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Résumé

Dans l'organisme, la détoxification des xénobiogismédicaments, carcinogenes, ...) fait
intervenir des enzymes de métabolisme de phasél lagisi que des transporteurs d’efflux.
Nos travaux ont porté sur plusieurs aspects datiorts génotype-phénotype de ces enzymes
et transporteurs. Nous avons montré que le polyhieme fonctionnel du cytochrome P450
(CYP) 3A5 (enzyme de phase [JYP3A5*3n’avait pas d’effet sur le métabolisme d'un
immunosuppresseur, I'évérolimus,vitro et chez 30 patients transplantés rénaux. L'étede d
limplication des UDP-glucuronosyltransférases (UGEnzymes de phase 1) dans le
métabolisme de la buprénorphine (traitement subi$tinux opiacés) a montré que les
isoformes impliquées étaient les UGT 1A1l, 1A3 e72Rous avons également moniné
vitro quechez les porteurs du genotyd&T1A1*1/*], la présence d’au moins un alléle muté
du polymorphisme UGT2B7 G-842A était associée a une activité élevée de
glucuroconjugaison de la buprénorphine. Nous awtiseloppé une méthode « cocktail »
pour évaluer I'activité de cing UGTs hépatiques 11AA4, 1A6, 1A9 et 2B7in vitro. Cette
approche repose sur la mesure simultanée de @cewnzymatique de plusieurs enzymes
apres incubation d’'un mélange de substrats s&egtifprésence de microsomes hépatiques
humains. Cette méthode a été utilisée pour éviiefget inhibiteur de la buprénorphine sur
lactivité de ces cinqg UGT. Enfin, une étude répective de l'association entre les
polymorphismes génétiques des UGT 1A6, 1A7, 1A8) &@A2B7 et de transporteurs d’efflux
(MDR1 et MRP2) et la survenue du cancer colord@&R) a été réalisée en comparant des
cas (atteints de cancer colorectal) a deux grodpeéémoins (malades atteints de cancer rénal
ou volontaires sains). Trois polymorphismes du gaBEBIMDR1 (C1236T, G2677T et
C3435T) ainsi que son haplotype triplement muté smmificativement liés a une plus faible
incidence du CCR. Nous retrouvons également, @oprdmiere fois, une association entre ce
cancer et certains haplotypes du geABCCZMRP2. Ces travaux apportent des
connaissances, d'une part sur I'impact de polymiembs génétiques sur le métabolisme de
médicaments et d’autre part sur leur implicatioteptielle dans le développement du CCR.

Mots-clés: xénobiotique, détoxification, génotype, phépetyspectrométrie de masse



Abstract

In the body, the detoxification of xenobiotics (gsy carcinogens ...) involves phase | and Il
biotransformation enzymes, as well as efflux transgrs. We investigated several aspects of
the genotype-phenotype relationships of these eagyand transporters. We showed that the
functional polymorphism of cytochrome P450 (CYP)S3@hase | enzyme), CYP3A5*3 has
no influence on the metabolism of the immunosuvesdrug everolimus, in vitro and
among 30 kidney transplant patients. We found tthetUDP-glucuronosyltransferase (UGT;
phase Il enzymes) isoforms involved in the metaolof buprenorphine (opioid replacement
therapy) are the UGT 1Al1, 1A3 and 2B7. Moreover, st®wed in vitro that among
UGT1A1*1/*1 genotype carriers, the presence ofesdst one UGT2B7 G-842A mutated
allele was associated with an increased buprenoepgiucuronidation activity. We developed
an in vitro « cocktail » method to evaluate thedtepactivity of five UGTs (1A1, 1A4, 1A6,
1A9 and 2B7). This approach consists in the simelbais estimation of several enzyme
activities after incubation of a mixture of selgetisubstrates with human liver microsomes.
We used this method to evaluate the inhibitory @ftg buprenorphine on these five UGT
activities. Finally, we retrospectively investigadtethe association between common
polymorphisms in the genes coding UGT 1A6, 1A7, 1AR9 and 2B7 and efflux
transporters (MDR1 and MRP2) and colorectal cafC&C) by comparing cases (colorectal
cancer patients) to two control groups (patientsesng from kidney cancer or healthy
volunteers). Three polymorphisms of the MDR1/ABCBg&ne (C1236T, G2677T and
C3435T) as well as its triple mutant haplotype weignificantly related to a very low
incidence of CRC. We also found for the first tieie association between this cancer and
MRP2/ABCC2 gene haplotypes. These investigationovige knowledge about

polymorphisms impact on drug metabolism and paaémtivolvement in CRC.

Key-words: xenobiotic, detoxification, genotype, phenotypesmspectrometry
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INTRODUCTION

Dans l'organisme, le métabolisme et/ou la détoatfan de tout composé exogene
(xénobiotique) incluant médicaments et carcinogé@megronnementaux, constituent le réle
principal des enzymes de métabolisme ainsi qudesporteurs d’efflux. Le métabolisme de
xénobiotiques est, par conséquent, divisé en tphiases qui aboutissent au final a
'élimination dans la bile et l'urine. La premiergtape de cette biotransformation dite
« Phase | de métabolisme » est catalysée essem@it par les cytochromes P450 (CYP).
Elle représente une étape de fonctionnalisatioapmportant des modifications simples a la
molécule d’origine, I'hydroxylation étant la transination la plus fréquente. Les métabolites
qui en résultent sont souvent nombreux (C’est $epraur les immunosuppresseurs) et peuvent
posséder a divers degrés lactivité de la molécoiére. Pour les substances de
'environnement, cette étape représente souvematsformation d’une molécule inoffensive
en une molécule cancérogene. Cette phase de métaboprécéde souvent, mais pas
systématiqguement, diverses étapes de conjugaigooupEes sous le terme de « Phase Il de
métabolisme » et catalysées entre autres par lesymes de la famille des
UDP-Glucuronosyltransférases (UGT). Les glutathiSrteansférases, les sulfotransférases et
les acétyltransférases font également partie degress qui interviennent dans cette phase de
meétabolisme. Cette étape de conjugaison est néeegsaur rendre les composés plus
hydrophiles et appropriés pour une excrétion damisé ou la bile.

A l'échelle cellulaire, ces enzymes de phase Il soht principalement présentes dans le
réticulum endoplasmique lisse (enzymes microsopha@teu dans le cytoplasme (enzymes
cytosoliques). A I'échelle tissulaire, la biotramshation des substances endogenes et des
xénobiotiques a lieu dans les tissus contenanécegnes de métabolisme. Indépendamment
des mécanismes d’absorption, les molécules adméagspar voie orale traversent la barriére
gastro-intestinale et le foie en empruntant leésyst porte. Par la suite et avant d’atteindre la
circulation systémique, le substrat est transppatévoie sanguine (veines sus-hépatiques et
artére pulmonaire) et il passe par les poumons.cBaséquent, le foie, I'intestin et les
poumons représentent les organes les plus richeeneymes et ils peuvent contribuer a

différents degrés au métabolisme de xénobiotiques.
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Plusieurs études ont démontré que le transporbdgasés vient compléter ce systéme de
métabolisme et de défense contre les xénobiotidiess transporteurs d’efflux réduisent la
charge locale cellulaire de composés toxiques,oreaht ainsi la protection de la cellule
contre les effets toxiques. Ces transporteurs essgntiellement exprimés dans la membrane
apicale des cellules épithéliales (comme les eoy®es) qui sont exposées aux xénobiotiques.
Dans ces cellules, les mémes transporteurs peudemte part réduire l'entrée de
xénobiotiques et d’'autre part éliminer leurs preglule détoxification. Cette étape est dite
« Phase 1l de métabolisme » montrant la compléangét des étapes d’oxydation, de
conjugaison et d’extrusion. La toute premiere fanctconsistant en I'expulsion directe de
xénobiotiques rentrant dans la cellule, elle regméss la premiére ligne de défense contre les

xénobiotiques et de méme pourrait é&tre nommée sePhde métabolisme ».

Difféerents facteurs interviennent dans la modutatiet la régulation des enzymes du
métabolisme et des transporteurs. Ces facteursepeéwre endogenes (ex. polymorphismes
génétiques) ou exogenes (ex. induction, inhibigbrétats pathologiques) et contribuent aux
variations inter- et intra-individuelles de la cap@ métabolique. Ces régulations peuvent se
traduire ainsi par une altération de la clairartcdomc le taux sérique des xénobiotiques. De
nombreuses pathologies ont été également assomiégmlymorphisme génétique de ces

enzymes et/ou transporteurs.

Ce travail de these portait sur plusieurs aspeess rdlations génotype-phénotype de ces
enzymes et transporteurs. Ces aspects ont étééasbdel facon expérimentale (modeles
d’étudein vitro du métabolisme) et clinique.
Les objectifs étaient :
- détudier [linfluence du polymorphismeCYP3A5*3 sur le métabolisme de
I'évérolimus,
- d'identifier les UGT impliquées dans le métabolisdeela buprénorphine et d’étudier
par la suite les relations génotype-phénotype dasr@olymorphismes de ces UGT et

le métabolisme de la buprénorphine,

- de développer une méthode de chromatographie équodplée a la spectrométrie de
masse pour la détermination simultanée de cingidi de glucuroconjugaison
vitro (approche « cocktail »). Cette méthode sera la Hagudes futures des relations

génotype-phénotype des UG@TVvitro ;
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- et enfin, de rechercher des associations entrgpdgsmorphismes génétiques des

enzymes de phase Il et des transporteurs d’eftlix ®urvenue du cancer colorectal.

La premiére partie de ce mémoire présente une dinfiegraphique sur les enzymes de
meétabolisme de phase | et Il et les transportetefluk. Dans la seconde partie, nous
décrirons les méthodes et les techniques analgigaer I'étude du métabolisnie vitro. La
troisieme partie porte sur la présentation desltaisude nos travaux personnels. Enfin, la
discussion envisage limpact de ces résultats aucdntribution et I'importance de la

géneétique dans le domaine médical.
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I. ETAT DE L'ART - REVUE DE
LITTERATURE

1. Enzymes du métabolisme et

transporteurs d’efflux

1.1. Les enzymes de phase 1

Le but des réactions de phase | est de rendraubedrats plus hydrophiles afin de favoriser
leur élimination en y introduisant un groupementape grace a l'oxygene atmosphérique
(ex. oxydation aromatique ou aliphatique) ou enadégnt des groupements hydrophiles,
comme des amines primaires (-NH2), sulfhydrylesHj-®u carboxyles (-COOH) déja
présents sous forme masquée sur le composé pacemt gugmenter la polarité (ex.
désacétylation, déhalogénation).

Les enzymes responsables de la phase | sont @iecipnt les CYP. Ces derniers sont des
monooxygeénases dites aussi « hémo-thiolates »rt@appaonc des électrons au substrat. Ces
électrons sont fournis par le NADPH via la réductidu CYP par une enzyme dite
NADPH-cytochrome P450 réductase ou par un autréemsys redox faisant intervenir le
NADH et le cytochrome ) Les CYP sont localisés dans le réticulum endopiqse (RE) de

la cellule et ce sont des enzymes transmembranaires

Le séquencage du génome humain a révélé la préderices genes CYP humains : 57 actifs

et 58 pseudo-genes (Nelson, 2006) (Figure 1).
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Faal
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Figure 1 : Nomenclature des cytochromes P450

Les CYP jouent un rble essentiel dans le métabelids composés endogenes (comme les
stéroides, les acides gras et les prostaglandmegxogenes (comme les médicaments, les

carcinogenes et autres polluants environnementaux).

1.1.1. Localisation et régulation de

I'expression des cytochromes P450

Chez les mammiféres, les CYP sont les plus abosdanhiveau du foie, en quantité et en
diversité. Le foie est le premier organe, apréstdstin gréle, a étre en contact avec les
xénobiotiques via le systéme veineux porte. Sestifmms de synthése et de détoxication ne
sont en fait que le reflet macroscopique des astprincipaux de I'échelle microscopique :
les CYP. Ces derniers sont donc présents en noatlmedant dans le foie, et sont plus
précisément localisés dans les membranes du REépesocytes (Stier, 1976). Le RE est en
effet une structure lipidique particuliére, tresydeable aux échanges et disposant d’'une
surface étonnamment large (comprenant 7 a4 du poids du foie) comparé a son volume,
ce qui fait de lui la structure idéale pour hébetgs enzymes de phase | et || de métabolisme
(Lewis and Pratt, 1998). Sachant que 12 a 15% defEomposé de CYP, on peut estimer
approximativement que les CYP comptent pour un peins de 1% du poids total d'un
hépatocyte (Ruckpaul and Rein, 1984).

Au sein de la membrane du RE, des études stcechiquadt ont suggéré que les CYP se
regrouperaient par six ou par huit autour d’'uneucéakse, un partenaire fournisseur en
électrons (Schwardz, 1991). Ces unités hexamerifue®ctamériques) subissent alors une
diffusion transversale a lintérieur de cette meamer phospholipidique du RE, elle-méme

sujette a une diffusion latérale au moyen du «ffbp ». Par conséquent, les substrats
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relativement lipophiles se retrouvent alors facéetnacheminés vers le centre réactionnel des
CYP afin d’'y étre métabolisés.

Bien que majoritairement concentrés au niveau dke, fes CYP sont également exprimeés
dans d’autres organes et tissus tels que le resnseins, la prostate, la peau, I'épithélium
nasal, le placenta, le cerveau, le poumon, la latpancréas et la région gastro-intestinale
(Hakkola et al., 1998;Hellmold et al., 1998;Watenna992;Williams et al., 2000). Toutefois,
méme si les CYP sont identifiés dans ces autreanesy ils demeurent en concentration faible
et leur participation dans les biotransformatioasxdnobiotiques n’est pas bien définie dans
certaines localisations.

En raison de leur diversité, tant au niveau desldocalisation, sélectivité et réactivité
vis-a-vis des substrats entre les especes (Guehgel®97), il est relativement difficile
d’étudier cette superfamille. Parfois, au sein mémhes mammiféres, des différences de
comportements, d’inductibilité et de sélectivitthsobservées (Lewis et al., 1998;Smith,
1991). En conséquence, il peut étre parfois trigith d’extrapoler a 'lhomme des résultats
obtenus a partir d’expériences menées sur desum)gear exemple (Lewis et al., 1998). On
sait par ailleurs qu’il existe chez les mammifédes différences de niveaux d’expression des
CYP en fonction du sexe (Schenkman et al., 1967Juetégime alimentaire (loannides,
1999). Il existe enfin une variation de facteurdutgires controlant I'expression de ces CYP
dans les tissus, qui conduit a différents niveatexmtession de ces enzymes dans les
différents tissus (Wolff and Strecker, 1992).

1.1.2. Contribution des CYP3A au

métabolisme hépatique et intestinal

La sous-famille CYP3A revét une grande importan@mtédonné son niveau d’expression
élevé au sein des principaux organes de métabglieisde foie et I'intestin gréle, et son role
dans le métabolisme d’'une grande diversité de raéwhats. Au niveau intestinal, le CYP3A
estle plus abondant avec un contenu spécifigue mogprésentant entre 50 et 70% de la
guantité des CYP (Paine et al., 2006). Il convigmtsignaler toutefois que peu de données
existent quant a l'importance et I'abondance deseauCYP dans l'intestin. Comme le
CYP3A hépatique, le CYP3A entérique est localisésdan seul type cellulaire, les cellules
épithéliales cylindriques matures absorbantes dlggrocytes) qui composent la muqueuse
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limitante. Le contenu microsomal entérique en CYP&dssi bien que I'activité catalytique
associée, sont généralement plus importants dandglan proximale et ensuite déclinent
nettement vers l'iléon distal (Paine et al., 19%&ag et al., 1999) En commun également
avec le CYP3A hépatique, le CYP3A entérique présemte variabilité interindividuelle
significative, avec des valeurs contenu/activitécHique (duodénum/jéjunum proximal) dans
la zone proximale chevauchantes avec celles du(Rame et al., 1997). Bien que la masse
totale de CYP3A dans l'intestin gréle soit estiméenviron 1% de celle du foie (Yang et al.,
2004), les études chez I'homme ont démontré que CP3A peut contribuer
significativement, et dans certains cas a partdegégavec le CYP3A hépatique, au
métabolisme de premier passage de plusieurs méeiitantex. ciclosporine, midazolam et
vérapamil) (Paine et al., 1996;von Richter et2001). Tous ces substrats sont absorbés par
voie transcellulaire. Par conséquent, le passagarapt obligatoire de molécules a travers les
entérocytes, couplé avec le ratio contenu/act@éCYP3A microsomal comparable a celui
du foie, peut étre plus important dans I'estimatihun métabolisme de premier passage
intestinal, que la prise en compte de la mass&tdtanzymes.

Cing membres constituent cette sous-famille : CYB3BYP3A4, CYP3A5 et CYP3A7 et
plus récemment identifié IEYP3A43 (Gellner et al., 2001&n ce qui a trait au CYP3A3, des
résultats suggerent que cette isoenzyme représaunttesimplement un variant allélique du
CYP3A4, en raison du degré d’homologie élevé (9@%)s leurs séquences avec seulement
11 acides aminés différents (Wilkinson, 1996). lseenzymes ayant un intérét particulier en
clinique, CYP3A4 et CYP3AD, présentent aussi unréemportant d’homologie dans leur
séquence nucléotidique (89%) (Smith et al., 199B)fin, le CYP3A7 est exprimé
majoritairement chez le feetus, le nouveau-né e$ tlaplacenta ou le tissu endométrial, puis
disparait dans les premiéres semaines de vie fitqudaCYP3A4 (Schuetz et al., 1993).

Le role relatif de l'activité CYP3A hépatique vessuntestinale dans la clairance des
médicaments aprés administration orale ou intraeia est difficile a évaluer, et une telle
estimation a été généralement basée sur les détromisin vitro des taux d’expression de
CYP3A ou des activités dans des microsomes intastimu hépatiques, ou encore par des
modeles de prédiction en incorporant les donnépsrawrentales obtenues vitro et/ouin
vivo. Chez les caucasiens, la concentration d’ARN nges§®ARNmM) du CYP3A4 est 24-fois
plus élevée dans le foie que dans lintestin g{&ech et al., 2002). Pour le CYP3A5
(*LA/*3A), un rapport similaire a été retrouvé. Toujourgzlies caucasiens, le contenu
microsomal de la protéine CYP3A dans le foie eitdstin gréle était de 70,4 (de 5,6 a 381)
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dans le foie et de 18,7 (de 0,5 a 34,1) pmol/mgrd&ines microsomales dans un homogénat
jéjunal (Lin et al., 2002). De plus, comparés aé@pdtocytes, les entérocytes représentent
également une tres faible quantité de tissu. Esémuence, le foie aurait un réle dominant
dans le métabolisme du premier passage des sgbdtraCYP3A4 (Lin et al., 1999). Les
corrélations entre le contenu microsomal hépatiggeCYP3A ou les résultats du test
respiratoire a I'érythromycine dit « erythromycimebth test [EBT] » (mesure de I'activité
hépatigue de CYP3A4 aprés administration intraweseed’érythromycine) et la clairance
systémique de plusieurs substrats de CYP3A, ontgpauite confirmé le rble important de
CYP3A hépatique dans le métabolisme. Cependarildeaelatif de CYP3A intestinal dans le
métabolisme de médicaments reste a déterrmngyo.

Les activités CYP3A hépatique et intestinale net gmas forcément corrélées et peuvent
méme étre inversement corrélées au plan indivi@sietski et al., 2003;Mouly et al., 2005). Il
y a une dizaine d’années, il a été proposé d’évahairectement le métabolisme intestinal en
analysant la corrélation entre les concentratidasnpatiques de médicament obtenues apres
administration orale d'un médicalement substrat @¢P3A et l'activité hépatique de
CYP3A4 estimée par EBT (Hall et al., 1999). Unermnorrélation entre le résultat de I'EBT
et I'exposition systémique au substrat testé ingligih que le site le plus important du
métabolisme d’un substrat est le foie et pas Ktite Une mauvaise corrélation, en revanche,
pourrait indiquer un rdle pour le CYP3A intestimns le métabolisme. Une minutieuse et
éclairante étude basée sur cette approche chemliggaires a montré que la félodipine peut
subir un métabolisme substantiel dans les enté@sdurant I'absorption (Lown et al., 1997).
L’administration orale de jus de pamplemousse, nimbiteur de CYP3A, a augmenté
significativement la biodisponibilité orale de Eddipine (augmentation de 3,1-fois de I'aire
sous la courbe des concentrations plasmatiquesnetidn du temps [AUC] et de 4,3-fois de
la concentration maximale plasmatique,jd) et causé une diminution concomitante de
l'activité CYP3A4 dans les entérocytes. Comme éarahce intraveineuse (estimée par EBT)
n'a pas été altérée par la coadministration dudgipamplemousse, il a été déduit que la
disponibilité orale élevée de la félodipine n’efadis le résultat de la diminution de I'activité
hépatique de CYP3A mais celui de I'inhibition de E3A4 intestinale. Apparemment, le jus
de pamplemousse inhibe principalement le CYP3Aiagan intestinal mais pas dans le foie.
Ces constatations suggéraient donc que le CYP3astinal contribue d'une maniere
importante au métabolisme de premier passage félipine. L'importance relative du foie

et de l'intestin dans le métabolisme de premiespgs a été également explorée avec la
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ciclosporine (CsA) et le midazolam chez des pai¢rinsplantés hépatiques durant la phase
anhépatique de leur opération (Kolars et al., 1P&8ibe et al., 1996). Le métabolisme de
premier passage intestinal de ces deux médicandémitsconsidérable. Environ 43% de la
dose de midazolam administrée duodénalement oeintate sang portal sous forme du
principal métabolite hydroxylé (Paine et al., 199Burieusement, toutefois, sur la base des
guantités totales calculées de CYP3A dans l'imegtéle ou le foie humains et des;Hu
midazolam mesurées dans les microsomes hépatifuetesinaux, la capacité totale de la
CLint de I'intestin gréle entier a été estimée a seutrh@l% de celle du foie humain moyen.
Cela indique une vaste divergence apparente awecelultats obtenus vivo chez les
patients anhépatiques décrits antérieurement. @apén les anomalies techniques en
mesurant spécifiquement le contenu protéique etiVigé de CYP3A intestinal ne peuvent
étre exclues. Ces résultats illustrent la diffiéutte réaliser une évaluation appropriée du
meétabolisme hépatique ou intestinal en se basaninguextrapolation des donnéesitro. I

est probable que des facteurs non pris en compie léa études microsomales, comme la
circulation sanguine hépatique et intestinale, prstéines plasmatiques fixatrices de
médicaments, les interactions entre la capture édicament, les systemes d'efflux et de
meétabolisme et le positionnement relatif du CYP3a&ngl 'organisme, ont un rdle tres
important dans la contribution relative au métabok du premier passage.

En conclusion, les études susmentionnées et dsardatisées comme par exemple sur la CsA
par Wu et col. (Wu et al., 1995) fournissent diesrsndications que le CYP3A puisse
contribuer substantiellement au métabolisme inmtaktde premier passage d'un panel de

médicaments.

1.1.3. Contribution des polymorphismes des
CYP3A a la variabilité pharmacocinétique

inter-individuelle des immunosuppresseurs

La majorité des médicaments immunosuppresseurspfdentent un index thérapeutique
étroit et une large variabilité interindividuellee deurs profiles pharmacocinétique et
pharmacodynamique. Toute sous-immunosuppressiatasigpagne du risque de perte de
greffon, ou toute sur-immunosuppression de celdffefs indésirables ou de toxicité.

L’optimisation du régime immunosuppresseur esté&emament importante, puisque un échec
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d’individualisation convenable d'un tel régime peperturber la balance entre la
sur-immunosuppression et le rejet (Burckart et &006). Le suivi thérapeutique
pharmacologique de plusieurs IS est utilisé afircoetribuer efficacement a I'amélioration
du rapport bénéfice/risque.

La pharmacogénétique (PG) étudie l'influence desatians génétiques sur le devenir et/ou
la réponse aux médicaments en recherchant lesoredagntre I'expression du géne ou ses
mutations ponctuelles (ou single nucleotide polyph@ms, SNPs) avec leur efficacité ou
leur toxicité. En effet, certains variants allekkgude géenes codant pour des enzymes du
meétabolisme, des transporteurs ou des protéinessditiervenant dans le devenir et les effets
des médicaments dans l'organisme, peuvent, au npargellement, étre responsables de
certaines variabilités pharmacocinétiques ou pheoahmnamiques observées pour les IS chez
les sujets transplantés (Cattaneo et al., 200&arMdwette derniere décennie, la connaissance
de la PG des IS en transplantation d’organes acaveonsidérablement et porte la promesse
d’'une médecine personnalisée.

Chez I'homme, les CYP3A contribuent au métaboligtrela plupart des IS, tels que les
inhibiteurs de la calcineurine (la ciclosporineleetacrolimus) et le sirolimus (Kuehl et al.,
2001). Dans la sous-famille des CYP3A, CYP3A4 etPGX5 sont les isoformes les plus
importantes et les plus abondantes, avec une hgmolte séquence en acides aminés
d’environ 85% et un large chevauchement de subsi@arski et al., 1994). Le CYP3A4 est
principalement localisé dans le foie, le jéjunuengcdlon et le pancréas, tandis que le CYP3A5
est plus fréquemment présent dans lintestin getl¢’estomac. Néanmoins, le CYP3A5
représenterait au moins 50% du contenu CYP3A hgfymatichez les sujets exprimant
CYP3A5 (Kuehl et al., 2001).

Les difféerences interindividuelles de CYP3A4 et GAB contribuent largement aux
variations de biodisponibilité orale et de claimrgystémique des IS. Comparés aux autres
CYP, les génes codant pour les CYP3A4 et 3A5 dativement peu de polymorphismes et
leurs effets fonctionnels sur la pharmacocinétides IS en transplantation d’organes ont été
largement étudiés.

Lamba et col. ont montré que les taux de CYP3A dezdonneurs humains peuvent varier
d’environ 40-fois dans le foie, comme dans l'integgréle (Lamba et al., 2002). De plus,
lactivité et I'expression de CYP3A peuvent étratément influencées par de nombreux
médicaments et composés alimentaires, qui peuwentngiber I'activité enzymatique soit

induire I'expression du géne (Mandlekar et al., ®00Les polymorphismes génétiques
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peuvent de plus affecter I'expression des enzym¥éB83a. Le polymorphisme du CYP3A5
est I'un des plus étudié. Kuehl et col. ont morgue les porteurs de l'allelEeYP3A5*1
expriment la protéine CYP3AS5 tandis que les indigithtomozygotes pour l'alleleYP3A5*3

ne l'expriment pas (Kuehl et al., 2001). Par consé&t, la biodisponibilité orale et la
clairance systémique des substrats de CYP3A peavent des variations interindividuelles
liées a ce polymorphisme, avec parfois des conséggdmportantes quant a I'efficacité et la
toxicité du médicament.

Le CYP3A est, ainsi, un des plus importants fagtelans la variabilité de I'exposition au
médicament et constitue un agent important dansitesactions médicament-médicament et

médicament-alimentation.

1.1.3.1. Polymorphisme du CYP3A4 et

pharmacocinétique des immunosuppresseurs

Le CYP3A4 présente une grande variabilité interittlielle d’activité enzymatique. Koch et
col. ont analysé des extraits hépatiques et intsti et montré que 'ARNm de CYP3A4
constitue le transcrit CYP3A le plus abondant (Ketlal., 2002). En moyenne, 95% du pool
d’ARNm total étudié était constitué par le CYP3&4ng SNPs dans le promoteur et 19 SNPs
dans la région codante ont été décrit sur le g@uard pour cette isoforme. En dépit de
'expansion de la connaissance a propos des musatio gen€YP3A4 I'impact des variants
alléliques sur l'activité enzymatique reste mal monprobablement a cause de la fréquence
extrémement faible de ces variant. C¥P3A4*1B(A-392G) situé dans le promoteur est un
des polymorphismes les plus fréquents. Ce polynismpd est présent dans 3,6 a 9,6% de la
population caucasienne, 53 a 67% de la populafricame ou afro-américaine et absent dans
la population asiatique (Ozawa et al., 2004;Sa#d. e2000;van Schaik et al., 2000).

Le SNP CYP3A4*1Ba donc été largement étudié et il a été spécuk lguvariation
interindividuelle d’activité CYP3A puisse étre #itrée a I'expression polymorphique de cet

enzyme.

Ciclosporine et tacrolimus
Les résultats de plusieurs études ont montré umadétmpharmacologique non significatif du
polymorphismeCYP3A4*1Bsur la pharmacocinétique de la ciclosporine (C8An Ahsen

et col. n'ont trouvé aucun effet significatif de 8&IP sur les doses de CsA nécessaires a
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maintenir les concentrations minimales chez 124eptt caucasiens transplantés rénaux
stables (Von Ahsen et al.,, 2001). Une autre étudmém récemment chez des patients
transplantés rénaux en Inde a montré quEY&®3A4*1Bn’avait aucune influence sur les
pharmacocinétiques de la CsA et du tacrolimus (Sietgal., 2009). Plusieurs autres études
(Garcia-Martin et al., 2002;Rivory et al., 2000)t grermis de conclure que le génotype
variant CYP3A4*1Bn’aurait pas d’association avec la clairance d€d4A chez les patients
transplantés. En revanche, une étude menée chepati@Bts chinois transplantés rénaux a
démontré que les porteurs du genot@EP3A4*1/*1ont une concentration minimale ajustée
sur la dose (CO/dose) plus élevée que ceux porteuggnotypeCYP3A4*18B/*18B(Qiu et

al., 2008).

Certaines études ont, néanmoins, montré un effgifsatif du CYP3A4*1B sur la
pharmacocinétique des immunosuppresseurs. Une ériddesselink et col.,, menée chez
patients transplantés rénaux, a montré des comatenis résiduelles standardisées par la dose
(CO/dose) de tacrolimus significativement plus liesbchez les porteurs d’au moins un alléle
CYP3A4*1Bque chez sujets homozygotes pour le génotype gau¥esselink et al., 2003).
Par ailleurs, I'effet duCYP3A4*1Bpourrait étre influencé par le déséquilibre destia
existant entreCYP3A4*1Bet CYP3A5*3(Floyd et al., 2003;Kuehl et al., 2001). Kuypers et
col. ont observé que les AYey standardisées par la dose étaient plus faiblez e
patients transplantés rénaux avec le génoGpe3A4*1BCYP3A5*1que chez les porteurs
du génotypeCYP3A4*1ACYP3A5*1 mais cette difféerence n’était pas statistiguement
significative (Kuypers et al., 2007).

1.1.3.2. Polymorphisme du CYP3A5 et

pharmacocinétique des immunosuppresseurs

Les polymorphismes génétiques G¥ P3A5sont associés a des effets pharmacocinétiques
plus significatifs sur les médicaments IS que cdaxCYP3A4 A ce jour, plusieurs variants
alléliques ont été identifies (d0YP3A5*2au CYP3A5*) par séquencage (Hustert et al.,
2001;Jounaidi et al., 1996). KeYP3A5*3semble étre le polymorphisme fonctionnel le plus
important dans le gen@YP3A5 Il correspond au variant A6986G situé dans lantB. Il a

été admis que seuls les individus porteurs d’aunsan alleleCYP3A5*1(A a la position
6986) produisent des taux élevés d’ARNm et exprimianprotéine CYP3A5 en quantité
significative (Kuehl et al., 2001). L'alleleYP3A5*3(G en position 6986) est associé a une
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variabilité de séquence dans l'intron 3 en créansite d’épissage anormal et code pour un
ARNmM tronqué avec un codon stop prématuré. CheguetsCYP3A5*3/*3 I'expression de
CYP3A5 représentait seulement 4,2% et 2,7% des @YPR8&patiques et jéjunaux,
respectivement. Chez certains patients, la coexistedes autres variants alléliques
CYP3A5*2 CYP3A5*6et CYP3A5*7avec l'alleleCYP3A5*1peut empécher I'expression de
CYP3AS5 (Hustert et al., 2001). La fréquence alléigluCYP3A5*3varie entre 50% chez les
Afro-américains et 90% chez les Caucasiens (Larhlah,e2002). Les populations japonaise
et chinoise expriment approximativement trois foiss frequemment CYP3A5 que les sujets
caucasiens (Hiratsuka et al., 2002;Kuehl et aD,120

Tacrolimus

Parmi les transplantés cardiaques pédiatriquesletgmaires adultes, les porteurs de l'allele
CYP3A5*1 requierent une dose plus importante de tacrolifkggjour) que les patients
homozygote<CYP3A5*3afin d’atteindre des taux résiduels adéquats cteltenus (Zheng et
al., 2003;Zheng et al., 2004). Le méme résultajadednent été constaté chez les transplantés
rénaux (Thervet et al., 2003;Zhang et al., 2008)s Pécemment, il a été démontré que les
expresseurs de CYP3AS5 présentent des CO/dose dintacs significativement plus faibles
et des épisodes de rejet plus fréquents (Singh, &009). De plus, MacPhee et col. (2002 et
2005) ont étudié les SNPs du pseudogéeN®3AP1(G-44A), qui est lié alCYP3A5*3et
associé a I'expression du CYP3ADS. lIs ont trouveé tidentification du génotyp€YP3A5*3
pourrait étre utilisée pour prédire la dose dediaous et serait plus importante que la
détermination du génotygeYP3AP1(Macphee et al., 2002;Macphee et al., 2005). Ds, p&
présence d’au moins un allélYP3A5*1est associée a la survenue plus précoce d’épisodes
de rejet post-greffe en raison de concentratioadéquates dans le contexte d’un traitement
initial sans induction biologique (Macphee et &004). Plusieurs études ont clairement
démontré que les patients porteurs de I'al@¥P3A5*1requiérent une dose plus importante
de tacrolimus afin d’atteindre les mémes conceptratsanguines que les sujets porteurs du
génotype CYP3A5*3/*3 (Haufroid et al., 2004;Hesselink et al., 2003;%ingt al., 2009;
Thervet et al., 2003). De plus, il a été démontré fnfluence du génotype du donneur est
également trés importante (Uesugi et al., 2006$. patients recevant un foie d’un donneur
porteur du génotyp€YP3A5*1/*1ont tendance a avoir des C0/dose plus faiblesqeliérent
des doses supérieures de tacrolimus par rapporpatients transplantés de foie porteur du
génotypeCYP3A5*3/*3(Elens et al., 2007; Goto et al., 2004;Yu et &0&).
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Ciclosporine

La CsA est métabolisée par le systeme CYP3A, eégaement un inhibiteur potentiel des
enzymes CYP3A. Une grande variabilité inter- etahdividuelle a été observée dans
I'exposition de patients greffés recevant la Cs&ahmoins, peu d’études ont montré le role
des polymorphismes des CYP3A sur cette varialiftdglicheau et al., 2004 ;Fredericks et
al., 2007;Haufroid et al., 2004;Qiu et al., 2008ghi et al., 2009). Hesselink et col. n'ont
trouvé aucune association entre le polymorphismmettggue duCYP3Abet les CO/dose de
CsA (Hesselink et al., 2003). De facon inattendia®s une étude la clairance orale de la CsA
était significativement faible chez les expressal@#<CYP3A5 que chez les non expresseurs
(Yates et al., 2003). Les auteurs ont admis quésidtat pouvait étre un artéfact attribuable a
la relation dans la population étudiée entre ldgmorphismesCYP3A5et ABCB1 puisque
tous les non-expresseurs de CYP3AS5 étaient austgyps de l'allele mut&435Tdu géne
ABCBI1(cf. paragraphe 1.3.3.2). Cependant, une étudéengsr Haufroid et col., a démontré
chez des patients transplantés rénaux caucasiengegconcentrations sanguines de CsA
rapportées a la dose étaient cohérentes avectlg sigresseur/non expresseur (Haufroid et
al.,, 2004). Une autre étude menée chez 16 volestasains a montré une différence
significative des valeurs d’AUC et de clairancerer¢s individusCYP3A5*1/*1(n=6) et les
individus CYP3A5*3/*3(n=6) (Min et al., 2004).

Sirolimus

Le sirolimus est un autre immunosuppresseur utdisétransplantation d’organes afin de
prévenir le rejet d'allogreffe, avec une grandeialilité inter- et intra-individuelle de ses
parametres pharmacocinétiques. Le sirolimus étgalesment substrat de CYP3A, les effets
des polymorphismes de CYP3A sur la pharmacocinétitpuce médicament ont été examinés
et des résultats contradictoires ont été rappoiéss une étude rétrospective, Anglicheau et
col. ont initialement rapporté que les patientsqas de l'alleleCYP3A5*1et ayant regu le
sirolimus comme premiere thérapie, nécessitaiestddses plus élevées afin d’atteindre les
concentrations cibles (Anglicheau et al., 2005)nfliience duCYP3A5*1/*3fut, par la suite,
confirmée par une étude prospective menée dans nooité (Le Meur et al.,, 2006). Par
modélisation Bayésienne, Djebli et col. ont démdnin effet significatif du polymorphisme
CYP3A5*1/*3sur la clairance orale du sirolimus (Djebli et 2006). Cependant, d’autres
études n’ont trouvé aucune association génotypagipge significative, peut-étre du fait de

lintervention de médicaments associés. Par exemyietraitement simultané avec la CsA
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pourrait masquer les effets du polymorphis@€P3A5sur le métabolisme du sirolimus
(Anglicheau et al., 2005). En effet, la CsA pouredténuer I'effet de ce polymorphisme par
inhibition compétitive du métabolisme du sirolimpar le CYP3A5, bien qu'une étude

vitro montre des résultats en opposition avec cettethgpe (Picard et al., 2007).

1.2. Les enzymes de phase 11

La phase Il du métabolisme comprend les réacti@ensahjugaison, définies par la liaison
covalente d’une molécule endogéne (polaire) a wumament fonctionnel d’'une molécule
substrat (hydrophobe). Bien que le substrat contema groupement fonctionnel approprié
puisse directement subir la phase Il du métabolisiameconjugaison se produit souvent
consécutivement a une réaction de phase |, duagpnielle le groupement fonctionnel est
ajouté au substrat. Parmi les enzymes responsdbBkegéactions de phase I, notons les
sulfotransférases, les N-acétyltransférases, legathion-S-transférases, les catéchol-O-
meéthyltransférases et surtout les enzymes uridpteodphate glucuro-transférases (UGT) qui

font I'objet de la suite de ce présent chapitre.

1.2.1. La réaction de glucuroconjugaison

La glucuroconjugaison représente la plus importataction de biotransformation de

phase Il. Elle est catalysée par deux familleszyares UGT, incluant chacune au moins huit
enzymes qui sont régulées de maniére spécifiquensdd tissu (Mackenzie et

al., 2005;Miners et al.,, 2004). Les UGT sont impées dans la détoxification des
endobiotiques (ex. bilirubine, thyroxine, stérojdet des xénobiotiques (tels que les
composés phytochimiques, les hydrocarbures poligpyes carcinogenes et une variété de
médicaments de toutes les classes thérapeutiduesenzymes UGT représentent ainsi un
systeme de défense extrémement réactif contre tag@énicité des carcinogénes chimiques
environnementaux et la toxicité des intermédiairastaboliques de xénobiotiques et
endobiotiques (Kiang et al., 2005;Lepine et al.040 La réaction de glucuroconugaison
implique deux molécules, soit la molécule-cible sttdtt, également appelée aglycone, et le
co-substrat spécifique I'acide uridine diphosphgitecuronique (UDP-GIcA). Au cours de

cette réaction, le groupement glucuronide est téa@sau composé aglycone sur I'un de ses
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sites fonctionnels, impliquant le plus souvent tonee d’oxygene, d’azote ou de soufre. Ce
transfert augmente sensiblement la polarité dutgthst par conséquent son hydrophilie, ce
qui favoriserait son excrétion par la bile et lhei (Guillemette et al.,, 2003;Tukey and
Strassburg, 2000). Cette réaction provoque égaleorencombrement stérique diminuant
d'autant laffinité de la plupart des composés ghaconjugués pour leur récepteur
spécifigue, comme par exemple le cas de [Iestraflimluroconjugué (Belanger et

al., 1998;Moffat et al., 2001).

1.2.2. Nomenclature et classification des

UDP-glucuronosyltransférase2

Depuis 30 ans, la nomenclature des UGT a évoldération de la découverte successive de
plusieurs isoformes ainsi que de la résolution Ifgdeade I'organisation génomique des
régions codantes pour cette superfamille d’enzym@siomenclature actuelle regroupe sous
le terme « UGT » non seulement leDRJucuronosyl-Tansférases (responsables du
transfert d'un acide glucuronique sur une molébpégphile), mais aussi tous les membres de
la superfamille des_DP-Qycosyl-Transférases (responsables du transfert d'un sucre
qguelconque sur une molécule lipophile).

A ce jour, une vingtaine d’'UGT a été identifiée zH#omme, qui sont distribuées en 4
familles distinctes (UGT1-3 et UGT8) et 5 sous-fitesi(UGT1A, UGT2A, UGT2B, UGT3A

et UGT8A) sur la base de divergences au coursédellition et d’homologies (Mackenzie et
al., 2005). Le comité international de nomenclatompile et met a jour la nomenclature des
membres de la superfamille des UGT, qui est addessisur site:
http://www.pharmacogenomics.pha.ulaval.ca/sgc/uigies/.

Les deux sous-familles UGT1A et UGT2B sont tremnlsaractérisées dans la littérature et
ont fait l'objet d’études exhaustives: elles jouedes rbles cruciaux dans la
glucuroconjugaison d’une variété de composés emzget exogenes.

La famille UGT3 contient deux membres dits UGT3ABA2 (Mackenzie et al., 2005). Ces
deux enzymes présentent 78% d’homologie de séquiaiesant supposer que 'UGT3A2 est
une N-aceétylglucosaminyltransférase comme 'UGT3Mackenzie et al., 2008). Cependant,
le sucre transféré par UGT3A2 est présentemennimgotout comme le sont son activité

spécifique, ses substrats, sa localisation subbaigtiet sa distribution.
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UGTB8AL, le seul représentant de la famille UGT8alyge le transfert du galactose sur une
céramide, étape-clé de la biosynthése de galaétmmaide sur la gaine de myéline des
neurones : de cette fonction fut d’ailleurs tiré smm complet, soit UDP-galactose céramide
galactosyltransférase (Bosio et al., 1996).

Les prochains chapitres portent spécialement sudéix familles les mieux caractérisées
UGT1A et UGT2B. Lacronyme «UGT» renverra donc -apres a

« UDP-glucuronosyltransférase ».

1.2.3. Localisation et structure des

UDP-glucuronosyltransférases

Les UGT représentent une superfamille de glycopresétransmembranaires liées au RE de
la cellule. Une UGT mature est composée d’envirdd &cides aminés (50 et 57 kDa). Elle
est classée comme protéine transmembranaire deeRtgpd | avec un domaine luminal
constitué d’environ 95% du polypeptide et un doreaigtoplasmique d’environ 20 résidus
seulement. La figure 2 représente schématiqueraesttucture des UGT humaines. La région
amino-terminale (N-terminale ; 286 acides aminés)adprotéine contient un peptide signal
permettant I'intégration de la chaine polypeptidiqians le RE (Ouzzine et al., 1999). Cette
petite séquence est clivée apres l'insertion dagas partie de la protéine active. La région
suivant la séquence signal constitue le domainkad®n au substrat et confere a 'UGT la
spécificité de son activité catalytique. Un domatrensmembranaire de 20 a 30 acides
aminés responsable de la rétention a la membrafREdest situé en position 3’ de la chaine.
Cette région non-clivée fait protubérance du cogopiasmique et serait probablement
egalement impliquée dans des interactions aveprsines cytosoliques, ceci dans le but de
maintenir l'activité enzymatique des UGT (Jacksarale, 1990). La région carboxylique
terminale (C-terminale ; 245 acides aminés) eshigaalle responsable de la reconnaissance
du co-substrat. La structure de la réegion C-terfeied sa séquence en acides aminées sont
tres conservées dans la superfamille des UGT hasahchez les autres especes (Miley et
al., 2007).

'Galactocérébroside = type de sphingolipide de la bnare myéline.
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Les UGT peuvent exister sous forme monomeérique régaement sont capables d’une

homo- et d’'une hétéro-dimérisation (Ghosh et &8l0120perana et al., 2007).

A,
Région N-terminale Dormaing
COnServEes transmernbranaire
NH;'— - oo
SEQuence Cornaine de Dornaine de fixation Signal de

sizrial fixation du substrat du co-substrat retention au RE

!

—coo

::: MM MMembrane du RE
e
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Figure 2: Structure putative d'une protéine UGT. (A) Structure primaire des domaine
fonctionnels d'une UGT. (B) Représentation dedl structure d’'une UGT emboitée dans la membrar

du réticulum endoplasmique.

1.2.3.1. Gene et structure de I'UGT1A

Le locus multigéniqué&JGT1Ahumain est physiquement localisé sur le chromos2g3d et

fait environ 198 kb (Ritter et al., 1992). Ce géres complexe composé de 17 exons code
pour 9 membres de la famille UGT1A (Figure 3). Hiete la structure du genéGT1A est
constituée d’'une série de 13 exons « 1 » uniques’ elu gene et de 4 exons communs a
toutes les UGT1A (exons 2 a 5) en 3. Chaque UGTdrctionnelle est le produit de la
transcription et de I'épissage de seulement untrdéze exons « 1 », toujours regroupé a la
cassette des exons 2 a 5 communs, amenant a uoe @germinale identique pour toutes les
isoformes (Gong et al., 2001;0wens et al., 200BadDe transcrit est ainsi composé de cing

exons, le premier (exon 1) étant propre a chagaforime et codant principalement le
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domaine de liaison au substrat, alors que les esamsnuns 2 a 5 codent pour le domaine de
liaison de 'UDP-GIcA.

Les neufs membres de 'UGT1A détectés chez I'hnorsore : UGT1AL (Ritter et al., 1992),
UGT1A3 (Mojarrabi et al., 1996), UGT1A4 (Ritterat, 1992), UGT1A5 (Finel et al., 2005),
UGT1A6 (Harding et al., 1988), UGT1A7 (Strassbutgle, 1997), UGT1A8 (Strassburg et
al., 1998), UGT1A9 (Wooster et al., 1991) et UGTDAStrassburg et al., 1997).

Il a été établi récemment que le promoteur du g&M&T1A5 est peu fonctionnel
(Gardner-Stephen et al., 2007), en corrélation avec son expression extrémement variable
et faible dans le foie et le tractus digestif (FFiee al., 2005;Strassburg et al., 1997). De
multiples alignements de séquences de I'exon 1noontré une homologie de séquence
variant de 86 a 92% entre 'UGT1AS3, 1A4, et 1AXet75 a 91% entre 'UGT1A8, 1A9 et
1A10 (Gong et al., 2001;Green et al., 1998).
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Figure 3: Représentation graphique du locus UGT1A. Seul umexon 1 variable est joint au

4 exons communs 2-5 lors de la transcription.

1.2.3.2. Gene et structure de I'UGT2A et 2B

Les genesUGT2A et UGT2B sont regroupés en cluster et localisés sur le nohsome
4g13-g21.1, codant pour trois et sept protéinestionnelles, respectivement (Figure 4).
Similairement aux protéines UGT1A, les enzymes UG&II'2t UGT2A2 sont produites par
un épissage différentiel d’exons 1 et de 5 exomsnsons (exons 2 a 6). Cependant, UGT2A3
et chacune des UGT2B sont codées par des geneglirals. La famille UGT2A partage au
moins 60% d’homologie de séquence avec les UGT2AR &ssure la glucuronidation
principalement dans I'épithélium olfactif (Jedlity et al., 1999). Par conséquence, la

fonction biologique principale proposée a la faeilUGT2A est [linitiation et/ou la
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terminaison du signal odorant. Il est importantndéer qu’elle n’a sans doute pas que cette
fonction et a ce jour, I'importance clinique denlayme UGT2A reste a élucider.

La sous-famille UGT2B quant a elle compte 7 prasifonctionnelles chez 'homme, soit
UGT2B4 (Jin et al., 1993), UGT2B7 (Ritter et al99D), UGT2B10 (Jin et al., 1993),
UGT2B11 (Beaulieu et al., 1998), UGT2B15 (Turgetmale 2000), UGT2B17 (Beaulieu et
al., 1996) et UGT2B28 (Levesque et al., 2001). Routes les isoformes, la taille des exons
est conservée, tandis que celle des introns varfagbn importante.

Comme pour les UGT1A, les membres de la famille BBTpartagent un haut degré
d’homologie de la région C-terminale de la protéomrespondant au domaine de fixation du
co-substrat (codé par les exons 2 a 6), et un impbdegré de divergence en N-terminale,

correspondant au domaine de reconnaissance duaufosdé par I'exon 1).
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Figure 4 : Représentation graphique duocus UGT2 (4q13) et des genes le composdr. taille

des introns est variabletandis que celle des exons est conservée a travierfocus.

1.2.4. Distribution tissulaire

L'expression des UGT est régulée par diverses aobss chimiques et hormonales,
activatrices des récepteurs nucléaires qui régulsstte expression (Barbier et al.,
2003;Shelby et al., 2006). Par conséquent, les mesdte cette superfamille d’enzymes ne
sont pas exprimes constitutivement dans tousdesdi

Les principales UGT participant au systeme de dfitation hépatique sont: 1A1l, 1A3,
1A4, 1A6, 1A9, 2B4, 2B7, 2B10 et 2B15 (Strassburgle 1997;Tukey et al., 2000;0hno et
al., 2009). Les ARNm de 'UGT2B17 (Nakamura et aD08) et 'UGT2B28 (Ohno et al.,

2009) ont également été détectés au niveau hépatiqgien que l'organe de
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glucuroconjugaison ayant recu le plus d’attentiom Ie foie, les recherches focalisées sur les
UGT du tractus digestif ont montré leur importari€a.raison de leur localisation, les UGT
intestinales contribuent significativement au métame de premier passage des substrats
apres administration orale, et peuvent limiter pesition systémique des substrats subissant
une recirculation entérohépatique (Soars et a20

Il n'a pas été noté de différences significativedree les concentrations protéiques de la
famille UGT1A ont été observées entre tissus h@patiet intestinal, qui présentent des
activités catalytiques (conjugaison et détoxifieajiidentiques pour de nombreux substrats,
incluant les carcinogéenes, les amines tertiairdesestéroides (Gregory et al., 2004 ;Mizuma
et al., 2009;Soars et al., 2002). Les UGT 1A7, BA&A10 sont exprimées exclusivement
dans le tractus digestif. De plus, I'expressiondiéiérentes isoformes varie substantiellement
de la zone proximale a la partie distale du tulgestif. LUGT1A7, par exemple, est présente
seulement dans I'eesophage et I'estomac (Tukey a&radsburg, 2000). L'UGT1A8 serait
présente principalement au niveau du colon aloessgm expression dans l'intestin gréle reste
controversée (Ohno et al., 2009;Strassburg et1808). L'UGT1A10 quant a elle, est
détectable tout au long du tube digestif (Ohnd.e2809).

Les ARNm des UGT 1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 2B4, 2B7, 2B&0 2B15 ont également été
détectés dans l'intestin gréle (Tukey and Straggb2000). Le cblon humain, quant a lui,
contient les UGT suivantes : 1A1, 1A3, 1A4, 1A691& 2B7.

Il a été admis également que plusieurs tissus e le foie et le tractus digestif sont
extrémement impliqués dans la glucuroconjugais@s@ht généralement ceux responsables
de l'absorption et/ou de I'excrétion de composéss (ue médicaments) auxquels ils sont
exposés. Fisher et col., en se basant sur I'agtilétla glucuroconjugaison de la morphine en
position 3, ont suggéré que les concentrations TR2EY dans le rein humain approchaient
ceux du foie humain (Fisher et al., 2001). De ples,transcrits de 'UGT2B sont exprimés
abondamment dans les tissus sensibles aux stérBigesxemple, les ARNm des UGT 2B10
(Turgeon et al., 2001), 2B11 (Beaulieu et al., 292815 (Levesque et al., 1997), et 2B17
(Beaulieu et al., 1998) ont été détectés dansdstqie, alors que les ARNm des UGT 2B11
(Turgeon et al., 2001) et 2B28 (Levesque et alD12@ont présents dans le tissu mammaire.
Comme dit préecédemment, TUGT2AL1 est principalemexjirimée dans I'épithélium nasal
(Jedlitschky et al., 1999). Parmi les autres tiggu$a glucuroconjugaison pourrait avoir lieu,
on note le cerveau (King et al., 1999) et le plézéGollier et al., 2004).
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1.2.5. Variabilité géneétique des UGT et

implication pharmacologique

Durant cette derniére décennie, plus de cent SNIPs d& promoteur et les séquences
codantes du gent)lGT1A ont été identifiés et caractérisés. Parmi ces SNRsieurs
présentent des fréquences alléliques individueallist jusqu’a 40-50% dans la population
générale (Ehmer et al., 2004;Maitland et al., 20D&s études ont démontré que ces variants
de UGT1A se produisent simultanément et sont eeqidigbre de liaison (Ehmer et al.,
2004;Kohle et al.,, 2003), et que les haplotypes legroupant influencent la
glucuroconjugaison par expression de protéinestifamtellement altérées (Ehmer et al.,
2004;Guillemette et al., 2000), par modulation aeégulation transcriptionnelle (Erichsen et
al., 2008;Lankisch et al., 2005), ou les deux. Bisan de ce potentiel a influencer le
métabolisme de médicaments et donc d’intervenis deurs effets secondaires, une attention
considérable a été portée a leur étude pharmacogémé (Nagar and Remmel,
2006;Strassburg et al., 2008).

Dans cette sous-sectiamn réesuméde la littérature portant sur les différents polyptosmes

fonctionnels des principal&$GT etleurs effetsn vitro etin vivo sera présenté.

1.2.5.1. Le géne UGT1A1

UGT1Al est la seule enzyme physiologique capablefatmer les glucuroconjugués
hydrophiles de la bilirubine (Bosma et al., 1994)i subissent pas la suite une élimination
rénale ou biliaire. Plusieurs autres composés anrtexyet exogenes sont métabolisés par cette
isoforme, tels que l'estradiol et son principal abgtlite 2-hydroxy-estrone et de nombreux
médicaments tels que le gemfibroz{Dgilvie et al., 2006), le métabolite de I'irinohn
(Ando et al., 1998), les antirétroviraux (Lankisehal., 2006), certains anti-inflammatoires
non stéroidiens [AINS] (kétoprofene et ibuprofefi€dehl et al., 2005) et la buprénorphine
(King et al., 1996). De plus, des xénobiotiquesagahes, comme les benajgyrénes, sont
glucuroconjugueés et détoxifies par TUGT1AL (Fangle 2004). Des altérations de I'activité
UGT1AL1 sont donc capables de moduler le métaboletniiexposition de médicaments et de
composés canceérigenes. En effet, le nombre de mmrigénétiques de UGT1Al est

'Gemfibrozil = médicament de la classe des fibrapgescrit dans le traitement de I'hypercholeséémiz.
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d’environ 113, et ils induisent différents degré® dariabilité fonctionnelle. Le
polymorphisme le mieux étudié estUGT1A1*28 une variation commune dans la boite
TATA, 53 paires de bases en amant du codon AT@. été démontré que cette région
hypervariable pouvait contenir 5, 5ou 8 répétitions du dinucléotide «TA», 6 étanfolane

la plus répandue et constituant l'allele de réf&e(Hall et al., 1999). WGT1A1*28
correspond a une seule insertion TA, amenant aitsiséquence A(TAJAA au lieu de la
séquence prédominante A(TAAA. Ceci est associé a une réduction du niveau de
transcription de WGT1Al d’environ 70%, phénomenecausé par une diminution de la
capacité dattachement du facteur de transcriptmnmé « TATA-binding protein » (Hsieh
et al., 2007). La présence de cette variation Brdrdonc une diminution concomitante des
niveaux du transcrit et de la protéine UGT1A1 (@lret al., 2006). La fréquence du génotype
homozygote mutéUGT1A1*28/*28 est de 23% chez les sujets afro-américains (Beatl
al., 1998), 16% chez les européens (Bosma et35)112% chez les indiens (Balram et al.,
2002), et 8% chez les égyptiens (Kohle et al., 20GBez les japonais et les chinois, les
fréquences sont faibles (Ando et al., 1998;Balraal.e2002).

Le variantUGT1A1*36 ayant la séquence A(TAJAA conduit a une augmentation de la
transcription de IUGT1Al Le variantUGT1A1*37 avec la séquence A(TA)AA, induit
guant a lui une réduction de la transcription ¢tassocié a la maladie de Crigler-Najjar de
type 1l (Beutler et al., 1998). Ces constatationggerent une association inverse de la
transcription avec le nombre des répétitions duaévotide TA. Les variabilités de fréquence
de 'UGT1A1*28 dans les populations distinctes géographiquementiaes I'évolution
suggerent la présence d’'une diversité ethniquel €taenforcé par la découvertdez les
asiatiques souffrant du syndrome de Gilbettautres variantsdans I'exon 1 tels que
UGT1A1*6(Gly71Arg ; rs4148323 ; fréquence : 13-2B0bakeuchi et al., 2004)JGT1A1*7
(Tyr486Asp ; fréquence : 3%) (Aono et al., 199313 T1A1*27 (Pro229GIn ; rs35350960 ;
fréquence <1%) (Aono et al., 1995), @6T1A1*62 (Phe83Leu ; rs56059937 ; fréquence :
1%), tous variants non identifiés chez les cauoasimu les africains (Udomuksorn et al.,
2007). L’homozygotie pour l'alleledGT1A1*7(souvent associé a ’'homozygotie pour l'alléle
UGT1A1*g a été identifiee chez les sujets asiatiques B/sgndrome de€rigler-Najjar de
type Il (Akaba et al., 1998).

Variants de 'UGT1AL1 associés au syndrome de Githarsusceptibilité au cancer

L'UGT1Al1 est capable de métaboliser des composésentaires carcinogenes et des

polluants environnementaux, comme les HAP (Farg).e2004). Une hypothése a été émise
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au sujet de la réduction de la glucuroconjugaisansdles tissus porteurs des variants
UGT1A1*28 qui pourrait provoquer le développement de maekdassociées aux
carcinogenes, tels une transformation néoplasique.

Dans une étude de type cas-témoins (268 patiem®ishatteints de cancer colorectal et
441 volontaires sains), le risque de développecanter colorectal (CCR) était associé au
SNPUGT1Al1*6avec un odds ratio (OR) de 2,03 et une combinaisohalléle UGT1A1*6
avec les variants deUGT1A7augmentait cet OR a 2,34 (Tang et al., 2005).ofemque
'association avec le polymorphismgdGT1A7*3 avait déja été rapportée (OR de 2,7)
(Strassburg et al., 2002).

Comme 'UGT1A1 est également impliquée dansdee d'élimination de certains estrogenes
tels l'estradiol et les dérivés 2-methoXiepine et al., 2004)il a été supposé que
'UGT1A1*28 pourrait aussi avoir un impact sur le risque devebdpper un cancer
estrogéno-dépendant. Quoique certaines divergemdstent dans la littérature actuelle, ce
variant conférerait une protection face au caneefethdometre (Duguay et al., 2004), mais
prédisposerait au cancer invasif du sein (Guilléenet al., 2000) Toutefois, une étude
ultérieure a rapporté une association du polymsrpbUGT1A1*28avec unaliminution du

risque de survenue du cancer de sein (Sparks 20au).

Variants de 'UGT1A1l associés au syndrome de Gitbet prédisposition a la toxicité

médicamenteuse

Un exemple remarquable est l'influence de la glacanjugaison sur les effets indésirables
de l'irinotécan, agent anticancéreux (Innocentalet2004;Innocenti et al., 2006;Lankisch et
al., 2008), désigné sous le terme de « irinogénétigpar certains auteurs.

L'irinotécan (Campto®) est une pro-drogue, dérivémisynthétique de la camptothédinet
utilisé dans le traitement du CCR métastatique’aitebs tumeurs solides (Douillard et al.,
2000;Folprecht and Kohne, 2004;Fujimoto et al., ®OL1Il est converti par les
carboxylestérases ubiquitaires en 7-éthyl-10-hyglramptothécine (SN-38), métabolite avec
100 fois plus d’activité antitumorale (Kawato et, @991). Le SN-38 est principalement
inactivé par les protéines UGT1A, en générant dasugoconjugués du SN-38 qui sont
éliminés par la suite via la bile et I'urine (Tukeyal., 2002). Le polymorphisme de la boite
TATA est associé a une importance réduction dddaugoconjugaison du SN-38, induisant

ainsi une augmentation de la biodisponibilité duditément. Cette modification dans la

ICamptothécine = alcaloide pentacyclique anticameémextrait de I'arbre chinois Camptotheca acurainat
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pharmacocinétique de l'irinotécan entraine une argation des risques d’effets indésirables
déléteres liés a la prise du médicament, tels quédasuppression (principalement leucopénie
et thrombocytopénie) et diarrhées de forts gratl@so¢enti and Ratain, 2003), observées
chez 29-44% de patients (Douillard et al., 2006%assitant souvent d’arréter ou de baisser la

dose du médicament.

1.2.5.2. Le gene UGT1A3

L'activitée de I'UGT1A3 a été déterminée par clonagé expression de la protéine
recombinante en culture cellulaire (Mojarrabi et 4B96). Cette isoforme est exprimée au
niveau intestinal et a faible taux dans le foiedStburg et al., 2000). Les taux d’expression
dans I'estomac et le cblon sont également faibBgagsburg et al., 1997;Strassburg et al.,
1999). Les études d’activité catalytique ont réwéiélarge spectre de substrats, incluant des
xénobiotiques tels que HAP (Mojarrabi et al., 19965 amines (Green et al., 1998), des
AINS comme le flurbiproféne et le kétoprofene (Kuedt al., 2005), les statines
(Prueksaritanont et al., 2002), les estrogenesi @tval., 2004),et les acides biliaires (Trottier
et al., 2006;Trottier et al., 2006), et des dérdeéda vitamine D (Kasai et al., 2005).

Peu d’études ont été publiées concernant les popmeimes de ce géne et ceux identifiés ont
été regroupés des leur découverte et étudiés eriidondes différents haplotypes qu'ils
forment.

Les polymorphismes localisés sur I'exon 1 du géeT1A3*2 et UGT1A3*3 (Caillier et

al., 2007;Ehmer et al., 2004;lwai et al., 2004)tsmsociés a des altérations fonctionnelles de
la protéine exprimée (lwai et al., 2004). Les vasaTrpllArg (rs3821242) et Val47Al
(rs6431625) ont été identifiés chez les caucasieas des fréquences entre 35 et 44%. Basé
sur ce profil d'activité et cette fréequence éledés variants dans la population caucasienne,
une implication dans le métabolisme de médicamentsn réle dans la prédisposition au
cancer semblent possibles. Cependant, une étudgrmams chez 258 sujets souffrant de
carcinome hépatocellulaire (CHC) et 470 volontasaiis n’a démontré aucune association

avec les polymorphismes d&JIGT1A3(Ehmer et al., 2004).

1.2.5.3. Le géne UGT1A4

Le géne humairtUGT1A4 a été cloné initialement par Ritter et col. (Ritet al., 1991).

Quelgues polymorphismes ont été retrouvés dansetiens codantes et introniques de ce
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gene ;cependantseulement 2 variants dexon 1 ont démontré une certaine fonctionnalite.
Ces variants génétiques saBT1A4*2 (Pro24Thr ; rs6755571) &GT1A4*3(Leud8Val ;
rs2011425), présents dans 8 a 9% de la populatocasienne. lls sont associés a une
altération de Il'activité catalytique de I'enzymeh(&er et al., 2004). L’analyse des activités
catalytigues a démontré que non seulement le nidé&aativité changeait mais également la
spécificité pour différents substrats. En effetnlatation non-sens Leu48Val est associée a un
accroissement de la capacité de glucuroconjugaisota clozapine (antipsychotique), de
I'imipramine (antidépresseur) et de la cyproheptaginghistaminique et antisérotonergique)
(Mori et al., 2005). A I'inverse, ce polymorphisrast également associé a une diminution de
l'activité pour le tamoxiféne (utilisé dans le teanent et la prévention du cancer du sein)
(Sun et al., 2006a)la tigogenine (hypocholestérolémiant) (Mori et aRp05) la
B—naphthylamine (amine carcinogéne) et la dihydrossétone (Ehmer et al., 2004). Le
variant Pro24Thr entraine Ilui aussi un effet sabstépendant I'enzyme UGT1A4
glucuroconjuguant moins efficacement en sa préseleep-naphthylamine et la
dihydrotestostérone (Ehmer et al.,, 2004nais de fagon plus efficace le 4-
(méthylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol(procarcinogene pulmonaire dérivé de la

cigarette et de sa fumée) (Wiener et al., 2004a).

1.2.5.4. Le gene UGT1A6

Plusieurs études ont identifié des polymorphismassde gendJGT1AQ qui sembleraient
contribuer a la variabilité interindividuelle. Deugolymorphismes trés rapprochés sur
I'exon 1 de IUGT1A6(Thrl81Ala et Argl84Ser) ont été, a l'origine, eté@iinés par Ciotti et
col. ; ils participent a I'haplotyp&GT1A6*2 (Ciotti et al., 1997). Lors de sa découverte, en
utilisant des allozymes recombinantdGT1A6*2 fut associé a une diminution de la
glucuroconjugaison de plusieurs composés tels gsephénols, la coumarine, certains
B-bloguants et les salicylés comparé a I'haplotyperéférencdJGT1A6*1 (Ciotti et al.,
1997). Les prévalences rapportées pour les gerstype 1LA6*1/*1etUGT1A6*2/*2sont de
37-41 et de 8-11%, respectivement, principalemansda population caucasienne (Chan et
al., 2005;McGreavey et al., 2005).
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Une étude d’association entre certains polymorpésset I'apparition d’effets indésirables
suite & la prise de tolcapdna démontré que la présence déGT1A6*2 était reliée & une
aggravation du risque de toxicité hépatique, caps@eablement par une élimination réduite
du médicament (Acuna et al., 2002). Comme 'UGTZAtalyse également la conjugaison de
I'aspirine (Hutt et al., 1986)il a été supposé que la présence du vatifat 1A6*2 pouvait
avoir un impact surdction anti-tumorale de ce médicament fortemeftisétiEffectivement
deux larges études c#mmoins indépendantes sont parvenues a démonteerleffet
inhibiteur de ce médicament sur le cancer coligag amplifiee chez les porteur&d moins
un allele de faible activité deUGT1AGQ confortant hypothése de départ (Bigler et al.,
2001;Chan et al., 2005Cependantce résultat n'a pu étre confirmé pare troisieme étude
similaire (McGreavey et al., 2005).

Des résultats contradictoires ont été obtemusvitro dans des études d’association
génotype-phénotype en utilisant des substratsivetaent non spécifiques de 'UGT1A6
(4-nitrophénol, 1-naphtol et 4-méthyl-umbelliférpridlagar et al., 2004;Peters et al., 2003).
De plus, Nagar et col. ont découvert que I'hapletyBT1AG6*2contenait une substitution en
acide aminé additionnelle, Ser7Ala (Nagar et @04). En utilisant la sérotonine comme
substrat spécifique de 'UGT1A&rishnaswamy et col. ont démontré que la préseecka d
mutation Arg184Ser dans I'haplotype augmentait significatiemt I'affinité de I'enzyme
pour la molécule-cible, tandis que la combinaisBar7Ala et Thrl81lAlaaugmentait
considérablement la vitesse maximale de la réatigr,) (Krishnaswamy et al., 2005). Par
conséquent, leurs effets combinés dans I'haploty3d 1A6*2 entrainent une augmentation
significative de l'efficacité de la glucuroconjugan pour différents substrats tels dae
sérotonine et son meétabolite 5-hydroxytryptopholje paracétamokt I'acide valproique
Ainsi cette étude a permis de prouver quUeAT1A6*2 est associé a une forte activité
compare a la séquence de référddGa 1A6*1 (Krishnaswamy et al., 2005). Ces résultats ont
été confirmédn vivo par Hubner et col. en démontrant que chez I'honamprésence de
I'UGT1A6*2était associée a une protection contre le CCR énadépendamment de la prise
d’aspirine (Hubner et al., 2006).

Il a été conclu que comme 'UGT1A6 joue un rblenpipal dans I'élimination de divers

substances alimentaires carcinogenes, tels que bwwofipyrénes et les amines

! Tolcapone= médicamenantiparkinsonien inhibiteur de la catéchol-O-métifayisférase
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hétérocycliques, l'allel®)GT1A6*2serait impliqué efficacement dans la détoxificatite ces
éléments néfastes au niveau du tractus digestif.

Toutefois, il existe un fort déséquilibre de liais@ntre UGT1A6*2 UGT1A1*28 et
UGT1A7*3 (associé a une faible activité de UGT1A7), et emsdplusieurs populations
distinctes (Kohle et al., 2003;Peters et al., 2008ya et al., 2006). Ce fait, associé a
limportant chevauchement de substrats entre lembnes de la famille UGT1A, rend

difficile de conclure avec certitude sur I'effatvivo associé a ces variations fréquentes.

1.2.5.5. Le géne UGT1A7

Le réle de 'UGT1A7 dans la détoxification de mutags et de pro-carcinogénes par
glucuroconjugaison a été suggéré par de nombretuskest (Bock, 1991;Nowell et al.,
1999;Zheng et al., 2002)Cette hypothése a été considérablement étudiée; awme
diminution attendue du métabolisme de carcinogenesle médicaments en présence de
polymorphismes génétiques identifiés et caractgrise IUGT1A7 combinant trois
substitutions en acides aminés dans l'exon 1 (AShy® Argl31lLys et Trp208Arg)
(Guillemette et al., 2000;Strassburg et al., 20@&s variations menent a quatre haplotypes
différents du gen&GT1A7: I'haplotype de référencd GT1A7*1(Asn129 Arg131 Trp208),
UGT1A7*2 (Lys129 Lys131 Tr208), UGT1A7*3 (Lys129 Lys131 Arg208) et UGT1A7*4
(Asn129 Argl31 Arg08). Les haplotypedJGT1A7*3 et *4 présentent une activité de
glucuroconjugaison beaucoup plus faible que letesales haplotypeBGT1A7*1 et *2
(Guillemette et al., 2000).

L'UGT1A7 étant la principale transférase impliquéens la glucuroconjugaison du SN-38,
ses polymorphismes ont été considéré comme desufaagenétiques potentiellement liés a la
réponse anti-tumorale ainsi qu’a I'apparition dei¢tés suite a 'administration d’irinotécan
(Lankisch et al., 2008;Villeneuve et al., 2003).fignBernard et Guillemette (2004) ont
démontré que les alléles de faible actidBT1A7*3et*4 sont associés a une réduction de la
glucuroconjugaison de I'acide mycophénolij(dPA) (Bernard and Guillemette, 2004).
Ci-dessous une synthese de plusieurs études decagpi®moins, analysant I'association de

I'UGT1A7*3avec la survenue de certaines types de cancer.

'Acide  mycophénolique = métabolite pharmacologiquement actif du mycopls#ao mofétil ;
immunosuppresseur trés utilisé en transplantatiomgyanes.
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Carcinome hépatocellulaire (CHC)

Une association significative entre les variaf@T1A7*3 et le CHC, d’étiologie virale ou
non, a été retrouvée chez des sujets caucasieb8)((Mogel et al., 2001) et japonais (n=280)
(Wang et al., 2004). Plus récemment, deux étudewesechez des sujets souffrant de CHC,
165 francais comparés a 314 témoins (Stucker eR@D7) et 244 coréens compares a 223
patients avec une hépatite B sans CHC (Kong €2@08) ont montré une association positive
entreUGT1A7*3 et le CHC chez les porteurs d’'une infection vir&les données suggérent
gue les haplotypes deUGT1A7 a faible activité métabolique de carcinogénes aoemt
représenter un marqueur de risque pour I'appariiorCHC chez les caucasiens aussi bien
gue chez les asiatiques, dans les limites étiolmgicet de sélection de patients des cohortes.
Toutefois, comme 'UGT1A7 n’est pas exprimée aueniv hépatique, aucune explication
meécanistique plausible n'a été fournie ; celle-oumpait impliquer des haplotypes avec
d’autres UGT.

Cancer pancréatique et cancer pulmonaire

Une association du cancer pancréatique av@GT1A7*3a été rapportée chez 52 patients
allemands (Ockenga et al., 2003), mais ces cotistagan’ont pas été reproduites dans une
étude italienne menée chez 61 patients (Piepokl.et2006) et surtout dans une étude
multinationale incluant 973 patients souffrant deneer pancréatique et 1532 témoins
(Verlaan et al., 2005). Ces observations suggéreai les variants du gerEsT1A7ni les
autres polymorphismes du gem#sT1A ne sont des facteurs de risque pour le cancer
pancréatique.

Enfin, le génotypeUGT1A7*3/*3 était significativement associé a l'incidence danaer
pulmonaire dans une étude japonaise (113 pati¢ni§& volontaires sains) (Araki et al.,
2005).

1.2.5.6. Le gene UGT1A8

Le nombre de polymorphismes d&JGT1A8 décrit dans la littérature est minime, et peu
d’entre eux seraient associés a une altératiorntiditéccatalytique de l'isoforme. Le SNP
UGT1A8*2(C518G ; rs1042597 ; Alal73Gly) a été évalué s variété de substrats lors de
son identification et il a été démontré que l'alévariant diminuait I'efficacité de
glucuroconjugaisoin vitro de I'estrone, de certains hydroxybengplrenes et du 4-méthyl-

umbelliférone, comparé a l'allele de réferendd@T1A8*1 Un autre polymorphisme de
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'exon 1, TUGT1A8*3 (G830A ; rs17863762 ; Cys277Tyr), entraine I'atimi complete de
l'activité de 'UGT1A8 pour une grande diversité sigbstrats dont certains benggyrénes

et des dérivés 4-OH-estrogéniques (Huang et ad2;ZBibaudeau et al., 2006). De plus, la
présence de la variatidhGT1A8*2est responsable d’une conjugaisoivitro moins efficace

du MPA et de son dérivé acyl-glucuronide (AcyIMPAGandis que LUGT1A8*3 a été
associé a une activité catalytigue quasi indétéetpbur ces mémes substrats (Bernard and
Guillemette, 2004;Bernard et al., 2006). Dans real'une étude chez des volontaires sains
comparant 17 sujets sans polymorphismes génétigudautres, porteurs deUGT1A8*2
(n=9) ou de IUGT1A8*3 (n=4), aucun impact significatif de I’homozygofmur I'allele
UGT1A8*2 et de I'hétérozygotie pourUGT1A8*3 sur la pharmacocinétique de 'AMP n’a
été trouvé (Levesque et al., 2007). Kagaya etamtl.retrouvé les mémes résultats chez des
patients japonais transplantés rénalXGT1A8*2 semblait ne pas affecter la variabilité
interindividuelle de la concentration plasmatiqueMPA (Kagaya et al., 2007). Cependant,
une autre étude menée chez des transplantés rélauypancréatiques a démontré que I'effet
du polymorphismdJGT1A8*2 sur le métabolisme du MPA dépendait de l'inhihitee la
calcineurine associé. En effet, les concentratthnd/PA sont supérieures chez les porteurs
d’au moins un allel&JGT1A8*2s'ils recoivent en association du tacrolimus (dmmet al.,
2008) et non de la ciclosporine, inhibiteur ubiguig des enzymes du métabolisme et des
transporteurs d’efflux modifiant la pharmacocinggglu MPA.

Récemment, une étude a été réalisée dans notneeéchez 256 patients transplantés rénaux
afin d’analyser la relation entre les effets seeamad digestifs du mycophénolate mofétil
d’'une part, les polymorphismes des UGT impliquéassde métabolisme intestinal du MPA
et les facteurs modifiant I'excrétion biliaire dessmétabolites glucuroconjugués d’autre part.
Les résultats ont montré que I'incidence des déashétait plus faible chez les porteurs d’au
moins un alléle mut&GT1A8*2(génotypes C518G et 518GG) (Woillard et al., 20&6)qui
pouvait étre expliqué par une production diminuég mhétabolites glucuroconjugués du MPA
au niveau intestinal, protégeant contre I'appanitie diarrhées.

1.2.5.7. Le géne UGT1A9

L'UGT1A9 constitue une des principales isoformeprerées dans le foie et certains tissus
extra-hépatiques (rein, testicule et ovaires) (Albeal., 1999;Strassburg et al., 1998).
Il a été montrén vitro que la présence d’au moins un alléle muté du potghisme peu

frequent UGT1A9*3 (exon 1 ;rs72551330 ; Met33Thr), était associée a une ditimnu
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d’activité significative envers le MPA (Bernard ar@uillemette, 2004), les dérivés 4-
hydroxy-estrogéniques (Thibaudeau et al., 2006¢ dtaminobiphényle (Olson et al., 2009).
De plus, deux études indépendantes meméeo ont confirmé que UGT1A9*3avait une
influence significative sur la glucuroconjugaisom dMPA; les porteurs decelui-Ci
présentaient une augmentation de la biodisporébilt médicament (Kuypers et al.,
2005;Levesque et al., 2007). Il a cependant été quoe¢ IUGT1A9*3n'avait pas dmpact sur
I'efficacité de glucuroconjugaison du flavopirido{Villeneuve et al., 2003)Ces études
suggerent que lefficacité de glucuroconjugaison dwriant UGT1AS™ est
substrat-dépendante.

Deux autres SNP ont été décrits au niveau du peumotde IUGT1A9 soit C-2152T
(rs17868320) et T-275A (rs6714486), et sont fortentiés. Cette combinaison est assodiée
Vivo & une augmentation significative de la transaipet de I'activité de 'UGT1A9 (Girard

et al., 2004;Girard et al., 2006;Innocenti et 2005). Plusieurs études ont démontré que les
transplantés rénaux porteurs de ces deux polynmn@s présentent une biodisponibilité
sanguine fortement diminuée du MPA (Kuypers et 2005), associée a une incidence
augmentée d’effets secondaires gastro-intestin@arndhez-Fructuoso et al., 2009) et a une
incidence augmentée des rejets aigus chez destsatetraités par le tacrolimus (van Schaik
et al., 2009). Kuypers et col. ont conclu que casawnts induisaient une augmentation de
'expression de 'UGT1A9 au niveau hépatique etestinal, rendant plus efficace la
glucuroconjugaison et I'élimination du MPA (Kuypetsal., 2005).

Dans une étude récente, le polymorphisme fréquertirdron 1 de IUGT1A9 IVS1+399
(I399C>T ; rs2741049) était associé a une augmentaignificative de I'expression de la
protéine et de son activité envers le SN-38 etrtgqfol (substrat spécifigue de UGT1A9)
(Girard et al., 2006). L’augmentation de la gluamgugaison du SN-38 en présence de ce
SNP est significative chez les sujets non portedes 'TUGT1A1*28 L'impact de ce
polymorphisme sur la glucuroconjugaison fut enstégté dans deux études cas-témoins chez
des sujets asiatiques, chez qui la présence d’aosnoo allele muté (génotypes 1399C/T et
I399T/T) est associée a une diminution de I'expasiau SN-38 (Sandanaraj et al., 2008),
alors que cette mutation fréequente n’a aucune enfife sur la pharmacocinétique du MPA
chez des transplantés rénaux recevant du mycomtiénolofétil en association avec du
tacrolimus (Inoue et al., 2007). Une étude men&z cles caucasiens a bouleversé en partie
les conclusions obtenues en affirmant que 1399 ptafaitement lié a I'allel&JGT1A9*1b

Flavopiridol = flavone semi-synthétique et inhibitele plusieurs kinases cycline-dépendantes
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[-118 (dThs1d. De plus, les auteurs ont décrit que ces deuynpoiphismes ne présentaient
aucun effet significatif sur I'expression de 'ARNou sur la glucuroconjugaison du MPA et
du flavopiridol (Ramirez et al., 2007). Par conséquent, d’autresstigations devront étre

réalisées pour clarifier I'influence du varidB®9C>T sur I'activité catalytique de 'UGT1A®9.

1.2.5.8. Le gene UGT2B7

Comme pour tous les autres genes, plusieurs popmsmnes ont été identifiés sur le gene
UGT2B7 En particulier, IUGT2B7*2 (C802T ; exon 2 ;rs7439366), qui engendre une
enzyme avec soit une tyrosine soit une histidite @osition 268 Tyr268His) L'impact de
cette mutation sur l'activité catalytigue de la tgine reste controversé. Certaines études
utilisant des MFH génotypés ou des cellules tranéés n’ont identifié aucune association
significative entre ce SNP et la glucuroconjugaisim: la morphine chez des patients
cancéreux (Holthe et al., 2003), des opioides @aptrine et la codéine), de &dovuding,

du menthol, des androgénes et du MPA (Bernard. e2@D6;Coffman et al., 1998;Court et
al., 2003). En revanche, d’autres études ont tramne association entre le variant 802T et
'augmentation de la glucuroconjugaison pour la phare chez 99 patients (Sawyer et al.,
2003), et pour les métabolites hydroxylés de lahtl et I'estronen vitro (Thibaudeau et al.,
2006). Par allleurs, lallele WGT2B7*2 était associé a une diminution de la
glucuroconjugaison  du 4-(méthylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanolpar des MFH
génotypés(Wiener et al.,, 2004b) et du MPA chez des voloetisains (Levesque et al.,
2007).

Une étude récente a démontré que chez les patiantplantés rénaux traités avec le MPA,
la présence d’au moins un allele muté (génotyped2T&t 802TT) était associée a un effet
protecteur contre les effets indésirables GI, queelgoit la formulation du MPA ou
l'inhibiteur de la calcineurine co-administré (Yaeg al., 2009).Une autre étude chez des
patients cancéreux a démontré que la fréquencealeses suite a la prise de la morphine,
était plus élevée chez les patients non-porteufalitde UGT2B7*2(Fujita et al., 2009).

Chez des Chinois exposeés a la benzidine, une asisoceignificative a été constatée entre
'incidence du cancer de la vessie et la préseriaa thoins un allele muté du variant
UGT2B7*2 (Lin et al., 2005). Cette association n'a pas pe &pliquée dans une étude
récente de type cas-témoins chez des sujets cansgZimmermann et al., 2008). Une autre

! Zidovudine = AZT, médicament antirétroviral epleemier utilisé pour le traitement de l'infecticar pe VIH
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étude chez des caucasiens incluant 441 patiemistatdle CCR et 600 volontaires sains a
montré que la fréquence du génotyp@T2B7*2/*2 était plus élevée chez les patients ayant
une localisation proximale de la tumeur, spécialgnuhez les hommes, suggérant que ce
génotype constitue un facteur de risque pour leeld@gpement de CCR proximal (van der
Logt et al., 2009).

D’autres SNPs, synonymes ou non, ont été identsiés I'exon 2 (G735A et T801A),
'exon 4 (G1059 et T1062) et dans le promoteur R48G, T-1241C, T-1054C, G-842A,
A-268G, T-102C) de UGT2B7 résultant en trois principaux haplotypes. Towss3®&Ps du
promoteur susmentionnés sont en désequilibre detiaomplet entre eux et en désequilibre
de liaison inverse avec le SNP exonique C8Q27e étude menée par notre équipe a montré
une association significative entre les deux SNiPslé&séquilibre de liaisolUGT2B7*2 et
UGT2B7 G-842A) et le taux de production de I'acyIMPAG,saubienin vitro par des
microsomes génotypeés gu'vivo chez des patients transplantés rénaux recevakliMia en
association avec le sirolimus (Djebli et al., 200Bans une autre étudmdezdes patients
transplantés rénaux, I'association entre le polyhiemeUGT2B7G-842A et I'exposition a
'acylMPAG n’a pas été retrouvée. Dans la méme &tadicune influence de ce variant n'a
été constatée sur l'incidence des diarrhées odedespénies, deux effets secondaires pour

lesquels I'implication de I'acylIMPAG a été suspec(@éan Agteren et al., 2008).

1.3. Transporteurs d’efflux

Les transporteurs membranaires facilitent la captur I'efflux des composés endogénes,
d’'ions et de médicaments a travers la membranalaed. Ils influencent par conséquent la
biodisponibilité des xénobiotiques dans l'organisere participant a leur absorption, leur
distribution et leur élimination.

Les transporteurs sont divisés en deux catégolessuperfamille des transporteurs ABC
(ATP-binding cassette) et la superfamille des fpangurs de solutés (solute carriers [SLC]).
Les transporteurs ABC sont des pompes d’effluxdfygendent de I'hydrolyse de 'ATP afin

d’activer le passage des substrats au travers detranes biologiques (Borst and Elferink,
2002; Glavinas et al., 2004). Ces transporteurssagt en limitant I'accumulation de

composés cytotoxiques aussi bien dans les cellufesrales (Cole et al., 1992;Doyle et al.,
1998;Gottesman, 2002;Juliano and Ling, 1976;Koa@let1997;Mirski et al., 1987;Veldman

et al., 1999) que dans les tissus sains (AyrtonNMojan, 2001;Leslie et al., 2005;Thiebaut
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et al.,, 1987). Ce phénoméne cellulaire est appé&dstance pléiotropique omnultidrug
resistancg MDR).

Les membres de la superfamille des SLC assurerdrgé@ment la capture cellulaire des
nutriments comme le glucose ou les acides amindspa mécanisme de transport passif ou
le substrat est déplacé selon le gradient de ctnatiem, soit selon un mécanisme secondaire
de transport actif, ou la translocation du substaitre le gradient de concentration est
couplée a un flux dion (gradient électrochimiquéjediger et al., 2004). Comme les
transporteurs ABC, les transporteurs SLC jouentdlm prononcé dans la pharmacocinétique
(absorption, distribution et élimination) d’'un larganel de médicaments, toxines, composes

endogenes et de leurs métabolites.

1.3.1. Meécanisme de transport a travers
I’épithélium intestinal

L’absorption a travers I'épithélium intestinal deets composés est divisée essentiellement
en deux voies : paracellulaire (entre les cellukssjranscellulaire (passage au travers des
cellules). La perméabilité paracellulaire est gaesuniquement pour les petites molécules et
se fait entre les jonctions serrées (tight jungtidea la membrane épithéliale. Cependant,
I'absorption via cette voie est généralement faplesque les jonctions limitent la circulation
de fluides entre les cellules et assurent airtsin@heité entre deux compartiments tissulaires.
Le transport transcellulaire est effectué parieis imécanismes suivants : la diffusion passive
a travers la bicouche lipidique, la diffusion f@éé par des transporteurs spécifiques, et
'endocytose (transcytose). Les transporteurs dédi€ transport facilité sont des protéines
membranaires.

Les transporteurs membranaires les plus reprégengatactifs décrits au niveau intestinal,
sont les deux superfamilles de transporteurs ABEL€EL. Ces transporteurs assurent des roles
importants de défense contre la pénétration debiétigues et de transport membranaire de
nombreux composés endogenes. Les transporteurs f@B&ionnent de maniere active
ATP-dépendante. L’hydrolyse de I'ATP entraine laogbhorylation intermédiaire du
transporteur, permettant le transport actif destsats contre le gradient de concentrations
(Dean et al., 2001;Schinkel and Jonker, 2003). ttassporteurs ABC incluent I'archétype
P-glycoprotéine (P-gp ou Multidrug resistance prote[MDR1] codée par le gén&BCBJ),
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les Multidrug resistance-related proteins compostEed membres (MRP 1-9 codées par les
genesABCC3 et la breast cancer resistance protein (BCRPecpdé le gendBCG2. Ces
transporteurs ABC expulsent les médicaments, xétighes et métabolites de Il'intestin, en
assurant ainsi la prévention de leur absorptiors élasang ou dans la circulation lymphatique
et la protection de I'organisme contre une toxi@tglie ou chronique (Jones and George,
2004;Linton, 2007).

Les membres compétents des transporteurs SLCdésali la surface des cellules épithéliales
intestinales appartiennent a la famille des OATRI¢s par le gen8LCO), des transporteurs
solute carriers peptide (PepT1 ; codés par le §1@&E15A) et des OCTNs (codés par le géne
SLC232 (Englund, 2006). La famille de transporteurs OADsOCTs (les deux codés par les
genesSLC29 a également été identifiée au niveau intestimalis semble avoir surtout une
grande importance dans le transport de petites auiel® endogenes au niveau rénal. Les
transporteurs SLC interviennent dans [l'absorptiotestinale d’'un grand nombre de
médicaments.

La suite de ce chapitre portera plus particuliemgnsir les transporteurs ABC les mieux
caractérisés et présents dans les trois partieststales de l'intestin gréle : duodénum,

jéjunum et 'iléon.

1.3.2. Les transporteurs ABC intestinaux

La superfamille des transporteurs ABC est constitdé 49 membres connus a ce jour,
appartenant a 7 sous-familles (ABCA a ABCG) (httpitrigene.4t.com/humanabc.htm)
(Dean et al., 2001;Higgins, 1992).

Les transporteurs ABC limitent 'accumulation irdeflulaire de leurs substrats cytotoxiques
en les expulsant de la cellule (Takano et al., 2006&s transporteurs ABC sont exprimeés dans
I'épithélium intestinal de ’'homme et du rongeuari3 I'épithélium intestinal, MDR1 (P-gp),
MRP2 et BCRP sont exprimées sur la membrane derthuke en brosse tandis que MRP3 est
exprimée au niveau de la membrane basolatéralduiicthg?006). La P-gp assure le transport
de composés hydrophobes neutres ou chargés pomtiNeprésentant une grande variété
structurelle et pharmacologique (Chan et al., 20@2Lno et al., 2003;Takano et al., 2006).
Comme la P-gp assure le transport de ces impostambéecules via la membrane intestinale,
elle peut servir également comme une barriere immotlle contre I'entrée de médicaments
(Zhang et al., 2001). Les MRP transportent des osép relativement hydrophiles, comme
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les composés endogénes ou exogenes conjuguésde Iacuronique, au glutathion ou au
radical sulfate (Chan et al., 2004;Suzuki and Sargg, 2002). La BCRP transporte a la fois
les agents hydrophobes et hydrophiles (Doyle aresR2003). Ensemble, la P-gp, MRP2 et
BCRP peuvent donc limiter I'absorption intestinal&uin grand nombre de substances
administrées oralement. Les transporteurs ABC exgsidans la membrane de la bordure en
brosse, spécialement la P-gp, peuvent égalemeilitefad’efflux intestinal de substrats
dissous dans la circulation sanguine. D’'autre pestMRP comme la MRP3 localisée sur la
membrane basolatérale transportent les substratsothpartiment intracellulaire vers la
circulation sanguine et par conséquent empécheafiuk dans le sens inverse.

Les données existantes montrent que le niveau issgjpn des transporteurs ABC varie tout
au long du tractus digestif humain. La P-gp estriexie au niveau de la membrane apicale
des cellules épithéliales, comme les entérocytespreexpression augmente progressivement
de I'estomac au colon. Son taux d’ARNmM dans le mk@st similaire a celui du tissu iléal, qui
est approximativement six-fois plus élevé que cédluduodénum (Cao et al., 2005;Thorn et
al., 2005).

Les transporteurs MRP2 et BCRP sont égalementraggrian la surface apicale des cellules
épithéliales de lintestin gréle et du coélon. L'eegsion de MRP2 est plus importante au
niveau du duodénum et diminue vers l'iléon et lrdDietrich et al., 2003;Zimmermann et
al., 2005). L’expression de 'TARNm de la BCRP astsa maximale au niveau du duodénum
et diminue progressivement en direction du rect@utifhann et al., 2005). BCRP et MRP2
sont plus abondantes dans le jéjunum que la Pgggésant les roles distinctifs de ces
protéines dans le transport intestinal (Taipaleredial., 2001).

L’expression des transporteurs d’efflux ABC darstéstin serait également modulée par
différents facteurs comprenant les médicaments ares stéroides, la rifampicine et le
phénobarbital, des composés naturels comme lepmiti@s, et divers états pathologiques. En
particulier, les états pathologiques tels que ldadia de Crohn, les colites ulcéreuses, la
diarrhée, linsuffisance rénale ou [linsuffisanceéphtique aigué peuvent influencer
'expression intestinale de la P-gp (Buchman et2005;Englund et al., 2007;Langmann et
al., 2004;Lemahieu et al., 2004;Maezono et al. 5208ud et al., 2007;Sun et al., 2006b).

De plus, dans cette derniere décennie, plusiedysnpophismes génétiques sur les séquences
de génes codant pour les transporteurs ABC oritlérdifiés, et étudiés pour la variabilité de
leur fréquence en fonction des ethnies et par&oetinent pour leur impact fonctionnel sur

47



TARNmM et I'expression de la protéine, la spécikcivis-a-vis de leurs substrats, sur la

biodisponibilité et les effets thérapeutiques dexed.

1.3.3. La P-glycoprotéine

1.3.3.1. Structure et régulation de I'expression
de la P-glycoprotéine

La P-gp est constituée de 1280 acides aminés sémie un poids moléculaire de 170 kDa
(Evseenko et al., 2007;Schinkel and Jonker, 2008)protéine est formée de deux parties,
chacune ayant six domaines transmembranaires Hyaleg et un domaine de liaison de
'ATP. Les deux moitiés sont séparées par unedmaftexible et les deux domaines de liaison
de 'ATP sont structuralement identiques. Les lthdimes transmembranaires sont localisés
dans la membrane plasmique. Les domaines de lids&dATP agissent comme des ATPases
qui hydrolysent I'ATP en ADP. Les étudigsvitro ont montré que l'activité ATPase peut étre
induite en présence d'un substrat MDR1 (Kerr et 2001;Sauna et al., 2001;Senior et al.,
1995). La P-gp contient une large poche de fixatiorsubstrat, assemblée généralement par
des domaines transmembranaires (TM5, TM6, TM11M12) qui déterminent la spécificité
au substrat (Kajiji et al., 1993;Loo and Clarke94Zhang et al., 1995). La P-gp est régulée
post-traductionnellement au niveau de la membrdasnpque (Paterson and Gottesman,
2007), et contient trois sites de N-glycosylatiod®{, N94 et N99) (Gribar et al., 2000).
Plusieurs sites de phosphorylation ont égalemeéntdéntifiés, mais les études réalisées sur
les mutants ont montré que ces sites ne sont gasnsables ni de la localisation ni de la

fonction dans les cultures cellulaires (Germanal.etL996;Gribar et al., 2000).

1.3.3.2. Variabilité génétique du gene ABCB1

Le géneABCBI1 (autrefois appelé PGY1) est localisé sur le chonte 7921.1. Son ADN
codant fait environ 4,5 kb, avec 29 exons ayanttaille entre 49 et 587 pb. Selon la base de
données des SNPs, maintenue par le centre nagional’information en biotechnologie des
Etats-Unis (NCBI), le genABCBlhumain présente plus de 50 SNPs dans la régicamtad
L’étude de la localisation des SNPs a permis dlgtalplusieurs observations

importantes (Fung and Gottesman, 2009) :
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- Des SNPs ayant plus de 1% d’hétérozygotie ont adgétifies dans deux-tiers des
vingt-neuf exons. Des SNPs ont été identifiés dartsanscrit MDR1 depuis le site
5’ d’initiation jusqu’a la région 3’ non traduité&itranslated region [UTR]).

- Dans la région codante, les SNPs résultent en ioogatsynonymes ou
non-synonymes, mais aucun codon non-sens n’a&néfid.

- La majorité des mutations sont traduites en acatesés localisés dans la région
intracellulaire. Seulement quatre SNPs ont ététifies dans deux des 12 domaines
transmembranaires.

Les caractéristiques des SNPs du g&BCB1 suggérent la préservation de l'intégrité
structurale du géene au cours de I'évolution. DamsPigp, la région extracellulaire est
constituée de 96 acides aminés (correspondant a8&otides). Le taux d’occurrence de
SNP dans cette région est de 1,04% (3 SNPs pasrdiB@ nucléotides). Ce taux est similaire
a celui de SNP (1,3%) dans la région intracellal&d6 SNPs parmi les 2757 nucléotides). En
revanche, le taux d’'occurrence de SNPs dans leaidesitransmembranaires est beaucoup
plus faible (0,503% ou 4 SNPs parmi 795 nucléoj}id€sci suggere que les fonctions des
domaines transmembranaires qui ancrent la protins la membrane plasmique et forment
les sites de fixation de substrats, sont bien cuass.

Un grand intérét a été accordé au polymorphismeorsyme fréquemment identifié

« C3435T », situé au centre de I'exon 26. Cettestiution est traduite en isoleucine, un
résidu hydrophobe. Hoffmeyer et col. ont trouvé dae porteurs de lallele 3435T
présentaient une diminution significative de I'eegsion de la P-gp intestinale et une
augmentation des taux plasmatiques de digoxinefifitgfer et al., 2000). Cette premiere
observation d'une association entre un polymorphissiiencieux et des modifications
fonctionnelles de la protéine a été a I'originerdgrand nombre de nouvelles études dont le
but était de trouver une explication a une tellsoamtion. Une des caractéristiques
importantes de ce SNP est sa fréquence alléliqgugagie en fonction de l'origine ethnique
des individus. La majorité des études a été eféectaur les populations Asiatique et
Caucasienne. Chez les Caucasiens, la fréquencelgmgrphisme C3435T est comprise
entre 0,52 et 0,57. Chez les Africains, en revandae prévalence est plus faible
(entre 0,17 et 0,27), tandis que dans les popuktoientales des fréquences comprises entre
0,41 et 0,47 ont été rapportées (Ameyaw et al.,1200h et al.,, 200la;Lee et al.,
2005;Schaeffeler et al., 2001).
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Les analyses de déséquilibre de liaison ont cosfigue le SNP C3435T est associé avec
plusieurs autres SNPs du gehBCB1(Kroetz et al., 2003;Leschziner et al., 2006;3ale
2003;Tang et al., 2004). Lhaplotype le plus frémgoeent étudié est constitué du
polymorphisme C3435T combiné avec le SNP G2677T/8uele SNP C1236T. Un fort
déséquilibre de liaison entre ces SNPs a été dééndahs plusieurs études (Jeannesson et al.,
2007;Kroetz et al., 2003;Sai et al., 2006). Danshamplotype, le SNP situé au niveau de
'exon 21 en position 2677 est un polymorphisme-sgmonyme. Cette mutation triallélique
G2677T/A conduit donc a deux substitutions d’aciadeiné possibles, avec des fréquences
différentes : le SNP G2677T (A893S) est beaucows piéequent que le SNP G2677A
(A893T). L’autre SNP, C1236T constitue un polymaspie synonyme au niveau de
'exon 12. Cette mutation est identifiée en traisé position codante pour la glycine. Les
sujets d’origine africaine portent principalemehaplotype sauvage CGC et pas l'allele muté
TTT (Allabi et al., 2005;Tang et al., 2004). Daaspopulation caucasienne, la fréquence des
haplotypes CGC et TTT est approximativement la m@haannesson et al., 2007;Potocnik et
al.,, 2008). En revanche, dans les populations iqsatet indienne, I'haplotype TTT est
prédominant (Choi et al., 2007;Tang et al., 2004eXal., 2008). De plus, la distribution de
frequence démontre que le génotyi®CB1la changé graduellement au cours de la migration
humaine, originaire de I'Afrique (Eswaran et aD03).

Plusieurs études cliniques ont été donc réalisasdexaminer si ces polymorphismes
d’ABCB1let notamment le SNP C3435T, constituaient un fegbeedictif de la survenue de
certaines maladies (ex. le cancer, la colite ulcae I'épilepsie) ou de la réponse aux
traitements (ex. médicaments immunosuppresseudicamdents anticancéreux) (Azarpira et
al., 2006;Leschziner et al., 2007;0suga et al. 6288&itoh et al., 2005;Sissung et al., 2008).
De plus, I'association de la mutation synonymeestpression de la protéine dans différents
organes (ex. duodénum, intestin, placenta, foieie) a été largement étudiée (Goto et al.,
2002;Hitzl et al., 2004;0wen et al., 2005)(Gotalet 2002;Hitz| et al., 2004;Hoffmeyer et al.,
2000;0wen et al., 2005;Siegsmund et al., 2002). &ades n’étaient pas concluantes, avec
des observations contradictoires, ce qui a coradliénalyse de I'effet des I'’haplotype au lieu
du SNP C3435T seul.

Peu d’attention a été accordée aux SNPs intronigue®n-codants dans le geABCB1
Seule I'association des polymorphismes intronicamec les maladies a été analysée. Qian et
col. ont suggéré que certains SNPs (T-1517C [preunhtA-41G [intron 1] et T-129C [exon

1b]) étaient probablement associés avec des tmuleld humeur chez les jeunes (Qian et al.,
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2006). Récemment, une association a été constatée les SNPs les plus fréquents de
intron 13 (exon 13+81 C>T) et le cancer colorédporadique (CCR) (Potocnik et al.,
2008). Soranzo et col. ont montré que les trois SMBoniques (IVS 25+3050 G>T, IVS
25+5231 T>C, IVS 26+80 T>C) sont associés a unistedgke aux médicaments chez les
patients épileptiques (Soranzo et al., 2004). Lenbre d’étudesin vitro des SNPs
non-codants est tres limité. De plus, I'effet deymorphismes de la région promotrice n'a
pas été bien élucida vitro. Comparée a la région 5-UTR, la région 3’ présqitis de sites
polymorphiques. Certains de ces SNPs ont été egprile maniere stable dans les cellules
HEK-293T, permettant de constater qu’aucun d’eatne n’affectait la stabilité de TARNm
(Gow et al., 2008a).

1.3.3.3. Association avec les

maladies digestives

Plusieurs études ont montré des associations lentieque de survenue d’'une maladie et les
polymorphismes de MDR1. A ce jour, I'associationplas consistante rapportée est celle
avec la CU (Brant et al., 2003;Ho et al., 2005;Sabhvet al., 2003). Schwab et col. ont
observé une fréquence augmentée de lallele 343%E des patients ayant une colite
ulcéreuse (CU), mais pas de relation avec la maldeliCrohn (Schwab, 2003). Au contraire,
Langmann et col. ont trouvé une régulation négaitweortante de MDR1 dans les tissus
coliques des patients atteints d’'une CU mais pag s patients ayant la maladie de Crohn
(Langmann et al., 2004). Il est intéressant derngtee le geneABCB1 est localisé sur le
chromosome 7922 dans une région identifiée, palysmalu génome entier, comme étant
associée aux maladies intestinales inflammatoBasséngi et al., 1996). Ho et col. ont décrit
deux haplotypes, un associé avec la susceptibillle CU (3435T/G2677, p=0,03) et l'autre
présentant un effet protecteur (C3435/2677T, p=4),0do0 et al., 2005). D’autres études ont
confirmé cette association pour le SNP G2677T our pthaplotype deABCBL1 (Brant,
2003;Ho, 2006;Potocnik, 2004). Le role physiologigxact de cette protéine dans I'étiologie
des maladies inflammatoires intestinales resteradittoire. Plusieurs autres études de type
cas-témoins ont échoué a détecter une associatimmee gene variant et la CU (Croucher et
al., 2003;Gazouli et al., 2004).
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1.3.4. MRP2 et MRP3

1.3.4.1. Structure et régulation de MRP2 et
MRP3

La famille des MRP humaines est composée de 9 nmeEmbMRP1 ABCCJ), MRP2
(ABCC2, MRP3 ABCC3, MRP4 ABCC4, MRP5 @ABCCYH, MRP6 ABCCH, MRP7
(ABCC10, MRP8 ABCC11) et MRP9 ABCC12)(Hopper et al., 2001;Tammur et al., 2001).
Les MRP1-3 et MRP6-7 sont des protéines de 190 kipent 2 ABC et 17 hélices
transmembranaires dans leurs structures. Les MREMMRP8 ont également 2 ABC mais
leurs structures sont formées de 12 hélices tramémanaires. Parmi ces MRP, MRP1-6 sont
exprimées dans lintestin gréle et le colon humaihshnson et al., 2006;Maher et al.,
2006;Prime-Chapman et al., 2004). De plus, MRP2VI&P3 peuvent avoir des rbles
importants comparées aux autres MRP dans l'intesiimaison de leurs taux d’expression
élevés (Hilgendorf et al., 2007;Rost et al., 2002). protéine MRP2, le produit du gene
ABCC2 est constituée de 1545 acides aminés, et MRR8pbuit du gené@BCC3 est une
protéine de 1527 acides aminés (Zhang et al., 2003)

1.3.4.2. Expression et fonctions de MRP2 et
MRP3

Le transporteur MRP2 a été initialement connu seusom de transporteur caniculaire
multispécifique d’anions organiques (canalicular It\dpecific Organic Anion Transporter
[cCMOAT]), présent dans les canalicules hépatiguesgen et al., 1993). Dans la membrane
canaliculaire biliaire, MRP2 joue un réle importalans la sécrétion hépatobiliaire de divers
types de substances, incluant la bilirubine gluconjuguée (Suzuki and Sugiyama, 2002).
Ainsi, la déficience en MRP2, comme chez les rats e Eisai hyperbilirubinemia »
déficients génétiqguement en MRP2 et chez la soMip2-/-, est associée a une
hyperbilirubinémie conjuguée (Chu et al., 2006;H@swa et al., 1992). Chez 'homme, la
déficience héréditaire du geABCC2a été identifiée chez les patients souffrant dudsyme

de Dubin-Johnson. Ces patients présentent une autgtiom de la concentration des

glucuroconjugués de la bilirubine dans le sanguseale leur efflux des hépatocytes vers la
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circulation sanguine via la MRP3 basolatérale (Naasl Keppler, 2007). En effet, a
'exception de MRP2, les autres isoformes MRP doaalisées au niveau de la membrane
basolatérale dans plusieurs tissus épithéliauxi@ikeinal., 1999).

Dans l'intestin gréle du rat, la protéine MRP2festement exprimée dans la membrane de la
bordure en brosse des segments proximaux et somessign diminue graduellement du
jéjunum a l'iléon distal (Rost et al., 2002;Yokoai al., 2007). A l'inverse, I'analyse par
Western blot de MRP3 a montré que son expressioh,&gois plus élevée dans l'iléon que
le j¢junum. Dans l'intestin humain, I'expressiorsd@RP a principalement été évaluée par les
taux d’ARNm. Seithel et col. (2006) ont classé ti@msporteurs en fonction du taux relatif
d’expression du géne dans le jéjunum et le cOlandins. Ce classement confirme que MRP2
est élevée dans lintestin proximal et MRP3 daimsdstin distal (Seithel et al., 2006).

1.3.4.3. Variabilité génétique du gene ABCC2

Le geneABCC2est localisé sur le locus chromosomique 10g24r$tdué de 32 exons (dont
31 codants). L'analyse des polymorphismes de ce géfté réalisée et plus de 40 SNPs ont
été identifiés chez des individus sains et darféréifites ethnies (Colombo et al., 2005;lto et
al., 2001;Meyer zu Schwabedissen et al., 2005;Swuk Sugiyama, 2002). Considérant le
réle important de MRP2 dans le processus d’exargtibhypothése a été émise que ces
polymorphismes pouvaient contribuer a I'explicatd@s différences interindividuelles dans le
transport et I'excrétion. Une étude récente a appdes informations détaillées sur les
variations et les structures haplotypiques du gdBEC2chez les japonais (Sai et al., 2008).
En raison de son importance potentielle dans ldigponibilité des molécules anioniques, et
par conséquent dans les effets pharmacologiques stcondaires de ces molécules, la
corrélation entre phénotype et génotype a été &u@uzuki and Sugiyama, 2002). Bien que
plusieurs études aient suggéré l'association dd3sSdec une expression ou une fonction
altérée de MRP2, la connaissance des conséquenasniques est encore trop faible et
leurs associations avec le phénotype clinique mesteclarifier. Parmi ces différents SNPs,
C-24T (promoteur), G1249 (exon 10) et C3972T (e@®) sont les plus fréquemment
observés (Ito et al., 2001;ltoda et al., 2002;MeyeBEchwabedissen et al., 2005). Itoda et col.
ont rapporté un fort déséquilibre de liaison (9&Mire -24T et 3972T chez les sujets japonais
(Itoda et al., 2002). Le polymorphisn®l249Arésulte en une substitution d’'une Val par une
lle a la position 417 et le génotype 1249AA étagarié a une diminution du taux d’ARNm

(Meyer zu Schwabedissen et al.,, 2005), tandis queSNP C3972T est une mutation
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« silencieuse » a la position 1324 (llel324lleusiurs études ont suggeére I'association de
ces trois SNPs avec une altération de I'expressiode la fonction MRP2 (Haenisch et al.,
2007;Han et al., 2007). D’autres mutations non-synes telles qu€2302T(Arg768Trp) et
C2366T(Ser789Phe) dans I'exon 18, ainsi qaé348A(Alal450Thr) dans I'exon 31, ont été
identifiees avec des fréquences d’environ 1% umicpreg. Comme ces trois SNPs sont
localisés prés des sites de liaison de I'ATP, upaaot fonctionnel peut étre attendu mais n'a
jamais été prouvé. Enfin, le SNB2302T a été également identifié chez des individus

présentant le syndrome de Dublin-Johnson (Matemdd.age, 2003).

1.3.5. La BCRP

1.3.5.1. Structure et régulation de la BCRP

La BCRP a été initialement isolée a partir de ¢pndie humaine de carcinome mammaire
MCF-7/AdrVp résistante a la doxorubicine (Doyleaét 1998). Allikmets et col. ont localisé
son gene en position chromosomique 4922 et nomiméaeABCP (pour ABC Placentaire)
(Allikmets et al., 1998). Miyake et col. ont isob& géne a partir d’'une lignée cellulaire
humaine de carcinome du colon hautement résistatdemitoxantrone ; le géne a été alors
appelé MXR (Mitoxantrone Resistance-associated ge(Miyake et al., 1999). La BCRP,
produit du généABCG2 est une protéine membranaire de 72 kDa composé&bs acides
aminés (Litman et al., 2001). Elle est constituém dlomaine N-terminal de liaison a 'ATP
(NBD) et de 6 hélicesx transmembranaires. La BCRP est donc un hémi-toatesp et
fonctionne sous forme d’homodimeres liés par dedspdisulfures (Staud and Pavek, 2005).
Le géne humain de BCRRBCG2 présente 16 exons et 15 introns. Son promoteisepte
plusieurs sites de régulation : Spl, AP1 et APRreiCCAAT box en aval des ilots CpG
(Bailey-Dell et al., 2001). Ee et col. ont iderdifun é€lément ERE (Estrogen Response
Element) dans ce promoteur. En effet, un traitendest cellules par I'cestrogene induit une
augmentation de l'expression de 'ARNm de la BCRRe mutation au niveau de 'ERE
atténue l'effet de l'cestrogéne (Ee et al., 2004)alitre mécanisme de régulation d’expression
de la BCRP a été décrit, il s’agit du facteur agmscription HIF-1 (hypoxia-inducible factor
1). Ceci-ci permet aux cellules tumorales surexaninla BCRP de survivre dans un

environnement hypoxique (Krishnamurthy et al., 2004
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1.3.5.2. Expression et fonctions de la BCRP

En plus des lignées cellulaires tumorales (Brahgl.e1999;Rocchi et al., 2000), la BCRP est
exprimée dans de nombreux tissus humains sainspigssion de 'ARNm de la BCRP a été
détectée dans les cellules ovariennes germinadssticule, les canalicules biliaires, dans la
bordure en brosse du tubule proximal rénal, laige$s cerveau, le cceur et I'endothélium
veineux (Doyle and Ross, 2003;Huls et al., 2008i¢palard et al., 2001;Taipalensuu et al.,
2001). La forte expression de la BCRP dans lesilesllde placenta suggére que celle-ci est
responsable du transport de nutriments dans lalatron sanguine du foetus, ou qu’elle
permet au foetus de se débarrasser des métabobkigsids (Maliepaard et al., 2001). La
BCRP est également largement et fortement expridages I'intestin humain le long de
I'intestin gréle et du cdlon (Englund et al., 2096gendorf et al., 2007;Taipalensuu et al.,
2001).

La BCRP peut transporter un large panel de substrganiques présentant des différences
structurelles et fonctionnelles, tels que les comésdydrophobes, les bases faibles, les anions
organiques, les conjugués a l'acide glucuroniquelicm sulfate, au glutathion et au
glutamylate de nombreuses molécules endogenesogeras (Doyle and Ross, 2003;Mao
and Unadkat, 2005;Takano et al., 2006). Parmi gbstsats de la BCRP, I'étoposide, substrat
aussi de la P-gp et des MRP et le méthotrexatetratibdes MRP. L'irinotécan et le
tamoxiféne sont également substrats de la P-gp. n@onteux-la, plusieurs autres
médicaments qui sont biodisponibles par voie osaat reconnus par plusieurs transporteurs
d’efflux.

1.3.5.3. Variabilité génétique du gene ABCG2

Le séquencage du gem®BCG2 extrait a partir de tissus humains a révélé ples d
80 variations différentes (Bosch et al., 2005;Kasdhy et al., 2005).

Deux SNPs,G34A (Val2Met) etC421A (GInl41Lys) ont été fréguemment observés, qui
pourraient modifier la fonction de transport dBIARP et la sensibilité des cellules porteuses
de ces mutations a plusieurs médicaments anticancéMizuarai et al., 2004). La protéine
porteuse de la substitution Vall2Met présente aoalisation membranaire altérée tandis que
la protéine porteuse de la substitution GIn141Lsente une fonction ATPase altérée. Une
baisse d’expression de la protéine a été rapppaée la mutation GInl141Lys (Imai et al.,

2002). Deux études visant a mettre en évidencepdich fonctionnel du polymorphisme
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C421A du geneABCG2 sur la biodisponibilité de lirinotécan (de Jong at, 2004), du
diflomotécan et du topotécan ont été conduites r(Epaom et al., 2004;Sparreboom et al.,
2005). Le SNPC421A est localisé dans la région de liaison de 'ATR. \‘ariant 421A
montrait une diminution de 1,3-fois de l'activitéTRase par rapport a la BCRP sauvage
(Mizuarai et al., 2004) et les biodisponibilités @l#domotécan, topotécan (Sparreboom et al.,
2004;Sparreboom et al., 2005), SN38 et son gluamjagué étaient significativement plus
élevées (de Jong et al., 2004).
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2. Méthodes de phénotypage in vitro

des enzymes de métabolisme

2.1. Généralités

Le terme «n vitro» s’‘oppose au terme ik vivo», ces techniques peuvent étre
complémentaires ou alternatives a I'expérimentagioimale. Leur facilité de mise en ceuvre,
leur isolement du contexte physiologiqgue permetta#ttide d’'un mécanisme d’action, et
surtout la possibilité d'utiliser des cellules hunes qui permettent de s’affranchir des
différences inter-espéeces, en font un outil incomable. Les réactions de phénotypage
vitro sont de plus en plus utilisées non seulementdessétapes de screening, mais aussi au
cours du développement du médicament. Elles samt deenées afin d’identifier I'enzyme
spécifiqgue responsable du métabolisme d’'une matédahnée. Ceci peut étre utile dans la
prédiction de potentielles interactions médicames#e, I'impact d’'un polymorphisme sur la
biodisponibilité d’'un médicament et la formation detabolites actifs et/ou toxiques, et
nécessaire pour estimer la contribution d’une isnéodonnée dans la clairance totale d’'un
médicament donnée (Ekins et al., 2000;Lu et alQ3A®illiams et al., 2003). Pour les

o

réactions de phénotypage, plusieurs modéles ontétéloppés a différentes échelles, de

'enzyme recombinante a I'organe intact perfus@\iFe 5).
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Figure 5 : Comparaison des modéles biologiques u&és pour I'étude de métabolismén vitro
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2.2. Principaux modeles biologiques

d’'étude de métabolisme in vitro

2.2.1. Enzymes recombinantes

Les enzymes exprimées a partir de 'ADN complémentgADNC) en systeme hétérologue,
constituent un important modele pour I'étude du abélisme in vitro. Les systemes
d’expression incluent une variété de cellules euatajues présentant une faible activité
intrinseque de I'enzyme a exprimer, notamment :

- les cellules de mammiferes telles que les lymplstbsahumaines (Crespi et al., 1997), les
cellules d’hépatome humain HepG2 (Wilkening et @bD03) et les cellules rénales
embryonnaires HEK293 (Court et al., 2008),

- les levures (lkushiro et al., 2004),

- les bactéries (Kollock et al., 2009),

- et cellules d'insectes infectées par un baculovif8spersomes®) (Asseffa et al.,
1989;Lee et al., 2007). Ce dernier systeme d’espassélectionné pour la production de
taux élevés d’expression protéique, est le pluksétcommercialement. Les fractions
membranaires des cellules d’'insectes présentenaatastés UGT et CYP quasi nulles.
Les enzymes recombinantes commercialisées sontesbules enzymes liees a la
membrane, qui sont soumise a une centrifugatidérdifitielle sans subir de purification.
La présence de cette bicouche lipidique joue prieinaént le réle dans le maintien de
'enzyme dans sa conformation native (Crespi ankelil999).

Les modeles recombinants ont I'avantage d’offriraystéme enzymatique individuel pour

prédire la clairance d’'un médicament spécifique pae isoforme (lwuchukwu et al.,

2008;Proctor et al., 2004) ou I'étude de la capadiin médicament a inhiber le métabolisme
d'un substrat par cette isoforme (risque d’intéoacimédicamenteuse) (Bjornsson et al.,

2003). Toutefois, en raison de l'absence de voiésaboliques compétitives dans ces

systemes, il est impossible d'obtenir des donnéekscontribution relative de l'isoforme en

guestion sur le métabolisme global du médicanrentivo. Afin de surmonter ce probléme

lors de l'extrapolatiorin vitro-in vivo, deux approches ont été proposees : celle duufacte
d’activité relative (relative activity factor ; RAKCrespi et al., 1997;Peters et al., 2008;Toide
et al., 2004;Venkatakrishnan et al., 2000) et cdllefacteur d’extrapolation inter-systeme

(inter-system extrapolation factor; ISEF) (Procadral., 2004) (cf. paragraphe 2.3.1.1.).
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Néanmoins, les enzymes produites a partir d’/ADNclest enzymes purifiées peuvent
€également servir a confirmer les résultats obteaugartir de microsomes ou de tissu
hépatique humain a I'état natif.

On trouve maintenant sur le marché des préparatemmnbinantes purifiées pour la plupart
des enzymes du métabolisme : CYP co-exprimés ayemchwome P450 réductase et
optionnellement cytochromes,bUGT, mono-oxygénases a flavine, époxyde hydrokise

glutathion S-transférases.

2.2.2. Fractions subcellulaires

La notion de préparations subcellulaires englobe teicrosomes, d'autres organelles
cellulaires et I'hnomogénat tissulaire. Elles sobtemues par centrifugation différentielle a
haute vitesse d'un homogénat tissulaire obtenwe suitin broyage tissulaire et une lyse

cellulaire (Figure 6).

Tissu W m&uyage tissulaire et lyse cellulaire

4 T 1300 g

-—

| = surnageant

Débrs cellulaires et novaux |
9000 g

— Fractionm 59 (sumageant)

Mitachondies |
100 000 g

= Fraction 5100 [sumageant)

Centrifugatons <
différentelles

I\_ Microsomes |

Figure 6 : lllustration de I'isolement des fractiors subcellulaires
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2.2.2.1. Microsomes

Les microsomes, vésicules du RE, sont préparésquarifugation différentielle (Pelkonen et
al., 1974). lls sont couramment utilisés pour llergtion des effets d'un nouveau médicament
sur les enzymes du métabolisme et pour l'obtentlendonnées préliminaires sur les
interactions susceptibles de survenir entre médiogsn(Kumar et al., 1999;Rodrigues and
Wong, 1997;Tamaro et al., 2009). Afin de reflétere uactivité standard de I'enzyme et
d’éviter de tirer des conclusions a partir d’écilloms pouvant posséder des voies
meétaboliques aberrantes, il faut utiliser, soitivitiellement soit en pool, des microsomes
préparés a partir de plusieurs donneurs différéfrissupplémentant les microsomes avec les
co-substrats appropriés et d’autres réactifs, til pessible d’étudier individuellement les
différentes activités des CYP, UGT et autres tenaskes, les monooxygénases a flavine et les
époxydes hydrolases. Les principaux avantages ggsteme sont : facilité de préparation et
d’utilisation, disponibilit¢ sur le marché, statd#lia long terme en cryoconservation des
activités enzymatiques, concentration enzymatiguaraover'élevés et optimisation simple
des conditions d’'incubation. De plus, Kilfold etl.cont démontré récemment la possibilité de
combiner des co-substrats afin d’estimer la claeapour différents composés métabolisés a
la fois par les CYP et UGT, malgré la destructi@nl'drganisation naturelle des éléments
intracellulaires (Kilford et al., 2009). L'inconviamt majeur de ce modele est le temps
d’incubation limité (les activités catalytiques diment apres 2 heures d’incubation).

2.2.2.2. Fraction S9

La fraction intracellulaire S9 est le surnageantitemogénat résultant de la précipitation des
noyaux et des mitochondries par centrifugation &itesse de 9000 g (d’'ou l'appellation
« S9 »). Elle contient des enzymes microsomaledest enzymes cytosoliques (solubles).
L'addition de cofacteurs s'avere nécessaire paativation des enzymes : NADPH pour les
CYP, UDP-GIcA pour les UGT, de l'adénosine-3’-phloaie-5'-phosphosulfate pour les
sulfo-transférases, de I'acétyl-coenzyme A et sgstésne régénérateur, et du dithiotréitol
pour les N-acétyl-transférases. Comme les microspieeS9 peut se cryoconserver pendant
plusieurs années.

Son contenu enzymatique permet d’évaluer une &&timetabolique globale et d’étudier des

réactions séquentielles (Ekins et al., 1999). livitét enzymatique de ce type de préparation

! Turnover = nombre de moles de substrat transf@aménole d’enzyme et par unité de temps.
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est toutefois inférieure a celle pouvant étre oleavec des microsomes (pour les enzymes

microsomales) ou du cytosol (pour les enzymes &)ilBrandon et al., 2003).

2.2.2.3. Fraction cytosolique

La fraction cytosolique, dite aussi « S100 », essurnageant obtenu apres la sédimentation
des microsomes par ultra-centrifugation a 100 OOl contient uniquement les trois

enzymes solubles de phase Il: les N-acétyltraasés, gluthathion-S-transférases et
sulfo-transférases. La fraction cytosolique egpaigble commercialement pour la plupart des
espéeces animales. L’avantage principal de cetjgapséon est de disposer des trois enzymes
solubles de phase Il a des concentrations supéseucelles de la fraction S9 et de pouvoir

étudier spécifiquement chacune de ces enzymesetido du co-substrat utilisé.
2.2.3. Culture cellulaire

2.2.3.1. Hépatocytes et Ilignées cellulaires
hépatiques

Hépatocytes

L'utilisation des hépatocytes primaires ou cryo@mss doit sa popularité a leur forte
ressemblance avec le faie vivo et a I'élaboration de méthodes de culture celkilaihaut
rendement. Héritiers des coupes de foie, ils p@sdédes caractéristiques identiques en
termes de viabilité. Les hépatocytes humains doesti de précieux modeél@s vitro pour la
prédiction de la clairance intrinseque (Hewitt kBt 2007;Houston and Carlile, 1997) et des
interactions médicamenteuses (Fahmi et al., 200&Het al., 2007;Ripp et al., 2006). Le
phénoméne de cytotoxicité peut également étre éy@omez-Lechon et al., 2007;Lauer et
al., 2009;Tuschl et al., 2008). Ce modele contieates les enzymes de métabolisme de phase
| et Il, permettant une étude globale du métabaisim médicament avec prise en compte du
passage intra-cellulaire.

La disponibilité limitée des hépatocytes humainsnpires est I'inconvénient majeur de ce
modele. Aprés isolement, les hépatocytes peuveatrdaintenus en culture mono-couche
pendant quatre semaines (Brandon et al.,, 2003)er@Cignmt, la viabilité des cellules
(phénomeénes de dédifférenciation et d’inductibiliiénite leur utilisation a quelques jours
apres l'isolement (Donato and Castell, 2003). Tmige I'amélioration et le progrés des
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techniques de conservation par cryogénisation ksd raujourd’hui commercialement
accessibles (Guillouzo et al., 1999;Li et al., 1999

Lignées cellulaires hépatiques

Des lignées d’adénomes ou de carcinomes hépatiopiede développées comme alternatives
a la culture primaire d’hépatocytes (HepG2, BC2 (Dostdar et al., 1988;Ekins et al.,
2000;Gomez-Lechon et al., 2001;Wen et al., 200B¢sEont I'avantage d’'une culture facile
avec des concentrations relativement stables dagras du métabolisme. En revanche, un
inconvénient majeur limitant leur utilisation esut profil enzymatique incomplet (absence
ou faible expression des plus importantes enzymasdtabolisme) (Wilkening et al., 2003),
largement influencé par le milieu de culture (Bramet al., 2003). Il est difficile de détecter
certains métabolites dans ces lignées et d’étlesasoformes de CYP ou d’autres enzymes a
cause de leurs faibles taux d’expression (Vickerale 1992). Une équipe de I'lnserm a
caractérisé la lignée « HepaRG » au phénotypeptache des hépatocytes natifs, exprimant
de maniére stable les enzymes du métabolisme emtitguproche de la physiologie, et
exprimant également les récepteurs nucléaires pembe’'induction sur une période de six
semaines en culture (Gripon et al., 2002;Aninalgt2006;Josse et al., 2008;Kanebratt and
Andersson, 2008).

2.2.3.2. Lignées cellulaires transgéniques

La transfection cellulaire est une autre approcbar d’obtention de lignées cellulaires

exprimant de facon stable des enzymes de métalmésies niveaux d’expression importants
(Gasser et al., 1999;Wooster et al., 1993).

Ce modele, dont font partie les supersomes, petidteide des réactions enzymatiques
spécifiques et individuelles. Il peut également éattilisé pour produire des meétabolites,
élucider leur structure chimique et les caractérsse le plan pharmacologique (Brandon et
al., 2003). La limite de ce modéle est le nombiisoflbrmes exprimées (une ou quelques

unes), qui ne reflete pas la situatiorvivo.

2.2.4. Coupes tissulaires

Cette technique dont les prémices datent du débuR@™ siécle, a connu depuis une

guinzaine d’années un vif regain d’intérét. Lesgnés technologiques rendent possible la
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production de facon reproductible de coupes plussfi(250 pum), d’épaisseur réguliére et ce
avec un traumatisme cellulaire minimal (Brandomalgt2003). Ces micro-tranches ou slices
tissulaires constituent le modéfevitro le plus complexe, et le plus proche de la situatio
vivo. L’architecture cellulaire du tissu et les comnoations intercellulaires sont préservées
et 'ensemble des enzymes du métabolisme est egptlma été utilisé dans de nombreuses
études de métabolisme avec des résultats tresmgrei (Ekins, 1996;van de Kerkhof et al.,
2006). L'architecture complexe de ce modéle, rideant la diffusion des nutriments et de
'oxygéne dans le tissu, est vraisemblablementoégine d’'une activité métabolique plus
faible que celle pouvant étre observée avec leathépes ou les microsomes (de Graaf et al.,
2002;Lin and Lu, 1998). Ceci peut étre compensédpardurées d’'incubation plus longues
(allant jusqu’a 24 heures). Ce modéle est uneratime a la culture cellulaire pour les études
d’induction (Edwards et al., 2003;van de Kerkhoélet 2008).

2.2.5. Organe isolé perfusé

L'organe isolé et perfusé est un mod@leitro qui reproduit les fonctions de I'orgaimesitu
(conservation de l'architecture tridimensionnellg)n’a jamais été mis en ceuvre avec des
organes humains et existe uniqguement a petitelécdnadc les organes animaux (Le Ferrec et
al., 2001).

En utilisant cette technique pour lintestin, latbansformation de certains composés a été
étudiée en combinaison avec le sens d’excrétion rdétabolites. Par exemple, apres
perfusion avec la génistéiheson glucuroconjugué est retrouvé a la fois dé admninal et du
c6té séreux (Andlauer et al., 2000b). Plusieurspé&guont utilisé cette méthode pour I'étude
de métabolisme de phase | et Il (Andlauer et &Q02;de Vries et al., 1989;Doherty and
Pang, 2000), du transport (Sababi et al., 2001)js m&galement des interactions
médicamenteuses (Higashikawa et al., 1999;Merirab. ,€2003).

Cette technique reste difficile & mettre en plateslle est moins attractive pour les études de
métabolisme du fait d’'une intégrité fonctionnelteude (3h) et d’'une reproductibilité faible
(Wu et al., 1999).

!Génistéine = Membre de la famille des isoflavom@sgc des effets antioxydant et anti-angiogéniques.
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2.3. Approches d’'étude de métabolisme

in vitro
2.3.1. Identification des enzymes
responsables d’une réaction
enzymatique

La réaction de phénotypage est le processus diidation de I'enzyme responsable du
métabolisme d’'un composé donné. Plusieurs appraekistent pour étudier le métabolisme
in vitro (phénotypage), et une combinaison de méthodess@astent nécessaire. Le
meétabolisme d’'un médicament peut étre mesuré difiésetts échantillons de MFH, et les
résultats obtenus sont liés a la variation de gi¢aot d’activité des enzymes des échantillons

individuels (Figure 7).

Enzymes recombinantes

= Screening de l'activité de toutes les isoformegatitles

= Comparaison des cinétiques enzymatiques : enzymes
recombinantes versus HLM

= Extrapolation des résultats (contenu hépatiquenggnee
dans le cas des CYP et RAF)

L A ¥

Analyses de corrélation Etude d'inhibition
= Utilisation d'une banque de microsome“ = |nhibiteurs chimiques :

= Comparaison des activités obtenues @ [S]< Knm
activités sélectives et/ou au contepu [I/Ki>10
enzymatique = Anticorps inhibiteurs (cas des CYP)

Figure 7 : Approche d’'identification de I'enzyme inpliquée dans une voie métabolique (Court, 2004)
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2.3.1.1. Enzymes recombinantes et meéthodes

d’extrapolation

L'utilisation d’enzymes recombinantes permet deed@iner si une isoforme particuliere est
capable de métaboliser le médicament. Le substiast@r est incubé avec chacune des
isoformes individuellement et & une seule concéntra

Les enzymes recombinantes peuvent également étigéed pour la détermination des
parameétres cinétigues d'une réaction enzymatiqug, Kmax CLind). En revanche, la
contribution relative d’'une enzyme compétente damsétabolisme global du médicament est
difficile a prévoir en se basant uniguement sur desinées obtenues avec les enzymes
recombinantes. Des méthodes d’extrapolation soness@ires pour interpréter de fagon

pertinente les résultats obtenus avec les enzyecesnbinantes et les microsomes.

Facteur d’activité relative (RAF ; Relative ActiwitFactor)

Cette approche est actuellement fréquemment wilg#ur estimer la contribution relative
d’'une isoforme dans une voie métabolique particellen corrigeant les différences d’activité
entre enzymes recombinantes et microsomes hépstifaeméthode RAF fut initialement
proposée pour les CYP en utilisant des activitégcifigues (Crespi and Miller,
1999;Venkatakrishnan et al., 2000). Le coeffici&AF de l'isoforme (i) est estimé par

'équation (1), les deux activités étant expriméass la méme unité :

_ Activité des microsome pout le substrs sonde¢de

RAF; = —— .
' Activité dei recombinante pour son substrat sonde

Equation 1

Les UGT présentent un chevauchement dans la spexifiles substrats (Tukey and
Strassburg, 2000) et des substrats sondes n'onétpadentifiés pour toutes les principales
UGT. Néanmoins, Toide et col. ont proposé une nughte calcul des RAF pour les UGT.
L’activité de glucuroconjugaison microsomale tot@l® peut étre estimée comme la somme
des activités catalytiques observées pour chagoferise active (V) exprimée dans les

microsomes (Equation 2) :

n

V (S) :z RAF, x V. (S)
i=1
Equation 2

65



Les valeurs de RAF des UGT recombinantes ont éténabs comme les solutions d’'un
systeme d'équations, par substitution des valedextidité de lisoforme appropriée
déterminées pour chaque substrat utilisé dans €tettie (Toide et al., 2004).

Pour que le coefficient RAF soit le plus pertinpotsible, il est recommandé d’utiliser des
pools de microsomes préparés a partir de multiglsneurs ou des activités moyennes
obtenues a partir de plusieurs préparations indellds (Crespi and Miller, 1999).

Le pourcentage de contribution relative (CR) degcleaisoforme (i) pourra alors étre estimé

par I'équation 3 :
RAF; x V; (S)

X
i=1 RAF; xV; (S)

CR = 100

Equation 3

Facteur d’extrapolation inter-systeme (ISEF ; InteBystem Extrapolation Factor)
Proctor et col. ont développé le facteur ISEF pooamparer les activités de rCYP versus
microsomes hépatiques, en prenant en considérkia@oncentration hépatique de chaque

isoforme (Proctor et al., 2004) (Equation 4) :

VmaxMFH
VmaxTCYP, x Abondance CYPdans MFH

ISEF, =
Equation 4

Plusieurs études ont validé cette approche (Dickiret al., 2007;Hyland et al., 2008;Mills et
al., 2010).

2.3.1.2. Etude d’inhibition spécifique

Une seconde approche pour la réaction de phénayipggique des incubations menées dans
des fractions subcellulaires ou éventuellement eture cellulaire, et ['utilisation
d’inhibiteurs chimiques et/ou des dimmuno-inhibite sélectifs de voies enzymatiques
spécifiques. De plus, la réalisation d'une battéfiecubations avec différents inhibiteurs et
en comparant les taux relatifs de métabolisme, eemidentifier quel inhibiteur réduit
significativement le métabolisme global et ainstalérir la voie métabolique qui contribue
le plus & la clairance du composé.

Des anticorps inhibiteurs spécifiques n’ont pasdéeeloppés pour les UGT, tandis que de
tels anticorps sont disponibles sur le marché paumajorité des CYP. Toutefois, leur
utilisation est peu répandue en raison du codt rtapb engendré pour un intérét limité par

rapport aux inhibiteurs chimiques (Lu et al., 200B)lusieurs inhibiteurs chimiques
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spécifiques ont été identifies pour les isoforme<¥ P (Donato and Castell, 2003) alors que,
a nouveau, peu ont été décrits pour les UGT.

Dans la plupart des cas, le substrat sonde d'und@ ©§& utilisé comme son inhibiteur
chimique sélectif. La bilirubine, la tangertinga nobiletine et la silybirfeont été utilisées
pour inhiber UGT1Al (Hagenauer et al., 2001;Sridaral., 2004;Williams et al., 2004).
L’hecogéniné est un inhibiteur puissant et sélectif de 'UGT1@4chaipichat et al., 20086).
L’acide méfénamique (Wynalda et al., 2003), l'acidtumique (Gaganis et al., 2007) et le
propofol (Hagenauer et al., 2001) ont été décommme inhibiteurs sélectifs de 'UGT1A9.
Les inhibiteurs de 'UGT2B7 incluent des substrternatifs tels que la morphine (King et
al., 2001). Rios et col. ont démontré que 'UGT1gdssede plus d’un site de fixation pour
substrat/inhibiteur, alors que 'UGT2B7 n’en posséd’un seul (Rios and Tephly, 2002). Par
conséquent, plusieurs inhibiteurs doivent étreegedains le cas de TUGT1AL.

L’inhibition chimique constitue un outil de phénpage simple et peu cher tant que les
substrats inhibiteurs sont sélectifs et disponilpisck et al., 2008). La contribution relative
d’'une isoforme individuelle dans une voie métahadicpeut étre directement estimée en

utilisant cette méthode (Rodrigues, 1999).

2.3.1.3. Test de corrélation

En utilisant la méme banque de microsomes, ledestorrélation se fait entre des activités
spécifiqgues déterminées pour chague enzyme ettastés obtenues pour le médicament a
tester. Une corrélation significative démontre piication de l'isoforme. Une approche
additionnelle de confirmation peut étre établie emrrélant les activités au contenu
enzymatique quantifié par Western Blot.

Pour étre pertinent, le test de corrélation doé étalisé avec une banque de microsomes d’au
moins 10 préparations individuelles (Court, 2004).

Les résultats de ce type d’étude confirment le @osvent les résultats obtenus a partir

d’autres tests (test de compétence, test d’'inbifjti

! Tangertine = comme la nobiletine, flavonoide isofgartir de la peau des agrumes.
2 Silybine = principal constituant actif de la silgrme et caractérisée par des propriétés anti-bépaques.
®Hecogénine = une sapogénine utilisée dans la pépardes hormones stéroidiennes.
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2.3.2. Extrapolation in vitro-in vivo

L’extrapolation in vitro-in vivo (ivive) des activités métaboliques consiste a ipeéth
clairance intrinseque (Gk) d'un substrat donné et ses interactions médictauses. Ces
extrapolations restent semi-quantitatives compteu teles difficultés de la prise en
considération des facteurs de variabilités physiglees (flux sanguin hépatique, fixation aux
protéines plasmatiques, métabolisme extrahépatique

2.3.2.1. Etude de cinétique enzymatique

La réaction de biotransformation par microsomeseetymes recombinantes, présente
rarement des cinétiques « atypiques » ou non-Miemees, et ceci constitue le facteur
critigue dans le choix du modele expérimental praiculer les parameétres cinétiques et pour
leur application lors de [I'extrapolationn vivo. De méme, [lactivation homo- et

hétérotropique, survenant suite a la présence déplas sites de fixation de substrat et
d’effecteur, doit étre prise en compte dans la eption et l'interprétation des études de

cinétique et d’inhibition.

Détermination des parametres cinétiques
Le plus classique des modeles de cinétiques enimyneat est celui de Michaelis-Menten
(Figure 8.A) caractérisé par une fonction hypedpai (Equation 5), ou est la vitesse de la

réaction, S est la concentration du substrat.

_Vmax><S
T K, +S

Equation 5

Le Ky est la constante de Michaelis (Kdécrivant I'affinité de I'enzyme, ou laffinité
apparente des microsomes pour le substrat et pomdsa la concentration de substrat
permettant d’obtenir la moitié de I'activité maxil@dVmay).

Cependant, il reste important de vérifier le chaly modele par la linéarisation de
Eadie-Hofstee. Ce graphique représente (v) en ifomctu rapport v/S. Dans le cas d’'une
cinétigue Michaelienne, le graphique de Eadie-H@fsist une droite dont la pente est égale a
(-Km).

Deux isoformes ou plus, avec des affinités distisctpeuvent étre impliquées dans une

réaction de biotransformation. Dans de tels cael&ion entrev et S devient « biphasique »
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et correspond a la somme linéaire de deux fonctaedMichaelis-Menten (Equation 6)

(Schmider et al., 1996) et le graphique de Eaditstde devient concave (Figure 8.B).

_ Vmaxl>< S + Vma>Q>< S
T Km+S K +S

Equation 6
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Figure 8 : La vitesse (V) de transformation du prodit versus la concentration du substrat ([S])
(courbes de gauche) et la transformation de Eadiedfstee correspondante (courbes a droite)
pour les réactions Michaéliennes a une (A) ou deusnzymes (B) ; d’auto-inhibition (C) ; et

d’auto-activation (D).
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Cependant, deux modeles de cinétiques atypiquesrtsdt de la fonction de Michaelis-
Menten peuvent se produire dans les cas suivants :

Une auto-inhibition qui donne lieu a une courbe au profil convexe (F@gLC), en raison
d’'une vitesse de biotransformation non maintenudordes concentrations de substrat
(Houston and Kenworthy, 2000). Ce type d’inhibitipeut étre assimilé a une inhibition non
compétitive et décrit par I'équation 7 ou;kKest la constante décrivant I'inhibition par le
substrat.

Vmax

YT T (K JS) +(S/Ky)

Equation 7

Une auto-activation qui donne lieu & une cinétique sigmoide cara&eérjgar I'équation de
Hill (Equation 8) ou & correspond au Kapparent et « n » au coefficient de Hill (Clarke,

1998). Le graphique de Eadie-Hofstee est alorsté@iae par un profil convexe (Figure 8.D).

Vima® S’
VS ——————
S+ S

Equation 8

2.3.2.2. Prédiction de la clairance métabolique

La clairance intrinséque est un parametre impopaat I'extrapolation des données obtenues
in vitro a la situationin vivo (Houston, 1994;Houston and Carlile, 1997). La,Cést une
mesure directe de l'activité enzymatique sans amfte des parametres physiologiques

vivo. La Cliyin vitro est exprimée par I'équation 9 (Shibata et al. 0200

v= Clnx S

Equation 9

Si la cinétique enzymatique est définie par le nedéeMichaelis-Menten (Equation 4) et en
considérant que la concentration soit trés inféeeau K, la CLy est alors estimée par
'équation 10 :

Vmax

m

Equation 10
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Dans le cas d'une cinétique biphasique, la,{&st estimée par I'équation 11 (Shen et al.,

1997):
Vmaxl + Vmax2

CLint - Kml Km2

Equation 11

Dans le cas déauto-activation, la clairance atteint le maximum a une concemmnatie
substrat avant la saturation de I'enzyme. Ce param€Ly.y) estimée par I'équation 12
(Houston and Kenworthy, 2000), représente un étpnvdiable de la Ck: pour de tels
systemes enzymatiques (Witherow and Houston, 1999).

\Y Vmax (n _1)
Clmax= == x
max — g S n x (n_ 1)1/n

Equation 12

Dans le cas d&auto-inhibition , la sous-estimation considérable de la. et du K, est
inévitable et I'estimation de la GLa partir d’'un seul point expérimental (S inféredr 10%

de la valeur du K) est recommandée.

2.3.2.3. Méthode de la demi-vie in vitro

La CLi: peut également étre estimée par I'approche dedlmi-viein vitro », qui consiste a
suivre la disparition du substrat dans le tempsaf@bet al., 1997;0bach, 1999). Cette
cinétique est modélisée par une équation expotientiécroissante (Equation 13), oy S
représente la concentration initiale du substritset constante de disparition :

S= gxekT

Equation 13

La demi-vie (T in vitro correspond au temps au bout duquel 50% du sulisttahé a été
meétabolisé (Equation 14):

L _Ln2_ o6
1/2 — k - k

Equation 14

Si V; correspond au volume de I'incubation (ml) et Q Uamtité de microsomes (mg), la &L

est alors déterminée par I'équation 15 :

Equation 15
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Les conditions expérimentales suivantes sont nacesour ce type de réaction :

- Une concentration du substrat testée inférieuné au

- L'utilisation de concentrations faibles de microsm{< 0,5 mg/ml) ou d’hépatocytes
(< 0,5 x 16 cellules/ml) afin d'éviter les phénoménes de fiaatiprotéique du
substrat, qui entrainent une sous-estimation @d}a(Jones and Houston, 2004),

- Limitation du temps d’incubation a 30 minutes paduiter une perte d'activité
enzymatique pouvant étre a l'origine d’'un profitdhiasique (Jones and Houston,
2004),

- Enfin, la vérification qu’aucun métabolite n’eshihiteur de I'enzyme active.

Cette méthode est une alternative intéressanté&tadé des cinétiques de formation des
meétabolites pour les molécules dont le dosage ddahlmlites est techniguement impossible
(absence de molécules pures pour étalonner laiteef)nou difficile (existence de multiples

métabolites). Elle nécessite cependant qu’au nzifs de la quantité incubée disparaisse sur
la durée totale d’'incubation, pour différenciemétabolisme de I'imprécision de la méthode

de dosage.

2.3.2.4. Pharmacogénétique des enzymes du

métabolisme

Les enzymes du métabolisme sont génétiquementég&gulLa présence d’'une mutation sur
une enzyme peut engendrer des variants a actigigdytque importante, intermédiaire ou
dans certains cas a [labolition totale de l'acévitPar conséquent, la variabilité
pharmacogénétique doit étre prise en considérdbiende la détermination des parameétres
cinétigues (K, Vmax OU ClLy) utilisant des microsomes individuels ou des po@lsci
permettra de recherchir vitro I'impact d’'un polymorphisme sur le métabolismeenstitue
une alternative ou éventuellement un préalable &uxles cliniques. La contrainte est de
disposer d’'une banque de microsomes suffisante powisager I'étude de mutations

intervenant avec des fréequences faibles.
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2.3.2.5. Prédiction de la clairance métabolique
in vivo

La CLiy; du foie humain peut étre estimée a partir de lg;@Eterminéen vitro, en utilisant
des facteurs d’extrapolation comme : le contendépjae microsomal (48,8 mg de protéine
microsomale/g de foie) (Davies and Morris, 1998)nbmbre d’hépatocytes par gramme de
foie (120 x 16) (Carlile et al., 1999), le poids du foie (25, kgpoids corporel) (lwatsubo et
al., 1997) ou le flux sanguin hépatique (20 mL/tkg)/(Lin and Lu, 1997).
Dans tous les cas, il est nécessaire de prendremepte I'ensemble des voies métaboliques, y
compris extra-hépatiques. La prise en compte daufacteurs physiologiques comme la
fixation aux protéines plasmatiques nécessitelisation de modéles pharmacocinétiqires

Vivo.

2.3.3. Prédiction des interactions

médicamenteuses

Les interactions médicamenteuses peuvent se peoldugt de I'administration simultanée de
plus d'un médicament chez le méme individu, lorsqum des composés altére le
métabolisme d’'un autre. Elles sont souvent asse@édes risques de toxicité ou de perte
d’efficacité pharmacologique. Ces phénoménes dactens ont méme mené au retrait du
marché de plusieurs médicaments (Wienkers and H2@@b). Par conséquent, I'élucidation
précoce d'une éventuelle interaction médicamenticaéuknt in vitro peut fournir des
informations utiles pour le développement clinigiien médicament.

Il existe essentiellement deux types d’interactiensymatiques : I'inhibition et I'induction.

2.3.3.1. Inhibitions enzymatiques

Certains composeés ont la capacité de réduire Viagetcatalytique d’'une isoenzyme, et ainsi

de provoquer une diminution de la clairarinevivo des substrats de cette isoforme. Les
microsomes constituent le modéele le plus utilisérpa prédiction d’une telle interaction. Les

coupes tissulaires (« slices »), les hépatocyteslesu enzymes recombinantes peuvent
également étre utilisés.

Il existe trois mécanismes d’inhibition enzymatiquéréversible (inhibition suicide),

guasi-irréversible et réversible. Parmi les int@bis réversibles, on retrouve des inhibiteurs
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compétitifs, non-compétitifs ou incompétitifs. Deyparametres permettent d’évaluer le
caractere inhibiteur d’'une molécule : la conceidratd’inhibiteur provoquant 50%
d’inhibition de la vitesse de biotransformation ¢flet la constante d’inhibition Kaffinité

de l'inhibiteur).

Les types d’inhibitions métaboliques les plus fr&mument observés sont les inhibitions

compétitives et les inhibitions irréversibles.

Inhibition irréversible et quasi-irréversible

Les inhibiteurs irréversibles concernent les CYPfagit partie de la classe d’inhibiteurs
dépendants du temps. lls peuvent (i) soit formez limison covalente avec I'enzyme de
maniere irréversible (cas des inhibitions suicid@¥)soit étre des substrats de I'isoenzyme
dont les métabolites forment un complexe métabeligtermédiaire qui inactive I'isoenzyme
de maniere quasi-irréversible. Cependant, dansdaditions physiologiques, il est presque
impossible de reverser une inhibition quasi-irréilde (Venkatakrishnan and Obach, 2007) et
seule la synthése de nouvelles enzymes permettrbeirer I'activité initiale (Lin and Lu,
1998). Ces inhibitions irréversibles sont multitaatlles ; elles dépendent de la concentration
d’inhibiteur, du temps d’incubation avec l'inhibite et de la présence de NADPH (Zhou et
al., 2005).

Inhibition par compétition
Un inhibiteur compétitif (1) présente une affin{i€,,) pour le site actif de I'enzyme (E) ou se

fixe normalement le substrat (S) :

K , .
S+E ES E + Métabolite

+

S

El

Par exemple, parmi les inhibiteurs compétitifs tgoénzyme CYP3A4, on retrouve des

antifungiques comme le kétoconazole et l'itracot®a testostérone ou la ciclosporine.
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Inhibition non compétitive

L’inhibiteur se fixe sur un site enzymatique diffat de celui du substrat, entrainant la
formation d’'un complexe enzyme-substrat-inhibit@iS) qui ralentit la fonction catalytique
de I'enzyme.

Km , )
S+E ES E + Métabolite
+ +
I |

o]

S+ El <> EIS

Inhibition incompétitive
L’inhibiteur se fixe au complexe enzyme-substratpes a I'enzyme libre, formant un

complexe enzyme-inhibiteur-substrat inactif.

S+E ES E + Métabolite

La modélisation mathématique qui décrit 'impaatirdinhibiteur réversible sur la cinétique
d’'une réaction enzymatique dépend du type de bitibn (compétitive, non-compétitive ou
incompétitive ; Equations 16, 17 et 18 respectiveinelLe facteur 1/K représente la

puissance de l'inhibiteur.
Vmaxx S‘

VK X(@+UK)+S

Equation 16
_ VinaxX €
YT IK ¥ S)x (1+ 1Ky
Equation 17
_ VinaxX S
VT K F Sx(1+ 1K)
Equation 18

Une interaction par inhibition enzymatique peut&imer, en fonction de son mécanisme, soit
une diminution de la ¥ax Soit une augmentation du K Il en résulte, quelque soit le

mécanisme d’inhibition, une diminution de la claica intrinseque.
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La transformation linéaire des cinétiques enzynuasg(représentation graphique de Dixon ou
de Lineweaver-Burk) utilisée auparavant pour leixlin modele d’inhibition et le calcul du
Ki, a été supplantée par des logiciels de régressimnlinéaire permettant le calcul des

parametres cinétiques avec plus de précision.

La valeur de Gb est déterminée par I'analyse, a concentrationdixesubstrat, de la relation
entre la concentration de l'inhibiteur et la vieste |la biotransformation du substrat. LgoCl
est assez utile pour comparer le pouvoir inhibigkidifférentes molécules, sans connaitre le
mécanisme biochimique d’inhibition (von Moltke dt, a998). Pour ce type d’étude, la

concentration de substrat doit étre inférieure au K

2.3.3.2. Induction enzymatique

Il existe principalement deux mécanismes d’inductitaugmentation de la transcription du
gene (exp-naphthoflavone et UGT1A6) (Kohle et al., 2005)aestabilisation de TARNmM ou
de l'enzyme (troléandomycine et CYP3A4) (Gonzal@@07). La recherche d'un effet
inducteurin vitro ne peut se faire qu’avec un modeéle conservariégmalité cellulaire (slices
et hépatocytes). Des lignées cellulaires transéscigar le géne d’'une enzyme spécifique
peuvent également étre utilisées (Vignati et &l04). L’évaluation de I'induction se fait par
rapport a un contrdle, selon les criteres suivétsmers, 2002): taux de 'ARNmM messager
déterminé par PCR en temps réel, concentration 'elezyime estimée par méthode

immunochimique ou activité enzymatique.

2.4. Chromatographie liquide couplée a

la spectromeétrie de masse

Durant ces deux dernieres décennies, la chromatioigriquide couplée a la spectrométrie de
masse (CL-SM) s’est avérée une puissante techipiguiela caractérisation de la structure de
métabolites inconnus présents dans des échanthioisgiques et leur quantification et elle

est largement utilisée dans les études de métaimlies diverses applications, tant

gualitatives que quantitatives, sont liées a sescteristiques : sensibilité et spéecificité.
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2.4.1. Séparation par chromatographie
liquide

Dans I'étape de CL, les analytes sont dissous daniguide dit phase mobile, et passent
ensuite a travers une colonne contenant de petiggtcules solides, nommée phase
stationnaire. Les composés sont sépares seloaffgité différentielle pour les deux phases.
Durant ces trois dernieres décennies, cette teabragconnu des progres considérables ; les
séparations s’accomplissent dans des phases sdéeksametre tres petit (de I'ordre du
micron), avec une taille constante de particuledestpompes capables de produire de hautes
pressions avec un flux uniforme. Ces technologied synergiques car des hautes pressions
sont indispensables pour I'obtention de temps tenti®n raisonnables lorsque les particules

de la phase solide sont petites.

2.4.2. Détection par spectrométrie de

masse

D’une maniére générale, la SM consiste a produg® idns a partir de composés et a les
détecter en fonction de leur rapport masse/chargin/z ou m est la masse du composé et
z son nombre de charges). Les informations obtepeesettent d’établir les abondances
relatives des ions en fonction du rapporz La détection par SM comprend principalement
quatre étapes :

- Introduction de I'échantillon a analyser,

- lonisation des molécules a analyser et leur passaghase gazeuse,

- Séparation des ions dans I'analyseur qui sert airaeke rapporim/zdes ions générés,

- Détection des ions et traitement du signal : leraoud’ion doit étre converti en

courant électrique et amplifié afin de permettabiention de données exploitables

un traitement informatique.

2.4.2.1. Sources d’ionisation

L’instrumentation de la SM a connu des progreséstetbppement considérables, a savoir
lintroduction d'interfaces et de sources d’ionisatrobustes de types d’électronébulisation

(ElectroSpray lonisation ; ESI) (Yamashita and Feb®84) ou d’ionisation chimique a
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pression atmosphérique (Atmospheric Pressure Chémaigisation ; APCI) (Horning et al.,
1974). Ceci a largement contribué a I'essor du lzmget en particulier a son application
plus systématique aux études de métabolisme. Ceceso permettent la détection de
Composeés assez peu polaires a tres polaires judgg’@nasses élevées, y compris pour des
composeés labiles comme les métabolites conjugudédrdduction de la source d’ionisation
photonique a pression atmosphérique (Atmospherasdare Photo-lonisation ; APPI) a
permis d’élargir l'utilisation de la SM a I'étudeesl composés tres apolaires avec une
sensibilité supérieure aux sources APCI (Robb.e2a00).

Dans la mesure ou la majorité des médicaments lsmitjues, I'ionisation en mode positif
prévaut dans les analyses pharmaceutiques. Poardibolites, cependant, il est important
d’évaluer les deux modes d’ionisation, négatif @sifif, car en regle générale le métabolisme
transforme les substrats en produits plus acidesulfo- ou la glucuro-conjugaison d’alcools

sont des exemples de biotransformation qui se tétesouvent en mode négatif uniquement.

2.4.2.2. Analyseurs de masse

Une fois les molécules ionisées, elles sont eesaite la source au fur et a mesure de leur
formation et sont alors acheminées vers l'analysdar masse. Une grande variété
d’analyseurs peut étre utilisée pour la caractioisaet la quantification des ions. On
distingue entre autres les quadripdles (simpleriple} (Bu et al., 2000;Zhang and Henion,
2001), les trappes d’'ions (Wieboldt et al., 199&jécet al., 2007) et les détecteurs a temps de
vol (Time-Of-Flight ; TOF) (Clauwaert et al., 1998ang and Henion, 2001). Les principales
caractéristiques d’'un analyseur sont :

- Larésolution, qui caractérise la capacité a différencier deux picshms, c'est-a-dire
deux ions de rapponb/zvoisins.

- Laprécision sur la mesuredem/z quiest la capacité du SM a rendre une mesure de
masse la plus proche possible de la valeur théeriglle est le plus souvent exprimée
en « partie par million » (ppm).

- Lasensibilité,qui reflete la quantité minimale d’échantillon dztble

- La vitesse de balayagejui correspond au temps consacré pour I'établissémiun
spectre dans une gammerd&donnée.

Le couplage de plusieurs analyseurs est possieig)gitant d’obtenir des appareils hybrides
tels que des spectrometres de masse de type duplirupole, Q-TOF ou TOF-TOF
développés pour des applications SM/SM.
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2.4.3. Identification et caractérisation des

métabolites

2.4.3.1. Analyse en mode CL-SM

En utilisant un quadripble simple, le mode balayagmplet {ull scar) permet de détecter
tous les ions produits (y compris les métabolitks)s la gamme d®/zde I'analyseur, sans
critere de sélectio@ priori. Des logiciels procédent parallelement a la regieerd’ions a
partir de gain ou de perte de masse par rappartreabse du produit parent (Tableau 1).

Le quadrip6le peut aussi fonctionner en mode dei gdiions sélectionnés (Single lon
Monitoring ; SIM) qui a pour but de ne détecter gl@s rapportsm/z sélectionnés,
caractéristiques de la substance a analyser (Tah)eae qui assure une meilleure sensibilité.
La comparaison a un échantillon contréle sans métab est indispensable pour ce type

d’analyses.

Tableau 1 : Réaction métabolique et changement deasse associé (Kostiainen et al., 2003)

Réaction enzymatique Modification de masse (unité)
Déméthylation -14

Méthylation +14

Epoxydation +16

Acétylation +42

Sulfatation +80
Glucuroconjugaison +176

2.4.3.2. Analyse en mode CL-SM en tandem

La spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) offre détection plus spécifique des
métabolites dans des matrices complexe. Le tripladdpble est I'analyseur le plus
frequemment utilisé pour faire de la spectrométaenasse en tandem. Ce systéme est formé
de deux quadripdles en série séparés par uneeeltilcollision dans laquelle un gaz de
collision inerte est introduit. Par impact aveaee, les ions sont fragmentés. Classiquement,

le premier quadripdle fonctionne comme un filtreséectionne un iom{/2 d’intérét appelé
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ion précurseur ou ion parent. Apres dissociatiancpdlision, les ions fils ou fragments sont
analysés par balayage dans le second quadripdle.

Le mode de suivi sélectif d’'une transition ou pl88&gle Reaction Monitoring ; SRM) permet
de détecter un ion fragment provenant d’'un ion ym&ur donné. Ce dernier mode permet
d’obtenir un gain en sensibilité en diminuant laeibde fond.

Il existe aussi d’autres configurations permettaat exemple la détection des ions parents
susceptibles de perdre par réaction dans la calkileollision, un fragment neutre (mode de
balayage des ions précurseurs ou perte de ne@es.deux derniers modes sont tres
appropriés pour la détection de groupements spéesi de métabolites conjugués (Clarke et
al., 2001;Kostiainen et al., 2003;Levsen et al.03)0 La fragmentation typique d'un tel
métabolite est la perte d’'une masse neutre comesm au groupe conjugué et la production
d’'ions incluant l'aglycone et ses fragments. Paeneple, les conjugués glucuronides et
sulfates peuvent étre détectés en utilisant un rdddeisation positif et un balayage en perte
de neutre (u): 176 (dEigOe) et 80 (-SQ), respectivement (Keski-Hynnila et al., 1999;Liu e
al., 2002).

Il est aussi possible de rechercher des ions @égrs a partir d’'un ion fragment de'z
connu (product ion scan mode). Ce mode permet rdgalela caractérisation structurale des
métabolites (Clarke et al., 2001;Kostiainen et 2003). Perchalski et col. ont détecté des
métabolites hydroxylés de la phénytdimm scannant les ions produits de I'ion précurseur
m/z 175, qui constitue un fragment spécifique afdes pour le produit parent et les
meétabolites (Perchalski et al., 1982).

La spectrométrie de masse puissance n?(SWE..., SM), offerte en particulier par les
analyseurs a trappe d’ions (ou pieges a ions)gssautile pour I'élucidation structurale de
composeés (Clarke et al., 2001;Gangl et al., 2002utefois, le nhombre n de cycles de
fragmentation est limité par la quantité maximalersd qui peuvent étre stockés dans le
pieége a ions avant la fragmentation. De ce fa#t,dealyses SMse font au détriment de la
sensibilité.

Phénytoine = un antiépileptique appartenant andllades hydantoines.
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2.4.3.3. Détermination de la masse exacte

La haute résolution des détecteurs a TOF permetelure de la masse exacte ainsi qu’'une
estimation de la formule empirigue des moléculesmmues (Niessen, 1998;Quintela et al.,
2007;Smith et al., 2007). Les systémes hybridekiamt un filtre quadripolaire en amont
(Q-TOF) sont les plus appropriés pour l'identifioat et la caractérisation structurale des
métabolites et sont caractérisés par leur fadlitélisation, leur grande vitesse d’acquisition,
leur haute sensibilité et leur bonne résolutionmades SM et SM/SM (Chernushevich et al.,
2001;Marquet, 2005;Pelizzi et al., 2003;Ren et24108).

2.4.4. Quantification des métabolites

La CL-SM en mode d’ions sélectionnés et la CL-SM/&Mmode de transitions sélectionnées
offrent une excellente sensibilité et permetteatude quantitative des meédicaments et de
leurs métabolites a faibles concentrations dansradgsces de nature variable (plasma, urine,
surnageant d’incubation). Il apparait dans touschkes souhaitable d’utiliser au moins trois
ions ou deux transitions pour assurer une bonneifg® (Marquet, 2005). La haute
sélectivité et la bonne résolution offertes pardétecteurs SM/SM permettent de diminuer au

maximum les temps de séparation chromatographigo@ €onsequent le temps d’analyse.
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1.

Influence du polymorphisme du
CYP3A5 (CYP3A5*1/%*3) sur le
meétabolisme hépatique et la

pharmacocinétique de I'évérolimus

Contexte et objectifs

L’évérolimus (Certicafl!), analogue structural du sirolimus, est un immupgsesseur
indiqué pour la prévention du rejet chez des pttiercevant une allogreffe rénale ou
cardiaque. L'évérolimus et le sirolimus sont métaés au niveau intestinal et hépatique par
les CYP3A4, 3A5 et 2C8 (Jacobsen et al.,, 2001;Kenal.,, 2001). L’influence du
polymorphisme diCYP3A5sur la pharmacocinétique de I'évérolimus a étduéeadans le
cadre d'une seule étude en transplantation cardia@ette étude n’a identifié aucune
association entre le génotype du CYP3AS5 et lesamnations sanguines (normalisées par la

dose) ou la dose administrée d’évérolimus (Kniepeisal., 2009).

Dans le cadre de cette these, nous avons étudigéro le réle respectif du CYP3A4 et du
CYP3A5 dans le métabolisme hépatique de I'évérdiminsi que I'effet du polymorphisme
CYP3A5*1/*3sur le métabolisme de I'évérolimirs vitro. Parallelement, nous avons étudié
limpact du polymorphismeCYP3A5*1/*3 sur la pharmacocinétique de I'évérolimus chez
30 patients transplantés rénaux dans le cadre dalte&boration avec le Dr Nassim Kamar

(Service de néphrologie, dialyse et transplantat@iiU Toulouse Rangueil).

Résultats

In vitro

Nous avons tout d’abord confirmé par deux approctiéerentes (RAF et inhibition
chimique) que les CYP3A sont plus impligués dansétabolisme de I'évérolimus que le
CYP2C8. La clairance intrinseque de I'évérolimus g CYP3A4 et 3A5 recombinants,
exprimés ou non avec le cytochrome, la été estimée par la méthode de demi-vie

métaboliquen vitro, en utilisant le tacrolimus comme contrble. Nousres pu montrer que le
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CYP3AS5 (xh) avait une Cly plus faible pour I'évérolimus que le CYP3A4 gtbl’inverse

était observé pour le tacrolimus.

Aucune différence significative n’a été observégeesta Cl,; obtenue avec le pool de MFH
non expresseur ou expresseur du CYP3A5, alorsegumicrosomes expresseurs avaient une
CLint 1,75 fois plus élevée pour le tacrolimus.

In vivo

Les 30 patients transplantés rénaux inclus dane éatde recevaient de I'évérolimus associé
(n=23) ou non (n=7) au mycophénolate mofétil. Dexils de concentrations comportant un
prélevement juste avant la prise)@t 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 540 et mad
apres la prise du médicament, ont été obtenus IpeuB0 patients. Les patients expresseurs
(n=7) et les non-expresseurs (N=23) ne présentaienine différence significative de besoin
en dose ou d’exposition normalisée par la dossertit, cependant, souhaitable d’augmenter
l'effectif de cette étude. En effet, I'effectif aei ne permet pas d'avoir la puissance
nécessaire pour détecter un effet de faible in@ngrobablement non cliniguement

pertinent).

Conclusion

Cette étude a montré qu’'a linverse du tacrolimies,CYP3A4 est plus actif dans le
métabolisme de I'évérolimus que le CYP3AS5. Cecirpaitiexpliquer en partie le fait que le
polymorphisme du CYP3A5 n'ait pas dinfluence sw métabolisme hépatique de

I'éveérolimus et donc sur la pharmacocinétique ddlicgment.

Ces résultats font I'objet d’'une publication acteilelent soumise pour publication (article 1).
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Article 1

Evidence that CYP3A5 polymorphism does not
Influence everolimusin vitro metabolism and clinical

pharmacokinetics in renal transplants.

(Soumis a Clinical Pharmacology and Therapeutics)
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2. Contribution des UGT au métabolisme
de la buprénorphine et la
norbuprénorphine et relation avec

leur polymorphisme géneétique in vitro

Contexte et objectifs

La buprénorphine (BUP) est un morphino-mimétiquevééde la thébaine. Elle agit comme
un agoniste partiel des récepteurs opiacés. Ellenetabolisée rapidement au niveau
hépatique par N-déalkylation en norbuprénorphiner{BIUP). Cette biotransformation est
catalysée principalement par les CYP 3A4 et 2C84f#iet al., 2005). La BUP et la Nor-BUP
subissent une glucuroconjugaison. Cette secondedaimétabolisme a été tres peu étudiée
contrairement a la voie d’oxydation.
Ce travail avait pour objectifs :
- L'évaluation qualitative (utilisation de Supersomes quantitative (par I'approche
RAF) de la contribution des UGT au métabolisme Ligpa de la BUP et la Nor-BUP.
- L'étude de leffet du polymorphisme génétigue desngipales UGT sur le
métabolisme de la BUP en utilisant une banque del (hE52).

Résultats

v' Parmi les 6 UGT testées, seules les UGT 1A1, 1AZB&t étaient impliquées dans le
métabolisme de la BUP et la Nor-BUP.

v' Sur la base de I'approche RAF, la contribution d&GIT1A1 et de 'UGT2B7 au
meétabolisme de la BUP a été estimée a 10 et a 448pectivement. La
glucuroconjugaison de la Nor-BUP impliquait prireigment ['UGT1A3
(approximativement 63%) et 'UGT1Al (34%) tandis equa contribution de
FTUGT2B?7 était trés minoritaire.

v' La Vmax du métabolisme de la BUP était en moyenne dimini#&28% dans un pool

de MFH porteur de lallele UGT1A1*28 Cependant, aucune association
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statistiguement significative n’a été retrouvéeaee polymorphisme et I'activité de
glucuroconjugaison de MFH individuels.

v" La Vmax de glucuroconjugaison de la BUP était 1,7 foispllevée pour les pools de
MFH au génotype hétérozygote (-842GA) et homozyguoigté (-842AA) pour
F'UGT2B7 par rapport au pool au génotype -842GGs @eis pools de MFH étaient
porteurs du génotype sauvage déGT1AL(UGT1A1*1/*]). Cet effet était retrouvé
de maniere significatif a partir d’incubation enégence de MFH individuels
(p=0,0352).

Discussion et conclusion

Les résultats obtenus montrent que I'effet du SN84ZA de IUGT2B7sur le métabolisme
de la BUP est relativement modeste et qu’il dépkndénotypeJGT1A1*28

Bien que la contribution de 'UGT1A1 soit moins iorfante que celle de 'UGT2B7, I'effet
de son génotype semble influencer également lebokteme de la BUP (bien que de fagon
non significative).

Une étude récente a montré que I'UGT2B7 interagiécal UGT1Al en affectant ses
propriétés cinétiques etice versa(Fujiwara et al., 2010)En utilisant des systemes
d’expression hétérologues, Fujiwara et col. ont ioque la co-expression de 'UGT1Al
avec 'UGT2B7 induit une augmentation de la glucargugaison de I'AZT. D’autre part, la
glucuroconjugaison de l'estradiol par TUGT1Al eStevée en présence de 'UGT2B7
(Fujiwara et al., 2010). Les mémes auteurs ont re@récédemment que les UGT 1A1, 1A4,
1A6 et 1A9 interagissent entre elles par des psuses’hétéro-dimérisation ayant un effet
variable sur les activités enzymatiques en fonatierisoforme et des substrats (Fujiwara et
al., 2007a;Fujiwara et al., 2007b;Nakajima et a007). Le méme type d’interaction est
soupconné pour 'UGT1Al et 2B7, mais ceci reste@fiomer (Fujiwara et al., 2010). De
telles interactions pourraient expliquer la comfifexdes relations génotype-phénotype
observés dans le cadre de notre travail.

Ce travalil fait I'objet d’'une publication dabsug Metabolism and Dispositiofarticle 2).
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Article 2

Contribution of the different UDP-
glucuronosyltransferase (UGT) isoforms to
buprenorphine and norbuprenorphine metabolism
and relationship with the main UGT polymorphisms

in a bank of human liver microsomes.
(Drug Metabolism and Disposition. 2009 Oct;38(1(-415)
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3. Développement d’'une méthode
CL-SM/SM pour I’évaluation
simultanée des activités de

glucuroconjugaison in vitro

Introduction

La méthode de phénotypage dite « cocktail » ouir-bhe » permet la mesure simultanée de
plusieurs activités enzymatiques en utilisant utenge de substrats sondes dans un seul test.
Cette approche peut étre appliquée dans le caédred#’s de métabolisnie vitro ou d’études
cliniques (études pharmacocinétiques de phasellé)cénstitue une méthode efficace pour
réduire le nombre d’échantillons a analyser.

Cette approche est notamment utilisée pour leseétute métabolisme, en particulier
d’inhibition et d’induction. Plusieurs cocktails toété développés pour les études d’inhibition
des CYP utilisant des microsomes (Bu et al., 200@&Bal., 2001;Dierks et al., 2001;Kim et
al., 2005;Testino, Jr. and Patonay, 2003;Turpeieeml., 2005;Zientek et al., 2008). En
pratigue, un mélange de cinq a neuf substrats fapées d’enzymes et un inhibiteur sont
incubés simultanément avec une seule préparatiorosoimale. Dans toutes ces études, les
valeurs de G} déterminées a partir des incubations en cocktaieié comparables a celles
obtenues pour les incubations individuelles.

Des équipes ont montré que l'induction des CYP p#tg évaluée également par cette
approche en utilisant des hépatocytes, a condgidih n'y ait aucune interaction entre les
substrats du cocktail (Dixit et al., 2007;Mohutskyal., 2005). En dehors des microsomes et
des hépatocytes, les enzymes recombinantes ordgnégiall été utilisées dans des études de
type cocktail. Dierks et col. ont utilisé un codkide sept substrats de CYP pour déterminer
l'activité de plusieurs isoformes (Dierks et aD02).

A notre connaissance, une seule méthode de cogiaail les UGT a été publiée. Elle
permettait la détermination des paramétres cinésiglienzymes recombinantes humaines, en
analysant la formation des métabolites glucuroapunfis de sept substrats (Hakala et al.,
2005).
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Les objectifs de ce travail étaient (i) de dévetppne méthode de CL-SM/SM sensible et
rapide pour l'analyse simultanée des métabolitesugbconjugués produits par six UGT
hépatiques (1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9 et 2B7) apnésubationin vitro d’'un cocktail de

substrats sélectifs avec des microsomes et (itester I'applicabilité de cette approche pour
evaluer l'effet de la buprénorphine (BUP) sur lieité des UGT. Le choix des substrats

reposait sur des données de la littérature (Tatgau

Tableau 2 : Liste des UGT et de leurs substrats spiiques sélectionnés

Isoforme Substrat Référence

UGT1Al Etoposide (ETO) (Watanabe et al., 2003)
UGT1A3 Lorazepam (LOR) (Court et al., 2005)
UGT1A4 Trifluopérazine (TFP) (Uchaipichat et al., 2006)
UGT1A6 Sérotonine (SER) (Krishnaswamy et al., 2003)
UGT1A9 Acide méfénamique (MEF) (Gaganis et al., 2007)
UuGT2B7 Azidothymidine (AZT) (Barbier et al., 2000)

3.1. Matériels et Méthodes

3.1.1. Enzymes et microsomes
Les UGT 1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 2B7 exprimées ddes cellules d’insectes infectées par

un baculovirus, ainsi qu’'une préparation contralé €é obtenus chez BD Gentest (Woburn,
MA).

Des microsomes de foie humain (n=53) ont été péspamdividuellement par
ultracentrifugation (Picard et al., 2004), a pade tissus obtenus en collaboration avec
Biopredic International (Rennes, France). Un pod&lived de toutes ces préparations a été

utilisé pour les expériences de mise au point etédeloppement de la méthode cocktail.

3.1.2. Protocole d’'incubation

Les incubations contenaient soit un cocktail desgabs sondes soit les substrats individuels a
des concentrations identiques. Les solutions méeesubstrats ont été préparées dans le

diméthylsulfoxide et le pourcentage final de cendrdans l'incubation était inférieur a 0,5%
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(v/v). Les microsomes ont été activés par pré-iatiobh avec de I'alaméthicine (50 pg/mg
protéine) dans la glace pendant 15 min. Chaquenéttba contenait 0,5 mg/mL de MFH,
10 mM de MgC}, 0,1 M de tampon Tris-HCI (pH 7,4) et les substrah cocktail ou
individuellement dans un volume total de 125 pLrég5 min de pré-incubation dans un bain
agité thermostaté a 37°C, la réaction a été déotmnpar I'ajout de 'UDP-GIcA (2 mM). La
réaction a été arrétée par 100 pL de méthanolaglapres 60 min d’incubation a 37°C. Les
échantillons ont été ensuite centrifugés a 10@pndant 5 min afin d’éliminer les protéines
microsomales. Des incubations contrbéles sans naores ou sans UDP-GIcA sont effectuées

en paralléle.

3.1.3. Détermination de la spécificité

des substrats

3.1.3.1. Test de compétence

Afin d’évaluer la spécificité de chaque substratupcon enzyme, des incubations
individuelles ont été réalisées comme décrit danmdtocole d’incubation, en substituant les
MFH par 0,25 mg/mL d’'UGT 1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9B2, 2B7 et 2B15 (Supersomes®,
Gentest). La production spécifique des métabolté&té mesurée par la méthode analytique

mise au point pour la méthode cocktail.

3.1.3.2. Inhibition chimique

La contribution individuelle de 'UGT1Al et de I'UAA9 a la production du métabolite
glucuroconjugué du MEF a été évaluée dans les MRHutdisant I'estradiol comme

inhibiteur spécifique de 'UGT1A1l. L’effet de I'esidiol (25-150 uM) sur la production du
meétabolite glucuroconjugué du MEF et de celui &TO (contrble) a été évalué selon le
schéma standard d’incubation décrit précédemmemstradiol était rajouté au milieu

d’'incubation au méme temps que le substrat. Unrglensans inhibiteur a été réalisé en
parallele. Les vitesses de production du métabaite présence de l'estradiol ont été

compareées a celles du contréle correspondantpetlcentage d’inhibition a été calculé.
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3.1.4. Méthode analytique

Le dosage des substrats et de leur métaboliteraatéé grace a une méthode de CL-SM/SM.
La chromatographie était réalisée sur une color&Vaters Atlantis, 5 um (150 x 2,1 mm),
maintenue a 25°C, avec les phases mobiles A (saldgueuse contenant 0,1% d’acide
formique) et B (méthanol contenant 0,1% d’acidemiigue) selon le gradient linéaire
suivant : 0-1 min, 3% B; 1-2 min, 3% a 10% B; 2-thn20% a 40% B; 4-5 min, 40% a 70%
B; 5-10 min, 70% a 90% B; 10-12 min, 90% B; 12-1i8 ndiminué de 90% a 3%; 13-17 min,
3% B. Le débit était de 0,2 ml/min.

Le systéme de détection utilisé était un spectrmméle masse en tandem QTRAP
4000 (Applied Biosystems) avec une source d’iofsafiurbo V, contrdlé par le logiciel
Analyst 1.5. L’ionisation a été réalisée en modsitffoavec une détection SM/SM en mode
SRM en prenant en considération deux transitions pbaque substrat et trois pour chaque

glucuroconjugué.

3.1.5. Application du cocktail :
détermination de l'effet de la
buprénorphine sur l'activité des
UGT

L’effet inhibiteur de la buprénorphine a été évadué le cocktail de substrats incubés avec les
MFH. La BUP a été rajoutée au cocktail a cinq catre¢ions différentes (de 20 a 160 puM).
Les valeurs de G4 ont été déterminées avec le logiciel GraphPadrPpersion 5.0). Chaque
point représente la moyenne de deux incubatiors.acévités enzymatiques en présence de

BUP ont été comparées a celles d’incubations clest(®@UP remplacée par du solvant).

3.2. Résultats

3.2.1. Développement de la méthode

analytique
Les temps de rétention des différents composés @iesles transitions SRM suivies figurent

dans le tableau 3. Un exemple de chromatogramnmé&stnté dans la figure 9.
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Tableau 3: Temps de rétention et transitions MRM ds substrats et des glucuroconjugués

étudiés.
Analyte Transition 1 Transition 2  Transition 3  Temps de rétention
(m/z) (m/z) (m/z) (min)
Glucuronide de la SER 353/177 353/160 353/117 5,9
SER 177/117 177177 6,2
Glucuronide de I'AZT 444/127 444/110 444/268 8,8
AZT 268/127 268/110 9,2
Glucuronide de I'ETO 7821229 782/185 766/185 9,5
ETO 590/229 606/229 10,1
TFP 408/141 408/113 10,2
Glucuronide du LOR 497/303 497/275 497/163 10,4
LOR 321/303 321/275 10,6
Glucuronide de la TFP 584/113 584/141 584/408 11,8
Glucuronide de MEF 418/224 418/209 418/242 13,2
MEF 242/224 242/209 14,3
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Figure 9 : Chromatogrammes d’ions extraits par CL-34/SM. L’échantillon analysé contenait
'ensemble des 6 substrats (ETO, LOR, TFP, SER, MEFt AZT) et leur glucuroconjugué

respective.
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3.2.2. Spécificité des substrats

La sélection des substrats sondes a été baséessdohnées de la littérature. Nous avons
voulu confirmer ces données par incubation de €enide des substrats avec les différentes
UGT humaines recombinantes. A I'exception du MERague substrat était métabolisé
exclusivement ou principalement par son enzyme ifiqpée. Lorsque plusieurs enzymes
étaient impliquées, I'activité de 'UGT pour sorbstrat sonde était approximativement 5 fois
plus élevée que celle des UGT secondaires (FigrePhr ailleurs, le LOR ne semblait pas
étre le substrat spécifique adéquat de 'UGT1A3 itagtait métabolisé également par

FTUGT1A9 et 2B7 (Figure 10.B).
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Figure 10 : Test de spécificité des substrats séliennés pour la méthode de cocktail. Chaque substrat éé incubé individuellement avec les six enzyn
recombinantes a phénotyper par la méthode de cocktaA) Etoposide (250 uM), B) Lorazepam (100 uM), L Trifluopérazine (80 uM), D) Acide
méfénamique (140 uM) et E) Azidothymidine (200 uM).
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Par ailleurs, 'TUGT1Al était impliguée comme I'UGA9 dans le métabolisme du MEF
(Figure 10.D). Cependant, l'inhibition chimique dactivitté UGT1Al1 microsomale par
I'estradiol (inhibiteur spécifigue I'UGT1Al) monita que son implication dans le
métabolisme du MEF était minoritaire dans les cools expérimentales utilisées
(Figure 11). En effet, nous avons trouvé que latitl (inhibiteur spécifiqgue de 'UGT1Al)
avait un faible effet inhibiteur du métabolismeM&F par des MFH (inhibition maximale de
35% pour une concentration de 150 uM). Dans leslitions utilisées, I'estradiol inhibait le

métabolisme de 'ETO (contrdle positive, substeat’'dGT1A1).
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Figure 11: Effet inhibiteur de [I'estradiol (inhibiteur spécifigue de I'UGT1Al) sur le
métabolisme du MEF incubé seul ou avec I'ETO danse$ MFH. Linhibition de la
glucuroconjugaison de I'ETO, substrat sonde de MWU&L incubé seul ou avec le MEF, a été utilisé

comme un controle.

3.2.3. Incubation en cocktail versus

incubation individuelle

Les résultats d’activités métaboligues obtenuesesapincubation des six substrats
individuellement ou en cocktail, a trois niveaux dencentrations, ont été comparés
(Figure 12). Pour les concentrations faibles eeérmédiaires et pour tous les substrats a
I'exception de I'AZT et la SER, l'incubation en ddail donnait des activités de production
de métabolites similaires a celles des incubaiiodividuelles. Pour les fortes concentrations,
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I'incubation en cocktail résultait en une diminutide la formation de métabolites par rapport
aux incubations individuelles (Figure 12.C).
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Figure 12 : Comparaison des résultats obtenus pancubation des six substrats en cocktail ou

individuellement a différents niveaux de concentrabns : A) faibles, B) intermédiaires et C)
fortes.
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Quelles gue soient les concentrations des substibsges, la production du glucuroconjugué
de I'AZT et de la SER diminuait en présence deseausubstrats. Afin d'éviter de telles
interactions, les substrats ont été séparés en strisccocktails (SER et AZT ; ETO, TFP et
MEF) et les concentrations retenues étaient les falibles concentrations testées (proches du
Km), suffisantes pour la détection des glucuroconggglie LOR a été exclu par la suite car il
n'apparaissait pas comme un substrat spécifiqudJ@TILA3. Les incubations ont été
réalisées en duplicata, 5 fois et aucune différeaigmificative entre les incubations

individuelles ou en sous-cocktail n’a été retrouftést de Mann Whitney) (Figure 13).
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Figure 13: Comparaison des résultats obtenus parncubation des substrats seuls ou en
sous-cocktails (un sous-cocktail incluant ETO, TFRt MEF et I'autre incluant SER et AZT).

3.2.4. Application de la méthode :
évaluation de I'effet inhibiteur
de la buprénorphine sur

I'activité des UGT hépatiques
En utilisant I'approche cocktail, nous avons montrée la BUP inhibait les activités
enzymatiques des UGT2B7 &l= 28,4 uM), UGT1A3 (Gh = 66,3 uM), UGT1A4
(Clsp= 85,0 uM) et 'UGT1Al (G = 97,0 pM) (Figure 14). Les valeurs desd{Cpour
I'activité de 'TUGT1A6 et de 'UGT1A9 étaient supéuares a 200 uM.
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Figure 14 : Etude de I'effet inhibiteur de la buprénorphine surl'activité des UGT hépatiques en

utilisant le cocktail.

Ces résultats ont fait I'objet d’'un poster présemiécongrés de 'ATDMCT « International
Association of Therapeutic Drug Monitoring and @lal Toxicology » (Montréal, octobre
2009).

3.3. Discussion et conclusion

L’objectif principal de cette étude était de déwger une approche cocktaih vitro
permettant la mesure simultanée de I'activité deéscipales UGT hépatiques (1A1, 1A3,
1A4, 1A6, 1A9 et 2B7) apres incubation d'un mélange substrats en présence de
microsomes.

Nous avons été contraints d’exclure de I'analygad’des UGT hépatiques (UGT1A3) car le
substrat que nous avions retenu sur la base diétdeature semblait trés peu spécifique.
Trottier et col. ont décrit 'acide chénodéoxyclyole comme un substrat spécifique a
'UGT1AS3 (Trottier et al., 2006). L’introduction dee substrat dans la méthode cocktail est
cours de validation dans I'unité.

Nous avons observé que 'UGT1Al était capable dealnodiser le MEF, pourtant décrit
comme un substrat spécifique de I'UGT1A9. Par iiltb chimique et en utilisant un

inhibiteur spécifique de I'UGT1Al (estradiol), nowons pu montrer que le rble de
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TUGT1Al dans le métabolisme microsomale du MERtéimité par rapport a celui de
TUGT1A9. Par ailleurs, Mano et col. ont montré glee MEF inhibait la production
microsomale d’AZT-glucuronide (& = 0,3 uM) (Mano et al., 2007). Afin d’éviter ddlés
interactions entre les substrats, nous avons éenésna faire des compromis par deux
approches : (i) l'utilisation de faibles concentras des substrats ; et (ii) la séparation dans
deux sous-cocktails des produits pouvant interaggTO/25 pM, TFP/4A0 uM et
MEF/25 uM ; SER/40 uM et AZT/25 uM). Le mélange dimsux sous-cocktails avant
'analyse par CL-SM/SM constitue une piste pour idiner le temps d’analyse. Cependant,
une sensibilité plus importante de la méthode aigaig est dans ce cas nécessaire, a cause de
la dilution des analytes liee au mélange des sooktails. Une amélioration du schéma
d’incubation en diminuant le volume réactionnelleetolume de solvant utilisé pour I'arrét de
la réaction enzymatique peut également étre undisnl Ceci est actuellement étudié dans
l'unité.

La méthode mise au point nous a permis d'évalugffel inhibiteur de la BUP sur les
activités des principales UGT hépatiques. Les valda Ci, obtenues montrent que l'activité
de 'UGT2B7 est la plus affectée. Ceci semble lagigpuisque c’est la principale enzyme
impliquée dans le métabolisme de la BUP.

En conclusion, nous avons montré la faisabilitél'dpproche cocktail pour I'étude des
enzymes de la famille des UGT et ceci malgré levahehement de la spécificité des
substrats. Ces résultats restent cependant préimesn Des améliorations sont en effet en
cours de validation dans l'unité. Par ailleurs, @iape de validation analytique et de la
reproductibilité des résultats de phénotypage @stssaire.
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4. Etude reéetrospective de I'association
entre les polymorphismes des
enzymes de glucuroconjugaison et
des transporteurs des xénobiotiques

et la survenue du cancer colorectal

En France, le cancer colorectal (CCR) se situeraisi@me rang des cancers dans la
population avec prés de 39 000 cas diagnostiqueguehannée et ai™ rang des décés par
cancer avec prés de 17 000 déces annuels.

A linverse des formes familiales de CCR, gravessnmeu fréquentes et dont les genes de
susceptibilité sont parfaitement connus, la fortassique sporadique de CCR (95% des cas)
a une origine principalement liee au mode et ailitf de vie.

Les facteurs génétiques et environnementaux cominiba la pathogénése, et les interactions
géne-environnement peuvent moduler le risque dweerarDes polymorphismes dans les
genes codant pour les enzymes impliguées dans labolsme et le transport de
carcinogenes ingérés peuvent affecter le risqueadeer. Certaines de ces associations ont
déja étaient décrites dans la revue de littérataree mémoire.

L’objectif de ce travail était d’étudier de facorpéoratoire I'influence des polymorphismes
génetiques des UGT intestinales et de deux trategperd’efflux (la P-gp et MRP2) sur la
prédisposition au CCR.

4.1. Matériels et Méthodes

4.1.1. Sujets de I'étude

Ce travail reposait sur une étude rétrospectivdyge cas-témoins. Des prélevements de
tissus non cancéreux inclus en paraffine provedar00 patients atteints de CCR (cas) et de
200 patients atteints de cancer rénal (considéngsne témoins dans le cadre de cette étude)

ont été obtenus en collaboration avec la tumoratbédy CHU de Limoges. Le deuxieme
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groupe de témoins était constitué de volontairésssg/S). Ces derniers (n=183) ont été

choisis parmi 572 sujets sans diagnostic de CCRament de l'inclusion (patients ayant

bénéficié d’'un contréle endoscopique) entre Septenil®95 et Mars 2000. Ces patients

avaient été inclus dans I'étude GEADE, ayant ééegulemment décrite en détail (Lievre et

al., 2006). Ces témoins ont été appariés a desaifeints de CCR sur I'age (a trois ans prées)

et sur le sexe.

4.1.2. Echantillons d’ADN et analyse

génétique

L’ADN génomique des échantillons tissulaires aetiait a I'aide d’'un kit Qiagen (QIAamp

DNA Mini kit) suivant les instructions du fabriquaf@iagen, Courtaboeuf, France).

L’ADN génomique des individus inclus dans I'étudEADE avait été préalablement extrait &

partir de sang total. La quantité d’ADN disponild&ait cependant insuffisante pour la

réalisation de I'ensemble des analyses prévues campsojet. Pour pallier ce probleme, les

échantillons d’ADN ont été soumis a une amplificatik génome entier » a l'aide du kit
REPLI-g Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Les ADN ont été ensuite génotypés pour les polyimerpes sélectionnés (Tableau 4), par

discrimination allélique Tagman@BI PRISM 7000 Sequence Detection Systefpplied-

Biosystems, Courtaboeuf, France). Les couples d'eesoet les sondes fluorescentes ont été obtenus

aupres d’Applied-Biosystems.

Tableau 4 : Liste des polymorphismes génétiques dgaés

Détoxification des Gene Variant Variant protéique Identifiant
xénobiotiques nucléotidique SNP
Enzymes de phase Il UGT1A6 c.552A>C p.Argl84Ser rs1105879
(UGT) UGT1A7 C.622T>C p.Try208Arg rs11692021
UGT1A8 c.518C>G p.Alal73Gly rs1042597
UGT1A9 c.-440T>C - rs2741045
UGT2B7 c.-842A>G - rs7438135
Transporteurs ABCB1 €.1236C>T p.Gly412Gly rs1128503
defflux ABCB1 C.2677G>T p.Ala893Thr rs2032582
ABCB1 €.3435C>T p.llell145lle rs1045642
ABCC2 g.-24C>T - rs717620
ABCC2 c.1249G>A p.Val4l7lle rs2273697
ABCC2 c.3972C>T p.llel324lle rs3740066
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4.1.3. Analyses statistiques

Pour vérifier si la distribution des alleles étaidnforme a la distribution théorique de
Hardy-Weinberg, les fréquences observées et théesides génotypes ont été comparées par
un test du CRiavec un niveau de significativité fixé & 5%.

La régression logistique testant I'associationgi#@gmorphismes avec le CCR a été réalisée

avec le logiciel Thesias (http://genecanvas.ecgefeconcu pour étudier les relations entre

un phénotype qualitatif (ou quantitatif), des pobyphismes (SNP et haplotype) et des
covariables quantitatives ou qualitatives. Le sdailsignificativité a été fixé a 0,0045 pour
tenir compte de la réalisation de tests multiplésrfection de Bonferroni pour 11 analyses

indépendantes).

4.2. Résultats

4.2.1. Démographie

La moyenne d’age et le sexe ratio étant différentse les sujets atteints de CCR et les sujets
atteints de CR, il a donc été nécessaire de procdelédacon secondaire, a un appariement sur
ces deux facteurs. L'analyse statistique des danaéé réalisée sur un nombre plus restreint
d’échantillons d’ADN (141 provenant de patientsemis de CCR et 141 provenant de
patients atteints de CR), du fait de ces apparigsnéma différence d’age entre un cas et le
témoin apparié était de £3 ans. Dans ces deux aoxvgroupes, I'age moyen des cas était de
67111 ans, celui des témoins de 67+10 ans et le smio de 1:1,1 dans les deux groupes
(68 femmes/73 hommes).

Les volontaires sains de I'étude GEADE ont été appavec les sujets atteints de CCR sur le
sexe et I'age (a trois ans prés). Ainsi, chaguaumgoétait constitué de 93 femmes et

90 hommes, avec un age moyen de 70+11 ans.

4.2.2. Analyse génotypique

Le résultat des analyses pour chaque polymorphiggnee dans les tableaux 5 et 6. Les

alleles variants du gen&BCB1en position 2677 (rs2032582) et 3435 (rs104564&ig 6t

significativement moins fréquents chez les sujétrds de CCR que chez les sujets atteints

de CR (0,31 vs. 0,45; 0,38 vs. 0,52, respectivémen risque associé a la présence de ces

alleles variants (OR [l§sof) était de 0,60 [0,43 - 0,83] (p=0,001779) pourd2032582 et de
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0,59 [0,42 - 0,82] (p=0,001808) pour le rs1045842SNP en position 1236 du geABCB1
montrait également une tendance a une associatien B CCR, mais elle n'est pas
significative apres correction de Bonferroni.

En revanche, aucune différence statistiquementfgigtive entre les cas et sujets atteints de

CR n’a été observée pour les autres SNP analysés.

Tableau 5 : Analyse univariée de I'association engrles polymorphismes sélectionnés et le cancer

colorectal. Résultats obtenus suite a la comparaisaes cas aux témoins atteints de cancer rénal.

Gene Identifiant SNP  Fréquence de l'alléle minoritaire
OR (IC 95%) Valeurdep

CR (n=141)  CCR (n=141)
UGT1A6 rs1105879 0,37 0,36 0,98 [0,69 - 1,41] 0,93
UGT1A7 rs11692021 0,42 0,43 1,03 [0,74 - 1,45] 0,85
UGT1A8 rs1042597 0,24 0,20 0,80[0,53-1,19] 0,27
UGT1A9 rs2741045 0,69 0,68 1,02 0,70 - 1,49] 0,92
UGT2B7 rs7438135 0,51 0,51 1,00 0,71 - 1,40] -
ABCB1 rs1128503 0,44 0,34 0,64 [0,45 - 0,90] 0,010014
ABCB1 rs2032582 0,45 0,31 0,60[0,43 - 0,83] 0,001779
ABCB1 rs1045642 0,52 0,38 0,59 10,42 - 0,82] 0,001808
ABCC2 rs717620 0,23 0,26 1,17 [0,79 - 1,71] 0,44
ABCC2 rs2273697 0,29 0,22 0,70[0,48 - 1,02] 0,07
ABCC2 rs3740066 0,38 0,41 1,15[0,81 - 1,63] 0,43

Par ailleurs, une association significative enteerisque de CCR et le SNP C1236T
(rs1128503) (OR [lgse] = 0,46 [0,34 - 0,62], p=0,000001) ainsi qu’'un@dance pour le
SNP C3435T (rs1045642 ; p=0,02) ont été retrouefesomparant les cas aux témoins de
'étude GEADE (Tableau 6). Les résultats de géraggpodu SNP G2677T n’étaient pas
satisfaisants pour permettre I'étude de ce polymeme. Ceci est probablement di a une
mauvaise qualité de la séquence nucléotidique antlae SNP apres amplification génome
entier.

Le variant allélique du SNRGT1A8*2 (rs1042597) et du SNP rs717620 du gaBLC2
présentaient également une tendance a l'associatien le CCR. Aucune autre association

n'a été identifiée pour le reste des polymorphisgtadiés.
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Tableau 6 : Analyse univariée de I'association engrles polymorphismes sélectionnés et le cancer

colorectal. Résultats obtenus suite a la comparaisaes cas aux volontaires sains.

Gene Identifiant SNP Fréquence de l'alléle minoritaire OR (IC 95%) Valeu de p
n VS CCR
UGT1A6 rs1105879 179 0,32 0,36 1,22 10,88 - 1,67] 0,23
UGT1A7 rs11692021 178 0,39 0,42 1,13[0,85 - 1,51] 0,38
UGT1A8 rs1042597 177 0,3 0,22 0,71[0,51-0,97] 0,03
UGT1A9 rs2741045 179 0,67 0,69 0,91[0,67 - 1,23] 0,54
UGT2B7 rs7438135 176 0,42 0,47 1,23[0,92 - 1,64] 0,16
ABCB1 rs1128503 181 0,45 0,35 0,46 [0,34 - 0,62] 0,0a000
ABCB1 rs1045642 181 0,49 0,41 0,70 [0,52 - 0,96] 0,02
ABCC2 rs717620 175 0,19 0,26 1,41[1,02 - 1,96] 0,04
ABCC2 rs2273697 179 0,23 0,22 0,97 [0,69 - 1,37] 0,86
ABCC2 rs3740066 180 0,34 0,41 1,30[0,98 - 1,73] 0,07

4.2.3. Analyse haplotypique

Le déseéquilibre de liaison entre les mutations divgdme geneABCC2ou ABCB) a éte
étudié a l'aide du logiciel Thesiagdes trois mutations du gen&BCB1 étaient en fort
déséquilibre de liaison dans chaque groupe dempstiBour les SNPs du geABCC?2 seuls
les SNPs C-24T et C3972T étaient en déséquilibimadgen. Aucune liaison entre G1249A et
C-24T ou C3972T n’a été observée.

L’haplotype triplement muté du gén®BCB1 TTT était plus représenté chez les témoins
atteints de CR que chez les cas (0,40 versus OR§|Cyse] = 0,57 [0,39 — 0,82], p=0,0024).
Aucune association n’'a été retrouvée entre lesohgms di- ou tri-allélique du gemeBCC2

et le CCR en comparant les cas aux sujets atdén@R.

Par ailleurs, I'analyse haplotypique a révelé ussoaiation entre les haplotypes di-allélique
-24T/3972T (OR [lGse = 1,85 [1,28 — 2,68], p=0,0011) ou tri-alléliqe@AT/1249G/3972T
(OR [ICgs5¢d = 1,96 [1,31 — 2,93], p=0,0010) du geABCC2et le risque de CCR par

comparaison des cas aux VS.

4.3. Discussion et perspectives

Dans cette étude rétrospective cas-témoins, nousnsavétudié [linfluence des

polymorphismes d’'UGT et de transporteurs deffludDR1 et MRP2) a localisation
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intestinale sur le risque de développement de QQRpothése de départ reposait sur le role
de ces deux systémes dans la détoxification desogenes.

Une attention particuliere a été accordée au SNEBEBdu gendBCB1a cause de son effet
supposé sur l'expression et la fonction de la Rigpffmeyer et al., 2000). Des résultats
contradictoires avaient été rapportés. Il a étaleiment montré que des lignées cellulaires
exprimant la P-gp mutée a la position 3435 ne ptése pas d'altération d’expression a la
surface cellulaire ou de fonction de transport agport a des cellules exprimant la version
sauvage de la protéine (Kimchi-Sarfaty et al., 288&ma et al., 2006). Deux autres études
ont montré que le SNP C3435T n'a aucun effet sxpfession de la P-gp dans le placenta
(Hitzl et al., 2004;Tanabe et al., 2001). Cepend@ntSNP C3435T a été associé a une
surexpression de 'ARNm de la P-gp dans des bispdigodénales de volontaires sains
japonais (Nakamura et al., 2002) et les sujetsepmstdu génotype 3435TT présentaient de
plus faibles concentrations de différents médicamemar rapport aux sujets non porteurs
(Kim et al., 2001b;Sakaeda et al., 2001). L'effede de ce polymorphisme reste donc non
élucidé.

Dans notre étude, les individus porteurs de l'all2677T ou de l'allele 3435T sont moins
représentés dans la population atteinte de CCRdauns celle atteinte de CR. La méme
tendance était observée pour l'alléle 1236T. Ds,pghar comparaison des cas a des VS, nous
retrouvions que le SNP C1236T était significativatressocié au risque de CCR alors qu’'une
tendance a la méme association était observédgmB8NPs C3435T et G2677T.

Des résultats similaires aux notres concernantNe £3435T ont été obtenus récemment
dans le cadre d’'une étude prospective dans undaimpuDanoise (Andersen et al., 2009).
Andersen et col. (2009) montrent, en effet, queplmseurs de I'allele variant 3435T ont un
risque diminué de CCR par rapport aux porteurs laygumtes de l'allele de référence (OR
[IC95%] = 0,71 [0,5 — 1,0]). Les auteurs ont, pallears, mis en évidence une interaction
entre le risque lié a la consommation de viandgeogrillée et le génotype ABCBL1: les
porteurs de I'allele sauvage avaient un risque li& consommation de viande augmenté alors
que ce n’était pas le cas pour les porteurs deleavariant. La P-gp pourrait donc jouer un
rble important chez les consommateurs de viande.

Des études ont suggéré que le SNP synonyme C3#48&i un changement de conformation
de la P-gp suite a la modification de la cinétiqlee traduction ribosomale (Fung and
Gottesman, 2009;Kimchi-Sarfaty et al., 2007;Shdrple 1986). Kimchi-Sarfaty et col. ont
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montré également que I'haplotype incluant le SNRI353 induit une modification de la
spécificité des substrats transportés : le tramngpola vérapamil est altéré mais pas celui du
sirolimus (Kimchi-Sarfaty et al., 2007). D’autre®rohées ont montré également que la
corrélation entre le génotyp&®BCB1 et le phénotype ne peut étre expliquée que par une
analyse haplotypique (Haenisch et al., 2007;Kimalet 2001b;Pauli-Magnus and Kroetz,
2004). Comme les SNPs C1236T et C3435T sont degnpgbhismes synonymes, il est
improbable qu’ils altérent le taux d’expressior’&ttivité de la protéine directement (Pauli-
Magnus and Kroetz, 2004). Ces deux SNP sont fortehes au SNP G2677T, qui semble
étre corrélé a l'activité de la P-gp. Plusieurslétiont en effet rapporté que le variant 2677T
présente une activité d'efflux plus élevée queoiame sauvage de la P-gp (Haenisch et al.,
2007;Kim et al., 2001b;Tang et al., 2002). Cesltamisuggérent que I'analyse d’haplotype
peut fournir une explication rationnelle aux divemges susmentionnées.

Dans notre étude, nous retrouvions le déséquitlerBaison bien connu entre les 3 SNPs du
géneABCB1.Nous avons donc analysé I'effet des haplotypedasprédisposition au CCR.
Les résultats montrent que I'haplotype triplemenitén1236T/32677T/3435T est moins
présent chez les cas que chez les sujets attent€R] Les porteurs de cet haplotype
pourraient donc effluer de plus efficacement cedsisubstances carcinogénes par rapport

aux non porteurs, ce qui constituerait un facteatgeteur vis-a-vis du cancer colorectal.

Concernant la protéine MRP2, des études récentes/o ont montré que la présence de
l'alléle 3972T du genéABCC2est associée a un risque plus élevé de cholésémdique
gravidique (Sookoian et al., 2008) et a une prédigjpn élevée au cholangiocarcinome
probablement a cause de la biodisponibilité impaetades carcinogénes environnementaux
(Hoblinger et al., 2009). Cependant, le SNP C39¢€Tune mutation synonyme, qui seule, ne
semble pas pouvoir altérer le niveau d’expressiotiaztivité de la protéine. Haenisch et col.
ont rapporté que le SNP C-24T est associé a ubke faxpression d’ARNm de MRP2 dans le
cortex rénal et a une activité réduite du promothugene, évaluée a l'aide d'un test « géene
rapporteur » (Haenisch et al., 2007). Une étudentéca rapporté que le variant -24T
n'affectait pas significativement la stabilité¢ d&8RNm de la protéine (Laechelt et al., 2010).
Dans notre étude, les variants -24T et 3972T migmrales tendances a une association au
risque de CCR par comparaison des cas aux VS. ségdéibre de liaison marqué entre les
SNPs C-24T et C3972T a été retrouvé, mais il ngitgevas de liaison entre les SNPs G1249A
et C-24T ou C3972T (Itoda et al., 2002;Suzuki andjiama, 2002). Nous avons donc
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analysé l'effet des haplotypes sur le CCR. Leslt&@suobtenus montrent que I'haplotype
di-allélique -24T/3972T (p=0,0011) et tri-allélique4T/1249G/3972T (p=0,0010) était plus
fréequent chez les cas que chez les témoins. Bigls glaient pas été identifiés comme tels
par comparaison des cas aux témoins atteints de€Ryaplotypes pourraient constituer un
facteur de risque supplémentaire de CCR. Laechelile(2010) ont montré que des cellules
HEK293T/17 transfectées avec I'haplotype -24T/12B9@2T présentait une diminution
significative de I'expression protéique de MRP2 papport aux cellules transfectées avec
I'haplotype sauvage (Laechelt et al., 2010). Laesse d'effluxin vitro d’'une sonde
fluorescente (glutathion-méthylfluoresceine) étagalement diminuée et la biodisponibilité
du talinolol chez 24 volontaires sains caucasiea®®it eégalement modifiée (Laechelt et al.,
2010). Ces resultats suggéerent que le SNP C-24dc@sau C3972T, peut étre impliqué dans
la régulation de I'expression et de I'activité dRRR.

Il est important de souligner que l'effet de I'haiyloe ABCC2 n'apparait que lors de la
comparaison des cas aux VS. Ceci pourrait étrepiréter par le fait que comme pour le
CCR, des facteurs environnementaux, impliquant givtgment les mémes mécanismes de
détoxification, sont également associés au déveloept de CR (Brauch et al., 1999;Bruning
et al.,, 2003;Dhote et al., 2000), On pourrait denpposer que les variations génétiques
d’ABCC2 peuvent étre également associées a la prédispositi CR. Ceci pourrait étre

confirmé par comparaison des sujets atteints da G&s VS.

Nous n’avons identifié aucune association entrepl@gmorphismes d’'UGT étudiés et le
CCR. Contrairement a ce qui a été décrit danstkrdture, le SNRIGT1A7*3 n’était pas
associé au CCR dans notre étude. En 2002, Strgsshbuwol. ont décrit une association
significative (p<0,001) entre le CCR (78 cas/21fdis) et la présence du variant allélique
UGT1A7*3(OR 2,8 ; 1G5y [1,6-4,7]) (Strassburg et al., 2002). Dans une rséecétude sur
371 cas et 415 VS étudiant également TUGT1A1, IT1@B6 et 'TUGT1A8, apres ajustement
sur I'age et le sexe, I'association entre le CCRaéieéle UGT1A7*3a été confirmée (OR=2,4

; 1Co50[1,3-4,6]) et une influence plus modérée du gérmgp lUGT1A6(allele *2 et/ou *3)

a également été constatée (OR=1,5¢31,03-2,3] (van der Logt et al., 2004). Tang et col
ont également décrit que la présence a la fois vdemnts UGT1A1*6 et UGT1A7*3
augmentait I'incidence du CCR chez les sujets ta@ga(Tang et al., 2005). Deux autres
études ont retrouvé cette association adGT1A7*3 apres avoir stratifié les données sur

I'exposition aux amines hétérocycliques (Butleanket 2005) ou la consommation d’alcool ou
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de tabac (Chen et al., 2006). Sur la base de aaséds, il serait plus intéressant d’étudier
I'effet de ces polymorphismes en prenant en comgiidd les facteurs environnementaux

(alimentation, tabac, alcool), en plus de I'agdiesexe.

Une étude prospective multicentrique est coursédéisation dans notre équipe pour valider
les résultats décrits dans la partie rétrospectivette étude complémentaire va inclure
300 sujets atteints de CCR et 300 VS apparies'age,|le sexe et le centre de recrutement.
Elle vise a prendre en considération au-dela deedes génétiques identifiés lors de I'étude
rétrospective, des facteurs environnementaux (comsion de viande, d’alcool et de tabac).
A terme, sur la base des résultats obtenus, cetgooprrait participer a I'amélioration des

stratégies de dépistage du CCR en permettant fifaetion précoce de populations a risque.
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CONCLUSION ET DISCUSSION
GENERALE

Le décodage intégral du génome humain fait entredes perspectives passionnantes. La
pharmacogénétique représente un des domainesasib@une exploitation a large échelle de
ces nouvelles connaissances. D’'une maniere géndel@harmacogénétique étudie la
composante génétique de la variabilité de répongenzédicaments. Les polymorphismes
étudiés concernent, dans une grande majorité ddesasnzymes du métabolisme de phase |
ou Il et les transporteurs des meédicaments. Ces eméprotéines participent plus

généralement au devenir des xénobiotiques dargahisme. Leurs polymorphismes peuvent

donc avoir un réle physiopathologique, indépendanirde la prise de médicaments.

Les travaux réalisés au cours de cette thése até par I'étude de différents aspects des
relations génotype-phénotype des enzymes du méatel et des transporteurs des
xénobiotiques. Une part importante de notre trad@ithese a été consacrée a la mise en place
de modeéles d’étudm vitro de ces relations. Nous avons notamment constiteédouble
banque de microsomes hépatiques et dADN humainsgitant d’étudierin vitro la
variabilité génétique du meétabolisme des médicasne@ette banque compte a I'heure
actuelle plus de 80 préparations. Nous avons égaiemgalisé une banque similaire de

30 préparations intestinales.

Dans le cadre de cette thése, deux études visartalyser I'effet de polymorphismes
génetiques sur le métabolisme de médicaments @néalisées :

L'étude de l'effet du polymorphisme CYP3A5*3 sur le métabolisme de I'évérolimus :
cette étude a I'avantage, comparée a celle de Kigsiget col. (la seule actuellement publiée a
ce sujet) (Kniepeiss et al., 2009), de prendrecgisidération des données obteninegtro et

in vivo. Cette double approche a permis d'étudier le etact du CYP3A5 et de son
polymorphisme d’expression dans le métabolisme tiggpma de la molécule en dehors des

mécanismes mis en jeu dans son absorption ou soimaion et en I'absence d’interactions
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médicamenteuses. Elle a permis de montrer que |B3B¥ est plus impliqué dans le
métabolisme de I'évérolimus que le CYP3AS5 (alors tjmverse est vrai pour le tacrolimus).
Cette étude a, en revanche, la limite d’avoir s&ilidans sa partie clinique, un nombre faible
de patients, ce qui impose la contrainte, lorsudiés pharmacogénétiques de n’étudier que
les polymorphismes les plus fréquents. L'effet déntdraction entre différents
polymorphismes incluant par exemple G&'P3A4*1Bet ceux des transporteurs d’efflux
(ABCB1let/ouABCC2 avec leCYP3A5*3 ne peut étre écarté.

L'effet de certaines interactions meédicamenteusassdla modulation des différences
phénotypiques ne peut étre négligé et exclu égaleme

D’autre part, I'effet du polymorphisme sur la phacucinétique de I'évérolimus lorsqu’il est
associé a un inhibiteur de la calcineurine (cicbwsge ou tacrolimus) reste a étudier. Picard et
col. ont en effet montré que I'effet du génotypeP3A5sur le métabolisme hépatiqurevitro

du sirolimus n’est révélé et significatif qu’en peéice de la ciclosporine, qui inhibe
préférentiellement I'activité CYP3A4 (Picard et, @007).

L’étude de I'effet du polymorphisme des UGT sur lanétabolisme de la buprénorphine :
Cette étude réaliséa vitro nous a permis d'étudier les relations génotypeaiptye
concernant les enzymes de métabolisme de phase la BUP. Le polymorphisme du
promoteur de UGT2B7 était associé a une augmentation de Jax\de glucuroconjugaison
de la BUP. Gaulier et col. ont suggéré, dans leecatlune étude préliminaire, que le
polymorphismeCYP3A4*1Bpourrait étre associé a une augmentation du mé&atede la
BUP (Gaulier et al., 2007). L'effet combiné desypobrphismes des UGT et des CYP reste a
étudier pour mieux comprendre la variabilité gémnégide la pharmacocinétique de la BUP et
les effets secondaires ou les différences de ré&paopgelle peut induire. Comme pour
I'évérolimus, les deux approches complémentaimedtro-in vivo pourraient étre exploitées
dans cette étude. Sur la base des résultats obtemes individualisation de la dose
administrée ou un choix objectif du traitement dbsitution (remplacement de la BUP par

autre traitement) pourraient étre envisages.

Grace aux progrés qu’ont connus les techniquesalegie moléculaire et la multiplication
des études de pharmacogénétique, des tests g@sétignt actuellement a disposition pour
permettre d’éviter des échecs thérapeutiques auieleéx appréhender les risques d’accidents

médicamenteux. Dans un avenir proche, la pharmaébg@e constituera sans doute un
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préalable a la mise sur marché d’'un grand nombneodeelles molécules thérapeutiques, au
méme titre que les études de toxicité ou de pharoaétique.

Il est important de souligner que I'étude du mélisbhee et le phénotypage vitro constitue
une étape nécessaire pour comprendre et mieuxrcerngetite échelle, les mécanismes
pharmacogénétiques et les interactions médicamsagequi peuvent avoir lign vivo. Nous
avons pu également constater I'importance des sownalytiques dans les études de
métabolisme. La spectrométrie de masse, en paeticalvec sa grande sensibilité, sa rapidité
et sa spécificité nous a permis d’identifier etditeser de multiples molécules a partir de
quantité infimes d’échantillons. Dans le cadre ddtec these, nous avons exploité les
potentialités de cet outil pour mettre en place m&hode permettant la détermination
simultanée de l'activité microsomale de cing UGT hgatiques Une telle méthode pourrait
étre particulierement utile pour compléter les @ssances actuelles sur les relations
génotype-phénotype des UGT ou encore pour étuglipoientiel inhibiteur de médicament,
comme nous l'avons fait pour la BUP. Des amélioragj en cours de validation, ont été

apportées a cette méthode et sa validation esiwgs.c

Enfin, nous avons travaillé sur une des implicaigmysiopathologiques des enzymes de
métabolisme et des transporteurs des xénobiotiqiesis avons réalisaine étude
rétrospective de [l'association entre les polymorpemes des enzymes de
glucuroconjugaison et des transporteurs des xénoliques et la survenue du cancer
colorectal. Nous avons pu montrer que les trois polymorphssohe geneABCB1(C1236T,
G2677T et C3435T) ainsi que son haplotype triplemaité sont significativement associés a
risque plus faible de cancer colorectal. Nous tetoas également pour la premiére fois une
association entre ce cancer et certains haplotgpegéneABCC2 La validation de ces
résultats par une étude prospective de type casHténprenant en compte des facteurs
environnementaux est en cours. Nous espérons quevalmation des relations
génotype-phénotype observées permettra, a termeélioration des outils de dépistage
précoce du cancer. La recherche de ces variantétiggées pourrait en effet permettre
I'identification d’individus « a risque ». Par ailirs, nous espérons que ces résultats aideront
a comprendre les mécanismes qui initient la casd@¥enements qui méne au cancer.

Il est intéressant de constater que des protgmiesipalement étudiées pour leur réle dans le
métabolisme des médicaments peuvent avoir des datighs physiopathologiques. Ce
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domaine, proche de la pharmacogénétique est sare dorattacher a I'oncogénétique qui
inclue également la caractérisation de génétigsetutaeurs pour des géenes codant pour des
enzymes de métabolisme et de transporteurs de améeits, permettant de cibler les

traitements.
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