2 1 o TAC +MPA 5 mg/l
& TAC +MPA 10 mg/]
o TAC +MPA 25 mg/|
14 = TAC +MPA 50 mg/|
= TAC +MPA 100 mg/l

Ln [tacrolimus] (ng/ml)

0 T T T 1

0 5 10 15 20
durée d'incubation (min)

Figure 111-4 : métabolisme hépatique microsomal dutacrolimus en fonction du temps en présence de
concentrations croissantes de MPA.

100% +
75% -
50% -

25% -

Inhibition de la Clint du tacrolimus

0%

1 15 2 25 3 35 4 45 5
Ln [MPA] (mg/ly

Figure 11I-5 : inhibition par le MPA de la clairanc e intrinséque de métabolisme du tacrolimus. Chaque
point représente la moyenne des ¢lestimées a partir de deux incubations différentesgs la méthode de
la demi-viein vitro.
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Lors des expériences d’incubation avec des enzymesmbinantes, la @ de
métabolisme du tacrolimus, estimée par la méme odéthétait 2,5 fois plus importante
pour le CYP 3A5 que pour le CYP 3A4 (3/88,5 ul/pmole de CYP/min).

L’ajout de 10 mg/l de MPA a l'incubation inhibaéd C},; de 47+ 6 % pour le CYP 3A4
et de 8 12 % pour le CYP 3A5 (n=3 ; Figure llI-6). Poumtgme concentration de MPA
I'inhibition obtenue avec des microsomes humairst éte 54 % (51 % ; 61 %) (Figure
11-5).

Otacrolimus
91 Cltacrolimus + MPA (10mg/l) I

Clint (UI/pmole de CYP/min)
(03]

CYP 3A4 CYP 3A5

Figure 111-6 : métabolisme du tacrolimus par les CYP 3A4 et 3A5 et influence du MPA (10 mg/l).
Les valeurs de C}; ont été estimées a partir de la méthode de la dewiie in vitro et sont les moyennes de
trois incubations différentes.

-2-3-2. Relation entre I'exposition au MPA et llee au

tacrolimus

La posologie initiale de MMF (2 g/]) avait été rédua 1 g/j pour 6 des 38 cinétiques (a
M1 pour un patient, a M3 pour deux patients, etde&set jusqu’a M3 pour un patient) et a
1,5 g/j pour 2 dentre elles (a M3). Cependant, oexifications ne semblaient pas
associées a une réduction des doses de tacrolinhug’y avait pas de différence
significative entre les posologies de tacrolimus @atients recevant 2 g/j de MMF et
celles des patients dont la doses journaliere &@itdiminuée (4,3 + 1,6 mg 3,4 + 0,7
mg ; p=0,1226.

Nous n’avons pas retrouvé d’association entre IEC#Ay;, ou les Gax de MPA et les
AUCo.9n, Gy ou Gax de tacrolimus. Il y avait une corrélation sigréfive (faiblement)
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positive, entre les doses de tacrolimus et les ;J@R?=0,108 ;p=0,0436, mais pas avec

les Gnaxde MPA (R=0,044 :p=0,2057 (Figure lII-7).

Dose de tacrolimus (mg)

Dose de tacrolimus (mg)

R?=0,108

9
A

g PY p=00436 |

7 1 o0 ) -

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
AUC, . de MPA (mg.h/)
9 L L L L L L
1 B R2=0,044
8 ° p=02057 |
7 - o @ -

10 15 20 25
C,., de MPA (mg/l)

30 35

40

Figure 1lI-7 : relations entre les doses de tacrofius et les AUC (A) ou G.x de MPA (B), chez 10 patients

transplantés rénaux (38 cinétiques) durant le prengr mois post-tranplantation.

Il ne semblait pas y avoir d’effet de I'expositi@u tacrolimus (AUC ou ey Sur la

clairance apparente du MPA (Figure 111-8, A-B). #sules doses de tacrolimus semblaient

associées a une diminution des valeurs de clair@mgarente de MPA (Figure 111-8, C).
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Figure 111-8 : relations entre la clairance apparerte du MPA et les AUC(A), Cy.ax (B) ou doses de
tacrolimus (C) obtenues chez 10 patients transplaés rénaux durant le premier mois post-tranplantatia.
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[11-2-4. Discussion

Les résultats obtenus vitro montrent que le MPA inhibe le métabolisme du tianas,
avec une Gb (16 mg/l) proche des concentrations plasmatiquesmades observees lors
d'un traitement associant le MMF au tacrolimus (€ab 1lI-3: moyenne des nfa
17,1 mg/l; 1C95% : [12,9-21,3 mg/l]). Les concetivas de MPA utilisées dans
l'incubation ont été choisies de facon a étre cdibfes avec les concentrations observées
in vivo apres métabolisme par glucuroconjugaison, et ti® entre les concentrations
incubées de tacrolimus et de MPA est du méme ogdie celui existant entre les
concentrations sanguines et plasmatiques de tamrsliet de MPA La différence de
lipophilie importante entre le MPA et le tacrolimpeurrait malgré tout étre a l'origine
d’un ratio intra-hépatocytaire des concentratioadvtPA et de tacrolimus plus faible que

celui des concentrations sanguines.

Les avantages de la méthode de la demirviatro ont été évoqués dans la premiére partie
de cette thése. Cette méthode semble tout & fdiguae a I'étude du tacrolimus qui
présente de multiples métabolites, dépourvus dig&timmunosuppressive. Cependant le
meétabolisme oxydatif du MPA étant tres faible,i@srosomes sont probablement exposés
a des concentrations quasiment constantes de MRdapetoute la durée de l'incubation,
alors que les concentrations de tacrolimus dimithtegidement. Ceci pourrait contribuer &
une surestimation de l'interaction. En revanchesda cas d’'une étude des cinétiques de
formation des métabolites en présence d’un inhibjtees concentrations croissantes du
substrat diminueraient la fixation de I'inhibitesur 'enzyme, si celle-ci est réversible. Il
est donc envisageable de compléter cette étude patcul de la constante d’inhibition de
la formation du 13-O-déméthyl-tacrolimus, qui seenélre un des métabolites majoritaires

du tacrolimus.

Les CYP 3A4 et 3A5 sont les principales enzymepaesables du métabolisme du
tacrolimus. Kamdem et col. retrouvaient une aciivde formation du 13-O-désméthyl-
tacrolimus (\hatKm) par le CYP 3A5 supérieure de 64 % a celle du GXR (Kamdem et
col., 2005). Nous retrouvons également ung @& disparition du tacrolimus plus élevée
avec CYP 3A5 qu'avec le CYP 3A4. La méthode utdis& nous permet pas de savoir si
cette différence est liée a une affinité supérielreCYP 3A5 pour le MPA par rapport au

CYP 3A4 (Ky) ou a une difféerence d'activité f¥,) des 2 cytochromes (ce qui n’était pas
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un objectif du travail). Les résultats de I'étude ldamdem et col. sont en faveur d’'une

affinité similaire pour les 2 isoformes.

D’apres nos résultats, le MPA inhiberait le métame in vitro du tacrolimus
essentiellement par inhibition du CYP 3A4. Nougsaetons d’ailleurs un pourcentage
d’inhibition comparable pour le CYP 3A4 et les misomes hépatiques humains. Le MPA
étant essentiellement un substrat du 3A4 (Picardokt 2004), la tres faible inhibition
observée pour le CYP 3A5 est assez logique. Kanaterol. retrouvaient une corrélation
inverse (r=0,90p<0,000) entre la contribution du CYP 3A5 a la formation #3-O-
déeméthyl-tacrolimus et la quantité de CYP 3A4 ddes microsomes humains (Kamdem
et col., 2005) et concluaient que 'importance dPC3A5 dans la clairance du tacrolimus
serait donc fonction de I'activité du CYP 3A4. 8i est le cas, I'inhibition du CYP 3A4
par le MPA pourrait accentuer le role du CYP 3AGgle métabolisme du tacrolimus, un
facteur important dans la biodisponibilité de lalécale. En effet, plusieurs publications
récentes ont montré, chez des patients traitéstgeaolimus et MPA, que la dose de
tacrolimus nécessaire pour atteindre les ciblesapeitiques (& ou AUGy.10n) était
inférieures pour les patients exprimant le CYP JA®sselink et col., 2003; Haufroid et
col., 2004; Tsuchiya et col., 2004).

Nous avons recherché la pertinence clinique de aetitraction entre MPA et tacrolimus.
Nous n’avons pas pu observer de relation entr@dsition au MPA et celle au tacrolimus,
ce qui n'est pas en faveur de I'existenmeerivo de I'interaction métabolique observiee

vitro.

En revanche les AUC de MPA augmentaient avec |'argation des doses de tacrolimus.
Or, les doses de tacrolimus sont ajustées de fagaistenir une concentration résiduelle
dans la fourchette thérapeutigue. En revanche leFM&4t administré a dose fixe
(d'ailleurs, dans cette étude, le clinicien n'avaéts connaissance des concentrations de
MPA). Par conséquent, cette association ne peuéfrasexpliquée par des ajustements
simultanés des doses de MMF et de tacrolimus. IBla8, les patients avec une posologie
réduite de MMF ne présentaient pas de réductionifgigtive des doses de tacrolimus.
Enfin, 'augmentation des doses de tacrolimus net g@s s’expliquer par un effet
inhibiteur du MPA sur son métabolisme, qui implicpieau contraire une diminution de

dose pour maintenir une exposition constante aoltaws.
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Il avait déja été observé, chez des patients ttanss rénaux recevant du tacrolimus et du
MMF (51 cinétiques), une corrélation positive entes doses de tacrolimus et les
concentrations & 40 minutes.{C R?=0,0576 ;p<0,05), ou maximales (G :R*=0,0729 ;
p<0,05 de MPA (Kuriata-Kordek et col., 2003). A noteregig@s auteurs n’avaient pas mis
non plus en évidence de relation entre les indidexposition au MPA et les

concentrations sanguines de tacrolimus.

Nous évoquions dans la partie précédente I'hypethgese le tacrolimus facilite
'absorption du MPA. Une telle interaction pourraipliquer les résultats obseniasvivo
dans notre étude et celle de Kuriata-Kordek et @f03) 'augmentation des doses de
tacrolimus augmentant l'inhibition de MDR1 (ou d'uautre transporteur) avec pour
résultat 'augmentation de I'exposition au MPA. Cest compatible avec I'observation
d’'une diminution de la clairance apparente du MRAvgrsement proportionnelle au
facteur de biodisponibilité F) avec 'augmentataes doses de tacrolimus. Plus encore, il
est intéressant de constater que seule les dosesrdémus ont un effet sur la clairance
apparente du MPA et non son AUC ou saCpour lesquelles la tendance est méme
inverse. Cette observation accrédite I'hypotheseinel’ interaction sur la phase
d’absorption : c’est la quantité situ et non I'exposition systémique au tacrolimus qui

interviendrait.

A ce stade, ce travail suggére que la corrélatliservée entre les doses de tacrolimus et
'exposition au MPA, déja décrite par ailleurs (Ka-Kordek et col., 2003), est associee a
une interaction qui concerne la phase d’absormtioMPA. La poursuite de I'étude PCCP
devrait nous permettre de consolider ces résuitetis I'étude du mécanisme de cette
interaction nécessitera l'utilisation de modéilesitro d’absorption des médicaments (en
cours de développement dans I'équipe). Si elle étaifirmée sur de plus grands effectifs,
cette interaction pourrait étre un facteur suppléiaiee a prendre en compte dans

I'ajustement des doses de MMF-.
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[1I-3. INTERACTION METABOLIQUE DU SIROLIMUS AVEC
LA CICLOSPORINE

[11-3-1. Contexte et objectifs

Le sirolimus est métabolisé par les enzymes du GXRet la contribution du CYP 3A5
semble étre un facteur important dans la biodidplitéi de la molécule (Anglicheau et
col., 2005).

Dans la seconde partie de cette these (paragrefke page 72) a été évoquée I'existence
d’'une interaction entre la ciclosporine et le simisin vivo, la ciclosporine augmentant
I'exposition au sirolimus. Les données de la litére laissent penser que cette interaction
resulte de l'inhibition de la P-gp intestinale, mmagalement de celle des CYP 3A. A notre
connaissance, il n'existe pas d’étude permettansaleir si I'inhibition enzymatique
concerne a la fois les CYP 3A4 et 3A5.

Nous avons comparé le métabolisme du sirolimuslggaICYP 3A4 et 3A5 et étudi@

vitro I'effet de la ciclosporine sutes deux voies métaboliques. Ce travail nous aéonn
I'occasion de comparer deux approches méthodolegiqla premiére basée sur le suivi de
la disparition du substrat (le sirolimus) et lag®te basée sur la production de deux de ses

métabolites, choisis comme marqueurs.

[11-3-2. Matériel et méthodes

-3-2-1. Réactifs et préparations microsomales

Le NADPH a été acheté chez Sigma-Aldrich (St QueRallavier, France), le sirolimus
(SIR) chez Wyeth Ayerst (Pearl River, NY, USA) &fciclosporine A (CsA) chez Novartis
Pharma AG (Basel, Switzerland).

Les préparations microsomales étaient identiquexliies décrites dans le paragraphe
précédent (lll-2-2-1, page 105) a savoir: une aréjon de microsomes hépatiques
humains et des Supersormesurexprimant le CYP 3A4 ou le CYP 3A5 achetés dbz
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Biosciences GENTEST (Woburg, MA, USA). Les autréactifs utilisés étaient de la

gualité requise pour ce type d’expérience.

1-3-2-2. Protocole général d’incubation avec ieigrosomes

Des essais préliminaires ont été réalisés pousw'asde la stabilité du sirolimus dans les
conditions d’incubation. Il a été vérifié que lasplarition du sirolimus était seulement

dépendante du couple NADPH / microsomes.

Dans les conditions standard d’incubation, le miliéactionnel (200 pl) était composé de
tampon Tris (0,1 M, pH 7,4), de MgLO mM), de NADPH (2 mM), de microsomes (0,1
mg de protéine/ml) ou de Supersomgd0-50 pmoles de CYP450/ml), et de SIR préparé
dans un mélange acétonitrile/eau (50/50 ; v:v) 5198 d’acétonitrile au final). Les
incubations ont été réalisées dans un bain ag#émibstaté a 37°C. Le SIR et les
microsomes étaient pré-incubés pendant 5 minutast awe la réaction ne soit initiée par
'addition du NADPH. La réaction était arrétée aprE0 minutes par ajout de 200ul

d’acétonitrile glacial.

Les cinétiqgues enzymatiques de formation des mktabalu sirolimus ont été réalisées
par incubation de concentrations croissantes dwdirsirs (100-15000 ng/ml) avec les
microsomes hépatiques humains (0,1 mg/ml), le CXR @0 pmol/ml) ou le CYP 3A5

(20 pmol/ml) recombinants. La durée d’incubationO (Ininutes) ainsi que les
concentrations en microsomes ou Supersémeagilisées ont été choisies pour
correspondre a une zone linéaire de production mésabolites et permettre leur

guantification.

Dans les expériences de déplétion du substrat]Re(B)0 ng/ml) était incubé dans un
volume total de 600ul et des aliquots (50 ul) étapréleves a linitiation de la réaction
(TO) puis 2, 5, 10, 15, 20, 30 minutes apres, @ites a 50 ul d’acétonitrile glacial pour
arréter la réaction. La concentration de microsomnégatiques était identique a celle
décrite dans le schéma général d’'incubation (0,AmfgEn revanche, les concentrations
en CYP 3A4 (20 pmol/ml) et CYP 3A5 (50 pmol/ml) céte augmentées pour pouvoir
guantifier précisément la disparition du sirolintans les premiéres minutes de la réaction

métabolique.
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1-3-2-3. Inhibition des CYP 3A par la troléandoaiye

L'effet de la troléandomycine (TAO), inhibiteur side des CYP 3A, a été évalué sur le
métabolisme microsomal hépatique du sirolimus (@§0Onl). L'inactivation enzymatique
a été obtenue par pré-incubation des microsomes &ADPH avec le TAO (1mM), a
37°C pendant 15 minutes. Le sirolimus ainsi qu'moevelle fraction de NADPH était
ensuite ajoutée au volume réactionnel. Aprés 1Qutesl’incubation était arrétée par 200
pl d’acétonitrile glacial. Les incubations incluatieun controle, réalisé dans les mémes
conditions mais ou le TAO avait été remplacé patagiopon. Les concentrations de SIR et
de ses métabolites dans les incubations avec TAQ) (ant été comparées a celles du

contrdle, et le pourcentage moyen d’inhibition oédc

11-3-2-4. Etude de l'interaction sirolimus/ciclospnein vitro

L’effet de la ciclosporine sur le métabolisme dR Plar les microsomes hépatiques ou les
CYP 3A4 et 3A5 a été recherché par incubation diamgé SIR/CsA préparé dans un

mélange acétonitrile/eau (50/50 ; v:v).

L’effet de 10 concentrations croissantes de CsAZ3D00 ng/ml) sur la production des
meétabolites du SIR et sur sa consommation par deosomes hépatiques a été évalue

selon le schéma standard d’incubation décrit pi&oédent.

La concentration responsable de 50 % de l'inhibitisaximale (G a été déterminée a
partir de la droite de régression linéaire entiedmrithme des concentrations de CsA et le

pourcentage d’inhibition de la consommation dulsiros.

Secondairement, l'effet d’'une concentration deospbrine (proche de la £&) a été
évalué sur la Gk de disparition du SIR, estimée par la méthode deetai-viein vitro
(schéma d’incubation décrit précédemment) pouridesbations avec les CYP 3A4 et

3A5 recombinants.

[11-3-2-5. Méthodes analytigues

L’analyse des échantillons a été réalisée a I'aidme méthode LC-MS/MS utilisant le
systeme d’extraction en ligne par chromatograpmeflex turbulent. La préparation

d’échantillon, l'appareillage ainsi que la méthodextraction et de chromatographie
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étaient en tout point identiques a ce qui a été&itd@our le dosage du tacrolimus

(paragraphe 1lI-2-2-4-1, page 106).

[1I-3-2-5-1. Recherche des métabolites du sirolimus

Les métabolites potentiels du sirolimus ont étéheechés a partir d’'incubations en
présence de microsomes humains par utilisationaiende balayage de m/z 800 a 1000 et
du mode d’ions sélectionnés (SIM) sur la base désalolites attendus (hydroxy-,
dihydroxy-, trihydroy-sirolimus, déméthyl-, didérhgt-sirolimus, hydroxy-déméthyl-
sirolimus). La nature des pics détectés a été moéé par analyse des spectres de

fragmentation MS/MS obtenus (mode « product iom sga

[11-3-2-5-2. Dosage du sirolimus et de ses métabsli

Le SIR a été dosé dans les échantillonwitro grace a un protocole validé, utilisé en
routine clinique pour le dosage du sirolimus da@ssang total et adapté au milieu
d’incubation. Ce protocole est similaire a celucritédans le paragraphe Ill-2-2-4-1 (page
106) pour le dosage du tacrolimus. La quantificaoété réalisée en mode de suivi des
transitions (MRM) du SIR (m/z 931864 et m/z 931 882,1) et du déméthoxysirolimus
(étalon interne ; m/z 901834).

Des transitions MRM correspondant a I'hydroxy-SiRZ 947- 880, m/z 947, 898) et au
déméthyl-SIR (m/z 91%850, m/z 917.868) ont été ajoutées et ont permis I'étude
spécifigue de ces deux métabolites. En I'absence pdmuits purs disponibles,
I'optimisation des parametres spectrométriques pesrdeux métabolites n'a pas pu étre
effectuée et ce sont les parametres optimisés Ipsuransitions équivalentes du SIR qui
ont été appliqués. Pour la méme raison, les corat@ris des métabolites ont été estimées

a partir de la droite d’étalonnage du SIR, et nas qpesurées exactement.

[11-3-2-6. Analyse des résultats

Les parametres des cinétiques de formation desbwiéées du SIR (I et Vinay Ont été
estimés a partir des vitesses de réaction obsetgéesle I'incubation de concentrations
croissantes de SIR. Les paramétres de I'équatidvlideaelis-Menten ont été estimés par
régression non-linéaire a l'aide du logiciel Winr8dL (Dr Jean Debord, Service de
Pharmacologie, CHU de Limoges).
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La Cln de disparition du sirolimus a été estimée par &hade de la demi-vie vitro

comme décrit au paragraphe lll-2-2-5 (page 107).

[11-3-3. Reésultats

Plusieurs composés présentant des masses pouvasgpomdre a des métabolites connus
du sirolimus ont été détectés a partir de l'incidmatdu sirolimus en présence de
microsomes hépatiques humains : un métabolite rhgdomxylé, un di-hydroxylé et un
tri-hydroxylé ainsi qu'un déméthylé, un di-déméthgt un hydroxy-déméthylé. Les deux
métabolites majoritaires correspondaient respetiiveg a une forme hydroxylée et a une
forme déméthylée. lls ont été choisis pour la suéee travail.

Les spectres de fragmentation ont confirmé qualgssait de métabolites du sirolimus :
I'hydroxy-sirolimus (OH-SIR) et le déméthyl-sirolus (DES-SIR) présentaient des
fragments identiques a ceux du sirolimus avec uadifination de masse caractéristique

de la réaction métabolique (hydroxylation : +1@mekthylation : -14) (Figure I11-9).

A partir de ces données de fragmentation, deusittans MRM spécifiques pour chacun
des métabolites, analogues a celles du sirolimuz 9#7- 880 et 947,898 pour I'OH-
SIR et m/z 917,850 et 917, 868 pour le DES-SIR) (Figure 111-9), ont été chesspour la

méthode quantitative

Dans les contrbles effectués sans microsomes daneet sans NADPH d’autre part,

aucun métabolite n'a été retrouveé.

L'inactivation des CYP 3A par le TAO inhibait larfoation des métabolites & 99,0 + 0,8
% pour 'OH-SIR et 90,4 + 2,1 % pour le DES-SIR.

Dans les mémes conditions, le TAO inhibait la coms@ation du sirolimus par les
microsomes humains a 85,1 + 17,5%. La disparitiorsidolimus était donc bien le reflet

du métabolisme par les CYP 3A.
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Figure 111-9 : spectres de fragmentation MS/MS et bromatogrammes des transitions MRM du sirolimus
et de ses métabolites hydroxylé (OH-SIR) et démétléy(DES-SIR) produits par les microsomes humains.

Le DES-SIR était produit par les microsomes hépasgavec une affinité (g et une
vitesse maximale (M inférieures a celles de 'OH-SIR, donnant ung;@e formation

de ce métabolite inférieure de moitié a celle @HSIR (Tableau Ill-4, Figure 111-10).
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La demi-vie de disparition du sirolimus vitro était de 7,4 minutes (Figure 11I-10), ce qui
permettait d’estimer la @i du métabolisme microsomal hépatique a 924 pl/mg de
protéine/min.

La somme des ¢ de formation des métabolites OH-SIR et DES-SIRé&sgntait donc
environ 10 % de cette glglobale (Tableau Ill-4 : 89,5 pl/mg de protéineimiA noter,

toutefois que ces deux types de clairance n'ongpasalculés de la méme facon.

Tableau llI-4 : parameétres cinétiques de la formaton des métabolites du sirolimus par des microsomes
hépatiques humains

OH-SIR DES-SIR

Km (LM) 3,0 4,9
Vmax(pmole/mg de protéine/min) 179,8 146,8
Clint (uI/mg de protéine/min) 59,8 29,7
180 1
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Figure 111-10 : métabolisme microsomal hépatique dwsirolimus : cinétiques enzymatiques de formation
du métabolite hydroxylé (OH-SIR) et du métabolite @méthylé (DES-SIR) (HAUT) et cinétique de
disparition du sirolimus en fonction de la durée dincubation (BAS). Chaque point correspond a la

moyenne de 2 incubations différentes.
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La production du DES-SIR par les CYP 3A4 et 3A5tétaéaire jusqu'a la concentration
maximale incubée de sirolimus. En conséquence,pameétres de la cinétiqgue de

formation de ce métabolite n'ont pas été intergrété

L’activité maximale d’hydroxylation du sirolimus pke CYP 3A4 était supérieure a celle
du CYP 3A5. Malgré une affinité supérieure du CYA53la Cl, de formation de I'OH-
SIR était 2 fois plus élevée pour le CYP 3A4 quarpge CYP 3A5 (Tableau IlII-5).

Tableau llI-5 : paramétres cinétiques de la formaton de I'hydroxy-sirolimus (OH-SIR) par les CYP
3A4 et 3A5 recombinants

OH-SIR

CYP 3A4 CYP 3A5

Km (MM) 2)2 1)5
Vmax(pmole/pmole de CYP/min) 0,53 0,16
Clint (ul/pmole de CYP/min) 0,24 0,11

0-80 ) Hydroxy-sirolimus
- * CYP 3A5
£ 050 o CYP 3A4 :
¢
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Figure 111-11 : cinétiques enzymatiques de formatia du métabolite hydroxylé du sirolimus (OH-SIR) par
les CYP 3A4 et CYP3A5 recombinants. Chaque point c@spond a la moyenne de 2 incubations
différentes.
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La Cln de métabolisme du sirolimus par le CYP 3A4, estipér la méthode de la demi-
vie in vitro, était également supérieure a celle du CYP 3A38(2s 0,67 pl/pmole de
CYP/min)

L’inhibition de la consommation du sirolimus pas Imicrosomes n’était pas détectable
pour des concentrations de ciclosporine inférieume$00 ng/ml. Elle atteignait un

maximum de 54 % (52 % ; 57 %) en présence d'uneeatnation de 5000 ng/ml de

ciclosporine. La concentration responsable de 5@e&¥cette inhibition maximale était

Cls0=716 (686 ; 742) ng/ml.

L’inhibition de la formation des deux métabolite®tait observée qu’'a partir de 1000
ng/ml de ciclosporine, avec des pourcentages diitibh assez proches de ceux observés
pour la consommation du sirolimus (Figure IlI-1Rgs quantités de métabolites formées
lors de ces incubations étant déja relativemebtdaien conditions normales, I'effet de la
ciclosporine (mettant en jeu des différences deeoimations inférieures a 5 ng/ml entre

l'incubation contréle et les incubations avec lalasporine) a été difficile a estimer avec

précision.
80% -
O disparition du sirolimus
70% - - : "
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Figure 11I-12 : inhibition du métabolisme microsomal hépatique du sirolimus par des concentrations
croissantes de ciclosporine. Le pourcentage d’inhiition est calculé par rapport a un contréle sans
ciclosporine. Les résultats sont la moyenne de desgries d'incubations différentes.
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La ciclosporine a 750 ng/ml (concentration prockdadCky, microsomale) inhibait de 36
% le métabolisme du sirolimus par le CYP 3A4 recorabt, et seulement de 10 %
lactivité du CYP 3A5 (Figure I1I-13). A noter gua méme concentration de ciclosporine

inhibait de 21 %a consommation du sirolimus par les microsomesdinsn

25 4

O Sirolimus

O Sirolimus + CsA (750 ng/ml)
2.0 A

Clint (ul/ pmole de CYP/min)

0.5

0.0

CYP 3A4 CYP 3A5

Figure 111-13 : métabolisme du sirolimus par les CYP 3A4 et 3A5, et influence de la ciclosporine (750
ng/ml). Les Cl,; ont été estimées par la méthode de la demi-vievitro a partir de deux séries
d’incubations différentes.

A cette concentration de sirolimus (100 ng/ml)gleantité de métabolites produits par les
CYP 3A4 et 3A5 était faible et I'effet de la cicimgine sur leur formation n’a pas pu étre

estimé avec précision.

[11-3-4. Discussion et perspectives

A partir d’'incubations en présence de microsomgzatigues humains, nous avons pu
détecter plusieurs métabolites connus du siroli(nusno- ou pluri-hydroxylé, déméthylé
ou didémethylé ...). Cependant, I'étude du métabdisim sirolimus a déja fait I'objet de
plusieurs publications (Lampen et col., 1995; $weicol., 1996a) et notre objectif n’était
pas de réaliser une nouvelle caractérisation dies voétaboliques de cette molécule. Nous
souhaitions seulement disposer de quelques mébotiomme marqueurs pour la
comparaison des activités des CYP 3A4 et 3A5 dudé de linteraction avec la
ciclosporine. Il est a noter que les deux métagwiiroduits de facon majoritairevitro et
donc choisis dans ce travail sont de méme natuwrdegudeux métabolites majoritaires du
sirolimus identifiés dans le sang de patients pkmgés (Streit et col., 1996b). Les

conditions d’incubation choisies nous semblent deeftéter de facon assez fidéle le
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métabolismean vivo du sirolimus. Malgré tout, ces métabolites n’oas p'intérét dans le
suivi thérapeutique du sirolimus et nous avons gustater qu’ils n’expliquaient qu’'une
faible part de sa ¢l de métabolisme par les microsomasvitro (environ 10 %). Au
contraire de I'étude de la production des métabslit'approche de la demi-vie
métaboliquen vitro permet une étude globale du métabolisme du siuglipar le suivi de

la quantité métabolisée en fonction du tenipsiivo, ce sont également les concentrations
de sirolimus et ses variations sous l'influencendihibiteur qui sont importantes pour le
STP de la molécule. Nous avons donc choisi d’engrleyn parallele et de comparer ces

deux méthodes.

Les deux approches mettent en évidence une actleitthétabolisme du sirolimus plus
élevée pour le CYP 3A4 que pour le CYP 3A5 recombis. C'est la différence demyk
qui est a l'origine de I'écart important entre (&l de formation du métabolite hydroxylé
du sirolimus. Cette méme différence explique samsia doute les difféerences deCile
disparition du sirolimus. Les différences d’afféngont au contraire en faveur du CYP 3A5
(une information seulement accessible par l'étuds dinétiques de formation des
métabolite). Les activités métaboliques des enzyraesmbinantes peuvent différer de
facon importante de celles observées avec les sunres hépatiques ou encarevivo et
ce, dans des proportions variables d’'une isoforfiauére. Dans la mesure ou il n'existe
pas (encore ?) de substrat spécifique du CYP 3&apioche du facteur d’activité relative
(RAF ; llI-2-1-2-2 page 31), qui permet de compenses différences et d’extrapoler les
résultats obtenus avec les enzymes recombinargesapplicable. De plus, I'activitié
vivo du CYP 3A5 est évidemment conditionnée par son rpoiphisme génétique
(pouvant réduire a zéro son expression). Dans e précis, seule l'utilisation de
microsomes hépatiques ou intestinaux humains gpéstiexprimant ou n’exprimant pas
le CYP 3A5) pourrait réellement permettre de coreckur le role respectif des CYP 3A4
et 3A5 dans le métabolisme du sirolimus. Un cordeatcollaboration en cours avec une
société francaise commercialisant des microsomesaims, devrait nous permettre dans
les prochains mois d'obtenir ce type de préparagbrde compléter les études déja

réalisées.

L'utilisation des enzymes recombinantes nous arudgo® permis d’évaluer I'effet de la
ciclosporine sur le métabolisme du sirolimus pardeux isoformes indépendamment. Il
semble que la ciclosporine n'ait pas ou peu d’'eftetle métabolisme du sirolimus par le

CYP 3A5. Cela reste a vérifier, mais ceci poursaixpliquer par une plus faible affinité
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de la ciclosporine pour le CYP 3A5. Les étudesiglias réalisées jusqu’a présent n’ont
d’ailleurs pas pu mettre clairement en évidenceinfigence de I'expression du CYP 3A5
sur I'exposition a la ciclosporine (Hesselink et.c@003; Anglicheau et col., 2004). En
revanche, il a été démontré cliniquement que léema exprimant le CYP 3A5 avait une
biodisponibilité plus faible du sirolimus que cen& I'exprimant pas (Anglicheau et col.,
2005). L'absence d’effet inhibiteur de la ciclogper sur cette isoforme (alors qu’elle
inhibe le CYP 3A4) pourrait majorer cette différendans le cas de l'association
ciclosporine/sirolimus. Ainsi, les patients n’expent pas le CYP 3A5 auraient une
activité meétabolique non seulement plus faible neaipartie inhibée, alors que les patients
exprimant le CYP 3A5 conserveraient une activitdéaiélique importante, justifiant des

doses majorées de sirolimus.

L’interaction métabolique entre la ciclosporindeesirolimus était déja connue (Wacher et
col., 2002; Cummins et col., 2004) mais le réle paré des CYP 3A4 et 3A5 n'avait pas
été étudié jusqu’a présent. S’il semble bien gsedieux isoformes n’aient pas la méme
sensibilité a la ciclosporine, la détermination desstantes d’inhibition pour les deux
isoformes ainsi que l'utilisation de microsomes laims génotypés seront nécessaires pour

estimer avec plus de précision leur rble respdetifs I'interactionn vivo.

Sur un plan méthodologique, les lacunes de la métkde la demi-vién vitro apparaissent
trés clairement: cette méthode ne permet pas ehaobtd'information sur laffinité
enzymatique, ni sur la nature du mécanisme d'itibini Néanmoins, I'étude de la
disparition du substrat peut étre intéressante tlapproche exploratoirén vitro d’'une
interaction médicamenteuse, car elle permet ddasempdans des conditions parfaitement
extrapolables a la situatioim vivo. De trop fortes concentrations de substrat (parfoi
nécessaires pour produire des quantitées mesuraalemétabolites) peuvent en effet
solliciter in vitro des isoformes enzymatiques qui ne le sontipasvo. Nous avons pu
vérifier que dans nos conditions expérimentalesissées CYP 3A participaient au
métabolisme microsomal hépatique du sirolimus.ihegbations réalisées dans le cadre de
ce travail aboutissaient a des concentrationsrdérsus post-incubation, trés proches des
concentrations sanguines observées chez des pdtiaités. Pour de telles concentrations,
estimer la formation (tres faible) des métabolidessirolimus et I'effet d’'un inhibiteur
impliquait une sensibilité et une précision anaglyés trés importantes que méme la LC-
MS/MS ne nous permettait pas d’obtenir. Au-del&ette approche exploratoire, il semble

toutefois que la réalisation de cinétiques enzyuat et I'étude conventionnelle du
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mécanisme d’inhibition soient indispensables. Gedaessite I'identification et le choix
d’'un métabolite pertinent, une tache difficile lgug plusieurs métabolites de premiere, de
seconde et de troisieme génération coexistentqie faninoritaire. La mise au point d’une
meéthode de dosage tres sensible et trés spécdgjuagalement un impératif, une difficulté

supplémentaire lorsque les molécules pures nepsantdisponibles.
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V.  CONCLUSION

A sa commercialisation en 1996, le MPA été déamihme essentiellement métabolisé par
glucuroconjugaison en un dérivé pharmacologiqguemeattif : le MPAG. Quelques

anneées plus tard, I'apparente simplicité de sorabadisme était remise en cause.

Dans le cadre de cette thése nous avons identifsé¢eprs métabolites, de phase | et de
phase Il du MPA, inconnus pour certains, et mispaint une méthode LC-MS/MS
permettant leur dosage de facon sensible et spéeiliors des expériences vitro mais

€galemenin vivo chez les patients transplantés.

In vitro, nous avons comparé I'activité de différents oegadans le métabolisme du MPA
et mis en évidence une activité rénale de formatioiMPAG (le métabolite majoritaire du
MPA) pratiquement équivalente a l'activité hépaigle métabolisme intestinal étant de

moindre importance.

L’identification des enzymes patrticipant a la glkaonjugaison du MPA nous a permis de
savoir que les deux métabolites principaux du MRIPAG et ACMPAG) n’étaient pas

produits par les mémes isoformes enzymatiques.

Ce travail a été le point de départ de I'étude’idddence du polymorphisme génétique
des UGT 1A9 (pour le MPAG) et 2B7 (pour 'AcMPAGUIrsI’exposition des patients a
ces métabolites. Nous avons montré que le polynsnph 'UGT 2B7 pourrait étre
associé a des variations de concentrations sargydiAeMPAG, potentiellement toxique.
En revanche, les mutations étudiées pour 'UGT1ASemblaient pas avoir d’influence
sur la production du MPAG. Ces études seront podiesuafin d’évaluer les conséquences
potentielles de facteurs génétiques sur la vaii@bilinter-individuelle de Ila
pharmacocinétique et donc de la réponse au MPAs(darcas du MPAG) ou sur la

susceptibilité individuelle aux effets secondafens le cas de 'ACMPAG).

Nous avons veérifién vitro gu’aucune des voies métaboliques de phase Il du MB#it

inhibée par les immunosuppresseurs qui lui sontirelement associés.
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En revanche, nous avons pu démontrer cliniquemest lg ciclosporine augmentait
'exposition systémique a 'ACMPAG, probablementr pahibition de son élimintaion
biliaire (ce qui diminue probablement I'expositidigestive des patients a ce métabolite).

Il avait été préecédemment démontré chez le ratl'quebition de I'excrétion biliaire du
MPAG par la ciclosporine diminuait I'exposition &adPA en limitant son cycle entéro-
hépatique. Nous confirmons que la ciclosporine dirai I'exposition au MPA chez
’lhomme et suggérons que cette interaction explijede seule la différence d’exposition
au MPA pour les patients recevant du MMF en astoaniaa la ciclosporine ou au
sirolimus, le sirolimus n’ayant probablement paspeu d’effet sur la pharmacocinétique
du MPA.

En revanche, nous émettons I'hypothése que lareifé& d’exposition au MPA observée
pour les associations MMF/ciclosporine et MMF/tdionas n’est qu’en partie liée a I'effet
de la ciclosporine. En effet, le tacrolimus augradatbiodisponibilité apparente du MPA,

probablement en favorisant son absorption digestive

Réciproquement, nous avons observé que le MPA énimbdérément le métabolisme du

tacrolimusin vitro, mais la pertinence clinique de cette interacti@anpas pu étre établie.

Enfin, a partir de données expérimentales nousésagg que l'interaction métabolique de
la ciclosporine sur le sirolimus concerne essdatignt I'isoforme CYP 3A4 ce qui
pourrait, dans le cas de cette association, majonfluence du génotype dCYP 3A5
pour les patients qui expriment la protéine etiasgmenter la différence d’exposition

(déja existante) avec ceux qui ne I'expriment pas.
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DISCUSSION GENERALE

Le Suivi Thérapeutique Pharmacologique (STP) a pmhjectif d’'ajuster les doses de
médicament a administrer a chaque patient indiVielonent, pour minimiser les effets
secondaires et optimiser les effets thérapeuticest cela, la connaissance des facteurs a
'origine de la variabilité inter-individuelle dealpharmacocinétique, qui est un des
déterminants de la réponse au médicament, repeégaratout majeur. Les études réalisées
avant la commercialisation du médicament, a graécleelle et suivant des schémas
standardisés (associations médicamenteuses, popslaetc.), ne représentent pas la
totalité des conditions réelles d'utilisation du ditdment et donnent une image trop
homogéene de sa pharmacocinétique. Dans de nombasyles observations d’interactions
médicamenteuses ou d'effets secondaires sont aliesll réalisées apres la mise sur le

marché, en « phase IV ».

Cette these a été réalisée dans le cadre de l@uievenir et Effets des Xénobiotiques
dans [I'Organisme » (EA 3838), qui travaille depupdusieurs années sur les
immunosuppresseurs en greffe d'organes, une thétigpe complexe reposant sur
'association de plusieurs molécules présentant maege thérapeutique étroite et qui
impose un ajustement strict des posologies a adireni Conséquences de ces associations

multiples, les interactions sont nombreuses ettpatimparfaitement connues.

Dans le cadre de ce travail, I'exploitation de d@s cliniques nous a ainsi permis de
mettre en évidence que le choix du médicament inoswppresseur associé au MMF
(ciclosporine, tacrolimus ou sirolimus), voire gses administrées, étaient a l'origine de
variations importantes de I'exposition au MPA, pantvjustifier une adaptatioa priori
des doses de MMF. Si cela n’est peut-étre pas pdidaa I'initiation du traitement (ou le
sous-dosage est le plus redouté), la diminutionddsss de MMF lorsque la ciclosporine
est remplacée par le sirolimus ou le tacrolimusyrpanticiper 'augmentation du cycle
entérohépatique (inhibé sous ciclosporine) pourp@tmettre de réduire les effets
indésirables en cours de traitement. L'adapatidividuelle de posologie du MMF, sur la
base des concentrations sanguines ou plutét deQ’Algs concentrations en fonction du
temps (indice d’exposition étudié ici) permetttrd#tns tous les cas de réajuster la dose a

administrera posteriori
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Alors que les interactions pharmacocinétiques las pecherchées a I'heure actuelle sont
de nature métabolique (induction ou inhibition dezymes du métabolisme), nous avons
pu constater dans le cas du mycophénolate quealespbrteurs d’efflux (hépato-biliaires
ou intestinaux) constituaient vraisemblablemenif tmmme les enzymes du métabolisme,
une cible importante des interactions médicamerteuSi les études de métabolisme
vitro nous ont permis dans certains cas d'exclure desothgpes d’interactions
métaboliques, l'orientation vers des modéfesitro d’absorption ou, plus généralement de
transport semble aujourd’hui nécessaire pour poudtidier 'ensemble des interactions

pouvant intervenir entre les médicaments immunosg3eurs.

Au-dela des seuls phénoménes d’inhibition ou d'atidn des enzymes du métabolisme
(ou des transporteurs), la nature méme des isofoameymatiques ainsi que leur niveau
d’expression sont vraisemblablement des facteypioatifs d’'une partie de la variabilité
de pharmacocinétique des médicaments. Il y a plusiannées la découverte fortuite de
I'existence de duplications du géne du CYP 2D6 ranged’expliquer des phénomenes de
non-réponse ou de toxicité a certains médicam@éuipurd’hui c’est le CYP 3A5, dont la
participation au métabolisme avait été reléguééexception et au détail, qui apparait
comme un élément majeur dans la biodisponibilit€eltains médicaments. Les études
vitro de I'activité métaboligue comparée des CYP 3A4 A% Béalisées dans le cadre de
cette these interviennent apres la démonstratiaigok du roéle majeur du CYP 3A5 dans
la biodisponibilité du tacrolimus ou du sirolim@ependant, elles mettent en évidence tout
l'intérét que peut représenter ce type d’approcheduite de facon exploratoire. Il n'est
pas impossible que 'étude du réle du CYP 3A5 (plmsr substrats du CYP 3A4 en
particulier) se généralise et soit intégrée daagdsts précédant le développement d’'une
nouvelle molécule. C’est le cas a I'heure actuplbeir le CYP 2D6, qui est considéré

comme un obstacle majeur a la mise sur le marah@rbuveau médicament candidat.

D’autres mutations génétiques, a I'effet moins mérgourraient participer a la variabilité
inter-individuelle de pharmacocinétique et de ré&goa certaines molécules. Dans le cas
du mycophénolate, si les mutations déGT 1A9(connues a I'heure actuelle) ne semblent
pas pouvoir expliquer la variabilité observée,dkerdu polymorphisme des transporteurs
hépato-biliaires du MPA (MRP2 en particulier), gotle départ du cycle entérohépatique
du MPA, offre des perspectives plus intéressant€es nouveaux marqueurs

pharmacogénétiques viendront sans doute a plus a@nsntourt terme s’ajouter aux
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variables biochimiques, biométrigues ou contexasellutiisées par les modeles

d’adaptation de posologie actuels.

Au-dela de la variabilité pharmacocinétique, ureffitacité thérapeutique est sans doute
une mauvaise tolérance au traitement. Les effetenskires peuvent non seulement
conduire a l'interruption du traitement par le aien, mais également a des problemes
d’'inobservance thérapeutique dont I'issue peut é@taenatique. Dans le cas du MMF, une
étude américaine et une étude européenne, ayamstdeux suivi des patients traités
pendant 3 ans, montrent une incidence des arrétsadeament pour effets secondaires
attribuables au MMF de 21 % et de 25 a 36 %, résecent (European Mycophenolate
Mofetil study Group, 1999 ; US renal tranplant stugroup, 1999). S’il n'est pas
formellement établi que I'acyl-glucuronide du MPAt & l'origine des effets secondaires
digestifs ou hématologiques du MMF, c’est en t@asg ce qu’ont suggéré plusieurs auteurs
(Wieland et col., 2000; Kuypers et col., 2003).t8i était le cas, le polymorphisme de
'UGT 2B7 ainsi que la nature de l'immunosuppresseur ass@oiéibant ou non
I'excrétion biliaire du métabolite) seraient autaet facteurs qui permettraient d’anticiper
la survenue d'effets indésirables. Nous n’apporfmss de preuve allant dans ce sens, mais
avons aujourd’hui les « outils » pour vérifier ue#e hypothese : une méthode de dosage
plasmatique de I'’AcCMPAG et une technique de géramggpde IUGT 2B7 Dans les
prochains mois, I'étude multicentrigue APOMYGRE d§amme Hospitalier de
Recherche Clinique Régional 2002) nous permettraedieercher si la survenue d’effets
secondaires du traitement par MMF peut étre assaxi@ne exposition plus ou moins

importante a ce métabolite et si le génotype d&T 2B7peut en étre un facteur prédictif.

L'utilisation des modéles d’étude du métaboligmeitro des médicaments nous aura donc
permis de répondre a un certain nombre de questibélaborer ou d’étayer de nouvelles
hypotheses qui seront par la suite vérifiées diement. Notre expérience des études de
métabolisme est encore limitée (leur mise en ptareespond au début de ce travail de
recherche), mais durant ces 3 années de théseavous eu l'occasion de comparer
différents modeles et approches méthodologiquesu@rip des travaux ont été réalisés, a
titre préliminaire, avec des microsomes de ratsudNavons pu constater, pour certaines
molécules (le sirolimus en particulier), des diiéces notables d’activité nous faisant
préférer par la suite l'utilisation systématique ddcrosomes humains. Concernant
I'identification des isoformes enzymatiques, sréeul important qui existe pour les CYP

facilite la tache, c’est un travail plus complexand le cas des UGT : les enzymes
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recombinantes sont un modeéle trés utile, mais &utd actuelle les méthodes
d’extrapolation des résultats font défaut pourectmille enzymatique. Il est probable que
cette lacune sera compensée dans les années aheemrise sur le marché des UGT
recombinantes devrait en effet accélérer I'idecdiiion de substrats et secondairement

d’inhibiteurs spécifiques.

Nous avons également pu mesurer a quel pointifatibn de techniques analytiques
polyvalentes, sensibles et spécifiques était untatans ce type d’étude. La LC-MS/MS
permet non seulement d‘identifier et de doser désbolites dont la production est faible
mais également de se placer dans des conditiongriggntales plus facilement
extrapolables a la situatian vivo (par réduction des concentrations de substrabiicu
Elle permet de réduire les colts expérimentaux r@aduction des volumes réactionnels et
des concentrations microsomales) et de diminuetelegps d’analyse. Ces avantages ont
peu a peu été exploités pour améliorer les proéscekpérimentaux. Au final, environ
1500 incubations microsomales et au minimum 2508ages par LC-MS/MS (sans
compter la mise au point et la validation des teples) ont été réalisés dans le cadre de

cette thése, uniqguement pour les donméegro.

Ce travail nous a permis enfin d'appréhender ligttéde combiner des approches
expérimentales et cliniques pour compenser lesut&fau les contraintes qu’elles

présentent respectivement.
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