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Liste des abréviations

12-HHT : Acide 12(S)-12-hydroxy-5,8,10-heptadecatrienoique
24HC : 24-Hydroxycholesterol

ADH : Hormone antidiurétique

ADME : Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

AhR . Aryl hydrocarbon receptor

AINS . Anti-inflammatoires non stéroidiens

ALDH : Acétaldéhyde déshydrogénase.

AMM : Autorisation de mise sur le marche

ANSM : Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé
ARN : Acide ribonucléique

ASC : Alire sous la courbe

ATP : Adénosine-tri-phosphate

AVK : Antivitamines K

CAR : Constitutive androstane receptor

Cl : Contre-indication

CO : Monoxyde de carbonez

CoA : Coenzyme A

COX : Cyclooxygénase.

CSF : Cerebrospinal fluid

CYP : Cytochrome P450

CYP 450 : Cytochrome P450
D : Déconseillée

CPR : Cytochrome P450 Réductase
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: Domaine de liaison a I’ADN

: Dénomination commune Internationale
: Dichlorodiphényltrichloroéthane

: Déhydroépiandrostérone.

: Deoxycorticosterone.

: Diabéte de type 2

: Epoxydes d’acide arachidonique.

: European Medicines Agency

: Effet de premier passage.

: Flavine adénine dinucléotide

: Fer ferreux.

. Fer ferrique

: Flavine mononucléotide

: Flavines monooxygénase

: Ferredoxine

: Ferredoxine réductase

: Acide y-aminobutyrique

: Gene-directed enzyme prodrug therapy
: Hormone de croissance

: Glutathion-S-transférase

: Hydrocarbures aromatiques polycycliques
: Hydroxydes d’acide arachidonique.

: Hydroxyméthylglutaryl-CoA

: Hydroperoxydes d’acide arachidonique.
. Interférons

: Interleukine 1 béta
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miARN
ML
MRP
NAD
NADH
NADPH
NAT
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OMS
P-gp
PCB
PCDD
PCN
PCR
PDB
PE
PGD2
PGE2

> Interleukine 6
: Interactions médicamenteuses
. International Normalized Ratio
: Domaine de liaison au ligand
: Liquide céphalo-rachidien
: Microsomal Ethanol Oxidizing System.
: Mitochondrie
: Micro-ARN
: Machine learning
: Multidrug Resistance associated-Proteins
: Nicotinamide Adénine Dinucléotide
: Hydrure de Nicotinamide Adénine Dinucléotide
: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
: N-acétyltransférase
: Oxyde nitrique
: Polypeptide de transport des anions organiques
: Organisation mondiale de la Santé
: Glycoprotéine P
: Polychlorobiphényles
: Dibenzo-p-dioxines polychlorées
: Prégnénolone carbonitrile
: Polymerase Chain Reaction
: Protein Data Bank
: Précaution d’emploi
: prostaglandine D2

: Prostaglandine E2
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PGH2
PGI2
PPAR
PXR
gPCR
RE
REL
RF
RVD3
RXR
ST
STP
SVM
T
Ts
TNF-a
TSH
TXA2
UDP
UGT
vd
XRE

: Prostaglandine F2a

: Prostaglandine H2

: Prostacycline

: Peroxisome proliferator-activated receptor
: Pregnane X receptor

: Réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel
: Réticulum endoplasmique.

: Réticulum endoplasmique lisse

: Forét aleatoire

: Récepteur de la vitamine D3.

- Retinoid X receptor.

: Sulfotransférase

: Suivi thérapeutique pharmacologique

: Machine a vecteurs de support

: Demi-vie

: Triiodothyronine

: Facteur de Nécrose Tumorale alpha

: Thyroid Stimulating Hormone

: Thromboxane A2.

- Uridine diphosphate

: Uridine diphosphoglucuronyl transférase
: Volume de distribution.

: Elément de réponse aux xénobiotiques
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Chaque jour, une personne peut introduire dans son organisme des milliers de
molécules différentes, dont les polluants et certains composés que I’on retrouve dans
I’environnement, dans les aliments ou dans I’air inspiré. Certaines de ces substances (par
exemple : glucides, lipides et protéines) sont nécessaires pour notre nutrition. Elles sont
traitées dans des systemes biochimiques ordonnés qui ont été affinés et évolués pendant de
nombreuses années. Mais comment I'organisme traite-t-il des molécules plus spécifiques et
potentiellement toxiques, telles que des composés végétaux complexes ou des agents
pharmacologiques qui peuvent étre ingerés accidentellement, ou qui peuvent n'étre rencontrés

qu'une fois dans la vie ?

Il ne serait pas pratique pour le corps de produire une machinerie enzymatique élaborée
et spécifique pour traiter chaque nouvelle molécule qui pourrait se présenter a lui. Le
mécanisme idéal serait de désactiver et d'éliminer a peu prés toutes les molécules indésirables
qui entrent dans l'organisme (soit par excrétion, soit par biotransformation, ou encore par une
association des deux). Bien que le systeme immunitaire joue un réle important dans la
réalisation de ces fonctions, il existe une autre ligne de défense qui joue un réle primordial
dans la protection de I’organisme, il s'agit des enzymes du cytochrome P-450. Ces derniers
s'averent étre les piliers du systeme de détoxification de I'organisme, sans ces enzymes, notre

corps seraient remplis de toutes sortes de polluants environnementaux.

Les cytochromes P-450 jouent également un réle majeur dans le métabolisme des
composés endogeénes. Les stéroides, les acides gras, les vitamines liposolubles et les
alcaloides sont tous transformés par I'action des enzymes du cytochrome P-450. L'étendue de
leur influence est évidente dans leur distribution ; on les trouve dans tous les types de cellules
de l'organisme (a I'exception des globules rouges et des cellules musculaires squelettiques).
On les trouve également dans tous les régnes biologiques, y compris les procaryotes [1].

Ces derniéres décennies, les enzymes du cytochrome P-450 ont fait I'objet d'une attention
considérable. Grace aux progres réalisés en chimie analytique, en informatique, en biochimie et en
enzymologie, ainsi qu'en biologie moléculaire et cellulaire, Les biochimistes ont réussi a acquérir
une meilleure compréhension, de la multiplicité des types d'enzymes, de leur role dans la cellule

et de leur mode de régulation, ainsi que de leur évolution et de leur structure.



Les substances dangereuses métabolisées par les enzymes du cytochrome P-450 se
comptent probablement par milliers, mais ceux qu’on va mettre en exergue dans ce mémoire,
sont surtout les médicaments et les molécules pharmacologiquement actives, en étudiant leurs

comportements vis-a-vis des P-450.

Actuellement, il est devenu évident que la toxicité et le métabolisme d'un médicament
peut étre augmentée, plutdt que diminuée, par I'action des enzymes du cytochrome P-450. En
effet, les facteurs impliqués dans ce processus sont l'induction enzymatique, l'inhibition
enzymatique (a la fois réversible et irréversible) et la pharmacogénétique. Bien que les
interactions médicamenteuses liées aux activités du P-450 sont bien connues, on en sait
encore moins sur les interactions avec les substances chimiques présentes dans les produits
naturels, a savoir les aliments et les plantes médicinales, a cause de leurs compositions

complexes.

Dans lindustrie pharmaceutique, l'interaction entre les scientifiques de chimie
thérapeutique, de pharmacologie et de toxicologie est essentielle au succés de la recherche
pharmaceutique, tout en s’intéressant au role des P-450 dans le développement de nouvelles
molécules médicamenteuses. Les perspectives d'avenir de l'utilisation des enzymes CYP en
tant que biocatalyseurs dans les domaines de la biotechnologie, de la médecine et de la
bioremédiation, ainsi que les succes récents des techniques d'ingénierie et les exemples de
CYP modifiés donnent aux chercheurs un grand potentiel d’application qui peut aller jusqu’a
l'utilisation des mutants générés au hasard pour produire des bibliothéques de nouveaux
produits.
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Bien que le domaine de la toxicologie remonte a la Gréce antique et a Paracelse il y a 500 ans,
l'appréciation du métabolisme est plus récente [2]. L'histoire du métabolisme des
médicaments a commencé au XIXe siécle et continuait a se développer lentement. C'est au
milieu du XXe siécle que I'on a pris conscience de la relation entre le métabolisme des
médicaments et leur toxicité, et c'est dans les années soixante que I'on a commencé a définir le

réle des enzymes du cytochrome P-450.

Deux découvertes importantes ont précédé la découverte du cytochrome P-450, l'une en
biologie cellulaire et l'autre en enzymologie. A. Claude et ses collaborateurs ont découvert
une nouvelle fraction subcellulaire, qui a été nommée "microsome”, en 1943 [3]. G.E. Palade
et P. Siekevitz ont étudié les propriétés morphologiques et biochimiques des microsomes
isolés du foie de rat et les ont identifiés comme des vésicules fragmentées du réticulum
endoplasmique des hépatocytes. La découverte de cette nouvelle fraction subcellulaire, a attiré
I'attention de nombreux biochimistes, qui ont trouvé la NADPH-cytochrome ¢ réductase, le
cytochrome b5 et la NADH-cytochrome b5 réductase dans les microsomes du foie,
correspondant aux composants microsomaux de transfert d'électrons lies au NAD(P)H

intervenant dans la respiration cellulaire [4].

La découverte de "l'oxygénase" par Mason et al. [5] et par Hayaishi et al. [6] en 1955 a
constitué un autre prélude important a la découverte du cytochrome P-450. La contribution
des oxygénases a plusieurs réactions et activités métaboliques importantes dans les tissus
animaux a été rapidement découverte, on cite a titre d’exemple : La biosynthése des hormones

stéroides dans la glande surrénale [7] et le métabolisme oxydatifs des drogues dans le foie [8].

En 1958, M. Klingenberg avait publié une étude sur les propriétés spectrales des
microsomes de foie de rat. Les microsomes ont montré un pic d'absorption optique important
a 450 nm lorsque du monoxyde de carbone a été ajouté a la suspension microsomale réduite
avec du NADH. Le spectre de différence du monoxyde de carbone du nouveau pigment
microsomal était différent a celui des protéines colorées connues, et le pigment semblait étre

tres labile aux divers traitements de solubilisation [9].



T. Omura a répété les expériences décrites dans l'article de Klingenberg en utilisant des
microsomes de foie de lapin séparé du cytochrome b5 par des procédures de purification
classiques et a découvert de maniéere inattendue que la disparition du pic a 450 nm du spectre
de liaison au monoxyde de carbone du pigment microsomal lors du traitement avec des
détergents était accompagnée de l'apparition parallele d'un nouveau pic spectral a 420 nm.
Pour distinguer le pigment original lié¢ aux microsomes de sa forme solubilisée, le premier a
été nommé P-450 et le second P-420 ("P" est l'abréviation de "pigment™). Omura et Sato ont
confirmé la nature hémoprotéique du pigment microsomal et ils ont examiné diverses
propriétés du cytochrome P-450,et des comptes rendus complets de leur étude ont été publiés
en 1964 [10].

Depuis la premiere découverte du P-450 en tant que pigment dans des microsomes de
foie de rat, plus de 13000 séquences de P-450 ont été déja décrites [11], que I'on retrouve chez
I'hnomme, les animaux, les plantes, les microbes et méme les virus, ce qui démontre leur
incroyable et importante diversité dans la nature (figure 1) [12]. Aujourd'hui, nous
comprenons une grande partie du métabolisme et du développement des médicaments et de
nombreux aspects de I'évaluation de leur innocuité dans le contexte d’utilisation de ces

enzymes dans des domaines de la biotechnologie, de la médecine et de I’ingénierie.
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Figure 1 : Croissance exponentielle du nombre de structures CYPs déposées sur la Protein Data Bank

(PDB - accessible a I’adresse http://www.rcsb.org) [18].
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I. Présentation des cytochromes P-450
1. Aspect général
1.1. Définitions

Le cytochrome est une protéine indispensable aux cellules. Il participe a la chaine
respiratoire en fonctionnant comme transporteur d’électrons, permettant la synthése d’ATP
(Adénosine-tri-phosphate) qui est la source d’énergie pour les cellules. Certains cytochromes
ont une activité enzymatique, il s’agit du groupe des cytochromes P450.

La plupart des cytochromes P-450 eucaryotes sont liés a la membrane cellulaire.
Beaucoup d'entre eux sont inductibles, mais certains sont exprimés de maniére constitutive.
Ils sont des multicatalyseurs distribués de maniere ubiquitaire dans I’organisme. Ils possedent
un haut degré de complexité et présentent un large champ d'activité.

Les cytochromes P-450 sont des hémoprotéines qui utilisent I'oxygene moléculaire pour
catalyser diverses réactions. D’ailleurs, il existe deux classes générales d'enzymes impliquées dans le
métabolisme de l'oxygeéne : les oxygénases, qui transferent I'oxygene a un substrat aprés la division
réductrice de l'oxygéne moléculaire, et les oxydases, qui transferent les électrons d'un substrat a
l'oxygene. On peut diviser les oxygénases en dioxygénases et monooxygénases. Les monooxygénases
(oxydases a fonction mixte) catalysent I'incorporation d'un seul atome d'oxygene dans un substrat avec
la réduction simultanée de l'autre atome en eau. Les monooxygénases peuvent étre divisées en deux
groupes, les monooxygénases externes et les monooxygénases internes. Les monooxygénases
externes utilisent un réducteur externe tandis que les monooxygénases internes extraient deux
équivalents réducteurs du substrat pour réduire un atome d’oxygéne issus de dioxygeéne en eau.

En effet, les cytochromes P-450 sont des monooxygénases externes. Auparavant, les enzymes
microsomales qui métabolisent les médicaments et les xénobiotiques étaient appelées oxydases a
fonction mixte, mais ces derniéres années, le terme monooxygénase est devenu le plus accepté [13].
Ils doivent leur nom a leur découverte par deux japonais, SATO et OMURA, en 1963, sous forme
de pigments dans des fractions microsomales hépatiques. Le mot «cytochrome » signifie
hémoprotéine, « P » signifie pigment, et « 450 » refléte le pic d’absorption typique du complexe
réduit lié¢ au CO (monoxyde de carbone) a 450 nm. En général, les systémes de cytochrome P-450
catalysent la réaction suivante :

RH + 02 + NAD(P)H + H* —» ROH + H20 + NAD(P)*



1.2. Dénomination

Ce groupe de protéines (et leurs genes respectives) est divisé en familles, sous-familles,
et enfin en membres individuels selon leur similitude de leur structure primaire. Une nouvelle
nomenclature a été introduite dans laquelle « CYP » et une série de chiffres et de lettres sont
utilisés pour caractériser chaque hémoprotéine P-450. Par exemple, dans « CYP1Al », le
premier chiffre arabe définit la famille de CYP, la lettre suivante définit la sous-famille et le
deuxiéme chiffre représente I’isoenzyme/I’isozyme/I’isoforme individuel (figure 2). Pour le
géne et I'ADNc, la nomenclature s’écrit en italique (CYP1Al), alors que 'ARNm et la

protéine sont indiqués en caractéres majuscules ordinaires (CYP1A1) [14,15].

Les membres d’une méme famille de CYP différent par leurs séquences d'acides aminés
primaires, leurs spécificités de substrat, leur réactivité croisée immunologique et leur
distribution tissulaire. Les séquences d'acides aminés d'une méme famille présentent une
homologie supérieure & 40 %, tandis que les séquences d'une méme sous-famille sont
identiques a plus de 55 % [13].

CYP3A4

e
——
I
——

F al Y T

&
Cytochrome P450 Famille Sous-famille Isoforme
> 40% d' homologie > 55% d'homologie
de séquence de seguence

Figure 2 : Nomenclature des cytochromes P450 (exemple de CYP3A4) [14].

1.3. Caractéristiques structurales

Le repliement général et la structure topologique de tous les P450s purifiées sont
identiques. Toutes les structures cristallographiques des P450s ont une forme de prisme a base
triangulaire dont la hauteur, pour la partie non membranaire, mesure environ 70A pour une
base de 40A (figure 3). Ce repliement est caractéristique des P450s et n’a été, a ce jour,
retrouvé pour aucune autre protéine n’appartenant pas a la superfamille de P450.



40A

%5W!WBM§%!W(MEW!M!W(WUW§W?%

70A

ém_.wmmm&n_mmxmm_«,mmmx-mmx.mm_x%

Figure 3 : Morphologie et repliement caractéristique des cytochromes P-450 humains [18].

Légende : (I’héme est bien visualisé au centre de la structure, la partie N-terminale de
I’apoprotéine est colorée en bleu et la partie C-terminale en rouge) [18].

Le cytochrome P450 contient entre 400 et 500 résidus d'acides aminés et un seul groupe
prosthétique de type héme constituant le site actif ; c’est-a-dire une hémoprotéine composée
d’un heme relié a I’apoprotéine par un groupement cystéinate complexant le fer de ce groupe
prosthétique. Le plan de I’héme définit deux régions : la face proximale située du coté du
ligand cystéinate et la face distale contenant le site actif de I’enzyme (figure 4) :

> L’apoprotéine est constituée d’une chaine polypeptidique de poids moléculaire
compris entre 45 et 60 kDa. La diversité des CYP450s est naturellement liée a la séquence

primaire en acides aminés de cette chaine protéique.
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> L’héme est constitué d’une protoporphyrine 1X de Fer (figure 5). Ce métal est lié aux

quatre azotes pyrroliques de la porphyrine et au soufre de la cystéine axiale

. Le fer peut étre

hexacoordiné par un sixiéme ligand comme H20, CO, ou une autre molécule.

Apoprotéine

Face Distale

Face Proximale

| N—Fe—N )
i: =
ﬁ \7;
i
e S

HOOC

HOOC

Figure 5 : Illustration de la protoporphyrine IX de fer constituant I’héme des CYP [23].

Le site actif des CYP450s est une cavité hydrophobe située en position distale par

rapport a I’héme, il est profondément enfoui au cceur de la protéine et a proximité du

complexe heme-thiolate, donc complétement isolé du milieu extérieur

. C’est grace a

I’ouverture et la fermeture des canaux d’acces que les substrats entrent et sortent de site actif a

travers les structures secondaires protéique.

On distingue deux régions dans la structure protéique des CYP450s

riche en hélices a bien structuré et un domaine B composé essentiellement

: un domaine a

de feuillets et de

boucles qui présente une flexibilité plus importante. Les 12 hélices a sont identifiées par des

11



lettres majuscules (de A a L). Les feuillets B sont eux numérotés de 1 a 5 (figure 5). Cette
nomenclature a ensuite été enrichie au fur et a mesure de la découverte de nouvelles structures
secondaires. De courtes hélices additionnelles ont été identifiées postérieurement. Elles ont

été nommeées B’, F’, ... en fonction du nom de I’hélice qui les précede.

Domainex

R W =54
Domaine o A UD)
B3 W_

Figure 6 : Topologie et éléments de structures secondaires du cytochrome P-450 [18].

Légende : (A: Les hélices sont représentées en barres rouges, les brins B par des fléches bleues et
I’héme par un carré orange. B : L’héme coloré en rouge et I’apoprotéine en gris) [18].
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Les CYP d’eucaryotes sont généralement des protéines membranaires. L’ancrage
principal de ces hémoprotéines a la membrane plasmique se fait par un domaine
transmembranaire en partie N-terminale. Cette région contient successivement une vingtaine
de residus apolaires (partie enfouie) suivie d’un motif riche en proline, comprenant des

résidus chargés positivement (en interaction avec les tétes polaires des phospholipides).

2. Classification des cytochromes P-450

Au moins 57 génes CYP différents ont été répertoriés chez I'nomme et classés selon
différentes perspectives. Au sens classique, les CYP sont classés en deux grandes catégories,
ceux qui participent a la biosynthése des composés endogenes (environ 20) et ceux qui
participent a la détoxification des xénobiotiques (environ 15) ; parmi les CYP450s dont le réle
biologique est encore incertain ou inconnu, on peut distinguer 15 CYP450s dont I’existence
est connue depuis le séquencage du génome humain mais dont I’étude du réle biologique est
incompléte ou inexistante, ils sont appelés « CYP450s orphelins » (tableau I).

Les CYP sont également regroupés en deux classes : les formes solubles, que I'on trouve
chez les procaryotes, et les formes membranaires, que l'on trouve principalement chez les
eucaryotes [16]. Un autre systeme classe les CYP en fonction de leur localisation
subcellulaire et du processus de transfert d'électrons. Plus récemment, les CYP ont été
classées en deux groupes : les protéines a éclairage lunaire "moonlighting™ et les protéines
sans éclairage lunaire "non-moonlighting”. Une protéine de type "moonlighting" est une
protéine qui remplit différentes fonctions dans différents tissus, alors qu’une protéine "non-
moonlighting" n’est pas multifonctionnelle. Les CYP qui participent a la biosynthese de
molécules endogénes sont des protéines moonlighting (contiennent plusieurs sites catalytiques
ou assurent des fonctions multiples), tandis que Les CYP qui interviennent dans le
meétabolisme des xénobiotiques sont des protéines non-moonlighting [17].
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Tableau I : Classification des cytochromes P-450 humains en fonction de leur substrat principal

(Certains CYP450s peuvent étre rangés dans plusieurs colonnes) [18].

Meétabolisation Role endogéne Rale biologigue incertain ou inconnu
des xénobiotiques | Stérols Ficosanoides Vitamines | Acides gras  FEicosanoides  Orphelins

1A1 1B1 5A1 24A1 212 4F2 2A7
1A2 TAl BAl 26A1 4A11 4F3 2R1
2A6 7Bl 26B1 4Bl 4F8 251
2B6 8Bl 2781 4F12 1
2C8 11Al 2Wl1
209 11B1 3A43
2CI8 11B2 4A22
2C19 17A1 4F11
2D6 19A1 4F22
2El 21A2 4Vv2
2F1 27A1 4X1
3A4 39A1 2041
IAS 46A1 26C1
3AT S51A1 27C1

3. Localisations

La distribution cellulaire du CYP a été étudiée dans le foie et dans un certain nombre de
tissus extra-hépatiques (figure 7). En plus de sa localisation principale dans les hépatocytes, le
cytochrome P-450 a été trouvé en faible quantité dans d’autres tissus comme I’épithélium
intestinale, le rein, le poumon, le cerveau, le cceur, ... Ces enzymes sont membranaires (figure

8), la majorité est ancrée aux membranes du réticulum endoplasmique lisse, d’autres aux

membranes des mitochondries (tableau I1) [18].

14



Figure 7 : Localisation tissulaire des CYP dans le jéjunum (A, B), duodénum (C) et le foie (D) par
coloration immunohistochimique indiquée par les fleches et coloration brune (Cv : veine centrale, E :
entérocyte, G : cellule de gobelet, Lp : lamina propia, Mv : microvillosités d'entérocytes) [18].

Endoplasmic reticulum

Figure 8 : Localisation membranaire des CYP au niveau du réticulum endoplasmique [18].
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Tableau Il : Localisation cellulaire et tissulaire des 57 Cytochromes P-450 humains, et leur activités

caractéristiques (RE : Réticulum endoplasmique, Mi : Mitochondrie) [18].

P450 Tissus d'expression principaux LUEE|I53-T.IDH Activité caractéristique
cellulaire
1Al Poumons RE 3-hydroxylation du benzo|ajpyréns
1A2 Foie RE M3-démethylation de la caféine
181 Foie et reins RE d-hydroxylation du 17f-estradiol
286 Foie et poumons RE T-hydroxylation de la coumarine
2A7 Peau
2A13 Mugueuse nasale RE activation de la 4-{methylnitrosamino)-1-{3-pyridyl}-1-butanone
286 Foie et poumons RE M-déméthylation de Ia |5}-mephenytoine
2C8 Foie RE Bei-hydrooylation du taxol
209 Faie RE 4"-hydrowylation du diclofénac
2C18 Foie RE
2C19 Faie RE A"-hydroxylation de la {5)]-mephenytoine
2D6 Faoie RE d-hydrooylation de la debrisoguine
2E1 Foie et poumons RE E-hydroxylation de la chlozoxazone
2F1 Poumons RE activation du 3-meathylindole
212 Coeur RE hydroxylation de I'ébastine
2R1 RE hydroxylation des vitamines D2 et D3
251 Poumons RE hydroxylation de Facide trans rétinoigue
2 Cerveau et thymus RE hydroxylation d'acides gras a longue chaine
2W1
A4 Foie et intestion RE 6f-hydroxylation de la testostérone
3A5 Foie et poumons RE 6fi-hydroxylation de la testostérone
AT Foie foetal RE Bf-hydroxylation de la testostérone
IA43 ARMm détecté dans les gonades (RE)
4aail Foie RE w—hydroxylation d'acides gras
4Aa22 RE
481 Poumons RE u—hydrowylation de I'acide laurique
4aF2 Foie RE u—hydroxylation du leucotrigne Be
4F3 Meutrophiles RE w—hydroxylation du leucotriene Bs
4F8 Wesitules seminales RE t—2~hydroxylation de prostaglandines
4F11 Foie RE
aF12 Faie RE tun ci—2—hydraxylation de I'acide arachidonique
4F22
avz oxydation d'acides gras
41 Cerveau oxydation d'acides gras
471
S5A1 Plaguettes RE synthése du thromboxane A2
TAl Faie RE Fu—hydroxylation du cholestérol
781 Cerveau RE Fui-hydrowylation de la déhydroepiandrostérone
BAl Aorte RE synthése de la prostacycline
881 Foie RE
1141 Glandes adrenales Mi coupure de chaines laterales du cholesténol
1181 Glandes adrenales Mi 11-hydroxylation du 11-desoxycortisol
1182 Glandes adrenales M 18-hydroxylation de la corticostérone
17A1 Tizsus steroidogenes RE 17a-hydroxylation de stéroides
1941 Tissus stéroidogénes
20A1
21A2 Tissus stéroidogenes RE 21-hydroxylation de la 17-hydroxyprogestérone
24A1 Reins Mi 24-hydroxylation de la 25-hydroxyvitamine Dy
26A1 RE d-hydrowylation de 'acdde rétinoique
2681 Cerveau RE d-hydrooylation de I'acide rétinoigue
2601
27A1 Foie M 27-hydroxylation de sterols
2781 Reins M 1-hydroxylation de la vitamine Dy
27C1
39A1 Faie RE 7-hydrooylation du 24-hydrosycholestéral
d6Al Cerveau RE 24-hydroxylation du cholestérol
51A1 Faie RE 1dm-déméthylation du lanostérol
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4. Propriétés catalytiques et mécanismes d’actions
4.1. Types de réactions catalysées par les cytochromes P450

Les CYP présentent une large capacité a catalyser une multitude de réactions de mono-
oxygénation, dont les plus connues sont des hydroxylations et des époxydations (figure 9).
Cependant, d’autres réactions d'oxydoréduction comme des déshydratations, des
isomérisations et des désalkylations ont été aussi observées. Ces réactions nécessitent la
présence de dioxygene et des cofacteurs (NADPH ou NADH) qui fournissent les électrons et
les protons nécessaires [19].

RX-CH;R'
V‘m)

0]
L =70
kel R
RNO, BN
11 R-NER7| RC=5 R.C=0

EN=0 ENHOH R-5-R RP=5 R,P=0
R—NE)R"
| Rsw
]

o

‘ R-H+ 0+ 26+ 2HY —20 + R-O-H+H0

Figure 9 : Réactions d’oxydation principalement catalysées par les cytochromes P450 [18].

4.2. Interaction entre I’héme de CYP et un compose fixé au site actif

4.2.1. Acces des substrats au site actif

L’ouverture et la fermeture de canaux d’entrée de substrats ont été observés et
caractérisés dans un premier temps par des expériences de dynamique moléculaire au cours
desquelles la sortie sous contrainte du substrat du site actif de I’enzyme permettait de définir
les canaux d’acces [20]. Ces expériences de dynamique moléculaire ont été abandonnées au
profit d’algorithmes d’exploration des cavités de la protéine avec une sonde afin de trouver
des voies d’acces au site actif [21].
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Une nomenclature de ces canaux d’acces est aujourd’hui utilisée pour caractériser les

canaux d’acces au site actif. Ceci est présentée dans la Figure 10 et le Tableau Il :

Figure 10 : Cartographie des différents canaux d’acces visualisés sur une protéine CYP450 (Les
images A et B sont reliées par une rotation d’environ 90° et sont indispensable pour visualiser tous les
canaux — voir tableau 111 pour comprendre la 1égende) [18].
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Tableau I11 : Récapitulatif des localisations des canaux d’acces au site actif [18].

canal Localisation Commentaire
5 ;aen:irlileeiegzhélices C/C' et H ou L, proche de la boucle G-H et du e R T
2a entre la boucle F-G, I'hélice B', la boucle B-B' et le feuillet B1
2b entre la boucle B-B' et les feuillets 1 et §3
2c entre les hélices B', G, | et la boucle B-C
2ac entre |'extrémité de la boucle B-C et 'nélice G canal situé entre les canaux 2a et 2¢
2e a travers la boucle B-C
2d proche du canal 2a. Sortie du canal entre les hélices A et A'
pii proche du canal 2a. Sortie du canal entre I'hélice F et |a boucle F-G
3 entre les hélices F et G ou au niveau de la boucle E-F canal rare
a e P e p e canal rare —ex: ?.02548} (Li, Baudry et al.
5 entre les hélices K et K' canal rare — ex : CYP2AR
Solvant (S) | entre les hélices E, F, | et le feuillet f5
Water (w) sortie du canal 2 la base de la boucle B-C 3 proximité de I'extrémité |  entrée de la molécule d'eau entrant

C-terminale de I'nélice B, canal proximal

dans le cycle catalytique du P450

4.2.2. Caractérisation spectrale des interactions observeés lors de fixation d’un

Naturellement, Le fer peut étre hexacoordiné (6 coordinations). Dans le cas du
cytochrome P450, le fer subit cing coordinations a I’aide des 4 azotes pyrrolique de I'héme et
par le thiolate de la cystéine. Par conséquent, il peut accepter un sixiéme ligand, qui peut étre
une molécule d'eau ou un atome de coordination d’un composeé fixé dans le site actif. Ces

changements dans I'état de coordination du fer se manifestent par des signes spectrales

substrat au site actif

caracteéristiques dans le domaine UV-visible.

A Iétat natif, le Fe'"" existe en équilibre entre ses deux formes de spin, dépendant de son

état de coordination :

> Un état de bas spin correspond a un fer hexacoordiné et situé dans le plan de I’héme.

Il posséde un maximum d’absorption aux environs de 420 nm. Le sixiéme ligand est

généralement une molécule d’eau.
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> Un état de haut spin, dans lequel le Fe™" pentacoordiné est en dehors du plan de

I’héme. Cette espéce a un maximum d’absorption a 390 nm.

Lors de la présence d’un composé exogene qui se fixe au site actif, trois cas de figure se

présentent [22] :

> La molécule d’eau qui coordine le fer dans I’état bas spin est chassée par un composé
hydrophobe entrant dans le site actif. Le complexe se retrouve alors sous forme
pentacoordinée (haut spin), avec un maximum d’absorption a 390 nm. On parle alors
d’interaction de type I qui est la plus fréguemment rencontrée et dont le spectre différentiel
(par rapport a I’état native) est constitué d’un pic a 390 nm et d’une vallée a 420 nm.

> Si le composé hydrophobe porte un atome d’oxygéne accessible (comme la fonction
alcool ou éther), cet oxygéne sera capable de complexer le fer de I’héme pentacoordiné et

""se trouve sous forme

donner une interaction de type | inversé. On observe donc que le Fe
de bas spin, avec un maximum d’absorption a 420 nm. Le spectre différentiel résultant
comporte alors un pic a 420 nm et une vallée a 390 nm.

> Le composé exogene porte cette fois un atome d’azote ou de soufre accessible
capable de complexer le fer de I’héme (haut spin) ou de substituer la molécule d’eau comme

sixieme ligand du fer. Le Fe'"

absorbe alors entre 425 et 435 nm, et le spectre différentiel
montre un maximum vers 425-435 nm et un minimum vers 390-410 nm. On parle alors

d’interaction de type II.
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Figure 11 : Les différentes interactions observées au cours de la fixation d’un composé dans le site
actif (HS : Haut Spin ; BS : Bas Spin) [23].

4.3. Cycle catalytique

Le mécanisme général de I’oxydation d’un substrat par le cytochrome P450 est décrit
dans le schéma général présenté a la figure 12 [23]. Elle se déroule en trois grandes étapes :
formation du complexe substrat-enzyme, fixation et activation du dioxygene et oxydation du
substrat qui quitte alors le site actif.

Au repos, le Fer de I’héme est en équilibre entre deux états : une forme pentacoordinée
et une forme hexacoordinée. Le cycle catalytique de CYP est initié par I’entrée du substrat au
sein du site actif. La liaison du substrat provoque des modifications structurelles dans le
cytochrome entrainant non seulement un déplacement de spin mais aussi des changements des
affinités de liaison et une augmentation du potentiel redox du couple Fe''/Fe".

La deuxieme étape du cycle réactionnel est l'introduction du premier électron, Le fer

ferrique (Fe'") est alors réduit en fer ferreux (Fe'). Dans certains cas, la liaison du substrat au

site actif ne semble pas nécessaire pour produire le transfert d'électrons.
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Dans la troisieme étape du cycle réactionnel, Le fer réduit se lie & la molécule de
dioxygéne, donnant le complexe ferreux Fe'-0s.

L'étape 4 du cycle de réaction est lintroduction du second électron en formant I’entité

peroxyferrique Fe"'-OO", puis par protonation, donne le complexe hydroperoxoferrique Fe'"-OOH.

L'étape 5 du cycle de réaction est I'élimination de I'atome d'oxygene terminal du ligand
dioxygene, c'est-a-dire le clivage de la liaison de dioxygéne. La rupture hétérolytique de la
liaison O-0 est provoquée par une seconde protonation, entrainant également la formation de
I’eau et du composé fer-oxo formellement écrit FeV=0.

Dans I'étape 6, le composé FeY=0, hautement oxydant, peut transférer son atome

d’oxygéne au substrat.

Enfin, le produit hydroxylé (métabolite) est libéré en se dissociant de site actif. L’héme

retrouve son état initial et le cycle peut recommencer.
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Figure 12 : Le cycle catalytique des CYP (Les voies non productives ou abortives sont indiquées en
rouge, le cycle court (en bleu) est obtenu par addition d’un composé riche en oxygéne, la voie

réductase est indiquée en marron) [23].
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L’utilisation d’agents oxydants donneurs d’atomes d’oxygéne (tels que les
hydroperoxydes, les anions CIO ou 107, les peracides...) permet d’obtenir directement
I’espéce réactive fer-oxo a partir de I’état natif. On parle ainsi de cycle court des cytochromes
P450 (voie en bleu figure 12).

Idéalement, le cycle catalytique aboutit a I’oxygénation d’un métabolite pour chaque
molécule de NAD(P)H et de substrat entrant dans le cycle. Cependant, dans le cas des CYPs
impliqués dans la métabolisation des xénobiotiques, il arrive que ce couplage ne soit pas
efficace et dans ce cas le substrat n’est pas oxydé. On parle alors de voies abortives ou non
productives (découplage) qui sont des voies secondaires de transferts d’électrons (voies en
rouge sur la Figure 12). Ce découplage peut apparaitre au niveau de plusieurs étapes du cycle
catalytique et se traduit par la production d’espéces réactives de I’oxygene et par un retour a
I’état natif du complexe enzymatique, d’ou I'importance de I’activité oxydase des CYP450s
dans la lutte contre ce stress oxydant (ion superoxyde et peroxyde d’hydrogéne libérés) :

e Le complexe ferreux Fe'-O, (étape 3) peut se décomposer pour donner I’ion

superoxyde O," et le complexe ferrique Fe". Cet ion superoxyde pourra se dismuter et former

du péroxyde d’hydrogeéne :
[FE”-OQ] — FC”I + Oz.-
202.- +2H+ — H,0, +02

e L’addition d’un proton sur I’'atome d’oxygene coordinant le fer dans le complexe

peroxyferrique Fe''-OO™ (étape 4) ou son équivalent hydroperoxoferrique Fe''-OOH (étape

5), se traduit par la formation d’une molécule de peroxyde d’hydrogéne et de Fe'":

[Fe"-007 + H* — [Fe"-0"HO] + H" — Fe"' + H,0;
[Fe"'-O0H] + H" — [Fe''-O"HOH] — Fe"' + H,0,

o L’entité fer-oxo FeY=O (étape 6) peut aussi redonner I’état natif Fe'' aprés

consommation de deux électrons et de deux protons :

[FeV=0] + 2H" + 2¢& — H,0 + Fe'"
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4.4. La chaine de transfert d’électrons

Comme déja mentionné, les cytochromes P450 appartiennent aux monooxygénases
externes. Ca veut dire qu'ils ont besoin d'un donneur d'électrons externe pour l'activation de
l'oxygene et a I'nydroxylation du substrat. Ces électrons sont fournis par le NADPH ou le NADH.

Pour assurer leurs transmission (les électrons) jusqu’au lieu de catalyse (héme),
plusieurs protéines ou systeme de support peuvent étre impliquées dans ce transfert. On
distingue quatre classes de systémes de transfert d’électrons dont deux sont majoritaires
(classe I et 11) et les autres sont rarement rencontrées [24] :

La classe I, correspond, sauf exception aux enzymes mitochondriales et bactériennes.
Leur chaine de transfert d’électrons comprend des enzymes a centre fer-soufre (la
ferrédoxine). Les électrons du NAD(P)H sont prélevés par la ferredoxine réductase via son
cofacteur flavine FAD puis transmis au centre fer-soufre de la ferredoxine. Ensuite, cette

derniére transfere les electrons au CYP pour permettre la catalyse (figure 13).

La classe Il regroupe les systéemes de transferts d’électrons qui contiennent une
réductase a deux flavines (FAD et FMN) et qui sont encrée comme le CYP a la membrane du
réticulum endoplasmique. Cette classe est constituée généralement par les cytochromes
microsomaux, dont la réductase s’appelle Cytochrome P450 Réductase (CPR) représentant le
seul intermédiaire entre le NADPH et le CYP450 (figure 13). Un autre systeme non
specifique aux CYP450s, peut également participer au transfert d’électrons ; la cytochrome b5
peut transférer les eélectrons du NADH vers le CYP450 via le cytochrome b5 réductase [25].

La classe 111 englobe les systémes de transfert d’électrons des CYP450s catalysant des
déshydratations ou des isomérisations et qui ne nécessitent pas d’apport d’électrons extérieurs
ou d’oxygene moléculaire au site actif. Les substrats transformés lors de ces réactions sont

généralement riches en électrons, comme des endoperoxydes ou des hydroperoxydes.

Enfin, une CYP qui regoit ses électrons directement du NADPH sans protéine

intermédiaire a aussi été décrit et constitue a lui seul la classe 1V.

24



CLASSEI
(B) FxR Fx P450

(."LJ MNAY 53
FxR Fx  P430 oy @@
S NAD@H

A (C) —
! i \ AdDIP™ @
bb-occhbdbd' dddddt]dtjdowclt]b @ %
NADVEH M
CLASSETDD
() (E)
CPR P450 Réductase  vyeenase
NADP™ N4fDUp* o
N _'\F.-LDJP.IH
P’“’,“’ﬂﬂpﬂ"ff*"-qﬁ o
bbl:rcldbdtﬁtlddd do

Figure 13 : Les principales classes de partenaires de transfert d’électrons chez les CYP [23].

Légende : La classe | : comprend les CYP450s mitochondriaux (A), les CYP450s solubles (B) et
certains systemes fusionnés (C). La classe Il: comprend les CYP450s du réticulum
endoplasmique (D) et les CYP450s avec une réductase a deux flavines (E). (Fx : ferredoxine,

FxR: ferredoxine réductase, CPR : cytochrome P450 réductase) [23].

5. Les roles des cytochromes P450

Les cytochromes P450 jouent un réle essentiel dans la biotransformation des molécules
endogénes et exogenes dans I’organisme, ce réle est assuré par leurs propriétés a catalyser une

variété de réactions selon les tissus dans lesquels ils sont exprimés (tableau I1).
e Le r6le des CYP450s impliqués dans les voies endogenes :

Chez les procaryotes, certains CYP450s agissent a la biosynthése de nombreux

composés endogenes, comme les stérols ou les antibiotiques assurant la fonction de défense.

Chez les eucaryotes, la chaine de biosynthese du cholestérol, des hormones stéroidiennes et
des acides biliaires fait intervenir indispensablement les cytochromes P450 (figure 14 — A et B). De
méme, La biosynthese et la biodégradation de la vitamine D3 sont également catalysées par ces
derniers (figure 14 — C). Contrairement aux voies de métabolisme citées précédemment, la chaine
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de biosynthése et de biodégradation des eicosanoides n’est pas complétement connu. Ainsi,
plusieurs isoenzymes de CYP450 sont impliquées dans la cascade d’époxydation de I'acide
arachidonique et la synthése de la prostacycline et du thromboxane qui interviennent dans des

phénomeénes vasculaires (figure 14 — D) [26].
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Figure 14 : Les différents cytochromes P450 impliquées dans la synthése des acides biliaires (A) et
des hormones stéroidiens (B), dans le métabolisme de la vitamine D3 (C) et des eicosanoides (D). (Les

isoenzymes non identifiées sont indiquées sous forme de rectangle bleu) [23].

Légende : COX : cyclooxygénase, DHEA : déhydroépiandrostérone, DOC : déoxycorticostérone,
E2 : oestradiol, E3 : oestriol, EETs : époxydes d’acide arachidonique, HETEs : hydroxydes d’acide
arachidonique, HPETEs : hydroperoxydes d’acide arachidonique, PGH2 : prostaglandine H2,
PGD2 : prostaglandine D2, PGE?2 : prostaglandine E2, PGF2a. : prostaglandine F2a, PGI2 : prostacycline,
RVD3 : Récepteur de la vitamine D3, TXA2 : thromboxane A2, 12-HHT : acide 12(S)-12-hydroxy-5,8,10-
heptadecatriénoique [23].
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e Importance des CYP450s dans la biotransformation des molécules exogénes :

Du fait de leur participation a la phase | de métabolisme des xénobiotiques, les cytochromes
P450 assurent un r6le pharmaco-toxicologique trés important qui se déroule au niveau des
organes de stockage ou de filtration du corps humain (principalement dans le foie et le rein). Ils

sont impliqués dans I’élimination de nombreux composeés exogénes comme les toxines, les

polluants ou les médicaments afin de protéger I’organisme contre leurs dommages.

Dans certains cas, I’oxydation des xénobiotiques par les CYP450s peut devenir une

source de formation des métabolites réactifs électrophiles potentiellement toxique pour les

différentes macromolécules biologique de I’organisme (figure 15) [27].
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Figure 15 : Relation entre le métabolisme des xénobiotiques et leurs toxicités [27].
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Il. La place des cytochromes P450 dans la biotransformation des
medicaments

1. Rappel sur les étapes de métabolisme des médicaments et leur devenir
dans I’organisme

Les substances médicamenteuses peuvent pénétrer dans I’organisme par différentes
voies. Elles peuvent étre inhalées, avalées, injectées ou appliquées par voie transdermique
(figure 16) [28]. Ainsi, le mode d’administration d’une drogue est compté parmi les facteurs
influencgant la vitesse d’apparition des effets pharmacologiques.

Aprés avoir étre administrer, les médicaments passent par quatre phases
pharmacocinétiques au sein de I’organisme. Ces étapes regroupent I’Absorption du principe
actif, la Distribution dans les tissus de I’organisme, le Métabolisme ou la biotransformation
des molécules et finalement leur Elimination (ADME).
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Figure 16 : Les différentes voies d’administration des médicaments dans I’organisme [28].
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1.1. Absorption

L’absorption est une étape qui correspond a I’ensemble des phénoménes intervenant
dans le transfert du principe actif depuis son site d’administration jusqu’a la circulation
sanguine. Pour les administrations intra-veineuses, Cette étape est rapide et compléte car le

medicament atteint directement la circulation générale.
Classiquement, on distingue deux étapes dans les mécanismes d’absorption [28] :

e Une étape de dissolution ou de libération, qui correspond a la désintégration de la
forme solide médicamenteuse (comprimé, poudre, suppositoire, ...) afin d’étre
résorbable par I’organisme. La durée, le lieu et la vitesse de libération du principe
actif dépendent du mode de fabrication ou de formulation galénique du
médicament.

e Et une étape de résorption, correspondant au passage des membranes biologiques
par les molécules. Il existe différentes modalités pour un principe actif de traverser
des membranes :

> La diffusion passive : Ce mode est tres courant pour les médicaments. Il dépend
de la liposolubilité et de la concentration de la forme non ionisé du principe
actif. Ce processus se fait dans le sens de gradient de concentration, sans
transporteurs et sans consommation d’énergie. Il n’est pas saturable, ni
spéecifiqgue pour une molécule, et il n’est pas sujet a des phénomenes de
compétition.

> La diffusion facilitée : Ce traversée va dans le sens de gradient de concentration
avec apport d’énergie mais il n’implique pas la présence de transporteurs.

> Le transport actif : C’est un procédé qui correspond au passage du médicament
contre le gradient de concentration via des transporteurs membranaires avec
apport d’énergie. Il est saturable, spécifique et peut subir des phénomeénes de

compétition (potentiellement source d’interactions médicamenteuses).

Le taux et la vitesse d’absorption du principe actif est définie par la biodisponibilité
(F), qui correspond a la fraction de la dose administré du médicament qui atteint la circulation

générale sous forme inchangée.
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La biodisponibilité dépend des deux phénomenes suivants :

e Absorption : incluant les caractéres physico-chimiques des médicaments (forme
galénique, type des excipients, ...) et physiopathologique (débit sanguin,
alimentation, ...).

e Effet de premier passage (hépatique, intestinal ou pulmonaire ...) (EPP): c’est la
fraction du médicament qui se métabolise avant d’arriver dans la circulation

sanguine suite aux enzymes appropriées.
1.2. Distribution

Apres résorption, la substance active est distribuée dans I’ensemble des tissus et

organes. Elle met en jeu deux processus [28] :

e Le transport sanguin (phase plasmatique) : la substance médicamenteuse se fixe aux
protéines plasmatiques (principalement I’albumine, I’alphal-glycoprotéine, les
lipoprotéines et les globulines) en fonction de leur affinité au site de liaison, la
quantité des protéines et la concentration du la molécule.

e La diffusion dans les tissus (phase tissulaire) via des protéines tissulaires. Cette
phase dépend du débit sanguin (les organes trés irrigués seront les plus exposés aux
médicaments, ex : Cceur, poumon, ...) et des propriétés physico-chimiques de la
molécule (plus la molécule est lipophile, plus qu’elle s’accumule dans les tissus

graisseux et vice versa).

Il est a noter que la fixation protéique des médicaments est un phénomeéne variable et
réversible, par conséquence la substance active se trouve en équilibre permanent entre la

forme fixée et la forme libre (forme pharmacologiquement active diffusible dans les tissus).

La distribution est décrite par un parametre théorique appelé volume de distribution
(\Vd), c’est le rapport entre la quantité de la substance active dans I’organisme et sa
concentration plasmatique. Ce volume devient plus important si le principe actif est lipophile,

donc s’il traverse bien les membranes biologiques.
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1.3. Métabolisme

Le métabolisme correspond au processus de biotransformation des médicaments. 1l
désigne les différentes modifications, avec ou sans intervention des enzymes, que subissent la
quasi-totalité des substances médicamenteuses dans I’organisme en donnant naissance a un ou
plusieurs métabolites. D’une maniere générale, ce sont des réactions de défense qui
conduisent & des métabolites moins toxiques et mois actives par rapport a la molécule mére.
Néanmoins, il existe certains types de métabolites qui peuvent étre plus toxique et plus active

que le médicament administré (tableau 1V) [29].

Tableau IV : Les différentes conséquences possibles du métabolisme sur un médicament [29].

Médicament Métabolite correspondant
Actif Inactif
Actif Actif
Inactif (prodrogue) Actif
Actif Toxique

L’objectif majeur de métabolisme est de rendre hydrosoluble les molécules lipophiles
afin de faciliter leur élimination hors de I’organisme. Cette transformation peut avoir lieu
essentiellement au niveau hépatique ou intestinal, méme s’il se produit aussi au niveau
pulmonaire, rénal, plasmatique, .... Ceci se fait en deux étapes principales, classées en phase |

et phase Il (figure 17).
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Figure 17 : Schéma résumant les étapes de métabolisme des médicaments [30]

Légende : FMOs : flavines monooxygénases, GST : glutathion-S-transférase, MRP : Multidrug
Resistance associated-Proteins, NAT : la N-acétyltransférase, P-gp : P-glycoprotéine, ST

sulfotransférase, UGT : uridine diphosphoglucuronyl transférase [30].

e La phase I : réactions de fonctionnalisation

Les réactions de fonctionnalisation consistent a modifier ou introduire des groupements
fonctionnels aux xénobiotiques a I’aide des réactions d’oxydation (hydroxylation, N-
oxydation, S-oxydation), de réduction et d’hydrolyse (voir la partie 1.4.1 et figure 12). Ces
réactions, qui permettent la transformation d’un médicament lipophile en un métabolite
hydrophile, sont principalement catalysées par des enzymes microsomales
appelées cytochromes P-450 (figure 17). Ces derniers contribuent approximativement a 80%
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des réactions de la phase de fonctionnalisation [31]. L’activité enzymatique des cytochromes
peut subir de nombreux polymorphismes et modifications par des phénomenes intrinseque et

extrinséque (voir la partie sur les variations d’expressions des CYPs).

Dans certains cas, la phase | peut étre considérer comme non obligatoire car certains

medicaments peuvent subir directement les réactions de la phase II.
e La phase Il : réactions de conjugaison

Ces réactions impliquent I’ajout de groupements polaires sur la molécule par le sulfate
(sulfoconjugaison), la  glycine  (glycoconjugaison) ou  l’acide  glucuronique
(glucuronoconjugaison = constitue le mécanisme principal) pour augmenter la solubilité des
métabolites, ou I’ajout d’autres radicaux (acétyl, méthyl, glutathion, ...) pour neutraliser un
composé réactif. Les transférases sont les enzymes cytosoliques responsables de la plupart des
réactions de la phase Il (figure 17). En fin, les métabolites obtenus seront transportés a travers
la membrane cellulaire via des protéines de transport afin d’étre éliminés (phase I11) [30].

1.4. Elimination

L’élimination est I’étape final du devenir de médicament dans I’organisme, c’est un
processus qui concerne les formes changées et inchangées du médicament. L’élimination
rénale (filtration glomérulaire, sécrétion tubulaire et réabsorption tubulaire) et I’élimination
biliaire constituent les voies principales de I’excrétion des médicaments. Les autres voies
d’excrétion comme les poumons, les sécrétions et les phanéres restent des voies accessoires

pour I’élimination de certains medicaments [28].
Il existe deux parametres de quantification de I’élimination médicamenteuse :

e La clairance : indique la capacité de I’organisme a épurer une substance, c’est le
volume du sang épuré par unité de temps.
e La demi-vie T1/2: correspond au temps nécessaire pour que la concentration

plasmatique du médicament diminue par moitié.
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2. Cytochromes P-450 et métabolisme des médicaments

Le foie est I’organe principal de détoxification des xénobiotiques, il constitue le
carrefour de métabolisme de la majorité des médicaments administrés a I’organisme. Les
cytochromes hépatiques sont les plus souvent impliqués dans les mécanismes métaboliques,
leur quantité est tres importante, ils sont de I’ordre de 18000 nmoles pour un foie de 1.5 kg
[32]. La contribution des différents CYP dans le processus métabolique est relative a leur
abondance au niveau du foie. Approximativement, le métabolisme de 75 % des médicaments
est assuré par seulement trois CYP hépatiques : CYP 3A4, CYP 2D6 et CYP 2C9 (figure 18-
A) [33].

D’autres organes participent également dans le métabolisme secondaire des
medicaments, mais néanmoins important. Ainsi, I’intestin semble étre le lieu principal de
métabolisme extra-hépatique suivi par le tissu du systéme respiratoire, la répartition des CYP
intestinaux est bien présentée dans la figure 18-B. Bien que la quantité des CYP exprimée
dans I’intestin est d’environ 100 fois plus faible que celle exprimée dans le foie, certaines
études ont prouvé que parfois le métabolisme intestinal peut contribuer de maniére
significative ou égale au métabolisme hépatique (cas de certains médicaments comme la

cyclosporine, le verapamil et le midazolam) [34,35,36].
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Figure 18 : Proportions des différentes isoformes de CYP dans le foie (A) et dans I’intestin (B)
[19,37].
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3. Variations d’expression des CYPs

Les cytochromes P450 sont considérés comme une source majeure de variabilité
pharmacocinétique et pharmacodynamique. Ces phénoménes de variations d’expression inter-
individuelles ont été mis en exergue antérieurement a la découverte des CYPs, par exemple
les premiers travaux réaliser par Rimmer ont présenté I’influence des barbituriques sur le
métabolisme des médicaments [38]. L’ activité des CYPs peut varier en fonction de facteurs
endogeénes (sexe, age, hormones, pathologies, polymorphisme génétique) ou exogenes
(médicament, alimentation, polluants, additifs) (figure 19).

Dans la figure 19 ci-dessous, les facteurs de variabilité ayant une grande importance
sont marqués en gras avec indication des directions possibles de I’influence (1 : augmentation
de I’activité, | : diminution de I’activité, 1| : augmentation et diminution de I’activité). Les
facteurs controversés son indiqué entre parenthéses.
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Figure 19 : Proportions des CYPs qui interviennent dans le métabolisme des médicaments utilisés en
clinique et les facteurs qui influencent I’activité de ces enzymes [39].
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3.1. Les facteurs endogenes

3.1.1. Le sexe

L’influence du sexe sur le métabolisme des médicaments est bien connue et peut étre une
source importante des variations inter-individuelles. En effet, certains paramétres pharmacocinétiques
sont influencés par le sexe en raison des distinctions tels que le poids, I’expression des enzymes de
métabolisme et des transporteurs, la distribution des graisses et le flux sanguin du foie [40] ainsi que
I’hormone de croissance [41]. Les études cliniques ont montrées que les femmes métabolisent plus
rapidement les médicament que les hommes, notamment pour les substrats dépendants du CYP3A4
qui est considéré comme le principal métaboliseur des médicaments [42]. La méme chose a été aussi
rapporté pour le CYP2B6 et le CYP3AS5 [43,41] dont I’expression est supérieur chez les femmes. Pour
les autres CYPs, I’effet du sexe n’a pas €té clairement déterminé.

3.1.2. L’age

Les variabilités basées sur I’ge sont bien établées particulierement pour les nouveau-nés et
les personnes &ges. Au cours de la vie in utéro, le feetus est dépendant des capacités maternelles
pour le métabolisme de la majorité des médicaments et du placenta pour la protection des composes
nocifs. A la naissance, la quasi-totalité des enzymes du nouveau-né, dont les CYPs, sont encore
immatures, ce qui va engendrer une capacité de métabolisme faible. L’activité de ces enzymes

commence a augmenter pendant les premiéres annees de la vie (tableau V) [44].

Tableau V : Evolution de différents CYPs en fonction de I’age [45].

CYP Evolution
CYP1A1 Il est présent dans le foie foetal humain
CYP1A2 | Il est absent du foie feetal, mais il commence a étre détecté & partir du 1" mois
pour atteindre au bout d’un an le niveau adulte
CYP2C Son activité semble négligeable chez le foetus mais augmente durant la 1%
semaine de vie pour atteindre au bout d’'un an 40% du niveau adulte
CYP2D Son activité est négligeable ou minime chez le feetus, mais augmente
progressivement dans le 1% mois suivant la naissance
CYP2E1 Son activité est trés faible chez le foetus, mais augmente trés vite aprés la
naissance
CYP Le CYP 3A7 est la forma majoritaire dans le foie de I'embryon, du foetus et du
3A4/3A7 nouveau-né. Il représente 50% de la totalité des cytochromes feetaux. Son
niveau est trés élevé 3 la naissance, mais diminue ensuite. Le CYP 3A4 est
absent a la naissance, mais augmente ensuite pour atteindre 30a 40% du
niveau adulte entre 3 et 12 mois

36



Chez les personnes agées, la clairance et le volume de distribution de certains
médicaments diminue avec I’age a cause de la diminution de la circulation sanguine hépatique
et du volume du foie et a la co-administration de plusieurs médicaments [46]. Globalement,
I’effet de I’age n’est quasiment pas pris en compte en clinique sauf en pédiatrie ou I’impact de
I’age est tres significatif [47].

3.1.3. Les pathologies

En général, les pathologies ont un effet négatif sur le métabolisme des médicaments par
les CYPs [48]. Au cours de I'inflammation, I’infection et le cancer, les cytokines pro-
inflammatoires secrétées comme le TNF-a, IL-1p et I'IL-6 entrainent un control négatif sur de
nombreux CYPs intervenant dans le métabolisme [49,50].

En cas de maladie rénale chronique, une diminution d’expression des CYPs a été
rapporté [51]. C’est aussi le cas des maladies hépatiques graves pour lesquelles une réduction
significative a été rapporté pour les CYPs 3A, 2C, 2E1 et 1A2 [52]. Par contre, le diabéte,
quant & lui il provoque une augmentation de I’activité des CYPs (1A1,2B, 3A, 4A, 2E1) [53].

3.1.4. Les hormones

Parmi les hormones influengant I’expression des CYPs, elle y a I’lhormone de croissance
(GH) qui contréle I'activité des CYPs 3A4, 2B6 et 3A5 [41,54]. Une étude a montré que la
trilodothyronine (T3) est dotée d’un effet régulateur sur I’expression de CYP3A4, il a été constaté
que I"activité métabolique des CYP3A4 est augmenté avec la GH et diminué avec la T3 [55].

3.1.5. Le polymorphisme genétique
Le polymorphisme génétique est defini comme une modification de la sequence
nucléotidique d'un géne a une fréquence >1% dans une population normale, et pouvant

aboutir & des conséquences fonctionnelles. On estime que les polymorphismes influencent
typiquement 20 a 25 % de l'efficacité des traitements médicamenteux [56].

La variation génétique dans les genes des enzymes du métabolisme des medicaments est
étudiée depuis plus de 60 ans et de nombreux exemples de l'influence génétique sur la
biotransformation des médicaments ont été étudiés de maniere trés détaillée et pour certains

d'entre eux, la pertinence clinique a été étudiée [39].
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En fonction de [Il'enzyme impliquée, on peut distinguer deux phénotypes

pharmacocinétiques chez les sujets traités par un médicament :

e Les "métaboliseurs lents" qui désignent les individus ayant deux copies de génes non
fonctionnels (allele nul),

e Les "métaboliseurs rapides" qui correspondent au phénotype "normal” ou les deux
copies des géenes sont fonctionnelles, représentant généralement la plus grande partie de

la population.

Pour certains CYPs, on distingue également deux autres phénotypes

pharmacocinétiques en plus du lent et du rapide (voir I’'exemple de CYP2D6 figure 20) :

e Les "métaboliseurs intermédiaires" porteurs d'un seul allele normal ou d'un allele
présentant un déficit de fonction,

e Les "métaboliseurs ultrarapides”, ou le phénotype est dérivé d'un gain de fonction,
soit en possédant plus de deux copies fonctionnelles du géne, soit en ayant une

mutation qui augmente l'activité de lI'enzyme.
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Figure 20 : Les différents génotypes et phénotypes de CYP2D6 en métabolisant la spartéine (MRS :

ratio métabolique urinaire pour spartéine) [39].
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Les variantes relatives a la perte de fonction entrainent une diminution du métabolisme
du médicament et une augmentation de la concentration plasmatique, alors que les variantes
qui induisent un gain de fonction entrainent une augmentation de la clairance et une

diminution de la concentration du médicament.

Les répercussions pharmacologiques du polymorphisme génétique sur le métabolisme

des médicaments peuvent étre classées selon les profils phénotypiques des individus :

e Pour les métaboliseurs lents :

- Il 'y a une accumulation de la molécule, avec le risque daugmenter I'effet
thérapeutique avec l'apparition d'effets indésirables, voire un surdosage.

- Iy aune absence d'effet thérapeutique des pro-drogues.

e Pour les métaboliseurs rapides et ultra-rapides :

- Iy aune réduction de la réponse thérapeutique du médicament.

- L'effet thérapeutique des pro-drogues est bien considéré, avec un risque
d'augmentation de I'effet thérapeutique et apparition d'effets indésirables des
métabolites (par exemple dans le cas de la formation de la morphine par le
CYP2D6 a partir de la codéine) [57].

Ainsi, ce polymorphisme génétique peut avoir des conséquences importantes sur
l'efficacite thérapeutique d'un médicament, mais aussi sur ses effets indésirables, surtout si ces
médicaments sont dose-dépendants et si leur marge thérapeutique est étroite [58]. Le
polymorphisme des enzymes CYPs peut aussi influencer les fonctions endogénes telles que la
pression artérielle, les niveaux de bilirubine et la susceptibilité a certains cancers [59].

Enfin, un nombre important de cas de variabilité interindividuelle dans la réponse aux
médicaments, n'est pas lié a des variations au niveau de la séquence du gene. Des facteurs
appelés épigénétiques, en particulier les micro-ARNs (miARNS) et la méthylation de I'ADN,
sont susceptibles d'étre a l'origine de ces variations [60]. Récemment, les chercheurs ont
découvert que de nombreux CYPs et récepteurs nucléaires sont régulés de maniere post-
transcriptionnelle par les miARNS [61]. En outre, les effets épigénétiques sont principalement

réversibles et influencés par des facteurs environnementaux et endogénes (age, sexe).
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3.2. Les facteurs exogenes

Les substances exogénes qui générent une inhibition ou une induction des CYPs jouent
un réle important dans la variabilité de l'expression et de I’activité de ces enzymes. Les
inducteurs des CYPs qui assurent le métabolisme des xénobiotiques ne sont généralement pas
trés sélectifs alors que les inhibiteurs des CYPs peuvent étre sélectifs pour certains isoformes
ou non sélectifs pour certains d’autres. L’effet inducteur est généralement lent (plusieurs
jours) tandis que I’effet inhibiteur est rapide (voire immédiat) [62]. La comparaison entre
I’inhibition et I’induction enzymatique est présentée dans le tableau V1.

Tableau VI : Comparaison entre I’inhibition et I’induction enzymatique [29].

Induction enzymatique

Inhibition enzymatigue

Spécificité de la
modification
enzymatique

MNon specifique d'une isoenzyme

Généralement spécifique d'unea
iscenzyme

Survenue de la
miodification
enzymatique

Progressivement, jusqu'a 3
semaines apres la prise de
linduction enzymatique.
Phénomene lent

Immédiatement lors de lz présence de
I'imhibiteur

Phénoméne rapide, brutal

Arrét de la
modification
enzymatigue

Jusqu'a 3 semaines aprés I"arrét de
la prise de I'inductewur, le temps que
les cytochromes se détruisent
graduellement pour revenir & leur
nombre initial

-Rapidement aprés I'arrét de la prise de
Fimhibiteur, une fois qu'il est éliming
{maximum 24H) pour les inhibitions

reverszibles

-Powr les inhibitions irréversibles :
nécessité de synthese de nouvelles
ENZYMESs pour une restauration de
P activité normale de I'enzyme, d'ol un
délai de Farrét de I"inhibition
enzymatigue plus long.

-Sous expression génétigue du gene
codant pour les CYP par un répresseur,
ou introduction dans la membrane du

REL de composés dégradant le CYP.

-Le plus souwvent : une substance
inhibitrice empéche le substrat
d'accéder a son site catalytique poury

principaux sur
le meétabolisme
de certains
meédicaments

medicament par augmentation de
son meatabelisme (sauf pour les
prodrogues)

-Risque de surdosage a I'arrét de la
prise de l'inducteur

Meécanisme Surexpression genetique du géne z MR
: étre metabolise -
codant pour les CYP
-Au niveau du site actif du CYP ou en
dehors de celui-ci (compétitiffnon
competitif)
-Phenoméne - réversiblefirréversible
-Diminution de Fefficacité du
Effets

-Augmentation de la concentration
plasmatigue du meédicament avec un
risque de surdosage et d'effets
indésirables (sauf pour les prodrogues.)
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3.2.1. L’inhibition du CYP

Un médicament (ou une autre substance, comme un nutriment) est considéré comme un
inhibiteur de cytochrome lorsqu'il bloque I'activité métabolique qui doit étre effectuée par ce
cytochrome afin d’assurer I’élimination d’un autre médicament (Tableau VII). Il est donc
nécessaire de prendre de facon simultanée ces deux substances pour que l'inhibition se
produise. L'effet de cette association est d'augmenter la concentration plasmatique du
medicament ou autre substance inhibée, de diminuer son métabolisme et d’accroitre ses effets
thérapeutiques et éventuellement de déclencher des effets indésirables si la dose n'est pas
diminuée. Cet effet est inverseé si le médicament inhibé s’agit d’une prodrogue.

A I’inverse de I’induction, I’inhibition enzymatique est un phénomene brutal et trés

dangereux qui peut provenir de [63]:

e L’augmentation du catabolisme des protéines microsomales et du CYP P450 ou la
réduction de leur biosyntheése,

e L'introduction de substances dans la membrane du REL qui perturbent les
structures membranaires du CYP et entrainent leur dénaturation,

e La fixation des molécules au groupe héme du CYP en bloquant le cycle catalytique

lors de métabolisme des substances médicamenteuses.

L’inhibition peut se faire d’une maniére réversible ou irréversible, Ces deux

mécanismes conduisent a la formation de métabolites réactifs :

e L’inhibition réversible : est probablement la plus fréquente et se produit lorsque la
concentration de l'inhibiteur est suffisante pour se lier de maniére non covalente au
site actif et diminuer la vitesse de I'enzyme. L’activité du cytochrome est restituée
aprés élimination de Il'inhibiteur par l'organisme. L’inhibition réversible peut étre
classée en trois mécanismes :

» Mécanisme compétitif : I'inhibiteur empéche la liaison du substrat au site actif de
I'enzyme parce que celui-ci se trouve en plus grande concentration au site actif

ou qu’il a une grande affinité pour lI'enzyme.
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» Mécanisme non compétitif : I'inhibiteur se fixe sur le CYP mais ne bloque pas la
liaison du substrat au site actif, il conduit & une modification de la conformation
de I'enzyme en le rendant non fonctionnelle.

> Mécanisme incompétitif : I'inhibiteur se lie au complexe enzyme - substrat.

e L’inhibition irréversible : se déroule lorsque l'agent inhibiteur se lie de maniére
covalente a I'neme ou a I'apoprotéine. L'élimination de cette espéce n'est pas possible
et la perte de l'activité enzymatique du CYP est permanente jusqu'a la resynthese de

nouvelles enzymes.

Tableau V11 : Certains inhibiteurs des CYPs métabolisant les médicaments [39].

cYP Inhibiteur sélectif

CYP1A2 Furafylline

CYP2AB 8-methoxypsoraléne, Tranylcypromine
CYP2B6 2-phenyl-2-(1-piperdinyl) propane, thiocTEPA
CYP2C8 Montelukast

CYP2C9 Sulphaphénazole, acide tiénilique
CYP2C19 {=)}-M-3-benzyl-phenobarbital

CYP2D6 Quinidine

CYP2E1 Diethyldithiocarbamate, Disulfiram, 4-methylpyrazole
CYP2J2 Danazole

CYP3A4/5 Azamulin, Ketoconazole

3.2.2. L’induction du CYP

Les inducteurs enzymatiques accélerent la biotransformation de certains médicaments
en augmentant la quantité d’enzymes CYP, soit en augmentant leurs expressions génétiques

(mécanisme majeur), soit en inhibant leurs dégradations (mécanisme mineur).

La concentration de CYPs peut étre augmenter plus rapidement en fonction de
I’activation transcriptionnelle par une variété de composés endogenes et exogenes (tableau
VIII), qui agissent sur des récepteurs nucléaires en faisant intervenir des facteurs
transcriptionnels qui transformes les genes d’ADN en ARNm codant la synthese de ces
cytochromes [62].
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Tableau VIII : Les principaux agents inducteurs des CYPs humains (DDT :

Dichlorodiphényltrichloroéthane, PCN : Prégnenolone carbonitrile) [19].

Classe d'inducteur Origine Exemple CYPs induits
S e i o T T A o Polychlorobiphényle ~ CYPs 1A1, 1A2
Expaositions accidentelles

Barbituriques Médicaments, DDT Diphénylhydantoine CYPs 2C, 3A4

: Certains stéroides et
Lkanisties TER antibiotiques et autres Rifampicine, PCN CYP3A4

médicaments
dacksL gy Ethanol, isoniazide Ethanol CYP2E1

CYP2E1

La régulation des enzymes impliquées dans le catabolisme des médicaments, par des
ligands endogenes ou des xénobiotiques, est un facteur important dans le métabolisme de ces
substances et de leur efficacité thérapeutique. Ainsi, cette régulation est effectuée a la base
d’une modulation d’activité transcriptionnelle de certains récepteurs nucléaires. Ces derniers
sont représentés par une grande variété de molécules lipophiles telles que les acides gras, les
stéroides, les acides biliaires, les eicosanoides et les oxystérols. Dans cette partie, nous
focaliserons sur les récepteurs qui modulent les genes codant les enzymes de la phase | et Il
du métabolisme (figure 21), ceux des prégnanes (PXR), de I’'androstérone (CAR), des acides
gras poly-insaturés (PPAR), et celui de la dioxine (AhR).

Schématiquement, L’arrivée d’un ligand (endobiotique ou Xxénobiotique) dans le
cytoplasme va entrainer I’activation du récepteur nucléaire qui va migrer vers le noyau ou il
forme un hétérodimére avec RXR (retinoid X receptor). Ce dimere se lie a I'ADN et mobilise

des co-activateurs qui permettront la transcription du gene cible (figure 21).
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Figure 21 : Schéma de la régulation de la transcription génétique des CYPs via des récepteurs

nucléaires [64]

Légende : (LBD : domaine de liaison au ligand, DBD : domaine de liaison & I’ADN, XRE : élément

de réponse aux xénobiotiques) [64].
3.2.3. Les substances concernées

Les facteurs environnementaux et exogenes qui influencent I’activité et I’expression des

CYPs ont des origines diverses :

e Les médicaments : sont des principaux inhibiteurs et inducteurs des CYPs.

e Les produits alimentaires : contiennent des composés qui peuvent jouer le role
inhibiteur ou d’inducteur d’un CYP.

e Les polluants : Les polluants environnementaux tels que les pesticides ont également
une influence sur I'expression des CYPs.

e Les produits addictifs : comme I’alcool et la fumée de la cigarette.
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I. Généralités sur les classes d’interactions médicamenteuses

Les interactions médicamenteuses (IM) sont définies comme des modifications in vivo
de la réponse pharmacologique d'un médicament par un autre médicament pris
simultanément, par un aliment ou une boisson ou encore par le tabac ou des agents chimiques

de I'environnement. Elles peuvent étre classées en fonction de différents critéres [65].
1. Selon le niveau de sévérité

Cette classification repose sur une hiérarchisation du risque d'interaction en fonction de
la gravité des effets cliniques. Par conséquence, quatre niveaux ont été établis, mais les limites
ne sont pas encore faciles a préciser et la conduite a tenir par le prescripteur n'est pas toujours

bien structurée.

1.1. Associations contre indiqueées :

Ce sont des contre-indications absolues, dont les répercussions cliniques sont fréquentes
et graves, mettant la vie du patient en danger. Ces types d’association ne doivent donc pas étre
prescrits (exemple : association de médicaments qui peuvent causer des torsades de pointes).

1.2. Associations déconseillées :

Il s'agit d'une contre-indication relative. L'association doit de préférence étre évitée, sauf
si le bénéfice attendu est supérieur au risque. Si I'on décide quand méme d'associer les deux
medicaments, les interactions évoquées requierent une surveillance particuliére (exemple:

association des AINS avec les AVK engendrant une augmentation du risque hémorragique).

1.3. Associations avec précaution d’emploi :

C'est une association thérapeutique envisageable en respectant certaines précautions
d'utilisation relatives & chaque cas. Exemples de recommandations : adaptation de la posologie,
surveillance des constantes biologique, progressivité d’usage des doses thérapeutique, ...

1.4. Association a prendre en compte :

Le risque d'interaction médicamenteuse existe, mais il appartient au prescripteur de faire
attention et d’évaluer le risque d’association (exemple : privilégier un bétabloquant hydrosoluble a
la place d’un liposoluble quand il est associé a un produit a élimination hépatique).

46



2. Selon leur intérét thérapeutique

On distingue différents résultats d’une IM. Selon leurs intéréts, elles peuvent étre [65]:
e Bénéfique et thérapeutiquement utile en cas de :

> L’antagonisme d'un effet toxique ou non souhaité (par exemple en cas de
traitement d’un surdosage médicamenteux).

» La majoration d'un effet jugé insuffisant (par exemple l'association de deux
antibiotiques bactériostatiques " sulfamétoxazole + trimétoprime " afin d’obtenir
une action bactéricide par une synergie de leurs effets).

» L’économie sur un médicament trop onéreux.

e Nocif et génant en cas de diminution et d’augmentation d'un effet recherché ou

encore en cas d’apparition des effets toxiques habituellement imperceptibles.

3. Selon le type de mécanisme mis en jeu

Il existe trois grands types de mécanismes impliqués dans les interactions
médicamenteuses, avec une possibilité de combinaison d’un type de mécanismes avec un

autre ce qui peut augmenter significativement I’impact clinique de I’interaction [66].

3.1. Mécanismes physico-chimiques :

Les interactions physico-chimiques se manifestent quand deux ou plusieurs
médicaments sont incompatibles a étre associer en raison de problemes liés a leur propriétés
physico-chimique. Il est nécessaire de distinguer les interactions médicamenteuses qui
surviennent in vivo, et les incompatibilités physico-chimiques qui désignent les réactions qui
peuvent se produire entre les médicaments in vitro, avant ou pendant leur administration au

patient, ainsi que des interactions contenant-contenu [67]. On parle donc soit de :

e L’incompatibilité physico-chimique entre les composants d’un médicament au
moment de la fabrication et de conditionnement dont le risque est fortement

minimisé grace aux nombreux contréles [68].

e L’incompatibilit¢ physico-chimique entre plusieurs meédicaments lors de

I’administration, par exemple : mélange de plusieurs médicaments dans un méme
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liquide de perfusion, réutilisation de la méme tubulure pour injecter d’autres
médicaments, présence des solvants organiques susceptibles d’interagir avec le
contenant, ... [68]

3.2. Mécanismes pharmacodynamiques :

Une interaction pharmacodynamique est définie par une modification de la réponse
pharmacologique de I’organisme par rapport a I’action exercée par un médicament : synergie,
potentialisation ou antagonisme survenant a la suite d'une action directe ou indirecte au
niveau d'un récepteur, transporteurs, enzymes ou systemes de transduction et/ou effecteurs

[69]. Cette interaction peut étre compétitive sur le méme récepteur ou non compétitive.

Les interactions d’ordre pharmacodynamique sont relativement prédictibles sur la base
de la connaissance des principaux effets des médicaments impliqués. Cependant, ce type
d'interaction est plus difficile a identifier que les interactions pharmacocinétiques ; ces
dernieres sont facilement documentées par la démonstration d'une variation de la

concentration plasmatique [69].
3.2.1. Interactions directes :

Dans ce cas, les médicaments exercent leur action sur le méme récepteur ou par des
mécanismes mettant en jeu des récepteurs différents, mais qui agissent sur le méme effecteur
[67] :

e La fixation des médicaments sur le méme site récepteur, peut conduire soit a un
antagonisme compétitif lorsque deux médicaments (un agoniste et un antagoniste)
ont une affinité identique pour les mémes sites, soit a une augmentation des effets

thérapeutiques si les médicaments sont agonistes du méme récepteur [70].

e La fixation des médicaments sur des récepteurs différents peut donner naissance
soit a [71]:

> Une augmentation des effets thérapeutiques.
> Une augmentation des effets indésirables.

» Un antagonisme fonctionnel ou physiologique.
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3.2.2. Interactions indirectes :
On peut distinguer celles qui sont causées par :
e Une inhibition des systémes de transport cellulaire.
e Une altération de la structure d'un organe.
e Une modification de la composition du milieu interne.

3.3. Mécanismes pharmacocinétiques :

Elles peuvent se manifester a n'importe quelle étape du parcours d'un médicament dans
l'organisme : résorption, distribution, métabolisme ou élimination (voir la partie : rappel sur
les étapes de métabolisme des médicaments et leur devenir dans I’organisme). Elles s’agissent
d'interactions simples avec des mécanismes indirects [70,72].

3.3.1. Au niveau de la résorption :

Il est possible d’envisager deux cas de figures d’interactions au cours de la résorption
[66]:

e Lors de modification de la quantité du médicament résorbé, on observe de point

de vue pharmacocinétique un changement de t%2 et de Tmax.

e Lors de modification de la vitesse de résorption, on constate une variation de

Cmax et de Tmax.

Il existe plusieurs types de mécanismes décrivant I’influence d’un médicament sur la

résorption d’un autre qui sont pris simultanément, on note [66]:
e La modification du pH gastrique sous l'action de diverses substances.
e La formation de complexes (chélation) dans la lumiére intestinale.
e La modification du transport a travers la barriére intestinale.
e La Modification de vidange gastrique et de la motilité gastro-intestinale.
e Modification de la flore intestinale et perturbation du cycle entérohépatique.

e Lésion de la muqueuse par des medicaments cytotoxiques.
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3.3.2. Au niveau de la distribution :

Certains médicaments (comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les sulfamides
hypoglycémiants, les anticoagulants oraux...) peuvent empécher d'autres médicaments de se
lier aux protéines plasmatiques, modifiant ainsi la quantité de leur forme libre et par
conséquent leur activité. En général cet effet n'est symptomatique que pour les médicaments
possédant une marge thérapeutique étroite, pour lesquels la libération d'une quantité fixée aux
protéines plasmatiques se révele par des phénomenes de surdosage [67].

3.3.3. Au niveau du métabolisme :

Les CYP450 sont responsables du métabolisme oxydatif de nombreuses substances
endogénes et la détoxification de plusieurs composés exogenes. lls sont capables de modifier
les propriétés biophysiques des molécules en ajoutant des groupes hydrosolubles ou en
éliminant les groupes liposolubles facilitant ainsi leur élimination. De nombreuses molécules
peuvent provoquer l'induction ou la répression de ces enzymes, et étre a l'origine de
nombreuses IM (voir la partie : Variations d’expression des CYPs). En effet, ces mécanismes
représentent plus de 50% des interactions cliniquement significatives.

3.3.4. Au niveau de I’élimination :
Dans certaines interactions médicamenteuses, I'élimination hépatique est mise en jeu.

Elle peut étre [68]:

e Augmentée par certains médicaments en accélérant le débit sanguin hépatique,

comme le glucagon, I’isoprénaline.

e Diminuée soit par des agents ralentisseurs du flux sanguin dans la circulation
porto-cave (comme les B-bloquants), soit par compétition entre les médicaments

au niveau des transports actifs d’excrétion biliaire.
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Il. Les différentes interactions médicamenteuses CYP - déependantes
1. Interactions médicaments-aliments

Il existe plusieurs aliments consommés dans la vie quotidienne qui peuvent entrer en
interaction avec les cytochromes P450, ce qui est susceptible d’entrainer des conséquences sur
I'efficacité ou la toxicité de certains médicaments. En revanche, tres peu de travaux ont été

menés sur ces types d’interactions.

1.1. Jus de pamplemousse

Le nom générique "pamplemousse" regroupe deux especes tres différentes : le pomelo
(Citrus x paradisi), un agrume de forme arrondie a peau fine, jaune ou rose, d'environ 10
centimétres de diametre, qui comporte de nombreuses variétés destinées a étre consommeées,
et le vrai pamplemousse (Citrus maxima), dont le fruit en forme de poire et trés acide, peut

atteindre jusqu'a 8 Kg de poids [73].

L'effet inhibiteur enzymatique du jus de pamplemousse a été découvert par hasard lors
d'une étude d'interaction entre la félodipine, un antagoniste du calcium, et I'éthanol dont le
godt était masqué par le jus de pamplemousse. A la surprise des chercheurs, la concentration
plasmatique de la félodipine a fortement augmenté. Depuis la découverte en 1989 de cette
premiere interaction entre le jus de pamplemousse et un médicament, de nombreuses autres

études ont été réalisées dans ce sens [74].
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Figure 22 : Métabolisme de la félodipine par le CYP3A4 dans les entérocytes de l'intestin gréle (A) et

les hépatocytes du foie (B) en présence et en lI'absence de jus de pamplemousse [75].
1.1.1. Mécanisme d’action de I’interaction

Le jus de pamplemousse est responsable d'un effet inhibiteur sur le métabolisme
séquentiel pré-systémique des médicaments, qui se manifeste par une augmentation de la
concentration maximale et de I'aire sous la courbe du médicament sans modification de sa
demi-vie plasmatique. La régulation de I’absorption intestinale se fait a I’aide de I’enzyme
CYP3A4 (métabolise les médicaments) couplé a la P-glycoprotéine (favorise le rejet dans la
lumiére intestinale) qui est un transporteur d’efflux [76].

Quatre parametres pharmacocinétiques sont impliqués dans l'interaction jus de

pamplemousse-médicament :
e Lescomposés du jus de pamplemousse.
e L’isoforme CYP 3A4.
e Laglycoprotéine P (P-gp).

e OATP (polypeptide de transport des anions organiques).
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1.1.1.1. Composes responsables de I’effet inhibiteur enzymatique du jus de

pamplemousse

Le jus de pamplemousse contient de nombreux composés [73,77]:
e Les flavonoides : naringine, naringénine, quercétine, kaempférol,

e Les furanocoumarines : bergamottine, 6’,7’-dihydroxybergamottine, géranyloxy-

coumarine,
e Les sesquiterpenes : nootkatone,
e Les triterpénes : limonine,
e Lesaldéhydes : limonéne,

La teneur en ces substances est trés variable selon la maturité du fruit, son origine et les
conditions climatiques. Plusieurs sont proposées comme étant des agents inhibiteurs des
CYP3A4. La naringine (figure 23) est le flavonoide glucosidique le plus abondant dans le jus
de pamplemousse, elle lui apporte son odeur caractéristique et son golt amer. Mais il apparait
que la naringine ne constitue pas le principal élément actif du jus de pamplemousse [78].

Les recherches les plus récentes montrent que les furanocoumarines sont des ingrédients
actifs responsable de [I’interaction avec les CYP particulierement la 6°,7’-
dihydroxybergamottine (figure 23). Cette furanocoumarines provenant de [l'huile de
pamplemousse que I'on trouve dans I'écorce du fruit, pourrait & elle seule causer la majeure
partie de l'inactivation du CYP 3A intestinal [79].

Cependant, il est difficile de trouver un seul responsable de I’action inhibitrice de jus de
pamplemousse car I’interaction peut étre causée par I'effet de toutes autres substances
inhibitrices incorporées dans le jus, mais I’absence d’un seul composé peut réduire la
puissance de I’inhibition. Ainsi, l'interaction repose certainement sur une synergie de

furanocoumarines et de flavonoides et non pas sur I’effet d’un seul composé inhibiteur [80].
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Figure 23 : Structure chimique de la naringine et de la 6°,7°- dihydroxybergamottine [75].
1.1.1.2. Action sur le cytochrome P450

L'ingestion de jus de pamplemousse entraine une diminution ciblée de l'expression du
CYP3A4 et du CYP3A5 dans les entérocytes, avec une augmentation corrélative de la
biodisponibilité des substances administrées. Ainsi, l'action du jus de pamplemousse se situe
au niveau de la barriére intestinale. Les composés inhibiteurs contenus dans le jus de
pamplemousse provoquent une inhibition suicidaire irréversible par le biais d’une dégradation
intracellulaire rapide de l'enzyme intestinale CYP3A4. Ce mécanisme d'interaction, qui
impliqgue le CYP3A4, est le plus important dans linteraction jus de pamplemousse-
medicament [81].

1.1.1.3. Action sur la glycoprotéine P

Cette glycoprotéine de perméabilité (P-gp) joue le réle d’une pompe transmembranaire
en transportant de nombreux substrats du CYP 3A4 et facilite leur libération dans la lumiere
intestinale. Plusieurs études cliniques ont montrées que le jus de pamplemousse inhibe la P-gp
en favorisant une augmentation de la biodisponibilité des médicaments substrats et exerce une

action synergique avec le CYP 3A4 [82].
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1.1.1.4. Action sur ’'OATP

Ces transports d'anions contribuent a I'entrée des substrats dans les cellules au niveau
intestinal. L'inhibition de ce transporteur protéique entraine une légére diminution de la
biodisponibilité des substances qui sont le substrat de ce transporteur [83]. Il s'agit exactement

de l'effet inverse de celui mentionné ci-dessus.
1.1.2. Localisation et durée de I’effet

L'inhibition provoquée par le jus de pamplemousse est considérée comme rapide
puisque I’effet apparait dans les heures qui suivent l'ingestion de jus [84]. Les médicaments
qui réagissent avec le jus de pamplemousse subissent une biotransformation au niveau de

I'intestin gréle et non pas au niveau hépatique.

L’effet durable et hautement variable de [I’interaction est expliqué par la nature
suicidaire (irréversible) de I’inhibition enzymatique. Les données obtenues a partir les études
pharmacocinétiques estiment que la régénération de I'activité de I'enzyme prend entre 48 et 72
heures [85].

1.1.3. Autres jus de fruits

Le jus d'orange amere (orange de Séville) et le jus de citron vert augmentent tous deux
la biodisponibilité des médicaments associés, mais de maniére moins importante que le jus de
pamplemousse. Ces deux jus exerceraient une inhibition du CYP3A4 au niveau intestinal se
traduisant par une diminution du métabolisme de premier passage intestinal et une

augmentation de la biodisponibilité du médicament [74,86].

Généralement, les agrumes ne renferment que des biflavonoides alors que le jus de
pamplemousse contient a la fois des biflavonoides et des furanocoumarines. Cette différence
dans la composition de ces fruits permettrait d'expliquer en partie la raison pour laquelle les
agrumes, a I'exception du jus de pamplemousse, sont responsables d'une moindre interaction

avec les médicaments [87].
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1.1.4. Médicaments concernés
L'intensité de l'interaction pharmacocinétique jus de pamplemousse-médicaments peut

varier selon les différentes molécules d'une méme classe thérapeutique. Les conséquences

cliniques et la pertinence de cette interaction reposent essentiellement sur les facteurs suivants :

e La quantité de jus consommé ainsi sa fréquence.
e Le profil pharmacocinétique du médicament.

e Le polymorphisme génétique du CYP3AA4.
1.1.4.1. Les principales substances touchees
> Les dihydropyridines :

Les dihydropyridines sont des médicaments liposolubles métabolisés par le CYP 3A4.
Ils sont considérés comme les premiers médicaments pour lesquels une interaction avec le jus
de pamplemousse a été identifiée. L'amlodipine peut constituer une option alternative car son
métabolisme n'est pas influencé par le jus de pamplemousse (tableau 1X) [76].

Tableau IX : Interactions dihydropyridine-jus de pamplemousse (D : Déconseillée, CI : Contre-
indiquée, PE : Précaution d’emploi) [29].

Interactions
Dénomination Sisiialités Médicaments : = T
Commune 3 insensibles | Nécessitant | D¥ voire
Internationale des PE* cr*
DIHYDROPYRIDINES
Amlodipine AMLOR®@ %
Barnidipine X
Félodipine® FLODILO x D
Isradipine ICAZ© xD
Lacidipine CALDINE®@ X
g LERCAND®
Lercanidipine JANIDIPD xCl
Manidipine IPERTEN©
Nicardipine LOXEN© xD
ADALATE®
Nifédipine CHRONADALATE xD
©
Nimodipine NIMOTOP®@ xD
) el BAYPRESS©@
Nitrendipine NIDRELO X
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> Les statines :

Les statines sont des médicaments sous forme de prodrogues qui sont activées par une
réaction d'hydrolyse au niveau de la barriére intestinale mais aussi au niveau d'autres tissus,
pour donner naissance a des composés actifs inhibiteurs de I'HMG Co-A réductase. Ces
derniers sont alors transformés par I’intermédiaire du CYP3A4 en métabolites inactifs. Les

statines sont classées en trois groupes selon leur métabolisme [88]:

e Groupe 1: les statines principalement métabolisées par le CYP3A4 telles que la
lovastatine et la simvastatine.
e Groupe 2: les statines comme la cérivastatine et l'atorvastatine pour lesquelles le
métabolisme n'est pas entierement lié au CYP3A4.
e Groupe 3 : Les statines ayant un métabolisme faisant pas intervenir le CYP3A4. 11
s’agit de la fluvastatine et la pitavastatine.
Dans le cas de consommation de jus de pamplemousse, les statines du 3°™ groupe peuvent
étre considéré comme une alternative thérapeutique car le risque d’interaction est quasi-nul

(tableau X).

Tableau X : Interactions statine-jus de pamplemousse (D : Déconseillée, CI : Contre-indiquée, PE :

Précaution d’emploi) [29].

Interactions
Dénomination L Médicaments - -
C Spécialités : ibl Nécessitant
ommune insensibles des PE Bedice i
Internationale
Atorvastatine TAHOR© xD
Cérivastatine x
Fluvastatine FRACTALO .
LESCOL©®
Lovastatine xCl
Pitavastatine b
Pravastatine ELISOR©® ’
VASTEN©
Rosuvastatine CRESTOR®© X
Simvastatine LODALES© % (]
ZOCOR©
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> Les immunosuppresseurs sélectifs :

Les immunosuppresseurs appartenant au groupe des anticorps lymphocytaires utilisés
par voie injectable et ceux du groupe des inhibiteurs de la synthese de I’ADN (mycophénolate
mofétil), ne sont pas affectés par ce type d’interaction wvu leurs paraméetres
pharmacogénétiques. Par contre immunosuppresseurs inhibiteurs des cytokines (ciclosporine,
sirolimus, tacrolimus) présentent un grand risque d’interaction avec le jus de pamplemousse
(tableau XI) [76].

Tableau XI : Interactions immunosuppresseurs sélectifs-jus de pamplemousse (CI : Contre-indiquée)

[29].
Dé inati
el o Spécialités Médicaments .
Commune - = : Interactions
. ) (voie orale) insensibles
internationale
AMUNOSUPRESSEURS
Ciclosporine NEORAL® x Cl
S SANDIMMUN®
Sirolimus PARAMUNE® x Cl
Tacrolimus® PROGRAF® x Cl

1.1.4.2. Interactions avec d'autres médicaments

Il'y a plus de 50 médicaments différents qui ont été répertoriés pour leurs interactions
avec le jus de pamplemousse [74]. Le tableau XII ci-dessous indique d’une maniére non
exhaustive les conclusions des études qui ont été menées concernant une partie des

interactions médicaments-jus de pamplemousse [76,82,87].
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Tableau X1I : Récapitulatif des interactions entre des médicaments de différentes classes
thérapeutiques et le jus de pamplemousse (PE : précautions d’emplois, D : déconseillés, Cl : contres
indications) [29].

Interactions
DCI Spécialités Risques
: PE | D | C =
CARDIOLOGIE
Aliskiren RASILEZO x Rimingtion de
I'efficacité
Amiodarone CORDARONE® % Torsades de pointe
Carvédilol KREDEX© %
Céliprolol CELECTOL® %
Clopidogrel PLAVIX® x Rethiie paqictialre
atténuée
Diltiazem BI TILDIEM© ®
. ] Trouble du rythme
Disopyramide RYTHMODAN®© x (torsades de peinee]
Diminution des
o O DIGOXINE " concentrations
g NATIVELLE® plasmatiques
(OATP) 2?
CERARE Hypotension+
Losartan FORTZAAR® x t‘;"’:h o
HYZAAR ¥
Quinidine QUINIMAXD X
Vérapamil e x Hypotension
; TARKA® YR
Warfarine COUMARINE® x Hémorragie
Ivrabadine PROCORALAN®D X
ALLERGOLOGIE
Astemizole P Torsades de pointe
Ebastine KESTING ® Effets sédatifs et
atropinigues
I— Fexofénadine :
Féxofénadine TELFASTE X i e
thérapeutique
Loratadine CLARITYNE® x Eilets sedutity et
atropinigues
actbaarding . Ta:ursadgs. de .pmnte,
cardiotoxigue
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Faiblesse
Buspirone BUSPAR®D P Mausées
Somnolence
Carmabazépine TEGRETOLE Ataxie
Trouble de la
) ) conduction
Clomipramine AMNAFRANILE .
Signes
anticholinergiques
Ergotamine GYMERGEMNED Ergotisme
Fluoxétine PROZACT _ Syndrome
sérotoninergigue
Troubles gastro-
) intestinaux,
Fluvoxamine FLOXYFRALD .
cardiaques,
Somnolence
Méthadone METHADONE®D
Augmentation de la
Morphine biodisponibilité chez
le rat
Midazolam BUCCOLAM®©
HYPNOWELD
X Sédation excessive
Triazolam
Diazépam VALLIUME
Pimozide ORAP® Troubles f:iu r',._'thme
ventriculaire
Sertraline ZOLOFT®
Zopiclone IMOVANED Somnolence
Dextromethorpha-ne HUMEX®
Repaglinide NOVONORME | Hypoglycémie
Hausse de la
Sibutramine SIBUTRALD pression artérielle,
tachycardie
Cisapride PREFPULSIDE Torsades de pointe
Omeéprazole MOPRALD
Sildenafil VIAGRAD Hypotension
Tadalafil ClALISE@ artérielle, infarctus
Vardénafil LEVITRAE du myocarde
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Ethinylestradiol x
Progestérone X
Dysfonctionnement
Cortisol ® de l'activité
minéralocorticoide
Methylprednisolone MEDROL® X
Erythromycine X
Clarithromycine X
Baisse de sa
ltraconazole SPORANOX® x bIGdIS?pDnlbllltE,
echec
thérapeutique
Kétoconazole NIZORALE *
Artemether RIAMET® X
Saguinavir INVIRASED X
Ritonawir KALETRAG *
Melfinavir VIRACEPTE *

1.2. Les cruciféres :

Les cruciferes est une famille, actuellement appelée brassicacée, qui regroupent des
légumes comme les choux, choux de Bruxelles, choux-fleurs, ainsi que navets, épinards,
brocolis. Les cellules de ces végétaux renferment des glucosinolates qui, par hydrolyse,
donnent naissance a de nombreux composés comme des indoles, des isothiocyanates et des

nitriles.

Les indoles et les dérivés indoliques contenus dans les choux sont a l'origine du
phénoméne de I’induction enzymatique. Ils stimulent lactivité des enzymes hépatiques
responsable des oxydations, des hydroxylations et des glucuronoconjugaisons [89].

L hydrolyse de la glucobrassicine, qui une glucosinolate majeure, donne naissance a 3
composés dont I’indole-3-carbinol joue le réle d’un agoniste du récepteur nucléaire Ah
(AhR). Les legumes cruciféres induisent donc le CYP 1A au niveau intestinal et hépatique, ce
qui peut modifier le métabolisme de ses substrats (tableau XIII). Cette interaction peut
devenir significative d’un point de vue clinique lorsque la consommation des cruciferes est de

plus en plus fréquente et massive [87].
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Tableau X111 : Récapitulatif des interactions médicaments — cruciféres [29].

Cruciféres Molécules(s
(s) Cytochromes
et/ou Type e
Nom francais Nom latin meédicaments d’interaction - S
- impliqués
concernés(e)(s)
: Brassica oleracea Caféine :
Brocali ! Induction 1A2
v. ltalica L. Estrone
R - Brassica clrferacea Caféine, Induction 1A2
var. capitala L.
Chou de Brassica oleracea Oxazépam, ! .
: y Induction inconnus
Bruxelles v. gemmifera L. Warfarine
1.3. L’Ail :

En effet, plusieurs études in vivo démontrent que l'ail (Allium sativum) entraine, a des

degres divers, une inhibition des CYP2C9, 2C19, 2E1 et une induction du CYP3A4 [90].

Cependant, il semblerait que l'ail et ses constituants comme I’allicine n’affectent les CYP

P450 précités que modérément, les conséquences cliniques étant minimes [91].

Les interactions pharmacocinétiques identifiées entre l'ail et le CYP :

e Pour les inhibiteurs de protéase : I’usage prolongé de I'ail réduit significativement

les concentrations plasmatiques du saquinavir [92], alors que la prise sur une

période courte de ce condiment ne change pas d’une maniére considérable la

pharmacocinétique du ritonavir [93]. D’autre part, Le principal mécanisme

d'interaction entre l'ail et le saquinavir est l'induction du CYP3A4, le méme

phénomeéne est également envisageable pour la P-gp. Il est donc déconseillé de

consommer ce condiment en cours de traitement par des inhibiteurs de protéase.

e Pour certains anticancéreux : jusqu’a I’heure actuelle, il n’existe pas des études

cliniques qui demontrent pratiquement une telle interaction. Mais de point de vue

théorique, il est possible que les concentrations plasmatiques de certains

anticancéreux soient diminuées par I’effet de I’induction des CYP3A4.

e Pour I’isoniazide : I’interaction avec I’ail est non dépendante du CYP. Ce

medicament est inhibé par I’ail au niveau de I’absorption intestinale [87].
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1.4. Autres fruits, léegumes ou condiments :

Le tableau ci-dessous présente une liste non exhaustive des principales interactions

médicament-aliment faisant intervenir les interactions les CYPs.

Tableau X1V : Récapitulatif des interactions médicaments - végétaux alimentaires [29].

Plantes
Molécules et/ou Type Cytochromes
, . Médicaments d’interaction P450
MNom francais Nom latin ., , o
concernées enzymatique impliqués
Aneth Anethum Caféine Inhibition 1A2
graveolens L.
Carotte D‘aucu: carota Caféine inhibition 142
Sleri i Apium
Céleri {graines, P Caféine inhibition 1A2
racines, tiges) gravealens [,
Cresson Nasturtivm Paracétamol Inhibition JE1
(feuilles) officinale R.
Grenadier {fruit Punica Warfarine Inhibition inconnu
et/ou jus) granatum L.
Panai Pastinaca
anai ) Caféine inhibition 1A2
(condiment) sativa L.
Pereil Petroselinum Caféine inhibition 1A2
crispum Mill.
Phénytoine inhibition inconnu
Poivrier noir \ .
. Piper nigrum L. Propranolol
{baies) , ] inhibition 1A2 et 2D6
Theophylline
Pheénytoine Inhibition inconnu
Poivrier long Piver lonaum L
(baies) periong ' Propranolol
: . inhibition 1A2 et 2D6
Théophylline

2. Interactions médicaments - plantes médicinales

Ces dernieres années, les études cliniques se sont multipliées afin d'évaluer I’impact des
plantes médicinales et leurs composés endogenes sur I’efficacité des médicaments. Cette
approche est nécessaire pour déterminer avec exactitude le potentiel d’interaction de ces

plantes, mais il existe encore un manque de données pour certaines d’autres.
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2.1. Le millepertuis :

Le millepertuis (Hypericum perforatum) de la famille des Hypéricacées est une plante
inscrite a la pharmacopée européenne. 1l est utilisé pour ses propriétés antidépressives légéres,
adoucissantes, antiprurigineuses, anti-inflammatoires et antioxydantes [94].

2.1.1. Mécanisme d’action de I’interaction médicament-millepertuis

Par induction enzymatique, le millepertuis entre en interaction avec un tres grand
nombre de médicaments, ainsi plus de 70 substances ont été répertoriées comme pouvant
interagir avec le millepertuis. Les extraits de millepertuis entrainent une diminution de la
concentration plasmatique des médicaments, Ce qui conduit le plus souvent a une diminution
de leur effet thérapeutique [95].

2.1.1.1. Composés responsables de I’effet du millepertuis
Le millepertuis contient de nombreux composés :

e  Dérivés du phloroglucinol : hyperforine et dérivés

e Naphtodianthrones : hypéricine et dérivés

e Huiles essentielles : hydrocarbures terpéniques, ...

e Flavonoides : hypéroside, rutoside, quercitroside, biflavones, ...
e Procyanidines : catéchol et dérivés

e  Xanthones

Le phénoméne d'induction du millepertuis est associé principalement & I'nyperforine
(Figure 24) qui permet de réduire I'expression de la glycoprotéine P et d'accélérer le processus
de synthese de certains cytochromes hépatiques.

HO (0] OH

hyperforin hypericin

Figure 24 : Structure chimique de I’hyperforine et de I’hypéricine [96].
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Dans le cadre des études in vitro, les chercheurs ont testé l'effet de divers extraits de
millepertuis sur l'expression des ARN du CYP 3A4 ainsi que sur le PXR (Pregnane X
Receptor). lls ont prouvé que I'hyperforine qui est un ligand présentant une trés grande
affinité pour le récepteur nucléaire PXR, induit I'expression du CYP3A4 et par conséquent la
métabolisation des principes actifs augmente [97]. En plus de [I'hyperforine, d’autres
constituants du millepertuis comme I’hypéricine et la quercétine sont capables de générer une

induction de I’expression intestinale des P-gp et de I’activité d’autres CYPs [98].
2.1.1.2. Action sur le cytochrome P450
e CYP3A4 hépatique et intestinal :

Plusieurs résultats d’études ont montré que le millepertuis induit le CYP3A4. Par
exemple, I’étude menée par Dresser et al. (2003) démontre que la prise du millepertuis
entraine une diminution de 55 % de la biodisponibilité du midazolam et une augmentation de
pres de 50 % de sa clairance systémique. En effet, le midazolam n'est pas un substrat du
transporteur membranaire P-gp, il est complétement métabolisé par le CYP3A4. Ces
variations sont en conséquence liées a une augmentation de l'activité du CYP3A4 au niveau

intestinal et hépatique [99].
e  Autres cytochromes :

La prise du millepertuis provoque des modifications importantes dans la pharmacocinétique
de la rosiglitazone qui un médicament métabolisé essentiellement par CYP2C8, ces changements de
métabolisme correspondent a une induction de I’activité du CYP2C8 [100].

Dans certaines études impliquant les médicaments métabolisés principalement par le CYP1A2
(théophylline) ou CYP2C9 (warfarine), les chercheurs ont mis en évidence des modifications

significative de la pharmacocinétique de ces médicaments par un potentiel inducteur [101].
2.1.1.3. Action sur la glycoprotéine P

Le millepertuis exerce un effet important sur l'activité de la glycoprotéine-P intestinale.
On observe une légere inhibition survenant au début de la prise de millepertuis, puis une
puissante et longue induction. L hyperforine joue ainsi un grand rdle dans le processus
d’induction des P-gp [102].
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2.1.2. Délai et durée de I’effet

Les travaux qui ont été porté sur la durée et la persistance de I'effet du millepertuis sur
CYP3A4, ont révélé que I’activité du CYP3A4 redeviennent normale au bout de 7 jours apres
2 semaines de consommation de millepertuis et que ce changement d’activité par induction se

maintient pendant plus de 14 jours aprés I’arrét de la prise chez certains patients [103,104].
2.1.3. Médicaments concernés

Selon plusieurs autorités de santé (comme I’ANSM, I’OMS ou ’EMA), Le millepertuis
interagit avec un trés grand nombre de medicaments et de plantes. Il existe plus de 70 classes
de substances identifiées comme ayant une interaction avec le millepertuis (tableau XV). La
prise concomitante de cette plante avec les médicaments est susceptible d’entrainer une
diminution de leur efficacité. D’autre part, I’interruption brutale de la consommation de la

plante peut aggraver la toxicité de certains médicaments.

Tableau XV : Récapitulatif des interactions médicaments — millepertuis [29].

Classes pharmacologiques & Cytochromes P450 Types d’interactions
DCI impliqués ou autres Conséquences cliniques
Agents thyroidiens - Elévation de la TSH
Alprazolam 3A4 -
o Diminution, pas de
Amitriptyline 2C19 ) .
conséquence clinique
Prolongation des effets de I’anesthésie
Anesthésiques - (arréter la prise de millepertuis deux
semaines avant toute anesthésie).
Diminution de la concentration,
) ) Pas de conséquences cliniques
Anti-convulsivants 3A4 ) ) )
Sauf : Gabapentine et Vigabatrin,
Contre-indication
Atorvastatine 3A4 diminution
Diminution des concentrations
AVK - . n
plasmatiques, (Contréler I'INR et
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adapter les posologies), contre-
indication

Benzodiazépines (alprazolam,
midazolam)

3A4

Diminution de taux de médicament.
Sauf : lorazépam, oxazépam,
temazépam, alternative si

consommation de millepertuis.

Caféine

1A2

Sans conséquence clinique
méme si augmentation de la

concentration en caféine.

Carbamazépine

3A4

Une légére diminution
de sa concentration sur une
prise initiale. Association déconseillée

Ciclosporine

3A4 et P-gp

intestinale

Diminution de concentration,
Risque de rejet de greffe (dosage
et adaptation des posologies)

Cortisol

3A4

Diminution

Désogestrel

3A4

Diminution, risque de survenue d’une
grossesse non désirée. Contre-
indication.

Digoxine

P-gp intestinale

Diminution de I’absorption
intestinale de la digoxine

(dosage de la digoxinémie et
adaptation des posologies). Contre-
indication.

Eplérénone

3A4

Diminution de concentration.
Pas de conséquence clinique.
Association déconseillée

Estro-progestatifs contraceptifs

3A4

Diminution du taux sanguin.
Risque de grossesse non désirée
(utiliser un autre moyen
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de contraception durant toute la
période de I’exposition). Contre-

indication.
L P-gp T .
Fexofénadine Nécessite d’autres études
Imatinib 3A4 -
o ) Tous métabolisés par o )
Inhibiteurs calciques Nécessite d’autres études
3A4
L’effet inducteur du
millepertuis provoque une
o ) diminution sur la
Inhibiteurs de la protease 3A4 ) )
concentration plasmatique, avec un
risque d’apparition de résistances au
médicament
Inhibiteurs non o
A Diminution.
nucléosidiques de la 3A4 ) - .
) ) Risque d’apparition de résistances.
transcriptase inverse
Indinavir 3A4 Diminution
Ivabradine 3A4 Diminution
Méthadone 3A4 Diminution
Midazolam 3A4 Diminution
Névirapine inconnu -
Nifédipine 3A4 Diminution
Diminution. Risque de
Norethindrone 3A4 grossesse non désirée.
Contre-indication
Oméprazole 3A4, 2C19 Diminution
. . Diminution (éviter la consommation
o Tous métabolisés par ) )
Opiacés de millepertuis)

le CYP3A4
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Diminution de I’effet du progestatif
sauf pour les injections de progestatifs
(alternative possible).

Progestatifs contraceptifs 3A4 Risque de grossesse non désirée
(utiliser un autre moyen
de contraception pendant la
durée de I’exposition)
Simvastatine 3A4 Diminution
- Diminution
Sirolimus 3A4 o
Contre-indication
Sumatriptan inconnu Augmentation
_ Diminution
Tacrolimus 3A4, P-gP o
Contre-indication
. ) ) Diminution
Télithromycine inconnu o ) .
Association déconseillée
Tramadol inconnu Augmentation
Diminution de concentration
) ) 2E1, 1A2 ) L
Théophylline (doser la théophyllinémie et
ajuster la posologie si arrét de prise).
Vérapamil 3A4 Diminution

Voriconazole

3A4,2C19, P-gp

Augmentation de I’absorption au
début de I’exposition, puis

diminution lors d’une prise prolongée

Warfarine

2C9

Diminution de I’effet de warfarine
(Controler 'INR et
adapter les posologies)
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2.2. L’Echinacée pourpre :

L'échinacée pourpre (Echinacea purpurea) fait partie de la liste des plantes médicinales,
mais elle n’est pas inscrite dans la pharmacopée européenne. Elle est utilisee comme
stimulateur du systéme immunitaire, ainsi que dans la prévention et le traitement des
infections respiratoires et du rhume [87].

Nombreux sont les cytochromes influencés par les extraits de I’Echinacée pourpre. Les
effets de cette plante sur les CYP 1A2, 2D6, 2C9 et 2C19 sont évalués par des études
cliniques qui ont été amenés sur des volontaires sains, les résultats de I’étude n’ont pas
montrés aucunes modifications significatives pour les CYP 2D6, 2C9 et 2C19, mais par
contre le CYP 1A2 a subi une inhibition d’activité entrainant une augmentation des
concentration plasmatiques des médicaments métabolisés par de cytochromes comme la
clozapine, I’olanzapine et la tacrine [105,106].

Par ailleurs, une étude clinique utilisant une substance témoins du CYP3A4 (midazolam)
montre que certains extraits d’E. pupurea inhibent de facon modeste I’expression de ce CYP,
alors que d’autres essais ont mis en évidence une modulation sélective provoquée par cette plante
en induisant I’activité du CYP3A hépatique et inhibant le CYP3A intestinal. Théoriquement,
I’Echinacée peut ainsi modifier les concentrations plasmatiques des substrats du CYP3A4 tels que
la cyclosporine, le diltiazem, l'indinavir ... [106]

2.3. L’Eleuthérocoque :

L’Eleutherococcus senticosus est une plante inscrite dans la pharmacopée européenne.
Elle est principalement indiquée dans les états de fatigue passagers, avec possibilité
d’utilisation en cas de rhume et dans des infections respiratoires.

D’apreés plusieurs études qui ont été amenées sur des volontaires sains en utilisant la
dextrométorphane comme substance témoins de CYP2D6 et I’alprazolam pour le CYP3A4,
les résultats ne démontrent aucunes interactions pharmacocinétiques entre les composés
d’Eleuthérocoque (Eleuthérosides) et ces cytochromes. Par contre I’activité des CYP1A2 et
2C9 est inhibé par I’effet de cette plante, ce qui fait que les concentrations plasmatiques des
medicaments meétabolisés par ces enzymes tels que la clozapine, I'imipramine, I’halopéridol,
la théophylline, le vérapamil, le diazépam ... peuvent augmentées [107,108].
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Il a été constaté que I’activité de la glycoprotéine P est aussi inhibée par E. senticosus,
ce qui peut influencé les taux sanguins de la digoxine [109].

2.4. Le Ginkgo :

Les feuilles du Ginkgo biloba sont inscrites dans la pharmacopée européenne pour ses
propriétés veinotoniques et vasculoprotecteurs. Elles sont indiquées en cas de troubles vasculaires
et pour améliorer les fonctions cognitives. Les extraits du ginkgo tels que les bilobalides
(sesquiterpenes), les ginkgolides (diterpénes) et les dérivés du quercétol (hétérosides), provoquent

des modifications importantes dans la pharmacocinétique de plusieurs médicaments :
o Effetssurles CYPs:

Plusieurs études in vitro et in vivo montrent que le CYP2C19 subi des inductions de
métabolisme par le ginkgo. Cet effet a été constaté pour I’oméprazole qui est un inhibiteur de
la pompe & protons, il se produit une diminution de de la concentration plasmatiques de ce
médicament [110]. Ce méme phénomene peut étre observé pour la phénytoine, mais dans le
cas des autres antiépileptiqgues comme le valproate de Na, le mécanisme le plus probable de
I’interaction serait que la ginkgotoxine (neurotoxine) des grains de ginkgo entraine une
diminution des taux de GABA qui est a I’origine des convulsions et donc par conséquence la
diminution de I’efficacité des antiépileptiques [111].

D'autre part, les résultats des études in vitro relatives a l'effet du Ginkgo sur le CYP3A4
sont contradictoires, certains montrent un effet inducteur ou inhibiteur, d'autres ne présentent
aucun effet. Pour les inhibiteurs calcique (médicaments métabolisés par le CYP3A4), plusieurs
études cliniques montrent que la concentration du diltiazem et de nifédipine augmente apres ajout
de ginkgo, par contre une diminution de concentration a été observé pour la nicardipine [112,113].
Concernant le cas du midazolam (benzodiazépine), les résultats des expériences réalisées sont

contradictoires car ils montrent en méme temps I’induction et I’inhibition [114].
e EffetssurlaP-gp:

Des études récemment menées révelent une éventuelle inhibition de la glycoprotéine P,

qui pourrait modifier les concentrations de certains médicaments [115].
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2.5. Le Ginseng :

Les principales espéces de ginsengs sont le Panax ginseng CA Meyer (Ginseng
asiatiqgue) et le Panax quinquefolius (Ginseng ameéricain), elles sont utilisées
traditionnellement pour traiter les états de fatigue passagere. De nombreuses études in vitro
démontrent que les composés de Panax surtout les ginsénosides interferent avec les
cytochromes P450. En effet, cette plante semble avoir un effet inhibiteur sur le CYP1A2 et le
CYP3A4 sans oublier leur influence sur I’activité des P-pg [116,117].

Plusieurs médicaments sont concernés par I’interaction pharmacocinétique avec le

ginseng tel que :

e La warfarine : les résultats d’une étude sur des volontaires sains avaient montrés
une chute significative de I'INR au bout de deux semaines de prise de ginseng, et
une baisse de I'ASC et du pic plasmatique de la warfarine, ce qui signifie la
diminution de I’effet de I’anticoagulant. Le mécanisme probable de cette interaction
est que les ginsénosides sont capables de renforcer I'activité du CYP2C9 [118].

e L’insuline et les antidiabétiques oraux : pour lesquels un risque de majoration des
effets hypoglycémiants a été observé [119].

e L’imatinib: l"augmentation de I’hépatotoxicité est justifiée a la fois par un
mécanisme pharmacodynamique par addition d’effet hépatotoxique ou par un
mécanisme pharmacocinétique reposant sur un pouvoir inhibiteur du CYP3A4 [87].

2.6. L’Harpagophytum :

La racine tubérisée de I’Harpagophytum procumbens fait I’objet d’une monographie
dans la pharmacopée européenne. Elle est traditionnellement utilisée pour ses propriétes anti-
inflammatoires et antalgiques en tant que traitement symptomatique des manifestations
articulaires douloureuses. La plupart des études pharmacocinétiques sont consacrées a
I'narpagoside (monoterpénes), car il est considéré comme le composé le plus actif de point de
vue pharmacologique.
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Les métabolites de I’Harpagophytum possédent un pouvoir inhibiteur sur les
isoenzymes 3A4, 2C8, 2C9 et 2C19 de cytochrome P-450. Une augmentation des
concentrations et des effets des médicaments métabolisés par ces CYPs est ainsi constaté.
Concernant la glycoprotéine-P, les flavonoides peuvent modulés leur activité, il a été observé
une diminution de I’activité des antiarythmiques suite a la réduction de leur absorption
[87,120].

2.7. Le réglisse :

La racine de Glycyrrhiza glabra est inscrite dans la pharmacopée européenne pour ses
utilisations par voie orale en cas de troubles digestifs et dans le traitement symptomatique de
la toux, et par voie locale comme antalgique dans les affections de la cavité buccale [87].

La consommation prolongée d’extraits de réglisse qui renferment plusieurs composeés et
métabolites secondaires provoque une induction de maniere significative sur les isoenzymes
3A4, 1A2 et 2C9 du cytochrome P450. Il semble que la glycyrrhizine (acide glycyrrhizique)
soit la molécule responsable de cet effet [121].

2.8. Autres plantes :

Le tableau ci-dessous récapitule, d’une maniére non exhaustive, les diverses autres

interactions entre les plantes médicinales et les médicaments dépendantes des CYP450.
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Tableau XVI : Récapitulatif des interactions médicaments — plantes médicinales [29].

Plantes Molécules Type d’interaction | Cytochromes
médicamentenses S 0 —
: : enzymatique P450 impligués
Nom francais Nom latin concernées ] q plig
Armoise Artemisia annua oméprazole induction 2C19
clozapine
Caoffea arabica P
Caférers et inhibition 1A2
Coffea canephora théophylline
Coptis Coptis chinensis ciclosporine inhibition 3A4
Epine-vinette |Berberis Vulgaris|  ciclosporine inhibition 3A4
Eucalyptus Eucalyiptus amidopyrine mnduction INConm
globulus
Guarana Paulina cupana clozapine inhibition 1A2
Hydraste du Huydrastis . . .
Canada Canadensis ciclosporine inhibition 3A4
Kolatier Cola nitida clozapine inhibition 1A2
Mahonia Mahonia
feuilles de houx aguifolium ciclosporine inhibition 3A4
Maté flex clozapine inhibition 142
paraguariensis P =
Théter Camellia sinensis clozapine inhibition 1A7

3. Interactions médicaments - produits psycho-addictifs

3.1. L’alcool :

3.1.1. Généralités :

L'alcool, ou éthanol, est un xénobiotique de petite taille qui est principalement absorbé

quantité de I’alcool ingérées (figure 25) [29,122]:
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au niveau de I’intestin gréle et distribué rapidement vers les organes vascularisés. La grande
partie de I’alcool (90%) est métabolisé au niveau hépatique afin de faciliter leur élimination,
I’oxydation de I’éthanol peut étre réalisée par quatre voies enzymatiques différentes selon la




e La voie de I’alcool déshydrogénase (ADH) lié¢ au NAD", c’est la voie enzymatique
principale.

e La voie microsomale d'oxydation de I'éthanol par le cytochrome P450 situé dans le
réticulum endoplasmique et contrdlé par le MEOS (Microsomal Ethanol Oxidizing
System).

e La voie de la catalase située dans les peroxysomes, elle s’agit d’une voie
accessoire.

e Lavoie des radicaux libres récemment découverte et elle est encore peu connu.

Ces différentes voies sont capables de convertir I’éthanol en acétaldéhyde, qui est une
molécule toxique pour I’organisme. Elle est rapidement transformée et métabolisée par
I’acétaldéhyde déshydrogénase (ALDH) en acétate qui quitte par la suite le foie pour étre
converti en acétyl-CoA dans d’autres tissus tels que le rein ou le tissu adipeux (figure 25)
[122].

Circulation

Ethanol ADH
Cytosol CH,CH,OH - \

NAD* NADH

R i

CYP2E1

NADFH + H' + O, MADF* + 2 H,0

Microsomes
Mitochondries

Figure 25 : Métabolisme hépatique de I’alcool [123].
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3.1.2. Métabolisme de I’alcool par les CYPs :

Le CYP2El est la principale isoenzyme impliquée dans la voie d'oxydation
microsomale de I'éthanol. Sa constante de Michaelis est particulierement élevée pour I'éthanol
(10 mM) par rapport a celle de I’ADH (< 0,5 mM). La contribution de 'ADH dans I'oxydation
de I'éthanol est prédominante pour des concentrations inférieures a 10 mM. Cependant, au-
dela de ces niveaux, la contribution du CYP2E1 augmente de 30% pour une concentration de
10 mM, et a 60% pour une concentration de 60 mM [124]. 1l existe d'autres isoenzymes de
CYP450 qui interviennent dans le métabolisme de I'éthanol avec un moindre degré, une étude
menée par Salmela et al. a montré une contribution des CYP1A2 et CYP3A4 dans le
métabolisme microsomal de I’éthanol, mais I’importance de leur activités est moindre par
rapport au CYP2EL [125]. Tous ces CYPs précités sont impliquées dans le métabolisme
oxydatif de plusieurs médicaments mais a des degrés différents, d’ou I’importance de I’alcool

dans les interactions médicamenteuses.

3.1.3. Interactions médicaments-alcool rencontrées avec les CYP P450 :

Puisque l'alcool et les médicaments peuvent partager la méme voie métabolique, des
interactions médicamenteuses avec I’alcool sont donc susceptibles de se produire. L’impact
de I'éthylisme sur le métabolisme des médicaments dépend de plusieurs facteurs, dont les plus

importants sont la durée et I'étendue de I'imprégnation éthylique.
Les interactions entre l'alcool et les médicaments se déroulent en deux volets :

e Premier volet: les médicaments provoquent un effet de ralentissement du
meétabolisme de l'alcool, et donc une augmentation de toxicité de l'alcool par
accumulation d'acétaldéhyde dans I’organisme. Ce phénoméne correspond a I'effet
antabuse qui ne dépend pas de I’activité des CYP450.

e Deuxieme volet: Selon la facon de la prise, I’alcool peut entrainer un
ralentissement ou une augmentation du métabolisme des médicaments par les

CYP2EL1 en fonction qu’il s’agit d’un alcoolisme aigu ou chronique.

3.1.3.1. Inhibition du CYP2E1 :

Lors d'une ingestion aigué, l'alcool inhibe le métabolisme des médicaments par le
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CYP2EL. L'interaction est due a une compétition des substrats (alcool et médicament) pour la
méme voie d'oxydation. Ce phénomene de compétition entre l'alcool et les médicaments pour
le systeme MEOS entraine une accumulation de certains principes actifs dans l'organisme et
par conséquence une augmentation de leur biodisponibilité. Ainsi, I'effet pharmacologique est
potentialisé et le risque de survenu d'effets toxiques est augmenté. Cependant, cette inhibition
pourrait avoir des conséquences favorables sur la pharmacocinétique de certains médicaments

ayant des métabolites toxiques [124].

3.1.3.2. Induction du CYP2E1 :

La consommation chronique d'éthanol entraine une induction des enzymes intervenant
dans le métabolisme des médicaments, en particulier le CYP2E1. L’apparition du phénoméne
d’induction est progressive, il atteint son maximum au bout de 10 & 15 jours. La méme chose
est constatée au moment de I’arrét de la consommation de I’alcool, I’effet inducteur diminue
progressivement jusqu’a sa disparition. De ce fait, I’efficacité de certains médicaments
métabolisés par ce cytochrome diminue et la réponse thérapeutique devienne plus limitée a

cause du mécanisme de tolérance chez I’alcoolique chronique [124].

3.1.3.3. Récapitulatif des interactions médicaments-alcool rencontrées :

Le tableau ci-dessous présente un résumé sur les interactions médicament-alcool

rencontrées avec les CYPs en fonction du type d’alcoolisme (aigu ou chronique).

Tableau XVII : Récapitulatif des interactions médicaments — alcool selon la nature de prise [29].

Classes pharmacologiques  ou
. . Effet de I’alcool
principes actifs

Anticholinestérasiques PC : effet diminué

Antidépresseurs divers PA : Effet augmenté avec risque de surdosage

PA : effet augmenté avec risque de surdosage.

Antidépresseurs tricycliques o
PC : diminution de I’effet.

PA : Effet augmenté avec risque de surdosage.
Antiépileptiques PC : Diminution de I’effet avec risque de
déclenchement de crises épileptiques.
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Anticoagulants oraux

PA : effet coagulant augmenté avec risque
d’apparition de thromboses.

PC : effet anticoagulant diminué avec risque
d’apparition d’hémorragies.

Antihistaminiques H1 premiere

génération

PA : Effet augmenté de la dépression centrale
par inhibition enzymatique

Antimitotiques

PA : effet augmenté avec majoration de
I’hépatotoxicité

Antituberculeux

PA : Augmentation des effets neurologiques

Barbituriques

PA : effet augmenté avec majoration du risque
de dépression respiratoire

Benzodiazépines

PA : effet augmenté avec risque de dépression
respiratoire par surdosage

Digoxine PA : effet augmenté
Ethambutol PA : effet augmenté avec risque de surdosage
soniazide PA : effet antabuse + hépatotoxicité

PC : effet diminué
Méprobamate PC : effet diminué
Métformine PA : Risque accru d’acidose lactique

PA : Effet augmenté avec risque de dépression
Méthadone respiratoire

PC : Effet diminué

Neuroleptique

PA : effet augmenté avec majoration des effets
sédatifs, et diminution des capacités
psychomotrices

Nifédipine PA : augmentation de I’effet
PC : Toxicité hépatique sévere avec des doses
. usuelles par accumulation de métabolites
Paracétamol

toxiques du paracétamol.
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Pénicillines PC : Diminution de I’efficacité

Propranolol PC : effet diminué
Sotalol PC : Effet diminué
Stéroides PA : effet augmenté

) o PA : potentialisation de I’effet hypoglycémiant
Sulfamides hypoglycémiants o o
PC : diminution de I’effet hypoglycémiant

PA : Effet augmenté avec risque de toxicité
Théophylline PC : Effet diminué avec risque d’inefficacité

thérapeutique

PA : augmentation de I’effet

Tétracyclines o
PC : diminution de I’effet

3.2. Letabac:

3.2.1. Généralités :

En plus de son pouvoir cancérigene, la fumée de tabac, par ses nombreux composants,
entraine des modifications pharmacocinétiques et parfois pharmacodynamiques sur le
métabolisme et I’effet des médicaments chez les fumeurs. L'effet du tabagisme a été évalué
pour environ 60 médicaments. Actuellement, ce sujet est largement étudié et les mécanismes

mIs en jeu sont mieux connus.

Les variations de I’efficacité et de la toxicité des médicaments sont de nature trés
diverse. La majorité des interactions médicamenteuses rencontrés avec le tabac sont d'ordre
pharmacocinétique et dues a I'induction des cytochromes P450 hépatiques. En cas de prise de
plus de 20 cigarettes par jour, des effets cliniquement significatifs peuvent étre attendus [126].

3.2.2. Les composants de la fumée de cigarette et variabilités pharmacocinétique :

Certaines des substances contenues dans la fumée de tabac sont absorbées dans la
circulation sanguine et le foie, elles sont susceptibles d’interagir avec les enzymes

responsables du métabolisme des médicaments.
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La fumée de cigarette est composée a :

e 95% d’une phase gazeuse comportant 500 composés (monoxyde de carbone,
dioxyde de carbone, acide cyanhydrique, oxydes nitriques, benzéne et ammoniac,
etc.)

e 5% d’une phase particulaire contenant plus de 3 500 composés de nature
hydrosolubles (nicotine et autres alcaloides) et liposolubles (substances pro-
carcinogenes, hydrocarbures aromatiques polycycliques, N-nitrosamines, amines

aromatiques, des métaux lourds).

3.2.2.1. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) :

Ils correspondent notamment au benzopyréne, anthracéne et phénantréne, qui agissent
sur I’activité de certains cytochromes par induction enzymatique tels que le CYP1AL, 1A2 et
2E1, ainsi que sur certaines glucuronosyl-transférases en se fixant sur le récepteur nucléaire
AhR. Par ailleurs, les HAP peuvent entrainer soit une augmentation du métabolisme des
médicaments en favorisant leur élimination par glucuroconjugaison ou bien une production de
substances cancérigénes via la modification de I’activité des hydroxycarbone hydroxylase
[127].

3.2.2.2. La nicotine :

La nicotine est un alcaloide responsable en partie de la dépendance tabagique. Elle est
principalement métabolisée en cotinine au niveau hépatique par le CYP2AG6. |l faut noter que
ce métabolisme est auto-inductible. 11 a également été démontrer chez le rat un effet inducteur
de la nicotine sur les cytochromes 2A1, 2A2, 2Bl et 2B2 [127]. En revanche, les
modifications pharmacocinétiques liées a la nicotine semblent étre relativement mineures par

rapport a ses effets pharmacodynamiques.

3.2.2.3. L’oxyde de carbone :

Le monoxyde de carbone est bien connu par sa grande affinité a I’hémoglobine par
rapport a I’oxygéne, ce qui abouti a une hypoxie tissulaire que I’organisme compense par une
augmentation des globules rouges. Il a aussi la capacité de se combiner avec les cytochromes
oxydases, la myoglobine et les enzymes mitochondriales du muscle.
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L’inhibition des cytochromes par I’oxyde de carbone est un effet dose-dépendant,
sélectif et direct. Une étude in vitro a montrée que des concentrations élevées en monoxyde de

carbone provoque un effet inhibiteur sur le cytochrome 2D6 [127].

3.2.2.4. Les métaux lourds :

Le tabac contient des traces de plusieurs métaux lourds tels que le cadmium, le nickel,
le plomb, le chrome, le bismuth et I’arsenic. Le cadmium été le plus étudié. Il posséde un
pouvoir inhibiteur sur le cytochrome 2E1, mais n'a aucun effet sur le CYP3A4 [127].

3.2.2.5. Les cyanures :

Les réactions de biotransformation des médicaments semblent étre faiblement affectées

par la présence des cyanures.
3.2.3. Interactions médicamenteuses et tabac :

Le tabagisme présente un impact significatif sur la biodisponibilité des médicaments.
Ses effets sont trés divers, mais on peut dire que le phénomene principal et prédominant de la
fumée de tabac, source d'interactions médicamenteuses pharmacocinétiques, est l'effet
inducteur des HAP sur les CYP1A1, 1A2, et 2E1, qui accélerent le métabolisme hépatique et
diminuent [I’efficacité des médicaments, ou plus exceptionnellement produisent des

substances cancérigénes et toxiques [29].

De nombreuses classes de médicaments sont modifiés dans leur activité. Cependant,
pour certaines d'entre elles, il est indispensable d'ajuster les posologies ou les fréquences

d'administration, notamment lorsque la marge thérapeutique est étroite.

Sur le tableau ci-dessous sont représentées les molécules pour lesquelles des études ont
démontré I’existence d’interactions d’ordre pharmacodynamique et/ou pharmacocinétique.
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Tableau XVIII : Interactions médicamenteuses et tabac [127].

Molecule Cytochrome Pharmacocinetique Pharmacodynamique Conduite
therapeutique
alcool 2E1 X X
aniicoagulants
warfarine X
heparine X
antalgiques
dextropropoxiféne X X A
pentazocine X X A
paracétamol 2E1 X X A
codeine glucuronidation X X A
lidocaine X X A
antinlcéreux X A, durce
caféme 1A2
cardiovasculaire X
antiarythmmque -
quinidine
bétabloquants 1A-2C-2E X =
eestradiol hydrextylation X,
ethynileestradiol
flecaimde X A
furosémide
glucosteroides non A
meulines X A
psychotropes
anfidepresseurs
tricycliques 1A2 X X
IRSS : fluvoxamine 1A2 X
benzodiazépines X X
neuroleptiques
chlorpromazine 1A2, 2% X X
clozapine 1A2, 2D6 X x
haloperidol 1A2 X X
olanzapine 1A2 X X
rispenidone 1A2 2D6 X X
tacrine 1A2 X
theéophylline 1A2 X A
A = Adaptation de la posologie,

3.3. Lacaféine :

3.3.1. Généralités :

La caféine est un alcaloide de la famille des méthylxanthines. Elle est présente dans les
graines, les feuilles et les fruits de différentes plantes. De méme, elle est présente dans de
nombreux
aliments ou boissons tels que le café, le thé, les sodas a base de cola et les boissons
énergisants et certains médicaments. La consommation mondiale de caféine est estimée
a 120 000 tonnes par an, ce qui en fait la substance psychoactive la plus consommée

au monde, ce chiffre continu jour apres jour d’augmenter. La teneur en caféine varie

fortement d’une plante a I’autre (tableau XIX) [128].
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Tableau X1X : Teneur en caféine de différents produits végétaux [128].

Produit végétal % de caféine du poids sec

Graine d'arabica (Coffea arabica) 1

Graine de robusta (Coffea canephora) 2.2

Feve de cacao (Theocbroma cacao) 0,01a04

Graine de Guarana (Paullinia cupana) 2a45b

Noix de kola (Cola acuminata) 1235

Feuille de the (Camellia sinensis) 295abd

Feuille de maté (/lex paraguariensis) 0,3a1,7

3.3.2. Pharmacologie et métabolisme de la caféine :

La caféine est un agent stimulant au niveau du systeme nerveux central, entrainant une
plus grande vigilance, une réflexion plus claire et plus rapide, une concentration accrue et une
amélioration de la coordination générale du corps. Cette molécule est trés rapidement
absorbée par le tube digestif. Elle n’est que faiblement liée aux protéines circulantes du
plasma et atteint son pic plasmatique au bout d’une heure, puis diffuse rapidement dans le

milieu extravasculaire.

Comme l'alcool et lanicotine, la caféine traverse facilement la barriere hémato-

encéphalique. Une fois arrivée dans le cerveau, elle exerce principalement une action
antagoniste envers les récepteurs de l'adénosine. En effet, la structure de la caféine est trées
similaire a celle de I'adénosine (figure 26). Elle peut se lier aux récepteurs a la surface des
cellules sans les activer (blocage des récepteurs). La caféine joue donc le r6le d’un inhibiteur
compétitif.
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Figure 26 : Structure de caféine et d’adénosine [128].

La caféine est métabolisée au niveau hépatique par les enzymes du cytochrome P450 et
plus spécifiguement par l'isoenzyme 1A2, pour donner naissance a trois isoméres de la

diméthylxanthine (figure 27), dont chacun présente ses propres effets sur I'organisme :

e La paraxanthine (84 %) : elle augmente la lipolyse en libérant du glycérol et des
acides gras dans le sang.

e Lathéobromine (12 %) : c’est un vasodilatateur qui augmente le flux sanguin dans le
cerveau et les muscles. Il augmente aussi la diurese.

e La théophylline (4 %) : elle induit une bronchorelaxation d’ou son utilisation dans le
traitement de I’asthme. La dose thérapeutique de la théophylline est plus élevées par

rapport aux concentrations atteintes au cours du métabolisme de la caféine.

Tous ces métabolites sont a leur tour métabolisés et excrétés dans l'urine.
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Figure 27 : Les métabolites actifs de la caféine [128].

3.3.3. Interactions pharmacocinétique entre les médicaments et la caféine :

Les interactions pharmacocinétiques liées aux cytochromes sont principalement dues a
I'inhibition du CYP 1A2. Cette inhibition de I’activité du CYP1A2 par certains médicaments,

peut entrainer une accumulation de la caféine avec un risque de surdosage (tableau XX). Par

contre, les effets de la caféine sur le métabolisme des médicaments sont rares et peu fréquents

(tableau XXI) [29].

Tableau XX : Récapitulatif des médicaments inhibiteurs enzymatiques de la caféine [29].

Princcipes actifs Effets sur la caféine
Fluvoxamine ) .

i Interaction tres probable
Enoxacine
Artémisinine
Cimétidine Interaction probable chez
Disulfiram certains patients
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Meéxilétine

Ciprofloxacine

Norfloxacine

Péfloxacine

Acide pipémidique

Tiabendazole

Fluconazole

Terbinafine )
Interaction peu probable

Contraception orale

Veérapamil

Tableau XXI1 : Récapitulatif des interactions médicamenteuses engendrées par la caféine [29].

Principes actifs Effets de la caféine sur le médicament
Inhibition du CYP 1A2 par la

caféine par compétition

Clozapine ) ]
enzymatique et augmentation

des effets de médicament

Induction enzymatique du
Phénytoine, Barbituriques CYP 1A2 avec diminution des

effets de la caféine.

4. Interactions médicaments - médicaments

Les modifications d'activité des enzymes du CYP450 sont souvent provoqueées par les
associations médicamenteuses. Un grand nombre des médicaments inhibent (tableau XXI1) ou
induisent (tableau XXIII) l'activité d'une isoenzyme particuliére. La fréquence et le risque
d’interactions potentielles augmente parallelement avec le nombre des médicaments
consommeés et la quantité des CYPs incriminés dans I’interaction, car certains médicaments

sont métabolisés par plusieurs isoenzymes (tableau XXIV), sans oublier I’importance de leurs

86



intervalles thérapeutiques comme facteur d’impact sur la gravité de I’association des

médicaments.

Tableau XXI1 : Les médicaments inhibiteurs des cytochromes P450 [129].

acide valproique

amiodarone

ananas

atazanavir

bortézomib

bupropicn

cannabidiol

célécoxib

chardon marie {sdibinine)

chloroquine

chlorpromazine

ciclosporine

cimétidine
ciprofloxacine
citalopram

n

clarithromycine

clomipramine

clopidogrel

cobizistat

curcuma

darunavir

dasatinib

delavirdine

désogestrel
dihydralazine
diltiazem

a

diphénhydramine

dipyridamaole

disulfirame

doxycycline

dronédarone

duloxéting

efavirenz

erlotinib

286
2C8
2C9
2619
206
2E1
A4S
Pgp

erythromycine

Ezoméprazole

éthinylestradiol

Etravirine

felbamate

fiécatnide

fluconazole

fluoxétine

fluvastatine
fiuvoxamine
fosamprénavir

géfitinib

gemfibrozil

gestodéne

grapefruit, orange de Séville

halopéridal

imatinib

indinawvir

irbésartan

isoniazide

itraconazole

kétoconazole

lansoprazole

évomépromazine

lopinavir

losartan

lumé&fantrine

n
.

méthadone

métoclopramide

’

métronidazole

micanazole

moclobémide

maodafinil

natéglinide

Inhibiteurs des cytochromes P450 at de la Pgp

inhibiteur puissant [

2C19
2D6
3A4/5
Pgp

néfazodone
nelfinavir
nifédipine

nilotinib

nitrendipine
norfioxacineg
oméprazole

pantoprazole

paroxéting

prasugrel

prométhazine

propafénone

quétiapine

quinidine

réboxétine
réglisse
rilpivirine

=

rispéridone

ritonavir

roxithromnycine

saquinavir

sertraline

simvastating

—ﬁﬂti

sorafénib

sulphamethoxazole

terbinafine

tipranavir {@vec monavir)

topiramate

trimethoprim

venlafaxine

vérapamil

vinblastine
voriconazole
zafirlukast

i

inhibiteur modéré [

Tableau XXI11 : Les médicaments inducteurs des cytochromes P450 [129].

2B6
2C8

2c19
2D8
2E1
3A415
Pgp

bosentan

carbamazépine

cyclophosphamide

dexamethasone

B 2co

efavirenz

elvitravir

éthancl

étravirine

felbamate

ifosfamide

)

1A2
2B6
2C8
2c9
2019
2D6
2E1
3A4/5
Pgp

isoniazide

lansoprazole
légumes {chou, brocoli)
méprobamate
millepertuis

=

modafinil

nevirapine

oméprazole

oxcarbazepine

Inducteurs des cytochromes P450 et de 1a Pgp

inducteur puissant i
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phénobarbital
phénytoine
primidone
rifabutine
rifampicine
ritonavir

tabac (goudrons)
topiramate

2B6
2C8
2C9
219
2D6
2E1
3A4(5
Pagp

:H

inducteur modéré

[]



Tableau XXI1V : Les médicaments substrats des cytochromes P450 [129].

& 7= ] - [Tz} & =]

48885803% 488858533 488858535
FARKRKNNEL SHRERQNEEE -—NNnglﬂﬂ &

acénocoumaral étoposide paclitaxel j

acide méfénamique Efravirine pantoprazole

acide valproique felbamate paracétamol 1

agomelatine félodipine paroxétine

alfentanil fentanyl phénobarbital

alprazolam fexofénadine phenprecoumene

amicdarcne finastéride pheénytoine

amitriptyline fiécainide pioglitazone

amledipine fluoxétine pircxicam

apixaban flurbiproféne prasugrel

aripiprazole fluvastatine prednisolone

artéméther fluvoxamine proguanil

atazanavir fosamprénavir prométhazine

atomox&tine galantaming propafénone

atorvastatine géfitinib propofol

bisoprolod gestodéne proprancbol

bortézomib glibenclamide quétiapine

bosentan || glicazide quinidine

bromocriptine glimépiride quinine

buprénorphine granisétron ranitidine

bupropion halopéridol rabéprazole

caféine hydrocodone réboxéting

cannabidiol ibuproféne répaglinide

carbamazépine ifosfamide rifabutine

carvédilol imatinib rilpivirine

célécoxib imipramine rispéridone

celiprolol indinavir ritonavir

chlorphé&niramine irbésartan rivaroxaban

ciclosporine isradipine sagquinavir

citalopram itraconazole saxagliptine

clarithromycine kétoconazole sertraline

clobazam lansoprazole sildénafil

clomipramine | letrozole simvastatine

clonazépam lévomépromazine sirolimus

clopidogrel | lidocaine sorafénib

clozapine lopéramide sufentanil




cobizistat lopinavir sulfaméthoxazole
codéine loratadine sunitiniy

colchicine losartan tacrolimus

corisol luméfantrine tadalafil
cyclophosphamide : maprofiline tamoxiféne

dabigatran maraviroc tamsulosine

darunavir médroyprogestérone ténoxicam

dasatinib méfloguine terbinafine

delavirdine méloxicam N terfénadine

désogestrel mé&thadone . testostérone
dexaméthasone méthylprednisclone ™ | THC j
dextrométhorphane metoclopramide théophylline H
diazépam métoprolol ticagrelor

diclofénac miansérine | timalol

dienogest midazolam tizanidine

digoxine mifépristone (RU48G6) tolbutamide
dilwdrocodéine mirtazapine toltérodine
dihydroergotamine moclobémide torasémide |
diltiazem madafinil tramadol =) [
diphénhydramine montélukast trazodone

docétaxel naproxénse triazolam

dolutegravir natéglinide trimipramine

donépézil nébivalol tipranavir (avec ritonavir)
dronédarong nelfinavir tropisétron

duloxéting néwviraping 7 . vardénafil

dutastéride nifédipine 7 venlafaxine

ecstasy (MDMA) nilotinib vérapamil

efavirenz nimodiping vinblastine

elvitravir nitrendipine vincristine

ergotamine noréthistérone variconazols

erlotinib nortriptyling warfaring

érythromycine olanzapine zafirukast

ésoméprazole oméprazole zolmitriptan .
éthanol ondansétron zolpidem

éthinylestradicl oxybutynine Zopiclone

éthosuximide oxycodone [ ] ] Zuclopenthixol

voie conduisant & un métabolite actif m voie métabolique majeure . voie métabelique mineure |:|
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I11. Conclusion :

Une meilleure anticipation des interactions médicamenteuses pharmacocinétique
nécessite une bonne connaissance de la relation entre les cytochromes P450 et les
médicaments. Les tableaux d’interactions régulierement mis a jour représentent un outil
important pour le dépistage des éventuelles interactions et variations qui sont difficiles a
identifier en pratique quotidienne. Dans les situations cliniques ou on observe des effets
indésirables inattendus ou un phénomene de pharmacorésistance a des posologies habituelles,
il faut opter vers la conduite des tests pharmacogénétiques (Drug-Gene testing) pour étudier
les mécanismes déclenchant les effets indésirables graves des médicaments [130].

La pharmacogénétique, également appelée pharmacogénomique, est I'étude de la maniére
dont les genes affectent la réponse de l'organisme a certains médicaments. Les tests
pharmacogénétiques sont généralement effectués sur du sang ou de la salive et sont destinés a[131]:

> Déterminer I’efficacité d’un médicament,
> Déterminer sa meilleure posologie,
> Prédire les effets indésirables graves.

L’approche pharmacogénomique permettra d’affiner la connaissance du rapport
bénéfice-risque des médicaments et d’améliorer la compréhension des problémes de
variabilité interindividuelle dans la réponse au traitement pour essayer de maniére prospective

d’améliorer I’efficacité et la sécurité du médicament.

Aujourd’hui, le role des tests pharmacogénétiques est encore limité dans la pratique
médicale courante. Les principaux tests fréquemment demandés concernent les enzymes
meétaboliques suivants : Cytochrome P450 2C9, 2C19, 2D6, thiopurine méthyltransférase,
UDP — glucuronosyltransferase 1A, ou une cible des anticoagulants oraux comme la
vitamine K époxyde réductase. Dans un prochain avenir, la demande de ces tests va connaitre
une réelle croissance, qui concernera principalement les médicaments a grande variabilité
interindividuelle (antipsychotiques, antidépresseurs) ou a risque toxique élevé (anticancéreux,
immunosuppresseurs, anticoagulants). Ce développement va donc permettre une adaptation

individuelle des traitements [132].
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Enfin les firmes pharmaceutiques, sous I’impulsion des agences d’enregistrement, sont
en train d’évaluer la place des tests pharmacogénétiques dans les premiéres phases du
développement clinique des nouvelles molécules médicamenteuses. La constitution
systématique de banques d’ADN dans le cadre des études post-AMM est d’un grand intérét
pour les industriels. Les études rétrospectives mener chez les cohortes de patients peuvent
identifier de nouveaux marqueurs génomiques individuels de risque (toxicité) ou d’activité
(réponse au traitement) et vont rapidement révolutionner le développement de nouveaux

medicaments [132].
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I. Les difféerents domaines de recherche concernés par les cytochromes
P-450:

Aujourd'hui, le domaine des cytochromes P450 peut étre considéré comme mature. Cela
ne signifie pas que toutes les questions ont été répondues. Cependant, au cours des trois
dernieres décennies et aprés la découverte de cette superfamille de protéines, il est
logiquement légitime de se demander quels bénéfices ont été tirés de I'investissement dans ce
domaine d’étude [10].

En effet, de nombreux résultats pratiques ont été obtenus, principalement en médecine
humaine, en mettant l'accent sur leur régulation, leur cinétique, le métabolisme des
médicaments, les interactions médicamenteuses et les études structure-fonction. Mais leur réle
est également important dans plusieurs branches de la recherche en raison de leur utilisation
dans (figure 28):

» La synthese de médicaments et de métabolites de médicaments dans l'industrie
pharmaceutique.

» La synthese de composeés colorés a base d'indigo dans les industries de la teinture
et de I'horticulture,

» La synthése de produits agrochimiques et d'autres produits chimiques dans les
industries alimentaire et chimique.

> La GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy) a base de CYP450 pour
I'activation des promédicaments anticancéreux.

» La conception de biocapteurs pour surveiller les niveaux de médicaments et les
composants dangereux dans le plasma sanguin en clinique.

» La bioremédiation a l'aide de plantes transgéniques.

La catalyse enzymatique par les CYPs a I'échelle commerciale a été mise en ceuvre dans
plusieurs industries telles que pharmaceutique et alimentaire. Il a été démontré que le rendement
des produits dans ces industries est régi par la mise en ceuvre de la catalyse enzymatique dans des
conditions de processus plus optimales, avec une consommation d'énergie moindre, une
production de déchets réduite et une sélectivité exceptionnelle des produits, ce qui permet

d'améliorer I'économie des processus et la durabilité environnementale.
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Figure 28 : Domaines de recherche et champs d'application relatifs aux CYPs [30]
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1. Exemples d’études illustrant le role de CYP dans chaque domaine :

Dans cette partie, nous avons illustré chaque champ d’application mentionné dans la
partie précédente par une (ou des) étude(s) récemment rapporté(s) dans la littérature. Pour la
majorité des exemples, nous avons toujours suivi un méme plan. Ainsi, dans un premier
temps, nous rappelons les principales caractéristiques de chaque sujet traité avant de résumer
I’étude en discutant les hypothéses de I’auteur et de conclure sur une analyse des résultats.

1. La place des CYPs dans la recherche en domaine de pharmacologie :
1.1. Le phénomene de pharmacorésistance :

La pharmacorésistance est définie comme une persistance d’une maladie malgré un
traitement bien conduit, c’est due a une diminution de I’efficacité d’un médicament spécifique
mis au point pour soigner cette maladie. Ce probléme de résistance au traitement
pharmacologique est un phénomene qui devient de plus en plus courant dans la pratique
médicale. Il est bien rencontré dans les domaines de la cancérologie ou de I’infectiologie, et
peut étre expliquée par de nombreux mécanismes, notamment par des phénoménes de
mutation qui touchent respectivement la cellule tumorale ou bactérienne et deviennent ainsi
insensibles aux antimitotiques ou aux antibiotiques. Cependant, le concept de
pharmacorésistance influe sur beaucoup d’autres disciplines médicales telles que la
neurologie et la psychiatrie, ou des pathologies comme la dépression, I’épilepsie ou la
schizophrénie, présente une préoccupation majeure de résistance au traitement [133].

Généralement, les causes de cette résistance peuvent étre multiples et diversifiés, mais
elles sont classées en quatre grands axes impliquants le médicament, le patient, le médecin et
la maladie. En effet, ce phénoméne de pharmacorésistance s’avére souvent complexe et
renferme un ensemble de composantes et de sources de pseudo-pharmaco-résistance (figure
29), qu’il faut systématiquement appréhender et écarter en premier lieu par le clinicien, avant
de conclure a une véritable résistance au traitement [133].
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Figure 29 : Les composantes de la notion de pharmacorésistance [133]

Dans ce contexte, un ensemble de chercheurs ont mis en place une étude biomédicale
afin d’étudier la prévalence de polymorphismes du géne CYP2D6 chez une population
d’enfants et d’adolescents présentant une pathologie psychiatrique pharmaco-résistante aux
psychotropes de type antipsychotiques et antidépresseurs [134].

En France, Les médicaments antipsychotiques et antidépresseurs sont fréquemment
utilisés chez I’enfant et I’adolescent dans les services de pédopsychiatrie, avec une partie non
négligeable des prescriptions qui se fait hors AMM (surtout pour les antipsychotiques) et
dépend de I’expérience de chaque clinicien. Certains patients, méme s'ils bénéficient d'un
traitement pharmacologique adapté, sont pharmaco-résistants et montrent une inefficacité des
traitements psychotropes et une persistance des symptdmes. Selon I’Agence Européenne du
Médicament, La résistance aux psychotropes se définie comme I’échec d’au moins deux
traitements adaptés a dose efficace et d’une durée suffisante [134].

La plupart des traitements psychotropes sont métabolisés par le CYP2D6, ce dernier
constitue I’isoenzyme le plus impliqué dans la variabilité de la réponse aux médicaments en
psychiatrie. Son géne est localisé sur le bras long du chromosome 22. Les phénotypes du
CYP2D6 sont tres nombreux et sont classés selon I’activité enzymatique en: métaboliseur
ultrarapide, métaboliseur rapide, métaboliseur intermédiaire et métaboliseur lent [134].
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En conséquence, I’efficacité clinique d’un traitement psychotrope dépend en partie au
génotype CYP2D6 du patient et a son métabolisme. Plusieurs études montrent une forte
relation entre le génotype CYP2D6, I’efficacité d’un traitement psychotrope et la sévérité de
la maladie. L’anomalie pharmacogénétique de duplication/multiplication du gene CYP2D6 et
ensuite le phénotype métaboliseur ultrarapide sont associés a une baisse significative de
I’efficacité et une pharmacorésistance aux médicaments se traduisant par la persistance des
symptomes cliniques. La recherche d’anomalies du profil pharmacogénétique peut étre
réalisee a I'aide d’un génotypage des CYP2D6 chez les enfants et adolescents
pharmacorésistants aux psychotropes. Cette exploration permettrait, bien sir, une bonne
adaptation de la voie a la médecine personnalisée en pédopsychiatrie et ainsi de bien
améliorer le pronostic et la qualité de vie des patients [134].

1.2. L’application du concept de machine learning dans la prédiction des profils
d’activité des CYPs :

Le cytochrome P450 2C9 est l'un des principales enzymes du métabolisme des
médicaments qui représente 20% des CYPs hépatiques et responsable de métabolisme de 15%
des médicaments. La préoccupation majeure dans le domaine de recherche et développement

des médicaments est d'éviter et prévenir les interactions médicamenteuses indésirables.

Une étude menée récemment en France montre le réle important que peut apporter le
concept du machine learning (ML) dans la prédiction des interactions médicamenteuses dans
la pratique clinique et dans le processus de recherche de médicaments (figure 30). Dans ce
contexte, les chercheurs ont développé une approche originale basée sur des modeéles de
machine learning qui permet la prédiction de l'inhibition du CYP2C9 et lidentification de
nouveaux médicaments inhibants ces CYP2C9 [135].

Ils ont exploré une grande région de I'espace conformationnel du CYP2C9 et les états
des liaisons au substrat en utilisant des simulations de dynamique moléculaire combinées a
des analyses énergétiques, ce qui a permis de générer des conformations de protéines
représentant les mouvements clés du site actif. Par conséquence, les nouveaux modéles
prédictifs sont construits en combinant les connaissances sur la structure et la dynamique de la

protéine CYP2C9, la sélection originale de descripteurs physico-chimiques des inhibiteurs du

97



CYP2C9, et les algorithmes de « machine a vecteurs de support» (SVM) et de « forét
aléatoire » (RF). Ces modeles SVM et RF développés ont classé avec succes les inhibiteurs et
les non-inhibiteurs du CYP2C9. Les modeles ML ont ensuite été utilisés pour cribler 4480
médicaments expérimentaux et approuvés. La validation sur les données de PubChem et de
ChEMBL a démontré que nos modéles ont réussi a prédire les inhibiteurs du CYP2C9 avec
une précision, une sensibilité et une spécificité d'environ 80 %. Ils ont démontré pour la
premiere fois que les médicaments cloperidone, piriqualone, ticagrelor et vatalanib sont des
inhibiteurs puissants du CYP2C9 [135].
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Figure 30 : Les étapes de déroulement de la recherche des inhibiteurs de CYP2C9 par la méthode du

machine learning [135]

Légende : (il comprend la préparation des ensembles de données, la structure du
CYP2C9, les analyses de la dynamique et de la liaison des ligands, le machine learning pour
former différents modéles prédictifs et I'identification in vitro de nouveaux inhibiteurs du
CYP2C9) [135]



2. La place des CYPs dans le domaine de toxicologie :

Bien que les enzymes de phase | et 11 du métabolisme jouent un réle essentiel dans la
détoxification des xénobiotiques. Elles peuvent, dans certains cas, étre a l'origine d'effets

toxiques comme dans le cas des cytochromes P450 [136] :

> La formation de métabolites chimiquement réactifs comme les radicaux libres a
cause de la bioactivation de certains composés par les CYPs, chose qui peut
contribuer au stress oxydatif et par conséquence aux effets génotoxiques,
immunotoxiques ou cytotoxiques [136,137]. Cette série de réactions peut méme
avoir le potentiel d'induire des hépatites [138].

> La perturbation endocrinienne peut également résulter suite a la production d'un
métabolite, par les CYPs, dont l'activité ou l'affinité pour un récepteur nucléaire ou
une proteine de transport est supérieure a celle du composé initial [139].

> L’activation de 66 % des pro-carcinogéenes par les CYPs, dont les principaux
activateurs sont les CYP 1Al, 1A2, 1B1, 2A6, 2E1 et 3A4 [140].

> Le déclenchement des interactions médicamenteuses, surtout celles qui résultent

des CYPs, constituant ainsi une source importante d'intoxication clinique.

Le fait de disposer de données quantitatives relatives aux niveaux d'expression de ces
enzymes dans différents organes tels que le foie et l'intestin gréle, in vitro, dans des modéles
animaux et chez I'nomme, pourrait améliorer la prévision et la compréhension du profil
pharmacocinétique et toxique de nouveaux médicaments et d'autres xénobiotiques. Les
différentes méthodes utilisées pour quantifier les CYPs dans les tissus et les cutures sont des
méthodes indirectes (telles que les tests enzymatiques pour la détermination de I'activité des
CYPs ou la qPCR pour le dosage de leur 'ARNm) et des méthodes directes (comme les tests
immunologiques notamment le Western blot pour le dosage de I’intégralité de la protéine de
CYP). Dans le contexte de la nécessité d'un dosage fiable et sensible des CYPs pour des
approches pharmacotoxicologiques, un travail de recherche a été realisé dans le but de
développer et d'appliquer une méthode de quantification des CYPs humains par spectrométrie

de masse [30].
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L'objectif est d’utiliser les techniques protéomiques par spectrométrie de masse comme
méthode de choix pour identifier et quantifier réellement I’apoprotéine des CYPs dans divers
organes et permettre l'analyse de trés faibles concentrations de protéines dans un mélange
complexe avec grande efficacité. Par conséquent, cette méthode de dosage rapide, simple,
sensible et peu colteuse a été bien développé pour 6 CYPs (1A2, 2C9, 2D6, 2J2, 3A4 et 3A5)
et bien validé dans différents types de matrices biologiques. Cette méthode est basée sur
I'ajout de peptide protéotypique non marqués dans une matrice tres proche ou identique de
I'échantillon a doser pour établir une gamme d’étalonnage externe permettant la détermination
des CYPs d'intérét. La mise au point des étapes de préparation des échantillons (digestion
trypsique) a conduit a I’élaboration d'une méthode fiable et reproductible. Dans un premier
temps, cette méthode a été testé sur plusieurs systemes se caractérisant par une expression
hétérologue (lignées cellulaires hépatiques et neuronales, baculosomes). Dans la deuxieme
étape, la méthode a été appliquée sur une sélection de 50 foies humains (microsomes et
mitochondries). Les corrélations avec les activités enzymatiques sont généralement meilleures
par rapport a la corrélation ARNm et CYPs qui est globalement faible. Elle a été finalement
prouvée que cette technique de mesure est facilement exploitable en matiére de spécificité et
de sensibilité pour une utilisation en pharmaco-toxicologie. Elle peut également étre utilisée
en routine pour les études précliniques dans l'industrie pharmaceutique pour le développement
de médicaments [30].

3. La place des CYPs dans le domaine de physiologie et physio-
pathologie :

3.1. Les applications cliniques de I’hydroxylation du cholestérol par le
Cytochrome P450 46A1 :

Le cholestérol est un composant essentiel du cerveau qui représente respectivement 22 et
27,5% du poids net de la substance grise et de la substance blanche chez I'homme. Dans la
substance grise, le cholestérol se trouve principalement dans les membranes cellulaires des
cellules gliales et des neurones. Par contre, dans la substance blanche, le cholestérol est présent en
abondance dans les gaines de myéline. En tant que composant membranaire, le cholestérol peut

influencer les propriétés biologiques (par exemple, le fonctionnement des protéines membranaires
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et des réseaux lipidiques) et biophysiques (comme I’agencement, la fluidité et la perméabilité) des
membranes, et il est ainsi impliqué dans de nombreux processus cérébraux importants a savoir la
synaptogenése, la fonction synaptique et la transmission des impulsions électriques le long des
axones [141]. En plus, le cholestérol est utilisé dans le cerveau pour la synthese des neurostéroides
et les composés biologiquement actifs qui interviennent dans différentes voies de signalisation et
de régulation du cerveau. La grande partie du cholestérol cérébral est synthétisée localement, vu
que la barriere hémato-encéphalique empéche I'échange de cholestérol avec la circulation
systémique [141]. De méme, I'élimination du cholestérol cérébral est aussi principalement
enzymatique, la principale voie étant la 24-hydroxylation catalysée par le cytochrome P450 46A1
l'enzyme essentielle qui permet d'assurer le renouvellement du cholestérol cérébral, il est
spécifique du systéme nerveux central et convertit le cholestérol en 24-hydroxycholestérol, qui
peut traverser librement la barriere hémato-encéphalique). Plusieurs études menées chez I'homme
et chez des modéles de souris ont mis en évidence des variations de I'expression ou de l'activité du
CYP46A1 au cours d'un certain nombre de maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer,
ataxies spinocérébelleuses, maladie de Huntington, maladie de Nieman-Pick de type C, sclérose
en plaques et sclérose latérale amyotrophique) ainsi que dans d‘autres troubles cérébraux (autisme,
épilepsie, glioblastome, infection a prions et syndrome de Rett) [142,143].

Une revue de littérature publiée en 2021 récapitule les différentes recherches
fondamentales et les stratégies cliniques actuelles de modulations pharmacologiques et de
thérapie génique développées pour utiliser le CYP46A1 comme cible thérapeutique dans le
traitement des diverses maladies du cerveau [144]. Plus récemment, nombreuses études sur
différents troubles cérébraux (comme la maladie de Parkinson, I’Alzheimer, les traumatismes
cérébraux, I'nypoxie néonatale, ...) ont confirmé l'intérét de la 24-Hydroxycholesterol (ou
24HC ; c’est un métabolite établi a partir du cholestérol cérébral et de la réaction catalysée par
une oxydase a fonction mixte du réticulum endoplasmique ou une enzyme CYP450) comme
biomarqueur de la progression de la maladie et ont souligné le role de CYP46Al dans ce
processus, voire dans la genése de la maladie car il s’est avéré que I’activité de ce dernier est
bien altérée au cours de ces situations. Un résumé des résultats reproductibles des mesures du
24HC ou du CYP46A1 dans le plasma humain, le LCR et les régions cérébrales provenant des

études sur les patients atteints de ces troubles sont représenté dans la figure 31 suivante [144].
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régions cérébrales dans différents troubles cérébraux [144]

Légende : (24HC : 24-Hydroxycholesterol, CSF : LCR. Les fleches (1), (]) et (<) indiquent une

augmentation, une diminution et lI'absence de changement) [144]

Pourtant, de nombreuses études sur les effets biologiques de la modulation de l'activité
du CYP46A1 suggerent que les rdles du CYP46A1 dans le cerveau sont beaucoup plus larges.
Il a été constaté que la modulation de l'activité du CYP46A1 a pour effet de modifier des
processus cérébraux tels que la plasticité synaptique, I'expression génétique, la
phosphorylation des protéines, I'apoptose, l'inflammation, la réponse immunitaire, ... Pour
répondre & la question sur l'existence de mécanismes généraux communs aux multiples effets

de l'activité du CYP46A1, il convient de considérer les quatre types d'effets suivants [144] :

> Le taux et la distribution de cholestérol cérébral total dans les compartiments
membranaires.

> Le taux cérébral total de 24HC.

> Le taux des précurseurs de la voie du mévalonate.

> Le taux de renouvellement du cholestérol cérébral.
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Les chercheurs ont surtout concentré sur I’activation de la synthése du cholestérol (la voie
du mévalonate) en assurant le renouvellement du cholestérol (ou flux de stérols), le CYP46A1
peut exercer des effets étendus sur le fonctionnement et la survie des neurones [144].

3.2. Influence de I'inflammation et du diabéte de type 2 sur I’activité des

cytochromes P450 :

L'inflammation est un acteur majeur dans la variabilité pharmacocinétique. L'influence
des cytokines inflammatoires sur la modification de l'activité des enzymes et des transporteurs
impliqués dans la résorption et le métabolisme des médicaments fait I'objet de récentes études.
De plus, le phénomeéne inflammatoire est associé a d'importantes modifications des protéines

ayant un impact sur la liaison des médicaments aux protéines circulantes [145].

La plupart des études expérimentales montre une régulation négative des cytochromes
P450 par I'inflammation. Trois principaux mécanismes présentant des cinétiques différentes
ont été envisagés pour expliquer la régulation négative des cytochromes P450 en réponse aux
signaux inflammatoires (figure 32) :

» Régulation transcriptionnelle : Est le principal mécanisme de régulation négative des
CYPs dans le foie. Ce sont des mécanismes complexes, variés et interdépendants. L'expression
génétique des cytochromes P450 est régulée par de plusieurs récepteurs nucléaires tels que PXR,
CAR et AhR... Il a été bien documenté que ces derniers sont impliqués dans des changements
d'activité et/ou d'expression hépatiques des CYPs au cours des phases aigte de I’inflammation via
des facteurs de transcription. Une corrélation entre I'augmentation des taux d’ARNm des
cytokines tel que I'IL1-B, I'IL6, TNF-a, IFN ... et la diminution d’expression génique et
protéique des cytochromes P450 a été mise en évidence par plusieurs études. La diminution des
ARNmM des cytochromes P450 a également été observée sur des modéles animaux [146].

> Dégradation dépendante de I’oxyde nitriqgue (NO): De nombreuses études ont
démontrés que le NO sécrété au cours des réactions inflammatoires, joue un réle important dans la
régulation négative des cytochromes P450 via des mécanismes d’action variables [146].

> Modifications épigénétiques : plusieurs études ont montré que les micro-ARN
retrouvés au cours de I’inflammation, pourraient jouer un rdle important dans la régulation
négative des CYPs [146].
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Figure 32 : Schéma du mécanisme modulateur de I'inflammation sur I'activité des enzymes CYP450s

entrainant une surexposition aux médicaments [146]

Légende : (fleche — : mécanisme d'activation, fleche en pointillé : mécanisme d’inhibition,
PAMP : motif moléculaire associé a l'agent pathogéne, DAMP : motif moléculaire associé aux
Iésions, PRR : récepteur de reconnaissance moléculaire, TLR : toll like récepteur, TF : facteur de
transcription (Nf-kB, HNF), iNOS : oxyde nitrique synthase inductive, NR : récepteur nucléaire
(PXR, RXR, CAR), MAPK : protéine kinase activée par un mitogéne, ARNm : acide ribonucléotide
messager, NO : oxyde nitrique) [146]
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Les données provenant de modeles animaux expérimentaux révelent clairement que
dans le cas d'une inflammation, I'expression et l'activité des principaux CYPs (1A2, 2C9,
2C19 et 3A4) impliqués dans le métabolisme des medicaments sont susceptibles de diminuer.
En effet, I’inhibition de ces enzymes se fait de maniére séquentielle, a travers des mécanismes
transcriptionnels, post-transcriptionnels et épigénétiques, Ce qui va amener a une
augmentation de l'exposition aux médicaments au cours des épisodes inflammatoires et donc
soumettre le patient a un risque plus élevé d’évenements indésirables, en particulier pour les
médicaments dont la marge thérapeutique est étroite. Dans ce contexte, les adaptations
posologiques personnalisées s’averent, en effet, trés utile afin d’optimiser I’approche
thérapeutique dans un cadre de surveillance et de suivi thérapeutique pharmacologique (STP)
[146].

En clinique, il a été aussi constaté que les patients diabétiques présentent des réponses
trés variables a certains médicaments. Le diabéte de type 2 (DT2) est une maladie auto-
inflammatoire multifactorielle avec des composantes génétiques et environnementales qui
touche de nombreux tissus et fonctions normales de I'organisme humain. La physiopathologie
de cette maladie est liée a une augmentation des cytokines pro-inflammatoires chez les
patients concernés. Ces cytokines qui sont augmentées pourront ensuite avoir un effet sur
I’expression et I’activité des CYPs tel qu’illustré précédemment a la figure 32. Cela peut
expliquer la variabilité de la réponse aux médicaments par la modulation des capacités de
metabolisme de ces enzymes [147].

Une étude clinique sur I’évaluation pharmacocinétique de I'impact du DT2 sur I’activité
meétabolique de différents isoformes des CYP450s en utilisant un cocktail de substrats-
marqueurs. L’approche cocktail est une combinaison de substrats-marqueurs (Un substrat-
marqueur est un médicament qui est métabolisé exclusivement par une isoforme des CYP450s
et permet de déterminer le phénotype de cette enzyme par quantification de son métabolisme),
elle est avantageuse car elle autorise la détermination du phénotype de plusieurs CYP450s de
facon simultanée. Cette étude a permis de montrer que les patients avec le DT2 présenteraient
une clairance systémique réduite via les isoformes CYP2B6, CYP2C19 et CYP3A. Le volet
in vitro de ces travaux a montré un effet du DT2 isoforme-spécifique et tissu-dépendant, les
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effets sur le métabolisme des substrat-marqueurs observés dans I’étude clinique peuvent
s’expliquer par une modulation au niveau hépatique ou dans différentes sections de I’intestin.
Une meilleure connaissance de I'impact du DT2 sur l'activité du CYP, permettrait d’améliorer
le schéma thérapeutique des patients diabétiques qui nécessitent souvent une polymédication
autre que les antidiabétiques, afin de réduire les effets indésirables de ces médicaments et

d'augmenter leurs efficacité chez cette population a risque [147].

4. La place des CYPs dans le domaine de chimie, de biochimie et de
biotechnologie :

Parmi les plus importantes fonctionnalités des cytochromes P450, on note sa capacité a
réaliser l'oxydation régio- et stéréo-sélective des liaisons C-H inertes présentes dans des
structures moléculaires complexes dans des conditions douces, ce qui les rend plus
intéressants par rapport a de nombreux catalyseurs chimiques et d'un grand intérét pour les
applications pharmaceutiques, chimiques et biotechnologiques. La diversité incomparable de
ces cytochromes en ce qui concerne les substrats et les types de réaction présente un potentiel
d'application presque illimité pour la production de produits chimiques et pharmaceutiques
[148]. Par exemple : les CYPs de Saccharopolyspora erythraea EryF et EryK participent a la
production de l'agent antibactérien érythromycine (figure 33, composeé 1), les cytochromes de
Streptomyces fradiae Tyll et TylHI participent a la biosynthése de la tylosine (figure 33,
composé 2) qui est un médicament antimycoplasme et I’Aspergillus terreus LovA est
responsable de la biosynthese de l'acide monacoline J (figure 33, composé 3) qui est un
précurseur d'une série de statines hypocholestérolémiantes. L'exploration du génome et le
criblage a haut débit des CYP450s sont révélés étre des stratégies efficaces et performantes
pour la recherche de biocatalyseurs appropriés et robustes dans I'industrie. L'un des exemples
les plus réussis de la pratique du la catalyse par les CYP450s dans I'industrie est la catalyse de
la 6-hydroxylation de la compactine produite par Penicillium citrinum générant ainsi la
pravastatine (figure 33, composé 4) qui est un médicament hypocholestérolémiant. La
bioconversion du 11-déoxycortisol en hydrocortisol (figure 33, composé 5) par les
CYP450lun de champignon Curvularia lunata a été initiée par Bayer a I'échelle industrielle.
Le CYP105A2 de Pseudonocardia autotrophica est capable de transformer la vitamine D3 en
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sa forme bioactive, la 1,25-dihydroxyvitamine D3 (1,25(0OH)2D3) (figure 33, composé 6). Le
CYP-sb21 des actinomycetes Sebekia benihana et CYP-pal de P. autotrophica sont des
biocatalyseurs de I'hydroxylation sélective du site de la cyclosporine A, un médicament
immunosuppresseur, en donnant deux métabolites, I'nydroxy-N-méthyl-L-Leu4-cyclosporine
A et I'hydroxy-N-méthyl-L-Leu9-cyclosporine A dont l'activité immunosuppressive est
considérablement réduite (figure 33, composés 7-9). L'ingénierie des protéines CYP a joué un
role essentiel dans le développement de biocatalyseurs pour des applications industrielles,
comme le montre la production d'acide artémisinique (Figure 33, composé 10), un important
précurseur synthétique de l'artémisinine, un puissant médicament antipaludique. Les systemes
enzymatiques des CYP450s ont été également congus pour la production de parfums. Par
exemple, l'oxydation du sesquiterpene (+)-valencene en ardme a haute valeur ajoutée (+)-

nootkatone (Figure 33, composé 11) avec des enzymes CYP450 [149].
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Figure 33 : Différentes structures impliquées dans les mécanismes catalytiques de divers CYP450 (les

groupements colorés en rouge sont introduits par les CYPs) [149].
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Pour pallier aux limites qui touchent les applications industrielles des CYPs, des stratégies
d'ingénierie polyvalentes ont été développées et proposées pour répondre aux différentes exigences
d'application y compris l'ingénierie protéique des CYP450, l'ingénierie des sources d’électrons,
I'ingénierie des substrats et I'ingénierie métabolique liée aux CYP450 (figure 34) [149].
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Figure 34 : Les stratégies d'ingénierie appliquées pour les systemes CYP450s [149].
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> L'ingénierie des protéines :

L'ingénierie des protéines implique les modifications basées sur les principes de
repliement et la structure moléculaire des protéines, dans le but d'obtenir les protéines
souhaitées avec des propriétés améliorées pour compenser la faible sélectivité, faible stabilité,
les vitesses catalytiques lents et I'espace d'application limité des protéines natives. L'évolution
dirigee et la conception rationnelle et semi-rationnelle sont des méthodes couramment
utilisées dans l'ingénierie des CYPs et jouent un rdle tres important dans le développement de
catalyseurs pharmaceutiques [149].

L'évolution dirigée a été largement appliquée pour des structures qui sont souvent
inconnues, afin d'obtenir les propriétés souhaitées sous une pression sélective artificielle, y
compris la mutagenése aléatoire et le criblage. Pour obtenir les protéines mutantes
recherchées, une bibliothéque de protéines comportant un grand nombre de mutants couvrant
une diversité moléculaire suffisante est généralement générée par PCR, mutagenéese
combinatoire ou par brassage de I'ADN. L'évolution dirigée constitue donc un outil efficace
pour comprendre les relations entre les résidus d'acides aminés entourant les sites catalytiques
vis-a-vis de différents substrats non naturels. Par exemple, le mutant simple F87A du
CYP450BM3 est capable de catalyser la 2- et 15-hydroxylation non sélective de la
testostérone pour générer un mélange de produits. Pour modifier la régiosélectivité, une
mutagenése par saturation peut conduire a deux mutants efficaces (Figure 33, composé 12-
14). Dans le cadre de la génération de métabolites de médicaments pour des études
pharmaceutiques, les mutants du CYP450BM3 peuvent oxydés sélectivement le propranolol,
un médicament antiarythmique, en sa forme active, y compris le 4-hydroxypropranolol et 5-
hydroxypropranolol (Figure 33, composé 15-17) [149].

La conception rationnelle ou semi-rationnelle, basée sur la structure tertiaire bien

définie de la protéine et la maitrise des relations structure-activité, est considérée comme une
stratégie alternative efficace, et qui n’exige pas une méthode de criblage a haut débit et des

codts élevés a I’inverse de I'évolution dirigée. Dans ce contexte, une étude a révélé qu’une

série de mutants PikC D50N a montré des activités d'hydroxylation significativement plus
élevées a I'égard de la narbomycine (Figure 33, composé 18-23) [149].
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La reconstitution d'un systeme catalytique CYP450 in vitro ou dans un hdte recombinant est
généralement génée par le manque d'informations sur son systeme redox cognitif. Ainsi, les
interactions protéine-protéine entre les CYP450 et les partenaires redox de substitution ont été
optimisées pour améliorer l'efficacité du transfert d'électrons des systémes CYP450, c’est ce qu’on
appelle I'ingénierie des partenaires redox. A titre d’exemple, les taxanes oxygénés (figure 33,

composé 24) sont produites de facon hétérologue par le CYP450 CYP725A4 de Taxus cuspidata et
son CPR natif dans Escherichia coli avec une optimisation de niveau d'expression relatif du CPR
qui est physiquement non lié au CYP725A4. 1l est intéressant aussi de noter que la combinaison de
Fdx8/FAR_B a été signalée comme étant la meilleure paire de partenaires redox de la CYP450
EpoK dans la bioconversion dépothilone D en épothilone B (figure 33, composé 25). Un
changement de partenaires redox peut influencer I'efficacité catalytique, ainsi que le type et la
sélectivité d'une reaction de CYP450. Par exemple, le CYP450 multifonctionnel MycG interagi
avec la réductase RhFRED de Rhodococcus-spinach, favorisant des réactions non naturelles menant
a la production de nouveaux produits mycinamicine déméthylés (figure 33, composé 26-27), qui
n'ont pas été observées avec la fusion chimérique avec d’autres réductases [149].

» L'ingénierie des substrats :

Le champ d'application limité des substrats est un probleme commun aux biocatalyseurs.
Afin d'élargir le répertoire de substrats des CYP450s, la stratégie d'ingénierie des substrats a été
souvent utilisée ces derniéres années. En tant que stratégie alternative a I'ingénierie des protéines,
la spécificité et la sélectivité observées chez des substrats des enzymes CYP450, ont mis en
évidence la profonde influence des groupes d'ancrage du substrat sur la plasticité fonctionnelle des
CYP450. Exemple : La vitesse d'époxydation du (R)-(+)-styréne (figure 33, composé 28) et la
spécificité énantiomérique du produit ont été considérablement augmentées par cette approche
innovante d'ingénierie du substrat [149].

» L'ingénierie des sources d’électrons :

La plupart des CYP450 naturels sont des enzymes dépendantes des cofacteurs, qui sont
souvent codteux et doivent étre recyclées de point de vue de l'ingénierie des procédés. Afin de
résoudre ce probleme, plusieurs méthodes ont été établies y compris les systemes de régénération
des cofacteurs, le remplacement des peroxydes, les approches électrochimiques et les systemes
activés par la lumiére. L’ingénierie des cofacteurs, notamment la régénération du NAD(P)H est
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une méthode populaire dans la biocatalyse, dans laquelle un approvisionnement constant en

‘équivalents réducteurs est obtenu en introduisant un second systeme réactionnel pour réduire le

NAD(P). Les approches ou les réductions électrochimiques ont été utilisées pour contourner
I'exigence de partenaires redox pour le transfert des électrons du NADPH au CYP450, en utilisant
I'électrode comme source d'équivalents réducteurs [149].

Des systémes activés par la lumiere ont été développés en utilisant I'énergie de la lumiere
pour activer le cycle catalytique du CYP450. Trois voies principales ont été congues sur la base de
la nature catalytique des enzymes CYP450. La premiere est basée sur la dérivation du peroxyde,
avec génération contrlée des especes réactives de l'oxygeéne in situ. La deuxiéme approche
simule la voie de transfert d'électrons native en utilisant des partenaires redox pour transférer les
électrons d'un photosensibilisateur & la place du cofacteur. La troisieme implique simplement le
déplacement direct des électrons vers le site actif de I'heme et le contournement des partenaires
redox par I'emploi d'un colorant fluorescent. Cependant, il reste encore a résoudre de nombreux
défis des stratégies photo-basiques, notamment la faible efficacité de la conversion de la lumiére,
la faible efficacité du couplage, la faible stabilité et I'activité des protéines [149].

» L'ingénierie métabolique :

Le développement rapide de la biologie de synthése a conduit a de nombreux travaux
d'ingénierie métabolique liés aux CYP450s Ces efforts ont abouti a une bioproduction rentable de
plusieurs composés commerciaux en tant que produits naturels a usages diverses. Vu leur
importance dans la biosynthése des produits naturels, de nombreuses CYPs naturelles et
synthétiques font déja partie de la boite a outils de l'ingénierie métabolique. Par exemple, le
CYP450 SalSyn de Papaver somniferum est un élément clé de la biosynthese complete des
meédicaments opioides dans S. cerevisiae. L'expression d'un CYP450 SalSyn modifié présente une
bonne activité dans la génération du salutaridine qui est un pro-morphinique (figure 33, composé
29). Ainsi, La bioconversion de la (S)-réticuline en (R)-réticuline était médiée par le CYP82Y2
provenant de Papaver bracteatum (figure 33, composé 30). Dans le cadre de conception d'une
voie de biosynthese de novo, plusieurs biosyntheses totales de I'nydrocortisol et de plusieurs
stéroides a €té réalisée a I’aide d’une souche recombinante de S. cerevisiae qui a été modifié pour
produire de I'ergosta-5-énol et de l'ergosta-5,22-diénol, qui a ensuite été converti en prégnénolone
par le CYP11Al (figure 33, composé 31). En plus, une reconstitution des étapes d'oxydation
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catalysées d’une maniere séquentielle par la 3-hydroxystéroide déshydrogénase/isomérase,
CYP11B1, CYP17Al1 et CYP21Al1 a donné lieu a la production de progestérone, de 17-
hydroxyléne et d'autres substances (figure 33, composé 32-34). D’autres études ont montré que
l'optimisation des partenaires d'oxydoréduction in vivo est également importante pour l'ingénierie
métabolique liée au CYP450, par conséquence, la production de 10,5 mg de ferruginol (figure 33,
composé 35) par litre a été rendue possible grace a une protéine partenaire d'oxydoréduction, la
smCPR1, provenant de Salvia miltiorrhiza. La méme chose a été observée dans la production de
protopanaxadiol (figure 33, composé 36), qui est un précurseur des ginsénosides bioactifs de
Panax ginseng, avec une augmentation de 71 % (1 400 mg/litre) [149].

L'avenir des CYPs dans le domaine de la chimie verte semble prometteur, grace a
I’expansion de la quatrieme vague de la biocatalyse. Selon les estimations, le marché mondial des
enzymes industrielles est passé de 5,01 milliards d'euros en 2016 a 6,32 milliards d'euros en 2021
[150]. Cette quatrieme vague suggéere un schéma de travail pour bien orienter Il'ingénierie
enzymatique de la maniére la plus efficace possible a laide d'un cycle d'évolution des
biocatalyseurs qui associe étroitement les techniques de laboratoire et les outils bio-informatiques.
Chacune des sphéres de ce cycle évolue en permanence de sorte que la biocatalyse permet
d'enrichir la bofte a outils de la synthése organique (figure 35) [151].

}
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iocatalyst Performance

Figure 35 : Le cycle « Design — Make — Test » pour I’amélioration de la fonction des biocatalyseur
(Design : Prédiction des mutations utiles avec des logiciels bio-informatiques. Make : Conception des

mutations prédéterminées. Test : Criblage des mutations) [151]
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5. La place des CYPs dans le domaine de microbiologie :

Comme dans les systemes macrobiologiques, les CYPs des microorganismes
entreprennent une grande variété de types de réactions, la caractéristique de ces enzymes est
d'agir comme des mono-oxygénases pour de nombreuses réactions, ils sont indispensables au
bon fonctionnement de nombreuses voies du métabolisme secondaire bactériennes et
fongiques pour la biosynthése de divers composés microbiens (figure 36). Quant aux
considérations biotechnologiques et comme déja indiquer dans la partie précédente, les
CYP450s sont utilisés en tant que biocatalyseurs pour la biorémédiation (voir la partie
suivante) et la bioconversion, ainsi que leur utilisation comme cibles médicamenteuses et
agrochimiques [152].
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Figure 36 : Les différentes réactions associées aux CYPs microbiens et leurs domaines d’intéréts
[152]
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6. La place des CYPs dans le domaine de la botanique et des sciences de
I’environnement :

Chez les plantes, les cytochromes CYP450 sont impliqués dans le métabolisme primaire
pour la biosynthese des stérols membranaires, mais ils interviennent le plus dans le
métabolisme secondaire des biopolymeres, d’hormones et d’agents de défense. IIs jouent aussi
un role dans le catabolisme des composés endogenes et exogenes tels que les xénobiotiques.
Le nombre des CYP450s chez les plantes trés élevé car ils sont nécessaires pour produire des
composés d’adaptation dans I’environnement. Ce role d’adaptation peut étre assuré par les
terpénoides qui sont des métabolites secondaires. Au niveau de I’industrie des arémes et des
parfums, les CYP450s de plantes peuvent étre utiliser pour produire des composés volatils
avec des propriétés organoleptiques nouvelles ou déja existantes, par oxygénation des
composeés appartenant aux familles des terpénes [153].

Les CYPs microbiens et notamment ceux des plantes, jouent aussi un grand rdle dans la
bioremédiation par biodégradation en utilisant les plantes, les champignons ou les
microorganismes, c’est un processus de dépollution d’un environnement altéré par des
contaminants pour le rendre a son état naturel. En effet, il existe trois grandes classes de
polluants industriels omniprésents dans l'air, l'eau et le sol, a savoir les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), les dibenzo-p-dioxines polychlorées (PCDD) et les
polychlorobiphényles (PCB). La bioremédiation des polluants environnementaux s’applique
en se basant sur des méthodes d'immobilisation et des plantes transgéniques. Par exemple : les
PCDDs sont biodégradés avec succés par des cellules recombinantes (comme la
Saccharomyces cerevisiae) exprimant le CYP1AL. En outre, Les PCBs sont métabolisés par
plusieurs enzymes CYPs, alors que les CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP101 et CYP102
sont connus pour leur métabolisme des HAPs [154].

En plus des méthodes chimiques, plusieurs études ont montré que de nombreux
herbicides sont éliminés de I'environnement par des enzymes CYPs bactériennes et végétales,
par bioconversion des herbicides en métabolites moins lipophiles et moins toxiques. De
nombreuses oxydations CYP dépendantes liés au métabolisme des xénobiotiques ont été
signalées, notamment dans le mais et le blé [154].
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Le but principal de la médecine personnalisée est de permettre I'optimisation des
thérapies médicamenteuses en fonction de la réponse individuelle & un médicament ou a une
association de médicaments. La plupart de ces médicaments sont métabolisés dans le foie et
sont principalement éliminés par le biais du métabolisme. Les isoenzymes CYP450
constituent la principale famille d’enzymes largement impliquées dans le métabolisme
oxydatif des médicaments et d'autres xénobiotiques lipophiles, ils jouent donc un réle
fondamental dans la détermination de I'activité et de la toxicité des médicaments dans le corps
humain. Le processus de métabolisation est trés variable et dépend de la quantité et de
I'activité des CYP. Une connaissance exacte et approfondie de leur expression chez I'nomme

permet de comprendre les mécanismes d'efficacité et de toxicité des médicaments.

La variété et la richesse des enzymes CYP450 exprimées different entre le foie et les
tissus extra-hépatiques. Chez la majorité des mammiferes, les CYP450 qui métabolisent les
medicaments sont ancrés dans la bicouche lipidiqgue membranaire, ce qui permet aux enzymes
d'interagir avec d'autres protéines et des molécules ligands. En plus de leur localisation au
niveau du réticulum endoplasmique, les cytochromes P450 peuvent étre présents dans les
mitochondries ou ils possédent leurs propres propriétés enzymatiques.

L'expression de chaque CYP est soumise a une combinaison unique de mécanismes et
de facteurs, notamment les polymorphismes génétiques, I’inhibition et I'induction par les
xénobiotiques, la régulation par les cytokines, les hormones et au cours des états
pathologiques, ainsi que I'age, le sexe et d'autres facteurs.

En raison de la diversité des interactions médicamenteuses identifiées a ce jour avec
I'environnement du patient, il est bien établi que ces facteurs environnementaux peuvent
considérablement influencer I'efficacité, la toxicité et l'observance du traitement. Face a un
effet indésirable inattendu et inexpliqgué ou une diminution imprévisible de I'efficacité
thérapeutique d'un médicament, le professionnel de santé est amené a s'interroger sur
I'environnement du patient et précisément sur ses habitudes alimentaires allant du simple
comportement alimentaire, a la consommation des produits psycho-addictifs et la prise de

plantes médicinales.
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Certaines interactions médicament-environnement dépendantes des cytochromes P450,
notamment les interactions médicaments-jus de pamplemousse, médicaments-millepertuis,
médicaments-alcool et médicaments-tabac, sont clairement identifiées. Concernant les autres
aliments et plantes médicinales, le manque d'études et de donnees dans la littérature est un
véritable probléme.

Le pharmacien constitue le maillon essentiel de la chaine de sécurité des médicaments,
lui permettant d'avoir un rapport direct et privilegié avec le patient. Ainsi, cette relation de
confiance est un moyen pour avoir une meilleure visibilité sur le mode de vie du patient et
donc de pouvoir optimiser et de renforcer son devoir de conseil, d'information et d'alerte en
matiere de traitement médicamenteux. Pour y parvenir, il est indispensable de mettre a jour

réguliérement ses connaissances dans ce vaste domaine des interactions médicamenteuses.

En effet, la biodiversité des CYP présente une opportunité intéressante dans le domaine
de la recherche, grace aux nombreux secteurs et branches de la biologie dans lesquels ces
molécules jouent un réle. Les orientations futures devraient se concentrer sur I'évaluation
adéquate des résultats des études cliniques correctement congues pour bien valoriser I'utilité et
I'aspect pratique de l'exploitation de ces enzymes.
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La superfamille des cytochromes P450 catalyse I'oxydation d'un grand nombre de molécules
organiques, ce processus d'oxydation s'effectue par l'insertion d'un atome d'oxygene dans une liaison
C-H non réactive en utilisant I'oxygene moléculaire. Ainsi, ces hémoprotéines constituent l'acteur

majeur du métabolisme des molécules endogénes et exogenes dans I’organisme.

En effet, L’objectif majeur de I’étape de métabolisme est de rendre hydrosoluble les
molécules lipophiles afin de faciliter leur élimination hors de I’organisme. Cette transformation
peut avoir lieu essentiellement au niveau hépatique. Le foie est donc considéré comme I’organe
principal de détoxification des xénobiotiques, il constitue le carrefour de métabolisme de la
majorité des médicaments administrés a I’organisme. Les cytochromes hépatiques sont les plus

souvent impliqués dans ces mécanismes métaboliques.

Généralement, les cytochromes P450 sont considérés comme une source majeure de variabilité
pharmacocinétique. L’activité des CYPs peut varier en fonction des facteurs endogenes (sexe, age,
hormones, pathologies, polymorphisme génétique) ou exogénes (médicament, alimentation, polluants,
additifs). Tous ces facteurs donc sont susceptibles de générer des phénomeénes d’induction ou
d’inhibition sur I'expression et I’activité de ces enzymes. D’ailleurs, ces cytochromes sont impliquées
dans de nombreuses interactions pharmacocinétiques des médicaments avec I'environnement du patient.
Les aliments, notamment le jus de pamplemousse et certaines légumes et fruits, la consommation
d'alcool, de tabac ou de café, ainsi que les plantes médicinales comme le millepertuis, peuvent participer

a des degrés différents dans les phénoménes d’induction ou d’inhibition de leurs activités.

Ces derniéres années, la puissance des CYP en tant que biocatalyseurs a été de plus en plus
reconnue pour la synthese industrielle de produits chimiques, pharmaceutiques et agrochimiques,

ainsi que leur role important dans plusieurs branches de recherche.
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The cytochrome P450 superfamily catalyzes the oxidation of a large number of organic
molecules. This oxidation process is carried out by inserting an oxygen atom into a non-
reactive C-H bond using molecular oxygen. Thus, these hemoproteins are the major actor in
the metabolism of endogenous and exogenous molecules in the body.

Indeed, the major objective of the metabolism step is to make lipophilic molecules
water-soluble in order to facilitate their elimination from the body. This transformation can
take place essentially at the hepatic level. The liver is therefore considered as the main organ
of detoxification of xenobiotics, it constitutes the crossroads of metabolism of the majority of
drugs administered to the body. Hepatic cytochromes are most often involved in these
metabolic mechanisms.

Generally, cytochromes P450 are considered a major source of pharmacokinetic
variability. The activity of CYPs can vary according to endogenous factors (sex, age,
hormones, pathologies, genetic polymorphism) or exogenous factors (drug, food, pollutants,
additives). All these factors are therefore likely to generate induction or inhibition phenomena
on the expression and activity of these enzymes. Moreover, these cytochromes are involved in
many pharmacokinetic interactions of drugs with the patient's environment. Foods, in
particular grapefruit juice and certain vegetables and fruits, alcohol, tobacco or coffee
consumption, as well as medicinal plants such as St. John's wort, can participate to different
degrees in the induction or inhibition of their activities.

In the last few years, the power of CYPs as biocatalysts has been increasingly
recognized for the industrial synthesis of chemicals, pharmaceuticals and agrochemicals
products, as well as their important role in several research fields.
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fidele a leur renseignement.

- D’exercer ma profession avec conscience, dans I’intérét
de la santé public, sans jamais oublier ma responsabilité
et mes devoirs envers le malade et sa dignité humain.

- D’étre fidele dans I’exercice de la pharmacie a la
législation en vigueur, aux regles de I’honneur, de la
probité et du désintéressement.

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été
confiés ou dont j’aurais eu connaissance dans I’exercice
de ma profession, de ne jamais consentir a utiliser mes
\} connaissances et mon état pour corrompre les meeurs et |

/ favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele
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