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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 

À une même dose, certains patients présentent une réponse favorable, d'autres une 

efficacité moindre voire même une inefficacité et d'autres encore, une toxicité. Des 

variations dans le métabolisme des médicaments, dont celui dépendant des 

cytochromes P450 (CYP450), expliquent une large part de variations observées 

entre les patients dans leur réponse aux médicaments. En effet, les CYP450s sont 

largement impliqués dans la biotransformation des médicaments et une attention 

particulière doit être portée aux facteurs modulant l'activité de ces derniers. 

Mon projet de doctorat s'inscrit dans une visée à la fois fondamentale et clinique. Un 

premier volet présente des travaux de recherche visant à caractériser le 

métabolisme in vitro par les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 et mesurer l'influence 

du cytochrome b5 sur leur activité catalytique. Cette étude fut réalisée à l'aide de 

deux substrats marqueurs connus des CYP3As, la dompéridone et le midazolam. 

Un second volet porte sur la caractérisation du mécanisme d'inhibition des CYP3As 

par la clarithromycine, un antibiotique macrolide responsable d'un nombre important 

d'interactions médicamenteuses. Nos résultats montrent que l'inhibition des 

CYP3As par la clarithromycine possède des composantes d'inhibition compétitive et 

non-compétitive (formation de complexes métaboliques). Les modèles in vitro actuel 

d'inhibition par complexe métabolique ne permettent pas une extrapolation précise à 

la situation in vivo et utilisent des techniques difficilement reproductibles. Un modèle 

d'inhibition in vitro a été élaboré pour des inhibiteurs formant des complexes 

métaboliques intermédiaires. 

Le troisième projet de recherche s'intéresse à l'expression et l'activité des CYP450s 

cardiaques et leur impact sur les concentrations intracellulaires des médicaments. 

De fait, la présence de CYP450s exprimés au niveau cardiaque pourrait contribuer 

au métabolisme intra-tissulaire et expliquer en partie la variabilité interindividuelle 

observée dans les effets cardiaques de certains médicaments. Dans un premier 

temps, les niveaux d'expression d'ARNm de CYP450s ont été déterminés à partir 

de cœurs de sujets sains ou insuffisants cardiaques. En second lieu, l'activité de 

ces enzymes a été évaluée suite au développement d'un protocole 

d'ultracentrifugation permettant de préparer des microsomes possédant une activité 
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catalytique. Nous avons ainsi caractérisé le métabolisme de la dompéridone et du 

vérapamil par les isoenzymes des CYP450s cardiaques (dont le CYP2J2). 

La présence de polymorphismes génétiques dans les gènes des CYP450s peut 

entraîner des modifications significatives dans le métabolisme des médicaments. 

Nous avons réalisé une étude évaluant la contribution de facteurs 

pharmacogénétiques dans la réponse à la warfarine, l'anticoagulant oral le plus 

prescrit. Nos résultats fournissent différents modèles de régression afin de décrire la 

variabilité dans la réponse à la warfarine (principalement à l'aide de génotypes: 

CYP2C9 et VKOR et de phénotypes: ratio urinaire de losartan, ratio plasmatique de 

S-/R-warfarine et d'un INR au jour 4) et d'établir un nomogramme de traitement. 

L'axe central de cette thèse repose sur le métabolisme des médicaments via les 

CYP450s comme facteur de variabilité interindividuelle dans les effets 

pharmacologiques des médicaments. Des études in vitro avec des isoenzymes des 

CYP450s et in vivo chez l'humain ont été réalisées dans le but d'améliorer les 

modèles in vitro permettant de prédire le potentiel d'interactions médicamenteuses 

chez l'humain. 

Mots clés: Cytochromes P450, cytochrome b5, complexe métabolique 

intermédiaire, pharmacogénétique, pharmacocinétique, variabilité 

interindividuelle, clarithromycine, dompéridone, vérapamil, warfarine. 
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RÉSUMÉ EN ANGLAIS 

When the same dose of a drug is given to patients, sorne show efficacy, others a 

lack of response while others show toxicity. Drug biotransformation by the 

cytochrome P450 (CYP450) enzymatic system is a major determinant of inter­

subject variability in drug response. Several isozymes are comprised in this 

superfamily of enzymes and a number demonstrate genetic polymorphisms that 

influence their activity. 

My Ph.D. project had both basic and clinical research aspects. Our first theme of 

research aimed at a better characterization of the respective role of CYP3A4 and 

CYP3A5 in drug metabolism. We also studied the modulatory role of cytochrome b5 

on their activity. Studies were conducted with two CYP3A probe drugs namely, 

domperidone and midazolam, to dissect the respective contribution of CYP3A4 and 

CYP3A5. A second theme of our studies was the characterization of CYP3A 

inhibition by clarithromycin, a macrolide antibiotic involved in clinically-relevant drug­

drug interactions. Our results demonstrate that inhibition of CYP3As by 

clarithromycin has a weak competitive inhibition component but a rather major non­

competitive component (formation of intermediate metabolic complexes). Currently 

used in vitro models for the assessment of the formation of intermediate metabolic 

complexes do not allow for quantitative extrapolation to in vivo conditions. A new in 

vitro model was developed for the measurement of CYP450 inhibition secondary to 

the formation of intermediate metabolic complexes. 

Our third project aimed at the study of cardiac CYP450s and their role in the control 

of intra-cardiac drug concentrations. We hypothesized that CYP450s levels in 

cardiac tissue may largely contribute to the control of intracellular drug 

concentrations. Hence, variability in the activity of cardiac CYP450s could explain 

sorne of the intersubject variability in drug action. In a first series of studies, the 

presence of CYP450 mRNAs was compared in samples obtained from hearts 

explanted from patients with end-stage heart failure and from hearts of healthy 

donors. Our results showed that m RNA of certain CYP450s can be rTlOdulated by 

heart failure. In the second part of these studies, an ultracentrifugation protocol was 

developed for the preparation of microsomes that could retain metabolic activity. 
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The metabolism of the probe drugs domperidone and verapamil by cardiac 

CYP450s, including CYP2J2, was characterized. 

Finally, a clinical study was conducted with the most prescribed anticoagulant agent 

warfarin. Warfarin has a narrow therapeutic index which commands a close follow­

up for dose adjustment. Our study examined the contribution of various non-genetic 

and genetic factors in the response to warfarin. Our multiple regression models 

established the role of CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms as weil as the 

importance of phenotypic measures - urinary metabolic ratio of losartan, the SIR 

plasma warfarin ratio and INR on day 4 - to construct a dose nomogram for 

warfarin. 

The main stream of researches conducted in my thesis was the study of the 

CYP450s using various probe drugs to improve our understanding of intersubject 

variability in drug action. In vitro studies were conducted with various CYP450 

isozymes and a pharmacogenetic study conducted in humans to improve the 

predictive value of in vitro models to drug disposition. 

Key words : Cytochromes P450, cytochrome b5, metabolic intermediate complex, 

pharmacogenetic, pharmacokinetic, intersubject variability, 

clarithromycin, domperidone, verapamil, warfarin. 
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ORIENTATION GÉNÉRALE DE MES TRAVAUX DE RECHERCHE 

Un grand nombre de patients présentent malheureusement des effets indésirables 

aux médicaments. Une attention particulière mérite d'être portée vis-à-vis ces effets 

secondaires puisqu'ils sont responsables de nombreuses hospitalisations. Ainsi, en 

plus de l'âge, du sexe et des facteurs environnementaux, nous savons à présent 

que les interactions médicamenteuses ou encore la présence de polymorphismes 

génétiques jouent un rôle important dans la variabilité interindividuelle et intra­

individuelle dans la réponse aux médicaments. Ainsi, l'utilisation conventior:melle 

d'un médicament pour un patient peut se traduire par une inefficacité clinique alors 

que pour un autre, cette même utilisation pourra se traduire par une toxicité. Mes 

travaux de recherche s'intéressent à cette problématique et portent donc sur les 

facteurs pharmacocinétiques et pharmacodynamiques impliqués dans la variabilité 

interindividuelle dans la réponse aux médicaments. Un des facteurs majeurs 

pouvant expliquer cette variabilité est le métabolisme des médicaments. Plusieurs 

études ont démontré que les cytochromes P450 (CYP450s) constituent le système 

enzymatique d'importance impliqué dans le métabolisme des médicaments. Une 

attention particulière lors de mes études fut donc portée aux interactions 

médicamenteuses et aux facteurs de prédisposition génétique dans le métabolisme 

des médicaments. 

Ma thèse se subdivise en trois parties comprenant dans un premier temps une 

introduction qui est suivi d'une deuxième section décrivant mes travaux de 

recherche et finalement, une conclusion générale. Brièvement, l'introduction est 

composée d'une revue de notions relatives à la pharmacologie clinique incluant un 

rappel des concepts de pharmacocinétique-pharmacodynamie décrivant 

spécifiquement le métabolisme des médicaments. Plus précisément, les facteurs 

responsables de la variabilité interindividuelle dans la réponse aux médicaments 

relatifs aux CYP450s comprenant entre autres la pharmacogénétique sont 

élaborés. 

La seconde section représente le corps de ma thèse constitué de mes travaux de 

recherche lesquels comprennent 6 articles. Cette section est également subdivisée 

en deux grandes parties dont l'une porte sur la caractérisation du métabolisme de 

substrats marqueurs des CYP450s au niveau hépatique et cardiaque et l'autre traite 
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de la variabilité dans la réponse à la warfarine. Mes travaux de recherche sont 

présentés à l'aide d'articles scientifiques et chacune des sous-sections est 

organisée de la façon suivante; tout d'abord, les objectifs de l'étude sont décrits 

suivi d'une brève introduction de notions théoriques en lien avec l'article, ensuite 

l'article est présenté et finalement, une discussion générale relative à chacun des 

articles est exposée. 

La première partie de mes tr~vaux de recherche traite en premier lieu du 

métabolisme de substrats marqueurs des CYP450s au niveau hépatique soit, sur la 

caractérisation du métabolisme de la dompéridone par les CYP3As, le rôle des 

isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5, du rôle du cytochrome b5 et de la détermination 

des caractéristiques d'inhibition par la clarithromycine. Les articles qui y sont 

intégrés comprennent; #1) An improved HPLC assay with fluorescence detection for 

the determination of domperidone and three major metabolites for application to in 

vitro drug metabolism studies, #2) Comprehensive Characterization of CYP3A 

Isozymes Involved in the Metabolism of Domperidone: Comparison with the Probe 

Drug Substrate Midazolam, role of Cytochrome b5 and inhibition by ketoconazole, et 

#3) Competitive and Mechanism-based Inhibition of CYP3As by Clarithromycin: 

Comparison between Various Enzymatic Sources Including a New Cell-based 

Assay Using Freshly Isolated Human Hepatocytes. La deuxième portion de cette 

partie porte sur le métabolisme au niveau cardiaque, soit sur la détermination des 

niveaux et de l'activité de différents CYP450s au niveau du cœur humain. Deux 

articles sont présentés dont l'un rapportant la présence de CYP450s dans le tissu 

cardiaque humain (#4: Determination of Cardiac mRNA Levels of CYP450s 

Involved in the Metabolism of Drugs from a Large Cohort of Patients with End-stage 

Heart Fai/ure and Healthy Subjects) et le second décrit la présence d'activité 

catalytique relative aux CYP450s cardiaques (#5: Metabolism of domperidone and 

verapami/ by human heart microsomal fractions). 

Alors que la première partie de mes travaux de recherche est constituée d'études in 

vitro, la deuxième section porte principalement sur des aspects d'application 

clinique. Tel que mentionné précédemment, celle-ci décrit la variabilité dans la 

réponse à la warfarine et elle est formée d'un article: #6) Combination of phenotype 

assessments and CYP2C9-VKORC1 polymorphisms in the determination of 

warfarin dose requirements in heavi/y medicated patients. 



XIX 

Finalement, ma thèse se termine par une conclusion globale faisant un rappel 

général sur ,les principaux concepts et soulève les points majeurs démarquant de 

mes travaux de doctorat. 



SECTION 1; INTRODUCTION 



1. INTRODUCTION 

1.1. PHARMACOLOGIQUE CLINIQUE 

«Tous les médicaments sont des poisons, ce n'est qu'une question de dose» 
Paracelsus, il ya plus de 500 ans ... 

2 

L'étude des médicaments chez l'humain caractérise la pharmacologie clinique. En 

fait, elle décrit la relation entre la dose du médicament administré et l'effet 

biologique observé (désirable ou non). La pharmacologie clinique ne constitue pas 

une discipline scientifique circonscrite puisqu'elle représente une discipline générale 

faisant le pont entre la pharmacologie dite classique (le profil mécanistique) et la 

médecine clinique (le profil clinique). La pharmacologie clinique a pour objectif 

d'optimiser l'utilisation des médicaments déjà disponibles et d'évaluer leur profil 

d'efficacité et de sécurité. Et ceci, tant pour les médicaments sur le marché que 

pour ceux en développement, en réalisant des études scientifiques chez l'humain 

tant avec des volontaires sains que des patients. La pharmacologie clinique est 

subdivisée en deux sous-disciplines scientifiques; la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamie. 

Dans les années trente, Paul Martini, considéré comme un des premiers 

pharmacologues cliniques, a introduit le terme de pharmacologie clinique. 1 Martini a 

décrit entre autres l'utilisation du placebo mais il a surtout soulevé l'importance du 

besoin d'estimer adéquatement la taille des échantillons et d'établir clairement les 

conditions initiales (baseline) avant de procéder à une étude clinique. À la même 

époque, Gold et collaborateurs ont également contribué à la fondation de cette 

discipline grâce à leurs contributions importantes dans le développement du design 

d'essais cliniques.2
, 3 

La pharmacologie clinique a connu un essor scientifique due entre autres à certains 

médicaments pour lesquels des réactions indésirables ont retenus particulièrement 

l'attention de la population. Au début il y eu la digoxine et la quinidine, plus tard la 

thalidomide, la théophylline, les anti-arythmiques et récemment la terfénadine, 

l'astémizole, le mibéfradil et le cisapride. Ainsi, au début des années soixante, la 

tragédie de la thalidomide a entrainé une expansion du mandat de la FDA afin de 

mieux protéger le public.4 La catastrophe de la thalidomide a aussi fourni l'élan 

majeur quant au développement de centres d'excellence académique financé par le 
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National Institute of Health (NIH) dans le domaine de la pharmacologie clinique. En 

réponse au mandat publique généré par cette tragédie, les chefs de file en 

pharmacologie clinique des divers grands centres ont tenté d'établir un consensus 

sur les causes pouvant être prévenues et contribuant à la survenue d'effets 

indésirables importants.4 Parmi les causes susceptibles pouvant entraîner 

l'apparition de réactions indésirables ils ont noté; une polypharmacie indéquate, un 

échec de la part du personnel médical à identifier et à attribuer les symptômes ou 

les changements des tests de laboratoire à la médication, le manque d'études 

scientifiques concernant les mécanismes des réactions indésirables et enfin, 

l'ignorance générale des principes de la pharmacologique de base et appliquée et 

ceux de la thérapie.3 Ils concluent aussi que mise à part les effets tératogènes, les 

réactions indésirables aux médicaments observées en clinique sont pour la plupart 

liées à la dose et plus rarement, idiosyncrasiques. 

Par la suite, la reconnaissance que la réponse aux médicaments est très variable 

entre les patients qui sont traités avec une dose standard a suscité le 

développement de méthodes analytiques afin de mesurer les concentrations 

sanguines chez les patients.3 La disponibilité de ces analyses rendait possible 

l'application des principes de pharmacocinétique dans la pratique routinière des 

soins aux patients. Toutefois, malgré ces avancées importantes, la fréquence des 

réactions indésirables majeures (soit celles nécessitant ou prolongeant des 

hospitalisations, entraînant une invalidité ou même la mort) demeurait toujours 

élevée (6.7% chez les patients hospitalisés).5 Certains prétendaient même que cette 

incidence était probablement plus élevée que celle généralement reconnue. 

Il est possible et il était de pratique commune d'établir la dose thérapeutique d'un 

médicament par une approche empirique, soit par essai et erreur, en ajustant la 

dose ou l'intervalle posologique en fonction des effets produits, observés et 

attendus.6 Ainsi, un régime thérapeutique est établi afin d'optimiser la réponse 

pharmacologique et de réduire les toxicités et les inefficacités thérapeutiques. Les 

progrès en pharmacologie clinique ont seulement pris de l'ampleur lorsqu'il fut 

découvert que les concentrations au site actif et non la dose guidaient la réponse et 

que pour atteindre et maintenir une réponse adéquate, il était nécessaire de générer 

et d'assurer un profil d'exposition approprié du médicament dans l'organisme.7 

Ainsi, ils sont passés de l'approche empirique caractérisée par une relation directe 

entre la dose du régime thérapeutique et les effets observés (désirables et 

indésirables) à une approche dite rationnelle où la dose et la réponse observée ne 
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sont plus directement reliées.6 Selon ce concept, les facteurs contrôlant le profil 

d'exposition définissent la pharmacocinétique. Brièvement, la pharmacocinétique 

peut-être caractérisée comme suit «qu'est-ce que l'organisme fait avec le 

médicament» alors que la pharmacodynamie peut-être décrite par «qu'est-ce que le 

médicament fait sur l'organisme;>. 

La pharmacocinétique décrit la relation entre «l'input» du médicament et les 

concentrations atteintes dans le temps. De fait, la pharmacocinétique est définie par 

les processus d'absorption, de distribution et d'élimination (métabolisme et 

excrétion) du médicament qui influencent le temps d'action de ce dernier. La 

pharmacodynamie décrit la relation entre les concentrations et les effets produits 

dans le temps. Ainsi, la pharmacodynamie constitue la phase intervenant 

directement avec le mécanisme d'action du médicament. Il existe des facteurs 

pouvant influencer tant les paramètres pharmacocinétiques que 

pharmacodynamiques et conséquemment, une modulation de la réponse au 

médicament pourra être observée. 

Suivant l'administration d'un médicament, le profil de réponse et d'effets 

indésirables diffèrent parmi les patients. Le phénomène de variabilité 

interindividuelle dans la réponse aux médicaments est largement reconnu par la 

communauté scientifique et médicale. Malgré les avancés technologiques, les 

problèmes de santé (incluant les effets indésirables importants, la toxicité et l' 

inefficacité de traitement) et les coûts économiques engendrés au système de santé 

qui découlent de la difficulté à prévenir et à mieux contrôler cette variabilité 

demeurent importants encore aujourd'hui. De nombreux efforts ont été portés afin 

de mieux comprendre les facteurs susceptibles de moduler la réponse aux 

médicaments. La variabilité interindividuelle dans la réponse aux médicaments est 

multifactorielle. Parmi les divers facteurs responsables, on retrouve; les facteurs 

environnementaux, le sexe, l'âge, le poids, la présence de diverses pathologies 

concomitantes, les polymorphismes génétiques et différents déterminants pouvant 

affecter le devenir du médicament (l'absorption, la distribution, le métabolisme et 

l'excrétion). Les diverses combinaisons et interactions entre ces différents facteurs 

déterminent le profil pharmacocinétique et pharmacodynamique d'un médicament 

pour chaque patient. 

Une attention particulière est portée sur le métabolisme des médicaments comme 

déterminant majeur impliqué dans la variabilité dans la réponse aux médicaments. 
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D'ailleurs, il faut préciser que les interactions médicamenteuses affectant la 

pharmacocinétique et particulièrement celles altérant le métabolisme des 

médicaments constituent un des facteurs majeurs impliqués dans la survenue 

d'effets indésirables. De fait, 70 à 80% des réactions indésirables aux médicaments 

seraient principalement reliés à la relation dose-concentration d'où l'importance des 

facteurs pouvant affecter la pharmacocinétique.3 Malheureusement, le concept est 

connu mais difficile d'application dans la pratique clinique. 

Certains grands concepts associés à la pharmacocinétique et à la 

pharmacodynamie sont brièvement élaborés dans la section suivante. 

1.1.1. PHARMACOCINÉTIQUE 

Absorption; 
L'absorption est le processus par lequel le médicament inchangé se rend du site 

d'administration au site où sont effectués les mesures de concentrations dans 

l'organisme (habituellement, le plasma). Suivant son administration orale, le 

médicament est confronté à diverses barrières et obstacles pouvant causer des 

pertes de ce dernier avant d'atteindre la circulation systémique. Certains facteurs 

pouvant limiter l'absorption d'un médicament incluent entre autres une dissolution 

incomplète, une destruction du produit, les propriétés physico-chimiques de la 

molécule, des difficultés reliés au passage trans-intestinal secondaire à la présence 

de transporteurs et le métabolisme dans la lumière intestinale ou dans les 

entérocytes.6 L'absorption n'est pas restreinte à l'administration orale seulement 

mais s'applique aussi aux routes intramusculaire, sous-cutanée et autres voies 

extravasculaires. Ainsi, le suivi du composé inchangé dans le plasma est un moyen 

permettant l'évaluation de l'entrée du médicament dans la circulation systémique. 

La biodisponibilité est souvent utilisée pour caractériser l'absorption du médicament. 

Le paramètre de biodisponibilité représente l'effet du premier passage intestinal­

hépatique (métabolisme et transport) que subit le médicament lors du processus 

d'absorption jusqu'à ce qu'il atteigne la circulation systémique. Ce terme a été défini 

comme la quantité relative du médicament administré d'une formulation 

pharmaceutique précise qui entre dans la circulation systémique sous sa forme 

inchangée et la vitesse à laquelle ceci survient.8 Par convention, l'administration 

intraveineuse permet d'estimer la biodisponibilité absolue (100%). La biodisponibilité 
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relative par voie orale des médicaments est généralement inférieure à 1 ce qui 

s'explique principalement par l'effet du premier passage intestinal-hépatique. 

Distribution; 

Une fois le médicament absorbé, celui-ci pourra se distribuer dans différents tissus 

de l'organisme. La distribution est un processus réversible consistant en un transfert 

du médicament du site où sont effectués les mesures (souvent le plasma) vers les 

différents tissus.8 

Élimination; 

L'élimination est un processus irréversible caractérisé par une diminution des 

concentrations du médicament du site où l'on mesure celui-ci. L'élimination 

s'effectue selon deux processus qui sont l'excrétion et le métabolisme. L'excrétion 

consiste en ~ne perte irréversible du médicament sous forme inchangée tandis que 

le métabolisme est la conversion chimique du composé en un autre produit.6 

L'un des concepts probablement le plus important et le plus utilisé en clinique est 

celui de la clairance. La clairance est une mesure de capacité d'un organe à 

éliminer le médicament reliant alors la quantité de médicament éliminé de 

l'organisme durant une certaine période à sa concentration moyenne dans la 

circulation systémique durant cette même période (agissant comme réservoir).6 La 

clairance est décrite par l'équation suivante; CL = Dose /AUC où l'aire sous la 

courbe représente l'exposition totale au médicament durant une période de temps. 

La clairance d'un médicament est soumise au principe d'additivité et 

conséquemment, la clairance totale est obtenue par l'addition des clairances du 

médicament par différents organes.8 

La concentration dans le plasma atteinte après que la distribution soit complétée est 

fonction de la dose et de l'étendue de la distribution du médicament dans les tissus. 

Le volume de distribution est un volume apparent (et non un espace physique) dans 

lequel le médicament se retrouve. Le volume de distribution sera dépendant de la 

liaison du médicament avec les protéines plasmatiques, à sa liaison tissulaire, à 

l'accessibilité des cellules et à sa partition dans les lipides.6 Des données récentes 

indiquent de plus que la présence de transporteurs membranaires d'influx et d'efflux 

sont des déterminants majeurs de la distribution tissulaire des médicaments. 
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La demi-vie d'élimination apparente d'un médicament est également un paramètre 

souvent utilisé en clinique. Elle représente le temps nécessaire pour que soit réduit 

de moitié la quantité du médicament dans l'organisme. La demi-vie d'élimination 
-' 

apparente d'un médicament est dépendante de la clairance totale et du volume de 

distribution du médicament.8 

Tel que mentionné précédemment, l'élimination a lieu par excrétion et/ou par 

métabolisme. Pour la majorité des médicaments, l'excrétion est effectuée 

principalement via les reins et la bile. Le métabolisme représente le mécanisme 

majeur pour l'élimination des médicaments. Parmi les voies communes du 

métabolisme des médicaments, on note l'oxydation, la réduction, l'hydrolyse et la 

conjugaison. Un médicament peut être soumis à plusieurs voies de métabolisme et 

ces réactions surviennent habituellement dans un ordre séquentiel; les réactions de 

Phase 1 et de Phase 11.6 En effet, un médicament peut subir simultanément un 

métabolisme par différentes voies compétitives et les métabolites peuvent aussi 

subir un métabolisme dit secondaire. Les réactions d'oxydation, d'hydrolyse et de 

réduction surviennent généralement en premier, suivi des réactions de conjugaison 

d'où la désignation de réactions de Phase 1 et Il, respectivement. Ainsi, les 

transformations de phase 1 introduisent généralement un groupement fonctionnel ou 

réactif dans la molécule alors que les transformations métaboliques de phase Il sont 

habituellement des réactions de conjugaison du produit mère ou du métabolite avec 

l'acide glucuronique, le glutathion ou un sulfate. Les réactions de conjugaison 

facilitent le transport et favorisent l'élimination par les voies rénales et biliaires. Les 

réactions de phase 1 sont majoritairement catalysées par le système enzymatique 

des CYP450s. 

La biotransformation des médicaments est un mécanisme permettant à l'organisme 

de se débarrasser de composés étrangers indésirables comme les médicaments qui 

sont perçus comme des toxiques potentiels. Également le processus de 

biotransformation peut constituer un mécanisme afin de produire la forme active de 

certains composés (par exemple; les promédicaments). De plus, il faut noter que 

ces systèmes enzymatiques responsables de l'élimination des médicaments sont 

sujets à des variabilités inter- et intra-individuelles affectant ainsi l'élimination du 

médicament et conséquemment, on pourra parfois observer une modulation de 

l'effet pharmacologique de même que l'apparition de réactions indésirables. De fait, 

l'âge, le sexe, la présence de certaines pathologies peuvent affecter l'expression 

et/ou l'activité de certaines enzymes de biotransformation. De plus, il est bien 



8 

évident que l'administration concomitante de médicaments métabolisés via la même 

voie métabolique entrainera une inhibition (compétitive ou non) de l'enzyme avec 

des conséquences cliniques qui peuvent être de mineures à majeures et même 

mortelles dans certains cas. 

1.1.2. PHARMACODYNAMIE 

La pharmacodynamie décrit la relation entre les concentrations du médicament au 

site d'action et l'effet pharmacologique observé de ce médicament. L'intensité et la 

durée de l'effet pharmacologique sera fonction et proportionnelle à la dose 

administrée et à la concentration au site d'action.3 Létude de l'effet 

pharmacologique d'une molécule peut être effectuée à partir de différentes 

stratégies; par exemple à l'aide de modèles cellulaires ou moléculaires (in vitro), de 

tissus ou d'organes (in vitro, in vivo) ou finalement, en utilisant la totalité de 

l'organisme (in vivo).3 La mesure utilisée pour évaluer l'effet peut différer selon la 

stratégie employée. 

Les études pharmacodynamiques ont pour objectif d'évaluer la relation dose-effet 

ou concentration-effet et représentent un point central en pharmacologie. Ces 

études contribuent à mieux comprendre le mécanisme d'action des médicaments, à 

sélectionner les doses et les régimes posologiques, à déterminer l'efficacité et la 

puissance des différents agents pharmacologiques et à élucider des interactions 

médicamenteuses. Il faut toutefois préciser que la relation pharmacodynamique 

générale concentration- ou dose-effet ne reflète pas nécessaire la réponse dans le 

temps du médicament et est parfois insuffisante pour décrire cette réponse.3 Ceci 

s'explique entre autres par les raisons suivantes; 1) le plasma ne constitue pas le 

site d'action de la majorité des médicaments et ainsi, la réponse est retardée par 

rapport aux prédictions pharmacocinétiques réalisées avec les concentrations 

plasmatiques (à l'exception de certaines médicaments comme l'héparine) et 2) 

l'action pharmacologique d'un médicament n'est pas nécessairement la même que 

la réponse au médicament.3 Une cascade de réactions peut suivre la liaison au 

récepteur et entraîner des médiateurs intermédiaires et des voies de signalisation 

complexes causant des changements physiologiques. Par conséquent, il est 

important de distinguer l'action pharmacologique (par exemple; l'inhibition de 

l'enzyme HMG-CoA réductase par les statines) de l'effet physiologique (par 

exemple; la baisse du cholestérol par les statines) et la réponse thérapeutique (par 

exemple; la baisse du risque d'évènements cardiovasculaires). En résumé, l'effet 
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serait une conséquence de l'action du médicament et le délai d'action serait un 

reflet du temps requis pour que le médicament atteigne le site d'action 

pharmacologique ou encore, pour que le médicament altère la synthèse ou la 

dégradation de certains facteurs lesquels sont associés à des effets physiologiques. 

Conclusion 

La variabilité importante observée dans la réponse aux médicaments associée aux 

retombées économiques engendrées par une mauvaise utilisation de ces derniers 

sont un enjeu important soulevant un besoin de développer des outils afin 

d'améliorer les soins aux patients. La nouvelle approche se veut une médecine 

davantage personnalisée qui consiste à adapter la dose, le régime posologique et le 

choix du médicament aux caractéristiques du patient. Ceci nécessite une intégration 

des connaissances relatives à la pharmacocinétique et à la pharmacodynamie. En 

général, on remarque que le désir de mieux comprendre les mécanismes sous­

jacents à la variabilité dans la réponse aux médicaments a suscité un intérêt 

marqué pour la pharmacocinétique dont particulièrement pour le métabolisme des 

médicaments. 

1.2. CYTOCHROMES P450 

1.2.1. GÉNÉRALITÉS 

Évolution: des plantes à l'homme 

Les CYP450s seraient d'abord apparus chez les procaryotes, avant l'arrivée des 

eucaryotes et même, avant l'accumulation d'oxygène dans l'atmosphère. En fait, il 

semble que les systèmes d'oxydoréduction de type fer-sulfure auraient joué un rôle 

clé dans l'origine et le développement de la vie.9 Alors qu'au départ, le rôle des 

CYP450s pouvait être la détoxification vis-à-vis l'oxygène, l'augmentation majeure 

de l'oxygène dans l'atmosphère, il y a des millions d'années, a probablement 

redirigé les fonctions des CYP450s vers une utilisation de l'oxygène pour le 

métabolisme de produits endogènes et de xénobiotiques.9 D'ailleurs, l'élaboration 

de l'arbre phylogénétique montre un lien entre les concentrations d'oxygène 

atmosphérique et le développement biologique. Le métabolisme d'acides gras 
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endogènes et de stéroïdes fut probablement les fonctions premières et communes 

des CYP450s.10 

Une diversification massive a eu lieu avec l'apparition des plantes suivie par la 

colonisation de vertébrés. Cette diversification importante est attribuée aux plantes 

qui se défendent contre les herbivores lesquels sont pourvus de nouveaux 

CYP450s capables de les détoxifier. 11 De fait, des évidences soulignent un 

phénomène de coévolution liant les CYP450s des herbivores avec ceux retrouvés 

chez les plantes. Les données phylogénétiques suggèrent une longue bataille entre 

les CYP450s retrouvés chez les plantes et ceux des mammifères. En fait, dans 

l'évolution de la vie, les autotrophes comme les plantes doivent synthétiser des 

r composés organiques à partir de sources inorganiques et de l'énergie alors que les 

hétérotrophes comme les animaux, peuvent puiser leur énergie à partir de ces 

derniers. Les plantes ont élaboré des moyens de défense chimique en produisant 

des toxines afin de dissuader les prédateurs potentiels et de se protéger. En 

réponse, le système des CYP450s chez les animaux s'est développé et s'est adapté 

afin de pouvoir se détoxifier de ces toxines. Ainsi, de cette rivalité qui perdure 

depuis des millions d'années, se développent des activités catalytiques et de 

nouvelles formes de CYP450s. " y aurait au moins une famille de CYP450s dont 

l'expression est ubiquitaire et commune à tous les organismes (animaux, plantes, 

champignons, levures, bactéries), soit le CYP51 (stérol déméthylase) qui est 

considéré comme étant le plus ancien membre de la famille des CYP450s. 12
, 13 

Historique: 

La branche de la pharmacologie qui considère l'implication des enzymes de 

métabolisme comme un processus déterminant dans la disposition des 

médicaments dans l'organisme, maintenant défini comme le métabolisme des 

médicaments, a émergé vers 1840, avec les premières études s'intéressant au 

devenir et à la transformation dans l'organisme de produits exogènes en 

métabolites. 14 Garrod fut le premier à réaliser que des enzymes pourraient agir 

comme détoxifiant envers les substances exogènes; il croyait alors que les effets 

toxiques présentés par certains patients résultaient de l'inefficacité de leurs 

enzymes à détoxifier ces substances.15 La grande majorité des processus des voies 

métaboliques (comme, l'oxydation, la réduction, la sulfatation, la conjugaison à 

l'acide glucuronique, la méthylation et l'acétylation) furent découverts et décrits 

entre -1860 et 1900.14 Par la suite, les travaux effectués à l'aide de préparation 

d'organes perfusés ont montré que le foie représentait le site principal de 
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métabolisme avec une contribution importante de d'autres organes, dont les reins. 

Après la Seconde Guerre Mondiale, les connaissances sur le métabolisme des 

médicaments ont connus des avancées majeures grâce à de nouvelles techniques 

de bioanalyse incluant la colorimétrie, la spectrométrie de masse et des techniques 

permettant d'explorer les réactions enzymatiques. 

Un intérêt particulier pour les sciences biomédicales est apparu dans les années 

1940-50. L'éclosion de ce secteur fut supportée «politiquement» entre autres par 

l'établissement de l'Institut Nationale de la Santé (NIH) et par la participation de 

différents comités gouvernementaux à fournir un support financier pour la recherche 

et la formation universitaire.16 De nombreux scientifiques ont ainsi participé à 

l'évolution des connaissances sur les CYP450s. Vers 1947, les travaux menés par 

RT Williams ont montré la formation de différents métabolites et leur excrétion par 

différentes voies d'élimination suite à l'administration de xénobiotiques chez 

l'animaI.17
•
19 Ce chercheur proposa que le métabolisme des xénobiotiques 

impliquerait une variété de processus biochimiques. Bernard Brodie est considéré 

comme l'un des pionniers de la pharmacologie moderne. Son laboratoire fut parmi 

les premiers à proposer le concept que les différences dans la réponse 

pharmacologique à un médicament entre les espèces corrélaient avec la capacité 

métabolique et les concentrations plasmatiques. Par exemple, ils avaient observé 

que des doses importantes du produit SKF-525A prolongeaient l'action de plusieurs 

barbituriques.2o En effet, le temps de sédation était augmenté chez les souris qui 

recevaient du SKF-525A. Les études de Cooper et al. montraient que le SKF-525A 

inhibaient le métabolisme in vitro et in vivo de d'autres médicaments suggérant un 

lien avec les enzymes qui métabolisent ces médicaments.21 

À la même époque, la localisation de ces enzymes fut possible grâce à l'invention 

de l'ultracentrifugeuse laquelle a permis d'isoler différentes fractions d'homogénats 

de foie. À la fin des années 40, le crédit de la découverte démontrant que les 

enzymes impliquées dans le métabolisme de xénobiotiques sont localisées dans 

une fraction des cellules hépatiques revient au groupe de Jim et Elizabeth Miller.16 

D'ailleurs, les travaux de Mueller et Miller ont décrit le rôle du NADPH et de 

l'oxygène comme étant des éléments requis pour métaboliser certains composés 

aminoazo par les fractions de cellules de foie séparées par centrifugation à partir 

d'un homogénat de foie de rat.22
•
23 
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Axelrod qui était alors un étudiant dans le laboratoire du Dr Brodie, a développé des 

méthodes afin de mesurer le métabolisme de médicaments psycho actifs dont les 

amphétamines et l'éphédrine. Ils ont découvert que l'amphétamine était métabolisée 

en phenylacétone dans le surnagent lequel était obtenu suite à la centrifugation de 

9,000g, mais pas dans la fraction microsomale ou la fraction soluble seules.24 Leurs 

études ont montré que la présence d'un nucléotide triphosphate sous forme réduite 

(TPNH maintenant nommé NADPH) et de l'oxygène étaient nécessaires pour 

observer' une activité catalytique dans des microsomes de foie de lapins. Ils 

conclurent donc que l'enzyme est dans les microsomes et que la fraction soluble 

fournit le NADPH. D'ailleurs, ces découvertes ont valu au Dr Axelrod un prix Nobel 

en 1970. 

Parallèlement, l'avancement des connaissances concernant les CYP450s a aussi 

été possible grâce aux études sur le métabolisme des stéroïdes.25
• 26 Les travaux de 

Ryan et Engel révélèrent le rôle des CYP450s dans le métabolisme des stéroïdes. 

Ils ont également montré qu'en présence d'oxygène et de TPNH (ou NADPH), les 

fractions microsomales du cortex surrénalien catalysaient l'hydroxylation de la 

progestérone.27 

Tel que mentionné précédemment, le développement de technologies dont la 

spectrophotométrie a joué un rôle dans la découverte des CYP450s. Martin 

Klingenberg, un jeune physicien chimiste allemand, s'intéressa à la 

spectrophotométrie et à son application pour les réactions à cinétique rapide 

impliquant un transport d'électron. En 1958, Klingenberg découvrait la présence 

d'un pigment liant le monoxyde de carbone (carbon-monoxide-binding pigment) dont 

l'absorbance maximal se trouvait à -450 nm. D'où la désignation de P450 qui 

s'expliquerait comme suit : «p" pour pigment avec un spectre d'absorption à 450 

nm en présence d'un agent réducteur et de monoxyde de carbone dans des 

microsomes hépatiques de rat.28 Ce pigment était très instable lors des traitements 

de solubilisation par des détergents. En 1962, les chercheurs Ryo Sato et Tsuneo 

Omura rapportèrent que la nature de ce pigment liant le monoxyde de carbone était 

une hémoprotéine.29 Ils ont baptisé ce pigment hémoprotéique, un cytochrome. 

Leurs travaux constituent le fondement de nombreuses études réalisées par la 

suite.3o
•

31 En 1962, le groupe composé d'Hashimoto, Yamano et Mason rapportait la 

découverte d'un nouveau composé ferrique dans des microsomes de foie de rat. 

Par la suite, il fut observé que ce «microsome ferrique" était identique au CYP450 

d'après son spectre d'absorption optique.32 



13 

La fonction physiologique de cette hémoprotéine liée à la membrane microsomale 

fut découverte en 1963, grâce aux travaux d'Estabrook, Cooper et Rosenthal qui 

s'intéressaient alors au rôle des stéroïdes dans l'hypertension.33 En accord avec les 

travaux de Ryan et Engel, ils ont montré que l'hydroxylation de la 17-

hydroxyprogestérone dans des fractions microsomiques de cortex des surrénales 

était inhibée en présence de monoxyde de carbone.33
, 34 De plus, ils ont étudié le 

métabolisme oxydatif de plusieurs substrats dont la codéine, l'aminopyrine et 

l'acétanilide. Le métabolisme de ces produits était également inhibé par le 

monoxyde de carbone suggérant que le CYP450 est une enzyme impliquée dans 

l'hydroxylation de stéroïdes ainsi que dans le métabolisme de divers 

xénobiotiques. 35 

Dans les années soixante, le caractère inductible de l'activité catalytique des 

microsomes hépatiques a été découvert par Conney et al. De fait, ils ont montré à 

partir d'expériences réalisées chez l'animal que certains produits chimiques 

entrainaient une augmentation de la capacité de métabolisme de certains stéroïdes 

et médicaments observé dans des microsomes de foie. 36
, 37 Au milieu des années 

soixante, la question suivante fut soulevée; est-ce qu'il existe un seul CYP450 

catalysant toutes ces réactions ou avait-il plusieurs CYP450s hépatiques dont 

chacun aurait une spécificité envers certains substrats? Les études d'induction 

avec le phénobarbital et le 3-méthylchola'ntrène par Siadek et Mannering mettaient 

en évidence pour la première fois qu'il existait de multiples formes de CYP450s 

dans le foie.38 Il faudra attendre vers le milieu des années 70 avant la 

caractérisation de quelques formes de CYP450s. Ces travaux ont permis d'établir 

qu'effectivement il y a différentes formes de CYP450s lesquelles présentent un 

chevauchement mais aussi une certaine spécificité distinctive pour des substrats.39 

De plus, il a été montré que des CYP450s pouvaient être induits par certains 

composés chimiques, alors que d'autres CYP450s demeuraient relativement 

réfractaires à ces xénobiotiquesinducteurs. 

L'isolation et la caractérisation des différentes isoenzymes des CYP450s 

deviendront possibles au début des années 80 grâce aux percées technologiques 

dans le dÇlmaine de la biologie moléculaire. Au début des années 90, la recherche 

s'est davantage orientée sur les CYP450s humains ce qui a été possible grâce à la 
'0 

disponibilité de divers systèmes (enzymes recombinantes, anticorps spécifiques, 

tissus, biopsies ... ). Nous sommes maintenant dans l'ère des souris «knockout», des 
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enzymes recombinantes, d'anticorps spécifiques, de la pharmacogénétique et où 

les études sont davantage mécanistiques visant à mieux comprendre leurs fonctions 

physiologiques et l'implication clinique des différentes isoformes de ce système 

enzymatique. 

Nomenclature: 

La compilation des nombreuses recherches réalisées dans ce domaine ont montré 

que les CYP450s sont donc une superfamille constituée de plusieurs enzymes, 

nommées des isoenzymes, lesquelles sont toutes dérivées d'un gène ancestral 

commun. À la fin des années 80, un système de nomenclature a été développé par 

Nebert permettant d'identifier individuellement les différents CYP450s humains et 

des autres espèces qui est basé sur les similarités dans leurs séquences.4o
, 41 Il 

proposa une nomenclature pour les protéines des CYP450s basée sur l'évolution. 

Ainsi, les protéines dont les séquences d'acides aminés ont plus de 40% de sont 

regroupées dans une même famille. Les membres classifiés dans une même sous­

famille présentent une homologie de plus de 55% dans leurs séquences. Le premier 

chiffre arabe désigne la famille des CYP450s, suivi d'une lettre indiquant la sous­

famille et finalement, le dernier chiffre arabe permet l'identification individuelle de 

l'isoenzyme. L'acronyme CYP inscrit en majuscule fait référence à l'humain tandis 

que l'inscription Cyp réfère à la souris. 

Le séquençage du génome de différents organismes a permis d'identifier plus de 

7700 séquences de gènes de la superfamille des CYP450s, dont 2740 et 2675 chez 

les animaux et les plantes, respectivement. (http://drnelson.utmem.edu/ 

CytochromeP450.htlm) Il est intéressant de constater que 102, 84 et 323 gènes 

associés aux CYP450s ont été identifiés dans le génome d'eucaryotes comme la 

souris, la drosophile et le grain de riz, respectivement alors que chez l'humain ce 

nombre est moindre.42 Effectivement, chez l'humain, 18 familles de gènes des 

CYP450s sont identifiés et 44 sous-familles sont répertoriées. 

(http://drnelson.utmem.edu/ CytochromeP450.htlm) Au total, on retrouve 57 gènes 

et 58 pseudogènes associés aux CYP450s chez l'humain (Figure 

1).(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450. htlm) 



.-------c 4A11 4A22 

1 ~===4B1 '- 4X1 4Z1/4A20 
4F2 

4F3 4F11 
4F12 4F8 

L~~~~~:22 4V2 2681 26A1 
26C1 

11A1 1181 

~
~118227A1 27B1 27C1 

24 19 
20 

8B1 ~~: 
7A1 39 
51 

FIGURE 1: Arbre phylogénétique des 57 gènes des CYP450s identifiés 
chez l'humain, dont les principales familles impliquées dans le 
métabolisme des médicaments sont les CYP1, 2 et 3. 
Figure adaptée de Testa et Kriimer 2007 (Chemistry & Biodiversity). 

1.2.2. PROPRIÉTÉS 

15 

La désignation de «cytochrome P450" origine de leur caractère hémoprotéique et 

de la propriété spectrale particulière montrant un pic maximal d'absorption à 450 nm 

du complexe réduit du monoxyde de carbone avec l'enzyme. D'ailleurs la capacité 

du CYP450 réduit à produire un pic d'absorption à 450 nm suite à sa liaison avec le 

monoxyde de carbone est encore la technique utilisée pour l'estimation du contenu 

en CYP450. En fait, le monoxyde de carbone lie le fer de l'hème et la différence 

d'absorbance permet de quantifier la protéine. Le déplacement du maximum 

d'absorption vers le rouge d'environ 30 nm, tel qu'observé avec les CYP450s, 

désigne que la densité d'électrons au groupement hème est significativement 

perturbée. Il a été documenté que ceci serait dû à l'anion thiolate, c'est-à-dire un 

soufre chargé négativement.43 L'atome de soufre provient de la cystéine dans la 

région du site actif de l'hème (les détails seront présentés dans la partie structure). 
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Localisation: 

Les enzymes des CYP450s sont généralement attachées à une membrane, à 

l'exception de certains CYP450s solubles lesquels sont retrouvés chez les bactéries 

seulement. Donc, les CYP450s sont des protéines membranaires principalement 

localisés au niveau du réticulum endoplasmique (90%), bien que certaines formes 

de CYP450s participant à la synthèse de stérols, de stéroïdes ou d'acides biliaires 

résident dans la matrice mitochondriale.42
. 44. 45 La protéine est ancrée dans la 

couche membranaire bilipidique par le segment N-terminal qui est hydrophobe alors 

que le restant de la protéine jusqu'au segment C-terminal est exposé dans le 

compartiment cytosolique où le site catalytique est accessible. Les données 

indiquent que la NADPH-CYP450 réductase, la I\lADH-CYPb5 réductase et que le 

cytochrome b5 présentent une organisation similaire (figure 2).46 

Bicouche lipide du 
réticulum endoplasmique 

FIGURE 2: Localisation du CYP450 microsomale et du système NADPH­
CYP450 réductase dans la membrane du réticulum endoplasmique. Figure 
adaptée de Testa et Kriimer (Chemistry & Biodiversity 2007). 

La plupart des CYP450s sont exprimés préférentiellement dans la zone 

centrilobulaire du foie.47 Ceci n'est toutefois pas sans conséquences toxicologiques 

puisqu'en général, la région centrilobulaire du foie est davantage sensible aux 
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dommages occasionnés par les médicaments et l'éthanol qui sont activés via 

l'action des CYP450s.48 

Les CYP450s sont exprimés dans la majorité des organes du corps humain, mais 

certaines isoformes apparaissent spécifiques à certains organes. Certains tissus 

incluant le foie, les intestins et les glandes surrénales expriment des quantités 

élevées de CYP450s et leur concentration peut excéder celle des autres 

hémoprotéines retrouvés dans ces organes. 

Structure: 

Comme toute hémoprotéine, le CYP450 est composé d'une apoprotéine et d'un 

groupement hème. Ce dernier, l'hème, constitue la partie prosthétique nommée 

protoporphyrine ferrique (iron-protoporphyrin). Cette porphyrine est commune aux 

cytochromes et aux autres hémoprotéines comme l'hémoglobine et la myoglobine. 

De fait, le groupement hème sert de groupement prosthétique pour de nombreuses 

hémoprotéines essentielles à la vie. D'ailleurs celles-ci sont impliquées dans un 

éventail remarquable de fonctions biologiques comme la liaison de l'oxygène par 

l'hémoglobine, des réactions métaboliques impliquant l'oxygène (par exemple; les 

monoxygénases et les peroxidases), la transmission de signaux associés à des 

cascades de régulation (par exemple; la guanylate cyclase et l'oxyde nitrique 

synthase) et les réactions de transfert d'électrons par les cytochromes.49 L'élément 

le plus conservé dans la structure des CYP450s est la région hème-thiolate où 

l'oxygène est activé, c'est-à-dire le site actif de l'enzyme. 

Contrairement à la partie prosthétique (porphyrine) de l'enzyme, la section protéique 

(apoprotéine) est très variable d'une isoenzyme à l'autre. C'est d'ailleurs ce qui 

confère des différences dans leurs propriétés telles que les réactions, les produits 

formés, la spécificité enzyme-substrat et le poids moléculaire. Les CYP450s sont 

des hémoprotéines dont le poids moléculaire est d'environ 50 kDa (oscillant entre 

45 à 60 kDa) et contenant approximativement 500 acides aminés.50 
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terminal de la protéine fournit un atome de soufre essentiel au fer contenu dans 

l'hème.51 La liaison fer-soufre étant exceptionnellement forte entraîne un transfert 

considérable de la densité des électrons vers l'atome de fer nécessaire pour 

l'activité catalytique de l'enzyme. En effet, le ligand thiol en altérant la densité 

d'électrons fournit le champ électronique requis pour activer l'oxygène. D'ailleurs, la 

formation du cytochrome P420, forme inactive, peut être induite par la dénaturation 

de la protéine impliquant un déplacement du ligand hème-thiolate, c'est-à-dire par la 

rupture du lien fer-soufre. Le sixième ligand dont l'attraction est beaucoup plus faible 

peut être un groupement hydroxy provenant d'un acide aminé adjacent ou une 

molécule d'eau ou encore un substrat. Le groupement prosthétique hème est en 

intime relation avec le substrat puisque cet atome de fer permet l'activation de 

l'oxygène et l'oxydation du substrat. 

1.2.3. MÉCANISMES 

Les CYP450s représentent le système enzymatique majeur responsable des 

réactions métaboliques de phase 1. Brièvement, les transformations métaboliques 

de phase 1 introduisent un groupement fonctionnel ou réactif dans la molécule. Les 

mécanismes par lesquels les CYP450s catalysent ces réactions de phase 1 ont été 

largement étudiés malgré que certains points demeurent encore obscurs. La 

principale fonction des CYP450s est d'activer une molécule d'oxygène causant des 

intermédiaires réactifs pouvant attaquer des sites particuliers d'une entité chimique 

afin d'introduire un groupement hydroxy dans la structure. Le cycle catalytique 
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définissant le fonctionnement de ce système enzymatique ainsi que les réactions 

qu'ils catalysent seront brièvement décrits. 

Cvcle catalvtique : 

Les CYP450s sont des monooxygénases qui nécessitent un donneur d'électrons 

externe transférant les électrons requis pour l'activation de l'oxygène. Les CYP450s 

peuvent être classifiés en deux groupes selon le système d'électron utilisé. Les 

CYP450s microsomales qui sont des protéines membranaires acceptent leurs 

électrons d'une flavoprotéine, la NADPH-CYP450 réductase. Cette flavoprotéine 

contient une flavine-adénine dinucléotide (FAD) et une riboflavine 5'phosphate 

(FMI'J). Alors que la seconde classe de CYP450s comprenant les CYP450s 

mitochrondriales obtiennent leurs électrons d'une NADH-FAD réductase. Cette 

classe ne sera toutefois pas discutée dans la présente thèse. 

RH +02 

ROH +H20 

NADPH 

Membrane du 
réticulum 

Endoplasmique 

l 
Lumiere 

FIGURE 4: La biotransformation d'un composé par les 
CYP450s microsomales s'effectue sur la face externe du 
réticulum endoplasmique. Les électrons nécessaires à la 
réaction proviennent d'une molécule de NADPH et sont 
transférés au CYP450 par la flavoprotéine-CYP450 réductase. 
Figure adaptée de Guéguen et al. (Ann Biol Clin 2006) 
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Le cycle catalytique des CYP450s microsomales à titre de monooxygénase 
\ 

comprend différentes étapes se déroulant comme suit; le cycle débute en présence 

d'un CYP450 dont le fer est à l'état ferrique (Fe+3
) (Figure 5). 1) Lors de l'étape 1, le 

substrat se lie à l'enzyme près de la région distale de l'hème. La fixation du substrat 

avec le CYP450 peut entraîner un changement dans le spin de l'atome de fer 

(certains CYP450s ont un spin faible alors que d'autres CYP450s présentent un 

spin élevé à l'état libre de substrat). En fait, le fer ferrique à l'état d'équilibre existe 

sous deux états électroniques; sous forme de spin faible et spin élevé. Mais suite à 

cette liaison enzyme-substrat, l'hémoprotéine est obligatoirement sous la forme d'un 

spin élevé. Un spin élevé de l'atome de fer, aussi nommé état actif ou réductible, est 

caractérisé par une réduction qui est en termes d'énergie beaucoup plus facile que 

la forme de spin faible. 2) Ceci permet de procéder à la première étape de réduction 

où un électron sera transféré du NADPH-CYP450 réductase au CYP450 

microsomal. Plus particulièrement, l'électron vient du NADPH via la flavoprotéine 

NADPH-CYP450 réductase, dont l'électron circule du groupement prosthétique du 

FAD au FMN au CYP450. 3) Le CYP450 réduit, maintenant sous un état ferreux 

(Fe+2
), peut se lier à une molécule d'oxygène formant un complexe instable, Fe+2

02. 

Il semble que pour que la réaction de monooxydation ait lieu, le second électron doit 

être acheminé rapidement, autrement le complexe se dissocierait libérant un anion 

radicalaire superoxide. 4) Le complexe CYP450-dioxygène-substrat reçoit le second 

électron. Le transfert de cet électron peut être exécuté soit par la NADPH-CYP450 

réductase ou via le cytochrome b5. L'origine du deuxième électron dépend du 

CYP450 impliqué. 5) Un proton est ensuite ajouté. La réaction d'oxydation implique 

donc un transfert au substrat d'un atome d'oxygène activé. 6) Une molécule d'eau 

est libérée suite à la scission irréversible du lien peroxide, FeO-O. Lors de cette 

réaction le ligand thiolate joue un rôle déterminant en augmentant la densité 

d'électrons des deux atomes d'oxygène. 7) Ceci génère un composé réactif, le 

FeO+3 qui généralement attaque un atome d'hydrogène du substrat produisant un 

substrat radicalaire mais peut aussi attaquer directement le lien carbone-hydrogène 

sans la formation d'un intermédiaire radicalaire. 8) Ce qui est immédiatement suivi 

par la formation du complexe enzyme-produit caractérisée par une oxydation et 

finalement, 9) le produit se dissocie de l'enzyme. 
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FIGURE 5: Cycle catalytique des CYP4S0S. (bS i cytochrome bS) *L'étape 4 
peut aussi se faire directement via la NADPH-réductase. 
Figure adaptée Guengerich (Chem res Toxicol. 2000) 

Réactions: 

La versatilité des CYP450s concerne tant la grande variété de substrats qu'ils 

métabolisent que la variété remarquable de réactions qu'ils catalysent. L'oxydation 

représente la réaction la plus fréquente, toutefois les CYP450s peuvent également 

catalyser des réactions inhabituelles telles que la réduction, la déhalogénation, la 

déshydrogénation et des oxydations menant à des ouvertures de cycles.52 Les 

réactions conventionnelles de base incluent la C-oxydation, l'oxygénation d'un 

hétéroatome, la déalkylation et la formation d'époxyde. Brièvement, l'hydroxylation 

d'un carbone, ou C-oxydation, est la réaction la plus commune entrainant 

généralement la formation d'un alcool. Ces réactions sont habituellement associées 

à une diminution de la toxicité. Quant à l'oxygénation d'un hétéroatome, elle 

représente l'ajout d'un oxygène sur un atome autre que le carbone tel qu'un atome 

d'azote, de phosphore, de soufre et d'iode. Plusieurs des produits S-oxydés et N­

oxydés possèdent une toxicité moindre que la molécule mère. Cependant, il faut 

noter que la N-oxydation des composés arylamines et d'amines hétérocycliques 
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entraîne au contraire une activation de ces derniers. Parmi les autres réactions 

communément catalysées par les CYP450s, on retrouve la déalkylation qui consiste 

en l'hydroxylation d'un carbone adjacent à un hétéroatome engendrant la libération 

de ce dernier ainsi que la formation d'époxyde pour des composés possédant des 

carbones insaturés dans leur structure.52 La réaction causant une libération d'un 

hétéroatome (déalkylation) peut résulter tant en une détoxification qu'une 

bioactivation.52 L'époxydation est tout particulièrement d'intérêt dans le domaine de 

la toxicologie car elle peut entraîner la formation de produits instables pouvant 

interagir avec des macromolécules.52 D'ailleurs, ces réactions sont observées dans 

l'activation de divers composés chimiques carcinogènes par les CYP450s.53 Par 

ailleurs, même si la participation des CYP450s dans les réactions de réduction de 

composés endogènes n'est pas en grand nombre, leur implication demeure 

importante.52 Par exemple, il semble que les CYP450s soient impliqués dans des 

réactions de déshydrogénation laquelle est importante dans le métabolisme des 

acides gras. 

En somme, les CYP450s constituent le système enzymatique en importance 

responsable du métabolisme des xénobiotiques. Le système enzymatique des 

CYP450s est caractérisé par une versatilité importante dû au nombre de réactions 

qu'il catalyse ce qui est rendue possible grâce aux multiples membres qui le 

compose. La prochaine section fera une revue des principales familles des 

CYP450s, des membres qui les composent et qui sont principalement impliqués 

dans le métabolisme des médicaments. 

1.2.4. ISOENZYMES 

Les caractéristiques générales des principales isoenzymes des familles CYP1, 

CYP2 et CYP3 seront décrites. Les isoenzymes se distinguent entre autres par leur 

niveau d'expression tissulaire, leur sélectivité tissulaire, la sélectivité de leurs 

substrats et les réactions qu'elles catalysent. 

CVP1 

La famille CYP1 est constituée de 3 gèn~s, soiLles CYP1A1, CYP1A2 et CYP181. 

Globalement, ces trois enzymes sont davantage impliquées dans le métabolisme ou 
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l'activation de divers pro-carcinogènes environnementaux et de toxines.54
'
56 Le 

CYP1 A2 est essentiellement exprimé au foie. À l'inverse, les CYP1 A 1 et CYP1 B1 

sont surtout des isoenzymes retrouvées dans des tissus extra-hépatiques. 

CYP1A1 

Le CYP1 A 1 est exprimé dans le foie fœtal, mais son expression chez l'adulte n'est 

pas très importante.57, 58 Par ailleurs, il est exprimé dans les poumons où des 

variations importantes dans les niveaux de CYP 1 A 1 ont été observées entre les 

sujets.59, 60 Cette isoenzyme est également retrouvée dans le placenta et dans les 

cellules sanguines périphériques (les lymphocytes et monocytes).61, 62 De plus, 

l'ARl\lm associé au gène CYP1A 1 a été détecté dans certains tissus extra­

hépatiques comme le pancréas, la prostate, le thymus, l'intestin grêle, le colon et les 

glandes mammaires.51 , 63 Le CYP1A1 fut la première isoenzyme étudiée dans 

l'hydroxylation d'hydrocarbures aromatiques.64, 65 Elle intervient dans le métabolisme 

de composés comme le benzopyrène ou l'éthoxyrésorufine, mais aussi dans 

l'activation de puissants pro-carcinogènes.6o,66-69 Dans les années soixante, Nebert 

et Gelboin ont montré que l'enzyme aryl hydrocarbone hydroxylase qui représentait 

alors le CYP1A1, pouvaient être induite.64,65 Bien qu'in vitro cette isoenzyme 

apparaît inductible via de nombreux composés, in vivo les évidences 

«d'inductibilité» avec les différents produits sont plus limitées. La fumée de 

cigarette, les amines hétérocycliques et l'oméprazole demeurent des inducteurs 

reconnus.59,70 

CYP1A2 

Les séquences dans les régions codant pour les gènes CYP1A 1 et CYP1A2 sont 

identiques à 70%. Le niveau d'expression de CYP1 A2 est considérable puisqu'elle 

représente 10-15% des CYP450s hépatiques totaux. Il faut toutefois noter que ces 

niveaux d'expression sont très variables (environ 40-fois de variation 

interindividuelle).51 Contrairement au CYP1 A 1, l'isoenzyme CYP1 A2 n'a pas été 

retrouvée dans le tissu pulmonaire.63 Cependant tout comme le CYP1A1, l'activité 

du CYP1 A2 est induite par les hydrocarbures aromatiques polycycliques comme 

ceux retrouvés dans la fumée de cigarette, les viandes grillées sur charbon de bois, 

les produits d'incinération industrielle et certains légumes verts crucifères.51 , 71, 72 

Parmi les inhibiteurs du CYP1 A2, on note entre autres la furafylline, la 

ciprofloxacine, la fluvoxamine et la naphtoflavone.73. 74 Plusieurs carcinogènes et de 

nombreux médicaments sont des substrats du CYP1 A2 dont particulièrement, des 

amines aromatiques, des hydrocarbures polycycliques, des N-nitrosamines, la 
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caféine, des antipsychotiques atypiques incluant la clozapine et l'olanzapine, la 

théophylline et l'acétaminophène.71
, 75-7B 

GYP1B1 

Tout comme le CYP1A1, l'expression de l'isoenzyme CYP1B1 est principalement 

extra-hépatique. Chez l'humain adulte, le CYP1 B1 est retrouvé dans les reins, la 

rate, le thymus, la prostate, les poumons, les ovaires, l'utérus, les glandes 

mammaires, l'intestin grêle et le colon.51 Étant donné que le CYP1 B1 catalyse la 

biotransformation ou encore la formation de carcinogènes, plusieurs des tissus 

mentionnés précédemment présentent un intérêt particulier puisque plusieurs de 

ces composés sont associés avec le développement de tumeurs dans ces tissus. 

Effectivement, l'activité de CYP1 B1 est principalement caractérisée par sa capacité 

à activer une gamme variée de carcinogènes. Par exemple, une étude a rapporté 

que le dimethylbenzanthracène ne produisait pas de tumeurs chez les souris 

knockout pour le gène GYP1B1.79 Une découverte intéressante fut celle montrant 

que le CYP1B1 humain participe efficacement à l'hydroxylation de la 17-1} estradiol 

pour la transformer en 4-hydroxyestradiol. Il faut ajouter que les métabolites 4-

hydroxyoestrogènes sont chimiquement plus réactifs et qu'ils sont considérés 

comme des candidats potentiels à la formation des tumeurs dépendantes des. 

œstrogènes.Bo
, B1 Le réservatrol, un polyphénol retrouvé dans le raisin rouge et pour 

lequel des propriétés anticancéreuses ont été proposées, est un inhibiteur non­

compétitif de CYP1 B1.B2 

CYP2 

Le CYP2 représente la plus grande famille des CYP450s chez l'humain comprenant 

près du tiers des séquences du CYP450. Cette famille est composée de 13 sous­

familles dont 16 gènes fonctionnels sont dérivés (GYP2A6, 2A7, 2A13, 2B6, 2GB, 

2G9, 2G1B, 2G19, 2D6, 2E1, 2F1, 2J2, 2R1, 2S1, 2U1 et 2W1) et 13 pseudogènes 

ont été identifiés. Plusieurs des isoenzymes de la famille CYP2 ont été récemment 

identifiées et dont le rôle et la caractérisation de celles-ci sont encore préliminaires. 

Seules les isoenzymes bien caractérisées à ce jour et qui sont d'intérêt dans le 

métabolisme des médicaments seront abordées dans ce chapitre. 
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CYP2A6 

Le CYP2A6 est principalement retrouvé dans le foie chez l'adulte et l'expression 

extra-hépatique de cette isoenzyme est minime, à l'exception de la région 

nasopharyngée.83, 84 Chez le fœtus, le niveau d'expression des CYP2As est 

particulièrement élevé dans la muqueuse olfactive comparativement au foie. 85 Les 

sites d'expression du CYP2A6 présentent un intérêt particulier en lien avec le risque 

associé à certains cancers. La réaction de la 7-hydroxylation coumarin est 

spécifique à l'activité du CYP2A6, alors que cette isoenzyme présente un 

chevauchement dans la sélectivité de certains composés dont particulièrement, 

l'oxydation de nitrosamines. De fait, le CYP2A6 est associé à la bioactivation de 

composés carcinogènes retrouvés dans le tabac. De plus, le CYP2A6 est 

également impliqué dans le métabolisme de la nicotine en cotinine ainsi que dans 

l'hydroxylation de cette dernière.86.88 Il faut noter qu'en catalysant la 

biotransformation de la nicotine, le CYP2A6 forme des précurseurs carcinogènes 

associés au cancer du poumon.89 La contribution relative du CYP2A6 dans le 

métabolisme des médicaments est faible. Par contre, son implication est davantage 

située dans le métabolisme de composés chimiques, dans la formation de produits 

réactifs (par exemple le métabolite toxique de l'halothane) et dans la susceptibilité à 

développer des cancers. 

CYP2B6 

Chez l'humain, le CYP2B6 est le seul gène identifié appartenant à la famille CYP2B. 

Chez l'humain, cette isoenzyme est majoritairement exprimée dans le foie bien 

qu'elle fut aussi détectée dans les poumons, le cerveau, l'intestin, la peau, les reins 

et l'endométrium.9o Contrairement aux animaux rongeurs où la famille CYP2B est 

abondamment exprimée, le CYP2B6 compte pour seulement 1 % du contenu des 

CYP450s hépatiques humains et ne dépasserait que rarement 5% et cela, même 

chez des individus recevant des inducteurs.51 , 91 Il faut toutefois noter que son 

contenu hépatique varie considérablement (plus de 100-fois de variations).9o Il a été 

estimé que le CYP2B6 serait impliqué dans -3% des réactions métaboliques des 

médicaments.51 En particulier, la contribution du CYP2B6 apparaît importante pour 

le métabolisme du cyclophosphamide, du bupropion, de la kétamine, du propofol, de 

la S-méphénytoine, de la méthadone, de l'antimalarique artémisine, de la sélégeline 

et de certains polluants environnementaux.71
, 92, 93 Certains médicaments 

antirétroviraux contre le VI H sont métabolisés par le CYP2B6 et il a aussi été 

rapporté que certains agents peuvent induire l'activité de celle-ci dont le ritonavir.94, 

95 Parmi les inhibiteurs de cette isoenzyme, on note l'orphénadrine et la ticlopidine.92 
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CYP2C; CYP2CB, CYP2C9 et CYP2C19 

Il existe quatre gènes appartenant à la sous-famille CYP2C incluant les CYP2CB, 

CYP2C9, CYP2C1B et CYP2C19 lesquels présentent plus de 80% de similarité 

dans leurs séquences d'acides aminés.96 Les CYP2Cs sont parmi les premiers 

CYP450s humains ayant été purifiés à partir de tissus humains.97
-
99 Les protéines 

codant pour les gènes de la sous-famille CYP2C comptent pour environ 20% des 

CYP450s hépatiques totaux. 100 Les CYP2Cs présentent plusieurs polymorphismes 

génétiques lesquels influencent la réponse aux médicaments. Des quatre membres 

de cette sous-famille, les CYP2C8, CYP2C9 et CYP2C19 sont les isoenzymes 

d'intérêt clinique. En fait, l'expression du CYP2C18 apparaît surtout au niveau de la 

peau et des poumons mais est non significative au foie (au seuil de détection).51 

Cette isoenzyme ne semble pas inhibée, ni induite comparativement à ses 

consœurs du CYP2C et étant donné son activité catalytique très limitée et faible, sa 

contribution au métabolisme des médicaments est considérée comme peu 

probable.51 

CYP2CB 

Alors que son expression apparaît substantiel au niveau du tissu rénal, les données 

indiquent qu'elle est relativement faible au niveau hépatique.51 En plus des reins, 

l'ARNm associé au gène du CYP2CB a aussi été détecté dans d'autres tissus extra­

hépatiques dont le cerveau, l'utérus, les glandes mammaires, les ovaires, le 

duodénum et les glandes surrénales. 101 Le CYP2C8 a été rapporté comme étant 

hautement inductible dans les hépatocytes.102, 103 La réaction en importance 

caractérisant le CYP2C8 est celle de l'hydroxylation du taxol (paclitaxel).104 Parmi , 

les autres substrats du CYP2C8, on note la rosiglitazone, la troglitazone, la 

pioglitazone, le répaglinide, la cérivastatine, le vérapamil et aussi, des substrats 

endogènes tels que l'acide rétinoïque et l'acide arachidonique_105 D'ailleurs en 2001, 

la cérivastatine a été retirée du marché dû à des cas de rhabdomyolyses sévères et 

même mortelles. Suite aux analyses des cas d'effets indésirables avec la 

cérivastatine, des évidences d'interactions médicamenteuses significatives via le 

CYP2C8 ont été soulevées. De fait, plusieurs des réactions indésirables avec la 

cérivastatine sont survenues en présence de gemfibrozil, un inhibiteur puissant du 

CYP2C8.106
-
1OB Le CYP2C8 semble faiblement inhibé par les inhibiteurs puissants 

des CYP2Cs incluant le sulphafénazole.51 Brièvement, le CYP2C8 joue un rôle 

important dans l'oxydation hépatique et rénale de substrats endogènes et son 

implication majeure en pharmacologie clinique semble aujourd'hui davantage reliée 
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au métabolisme de l'agent antinéoplasique (paclitaxel). (Pour les détails en lien 

avec les substrats endogènes et les CYP2Cs voir section 2.1.2). 

CYP2C9 

Les nombreuses observations suite aux études d'induction métabolique avec des 

barbituriques ont contribué à la caractérisation du CYP2C9. La protéine a été 

purifiée entre autres à l'aide de l'hydroxylation de la S-méphénytoine de même 

qu'avec la tolbutamide.98, 109 Parmi les membres de la sous-famille CYP2C, le 

CYP2C9 est le plus hautement exprimé dans le tissu h~patique. Cette isoenzyme 

est probablement la seconde en importance en termes d'expression protéique 

hépatique après le CYP3A4. Le CYP2C9 est responsable du métabolisme de 

plusieurs médicaments incluant des anti-inflammatoires non-stéroïdiens, la 

warfarine, des sulfonyh.irées, des antagonistes de récepteurs à l'angiotensine et la 

fluvastatine. Plusieurs de ces substrats ont été proposés à titre de substrat­

marqueurs de l'activité du CYP2C9 dont le losartan, la tolbutamide, la warfarine et la 

phénytoine.ll0.115 L'activité du CYP2C9 peut être inhibée par le sulfaphénazole, un 

inhibiteur puissant et relativement sélectif pour cette isoenzyme. 

Le modèle pharmacophore associé au CYP2C9 a été largement étudié; les résultats 

obtenus en utilisant des coumarines à titre de marqueurs suggéraient la présence 

de deux sites dont l'un sert d'empilement pour les anneaux aromatiques et le 

second, est un site de liaison ionique pour les anions organiques. Il faut se rappeler 

que de nombreux substrats du CYP2C9 possèdent une charge anionique (substrats 

acides lipophiles).116.118 

CYP2C19 

Le CYP2C19 est en termes d'abondance, une isoenzyme relativement mineure où 

elle contribue pour moins de 5% des CYP450s hépatiques totaux. La réaction 

classiquement associée à l'activité du CYP2C19 est l'hydroxylation de la S­

méphénytoine. Le nombre de substrats dont le métabolisme est catalysé par le 

CYP2C19 est relativement restreint. Parmi les médicaments d'intérêt, on retrouve 

certains inhibiteurs des pompes à protons, principalement l'oméprazole, le 

citalopram et l'antimalarique, proguanil. 105 Également, le CYP2C19 est responsable 

du métabolisme de la thalidomide connue pour ses effets tératogènes. 119 
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CYP2D6 

La sous-famille CYP2D est constituée d'un seul membre chez l'humain, soit le 

CYP2D6. Bien qu'il ne représente qu'environ 2 à 5% du contenu total en CYP450s, 

le CYP2D6 est impliqué dans la biotransformation de -25% des médicaments 

utilisés en clinique. Cette isoenzyme est principalement exprimée dans le foie mais 

elle est aussi retrouvée dans le cerveau, les poumons et le cœur. 120 De plus, le 

CYP2D6 est caractérisé par une variabilité interindividuelle et interethnique élevée 

qui s'explique principalement par la présence de polymorphismes génétiques 

(détails à la section 1.3.2). Le CYP2D6 intervient notamment dans le métabolisme 

de composés endogènes dont certains neurotransmetteurs. L'association entre la 

présence de CYP2D6 dans le cerveau et les divers produits agissant au niveau du 

système nerveux central dont leur biotransformation est dépendante de l'activité de 

cette isoenzyme suscite beaucoup d'intérêt. 

Différentes études visant à caractériser la relation entre la structure du CYP2D6 et 

ses substrats ont observé que la plupart de ses substrats contenaient un atome 

d'azote basique situé à une distance de 5 à 7 A du site d'oxydation.51 En fait, la 

fonction aminée sert de site de liaison avec l'enzyme et le site d'oxydation est 

constitué d'un noyau. aromatique ou d'une zone hydrophobe sur lesquels les 

modifications sont réalisées. D'ailleurs, le CYP2D6 catalyse le métabolisme de 

nombreux médicaments avec une fonction aminée incluant des antidépresseurs 

tricycliques, des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine, des 

analgésiques opiacés, des antipsychotiques, des antiarythmiques, des ~-bloqueurs, 

des antihistaminiques de première génération, des dérivés des amphétamines, des 

inhibiteurs de l'acétylcholinestérase et l'antitussif dextrométhorphane 

(http://www.intermed-rx.ca).105 Parmi les inhibiteurs puissants de l'activité du 

CYP2D6, on retrouve la terbinafine et la quinidine. Les données de la littérature 

indiquent que cette isoenzyme ne serait pas sujette au phénomène d'induction. 

L'importance clinique de cette isoenzyme s'explique par la variabilité 

interindividuelle considérable qui la caractérise, sa contribution au métabolisme 

d'une panoplie de médicaments largement prescrits et les conséquences 

cliniquement significatives associées aux variations dans l'activité du CYP2D6. 

CYP2E1 

Chez l'humain, un seul membre de la sous-famille CYP2E a été caractérisé, soit le 

CYP2E1. Environ 7% du contenu en CYP450s hépatique est constitué de CYP2E1 , 

cependant les niveaux d'expression peuvent varier considérablement d'un individu à 
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l'autre.121 Cette isoenzyme a aussi été détectée dans des tissus extra-hépatiques 

comme les poumons, l'œsophage, l'intestin grêle, le cerveau, le coeur et les 

lymphocytes.84, 121, 122 L'hydroxylation de la chloroxazone, un relaxant musculaire, 

est relativement spécifique au CYP2E1. Toutefois d'autres isoenzymes dont le 

CYP 1 A 1, peuvent aussi catalyser cette réaction bien que leur activité catalytique 

soit excessivement faible. 123
, 124 Par conséquent, la chloroxazone est utilisée pour 

estimer l'activité hépatique du CYP2E1.125 Cette isoenzyme présente un intérêt 

particulier en toxicologie, puisque l'acétaminophène ainsi que plusieurs composés 

hydrophobes de petits poids moléculaires pro-carcinogènes incluant des 

nitrosamines, le benzène, le styrène et des composés polyhalogénés sont 

métaboliquement activés par le CYP2E1.126 Tout comme le CYP2A6, des 

anesthésiques halogénés (exemple; halothane et isoflurane) sont souvent 

métabolisés via le CYP2E1.127
, 128 

À l'origine, le CYP2E1 fut caractérisé comme une éthanol-oxydase. Le rôle du 

CYP2E1 dans le métabolisme de l'éthanol a été l'objet de maintes discussions. Il est 

maintenant bien démontré que l'alcool déshydrogénase représente l'enzyme 

majeure impliquée dans l'oxydation de l'alcool. Toutefois, le CYP2E1 peut 

contribuer au métabolisme de l'alcool en présence de concentrations élevée d'alcool 

ou chez des individus ayant des niveaux faibles de l'enzyme alcool 

déshydrogénase. Il a été suggéré que la transformation de l'éthanol en 

acétaldéhyde par le CYP2E1 aurait un rôle dans la toxicité associée avec l'alcool 

bien qu'il existe encore certaines controverses à ce sujet. Les études évaluant le 

phénotype du CYP2E1 en utilisant le chloroxazone à titre de substrat-marqueur ont 

montré plus de 5 fois de variation dans la clairance du médicament et plus de 50-

fois de variation dans l'expression protéique du CYP2E1 suite à une exposition à 

l'alcooI.129
, 130 En plus de l'éthanol, plusieurs composés peuvent induire l'activité du 

CYP2E1 incluant l'isoniazide et certains solvents (exemple; l'acétone, le benzène et 

le toluène) alors que le disulfiram a la capacité d'inhiber l'activité du CYP2E1. 

L'implication clinique du CYP2E1 réside donc dans le rôle de ce dernier dans 

l'oxydation de quelques médicaments, de l'alcool, le stress oxydatif (via la 

production de radicaux libres) et le risque de certains cancers. 51 

CYP2J2 

Le CYP2J2 est une enzyme dont l'expression est majoritairement extra-hépatique 

comprenant le tractus gastro-intestinal, le cœur, l'endothélium vasculaire, les reins, 

les poumons et le pancréas. En plus d'être impliqué dans le métabolisme de 
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composés endogènes dont l'acide arachidonique, le CYP2J2 est aussi impliqué 

dans la biotransformation de certains médicaments et particulièrement, quelques 

antihistaminiques de seconde génération. D'ailleurs, le CYP2J2 serait l'isoforme 

prédominante dans l'hydroxylation intestinale de l'astémizole et de l'ébastine chez 

l'humain, ce qui suggère un rôle non négligeable de cette nouvelle isoenzyme dans 

l'effet du premier passage intestinal-hépatique pour les médicaments substrats de 

cette isoenzyme.131
, 132 Les informations concernant cette isoenzyme sont 

davantage explicitées dans la section 2.1.2 (ii introduction). 

CYP3 

CYP3A ; CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 et CYP3A43 

La famille CYP3 humaine est constituée d'une seule sous-famille, le CYP3A, 

laquelle regroupe quatre gènes; CYP3A4, CYP3A5, CYP3A 7 et C YP3A 43. Les 

protéines dérivées des gènes CYP3As présentent un chevauchement dans la 

spécificité de leurs substrats mais démontrent des distinctions quant à leur 

expression tissulaire. En effet, le CYP3A4 est principalement exprimé dans le foie et 

l'intestin grêle, tandis que le CYP3A5 est sporadiquement retrouvé dans ces mêmes 

organes, mais il est communément associé à une expression extra-hépatique. Le 

CYP3A7 est principalement exprimé durant le développement fœtal et finalement, le 

CYP3A43 pourrait être exprimé dans les testicules et la prostate. 

Historiquement, la caractérisation de cette famille a débuté avec des études 

d'induction chez des animaux traités avec le phénobarbital. Dans les années 

soixante-dix, la purification et la caractérisation des CYP450s étaient limitées à deux 

formes connues de CYP450s; le CYP450 induit par le phénobarbital et le CYP448 

induit par le 3-méthylcholantrène. Dans les années quatre-vingt, il fut observé que la 

forme CYP450-phénobarbital était induite chez le rat suivant un traitement avec un 

stéroïde synthétique, la 16a-carbonitrile prégnénolone. 133
, 134 Ensuite, certains 

chercheurs intéressés au métabolisme de la nifédipine dû à sa grande variabilité 

interindivuelle observée, ont isolé le CYP450 capable de catalyser l'oxydation de la 

nifédipine.135
, 136 Ainsi, la famille CYP3A fut d'abord définie comme un CYP450-

phénobarbital, ensuite décrite comme le CYP450-16a-carbonitrile prégnénolone et 

puis nommée le CYP450-nifédipine oxydase. 
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CYP3A4 

Il est bien accepté que le CYP3A4 constitue l'isoenzyme majeure des CYP450s 

impliqués dans le métabolisme des médicaments. L'importance pharmacologique 

de cette isoforme s'explique par son expression abondante dans les principaux 

organes responsables de l'élimination des médicaments et par le nombre 

considérable' de médicaments qu'elle biotransforme. 

Le CYP3A4 est l'isoenzyme la plus abondamment exprimée dans le foie et dans 

l'intestin grêle où elle représente 30% à 60% du contenu hépatique en CYP450s.137
-

139 La fraction du CYP3A4 dans l'intestin grêle serait encore plus élevée.140 La 

présence de cette isoenzyme dans les hépatocytes et dans les entérocytes 

contribue de façon significative au métabolisme présystémique des médicaments, 

soit l'effet du premier passage intestinal-hépatique. Par conséquent, l'activité du 

CYP3A4 peut influencer significativement la biodisponibilité des médicaments 

administrés par voie orale et ainsi, affecter le profil d'efficacité et de toxicité de ces 

derniers. Par ailleurs, le CYP3A4 est aussi retrouvé dans d'autres organes comme 

l'estomac, l'œsophage et le colon où il est faiblement exprimé, représentant 4,3%, 

2,5% et 1,5% comparativement à son expression hépatique. 

Il est bien reconnu que le CYP3A4 peut métaboliser une grande variété d'agents 

pharmacologiques. D'ailleurs, l'isoenzyme CYP3A4 contribue au métabolisme de 

plus de 50% des médicaments couramment utilisés en clinique. Parmi ceux-ci on 

compte; des antirétroviraux contre le VIH, des bloqueurs des canaux calciques, des 

statines, des antiarythmiques, des antihistaminiques de deuxième génération, des 

benzodiazépines, des antidépresseurs, des antipsychotiques, des analgésiques 

opioïdes, des immunosuppresseurs, des anticancéreux, des antagonistes sélectifs 

5HT 3, des hormones, des modulateurs de la motilité gastrique et des agents pour le 

traitement de la dysfonction érectile. (http://www.intermed-rx.ca) 

L'activité catalytique associée au CYP3A4 est hautement variable dans la 

population. Il est commun d'observer jusqu'à 40-fois (et même gO-fois) de variations 

dans l'expression de cette protéine entre les individus.139
, 141-143 De plus, il a été 

remarqué que l'activité métabolique in vivo des substrats du CYP3A4 peut varier 

d'au moins 10 fois. 121 Cependant, les mécanismes responsables de cette variabilité 

demeurent encore obscurs. Cette variabilité dans l'expression des CYP3As est en 
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somme le reflet complexe de plusieurs facteurs dont principalement, les facteurs 

environnementaux. De fait, il faut mentionner que les facteurs génétiques ne 

semblent pas influencer l'activité catalytique du CYP3A4. Bien qu'il existe des 

variants alléliques du CYP3A4, ceux-ci ne causent pas une distribution 

polymorphique de l'activité métabolique. Par ailleurs, l'induction transcriptionelle de 

cette isoenzyme semble jouer un rôle important dans la variabilité interindividuelle 

observée pour cette isoenzyme. En effet, l'activité du CYP3A4 est corrélée avec le 

niveau d'expression d'ARl\Jm indiquant que le contrôle transcriptionel est un 

mécanisme majeur pour la régulation de l'expression du CYP3A4.144 

Plusieurs produits ont la capacité d'induire l'activité catalytique du CYP3A4 en 

augmentant son expression; par exemple, la dexaméthasone, le rifampin, les 

barbituriques, la carbamazépine, la troglitazone, la primidone et le millepertuis sont 

tous des inducteurs connus du CYP3A4.105 À l'inverse, certaines cytokines comme 

l'interleukine-6 (IL-6) ont été associées à une régulation à la baisse des niveaux 

d'expression du CYP3A4. 145
, 146 

Une attention particulière est portée en clinique aux inhibitions de l'activité du 

CYP3A4 en raison des conséquences cliniques non-négligeables qu'elles peuvent 

engendrer. En effet, le CYP3A4 est impliqué dans de nombreuses interactions 

médicamenteuses cliniquement significatives. Ceci s'explique par le fait que le 

CYP3A4 soit impliqué dans la biotransformation d'un nombre considérable et d'une 

large diversité de médicaments. De plus, le phénomène de la polypharmacie étant 

une réalité courante en clinique, le potentiel d'administration concomitante de 

médicaments influençant ou étant influencé par le CYP3A4 s'en trouve augmenté et 

conséquemment, la probabilité d'interactions médicamenteuses aussi. 

Il faut noter que le CYP3A4 est la moins spécifique des isoenzymes du CYP450 en 

termes de spécificité des substrats qu'elle biotransforme. En plus de la gamme 

variée de substrats structurellement différents qu'elle métabolise, l'isoenzyme 

CYP3A4 catalyse un grand nombre de réactions diverses. Il a été proposé que cette 

versatilité métabolique soit expliquée par la présence d'un large site actif permettant 

la liaison du CYP3A4 avec des molécules de différentes tailles et de structures très 

variées. Il faut mentionner que la grande taille du site actif pourrait être en partie 

responsable du chevauchement dans la sélectivité des substrats entre les 

différentes isoenzymes de la sous-famille CYP3A. La structure «libre» (en absence 

de ligand) du CYP3A4 fut récemment décrite en 2004.147
, 148 Un des points 
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importants caractérisant la structure du CYP3A4 est la présence d'une large zone 

hydrophobe au-dessus du site actif. Les résultats de plusieurs études suggéraient 

que deux ou trois molécules pouvaient se lier simultanément au site actif. Toutefois, 

le volume du site actif décrit originalement en absence de ligand par Williams et al. 

et Yano et al. était trop petit pour soutenir une telle possibilité, à moins que des 

changements de conformation aient lieu suivant la liaison d'un ligand.147
, 148 

Différents modèles ont alors été proposés tentant d'expliquer la diversité des 

substrats que le CYP3A4 métabolise et les réactions cinétiques qualifiées comme 

non-conventionnelles (atypiques ou non-Michaelis-Menten) observées avec cette 

isoenzyme. L'un des modèles proposé est basé sur la présence de deux sites actifs 

distincts, l'un liant le substrat et l'autre liant un effecteur. 149
, 150 Dans ce modèle, seul 

le substrat a accès à l'oxygène.149 D'autres modèles ont suggéré la présence d'au 

moins deux régions structurellement séparées responsables de l'orientation et de la 

liaison du substrat à l'intérieur du site actif dont l'une ou plusieurs de ces régions 

seraient pourvues d'une région hydrophobe qui pourrait recevoir des substrats 

démontrant une autoactivation. 151 Également, un autre modèle propose qu'il y ait 1) 

un site actif comprenant deux sous-poches à l'intérieur du site actif qui peuvent lier 

les substrats et 2) une région pouvant accepter un effecteur.152 L'étude d'Ekroos et 

Sjëren a montré que l'interaction CYP3A4-ligand peut entrainer des changements 

de conformation drastiques dépendamment des ligands et augmenter jusqu'à 80% 

le volume du site actif.153 Leurs résultats ont montré que la capacité du CYP3A4 à 

accommoder de multiples ligands simultanément supporte la promiscuité 

structurelle des ligands puisque la forme du site actif et la distribution des charges 

peuvent être modulées par un second ligand. De fait, ils ont rapporté que deux 

molécules de kétoconazole pouvaient se lier au site actif causant un changement de 

conformation.153 Ils ont aussi observé que le kétoconazole et l'érythromycine 

induisaient des changements structurels différents suggérant une flexibilité de la 

protéine CYP3A4 dépendante des ligands présents ce qui pourrait expliquer les 

divers phénomènes de coopérativité (homotropie et hétérotropie) (voir section 

2.1.1 ; manuscrit #2 ; ii) introduction). 

Un intérêt remarquable est porté à l'attention du CYP3A4 en clinique dû à son rôle 

dans le devenir des médicaments. Notamment, l'impact du CYP3A4 sur la 

biodisponibilité et les nom~reuses interactions médicamenteuses potentielles et 

réelles impliquant le CYP3A4 mérite une attention particulière due aux 

conséquences non négligables qui peuvent en découler. En effet, tant des échecs 
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thérapeutiques que des effets indésirables dont plusieurs sont de sévérité 

importante ont été rapportés (par exemple; la cyclosporine vs la toxicité rénale ou le 

rejet de greffon, la terfénadine vs les torsades de pointe, les statines vs les 

rhabdomyolyses, antirétroviraux contre le VIH vs augmentation de la charge virale, 

etc.). 

CYP3A5 

Les gènes CYP3A4 et CYP3A5 présentent une similarité supérieure à 85% dans 

leurs séquences d'acides aminés.51 L'expression du CYP3A5 a été détectée dans 

les reins où elle représente l'isoenzyme prédominante, dans l'estomac, les 

poumons, la prostate, les glandes surrénales et plus faiblement, dans le foie et 

l'intestin grêle.154.16o Les travaux de Wrighton et al. suggéraient que l'isoenzyme 

CYP3A5 contribuait dans une faible proportion au contenu hépatique' total des 

CYP3As. 161 Toutefois, l'étude de Kuehl et al. indique que le CYP3A5 peut 

représenter plus de 50% des CYP3As chez certains individus lorsque ceux-ci 

expriment èette isoenzyme. l44 De fait, le point majeur caractérisant le CYP3A5 est 

la présence de polymorphismes génétiques régissant son expression et sa 

distribution variable selon les ethnies.(voir les détails dans la section 1.3.2) 

Les différences dans le niveau d'expression chez l'adulte comparativement au 

fœtus observées avec les CYP3A4 et CYP3A7 ne s'appliquent pas au CYP3A5. 162 

En effet, contrairement au CYP3A4, le CYP3A5 est exprimé dans le foie du fœtus, 

toutefois son expression est toujours sous l'influence de polymorphismes 

génétiques. 

Les diverses comparaisons quant à la sélectivité de l'activité du CYP3A5 versus le 

CYP3A4 ont toutes observées une similitude entre ces deux isoformes. L'étude 

réalisée par le laboratoire de Wrighton qui comparait l'activité catalytique des 

enzymes recombinantes CYP3A4, CYP3A5 et CYP3A 7 envers différents substrats 

a montré qu'en général, le CYP3A5 présente une activité comparable ou réduite au 

CYP3A4.163 De plus, les inhibiteurs de l'activité du CYP3A4 inhibent généralement 

, aussi celle du CYP3A5. Bien que les mécanismes de régulation du gène CYP3A5 

apparaissent similaires à ceux du CYP3A4, la présence d'inducteurs cause souvent 

une augmentation modeste (parfois nulle) et inférieure à celle du CYP3A4.164 Étant 

donné la similitude quant aux réactions catalysées par les CYP3A4 et CYP3A5, les 

modèles structuraux proposés pour le CYP3A4 sont probablement aussi valables 

pour le CYP3A5.51 
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Puisque ces deux isoenzymes, CYP3A4 et CYP3A5, possèdent une homologie 

dans la spécificité de leurs substrats, il demeure difficile de discerner leur 

contribution relative dans le métabolisme des substrats des CYP3As. Plusieurs 

substrats ont été évalués à titre de substrat-marqueur afin de tenter de distinguer 

l'activité du CYP3A4 et du CYP3A5. Parmi les nombreux marqueurs de l'activité des 

CYP3As étudiés et identifiés in vitro, leur validation in vivo fut plutôt décevante. Ceci 

s'explique principalement par trois aspects; 1) plusieurs des substrat-marqueurs 

. évalués sont biotransformés tant par CYP3A4 que par CYP3A5, 2) même si certains 

des métabolites formés présentent des caractéristiques de formation différentes in 

vitro, ceci demeure difficilement applicable in vivo et 3) des transporteurs comme la 

glycoprotéine-P, sont fréquemment co-exprimés dans les même cellules que les 

CYP3As et ceux-ci partagent un grand nombre de substrats et de modulateurs. 

Il a été rapporté que le type de système enzymatique (par exemple; les 

hépatocytes, les enzymes provenant de cellules Iymphoblastiques ou les enzymes 

recombinantes) et les conditions expérimentales utilisés lors des études de 

métabolisme in vitro apparaissent influencer les activités catalytiques des CYP3A4 

et CYP3A5. Les détails relatifs à ces facteurs seront élaborés dans la section 2.1.1 ; 

manuscrit #2. Il faut noter que la biotransformation par les CYP3A4 et CYP3A5 de 

certains médicaments, comme la vincristine et le tacrolimus, est plus efficace via le 

CYP3A5 que par le CYP3A4, ce qui suggère que le CYP3A5 pourrait contribuer 

significativement au métabolisme de certains médicaments chez les individus et les 

populations exprimant des quantités élevées de CYP3A5. 

CYP3A7 

Le CYP3A7 est l'isoenzyme hépatique prédominante chez le fœtus chez qui le 

CYP3A4 est absent. Èn plus du foie, cette isoenzyme est également présente dans 

d'autres tissus fœtaux dont les reins, les poumons et les surrénales. L'expression 

de CYP3A7 apparaît élevée durant les phases embryonnaire et fœtale et diminue 

rapidement dès les premières semaines de vie. 162, 165 Plusieurs études arrivent à 

des conclusions similaires concernant la réduction majeure et même jusqu'à la 

disparition du CYP3A7 durant l'enfance. 162, 165, 166 Le placenta ainsi que 

l'endométrium expriment l'isoenzyme CYP3A7. Il est intéressant de noter que les 

niveaux d'expression semblent varier selon le trimestre de la grossesse et la phase 

du cycle menstruel.167'169 Le mécanisme impliqué dans la répression de l'expression 

du gène CYP3A7 est toutefois inconnu. Bien que cette isoenzyme ait été détectée 
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dans quelques foies adultes, elle est présente en très faibles quantités et possède 

une activité significativement réduite après la naissance.165
, 169 

Le CYP3A7 possède généralement une aétivité catalytique similaire aux CYP3A4 et 

CYP3A5.170, 171 À l'inverse, l'étude comparative réalisée par Williams et al. concluait 

que l'activité catalytique du CYP3A7 était souvent plus faible que celle des CYP3A4 

et CYP3A5 et cela, dans des conditions expérimentales semblables. 163 L'intérêt 

clinique de cette isoenzyme découle principalement de la contribution du CYP3A7 

au le métabolisme des médicaments chez le fœtus. Par conséquent, les 

considérations en regard des interactions médicamenteuses avec les CYP3A4/5 

devraient aussi être appliquées au fœtus durant la grossesse.51 

CYP3A43 

Le plus récent membre de la sous-famille CYP3A à avoir été caractérisé est le 

CYP3A43, étudié par le groupe de Domanski et al .. 172 L'ARNm associé au 

CYP3A43 est abondamment exprimé au niveau de la prostate et des testicules 

suggérant une implication possible dans le métabolisme des stéroïdes. Il a 

cependant été observé que les enzymes recombinantes du CYP3A43 possédaient 

une activité catalytique très faible envers la 6~-hydroxylation de la testostérone. 172 

L'expression hépatique du CYP3A43 est excessivement faible; les niveaux d'ARNm 

de CYP3A43 ne représentent que 0.1% du contenu hépatique du CYP3A4.51 Il 

existe peu de preuves que l'isoenzyme CYP3A43 contribue significativement au 

métabolisme des médicaments. 

Conclusion 

La réponse aux médicaments tant du point de vue des effets indésirables aux 

médicaments que des échecs thérapeutiques secondaire à un manque d'efficacité 

est extrêmement variable entre les individus. Si l'on exclut les erreurs d'indications, 

de posologie, d'utilisation et de «compliance» qui expliquent une partie de 

l'inefficacité et de la toxicité des médicaments, la variabilité observée dans la 

réponse aux médicaments peut être d'origine pathophysiologique, 

environnementale et/ou génétique. La pharmacogénétique est la discipline qui 

étudie la relation entre les mécanismes d'origine génétique et la réponse aux 

médicaments. La prochaine section portera sur la pharmacogénétique en lien avec 

les isoenzymes du CYP450. 
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1.3. PHAMACOGÉNÉTIQUE 

1.3.1. HISTORIQUE & DÉFINITION 

La pharmacogénétique est l'étude de l'influence du profil génétique sur la variabilité 

de la réponse à un traitement médicamenteux. La pharmacogénétique étudie les 

mécanismes d'origine génétique intervenant dans la réponse aux médicaments. La 

pharmacogénétique est un domaine de la pharmacologie caractérisé par un champ 

d'application personnalisé où la variabilité dans la structure génique de chaque 

patient est prise en considération soit durant le développement des médicaments ou 

encore lors de thérapie individualisée afin d'améliorer l'efficience en augmentant le 

nombre de patients désignés comme étant de «bons répondeurs» ou de réduire le 

nombre de patients avec des réactions indésirables à la médication. 

La discipline qu'est la pharmacogénétique, soit l'étude des variations héréditaires 

dans la réponse aux médicaments, est apparu dans les années 1950. L'une des 

premières observations quant à l'impact des variants génétiques dans la réponse 

aux médicaments concerne le risque de toxicité hémolytique associée au gène du 

glucose 6-phosphate déshydrogénase. En effet, lors de la Seconde Guerre 

Mondiale, environ 10% des soldats africain-américains ont présenté une hémolyse 

suite à l'administration d'agents anti-malariens comme la primaquine, alors que 

cette toxicité apparaissait chez un très faible pourcentage de soldats caucasiens. 173 

Le second exemple de variation génétique causant une réponse anormale est celui 

décrit par Kalow et Staron rapportant un risque d'apnée prolongée avec la 

succinylcholine s'expliquant par une faible activité des pseudocholinestérases 

héréditairement transmise. 174
• 175 Enfin, l'exemple probablement le plus connu de 

l'effet de la génétique dans la biotransfromation des médicaments rapporté dans les 

années 50, est le polymorphisme de l'acétylation avec l'isoniazide utilisé pour le 

traitement des patients avec une tuberculose.176
• 177 

En 1957, Motulsky fut le premier à conceptualiser et à proposer que l'hérédité peut 

expliquer des différences individuelles observées dans l'efficacité et la toxicité des 

médicaments.17B Il souligne qu'à une exposition similaire aux médicaments, certains 

patients deviennent malades alors que d'autres ne sont pas affectés. Ainsi, il 

propose que les gènes déterminant l'activité enzymatique y soient impliqués. Le 

terme de pharmacogénétique a été défini et utilisé pour la première fois en 1959 par 

Friedrich Vogel. 
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La pharmacogénétique et la pharmacogénomique tentent de décrire et de définir 

l'influence des facteurs génétiques sur l'efficacité des médicaments et l'apparition 

des effets indésirables associés à ces derniers. Tandis que la pharmacogénétique 

est davantage orientée sur les conséquences cliniques d'une mutation ponctuelle 

d'un gène, la pharmacogénomique aurait un champ d'application plus étendue, 

c'est-à-dire qu'elle considère simultanément de nombreux gènes ainsi que leur 

interaction mutuelle.179 La pharmacogénomique est en fait un reflet de l'évolution de 

la pharmacogénétique comprenant le spectre entier des gènes déterminant la 

réponse aux médicaments ce qui inclut l'évaluation de la diversité dans la séquence 

du génome et les conséquences cliniques. 18o Le terme de pharmacogénomique est 

relativement récent et est apparu dans la littérature vers 1998.180 1\ faut toutefois 

noter que cette distinction demeure bien arbitraire et que généralement ces termes 

sont utilisés de façon interchangeable. 

Comme mentionné précédemment, plusieurs facteurs peuvent influencer la réponse 

aux médicaments incluant les facteurs environnementaux, les facteurs 

physiologiques, les facteurs pathologiques et les facteurs génétiques. Toutefois, il 

faut préciser que des polymorphismes associés à des gènes régissant la 

pharmacodynamie mais encore plus, ceux impliqués dans le processus 

pharmacocinétique seraient responsables d'environ 50% de la variabilité observée 

dans la réponse aux médicaments (url: www.cypalleles.ref).181 Quoique de 

nombreux gènes interviennent dans les diverses étapes de la pharmacocinétique, 

soit de l'absorption à élimination des médicaments, le métabolisme constituerait - le 

processus le plus important influencé par des modifications génétiques. 

L'importance des variants alléliques dans les enzymes du métabolisme des 

médicaments pour expliquer les différences interindividuelles de concentration des 

médicaments et d'effet pharmacodynamique a été reconnue depuis une 

cinquantaine d'années déjà.174, 177, 182, 183 La majorité des polymorphismes 

génétiques influençant le métabolisme des médicaments cliniquement importants 

ont été découverts sur la base de différences phénotypiques dans la population.184. 

186 De plus, un fait intéressant à souligner est que la fréquence des polymorphismes 

pharmacogénétiques diffère selon les groupes ethniques.187 

La diversité pharmacogénétique est représentée par différents types de 

changements (mutations) dans l'ADN dits polymorphismes causant une variabilité 

dans la réponse aux médicaments. Ces changements incluent entre autres les 

polymorphismes touchant· un seul nucléotide, SNP, (SNP; single-nucleotide 
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polymorphisme) qui constitue le polymorphisme le plus commun comprenant 80 à 

90% de toutes les variations. lee Un polymorphisme génétique est défini comme une 

différence génétique dite héréditaire qui survient dans la population à une fréquence 

supérieure à 1%. 

La découverte de traits pharmacogénétiques peut s'effectuer selon deux stratégies 

nommées les stratégies pré-génomique et post-génomique. La première, stratégie 

pré-génomique (surtout utilisée avant les années 2000), a permis de découvrir à 

partir de réponses aberrantes aux médicaments ou de divers phénotypes sur le 

métabolisme des médicaments des patrons génétiques supportant ces variabilités. 

Cette stratégie catégorise d'abord les individus selon le phénotype et ensuite, les 

polymorp~ismes génétiques sont comparés dans les divers groupes de phénotypes. 

À l'inverse, la stratégie post-génétique, est une méthode basée sur le séquençage 

et une fois les mutations identifiées, les phénotypes sont comparés dans les 

différents groupes de génotypes. le9 

Application: 

Brièvement, la variabilité dans le métabolisme des médicaments due à des facteurs 

génétiques peut se refléter par des différences dans la clairance, la demi-vie 

d'élimination apparente et les concentrations plasmatiques maximales. Ces 

différences pharmacocinétiques peuvent être surmontées par un ajustement des 

doses basé sur le génotypage. La figure suivante schématise les différences 

pharmacocinétiques selon les différents génotypes et l'ajustement théorique des 

doses selon les groupes génotypiques ; faible, intermédiaire, normal et ultra-rapide 

pour obtenir des concentrations plasmatiques équivalentes. 
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FIGURE 6: Schématisation des différences pharmacocinétiques selon 
les génotypes et l'ajustement théorique des doses afin d'obtenir des 
concentrations plasmatiques égales entre les génotypes lent, 
intermédiaire, normal et ultra-rapide. Figure adaptée de Kirchneiner et 
Seeringer(Biochemica Biophysica Acta 2007). 
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La pharmacogénétique peut être utilisée avant d'initier un traitement afin d'ajuster 

les doses, de guider la stratégie thérapeutique mais aussi, elle peut expliquer des 

concentrations plasmatiques anormalement élevées ou faibles et ainsi, servir d'outil 

diagnostique afin d'expliquer des échecs thérapeutiques ou l'apparition d'effets 

indésirables. L'importance clinique des variants alléliques dépendra de la fréquence 

allélique mais aussi des caractéristiques du médicament et de ses dérivés. 

Ce ne sont pas tous les médicaments qui bénéficieraient de l'utilisation de la 

pharmacogénétique dans l'optimisation d'une thérapie. Tel que décrit par 

Kirchneiner et Seeringer, l'utilisation de la pharmacogénétique dans l'ajustement 

des doses de médicaments présente certaines limitations. Le génotypage et les 

coûts associés ne seraient pas justifiés par exemple pour des médicaments qui 

possèdent un large profil thérapeutique et de sécurité. 190 Également, l'ajustement 

des doses basé sur la génétique serait peu utile pour les médicaments qui sont 

métabolisés par des voies d'élimination multiples. De plus, les auteurs soulignent 

l'importance de considérer la co-médication dans l'analyse et l'interprétation d'un 
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résultat de génotypage. Différents génotypes peuvent entraîner différentes réponses 

suivant la, présence d'interactions médicamenteuses. Par exemple, l'activité 

enzymatique d'un métabolisateur lent ne sera pas (ou peu) augmentée ou réduite 

par un inducteur ou un inhibiteur de cette enzyme. Tandis que les métabolisateurs 

normaux ou ultra-rapides peuvent voir leur phénotype converti en métabolisateurs 

lents par l'ajout d'inhibiteurs. L'application de la pharmacogénétique dans 

l'ajustement des doses doit aussi considérer la présence de métabolites 

pharmacologiquement actifs. Effectivement, l'accumulation du produit mère ou du 

métabolite actif secondaire à des différences dans l'activité globale de l'enzyme 

peut affecter tant l'effet pharmacologique que le risque de toxicité. 

Il faut noter qu'un nombre considérable de recherches est réalisé en 

pharmacogénomique afin d'identifier les mécanismes sous-jacents aux réactions 

indésirables aux médicaments. On compte qu'environ 4% des nouveaux 

médicaments sont retirés du marché dû aux effets indésirables.191 Durant la période 

s'échelonnant de 1995 à 2005, au moins 34 médicaments furent retirés du marché 

en raison de cas d'hépato- et de cardiotoxicité. On note parmi ceux-ci la 

néfazodone, la cérivastatine, le rofécoxib, le cisapride, la terfénadine et la 

troglitazone.192 

Également, le risque de développer certains types de cancer a été associé à des 

polymorphismes génétiques reliés à quelques-unes des enzymes du CYP450. Ceci 

pourrait être dû à une capacité moindre à inactiver des molécules exogènes ou 

endogènes mutagéniques/carcinogéniques ou à l'inverse, à une plus grande 

capacité à produire des procarcinogènes. 193 

La pharmacogénomique suscite un intérêt majeur dans le traitement de la 

dépression (par exemple; des inhibiteurs sélectifs de la sérotonine et des 

antidépresseurs tricycliques), de maladies cardiovasculaires (comme le métoprolol 

et le losartan), du virus de l'immunodéficience humaine (VIH), de certains cancers 

(Herceptin®), de l'éradication à H. Pylori (inhibiteurs des pompes à protons) mais 

particulièrement, avec l'anticoagulothérapie orale dont le chef de fil est la warfarine. 

Les notions concernant la pharmacogénétique appliquée à la warfarine seront 

élaborées dans la section 2.2 de la thèse. 

Les enzymes de phase 1 responsables du métabolisme des médicaments, 

principalement les CYP450s, catalysent la biotransformation de nombreux 
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médicaments et le rôle de polymorphismes génétiques relativement à des 

aberrations observées dans le métabolisme des médicaments qui est représenté 

par des phénotypes différents a été identifié pour certaines isoenzymes des 

CYP450s.187 

1.3.2. PHARMACOGÉNÉTIQUE & ISOENZYMES DES CYP450s 

Certaines isoenzymes des CYP450s qui participent au métabolisme des 

médicaments présentent des variabilités interindividuelles tant dans leur niveau 

d'expression que dans leur activité catalytique. Cette variabilité peut-être 

occasionnée par des facteurs environnementaux ainsi que par des facteurs 

génétiques. Environ 40% du métabolisme des médicaments effectué par les 

CYP450s est réalisé par des isoenzymes polymorphiques. Une méta-analyse a 

rapporté que 59% des médicaments responsables d'effets indésirables sont 

métabolisés via des enzymes polymorphiques de phase 1 dont 86% de ces enzymes 

appartiennent à la famille des CYP450s.194 Afin de différencier brièvement les 

isoformes dont le gène est polymorphe" Ingelman-Sundberg a s~ggéré une 

classification qui divise les CYP450s en 3 groupes principaux; 1) les familles CYP5 

à CYP51 , ensymes qui sont principalement impliquées dans le métabolisme de 

composés endogènes, qui démontrent une affinité élevée pour leurs substrats, qui 

sont relativement bien conservées au cours de l'évolution et conséquemment, ces 

enzymes ne présnetent pas ou très peu de polymorphisme génétique 2) les familles 

CYP1-2-3 sont des enzymes qui ont souvent une affinité moindre pour leurs 

substrats, qui se seraient moins bien conservées durant l'évolution et qui présentent 

des polymorphismes génétiques importants et finalement, 3) la famille CYP4 

composée d'enzymes qui présentent des caractéristiques des deux classes 

précédentes.48 .194 

À l'exception des isoformes CYP1 A 1, CYP2E1 et CYP3A4 lesquelles se seraient 

bien conservées au cours de l'évolution, tous les autres gènes des CYP450s 

appartenant aux familles CYP1 à CYP3 sont polymorphes.48 À l'inverse, seulement 

6 des 20 isoenzymes impliquées de façon importante dans le métabolisme de 

composés endogènes présentent des différences génétiques. Ceci indique dans un 

premier temps que les gènes codant pour les isoformes catalysant le métabolisme 

de xénobiotiques sont le résultat d'un mécanisme d'adaptation à l'environnement et 
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deuxièmement, que la conservation des gènes associés aux CYP450s pourrait 

s'expliquer par l'importance majeure et même vitale de ces isoenzymes.48 

Les polymorphismes génétiques des isoenzymes des CYP450s affectent la 

pharmacocinétique des médicaments substrats pour ces isoenzymes. Ces 

différences dans le métabolisme et l'élimination du médicament peuvent exposer le 

patient à des concentrations très variables du médicament ce qui peut causer des 

différences dans la réponse pharmacologique mais également, dans l'apparition 

d'effets indésirables du médicament. La compréhension de la base moléculaire 

génétique expliquant les différences héréditaires dans le métabolisme des 

médicaments fut élucidée à la fin des années 1980 grâce au clonage et à la 

caractérisation du gène humain polymorphique (CYP2D6) qui encodait pour 

l'enzyme catalysant l'hydroxylation de la débrisoquine. 195 Depuis, plusieurs gènes 

associés aux CYP450s entraînant différents phénotypes ont été isolés, leur 

mécanisme a été caractérisé et leur impact clinique a été défini. 

Les polymorphismes génétiques dans les enzymes du CYP450 peuvent causer des 

changements dans la capacité métabolique de ces dernières à métaboliser les 

médicaments. Basés sur leur capacité métabolique, quatre différents phénotypes 

peuvent être distingués; métabolisateur lent, métabolisateur intermédiaire, 

métabolisateur normal et métabolisateur ultra-rapide. 190 Par conséquent, les 

individus dont le phénotype est associé à un métabolisateur lent ou intermédiaire 

présentent un risque augmenté de réactions indésirables aux médicaments dû à 

leur incapacité à métaboliser efficacement le médicament (à l'inverse, pour un pro­

médicament, un phénotype lent sera associé à une perte d'efficacité due à 

l'incapacité de former le composé actif). D'un autre coté, les individus ayant un 

phénotype dit ultra-rapide sont plus à risque de présenter un échec thérapeutique 

ou encore des effets indésirables advenant la formation de métabolites toxiques. 

CYP2 

CYP2D6 

Le polymorphisme génétique du CYP2D6 est le plus discuté dans la littérature, 

probablement en raison de ses répercussions cliniques et dû au fait qu'il fut le 

premier polymorphisme génétique des CYP450s découvert. L'existence de 

différents phénotypes pour le CYP2D6 a été observée pour la première fois à la fin 

des années soixante-dix par différents chercheurs qui ont montré la présence d'un 
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phénotype de métabolisateur lent pour le métabolisme de la débrisoquine et de la 

spartéine, deux substrats du CYP2D6. En effet, un phénotype caractérisé par une 

réponse hypotensive importante a été associé avec l'hydroxylation polymorphique 

de la débrisoquine, un antihypertenseur. Une association entre les concentrations 

plasmatiques élevées de débrisoquine et des ratios métaboliques urinaires très 

élevés (débrisoquine/4-hydroxydébrisoquine) a alors été rapportée. 184, 196 Toutefois, 

ce n'est qu'en 1988 que le polymorphisme génétique sera identifié par le groupe de 

Gonzalez et al .. 195 

Du point de vue des polymorphismes génétiques reliés au métabolisme des 

médicaments, le CYP2D6 est probablement la plus importante des isoenzymes 

polymorphiques. Il est estimé que le polymorphisme génétique du CYP2D6 affecte 

significativement le métabolisme d'environ 50% de ses substrats.197 D'ailleurs, la 

grande variabilité interindividuelle observée dans l'activité de cette isoenzyme est 

attribuée largement aux variations génétiques. À ce jour, plus de 70 différents 

variants du gène CYP2D6 ont été identifiés et caractérisés. 

(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.htlm) Les variants du CYP2D6 

peuvent être classifiés selon leur impact sur l'activité enzymatique; ainsi des allèles 

peuvent expliquer une absence d'activité ou que celle-ci soit diminuée, normale ou 

très augmentée. 

Les variants génétiques causant une protéine non-fonctionnelle sont associés à un 

phénotype de métabolisateur lent. Parmi les variants les plus communs produisant 

une protéine non-active, on retrouve l'allèle CYP2D6"S (une délétion complète du 

gène), l'allèle CYP2D6"4 (défaut d'épissage) et plus rarement, les allèles CYP2D6"3 

et CYP2D6"6 (des changements d'acide aminé ou des insertions dans la région 

codante).198-2oo Par ailleurs, un phénotype intermédiaire a été décrit en présence de 

variants génétiques qui réduisent l'affinité du substrat et entrainent l'instabilité de 

l'enzyme (CYP2D6"10) ou qui altèrent la spécificité du substrat et diminuent 

l'activité catalytique (CYP2D6"17).198-2oo Une variation dans la région promotrice, 

CYP2D6"41, peut aussi entraîner un phénotype de métabolisateur intermédiaire 

secondairement à une diminution de l'expression de la protéine (défaut 

d'épissage).201 Cet allèle, CYP2D6"41, est un variant de l'allèle CYP2D6"2; celui-ci 

est une mutation causant une altération dans la structure du site actif ce qui crée, in 

vitro, une spécificité altérée pour les substrats. Le gène CYP2D6 est sujet à de 

nombreuses variations relativement au nombre de copies. La duplication inclut tant 

les gènes fonctionnels, les gènes partiellement fonctionnels que les gènes non-
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fonctionnels. La duplication et même, la multiduplication des gènes fonctionnels du 

CYP2D6 résultent en une activité enzymatique ultra-rapide (définie comme un 

phénotype de métabolisateur ultra-rapide). Plusieurs des nouveaux variants de 

duplication sont retrouvés auprès des africain-américains.197 D'ailleurs, il est estimé 

que les quantités de métabolites formés peuvent être 10 à 30 fois plus élevées chez 

les métabolisateurs ultra-rapides. Conséquemment, il devient important de 

considérer la toxicité reliée aux métabolites. 

Les allèles CYP2D6 sont sujettes à des différences interethniques importantes; les 

métabolisateurs lents sont principalement retrouvés en Europe tandis que les 

métabolisateurs ultra-rapides ont surtout été identifiés dans le nord de l'Afrique et en 

Océanie et finalement, les métabolisateurs intermédiaires sont localisés 

majoritairement en Asie où l'on retrouve une prévalence élevée de l'allèle 

CYP2D6*10.202 Chez les caucasiens, le CYP2D6*4 qui exhibe une fréquence 

allélique de 12 à 21 %, est responsable de 70-90% des phénotypes de 

métabolisateurs lents.203 Chez les européen-caucasiens et leurs descendants, les 

allèles dites fonctionnelles sont généralement prédominantes et leur fréquence est 

estimée à -71 % alors que chez les asiatiques, les africains et les africains­

américains, les allèles fonctionnelles représentent seulement 50% de la fréquence 

allélique du CYP2D6. Cependant, l'allèle CYP2D6*S (délétion du gène) est présente 

dans toutes les populations à une fréquence semblable d'environ 5%. 

Sistonen et al. ont montré que le phénotype de métabolisateurs dits normaux (ou 

extensifs) est prédominant à travers les différentes populations avec une fréquence 

s'échelonnant de _50_90%.204 Le second groupe métabolique le plus communément 

observé est les métabolisateurs ultra-rapides dont les fréquences sont évaluées à 

40%, 26% et 8% en Afrique du Nord, en Océanie et en Amérique, 

respectivement. 204 

Le CYP2D6 présente un intérêt marqué en clinique puisqu'il est responsable du 

métabolisme de nombreux médicaments fréquemment prescrits et que son 

polymorphisme génétique peut avoir de grandes répercussions cliniquement 

significatives sur ses substrats. Le génotypage des allèles du CYP2D6 déterminé 

tant prospectivement que rétrospectivement, permet d'expliquer de nombreux cas 

d'échecs thérapeutiques ou de réactions indésirables aux médicaments (par 

exemple, le manque d'efficacité avec des traitements antidépresseurs, un manque 

d'analgésie avec la codéine, des hypotensions avec des ~-bloqueurs, etc.). 
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CYP2C19 

Suite à la découverte du polymorphisme concernant la débrisoquine et la spartéine, 

un nouveau polymorphisme affectant cette fois-ci le métabolisme de 

l'anticonvulsivant méphénytoine a été décrit par Kupfer et al.205 L'enzyme 

responsable de l'hydroxylation de la S-méphénytoine est codée par le gène 

CYP2C19 pour lequel il existe deux variants alléliques majeurs et cinq autres allèles 

mineurs rarement retrouvés. Les deux variants allèliques relativement communs 

sont associés avec une production de protéines tronquées. Tout comme pour le 

CYP2D6, les individus définis comme déficients en CYP2C19 sont porteurs de deux 

variants alléliques. La diminution d'activité du CYP2C19 apparaît plus commune 

auprès des orientaux que des européens. De fait, la fréquence de métabolisateurs 

lents du CYP2C19 s'élève à plus de 5% dans les populations caucasiennes et 

africaines et à 20% chez les asiatiques.206 Les allèles CYP2C19*2 et CYP2C19*3 

sont responsables de la majorité des allèles retrouvés chez les métabolisateurs 

lents; chez les asiatiques, le CYP2C19*3 est particulièrement présent.207 Le 

phénotype de métabolisateur lent semble bénéfique dans le traitement d'ulcères 

peptidiques/gastriques avec des inhibiteurs des pompes à protons. En effet, il a été 

observé que les individus avec une activité déficiente pour le CYP2C19 présentaient 

un meilleur degré de guérison de leur ulcère et une meilleure réponse au traitement 

de reflux gastro-œsophagien que les patients avec un ou deux allèles normaux 

(CYP2C19*1).20S.211 Ceci est expliqué par des concentrations plasmatiques plus 

élevées des inhibiteurs des pompes à protons chez les métabolisateurs lents. 

CYP2C9 

Il existe aussi une variabilité interindividuelle importante de l'activité du CYP2C9 

produisant des variations dans la réponse aux médicaments et dans l'apparition de 

réactions indésirables à ces médicaments. Le gène CYP2C9 présente un 

polymorphisme génétique pour lequel plus de 30 variants allèliques ont été trouvés. 

Cependant, l'impact de plusieurs de ces variations génétiques n'est pas encore 

établi. Parmi ces divers allèles, le CYP2C9*1 représente la séquence de référence 

et l'allèle sauvage. Le comportement polymorphique du CYP2C9 est principalement 

déterminé par deux variants dans la région codante du gène; CYP2C9*2 et 

CYP2C9*3 lesquels produisent une enzyme avec une activité réduite. In vitro, les 

enzymes recombinantes CYP2C9*2 et CYP2C9*3 fonctionnellement défectueuses 

présentent une efficacité métabolique relative à l'allèle sauvage de 12% et 5%, 

res pectivem ent. 212 
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Le CYP2C9*2 semble pratiquement absent dans les populations de l'Asie de l'est 

(chinois, japonais et coréens), alors que chez les africains-américains, la fréquence 

allélique est estimée à 3,2%.213 D'un autre côté, l'allèle CYP2C9*2 est plus fréquent 

chez les hispaniques et les caucasiens où les fréquences s'élèvent à 12% et 8-19%, 

respectivement.213 Tout comme pour le CYP2C9*2, l'allèle CYP2C9*3 est faiblement 

retrouvé dans la population asiatique dont les fréquences sont de 1,1 %, 2,2% et 

3,3% chez les coréens, les japonais et les chinois, respectivement. La fréquence 

allélique du CYP2C9*3 est variable auprès des caucasiens chez qui la fréquence 

s'étend entre 3,3 à 16,2%. Il est intéressant de noter que les allèles CYP2C9*2 et 

CYP2C9*3 n'ont pas été retrouvés dans la population inuit canadienne, ce qui est 

probablement expliqué par le fait que les Inuits du Canada ont des racines 

ancestrales asiatiques.213 

Pour plusieurs substrats du CYP2C9, des études menées auprès de patients et de 

volontaires sains homozygotes pour l'allèle CYP2C9*3 ont révélées des différences 

de 5 à 10-fois dans les paramètres pharmacocinétiques.19o. 197 Les individus 

hétérozygotes CYP2C9*3 ont pour leur part une valeur de clairance orale 

équivalente à -50% de celle des métabolisateurs normaux (CYP2C9*1/*1).197 Par 

ailleurs, des effets significatifs ont aussi été rapporté avec l'allèle CYP2C9*2, mais 

seulement pour certains subtrats dont la S-warfarine, l'acenocoumarol, la 

tolbutanmide et le célécoxib.214, 215 D'ailleurs, le célécoxib fut le premier médicament 

pour lequel une recommandation par la compagnie a été introduite dans la 

monographie indiquant une mise en garde lorsque ce médicament est administré à 

des métabolisateurs lents du CYP2C9. Il est possible que l'effet substrat-dépendant 

du polymorphisme CYP2C9*2 puisse être expliqué par des différences d'affinité que 

présente cet allèle. En effet, des données fin vitro révèlent que l'affinité du 

CYP2C9*2 envers certains substrats varie comparativement à l'enzyme sauvage 

(wild-type) tandis que d'autres substrats ne sont pas affectés.212 

CYP2CB 

Il a été montré qu'in vitro les variations du métabolisme des substrats du CYP2C8 et 

de son expression sont grandes. Toutefois, il demeure difficile d'estimer la variation 

in vivo reliée au CYP2C8 puisqu'il n'y a pas de test phénotypique standardisé pour 

évaluer l'activité de cette isoenzyme. 216 Le gène CYP2CB est relativement bien 

conservé et il ne semble pas avoir de variants importants modifiant la fonctionnalité 

de la protéine ou d'allèle nulle au sein de la population. De nombreux variants 

alléliques (SNPs) ont été décrits dans la région codante du gène CYP2CB. Ces 
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derniers présentent des variations interethniques importantes; l'allèle CYP2CS*2 est 

principalement retrouvé chez les africains alors que les allèles CYP2CS*3 et 

CYP2CS*4 sont principalement retrouvés auprès des c'aucasiens.217
-
219 Les autres 

variants identifiés pour le gène CYP2CS sont extrêmement rares. Le CYP2CS*3 est 

caractérisé par une substitution de deux acides aminés et des études in vitro ont 

démontré une activité réduite de l'isoenzyme représentée par une baisse du 

métabolisme du paclitaxel. 220. 221 Cependant, il faut souligner qu'in vivo, les 

répercussions du CYP2CS*3 sont incertains. Ainsi, l'importance clinique du 

polymorphisme associé au CYP2C8 et ce, pour les différents variants, demeure 

encore obscure. 

CYP2A6 

Contrairement au CYP2C8, l'activité du CYP2A6 est facilement estimable in vitro et 

in vivo en utilisant comme marqueur l'oxydation de la coumarine. L'activité du 

CYP2A6 est caractérisée par une variabilité interindividuelle excessivement élevée 

où plus de 300-fois de variation a été rapportée. 197 De plus, il faut souligner que 

cette variation intersujet montre des différences interethniques importantes. 

Effectivement, moins de 1 % des caucasiens sont des métabolisateurs lents du 

CYP2A6, alors que chez les asiatiques, la fréquence de métabolisateurs lents 

s'élève à 20%.197 Plusieurs mutations entrainant des perturbations significatives 

dans la fonctionnalité du CYP2A6 ont été identifiées dont les plus communes sont 

les allèles CYP2A6*2 et CYP2A6*4. La fréquence allélique du CYP2A6*4 est 

estimée entre 15 à 20% chez les orientaux, mais ce variant est plus rare chez les 

européens où la fréquence est de 3%. Les allèles CYP2A 6 *2, CYP2A 6 *4, 

CYP2A6*S et CYP2A6*20 résultent en une perte de l'activité enzymatique alors que 

les allèles CYP2A6*6, CYP2A6*7, CYP2A6*10, CYP2A6*11, C YP2A 6*12, 

CYP2A6*17, CYP2A6*1S et CYP2A6*19 produisent une enzyme dont l'activité est 

réduite. 197 Étant donné l'implication du CYP2A6 dans le métabolisme de la nicotine, 

certains chercheurs se sont intéressés à la relation entre les variations génétiques 

du CYP2A6, la dépendance à la nicotine et le risque de développer un cancer relié 

au tabagisme. Les résultats de différentes études sont controversés. Plusieurs 

études dont celles réalisées par le groupe de Tyndale ont observé qu'une déficience 

du CYP2A6 réduisait la prévalence de cancer chez les fumeurs et la propension de 

tabagisme.222
-
225 Par contre, d'autres études n'ont pu montrer aucune relation entre 

le tabagisme et le génotype CYP2A6.226-228 Le rôle du CYP2A6 dans le tabagisme et 

le risque de cancer reste à être confirmé, bien que les données semblent plus 

probantes chez les asiatiques où les variants alléliques sont plus fréquents. 



49 

CYP286 

Le CYP2B6 est parmi les isoenzymes les moins étudiées des CYP450s chez 

l'humain. Son rôle dans l'activation de la cyclophosphamide et dans le métabolisme 

de composés chimiques environnementaux a récemment été rapporté. Chez 

l'humain, le gène CYP286 est hautement polymorphique dont plus de 100 variants 

alléliques (SNPs) ont été identifiés. Il représente l'un des gènes CYP450s les plus 

polymorphes chez l'humain. Plusieurs de ces polymorphismes sont très rares, alors 

que certains sont communs avec des fréquences alléliques pouvant atteindre 5 à 

50% et ce, selon les ethnies.90 Lang et al. furent les premiers à identifier neuf 

variants (SNPs) pour le gène CYP286, dans une population caucasienne dont cinq 

de ceux-ci entrainaient un changement d'acides aminés (K262R, 0172H, R487C, 

R22C et S259R).229 Puis, sept haplotypes alléliques distincts ont été définis 

(CYP286*2 à *7 et CYP286*9) lesquels sont basés sur ces cinq SNPs seul ou en 

combinaison. 

Des diminutions de l'expression protéique et de l'activité de biotransformation de la 

S-méphénytoine ont été observées chez les porteurs de variants CYP286*5 et 

CYP286*7.229 Tsuchiya et al. ont rapporté une augmentation des concentrations 

plasmatiques de l'efavirenz chez les individus CYP286*6/*6.230 Une autre étude a 

également montré chez des patients atteints du HIV et recevant de l'efavirenz, une 

association entre le variant 516G>T (associé au CYP286*6) et 1) une augmentation 

de l'aire sous la courbe de l'efavirenz, 2) des concentrations intracellulaires 

augmentées du médicament dans les cellules sanguines mononuclées 

périphériques et 3) un risque de toxicité au système nerveux central plus important 

avec l'efavirenz chez les individus homozygotes pour la mutation.231 Par ailleurs, la 

clairance du bupropion diffère seulement en présence de l'allèle CYP286 *4, alors 

qu'aucun effet des variants CYP286*1, *2, *5 et *6 n'a influencé la clairance de 

l'antidépresseur. Le métabolisme de la S-méthadone serait influencé par le 

génotype du CYP2B6 où les individus porteurs du CYP286*6/*6 présentent des 

concentrations plasmatiques 2-fois plus élevées que le génotype non-muté.90, 232 

Les auteurs mentionnent que ce polymorphisme aurait peu d'impact sur la réponse 

analgésique puisque que l'activation du récepteur opiol'de est principalement liée à 

l'énantiomère R-méthadone. Cependant, l'énantiomère S-méthadone est plus 

puissant (eutomère) pour bloquer le canal potassique impliqué dans la 

repolarisation cardiaque. 90, 232 D'ailleurs, des intervalles OT prolongés ont été 

observés chez les patients homozygotes pour l'allèle C YP286 *6. Ceci indique que 

ces individus pourraient être exposés à un risque accru d'arythmies cardiaques.233 Il 
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n'en demeure pas moins que les données concernant le CYP2B6, son 

polymorphisme génétique et les relations génotype-phénotypes sont récentes et 

controversées, ainsi d'autres études sont requises afin de caractériser clairement 

ses impacts cliniques. 

CYP3 

CYP3A4 

Des variants dans la région promotrice (5'-untranslated region) ont été trouvés dont 

le plus commun étant la mutation CYP3A4*1 B. La fréquence de ce variant est très 

variable selon les différentes ethnies avec une fréquence allélique de 0%,4-10% et 

48-80% pour les asiatiques (chinois, japonnais et taïwanais), les caucasiens et les 

africain-américains, respectivemene34 Il existe des données contradictoires dont 

certaines suggèrent que ce promoteur serait associé à une légère augmentation de 

l'activité alors que d'autres études ne supportent pas ce postulat. De fait, des études 

ont rapporté qui n'existait aucune association entre la présence de CYP3A4*1B et 

une activité in vivo altérée pour différents substrat-marqueurs de l'activité du 

CYP3A4 (érythromycine, midazolam et dextrométhorphane).23s.237 Cependant, 

d'autres études ont proposé que le variant CYP3A4*1 B soit davantage lié à un 

risque possible de cancer qu'à une influence sur le métabolisme des médicaments. 

Des variants du gène CYP3A4 ont également été retrouvés dans la région codante. 

Plusieurs études ont conclu que le variant CYP3A4*3 n'était pas différent de l'allèle 

sauvage (wild-type) concernant le métabolisme de divers substrats du CYP3A4 

(testostérone, progestérone, nifédipine). Il en, est de même pour les différents 

variants CYP3A4*7, CYP3A4*9, 'CYP3A4*10 et CYP3A4*19 pour lesquels leur 

expression et leur capacité à métaboliser étaient similaires à l'allèle de référence 

CYP3A4*1 (wild-type). Plusieurs des variants ont été associés à une baisse 

d'activité catalytique in vitro. Par exemple, pour le CYP3A4*16, une diminution de 

60% de l'hydroxylation de la testostérone, pour le CYP3A4*17, une baisse de 99% 

des valeurs de Vmax et du Km pour le métabolisme de la nifédipine, pour le 

CYP3A4*12, une augmentation de quatre fois la valeur du Km pour la formation du 

1-hydroxymidazolam et finalement les CYP3A4*11 et CYP3A4*16 , les niveaux 

d'ARNm étaient semblables mais les niveaux protéiques étaient diminués 

comparativement à l'allèle sauvage.234 Ces résultats ont été déterminés à partir de 

cellules transfectées avec ces différents variants, des études in vivo sont donc 
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requises avant de conclure à l'influence possible d'un polymorphisme génétique du 

CYP3A4 dans la variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments 

métabolisés par cette isoenzyme. Trois variants (CYP3A4*4, CYP3A4*5 et 

CYP3A4*6) retrouvés dans la population chinoise ont été évalués en utilisant le ratio 

urinaire 6-hydroxycortisol/cortisol.23B Il a été montré que le ratio était réduit en 

présence de ces variants, et la diminution du ratio la plus marquée était associée 

avec la présence de la mutation CYP3A4*6.23B Cependant, cette étude comprend 

plusieurs lacunes dont la qualité du substrat-marqueur utilisé, le manque de 

données concernant sa population de référence et surtout, aucun contrôle ni 

ajustement quant à la médication prise par les sujets au moment de l'étude. En 

général, on peut conclure que plusieurs de ces variants sont rares et qu'aucune 

mutation n'a encore démontré une influence clinique sur le métabolisme in vivo des 

médicaments CYP3As. 

CYP3A5 
À l'inverse du CYP3A4 dont les variants génétiques ne sont pas communs et pour 

lesquels l'importance fonctionnelle demeure limitée, l'expression du CYP3A5 est 

hautement variable et pourrait ainsi contribuer à la variabilité dans la réponse aux 

médicaments dont l'élimination est dépendante des CYP3As. La plupart des 

variants sont retrouvés dans la région codante du gène CYP3A5. Particulièrement, 

les allèles CYP3A5*2, C YP3A5 *4, CYP3A5*6, CYP3A5*7, CYP3A5*8, CYP3A5*9 et 

CYP3A5*10 sont présents dans différents exons, tandis que les allèles CYP3A5*3 

et CYP3A5*5 qui affectent l'épissage de l'ARNm sont retrouvés dans les régions 

introniques. 

La principale raison expliquant l'expression variable du CYP3A5 hépatique est 

attribuée à l'allèle muté C YP3A5 *3. Ce variant allélique crée un site d'épissage 

alternatif dans l'ARNm produisant un ARNm aberrant, cause l'apparition précoce 

d'un codon d'arrêt (stop codon) et résulte en une expression de faible à nulle de la 

protéine. Sa fréquence allélique varie selon les ethnies; 70-95%, 71-85%, 65-75% 

et 20-35%, chez les caucasiens (français et européens), les japonais, les chinois et 

la population de race noire (africains et africain-américains), respectivement. 144
,239' 

241 Il est intéressant de remarquer que ce variant est plus prévalent que l'allèle 

sauvage, CYP3A5*1, dans la majorité des populations, à l'exception des africain­

américains chez qui l'allèle sauvage est prédominant. De fait, la fréquence de l'allèle 

sauvage s'élève à 10-30% pour les caucasiens, 15% pour les japonais, 25-35% 

pour les chinois mais à 50% pour les africain-américains. Il fut observé que seuls les 
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individus avec au moins un allèle sauvage expriment des quantités importantes de 

l'enzyme au niveau du foie. Ainsi, on estime que le CYP3A5 est trouvé en quantité 

appréciable dans le foie chez 10 à 30% des caucasiens et des asiatiques. La 

présence du variant allélique CYP3AS"3 a été associée à une diminution de la 

clairance de divers substrats des CYP3As incluant des statines (simvastatin, 

atorvastatin et lovastatin), des immunosuppresseurs (tacrolimus et cyclosporine) et 

le vérapamil.242.246 

L'allèle CYP3AS"6 fut identifié chez environ 13-16% des africains-américains et 

rarement retrouvé dans les populations caucasiennes (0-4%) ou asiatiques (0%).144, 

239, 241 Le CYP3AS"6 est un variant contenant un changement dans un exon 

entrainant la déletion de cet exon ; ainsi en génèrant un ARNm dans lequel l'exon 

est épissé, la délétion cause une protéine tronquée sans activité fonctionnelle. De 

façon semblable, l'incidence de l'allèle CYP3AS? est nulle chez les caucasiens 

alors que la fréquence allélique est d'environ 10% chez les africains et les africain­

américains. 240,241,247-249 Ce variant est une mutation associée à une insertion d'une 

base dans un exon entraînant un déplacement dans la lecture de la région codante 

et un arrêt prématuré ce qui génère une enzyme inactive. Quant aux autres variants 

pour le gène CYP3AS, ils sont peu fréquents. 

CYPl 

CYP1A 

Au moins treize variants alléliques sont maintenant connus pour le gène CYP1 A2, 

dont 5 de ceux-ci résultent d'un changement de la séquence dans la région codante 

entrainant un changement d'acides aminés.51 Les travaux effectués dans le 

laboratoire du Dr Guengerich indiquent que ces variants affectaient généralement 

peu les paramètres cinétiques in vitro et cela, pour plusieurs substrats du CYP1 A2 

(moins de deux fois de variations).51 Actuellement, les données suggèrent que la 

variabilité interindividuelle dans le métabolisme des médicaments pour l'isoenzyme 

CYP1 A2 ne soit pas d'origine génétique. Malgré l'absence de variants génétiques 

fonctionnels pour le CYP1A2, plusieurs études épidémiologiques suggèrent un lien 

possible entre certaines mutations et la susceptibilité à certaines maladies telles que 

divers cancers, l'infarctus du myocarde et la schizophrénie, bien qu'aucun 

consensus n'ait encore été atteint concernant ces hypothèses. 
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Conclusion 

La pharmacogénétique tente de mieux expliquer comment la diversité génétique 

dans la population influence l'efficacité et le risque de toxicité aux médicaments. Les 

différences héréditaires dans les enzymes de métabolisme des médicaments sont 

généralement à trait monogénique et leur influence sur la pharmacocinétique de la 

médication dépendante de cette enzyme sera déterminée par l'importance de cette 

enzyme polymorphique dans l'activation ou l'inactivation de la molécule substrat de 

cette dernière. À l'opposé, l'effet pharmacologique global des médicaments est 

davantage associé à un trait polygénique qu'à un trait monogénique. Par 

conséquent, la réponse au médicament sera déterminée par l'interrelation de 

différents gènes codant pour des protéines impliquées dans le métabolisme, le 

devenir et les effets pharmacologiques de ce médicament. D'ailleurs, les résultats 

discordants qui sont parfois observés entre les différentes études de 

pharmacogénétique laissent suggérer la contribution possible de différents gènes. 

Toutefois, il faut préciser que plusieurs des enzymes impliquées dans le 

métabolisme des médicaments présentent un polymorphisme génétique associé à 

des phénotypes différents dont l'impact clinique sera pertinent et significatif. Ainsi, le 

rôle de la pharmacogénétique dans la réponse aux médicaments sera en partie 

déterminé par le(s) voie(s) métabolique(s) qui régissent l'élimination de la molécule 

et l'isoenzyme majoritairement responsable de la biotransformation de celle-ci. Il est 

maintenant bien reconnu que les enzymes impliquées dans le métabolisme des 

médicaments dont principalement les CYP450s, possèdent un rôle important dans 

la variabilité interindividuelle observée dans la réponse aux médicaments. 

La section suivante décrit (liste non exhaustive) des travaux de recherche réalisés 

au cours des mes études graduées. Tous les travaux présentés comportent une 

thématique commune en rapport au métabolisme des médicaments par différentes 

isoenzymes des CYP450s. La première section traite principalement de travaux de 

recherche fondamentale accomplis à l'aide de différentes approches in vitro. La 

seconde partie fait référence aux travaux effectués in vivo suite à la conduite d'une 

étude clinique. Ainsi, une stratégie translationnelle fut adaptée pour des projets qui 

abordent tantôt une approche mécanistique, tantôt une approche purement clinique. 
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An Improved HPLC Assay With Fluorescence 
Detection For The Determination Of Domperidone 
And Three Major Metabolites For Application To 

ln Vitro Drug Metabolism Studies. 
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i) OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

L'objectif de la première partie du projet de recherche est la mise au point d'une 

méthode de chromatographie liquide à haute performance suffisamment sensible et 

spécifique permettant la détection et la quantification de la dompéridone et de ses 

métabolites à partir d'une matrice in vitro. 

ii)INTRODUCTION 

Les stratégies analytiques tant pour le monitoring thérapeutique des médicaments 

que pour les analyses pharmaceutiques lors des études de pharmacocinétique 

peuvent impliquer la quantification de produits et/ou de métabolites sur un vaste 

écart de concentrations allant du microgramme au picogramme. Les concentrations 

à mesurer sont en partie influencées par le type d'études (in vitro vs in vivo) et la 

matrice biologique (comme le plasma, l'urine, des tissus, des cellules ... ) utilisée 

pour fin d'analyse. D'une part, les propriétés physicochimiques et la structure 

chimique de la molécule influenceront la méthode analytique.25o D'autre part, la 

dose administrée, la biodisponibilité du produit et le profil pharmacocinétique du 

médicament gouverneront les concentrations du produit mère et/ou des métabolites 

présents. Ces facteurs détermineront la sensibilité et la spécificité requises pour la 

méthode analytique.25o 

Parmi les techniques analytiques les plus fréquemment utilisées dans les analyses 

pharmaceutiques, la chromatographie est au premier rang. La chromatographie est 

une technique de séparation des composés chimiques retrouvés dans une matrice 

qui repose sur les différences entre leur affinité pour la phase stationnaire et la 

phase mobile afin de séparer les différents constituants d'un mélange. La 

chromatographie permet d'identifier qualitativement et quantitativement des 

substances. Il existe principalement deux types de variantes à la chromatographie, 

ainsi on peut distinguer la chromatographie en phase liquide et celle en phase 

gazeuse. 

La chromatographie liquide à haute pression (HPLC) a été mise au point à la fin des 

années soixante par Huker et Hulsman. Bien qu'elle a fait concurrence à la 

chromatographie en phase gazeuse, cette dernière demeure encore utilisée 
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aujourd'hui due à son seuil de détection souvent plus faible. Alors que la 

chromatographie en phase gazeuse possède une sensibilité et une efficacité de 

séparation supérieure à la chromatographie liquide, son utilisation est toutefois 

limitée par la volatilité et la stabilité thermique des molécules. Ainsi, on note un 

risque moindre de dégradation des échantillons avec la technique d'HPLC 

comparativement à la chromatographie en phase gazeuse puisqu'elle ne requiert 

pas une chaleur intense pour procéder à la chromatographie. L'arrivée d'une 

multitude de colonnes et de détecteurs variés permet le développement de 

méthodes HPLC davantage spécifiques et sensibles et cela, plus rapidement. 

Au cours de mes études de maîtrise, nous avions caractérisé le métabolisme 

général de la dompéridone. Nous avions alors identifié que la dompéridone était 

principalement métabolisée via la famille des CYP3As. Afin de distinguer 

efficacement les différents métabolites formés dans les études de caractérisation du 

métabolisme spécifique de la dompéridone par les isoenzymes des CYP3As 

(CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7), une mise au point de la méthode d'analyse était 

nécessaire. La méthode présentée ici fut basée sur une technique d'analyse 

disponible au laboratoire soit la chromatographie liquide à haute pression, HPLC. 

Ce type d'approche analytique est suffisamment sensible pour des analyses 

pharmacocinétiques in vitro. 
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ABSTRACT 

Domperidone is currently used in Canada and Europe for the treatment of intestinal 

motility disorders as weil as for its antiemetic properties. Recent drug metabolism 

studies have indicated that domperidone is a substrate of different subtypes of CYP3A 

family and consequently, the drug requires complete characterization of its metabolism 

for the identification of major drug-drug interactions. Therefore, the purpose of our 

studies was to develop a simple, sensitive and rapid HPLC assay for the determination 

of domperidone and its major metabolites. This assay had to be suitable for the conduct 

of in vitro drug metabolism study with human liver microsomes. Baseline resolution of 

internai standard, domperidone and three of its major metabolites was achieved in a run 

time of less than 15 minutes using an Ultrasphere ODS column (250 mm x 4.6 mm x 5 

IJM) and a mobile phase consisting of disodium citrate buffer (10 mM, pH 

3.4):methanol:acetonitrile:trietylamine, 54.6:34.7:9.9:0.8 at a l'Iow rate of 1.0 ml/min. 

Chromatographic separation was executed at room temperature. Quantification was 

performed by tandem fluorescence (excitation À = 282 nm and emission À = 328 nm) 

and ultraviolet detectors (À = 254 nm for the quantification of encainide, internai 

standard). Calibration curves were constructed and showed linearity in the range of 0.1 

to 20 Ilmol/L and 10 to 250 Ilmol/L. Intra- and interday coéfficients of variation were less 

than 8% and 11 %, respectively. Mean accuracy was 100.5 ± 9.9% and limit of 

quantification was established at 0.06 Ilmol/L for domperidone and its metabolites. The 

assay allows estimation of enzymatic parameters (Km and Vmax) of domperidone for 

the formation of its various metabolites and sensitivity is sufficient for the conduct of 

inhibition studies with pote nt CYP3A inhibitors. 
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INTRODUCTION 

Oomperidone, 5-chloro-1 [1-[3-(2,3-dihydro-2-oxo-1 H-benzimidazol-1-yl)propyl]-4-

piperidinyl]-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-one, is a selective antagonist of the 02 

receptor with a chemical structure related to butyrophenone. The drug is principally 

used in Canada and European countries (not USA) for the treatment of motility 

disorders as weil as for its antiemetic properties.1. 2 Oomperidone was for a long time a 

second choice to cisapride but the removal of the latter from the market has increased 

its clinical use. 

Information on the metabolism of domperidone in humans has remained limited for 

years. At the beginning of the '80s, oral and intravenous administrations of the 14C_ 

labelled compound to rats, dogs and human have led to the identi'fication of three major 

metabolites formed following oxidative N-dealkylation and hydroxylations at two 

different sites.3 Further characterization of the metabolism of the drug by our group has 

allowed identification by LC-MS-MS of four isomers of ring hydroxylated metabolites.4 

Finally, Ward et al. demonstrated that 5-hydroxydomperidone (Iabelled M3) was the 

major hydroxylated metabolite.5 They, as we did, identified M2 as the N-dealkylated 

major metabolite (Figure 1 ).4.5 

Recent drug metabolism studies performed have demonstrated that CYP3A4 is the 

most prominent member of the CYP3A-family which is involved in domperidone 

metabolism, with minor contribution of CYP1A2 and CYP206.4.5 The CYP3A family, the 

most abundantly expressed in human liver, is highly variable and contributes greatly to 

variation in oral bioavailability and systemic clearance of CYP3A substrates.6
• 7 It is the 

purpose of sorne studies conducted in our laboratory to characterize the metabolism of 

domperidone and evaluate the risk of drug-drug interactions with this drug. The overall 

objective of these studies is to further evaluate the risk of drug-induced Long QT 

Syndrome since electrophysiological studies have demonstrated that domperidone is a 

pote nt blocker of the rapid component of the delayed rectifier potassium current (lKr; 

IC50 162 nM).8 

Several methods have been reported for the determination of domperidone in various 

matrices such as plasma, urine and milk.3
• 9.10 Sorne of these assays use 14C-labelled 
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drug and are very sensitive but they do not permit the determination of major 

metabolites of domperidone.3
, 11-13 Other assays measure levels of domperidone by 

radio-immunoassay but antibodies raised in rab bits against domperidone are not 

commercially available and do not allow for the determination of domperidone 

metabolites.3, 11, 13, 14 The use of LC-MS and ESI-MS have been recently reported and 

cou Id be adapted for the conduct of drug metabolism studies.5
, 10, 15, 16 Unfortunately, the 

required equipments are not available in several laboratories. Finally, other previously 

reported HPLC assays with fluorescence/UV detection were either only partially 

described, required post-column derivatization or lacked resolution required for the 

quantification of ail identified metabolites.5
, 9,17 

Therefore, the objective of our study was to develop a simple and sensitive HPLC 

assay, using non-radioactive materials, and allowing for the determination of 

domperidone and at least three of its major metabolites formed by human liver 

microsomes. The method is based on a previously described HPLC assay by the group 

of Yamamoto et al. and employs reversed-phase chromatography (HPLC) with 

fluorescence and ultraviolet detection. 17 

EXPERIMENTAL 

Chemicals and reagents 

Domperidone (analytical grade) was purchased from Janssen Pharmaceutica N.V. 

(Beerse, Belgium). Encainide hydrochloride (analytical grade), used as the internai 

standard, was provided by Bristol-Myers Pharmaceutical research and development 

division (Wallingford, CT, USA). Acetonitrile and methanol were purchased fram Fisher 

Scientific (Fair Lawn, I\lJ). Dimethylsulfoxamide (DMSO) and trietylamine were obtained 

from Aldrich Chemical (Milwaukee, WI). Other chemicals used were of highest qualities 

commercially available. Metabolites of domperidone were generated following the 

incubation of the parent drug with human liver microsomes. Reaction cofactors 

(NADP+, D-glucose 6-phosphate and glucose 6-phosphate dehydrogenase) were 

obtained from Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA). Human liver microsomes were 

purchased from Human Biologics International (Scottdale, AZ, USA). 
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Standard solutions 

A stock solution of domperidone was prepared by dissolving 29.8 mg of the drug in 1 

ml of DMSO (70 mM). Dilutions were performed by using various volumes of this stock 

solution added to DMSO to create secondary stock solutions with final concentrations 

varying from 0.01 to 50 mM. Stock solutions of internai standard, encainide 

hydrochloride, were prepared in distilled water to final concentrations of 129 J.lmol/l or 

257 J.lmol/L. The stock and working solutions were stored at -20°C and the incubations 

mixtures containing metabolites of domperidone were stored at -80°C. 

Apparatus 

The chromatographie HPlC system (Thermo Separation products, Fremont, CA) 

consisted of a SpectraSystem P4000 pump, a SpectraSystem AS3000 autosampler, a 

model Fl3000 fluorescence detector, a SpectraSystem UV3000 ultraviolet detector and 

a model PC1000 System Software. Chromatographie separation of domperidone and 

its major metabolites was performed at room temperature on an Ultrasphere ODS 

column (250 mm x 4.6 mm x 5 IJM; Beckman Coulter, Fullerton, CA) using a mobile 

phase containing disodium citrate buffer (10 mM, pH 

3.4):methanol:acetonitrile:trietylamine, 54.6:34.7:9.9:0.8 at a l'Iow rate of 1.0 mUmin. 

Eluent was monitored with fluorescence detection (excitation À = 282 nm and emission 

À= 328 nm) and by ultraviolet absorbance at À = 254 nm (quantification of encainide, 

internai standard). 

Incubations 

The incubation mixture (final volume, 500 Ill) consisted of 20 III human liver 

microsomes, 375 III phosphate buffer 50 mM (pH 7.4), 100 III NADPH-regenerating 

system solution and 5 III substrate (domperidone dissolved in DMSO; 1 % final reaction 

volume). Incubations containing microsomes, buffer and NADPH-regenerating system 

solution were pre-incubated at 37°C for 8 minutes. Reactions were initiated by the 

addition of the substrate to the incubation mixture. After 45 minutes, enzymatic process 

was stopped by adding 500 J.ll of ice-cold acetonitrile. Encainide was added as the 

internai standard. The incubation mixture was centrifuged at 12,000 rpm for 5 minutes. 

The supernatant, 10 to 30 Ill, was injected onto the HPlC system and major 

metabolites of domperidone were monitored. 
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Standard Curve 

Calibration curves based on the area under the peak of domperidone to internai 

standard were constructed using 8 different concentrations in duplicate. Aliquot (5 ILL) 

of the secondary stock solutions were added to incubation mixtures (final volume 500 

ILL) to obtain a range of domperidone concentrations varying between 0.1 Ilmoi/L and 

250 Ilmol/L. The internai standard, encainide hydrochloride was added (30 ILL) to final 

concentrations of 7.3 or 14.5 Ilmol/L. To improve precision, two calibration curves were 

constructed: the first one covered the range of 0.1 to 20 Ilmoi/L while the second 

covered the range of 10 to 250 Ilmol/L. In the lower range, final concentration of the 

internai standard was fixed at 7.3 Ilmoi/L while a final concentration of 14.5 !lmol/L was 

used for the curve in the highest range. The data were th en subjected to linear 

regression analysis to give the appropriate calibration factor. 

Frozen standards of secondary stock solutions (-20°C), frozen samples from standard 

curves (-80°C) and finally frozen incubation mixtures (-80°C) were reanalyzed 

periodically to confirm stability of the compounds and reproducibility of the assay. 

Pure drug substance for the metabolites of domperidone was not available. Hence, the 

standard curve constructed for the parent compound were used and applied to the peak 

area of the metabolites. The degree of fluorescence emission for these compounds 

relative to domperidone was assumed to be equàl to 1. 

Precision 

Intraday variability in the analysis of domperidone and its metabolites was assessed by 

the repeated analysis (n=6) of fixed volumes of incubations pertormed with 

domperidone (2.5, 5, 20, 50 and 100 IlmoVL). The range of concentrations analyzed 

varied between 0.1 to 72 !lmol/L. This range of concentrations corresponded to 42.6 

ng/mL to 30.7 IlglmL for domperidone (molecular weigh of 425.9g), 44.2 ng/mL to 31.8 

Ilg/mL for hydroxylated metabolites (M1 and M3; molecular weigh of 441.9g) and 25.2 

ng/mL to 18.1 IlgimL for the N-dealkylated metabolite (M2, molecular weigh of 252 g). 

Interday precision was determined by repeated analysis of similar samples for 

domperidone and its metabolites (0.1 to 72 !lmoI/L) generated from incubation mixtures 
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on 5 consecutive days. The precision was calculated as percent coefficient of variation 

(CV): 

CV = Standard Deviation x 100 / mean of repeated measurements. 

RESULTS 

Description of assay improvements. 

Yamamoto et al. described in 1998 a quantitative HPLC assay for the determination of 

domperidone in plasma.17 This assay that uses fluorescence detection exhibited hjgh 

sensitivity with a detection limit of 1 ng/ml (2.37 nmol/L) for dornperidone in plasma. 

However, this assay did not allow for the quantification of the metabolites of 

domperidone. 

ln order to do 50, we decided to modify the mobile phase by adding acetonitrile and by 

increasing the proportion of the disodium citrate buffer. Various ranges of pH were also 

assessed: a decrease in the pH of the mobile phase was found to be associated with 

shorter retention times and an improvement in peak resolution. Finally, sharper peaks 

and baseline resolution were obtained by the addition of the ion-pairing agent 

triethylamine. We also had to change the internai standard to prevent interference with 

some of domperidone metabolites. Consequently, tandem fluorescence and UV 

detection were used for the determination of the new internai standard namely, 

encainide. The liquid-liquid extraction procedure was eliminated and proteins were 

precipitated by the addition of acetonitrile 

Chromatographie analysis 

A typical chromatogram of domperidone and its major metabolites detected in 

incubations performed with human liver microsomes is shown in Figure 2a. Retention 

times were 4.2, 4.7, 5.1,5.7,6.5 and 12.1 minutes for a hydroxylated metabolite (M1), a 

I\J-dealkylated metabolite (M2), a minor hydroxylated metabolite (M4), a major 

metabolite (5-hydroxydomperidone, M3), internai standard (encainide) and 

domperidone, respectively. Eluting fractions corresponding to these compounds were 

collected and reanalysed by LC-MS-MS.4 Results obtained were compared to data 
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published by Ward et al. and by Meulderman et al. and identification of the various 

metabolites was reported in Simard et a1.3
-
5 As can be noted, our HPLC assay allowed 

for the detection and separation of four oxidative metabolites of domperidone. 

Quantification was however feasible only for the three major metabolites using a signal 

to noise ratio of 5. Even though levels of the minor metabolite (M4) were too low for 

quantification, complete separation was sough for in order to prevent over-estimation of 

other nearby metabolites. Complete base peak resolution for ail metabolites, internai 

standard and domperidone was achieved with conditions used. A typical chromatogram 

obtained from a blank and control incubation is shown in Figure 2b. 

Linearity and Sensitivity 

Equations determined by linear regression analyses used to determine concentrations 

of domperidone and its major metabolites were: y=0,383x + 0,018 in the range of 0.1 to 

20 Ilmol/L (r2 = 0.996; p<0.05), and y=O, 195x + 0,104 in the range of 10 to 250 Ilmol/L 

(~ = 0.989; p<0.05). Mean accuracy values were 102.7 ± 11.2% and 98.1 % ± 8.1 % for 

low and high standard curves, respectively (Table 1). Detection limit was 0.06 Ilmol/L for 

domperidone and its major metabolites. Intraday and interday coefficients of variation 

were less than 8% and 11 %, respectively (Table Il). 

Application to in vitro drug metabolism studies 

Our improved HPLC method was applied to the study of the metabolism of 

domperidone in human liver microsomes. The sensitivity observed with our method 

using fluorescence detection was sufficient to allow detection of ail major metabolites of 

domperidone. The sensitivity was also sufficient for the determination of enzymatic 

parameters related to the formation of these metabolites (Km and Vmax) and allowed 

the conduct of inhibition studies. For example, incubations conducted with human liver 

microsomes in the presence of inhibitors such as imidazole drugs indicated that 

formation rate of domperidone metabolit~s was decreased by -80%. (Figure 3) 
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DISCUSSION 

We have described herein an improved HPLC based on the previously reported as say 

by Yamamoto et al. for the determination of domperidone in plasma (Table 111).17 Mobile 

phase was redefined to allow for the determination of domperidone and three of its 

major metabolites formed during in vitro drug metabolism studies. The resulting assay 

is rapid, simple and reproducible and allows separation of domperidone and four major 

metabolites with a run time of less than 15 minutes. 

Several assays were considered prior to the conduct of our in vitro drug metabolism 

studies with domperidone. Sensitivity (studies performed with limited amounts of human 

liver microsomes) and specificity (determination of four major metabolites of 

domperidone) were required characteristics of the selected assay. LC-MS and ESI-MS 

could have been appropriate but the required equipments were not readily available to 

us.5, 10, 15 We have also considered a radioimmunoassay procedure using antibodies 

raised against domperidone that was described for the quantification of domperidone in 

plasma. Although this assay would have provided enough sensitivity, it was known that 

hydroxylated metabolites of domperidone show cross-reactivity with the parent 

compound.3, 11, 13, 14 We also considered the HPLC assay by Meuldermans et al. for 

domperidone and its metabolites.3 Unfortunately, the mobile phase also had to be 

modified because of interfering peaks with the metabolites and sensitivity was not 

sufficient enough due to UV detection.3 Several studies have been developed using 

14C-labelled domperidone.3, 11-13 HPLC chromatography coupled with liquid scintillation 

spectrometry does not offer great peak separation or requires very long time run. Sorne 

metabolites may also be missed depending on the labelling site of the parent drug. 

Kobylinska et al. described a quantitative HPLC assay for the determination of 

domperidone in plasma using fluorescence detection.9 Detection limit for domperidone 

was also 1 ng/mL (2.37 nmol/L) but required a post-column photoreactor. Post-column 

derivatization is generally associated with a decrease in peak resolution which would 

have prevented base peak resolution of the four metabolites of domperidone or would 

have required longer run time. 
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Our assay suffers from an important limitation. Indeed, none of the pure substances of 

the metabolites of domperidone were available for the conduct of our experiments. For 

quantitative purposes, we therefore had to use standard curves constructed for 

domperidone and applied them to metabolites. The risk for potential error was limited by 

the fact that elution times and characteristics of domperidone and its metabolites were 

very similar. Retention times varied only from 4.2 to 12.1 minutes for ail 5 compounds. 

Peaks were ail very symmetrical and no tailing was observed. The ratio of peak width at 

half peak height over retention time was 0.35 for M1 (retention time 4.2 min), 0.32 for N­

dealkylated domperidone (M2, 4.7 min), 0.29 for a minor hydroxylated metabolite (M4, 

5.1 min), 0.35 for 5-hydroxydomperidone (M3, 5.7 min) and 0.33 for domperidone. To 

estimate. the potential error, we analysed several incubation mixtures with various 

concentrations of domperidone (as substrate) and its metabolites and we compared it to 

respective control incubations at the same concentrations of domperidone. We could 

de mon strate that the sum of the area under the curve of the peak of each metabolite 

added to that of domperidone (AUC of domperidone plus AUCs of its metabolites) in 

incubations mixtures was similar to AUC of corresponding control incubations. Different 

concentrations were analysed and various incubations were performed with different 

enzymatic sources (human liver microsomes, mouse liver microsomes, Supersomes) to 

evaluate relative peak intensities of metabolites. Results obtained converged and 

suggested that fluorescence coefficients of domperidone and its metabolites are similar. 

CONCLUSION 

ln summary, the herein described assay is the first HPLC method that permits 

determination of domperidone and three of its major metabolites in in vitro incubation 

mixtures. This HPLC method is simple, specifie and reproducible, requires minimal 

sam pie preparation and is suitable for the conduct of in vitro drug-drug interaction 

studies. 
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TABLE 1 

Accuracy and precision associated with the quantification of domperidone in standard 

curves. 

Domperidone (duplicate) 

Spiked Observed Accuracy 

concentration (nmoVmL) Concentration (nmoVmL) (%) 

Low concentration curve 

0.1 0.13 128.2 

0.25 0.24 97.1 

0.5 0.49 97.8 

1 1.0 100.9 

2.5 2.3 92.7 

5 4.8 96.7 

10 10.9 109.3 

20 19.6 98.0 

High concentration curve 

10 9.2 92.3 

20 19.3 96.6 

30 28.3 94.2 

50 47.5 94.9 

75 71.9 95.8 

100 106.6 106.6 

150 149.2 99.5 

250 247.3 98.9 



TABLE Il 

Reproducibility of domperidone analysis. 

a) Intraday coefficients of variation (n=6) 

METABOLITE 1 METABOLITE 2 METABOLITE 3 DOMPERIDONE 

Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient 

(JU1lollL) of variation (JU1lollL) of variation (JU1lollL) of variation (J.1mollL) of variation 

(%) (%) (%) (%) 

0.3 6.6 0.1 7.4 1.5 2.1 0.6 2.0 

0.5 6.1 0.3 5.1 2.5 1.6 1.7 1.0 

1.7 1.4 1.0 4.9 7.9 1.3 9.4 1.3 

3.5 2.6 2.3 1.4 12.5 2.4 31.7 0.7 

6.4 1.7 4.8 2.9 16.4 2.6 71.5 0.4 



b) Interday coefficients of variation (n=3) 

METABOLITE 1 METABOLITE 2 METABOLITE 3 DOMPERIDONE 

Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient Concentrations Coefficient 

(~oUL) of variation (~oUL) of variation (~oUL) of variation (~oUL) of variation 

(%) (%) (%) (%) 

0.3 10.8 0.14 10.5 1.5 6.1 0.6 8.8 

0.5 6.1 0.3 7.2 2.5 4.9 1.7 7.8 

1.7 2.9 1.0 8.4 7.9 5.6 9.4 5.8 

3.5 2.9 2.3 8.0 12.5 6.1 31.7 7.7 

6.4 9.1 4.8 8.8 16.4 7.5 71.5 8.0 



TABLE III 

Comparison of the herein described and previously reported assays for domperidone. 

_ ;"~'''L&~u.vIO et al. KOBYLINSKA et al. WARD et al. MICHAUD etaI. 

Accuracy <110% 94-105.6% ND 100.5±9.9% 

Intra-day variability 5% <10% ND <8% -
Inter-day variability ND <10% ND <11% 

LOQ 1 ng/mL 1 ng/mL ND 0.06 IlmollL 

(25 ng/mL) 

Sample preparation Uquid-liquid extraction. Solid-phase extraction No extraction required. No extraction required. 

using nitrile SPE 

cartridges. 

Analysis lime Total analysis lime of 8.6 Total analysis time of Baseline resolution of Baseline resolution of 

min for domperidone 7.62 min for domperidone and 3 domperidone and 4 

only. domperidoneonly. metabolites within 15 metabolites within 13 

minutes. minutes. 

Medium Suitable for detection of Suitable for detection of Suitable for in vitro drug Suitable for in vitro drug 

domperidone in plasma. domperidone in plasma. metabolism studies. metabolism studies. 



77 

FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Major metabolic pathways of domperidone. 

Figure 2: A) Typical chromatogram of domperidone and its four major metabolites. 

Retention time are 4.2, 4.7, 5.1, 5.7, 6.5 and 12.1 minutes for a hydroxylated metabolite 

(M1), a N-dealkylated metabolite (M2), a minor hydroxylated metabolite (M4), a major 

5-hydroxylated metabolite (M3), internai standard (encainide) and domperidone, 

respectively. B) Typical chromatogram obtained from a blank and control incubation 

(incubation performed without NADPH regenerating system). 

Figure 3: Representative kinetic plots for the inhibition of the formation rate of major 

metabolites of domperidone. Each data point represents the mean of duplicate 

experiments. M1; hydroxylated metabolite, M2; N-dealkylated metabolite and M3; major 

5-hydroxylated metabolite. 
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iv) DISCUSSION 

Tel que discuté dans l'article, il existe peu de méthodes d'analyse publiées dans la 

littérature pour la détection et la quantification de la dompéridone et de ses 

métabolites. Il faut noter que nous étions aussi limités par le type d'appareils 

disponibles dans le laboratoire à ce moment. Le manque de littérature relative à la 

dompéridone et ses métabolites peut s'expliquer par le fait que 1) ce médicament 

fut commercialisé au Canada il y a déjà plus de 30 ans (à la fin des années 70) et 2) 

qu'il n'est pas disponible aux États-Unis. Une des limites de notre étude est qu'elle 

ne permet pas la caractérisation des métabolites lesquels ne sont pas disponibles 

commercialement. Par conséquent, tel que rapporté dans l'article de Simard et al., 

nous avons fait identifier et caractériser les métabolites à l'aide d'une expertise 

externe à l'aide de LC-MS TOF, soit par chromatographie liquide couplé à un 

spectre de masse de type «time of flight». Cet appareil est particulièrement utile 

pour l'identification de composés inconnus. Par la suite, la correspondance entre les 

métabolites identifiés avec cette technologie et les métabolites détectés par HPLC a 

été réalisée. Ainsi, l'identification et la correspondance des métabolites étant 

réalisées, la méthode HPLC n'est plus contraignante et devient adéquate pour nos 

études de métabolisme in vitro subséquentes. 

Il faut également ajouter qu'une limite des analyses par HPLC est la sensibilité 

lorsqu'on compare cette dernière à des technologies telles que la spectrométrie de 

masse. Tout d'abord, cette technologie n'était pas disponible dans le laboratoire. De 

plus, cette contrainte de sensibilité est peu problématique lors d'étude in vitro 

puisque les concentrations avec lesquelles ces expériences sont effectuées sont 

élevées comparativement aux matrices biologiques obtenues lors des études in 

vivo. Également, l'utilisation d'un détecteur à fluorescence permet en plus de limiter 

les interférences, d'obtenir davantage de spécificité comparativement à d'autres 

types de détecteurs comme l'ultraviolet. Effectivement, aucun interférant n'a été 

détecté tant avec les métabolites qu'avec la dompéridone et cela, avec différentes 

sources enzymatiques et différents milieux d'incubation. 

Finalement, nous avons mis au point une méthode d'analyse simple, efficace, 

rapide, suffisamment sensible et spécifique pour effectuer des études de 

pharmacocinétiques in vitro. 



SECTION 2.1.1 

ARTICLE #2 

Comprehensive characterization of CYP3A isozymes 
involved in the metabolism of domperidone: 
comparison with the probe drug substrate 

midazolam, role of cytochrome b5 and inhibition by 
ketoconazole. 
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i) OB .. IECTIFS DE L'ÉTUDE 

Cette partie de mes études doctorales a pour objectif 1) de caractériser les 

isoenzymes spécifiques de la famille CYP3As impliquées dans le métabolisme de la 

dompéridone et d'évaluer leur contribution respective au métabolisme de la 

dompéridone, 2) d'étudier l'effet de l'addition de cytochrome b5 sur le profil cinétique 

des isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5, 3) d~ déterminer l'influence du cytochrome b5 

sur l'inhibition par le kétoconazole, un inhibiteur puissant des CYP3As et finalement, 

4) de répéter et comparer les résultats avec un substrat marqueur du CYP3A4, le 

midazo/am. 

Mise en contexte du projet: 

Une brève mise en perspective du projet dans le temps sera d'abord présentée afin 

d'expliquer le cheminement logique de l'étude. Premièrement, des expériences de 

métabolisme in vitro en présence d'isoenzymes purifiées de CYP3A4 et de CYP3A5 

ont été effectuées avec la dompéridone. La quantité de métabolites produits de la 

dompéridone étant plus faible qu'attendue, une évaluation de l'activité enzymatique 

a été réalisée en utilisant le midazolam comme substrat marqueur. L'activité 

demeurant faible, les éléments du milieu d'incubation ont été comparés à ceux 

utilisés dans la littérature avec ces isoenzymes. Le cytochrome b5 a alors été ajouté 

comme cofacteur au milieu d'incubation. La formation des métabolites de la 

dompéridone était alors plus proche de celle obtenue précédemment avec les 

microsomes de foie humain. Les cinétiques obtenues avec les CYP3A4 et CYP3A5 

en présence ou en absence de cytochrome b5 ont pu être évaluées et comparées 

pour la dompéridone et le midazolam. Toutefois, certains profils cinétiques observés 

ne correspondaient pas à une cinétique simple de Michaelis-Menten et ne 

permettaient pas de dériver adéquatement les paramètres cinétiques in vitro. Ainsi, 

une approche non conventionnelle dite «atypique» apparaissait mieux concorder 

avec certains des profils observés. Par la suite, des études d'inhibition avec le 

kétoconazole, un inhibiteur puissant des CYP3As, ont été réalisées afin d'étudier 

l'influence du cytochrome b5 sur l'inhibition par le kétoconazole. 
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ii) INTRODUCTION 

Les lignes directrices relatives au traitement de nombreuses pathologies (exemple; 

l'hypertension, le diabète, l'insuffisance cardiaque, les soins palliatifs ... ) favorisent le 

recours à une polythérapie exposant ainsi les patients à un potentiel important 

d'interactions médicamenteuses .. Ceci n'est pas sans conséquences cliniques. Il 

faut noter que les effets secondaires aux médicaments entraînent un bon nombre 

d'hospitalisations annuellement et que les interactions médicamenteuses sont en 

grande partie responsables de ces effets secondaires. Lors de l'adiminstration 

concomitante de médicaments, une compétition au sein de leur métabolisme ou de 

leur élimination peut survenir provoquant généralement une augmentation des 

concentrations plasmatiques de l'un des médicaments. Cette augmentation peut 

entrainer des effets indésirables d'importance clinique. Les intéractions 

pharmacocinétiques liées au métabolisme des médicaments sont fréquemment 

observée en clinique. D'où l'intérêt de mieux comprendre les mécanismes sous­

jacents aux interactions médicamenteuses afin de réduire les effets secondaires, le 

nombre d'hospitalisations mais également afin d'améliorer la fidélité des patients à 

leur traitement pharmacologique. 

L'identification des enzymes impliquées dans le métabolisme des médicaments et 

des molécules investigatrices ("produits candidats» lors du développement des 

médicaments) peut aider à identifier la meilleure alternative quant au médicament à 

administrer pour un patient en fonction de son profil pharmacologique ou encore à 

cibler la meilleure molécule en investigation à développer.251 Ceci peut également 

aider à déterminer les études in vivo spécifiques à réaliser. Finalement, une 

identification précise des isoenzymes peut aussi aider à expliquer et à élucider des 

mécanismes responsables de la variabilité interindividuelle dans la réponse ou la 

toxicité aux médicaments.251 Le défi est de comprendre l'impact relatif des 

différentes formes de CYP450s humains afin d'obtenir un reflet globale et précis du 

métabolisme complet du composé. Diverses approches ont été développées pour 

étudier les isoformes spécifiques des CYP450s impliquées dans le métabolisme des 

médicaments. Ceci comprend l'utilisation de fractions de tissus humains, des 

cellules, des tranches de tissus, des enzymes exprimées à partir de cellules 

clonées. 

L'isoforme CYP3A4 est l'une des isoenzymes majeures des CYP450s due à son 

expression abondante dans le foie et les intestins chez l'humain, son éventail large 
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dans la spécificité des substrats et son implication fréquente dans les interactions 

médicamenteuses cliniquement significatives. 

Les résultats obtenus suite aux études de métabolisme effectuées dans notre 

laboratoire avaient montré que la voie majeure du métabolisme de la dompéridone 

est la famille CYP3A. Il existe un intérêt particulier à caractériser le métabolisme des 

médicaments par les différentes isoenzymes des CYP3As. Ceci s'explique par le fait 

que les CYP3A4 et CYP3A5 présentent un chevauchement dans la spécificité de 

leurs substrats et qu'une variabilité importante dans le métabolisme des 

médicaments substrats des CYP3A4/5 est observée en clinique. Cette variabilité est 

due entre autres à la présence d'un polymorphisme génétique pour le CYP3A5. 

Les stratégies utilisées afin de prédire la clairance in vivo des médicaments de 

même que la prédiction des interactions médicamenteuses potentielles sont basées 

sur les données cinétiques in vitro du métabolisme des médicaments. D'où 

l'importance de caractériser spécifiquement le métabolisme des médicaments. 

iii) CINÉTIQUE A TYPIQUE 

La relation entre l'activité métabolique et les concentrations du substrat peut 

généralement être décrite par le modèle classique de Michaelis-Menten. Le modèle 

de Michaelis-Menten assume que le site actif de l'enzyme comporte un seul site de 

liaison où le processus enzymatique a lieu et que la vitesse avec laquelle la réaction 

s'exécute peut être caractérisée par une courbe de saturation de forme 

hyperbolique. Généralement, cette approche peut être appliquée à la majorité des 

enzymes biologiques retrouvées dans l'environnement.252 De fait, plusieurs 

réactions catalysées par les CYP450s suivent une cinétique simple de Michaelis­

Menten dont les constantes cinétiques sont facilement dérivées. Toutefois, certaines 

isoenzymes des CYP450s, particulièrement le CYP3A4, présentent des propriétés 

cinétiques non-conventionnelles dites atypiques. Déjà au début des années 1980, 

des études rapportaient des cinétiques non-hyperboliques avec des CYP450s.253.254 

Il est bien démontré que certaines isoenzymes des CYP450s incluant les CYP1A2, 

CYP2C9/8, CYP2D6, CYP2E1 et CYP3A4 peuvent présenter des cinétiques in vitro 

atypiques et non artéfactuelles. Les cinétiques «allostériques» peuvent influencer 
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l'interprétation et la prédiction du métabolisme et des interactions 

médicamenteuses. 

Des modèles à plusieurs sites de liaison ont été proposés et sont utilisés pour 

décrire les cinétiques enzymatiques atypiques. L'existence possible de différents 

sites de liaison à l'isoenzyme CYP3A4 a été proposée par le fait que le site de 
1 

liaison au CYP3A4 est très large suggérant que le site actif puisse accommoder 

deux ou plusieurs molécules du même substrat ou d'une autre entité chimique. 

Alors que des interactions compétitives étaient attendues, de nombreux substrats 

du CYP3A4 ont plutôt présenté un comportement différent et non conforme aux 

interactions compétitives conventionnellement prévues. 

Les effets nommés «atypiques» peuvent être positifs ou négatifs, sont variés et 

peuvent résulter de la fixation à différents sites de liaison sur l'enzyme par plus 

d'une molécule du même substrat (on parle alors d'homotropie) ou de différents 

substrats (on réfère alors à l'hétérotropie). En particulier, la cinétique complexe du 

CYP3A4 observée avec certains substrats est expliquée par les phénomènes de 

coopération (activation ou inhibition) homotropique et hétérotropique. Les effets 

homotropiques consistent en des modifications soit dans l'affinité et/ou dans la 

vitesse de formation des métabolites produits suite à la liaison d'une seconde 

molécule du même substrat au site actif de l'enzyme. L'effet final est soit une 

activité augmentée de l'isoenzyme CYP450 décrite par une cinétique sigmoïde 

(définie comme une autoactivation ou 'homotropie positive) ou soit, une activité 

enzymatique réduite décrite par un profil cinétique convexe (définie comme une 

auto-inhibition ou homotropie négative). Le profil typique le plus fréquent est une 

sigmoïde ou courbe en «8,) (Figure7). La complexité des effets allostériques est 

supérieure pour les interactions hétérotropiques lesquelles impliquent deux 

molécules différentes. Contrairement à une simple inhibition compétitive, la seconde 

molécule peut entraîner soit une activation, soit une inhibition affectant l'affinité ou 

'activité métabolique, mais également une combinaison des deux c'est-à-dire une 

activation et une inhibition peuvent être observées. Le phénomène d'hétérotropie se 

complexifie davantage puisque les effets seront dépendants du substrat. 
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Le manque d'inhibition compétitive observé avec les combinaisons de testostérone 

et de diazépam ou d'aflatoxin B1 et d'a-naphtoflavone ont suggéré la présence d'un 

site distinct et différent pour la liaison de l'effecteur. De plus, les études de 

mutagénèse dirigée ont indiqué que le site de métabolisme et de régulation peut 

différer pour le même substrat. 152, 255-257 Les effets des interactions seront 

dépendantes du/des substrat(s) présent(s) au site actif, du chevauchement possible 

au niveau de la liaison et de leur concentration. 

Il semble que le CYP3A4 soit particulièrement sensible aux ligands pour les sites 

non-actifs ainsi qu'aux conditions liées au tampon.258, 259 Schrag et Wienckers ont 

rapporté que l'addition de magnésium au milieu d'incubation en présence de 

CYP3A4 et du substrat pyrène a entraîné une conversion du profil cinétique 

hyperbolique en une cinétique homotropique positive. Ainsi, des changements de 

conformation seraient induits par des ligands comme le magnésium agissant sur 

des sites non-actifs,260 De plus, le cytochrome b5 de même que le cytochrome 

réductase pourraient aussi contribuer à des changements de conformation (ceci 

constituerait l'un des mécanismes allostériques). 

iv) CYTOCHROME b5 

Les CYP450s ne sont pas des enzymes dites auto-suffisantes c'est-à-dire, les 

isoenzymes microsomales nécessitent la présence d'une réductase, la NADPH 

réductase, comme porteur d'électron pour obtenir un système catalytique 

fonctionnel. Une autre protéine «hème», le cytochrome b5, est également reconnue 

pour avoir un rôle important dans les réactions de monooxygénation dépendantes 

des CYP450s. D'ailleurs les CYP450s humains peuvent utiliser le cytochrome b5 

comme source d'électrons où le' NADH est le réducteur et le flot d'électrons est 

médié par une FAD-oxydoréductase cytochrome b5, Bien que les fonctions du 

cytochrome b5 soient encore hypothétiques, il est proposé que le cytochrome b5; 1) 

soit impliqué dans le transfert direct d'électrons, 2) puisse former un complexe avec 

le CYP pour permettre un second transfert d'électrons lors de l'interaction avec la 

réductase, 3) diminue le «uncoupling» ou 4) agisse à titre d'effecteur augmentant 

ainsi la formation de produits, indépendamment de l'effet d'oxydoréduction.261 

Depuis plusieurs années, les résultats de différentes études supportent le rôle 

effecteur du cytochrome b5 dans la réaction de monoxygénation des CYP450s.262-
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265 Cette hypothèse est basée sur le fait que le cytochrome b5 facilite la dégradation 

du complexe oxycytochrome P450 favorisant la formation du produit et du CYP450 

ferrique. L'apo-cytochrome b5 a montré être aussi actif à titre d'effecteur sur 

l'oxycytochrome P450. 

Des expériences in vitro effectuées à partir d'enzymes CYP450 recombinantes ou 

de cellules coexprimant le cytochrome b5 avec une réductase ont montré que la 

présence de cytochrome b5 pouvait moduler l'activité spécifique de plusieurs 

isoenzymes du CYP450. Ainsi, le cytochrome b5 a augmenté l'activité des CYP2A6, 

CYP2B6, CYP2C8/9/19, CYP2E1 et CYP3A4. Il faut souligner que l'effet du 

cytochrome b5 est dépendant de l'isoforme de CYP450, mais également dépendant 

du substrat.266 Plusieurs études soutiennent grandement les effets allostériques du 

cytochrome b5 lesquels seraient en partie expliqués par un effet sur le «spin» du 

CYP450. Les effets modulateurs du cytochrome b5 sont appuyés par le fait que ce 

cytochrome peut non seulement augmenter l'activité du CYP450 mais il peut aussi 

inhiber son activité. En effet, le cytochrome b5 active l'oxydation de nombreux 

substrats des CYP3A4 et CYP3A5, tandis qu'il inhibe l'activité du CYP3A7.266 

Des études ont rapporté une influence marquée du cytchrome b5 sur l'activité des 

isoenzymes de la sous-famille CYP3As. Diverses expériences effectuées avec 

l'isoforme CYP3A4 humaine indiquaient que la liaison du cytochrome b5 avec le 

CYP450 spécifique entraînait des changements structurels lesquels avaient un 

impact sur la capacité de la monooxygénase à subir des changements 

d'oxydoréduction.261 D'ailleurs dans des systèmes reconstitués in vitro, en présence 

de substrats comme la testostérone ou la nifédipine, l'<<input>> du premier électron 

du NADPH à la monooxygénase (laquelle passe d'un état ferrique à ferreux), ainsi 

que le taux de produits formés étaient minimes en absence de cytochrome b5.267
,268 

De plus, l'apo-cytochrome b5 a démontré une efficacité comparable à l'holoprotéine 

en rapport à la réduction du CYP3A4 et dans la formation des métabolites produits. 

Ceci suggère que le rôle du cytochrome b5 ne requerrait pas de transfert d'électrons 

ou de changements d'oxydoréduction.269 Effectivement, Yamazaki et al. ont observé 

que l'augmentation de l'hydroxylation de la 6-~-testostérone et de l'oxydation de la 

nifédipine était réalisée aussi efficacement par l'apo-cytochrome b5 que par 

l'holoenzyme suggérant que le cytochrome b5 peut activer l'isoenzyme CYP3A4 en 

induisant un changement de conformation et non par l'augmentation du flot 

d'électrons.269 D'ailleurs, plusieurs études suggèrent que le cytochrome b5 ait 

davantage un rôle «conformationnel» qu'un effet sur le transfert d'électrons, puisque 
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le transfert de l'électron du cytochrome b5 ferreux au CYP450 ferrique apparaît très 
lent. 269·271 

L'interaction entre les CYP450s et le cytochrome b5 peut aussi entraîner la 

production d'une cinétique atypique. Il est probable que la liaison de l'effecteur 

augmente ou améliore l'interaction avec le cytochrome b5 ou l'oxydoréductase ou 

les deux. 
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ABSTRACT 

Previous studies have indicated that CYP3As are involved in the metabolism of the 

prokinetic agent domperidone. The objective of our study was to characterize further 

the role of specific CYP3A isoforms in the metabolism of this drug using various 

enzymatic sources. The modulatory role of cytochrome b5 as weil as inhibition by 

ketoconazole were assessed and compared with the probe drug midazolam. Intrinsic 

clearances for the formation of domperidone major metabolite (M3) was the highest 

with rCYP3A4 (004 mUmin/nmol CYP450) compared with rCYP3A5 (0.04 mUmin/nmol 

CYP450). In contrast, much similar intrinsic clearance values were determined for the 

respective formation of either 1-0H or 4-0H-midazolam by rCYP3A4 (1.51 and 0.04 

mUmin/nmol CYP450) or rCYP3A5 (1.80 and 0.06 mUmin/nmol CYP450), although 

intrinsic clearances were much higher for 1-0H compared to 4-0H-midazolam. The 

addition of cytochrome b5 to recombinant enzymes (rCYP3A4 or rCYP3A5) increased 

1.5- to 6-fold the Vmax for the formation of domperidone M3, rnidazolam 1-0H and 

midazolam 4-0H metabolites. Our results also demonstrate that ketoconazole exhibit 

preferred inhibition of CYP3A4 compared to CYP3A5 for both domperidone and 

midazolam. Interestingly, the addition of cytochrome b5 to the incubation mixture 

appeared to decrease the inhibitory potency of ketoconazole towards CYP3A4 for 

domperidone but not for midazolam. Thus our results confirm the role of CYP3As in the 

metabolism of domperidone but more specifically that CYP3A4 is the major enzyme 

involved in the metabolism of the drug. 
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INTRODUCTION 

The cytochrome P450 (CYP450) is a superfamily of enzymes involved in the 

metabolism of endogenous and exogenous compounds.(Rendic, 2002) This 

superfamily comprises in hum ans 44 subfamilies and 57 genes 

(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). One of these subfamilies, the 

CYP3A, with its four known members (CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 and CYP3A43), is 

the major subfamily of enzymes involved in the biotransformation of xenobiotics and the 

most abundant drug metabolizing enzyme in the liver.(Guengerich et aL, 1986; Komori 

et aL, 1989; Shimada et aL, 1994; Gellner et aL, 2001) Indeed, CYP3As are responsible 

for the metabolism of about 50% of therapeutic compounds currently used 

clinically.(Rendic, 2002) 

Wide inter-individual differences in the expression or activity of CYP3As contribute to 

variations in both the clearance and efficacy of CYP3A substrates. This is mostly 

explained by factors such as variability in the intestinal and hepatic content of various 

CYP3A isoforms, discrete sensitivity to genetic polymorphisms, the presence of more 

than one catalytic or binding sites on CYP3A isoforms, complex substrate-enhancer 

interactions and overlap substrate selectivity between CYP3A isoforms.(Shimada et aL, 

1994; Harlow and Halpert, 1998; Domanski et aL, 2001; Kenworthy et aL, 2001; Kuehl 

et aL, 2001; Schrag and Wienkers, 2001 a; Emoto and Iwasaki, 2006; Paine et aL, 2006) 

ln vitro studies with CYP3A isoforms are generally performed to estimate the relative in 

vivo intestinal/hepatic clearance of CYP3A substrates and their potential for drug-drug 

interactions. In the most conventional way, a Michaelis-Menten model is employed to 

describe the rate-of-metabolism to substrate-concentration relationship. The addition to 

the incubation mixture of CYP450 etfectors that could activate or inhibit the enzymatic 

activity may lead to unusual kinetics.(Shou et aL, 2001) Henc"e, under these conditions, 

certain CYP450 isozymes, but in particular CYP3As, exhibit atypical kinetic profiles for 

the metabolism of substrates such as verapamil, testosterone, nifedipine, diazepam and 

midazolam.(Kenworthy et aL, 2001; Galetin et aL, 2003; Shen et aL, 2004) For instance, 

it is known that more than one molecule of CYP3A substrates or a substrate plus an 

effector can co-Iocalize within the CYP3A catalytic site at any given time.(Shou et aL, 

1994; Schrag and Wienkers, 2001 b) Endogenous effectors such cytochrome b5 can 
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provoke atypical kinetics to occur which phenomenon can confound the estimation of 

drug metabolism or inhibitory constants. 

Domperidone is principally used in Canada and European countries for its antiemetic 

properties and for the treatment of motility disorders. For years, the drug was a second 

choice to cisapride but removal of the latter trom the market has been associated with a 

significant increase in the clinical use of domperidone. Domperidone possesses cardiac 

electrophysiological effects similar to those of cisapride: the drug as high affinity for 

HERG, blocks the rapid component of the delayed rectifier potassium current (lKr) and 

prolongs cardiac repolarization.(Drolet et aL, 1998; Dralet et aL, 2000) Indeed, QT 

prolongation and sudden deaths have been reported following the intravenous 

administration of domperidone or following overdosing.(Giaccone et aL, 1984; Rocha 

and Barbosa, 2005) These effects prevented approval of the drug by the FDA and its 

access to the market in USA. Previous studies conducted in our laboratory and by 

others have indicated that CYP3As are the major enzymes involved in the metabolism 

of domperidone.(Simard et al., 2004; Ward et al., 2004) Hence, considering the toxicity 

profile of domperidone, drug-drug interactions leading to inhibition of CYP3As can 

provoke increase in plasma levels of the drug and predispose patients to QT 

prolongation or torsades de pointes. 

ln this study, we further examine and characterize the metabolism of domperidone by 

specific CYP3A isoforms looking more closely at the relative contribution of CYP3A4, 

CYP3A5 and CYP3A7. Metabolic activities and kinetic constants are compared to those 

of midazolam for the formation of its 1-hydroxy- (1-0H) and 4-hydroxymetabolite (4-

OH). We have also evaluated the modulatory role of cytochrome b5 - as an effector­

on the metabolism of domperidone and midazolam and characterized the effects of 

cytochrome b5 on the inhibition potency of ketoconazole towards CYP3A4 and 

CYP3A5. 

MATERIALS AND METHODS 

Materials. Domperidone was purchased fram Janssen Pharmaceutica l'J.V. (Beerse, 

Belgium). Ketoconazole was obtained from· ICN Biomedicals (Aurora, OH, USA). 
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Midazolam and encainide were generously provided by Sabex laboratories (Montreal, 

Canada) and Bristol Myers Squibb Pharmaceutical Research (Wallingford, CT, USA), 

respectively. 1-Hydroxymidazolam, 4-hydroxymidazolam and cofactors (NADP+, 0-

glucose 6-phosphate and glucose 6-phosphate dehydrogenase) were obtained from 

Sigma-Aldrich (St. louis, MO, USA). Human liver microsomes were purchased from 

Human Biologics International (Scottdale, AZ, USA). Microsomes from Iymphoblast­

expressed human CYP3A4, from baculovirus-infected insect cells expressing CYP3A4 

(rCYP3A4) or CYP3A5 (rCYP3A5), and from baculovirus-expressed human cytochrome 

b5 (CYP b5) were obtained from BD Gentest (Woburn, MA, USA). These microsomes 

were coexpressed with human CYP450 reductase. We also obtained from the same 

source microsomes from baculovirus-infected insects that coexpress CYP3A7, 

cytochrome b5 (rCYP3A7+b5) and human CYP450 reductase. Mouse monoclonal 

antibodies raised against human CYP3A4 were also obtained from BD Gentest 

(Woburn, MA, USA). Other chemicals used were of highest qualities commercially 

available. 

HPLC analysis. The HPlC system (Thermo Separation products, Fremont, CA) 

consisted of a SpectraSystem P4000 pump, a SpectraSystem AS3000 autosampler, a 

model Fl3000 fluorescence detector, a SpectraSystem UV3000 ultraviolet detector and 

a model PC1000 System Software. Quantification of domperidone major metabolites 

was performed after chromatographic separation according to the previously published 

method.(Michaud et aL, 2007) Quantitative analysis of midazolam metabolites (1-0H­

midazolam and 4-0H-midazolam) was performed after slight adjustments to the assay 

described by Perloff et aL(Perloff et aL, 2000) Briefly, separation of 1-0H-midazolam 

and 4-0H-midazolam was achieved on an Ultrasphere ODS column (5 IJM x 250 mm x 

4.6 mm; Beckman Coulter, Fullerton, CA) using a mobile phase containing potassium 

acetate buffer (0.01 M, pH 7.4), acetonitrile, methanol, tetrahydrofuran (45: 25: 23: 7) 

and trietylamine (0.5 mUl of potassium acetate buffer). Eluent was monitored by 

ultraviolet absorbance at À = 220 nm. Intraday and interday coefficients of variation 

were less than 5% and 10%, respectively. 

Microsomal incubations. Ali microsomal incubations were performed in duplicate. The 

standard incubation mixture (final volume, 500 Ill) consisted of microsomes (20 Ill), 

375 III of phosphate buffer 50 mM (pH 7.4), 100 III of NADPH-regenerating system 
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solution and 5 III of substrate (domperidone dissolved in DMSO and midazolam 

dissolved in methanol; 1 % final reaction volume). The NADPH-regenerating solution 

(100 Ill) contained l'JADP+ (498 Ilg), D-glucose 6-phosphate (502 Ilg), MgCI2 25 mM 

and 0.2 U glucose 6-phosphate dehydrogenase. The final concentration of 

domperidone in the incubation mixture varied from 0.5 to 500 IlM whereas that of 

midazolam varied from 0.5 to 300 IlM. Substrates were incubated with different 

enzymatic sources: human liver microsomes, microsomes from Iymphoblast-expressed 

CYP3A4, and microsomes from baculovirus-expressed human rCYP3A4, rCYP3A5 or 

rCYP3A7+bs. Incubations were perlormed with various amounts of CYP450 in the 

reaction mixture: 0.172 nmoles were used with human liver microsomes, 0.016 nmoles 

with microsomes from Iymphoblast-expressed CYP3A4, 0.040 nmoles with microsomes 

from rCYP3A4, rCYP3A5 or rCYP3A7+b5. 

Incubations containing microsomes, buffer and NADPH-regenerating system solution 

were pre-incubated at 3rC for 10 minutes. Reactions were initiated by the addition of 

the substrate to the incubation mixture. The enzymatic process was stopped by adding 

500 III of ice-cold acetonitrile after 45 minutes or 20 minutes, for domperidone and 

midazolam, respectively. Encainide (60 Ill; 100 Ilg/ml solution) was added as the 

internai standard to domperidone incubation milieu while diazepam (20 Ill; 100 Ilg/ml 

solution) was used as the internai standard for midazolam incubations. Incubation 

mixtures were centrifuged at 12,000 rpm for 5 minutes. The supernatant, 10 to 50 Ill, 

was injected onto the HPlC system and the major ring-hydroxylated metabolite of 

domperidone (M3) or 1-0H- and 4-0H-midazolam were monitored. 

To evaluate the modulatory effects of cytochrome bs on the metabolism of domperidone 

and midazolam, microsomes from baculovirus-expressed recombinant human 

cytochrome bs (CYP bs; 80 pmol) were added to incubation mixtures containing 

microsomes from rCYP3A4 or rCYP3A5. Incubation mixtures and procedures were 

similar to those described above; potassium buffer, NADPH-regenerating system 

solution and enzymatic sources with or without CYP bs were pre-incubated at 37°C for 

10 minutes before the addition of the substrate solution to initiate metabolic reactions. 

Unfortunately, rCYP3A7 alone is not commercially available and the role of cytochrome 

bs on the activity of rCYP3A7 cou Id not be determined. 
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Immunoinhibition studies. Mouse monoclonal antibodies raised against human 

CYP3A4 were used to confirm major isozymes involved in domperidone metabolism. 

Microsomes hom rCYP3A4 or rCYP3A5 were pre-incubated on ice for 15 minutes in the 

presence of CYP b5 and increasing amounts of antibodies directed against human 

CYP3A4 (0-20 Ill). Thereafter, potassium buffer and NADPH-regenerating system 

solution were added to the mixture containing microsomes and prewarmed at 37°C as 

described earlier (for 10 minutes) prior to the addition of domperidone. Extent of 

domperidone metabolism was measured as percentage of control activity (20 III of Tris 

buffer provided for antibody dilutions). 

Inhibition studies. Effects of the CYP3A chemical inhibitor ketoconazole on the 

metabolism of domperidone and midazolam were studied in human liver microsomes, 

microsomes from Iymphoblast-expressed CYP3A4 and microsomes from rCYP3A4 or 

rCYP3A5, with or without CYP b5• Ketoconazole was dissolved in methanol (final 

concentration of methanol in the reaction mixture was 1 %). The final concentration of 

ketoconazole ranged from 0.03 to 3 IJM. Briefly, the reaction mixtures containing 

enzymatic sources, potassium buffer, NADPH-regenerating system and ketoconazole 

were prewarmed at 3rc for 10 minutes, as described previously, before the addition of 

the substrate (either domperidone or midazolam). Final concentration of domperidone 

was fixed at 200 IJM in experiments with microsomes from human livers, microsomes 

from Iymphoblast-expressed CYP3A4 or microsomes from rCYP3A4 but was fixed at 

300 IJM in experiments conducted with microsomes from rCYP3A5. Final concentration 

of midazolam was fixed at 50 IJM for inhibition studies measuring the formation of 1-0H­

midazolam and at 200 IJM for inhibition studies looking at 4-0H-midazolam. Formation 

rates of the major ring-hydroxylated metabolite of domperidone (M3), 1-0H-midazolam 

and 4-0H-midazolam were expressed as a percentage of metabolite formed relative to 

amounts of the same metabolites formed in incubations containing no inhibitor. 

Data analysis. Enzyme kinetic parameters were determined by non-linear regression 

analysis using Michaelis-Menten equation while inhibitor potencies (IC50 values) were 

determined by non-linear regression analysis using Hill's equation. Sigmoidal velocity 

vs substrate data was described numerically (n) by Hill equation. Substrate inhibition 

kinetic parameters were calculated by the following equation(Houston and Kenworthy, 

2000); 
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v = VmaJ (1+ (Km! S) + (S/Ksi)) 

When the metabolic profile was consistent with a positive or negative homotropic 

behavior, the clearances were calculated by the appropriate equations. 

For sigmoidal rate plot; viS = Vma/S
n-1 1 (Sson + sn) 

For negative subtrate plot; viS = V max 1 (S + Km + (S2/Ksi) ) 

ICso was defined as the concentration of ketoconazole that resulted in 50% inhibition of 

metabolite formation. 

RESULTS 

Formation of domperidone and midazolam metabo/ites by CYP3A isoforms in the 

absence of cytochrome b5. 

Comprehensive characterization of CYP3A isoforms involved in the formation of 

domperidone M3-hydroxylated metabolite was undertaken using human liver 

microsomes, Iymphoblast-expressed human CYP3A4, rCYP3A4 and rCYP3A5. Km and 

Vmax values for each enzymatic source are summarized in Table 1. Formation rates of 

domperidone M3-metabolite by human liver microsomes, CYP3A4. rCYP3A4 and 

rCYP3A5 were of the same order of magnitude. Intrinsic clearance determined for the 

formation of domperidone M3 metabolite was the highest with rCYP3A4 (Clint GYP3A4= 

0.43 mUmin/nmol CYP450) and more than 10-times higher than that determined for 

rCYP3A5 (Clint GYP3AS= 0.04 mUmin/nmol CYP450). This highlighted the much greater 

affinity (Km) of domperidone for CYP3A4 compared to CYP3A5 for the formation of 

domperidone M3 metabolite. 

Similarly, kinetic parameters were determined for the formation of 1-0H-midazolam and 

4-0H-midazolam in human liver microsomes, rCYP3A4 or rCYP3A5. (Table Il). The 

formation rate of midazolam 1-0H-metabolite was much higher with the rCYP3A5 

isoform compared to rCYP3A4 (Vmax values: 6.13 vs 1.81 nmollnmol CYP450/min). 

On the other hand, much smaller differences were noted for the intrinsic clearance 

values between these enzymatic sources. Similar intrinsic clearance values for 

rCYP3A4 and rCYP3A5 despite much higher Vmax for rCYP3A5 were mostly explained 
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by the greater affinity of rnidazolam for rCYP3A4 compared to rCYP3A5 (Km=1.2 !lM vs 

3.4 !lM). 

Affinity of midazolam for the CYP3A isoforms was also much greater (5 to 40-fold) for 

the formation of the 1-0H-metabolite compared to the formation of 4-0H-midazolam 

(Km or S50 values were much lower for 1-0H-midazolam; Table Il). Consequently, 

intrinsic clearance values were 10 to 35-fold greater for the formation of 1-0H­

midazolam compared to the formation of the 4-0H-metabolite. 

Kinetics for the formation of domperidone M3 metabolite and for the formation of 4-0H­

midazolam by human liver microsomes, rCYP3A4 and rCYP3A5 were best described 

by a classical Michaelis-Menten model (Figures 1 and 2). In contrast, kinetics for the 

formation of 1-0H-midazolam were best described by a negative homotropic model 

based on convex Eadie-Hofstee plots (Figure 2 A and B). Thus, a negative cooperativity 

situation was observed for the formation of this metabolite suggesting autoinhibition in 

the kinetic profiles obtained with rCYP3A4 and rCYP3A5 (in the absence of cytochrome 

b5). 

Determination of the optimal molar ratio between cytochrome bs and CYP3As. 

The optimal amount of cytochrome b5 to be added to a fixed amount of rCYP3A 

isoforms was established using domperidone as a substrate. Figure 3 iIIustrates the 

rate of domperidone oxidation measured as a function of increasing ratios of 

cytochrome bJrCYP3A4. As can be seen, the activity of rCYP3A4 towards the oxidation 

of domperidone was enhanced significantly by the addition of even smalt amounts of 

cytochrome b5• The rate of metabolism reached a maximum when the molar ratio of 

cytochrome b5 to rCYP3A4 was around 2. 

Modulatory effects of cytochrome bs added to the incubation mixture on the metabolism 

of domperidone and midazolam by human rCYP3A isoforms. 

The effects of cytochrome b5 on rCYP3A activities were investigated by measuring the 

rate of formation of domperidone M3-metabolite, 1-0H-midazolam and 4-0H­

midazolam (Tables 1 and Il). Cytochrome b5 was added at a molar ratio of 2:1 as 

determined previously. Vmax for the formation of domperidone M3 metabolite increased 

6-fold when cytochrome b5 was added to rCYP3A4. On the other hand, Vmax for the 
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formation of this metabolite was increased only 2-fold when cytochrome b5 was added 

to rCYP3A5. For midazolam, addition of cytochrome b5 increased the enzymatic activity 

of both rCYP3A4 and rCYP3A5 by -2- to 3-fold, and to a similar extent for both 1-0H­

midazolam and 4-0H-midazolam. 

Following the addition of cytochrome b5, a decrease in binding affinity (Km) was 

observed for domperidone with rCYP3A4 (15.3±1.7 vs 49±5 !-LM) whereas binding 

affinity to rCYP3A5 slightly increased (129±13 vs 94±11!-LM). Consequently, the addition 

of cytochrome b5 increased the intrinsic clearance of domperidone by rCYP3A5 by 

almost 4-fold (from 0.04 to 0.16 mUmin/nmol CYP450) whereas that measured for 

rCYP3A4 increased only by 2-fold. Nevertheless, the intrinsic clearance measured with 

rCYP3A4+CYP b5 was the highest and 5-times higher than that measured in human 

liver microsomes (0.86 vs 0.16 mUmin/nmol CYP450). 

The addition of cytochrome b5 did not modify to a significant extent the binding affinity of 

midazolam for rCYP3A4 or rCYP3A5 (Table Il). There were however small increases in 

the intrinsic clearance for both 1-0H and 4-0H midazolam formation with either 

rCYP3A4 or rCYP3A5, ranging from 1.2- to 2.8-fold. 

The formation rate of domperidone M3 metabolite by rCYP3A7+CYP b5 was 10- to 35-

fold lower than that measured for rCYP3A5+CYP b5 or rCYP3A4+CYP b5 , respectively 

(Table 1). The same difference was observed for the intrinsic clearance values of 

domperidone by rCYP3A7+CYP b5 compared to rCYP3A4+CYP b5 or rCYP3A5+CYP 

b5 since affinity of domperidone to rCYP3A7 was of the same order of magnitude as 

that of rCYP3A4 or rCYP3A5 (when cytochrome b5 was added). 

For midazolam, similar kinetic parameters were determined for the formation of either 1-

OH or 4-0H-midazolam by rCYP3A7+CYP b5. However, binding affinity and activity 

towards the 1-0H metabolite of midazolam were much lower for this isoform compared 

to rCYP3A4+CYP b5 or rCYP3A5+CYP b5. Consequently, the intrinsic clearance of 

midazolam to its 1-0H metabolite by rCYP3A7+CYP b5 (0.12 mUmin/nmol CYP450) 

was 10-fold lower than that measured for rCYP3A4+CYP b5 or rCYP3A5+CYP b5 (1.51 

and 2.47 mUmin/nmol CYP450). 
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Inhibition of domperidone and midazolam metabolism by ketoconazole in the presence 

and absence of cytochrome b5 

Data obtained confirmed that ketoconazole is a pote nt inhibitor of domperidone and 

midazolam metabolism (Figure 4). ICso of ketoconazole for domperidone M3 metabolite, 

1-0H-midazolam and 4-0H-midazolam formation varied 40-fold, from 0.05 to 1.99 IlM, 

with the various enzymatic sources tested: ICsos where the lowest for rCYP3A4 (Table 

III). Addition of cytochrome bs to rCYP3A4 increased ICso of ketoconazole for the 

inhibition of domperidone M3 formation from 0.05 to 0.27 IlM. In contrast, addition of 

cytochromebs did not alter ICso of ketoconazole for the metabolism of midazolam by 

either rCYP3A4 or rCYP3A5. Irrespective of the enzymatic source tested, formation of 

1-0H- and 4-0H-midazolam exhibited similar sensitivity to inhibition by ketoconazole 

(ICsos are similar for the two metabolites for each enzymatic source). 

DISCUSSION 

The involvement of specifie CYP3A isoforms in the metabolism of domperidone was 

investigated in the present study using midazolam as a reference substrate marker. 

Intrinsic clearance values differed greatly between the three rCYP3A isoenzymes tested 

but results obtained indicate that CYP3A4 is the most important enzyme involved in the 

formation of domperidone major metabolite (M3). The addition of cytochrome bs 

increased the activity of rCYP3As, especially when domperidone was used as a 

substrate. Ketoconazole demonstrated preferred inhibition of CYP3A4 compared to 

CYP3A5 for both domperidone and midazolam. Interestingly, cytochrome bs appeared 

to decrease the inhibitory potency of ketoconazole towards CYP3A4 only for 

domperidone but not for midazolam. Thus, our results confirm the role of CYP3As in the 

metabolism of domperidone but more specifically that CYP3A4 is the major enzyme 

involved in the metabolism of the drug. 

ln our first series of experiments, the metabolism of domperidone and that of 

midazolam by rCYP3A4 and rCYP3A5 were characterized in the absence cytochrome 

bs. Under these conditions, affinity of domperidone for CYP3A4 was the highest while 

formation rates for domperidone M3-metabolite by rCYP3A4 and rCYP3A5 were similar 

(6.6 vs 5.7 nmol/nmol CYP450/min). Thus, the resulting intrinsic clearance for 
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domperidone was -10-fold higher in the presence of rCYP3A4 compared to rCYP3A5. 

ln contrast, intrinsic clearances of midazolam towards its 1-0H and 4-0H-metabolites 

were slightly higher for rCYP3A5. Previous studies had also indicated that midazolam is 

preferentially metabolized by CYP3A5 over CYP3A4.(Kronbach et aL, 1989; Ghosal et 

aL, 1996) 

It is weil accepted that cytochrome b5 constitutes an electron transfer component in 

many oxidative reactions such as CYP450 monooxygenations.(Schenkman and 

Jansson, 2003) However, mechanisms underlying the cytochrome b5-mediated 

stimulation of CYP450 activities remain controversiaL Some hypotheses propose that 

cytochrome b5 only helps electron transfer, others propose complexation between 

cytochrome b5 and CYP450 allowing acceptance of electrons without the need of two 

interactions with CYP450 reductases; while others suggest structural influences of 

cytochrome b5 binding on some cytochrome P450s.(Yamazaki et aL, 1996) These 

in'fluences would appear to be substrate and isoform dependent.(Shet et aL, 1995; 

Yamazaki et aL, 1996; Yamazaki et aL, 2002; Yamaori et aL, 2003) Allosteric 

stimulation by cytochrome b5 has been proposed for CYP3As such that binding of 

cytochrome b5 to CYP3As caused structural influences that affect ability of the 

monooxygenase to undergo redox changes.(Yamazaki et aL, 1996) 

Hence, in our second series of experiments, the addition of cytochrome b5 to the 

incubation mixtures was studied. Catalytic activities determined for the formation of M3-

domperidone with microsomes from rCYP3A4 or rCYP3A5 increased 6-fold (rCYP3A4) 

and 2.6-fold (rCYP3A5) following addition of cytochrome b5• Without cytochrome b5 

added, Vmax corrected for the amount of CYP450 added was comparable to Vmax 

measured with human liver microsomes or microsomes from Iymphoblast-expressed 

CYP3A4. These observations are consistent with results from other studies that 

demonstrated that cytochrome b5 can stimulate CYP3A4 and CYP3A5 activities and 

that addition of cytochrome b5 differs between rCYP3A4 and rCYP3A5.(Hirota et aL, 

2001; Nakajima et aL, 2002; Yamazaki et aL, 2002) Our results also showed that the 

addition of cytochrome b5 decreased 3-fold affinity of domperidone for rCYP3A4; the 

Km increased from 15.3 IlM (without cytochrome b5) to 49 IlM, a value similar to Km 

determined from human liver microsomes (36 IlM) or with microsomes from 

Iymphoblast-expressed CYP3A4 (34 IlM). 
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The addition of cytochrome bs to the incubation mixture also changed the affinity and 

activity of CYP3A isoforms towards the formation of midazolam 1-0H metabolite. 

Consequently, the intrinsic clearance of midazolam to its 1-0H-metabolite was 

increased. These results are in agreement with data previously reported by Yamaori et 

al. who indicated that Vmax values for the formation of 1-0H-midazolam by rCYP3A4 

and rCYP3A5 were increased by 1.9 and 2.3-times by the addition of cytochrome bs, 

respectively.(Yamaori et aL, 2003) Furthermore, Galetin et al. reported marked 

differences in pathway ratios between CYP3A5 and CYP3A4 for several 

benzodiazepines including midazolam.(Galetin et aL, 2004) ln the present study, the 

most significant change in pathway ratio between rCYP3A4 and rCYP3A5 intrinsic 

clearances was observed for domperidone; a 10- to a 5- fold difference in the absence 

vs in the presence of cytochrome bs, respectively. 

The inhibitory potency of ketoconazole towards rCYP3A4 was much stronger than that 

measured for rCYP3A5. These results are in agreement with data previously reported 

for other CYP3A substrates (lCso of 0.01-0.2 and 0.1-1 !lM for rCYP3A4 and rCYP3A5, 

respectively).(Patki et aL, 2003; Allqvist et al., 2007) The addition of cytochrome bs to 

the incubation mixture significantly decreased the apparent inhibitory potency (IC50) of 

ketoconazole for the formation of domperidone M3-metabolite by microsomes from 

rCYP3A4. However, selectivity towards a greater inhibitory potency for CYP3A4 over 

CYP3A5 was conserved in the presence of cytochrome b5• Our results suggest that the 

omission of cytochrome bs to the incubation mixture may be associated with an 

overestimation of the inhibitory potency of ketoconazole towards CYP3As for certain 

substrates such as domperidone while for other substrates such as midazolam, 

inhibition by ketoconazole is not modified. 

With respect to midazolam, greater affinites of this substrate for CYP3A4 and CYP3A5 

were observed for the formation of its 1-0H metabolite compared to its 4-hydroxylation. 

ln addition, Vmax were higher for the 1-0H metabolite compared to the 4-0H 

metabolite. As a result, the intrinsic clearance of midazolam towards its 1-0H 

metabolite was 24-38 fold higher than for its 4-0H metabolite. As reported in previous 

studies, the 1-hydroxylation is the preferential elimination pathway of 
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midazolam.(Heizmann and Ziegler, 1981; Williams et al., 2002; Emoto and Iwasaki, 

2006) 

The activity of CYP3A enzymes is highly variable among individuals and contributes 

greatly to the inter-subject variation in oral bioavailability and systemic clearance of 

CYP3A substrates. Genetic polymorphisms in CYP3A4 have failed to explain the inter­

subject variability in drug disposition. On the other hand, CYP3A5 is polymorphically 

expressed and livers with the CYP3A5*1 allele contain higher amounts of the native 

CYP3A5 protein than livers homozygous for the mutant CYP3A5*3 and *6 

alieles.(Kuehl et al., 2001) Results obtained in this study suggest that domperidone 

would be less sensitive to CYP3A5 genetic metabolisms for its oral clearance in human 

while being more sensitive to drug-drug interactions with inhibitors such as 

ketoconazole which target more selectively CYP3A4. On the other hqnd, midazolam 

clearance to its major 1-0H-metabolite would be more sensitive to genetic 

polymorphism associated with CYP3A5. 

ln conclusion, we and other had previously indicated that CYP3As are major enzymes 

involved in the metabolism of domperidone. Our current study now clearly 

demonstrates a 10 to 1 ratio in the intrinsic clearance of domperidone by CYP3A4 over 

CYP3A5. Furthermore, we have obtained confirmatory data on the effector role of 

cytochrome bs for CYP3As. Our results also further support observations suggesting 

allosteric kinetics for CYP3A4 and CYP3A5. Finally, ketoconazole is a more potent 

inhibitor of CYP3A4 compared to CYP3A5. 
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TABLE 1 

Kinetic parameters for the formation of major hydroxylated metabolite (M3) of 

domperidone. (mean ± standard error; 95% confidence interval) 

Enzymatic Sources Km or 5 50 Vmax Clint 

(J.tM) (nmol/nmoIP450/min) (mUmin/nmoIP450) 

Pool HLM 36±3 5.6±0.1 0.16 

CYP3As 34±5 8.hO.7 0.24 

CYP3A4 15.3±1.7 (11.6-19.0) 6.6±0.2 (6.2-7.0) 0.43 

CYP3A5 129±13 (102-157) 5.7±0.2 (5.3-6.2) 0.04 

CYP3A4 plus CYP b5 49±5 (39.0-60.1) 41.9±1.5 (38.7-45.0) 0.86 

(n=1.3) 

CYP3A5 plus CYP b5 94± 11 (72-117) 14.9±0.6 (13.7-16.0) 0.16 

CYP3A 7 plus CYP b5 26.1 ±2.8 (20.1-32.2) 1.19±0.05 (1.1-1.3) 0.05 

(n=1.6) 

*850 were calculated under conditions of positive or negative homotropic behavior. Hill's 

slope factor (N) is specified under such conditions. 



113 

TABLE Il 

Kinetic parameters for the formation of 1-hydoxymidazolam and 4-hydroxyrnidazolam. (mean ± standard error; 95% confidence 

interval) 

Enzymatic Sources 

Pool HLM 

CYP3A4 

CYP3A5 

CYP3A4 plus GYP b5 

CYP3A5 plus GYP b5 

CYP3A7 plus GYP b5 

Km or S50 

(~M) 

7.S±1.6 (4.2-10.8) 

1.2±O.2 (0.7-1.7) 

3.4±0.S (2.4-4.4) 

2.3±0.6 (1.0-3.6) 

4.2±0.7 (2.7-S.7) 

16±2 

(11.7-19.5) 

1-0H midazolam 

Vmax Clint 

(nmol/nmoIP4S0/min) (mUmin/nmoIP4S0) 

3.S4±O.3 (3.0-4.1) 0.47 

1.81±O.06 (1.67-1.94) 1.S1 

6.13±O.17 (5.8-6.5) 1.80 

4.70±0.26 (4.15-S.24) 2.04 

10.45±0.38 2.47 

(9.64-11.25) 

1.81 ±0.07 (1.67-1.96) 0.12 

4-0H midazolam 

Km orS50 Vmax Clint 

(~M) (nmol/nmoIP4S0/min) (mUmin/nmoIP4S0) 

4S±S (3S-SS) 1.3S±O.OS (1.2S-1.46) 0.030 

SO±7 (35-66) 2.04±O.11 (0.93-2.26) 0.041 

21 ±1 (18.6-23.0) 1.37±O.02 (1.33-1.41) 0.065 

37±2 (33-40) 4.36±O.07 (4.21-4.S2) 0.118 

24±2 (18.1-28.9) 2.08±O.08 (1.90-2.27) 0.087 

(n=1.3) 

13±1 (9.6-15.4) 1.62±O.07 (1.46-1.78) 0.125 

(n =1.5) 

*850 were calculated under conditions of positive or negative homotropic behavior. Hill's slope factor (n) is specified under such 

conditions. 
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TABLE III 

IC50 values of ketoconazole determined for various enzymatic sources. (95% 

confidence intervals) 

Enzymatic Sources M3-Domperidone 1-0H midazolam 4-0H midazolam 

(/lM) (/lM) (/lM) 

Pool HLM 0.11 (0.05-0.24) 0.19 (0.13-0.29) 0.17 (0.13-0.21) 

CYP3As 0.25 (0.15-0.44) 0.33 (0.19-0.58) 0.74 (0.47-1.16) 

CYP3A4 0.05 (0.02-0.11) 0.12 (0.09-0.16) 0.10 (0.08-0.13) 

CYP3A5 1.00 (0.56-1.79) 1.56 (0.68-3.54) 1.41 (0.41-4.8) 

CYP3A4 plus CYP b5 0.27 (0.20-0.35) 0.07 (0.06-0.09) 0.08 (0.06-0.11) 

CYP3A5 plus CYP b5 1.99 (0.38-10.4) 1.71 (0.66-4.46) 1.58 (0.65-3.84) 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Formation of the major hydroxylated domperidone metabolite (M3) by 

rCYP3A4 and rCYP3A5 with and without cytochrome bs (CYP bs). 

Figure 2 : Formation of hydroxylated metabolites of midazolam by A) rCYP3A4 and B) 

rCYP3A5, with and without cytochrome bs (CYP bs). 

Figure 3: Effects of cytochrome bs on the catalytic activity of CYP3A4 towards 

hydroxylation of major metabolite of domperidone (M3). 

Figure 4: Inhibition by ketoconazole on the formation of A) domperidone major ring­

hydroxylated metabolite (M3), B) 1-0H-midazolam and C) 4-0H-midazolam, 

in human liver microsomes (HLM), microsomes from Iymphoblast-expressed 

CYP3A4 (CYP3A), microsomes from baculovirus-expressed hum an 

recombinant CYP3A4 (rCYP3A4) and CYP3A5 (rCYP3A5) with or without 

cytochrome bs (CYP bs). 
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vi) DISCUSSION 

Brièvement, nos résultats montrent que la dompéridone est un substrat des 

CYP3A4 et CYP3A5 avec des affinités qui sont moindres en présence de 

cytochrome b5. Au contraire, en absence de cytochrome b5, la valeur du Km est 

environ 8 fois supérieure en faveur du CYP3A4 comparativement au CYP3A5. De 

plus, l'ajout de cytochrome b5 augmente significativement l'activité des isoenzymes 

et cela, avec les deux substrats (dompéridone et midazolam) et avec les deux 

isoenzymes, soit CYP3A4 et CYP3A5. En présence de cytochrome b5, la formation 

du métabolite hydroxylé de la dompéridone, M3, est supérieure avec le CYP3A4 

comparativement au CYP3A5. La dompéridone présente un profil cinétique 

relativement simple correspondant à une cinétique de Michaelis-Menten alors que la 

cinétique du midazolam est surtout caractérisée par des cinétiques atypiques. De 

plus, on observe que l'ajout de cytochrome b5 influence également l'inhibition par le 

kétoconazole. De fait, la valeur d'ICso du kétoconazole est augmentée en présence 

de cytochrome b5 dans les études d'inhibition avec la dompéridone. À l'opposé, 

l'ajout de cytochrome b5 ne semble pas affecter la constante d'inhibition du 

kétoconazole (ICso) obtenue avec le midazolam. 

Les données concernant l'activité catalytique obtenue dans les systèmes composés 

d'enzymes recombinantes de CYP450 humains dans le but de prédire l'activité au 

sein des hépatocytes sont des déterminants majeurs du rôle des isoenzymes du 

CYP450 impliquées dans le métabolisme des médicaments. De fait, les études in 

vitro de métabolisme sont principalement réalisées avec des CYP450s 

recombinants provenant de différentes sources comme les microsomes préparés à 

partir de cellules Iymphoblastiques, de levures, des cellules d'insectes transfectées 

par un baculovirus et des membranes d'Escherichia coli coexprimant des CYP450s. 

Cependant, il faut noter que l'activité et les paramètres cinétiques de plusieurs 

CYP450s diffèrent selon la source enzymatique utilisée. En effet, les différences 

observées avec les divers systèmes enzymatiques des CYP450s sont expliquées 

entre autres par un milieu de reconstitution différent (par exemple; les lipides) et la 

présence ou non de certains cofacteurs (par exemple; le cytochrome b5) qui ne sont 

pas similaires entre les différentes sources de CYP450. En particulier, suivant 

l'utilisation de différentes sources de CYP3A4 et CYP3A5, les résultats publiés 

montrent des variations importantes dans le métabolisme qui demeuraient souvent 

inexpliquées. Il est maintenant connu que l'activité des isoenzymes recombinantes 
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CYP3A4 et CYP3AS peut être influencée par les conditions de reconstitution. 

Puisque les différentes sources enzymatiques présentent des conditions non 

uniformes et que les milieux de reconstitution sont très variables selon les 

différentes études, la comparaison des paramètres cinétiques rapportés dans ces 

études demeure très limitée. 

Il existe des isoenzymes purifiées de CYP3A4 et CYP3AS préparées à partir de 

cellules d'insectes infectées par un baculovirus qui coexpriment du cytochrome bS. 

Toutefois, le ratio cytochrome bS : CYP4S0 n'est pas uniformisé et la proportion de 

CYP4S0 réductase a également tendance à varier dans ces préparations 

comparativement aux milieux sans coexpression de cytochrome bS. De plus, il est 

reconnu que les ratios de cytochrome bS ou de réductase influencent le niveau 

d'interaction ce qui limite les comparaisons entre les expériences réalisées avec des 

isoenzymes coexprimant ou pas de cytochrome bS. Afin de limiter les variations 

possibles et d'être en mesure de comparer les données des expériences réalisées 

avec les isoenzymes CYP3A4 et CYP3AS en présence et en absence de 

cytochrome bS, des isoenzymes purifiées sans coexpression de cytochrome bS ont 

été sélectionnées auxquelles des quantités variables puis fixes de cytochrome bS 

purifiés ont été ajoutées. 

L'effet du cytochrome bS seul en présence des substrats comme la dompéridone et 

le midazolam a été évalué à titre de contrôle. Le cytochrome bS seul n'a aucun effet 

sur la biotransformation des médicaments. Toutes les expériences menées avec du 

cytochrome bS seules (en absence de CYP4S0) ont été négatives. De fait, ces 

expériences servaient de contrôles négatifs au même titre que les expériences 

effectuées sans le système régénérateur NADPH. 

Comme il est décrit dans l'article, l'ajout de cytochrome bS a augmenté les valeurs 

de clairance intrinsèque tant pour la dompéridone que pour le midazolam. Ainsi, 

l'utilisation d'enzymes recombinantes sans cytochrome bS ne permet pas une 

estimation adéquate des paramètres pharmacocinétiques in vitro. Ces résultats sont 

en accord avec les données démontrant les effets allostériques et modulateurs du 

cytochrome bS. Kumar et al. ainsi que Yamada et al. ont proposé que l'interaction 

du cytochrome bS avec le CYP4S0 entraînait un changement de conformation.272
, 273 

De plus, nos données montrent que l'inhibition par le kétoconazole peut également 

être affectée par la présence de cytochrome bS. Effectivement, la puissance 

inhibitrice du kétoconazole était supérieure envers le CYP3A4 en absence de 
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cytochrome b5 pour la dompéridone. Ceci suggère encore une fois le rôle 

modulateur du cytochrome b5 sur le CYP3A. 

Une application inadéquate du modèle de cinétique à partir des expériences in vitro 

peut affecter de façon majeure l'estimation de la clairance intrinsèque d'un produit 

donné. Tel que décrit par Houston et Kenworthy, l'application du modèle de 

Michaelis-Menten à un profil cinétique, décrivant une auto-inhibition du substrat 

(courbe convexe) peut résulter en une sous-estimation des valeurs du Km et du 

Vmax, alors que l'application du modèle de Michaelis-Menten à une cinétique de 

type sigmoïde cause une surestimation des paramètres cinétiques (Km et Vmax) à 

des concentrations faibles des substrats.274
, 275 Il est important de noter que 

plusieurs études portant sur le métabolisme du midazolam ont rapporté une 

cinétique simple avec des paramètres cinétiques inférieurs à ceux obtenus dans 

notre étude. Ceci peut s'expliquer par le fait qu'une sous-estimation des paramètres 

cinétiques comme le Vmax peut avoir lieu lorsqu'une auto-inhibition est observée si 

les données (correspondant aux concentrations plus élevées) ont été ignorées ou 

non évaluées. Cependant, il faut noter qu'un profil de cinétique atypique pour le 

midazolam décrivant une courbe convexe a déjà été rapporté par les groupes de 

Kronbach et al., de même que Ghosal et al. 276,277 

Houston et Kenworthy suggèrent qu'un minimum de dix points (avec une échelle de 

concentrations de très faibles à très élevées) est requis afin d'établir clairement une 

cinétique atypique.274 Une autre étude a même proposé que 20 à 30 points seraient 

encore plus adéquats pour définir et dériver une courbe atypique et cela, 

particulièrement au niveau des points d'inflexion.278 Bien que le nombre de points 

soient dans la limite inférieure (n=10), nos données suggèrent fortement une 

cinétique atypique pour le 1-hydroxymidazolam. Par ailleurs, nos données ne 

permettent pas de conclure et de confirmer un profil atypique pour le 4-

hydroxymidazolam en raison d'une quantité insuffisante de données à faibles 

concentrations de substrat. De plus, soulignons qu'une différence dans le profil 

cinétique pour le 4-hydroxymidazolam semble présente entre les isoenzymes 

CYP3A4 et CYP3A5. Une cinétique biphasique apparaît représenter plus 

adéquatement les paramètres pour le CYP3A4 avec ou sans cytochrome b5, alors 

qu'en présence de CYP3A5 avec cytochrome b5, une tendance pour une cinétique 

de type sigmoïde est observée. Cependant, cette affirmation demeure à confirmer 

dû encore une fois à un nombre important mais insuffisant de données. De fait, des 

données additionnelles en dessous du point d'inflexion correspondant à des 
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concentrations plus faibles de 4-hydroxymidazolam seraient nécessaires afin de 

vérifier correctement cette hypothèse. Il faut se rappeler que l'objectif n'était pas de 

caractériser ni de définir la présence de cinétique atypique des substrats à l'étude, 

mais plutôt d'évaluer leur métabolisme par les différentes isoenzymes des CYP3As. 

Les courbes obtenues avec le midazolam ne pouvant être décrites correctement par 

une cinétique simple de Michaelis-Menten, nous avons alors tenté de dériver 

adéquatement la courbe par une cinétique non Michaelis-Menten. 

Plusieurs questions demeurent quant aux avantages biologiques du phénomène 

«d'allostérisme» des CYP450s. Plusieurs scientifiques se questionnent sur les 

raisons pour lesquelles certaines isoenzymes des CYP450s possèderaient des 

substrats qui seraient métabolisés plus efficacement alors que d'autres seraient 

métabolisés moins efficacement en présence d'effecteurs allostériques comme le 

cytochrome b5. Les résultats de notre étude suggèrent que les études de 

métabolisme in vitro réalisées avec des isoenzymes purifiées de CYP3A4 et 

CYP3A5 devraient évaluer l'effet du cytochrome b5 afin d'obtenir une estimation 

adéquate de la clairance intrinsèque. 

De plus, nos résultats suggèrent que les études in vitro devraient évaluer la 

contribution des différentes isoenzymes des CYP3As puisqu'elles ne présentent pas 

les mêmes caractéristiques bien qu'elles soient similaires. Également, cette étude a 

montré que l'effet du cytochrome b5 devrait être évalué afin de déterminer 

adéquatement les paramètres pharmacocinétiques in vitro pour des substrats des 

CYP3As. L'effet modulateur du cytochrome b5 qui diffère selon les substrats et 

l'isoenzyme étudiée (CYP3A4 vs CYP3A5 vs CYP3A7) est en accord avec le 

caractère «allostérique» proposé dans la littérature pour les CYP3As. 163
, 266 

Nous proposons donc que les effets du cytochrome b5 et que le type de cinétique 

soient décrits afin d'établir les paramètres pharmacocinétiques in vitro de façon 

précise et de permettre une extrapolation in vivo adéquate. 
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i) OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

Mise en contexte du projet: L'utilisation de la dompéridone a connu une 

recrudescence suite au retrait du marché du cisapride, un modulateur de la motilité 

gastro-intestinale qui était alors largement prescrit. La dompéridone, déjà sur le 

marché canadien depuis de nombreuses années, a alors été proposée en 

remplacement du cisapride. Toutefois, il existe plusieurs similitudes entre ces deux 

molécules qui soulèvent des interrogations quant à l'innocuité de la dompéridone. 

De fait, la dompéridone et le cisapride sont des substrats des CYP3As. De plus, des 

études antérieures menées dans le laboratoire ont montré que ces deux molécules 

possèdent une action inhibitrice sur des canaux potassiques responsables de la 

repolarisation cardiaque pouvant ainsi prolonger l'intervalle QT. Sachant que des 

interactions médicamenteuses significatives et majeures sont rapportées en clinique 

avec la clarithromycine et des médicaments substrats des CYP3As et connaissant 

le profil d'effets indésirables associé à la dompéridone, il y a donc un intérêt à 

identifier la possibilité d'interaction suivant la co-administration de cet antibiotique 

avec la dompéridone. 

Objectifs: Les objectifs de ce projet de recherche sont d'évaluer in vitro l'interaction 

médicamenteuse potentielle entre la clarithromycine et la dompéridone. Dans un 

premier temps, nous voulons identifier la présence possible d'une interaction, la 

quantifier et finalement, expliquer le mécanisme sous-jacent en proposant et en 

mettant au point un modèle in vitro. 

ii) INTRODUCTION 

L'administration concomitante de xénobiotiques peut entraîner une réduction de 

l'activité catalytique des CYP450s par différents types d'inhibition. Les étapes du 

cycle catalytique où les CYP450s sont particulièrement vulnérables à l'inhibition 

sont: 1) la liaison du substrat, 2) la liaison de la molécule d'oxygène suivant le 

transfert du premier électron et 3) l'étape dans laquelle le substrat est oxydé. Les 

inhibiteurs des CYP450s sont divisés en trois classes distinctes incluant les 

inhibiteurs réversibles, quasi-irréversibles et irréversibles: 
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Les composés interférant avec le site catalytique avant la réaction d'oxydation sont 

principalement des inhibiteurs réversibles de nature compétitive. Brièvement, 

l'inhibition compétitive constitue une inhibition où l'inhibiteur entre en compétition 

avec le médicament pour le même site de liaison au site catalytique de l'enzyme. 

Par ailleurs, on retrouve des inhibiteurs non-compétitifs qui se lient également de 

manière réversible. L'inhibition non-compétitive, laquelle est peu fréquente, possède 

un profil d'inhibition caractérisé par une liaison de l'inhibiteur avec la même enzyme 

que le médicament substrat mais dont le site de liaison diffère: l'inhibiteur et le 

substrat n'entrent donc pas en compétition pour leur fixation à l'enzyme. L'inhibiteur 

non-compétitif entraîne une modification de la conformation du site actif, ce qui 

empêche la transformation du substrat, mais n'influence pas la reconnaissance 

entre l'enzyme et le substrat. Le degré d'inhibition par des inhibiteurs non­

compétitifs sera indépendant de la concentration du substrat contrairement à 

l'inhibiteur compétitif. En présence d'un inhibiteur non-compétitif, une diminution de 

la vitesse de réaction métabolique (Vmax) est observée tandis que l'inhibiteur 

compétitif cause un changement de la constante d'affinité (Km apparent augmenté). 

Les agents agissant durant ou suivant l'étape du transfert de la molécule d'oxygène 

sont généralement des inhibiteurs irréversibles ou quasi-irréversibles dont plusieurs 

d'entre eux sont sous-catégorisés comme des «mechanism-based inactivators». 

Succinctement, certaines molécules nécessitent une activation métabolique par 

l'enzyme pour former des métabolites intermédiaires lesquels peuvent former des 

complexes très stables avec le groupement prosthétique confinant l'enzyme dans 

un état inactif. L'importance de ce complexe est telle qu'il est considéré comme 

quasi-irréversible. Bien qu'in vitro ces complexes métaboliques intermédiaires 

puissent être renversés libérant ainsi le métabolite intermédiaire du site actif, en 

situation in vivo ces complexes sont excessivement stables et l'activité enzymatique 

ne semble pouvoir être rétablie que par la synthèse de nouvelles enzymes.279 Quant 

à l'inhibition irréversible, elle résulte de la formation de liens covalents ne pouvant 

être rompus afin de régénérer une enzyme fonctionnelle. De fait, certains inhibiteurs 

irréversibles requièrent aussi une activation par l'enzyme formant des métabolites 

intermédiaires. Ces derniers causent une inactivation irréversible de l'enzyme avant 

qu'ils soient libérés du site actif de l'enzyme. Le présent chapitre portera 

particulièrement sur les inhibitions classifiées irréversibles et quasi-irréversibles de 

type «mechanism-based inhibition» (plusieurs termes sont utilisés pour désigner ce 

type d'inhibition: «mechanism-based inactivation», «enzyme-activated irreversible 

inhibition», «catalysis-dependent inactivators» et «suicide-inactivation»). 
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Les substances métabolisées par les CYP450s génèrent soit un métabolite stable, 

soit un métabolite réactif ou un métabolite intermédiaire. Ces entités réactives 

peuvent former un lien covalent avec des macromolécules hépatiques ce qui peut 

induire de la toxicité hépatique. Les enzymes des CYP450s peuvent d'une part 

générer ces entités chimiques réactives et d'autre part, elles peuvent aussi être leur 

cible et former une liaison covalente avec ces dernières. Les composés transformés 

via l'activité des CYP450s en des entités réactives ou intermédiaires qui se lient de 

façon covalente au site catalytique ou au niveau d'un site critique de l'enzyme 

causent une inactivation ou une inhibition irréversible. Un inhibiteur ccmechanism­

based inhibitor» se lie au site actif et devient alors activé par l'enzyme.28o La forme 

activée de la molécule se liera de façon irréversible à l'enzyme la retirant ainsi du 

pool actif d'enzymes disponibles. 

Dans les années 80, Rando et Silverman ont défini les critères décrivant les 

ccmechanism-based inactivators».281, 282 Parmi les ccmechanism-based inactivators» 

des CYP450s, on considère généralement les quatre classes suivantes; 1) les 

composés se liant de façon covalente à l'apoprotéine, 2) les composés alkylant la 

structure porphyrine du groupement hème, 3) les composés qui détruisent le 

groupement prosthétique hème et finalement, 4) les composés désignés comme 

quasi-irréversibles lesquels forment un complexe métabolique intermédiaire avec 

l'atome de fer du groupement hème du CYP450.283 Cette classification n'est pas 

rigide en ce sens que le métabolisme d'un composé peut simultanément se 

subdiviser et partager deux ou plusieurs trajectoires inhibitrices. 

On tend à attribuer une spécificité enzyme-substrat hautement supérieure pour les 

inhibiteurs de type ccmechanism-based inhibitor». Ceci est expliqué par le fait que 

ces inhibiteurs doivent satisfaire à certains critères dont 1) ils doiventt se lier de 

façon réversible à l'enzyme et donc satisfaire aux contraintes imposées à tous les 

substrats normaux de cette enzyme, 2) ils doivent ensuite être acceptés à titre de 

substrat et ainsi subir l'activation catalytique et finalement, 3) l'entité intermédiaire 

réactive formée doit altérer l'enzyme de façon irréversible ou quasi-irréversible la 

retirant ainsi du pool catalytique actif.283 

Le concept de complexe métabolique intermédiaire fut décrit pour la première fois 

dans les années soixante-dix. Il avait été rapporté que plusieurs composés aminés, 

dont des dérivés d'amphétamines, étaient métabolisés par un système enzymatique 

microsomal oxydatif hépatique en des composés intermédiaires. Ces derniers se 
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liaient aux CYP450s produisant un complexe qui était détectable par spectrométrie 

avec une absorbance maximum à une longueur d'onde à -455 nm. Les études 

menées par Franklin avaient également montré que la capacité à former des 

complexes métaboliques intermédiaires était augmentée suivant un traitement avec 

le phénobarbital, mais légèrement diminué avec des inducteurs comme le 3-

méthylcholantrène.284. 285 Le même groupe a aussi rapporté que la quantité de 

complexes métaboliques intermédiaires formés pouvait différer entre les tissus et 

que la formation de complexes métaboliques intermédiaires dans les tissus extra­

hépatiques était peu affectée par la présence d'inducteurs comparativement au 

foie. 286 

Il faut également souligner que le complexe métabolique intermédiaire, 

catalytiquement inactif, est incapable de lier le monoxyde de carbone.287 De plus, le 

complexe peut être détruit lorsque le fer est oxydé à un état ferrique. Ce 

déplacement est seulement possible sous des conditions expérimentales non­

physiologiques. En effet, il a été observé que l'ajout de ferricyanide de potassium en 

présence de microsomes oxydait le fer, détruisait le complexe et libérait la forme 

active du CYP450.288.290 Donc, le recouvrement de la forme active de l'enzyme 

permettait alors de lier le monoxyde de carbone et ainsi, d'évaluer quantitativement 

la forme complexée de celle non-complexée. 

Plusieurs médicaments inhibiteurs utilisés en clinique sont des «mechanism-based 

inactivators» en raison de la formation d'un complexe métabolique intermédiaire 

avec une isoforme des CYP450s. Parmi ces médicaments inhibiteurs, on retrouve 

des antibiotiques macrolides, des bloqueurs des canaux calciques et des inhibiteurs 

sélectifs de la sérotonine. Il faut souligner que le concept de polythérapie 

médicamenteuse est une réalité en clinique. Par conséquent, en présence d'une co­

administration de médicaments, l'inactivation des CYP450s par l'un des 

médicaments résultera en une inhibition du métabolisme du médicament lui-même 

ainsi que celui des médicaments co-administrés métabolisés via cette isoenzyme. Il 

est important de réaliser que ces régimes thérapeutiques basés sur une 

polypharmacie comportant des inhibiteurs potentiels et des substrats augmentent le 

potentiel d'interactions médicamenteuses cliniquement significatives. 

Il faut aussi noter que la nature irréversible (ou pratiquement irréversible) de la 

liaison du métabolite intermédiaire avec l'enzyme cible du CYP450 permet une 

inhibition prolongée et cela, même après l'arrêt du médicament causant un 

complexe intermédiaire. Par conséquent, une interaction médicamenteuse pourra 
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persister au-delà du temps d'administration du médicament qui a inactivé l'enzyme 

par la formation de complexes métaboliques intermédiaires. Ainsi, l'activité 

catalytique globale de l'enzyme pour les autres médicaments substrats de celle-ci 

étant réduite causera une diminution de leur clairance métabolique qui perdurera 

dans le temps. En effet, la réversibilité de l'effet inhibiteur sera fonction de la 

présence de l'inactivateur et de la resynthèse de nouvelles protéines fonctionnelles. 

Le «turnover» de l'enzyme est déterminé par deux processus; soit la dégradation 

de la protéine et la dégradation de l'hème. L'approche permettant une mesure 

directe de la cinétique de dégradation de l'enzyme nécessite un échantillonnage 

invasif de tissus hépatiques. Toutefois" cette approche ne fut évaluée qu'auprès de 

rongeurs fournissant par exemple chez le rat, une estimation de la demi-vie 

(turnover half-lives) qui varie entre 10h (Correia et al.), 6-7h (Robert et al.) et 14h 

(Watkins et al) pour différentes isoformes dont les CYP1A2, CYP2E1 et CYP3A.291 . 

295 Il est estimé que les demi-vies des CYP450s chez le rat sont probablement plus 

courtes que leurs homologues chez l'humain. Par conséquent, l'extrapolation de ces 

données calculées chez le rat à l'humain risque de sous-évaluer le potentiel 

d'interactions médicamenteuses par «mechanism-based inhibition» puisque les 

modèles mathématiques estimant l'interaction médicamenteuse par ce type de 

mécanisme nécessitent entre autres l'utilisation de la constante de dégradation. 

Pour être qualifié de «mechanism-based inhibitors», les inhibiteurs doivent satisfaire 

à certains critères incluant; 1) une inhibition influencée par une préincubation 

temps-dépendante, 2) aucune inhibition en absence de cofacteurs dans le milieu de 

préincubation lesquels sont nécessaires pour l'activation de l'inhibiteur (c'est-à-dire 

que la formation du métabolite intermédiaire requiert un CYP450 fonctionnel dont 

l'activité est dépendante du NADPH), 3) une potentialisation de l'inhibition selon la 

concentration de l'inhibiteur, 4) une activité enzymatique qui n'est pas régénérée 

suivant une filtration sur gel ou une dialyse et finalement, 5) une stochiométrie 

d'inactivation 1 pour 1 (inhibiteur-site actif de l'enzyme).296 

iii) COMPLEXE MÉTABOLIQUE INTERMÉDIAIRE ET CYP3A4 

Les isoenzymes de la famille CYP3A sont responsables du métabolisme d'une 

grande variété de substrats appartenant à différentes classes thérapeutiques et de 

structures très diverses. En plus d'être impliqués dans la biotransformation d'un 
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nombre important de médicaments largement prescrits, cette faible spécificité des 

substrats rend les CYP3As davantage susceptibles aux inhibitions réversibles et 

irréversibles par une variété de médicaments.297 Les médicaments qui inhibent les 

CYP3As par la formation de complexes métaboliques intermédiaires comprennent 

des antibiotiques (érythromycine, clarithromycine et isoniazide), des agents 

anticancéreux (tamoxifène et ironotécan), des antirétroviraux (ritonavir et 

delavirdine), des antihypertenseurs bloquant des canaux calciques (vérapamil et 

diltiazem), des hormones stéroïdiennes et certains constituants retrouvés dans des 

produits naturels (bergamottin). Il est logique d'anticiper que l'inactivation des 

CYP3As par divers médicaments pourraient augmenter la biodisponibilité de 

médicaments co-administrés qui sont principalement métabolisés par les CYP3As. 

Ceci pourrait s'expliquer par l'inhibition intestinale et hépatique des CYP3As.298 

Plusieurs des inactivateurs du CYP3A sont également des inducteurs, des substrats 

ou des inhibiteurs de transporteurs comme la glycoprotéine-P. Ceci a crée une 

confusion importante lors de l'extrapolation des données in vitro à la situation in 

vivo. La prédiction des interactions médicamenteuses impliquant une inhibition par 

formation de complexes métaboliques intermédiaires est très difficile. De plus, le 

résultat clinique final sera dépendant de facteurs associés tant au patient (par 

exemple, les polymorphismes génétiques, le niveau d'expression des isoenzymes, 

la co-médication) qu'au médicament inhibiteur (par exemple, le temps d'exposition 

médicament-enzyme, les paramètres pharmacocinétiques comme la constante 

d'inhibition et la constante d'inactivation, la vitesse de la resynthèse de 

l'isoenzyme). De fait, un point important à souligner est que ce type d'inhibition et 

par conséquent l'interaction qui en découlera, est dépendante de la concentration et 

du temps. De plus, il a été remarqué qu'in vivo, l'effet inhibiteur par «mechanism­

based inactivation» était davantage observé suivant l'administration répétée du 

médicament et la durée d'inhibition était plus étendue que celle des inhibiteurs 

réversibles.299 L'étendue d'une interaction médicamenteuse secondaire à une 

inactivation de CYP3As est dépendante du temps pour le début, c'est-à-dire le 

temps prérequis pour voir l'inhibition s'installer mais également du temps nécessaire 

pour voir disparaître l'inhibition. 

Par exemple, il a été rapporté que la diminution de la clairance de l'alfentanil n'était 

pas significative suite à la première dose d'érythromycine alors que la clairance était 

diminuée de 25% après 7 jours de co-administration.30o Okudaira et al. ont évalué 

l'effet de doses répétées d'érythromycine dans le temps sur l'activité des CYP3As 
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chez des sujets volontaires sains. Le midazolam était utilisé comme substrat de 

l'activité des CYP3As. Ils ont observé une prolongation significative et supérieure de 

la demi-vie d'élimination du midazolam suivant un prétraitement de 4 et 7 jours 

d'érythromycine comparé à 2 jours d'exposition à l'antibiotique. Ils rapportent une· 

relation entre la durée du traitement à l'érythromycine et la clairance totale du 

midazolam. Leurs données indiquent qu'un traitement de 4 jours et plus avec 

l'érythromycine est nécessaire pour atteindre le plateau maximal d'inhibition.301 

Il ne semble pas exister une structure commune déterminant si un composé est un 

«mechanism-based inhibitor» des CYP3As. Toutefois, il est connu que plusieurs de 

ces inhibiteurs partagent plusieurs caractéristiques communes comme la présence 

d'une amine primaire (des amines secondaires et tertiaires peuvent aussi être des 

précurseurs), d'un anneau furane et d'un groupement acétylène.283. 302 L'amine 

primaire est hydroxylée puis l'hydroxylamine subit une oxydation de l'azote 

entraînant la formation d'un composé nitroso lequel serait responsable de la 

chélation avec le fer. Pour les macrolides qui sont des amines secondaires, il 

semble que la formation de ces complexes métaboliques soit initiée et dépendante 

d'une N-déméthylation. Toutefois, les macrolides ne produisent pas tous des 

complexes métaboliques inactivant les CYP450s. En effet, Miura et al. ont rapporté 

que les macrolides «16-membered» ne forment généralement pas de complexes 

métaboliques intermédiaires.303 D'ailleurs, les auteurs mentionnent que les 

interactions médicamenteuses cliniques surviennent moins fréquemment avec les 

macrolides «16-membered» comparativement aux macrolides «14-membered».303 

Par exemple, l'administration de dos~s répétées chez le rat de dirithromycine, 

josamycine, midecamycine, miocamycine ou de roxithromycine n'a produit aucun 

complexe intermédiaire.287.304.306 

Quelques études récentes ont suggéré qu'il existe une différence quant à l'inhibition 

par «mechanism-based inhibition» entre les CYP3A4 et CYP3A5.307. 308 Wang et al. 

ont étudié l'ampleur de l'inhibition et la formation de complexes métaboliques 

intermédiaires du S- et R-vérapamil en présence de CYP3A4 ou de CYP3A5.307 

Contrairement au CYP3A4, aucun pic d'absorption caractéristique à 455 nm n'a été 

identifié avec le CYP3A5 lorsqu'incubés avec le vérapamil. Ceci indique que le 

CYP3A5 n'a pas formé de complexes métaboliques intermédiaires en présence de 

vérapamil. De plus, aucune différence quant à l'absorbance n'a été observée avec 

l'augmentation des temps de préincubation. Également, ils ont évalué l'effet de 

l'expression du CYP3A5 dans des microsomes hépatiques humains sur la capacité 



133 

d'inhibition du vérapamil. La capacité du vérapamil à inhiber l'activité totale des 

CYP3As étaient réduites lorsque du CYP3A5 étaient présents dans les microsomes 

hépatiques. Ils ont même rapporté que l'efficacité d'inactivation de vérapamil était 

30 fois moindre dans les microsomes exprimant du CYP3A5 comparativement aux 

microsomes exprimant seulement du CYP3A4. Le groupe de McConn et al. a aussi 

noté ce phénomène décrivant une inactivation plus efficace dans les microsomes 

dépourvus de CYP3A5.308 De même, aucun pic de formation de complexes 

métaboliques intermédiaires n'était discernable suivant les incubations de CYP3A5 

avec les différents inhibiteurs évalués soit: l'érythromycine, le diltiazem et la 

nicardipine lesquels ont tous montrés leur capacité à former des complexes 

intermédiaires avec le CYP3A4.304• 308·310 

Étant donné le rôle crucial des isoenzymes des CYP450s dans le métabolisme des 

médicaments, une inactivation significative de l'une des isoformes et 

particulièrement du CYP3A4 (isoenzyme majeure hépatique et intestinale) peut 

causer des interactions médicamenteuses et des effets indésirables majeurs. Les 

interactions médicamenteuses les plus fréquentes impliquent principalement une 

inhibition par inactivation des CYP3As.298 Lors du développement des médicaments, 

l'évaluation précoce des inhibitions par inactivation (<<mechanism-based inhibition») 

des CYP3As pourrait jouer un rôle important dans le design des études in vitro. Tel 

que mentionné par Zhou et al., la reconnaissance tardive d'interactions 
, 

médicamenteuses dues à une modulation des CYP3As exposent les patients à des 

risques de toxicité.298
• 311 Actuellement, il est impossible de prédire quels 

médicaments seront associés à la formation de métabolites réactifs intermédiaires 

avec une inactivation des CYP3As. Il existe donc un intérêt à évaluer correctement 

par des études in vitro ce type d'inhibition puisque les conséquences cliniques 

peuvent être majeures. 
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ABSTRACT 

Clarithromycin is involved in a large number of clinically relevant drug-drug 

interactions with CYP3A substrates. Discrepancies are observed between the 

magnitude of drug interactions predicted from in vitro competitive inhibition studies 

. and changes observed clinically in the plasma levels of affected CYP3A substrates. 

The formation of metabolic-intermediate complexes has been proposed to explain 

these differences. The objectives of our study were 1) To determine the competitive 

inhibition potency of clarithromycin on the metabolism of two CYP3A probe drugs 

(midazolam and domperidone) using human recombinant CYP3A4 and CYP3A5 

isoenzymes, human liver microsomes and cultured human hepatocytes, 2) To 

establish the modulatory role of cytochrome b5 on the competitive inhibition potency 

of clarithromycin on the metabolism of these two CYP3A probe drugs, 3) To 

demonstrate the clarithromycin-induced formation of cytochrome P450 metabolic­

intermediate complexes in human liver microsomes, and 4) To determine the extent 

of CYP3A inhibition due to metabolic-intermediate complex formation using human 

liver microsomes and freshly isolated and cultured human hepatocytes. 

Clarithromycin at high concentrations (70 !lM-100 !lM) had weak inhibition potency 

towards CYP3A4 and CYP3A5. Inhibition potency was further decrease by the 

addition of cytochrome b5 which is in agreement with very weak inhibition (0-9%) 

observed with human liver microsomes. Clarithromycin-induced metabolic­

intermediate complexes were revealed by a spectrophotometric analysis and Ume­

and concentration-dependent mechanism-based inhibitions were easily revealed 

using human liver microsomes and hepatocytes. These results indicate that 

mechanism-based not competitive inhibition of CYP3As is a major constituent of the 

underlying mechanism of drug-drug interactions observed clinically with 

clarithromycin. Drug interactions between clarithromycin and CYP3A substrates are 

predicted to be insidious as the risk of severe adverse events would increase over 

time and persists du ring few days after cessation of the drug. 
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INTRODUCTION 

The CYP3A family - especially CYP3A4 and CYP3A5 - recognises a wide range of 

substrates and mediates the metabolism of approximately ha If of currently marketed 

drugs. Consequently, CYP3A isozymes /:ire involved in a large number of clinically 

relevant drug-drug interactions which constitute an important issue in clinical 

practice (-4.6% of hospitalisations/year).1 Indeed, severe adverse drug events 

caused by drug-drug interactions have received a lot of attention lately due to 

malignant ventricular arrhythmias and deaths reported following the concomitant 

administration of CYP3A inhibitors such as ketoconazole, erythromycin or 

clarithromycin and drugs such as terfenadine, astemizole, pimozide or cisapride. Ali 

of theses drugs are CYP3A substrates which undergo extensive first-pass 

metabolism when administered orally and ail of them display IKr blocking properties 

associated with a prolongation of the QT interval.2
-
a 

Reversible competitive inhibition is a priori the most generally anticipated, 

considered and recognized mechanism underlying drug-drug interactions involving 
0" 

the CYP450 system. Hence, competitive inhibition of one CYP450 isozyme by a 

potent inhibitor or by a high affinity substrate often translates clinically into significant 

changes in the pharmacokinetic profile of another drug substrate of the same 

isozyme. The extent of changes observed in the overall clearance, maximal 

concentration (Cmax) or half-life of that drug depends on its characteristics (partial 

metabolic clearance through this isozyme and hepatic-intestinal extraction ratio) as 

weil as on the competitive inhibitor potency. When reversible competitive inhibition is 

the major mechanism of drug interactions, extrapolation of in vitro kinetics data (Ki 

or IC50) obtained for various CYP450 isozymes with various conventional enzymatic 

systems (human microsomes, yeast or insect human recombinant enzymes) to the 

clinical situation is rather satisfactory. 

However, the quantitative prediction of dug-drug interactions involving CYP3As is 

rather difficult because CYP3A4 substrates and inhibitors often exhibit atypical non­

Michaelis-Menten complex kinetics. Furthermore, it is now recognized that a series 

of CYP3A4 substrates act as mechanism-based inhibitors, a characteristic that may 

be difficult to detect using conventional in vitro enzymatic systems. This should not 

be underestimated since drug-drug interactions that happen through mechanism­

based inhibition of CYP450s are associated with a reduction in the metabolic 
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clearance of a substrate that can be more severe and long-lasting than reversible 

competitive inhibition.9
•
11 

Mechanism-based inhibitors cause the inactivation of CYP450 isozymes throUgh the 

formation of a metabolite that is not released but that rather binds covalently to the 

enzyme leading to its inactivation (formation of metabolic-intermediate complexes). 

Reports accumulate suggesting that CYP3A inhibition by macrolide antibiotics 

(mostly erythromycin, clarithromycin and troleandomycin) is mostly explained by 

inactivation of enzymes attributable to the formation of metabolic-intermediate 

complexes. The in vitro characterization of metabolic-intermediate complexes is 

often difficult and imprecise. This is mostly due to the low detectable levels of Soret 

peaks associated with CYP450 metabolic-complexes and poor reproducibility of 

these assays. Moreover, the in vitro to in vivo extrapolation of drug-drug interactions 

under conditions of metabolic-intermediate complex formation· is often inaccurate. 

This could be explained by the following characteristics: 1) mechanism-based 

inhibition is time-dependent; its maximum inhibition effects dependent on the 

formation and accumulation of metabolic-intermediate complexes and 2) the 

recovery of enzyme activity depends not only on the disposition of the inactivator but 

also on the re-synthesis of newly functional enzymes. For example, it has been 

proposed that the exposure time to erythromycin should be considered while 

predicting in vivo interactions from in vitro studies. In fact, Okudaira et al. have 

shown that the maximum level of CYP3A inhibition is achieved after 4 days or more 

of erythromycin treatment.12 Such considerations cannot be taken into account while 

using conventional in vitro models (human liver microsomes) or standard 

spectrophotometric methods to measure the formation of metabolic-intermediate 

complexes since the required experiment durations exceed viability of the enzymatic 

system. 

The aims of the present study were 1) To determine the competitive inhibition 

potency of clarithromycin on the metabolism of two CYP3A probe drugs (midazolam 

and domperidone) using human recombinant CYP3A4 and CYP3A5 isoenzymes, 

human liver microsomes and cultured human hepatocytes (domperidone only), 2) 

To establish the modulatory role of cytochrome b5 on the competitive inhibition 

potency of clarithromycin on the metabolism of these two CYP3A probe drugs using 

human recombinant CYP3A4 and CYP3A5, 3) To demonstrate the clarithromycin­

induced formation of cytochrome P450 metabolic-intermediate complexes in human 

liver microsomes, and 4) To determine the extent of CYP3A inhibition due to 
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metabolic-intermediate complex formation using human liver microsomes and 

freshly isolated and cultured human hepatocytes. 

MATERIALS & METHODS 

Reagents; Domperidone was purchased from Janssen Pharmaceutica N.V. 

(Beerse, Belgium). Clarithromycin and clarithromycin intravenous formulation 

(Klaricid®) were a gift from Abbott Laboratories Limited (Montreal, Canada and 

Queenborough, United Kingdom, respectively). Midazolam and encainide were 

generously provided by Sabex Laboratories (Montreal, Canada) and Bristol Myers 

Squibb Pharmaceutical Research (Wallingford, CT, USA), respectively. 1-

Hydroxymidazolam, 4-hydroxymidazolam, lactobionic acid, sodium dithionite and 

incubation cofactors (NADP+, D-glucose 6-phosphate and glucose 6-phosphate 

dehydrogenase) were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Human 

liver microsomes were purchased from Human Biologics International (Scottdale, 

AZ, USA). Microsomes from Iymphoblast-expressed human CYP3A4, from 

baculovirus-infected insect cells expressing CYP3A4 (rCYP3A4) or CYP3A5 

(rCYP3A5) and from baculovirus-expressed human cytochrome b5 (CYP b5) were 

obtained from BD Biosciences Gentest (Woburn, MA, USA). These microsomes 

were coexpressed with human CYP450 reductase. Freshly isolated and cultured 

human hepatocytes and Hepato-Stim culture media were also obtained from BD 

Biosciences Gentest (Woburn, MA, USA). Other chemicals used were of highest 

qualities commercially available. 

HPLC analysis. The HPLC system (Thermo Separation products, Fremont, CA) 

consisted of a SpectraSystem P4000 pump, a SpectraSystem AS3000 autosampler, 

a model FL3000 fluorescence detector, a SpectraSystem UV3000 ultraviolet 

detector and a model PC1000 System Software. Chromatographic separations for 

domperidone and its major metabolites were performed according to the method 

described previoulsy.13 Quantitative analysis of the metabolites of midazolam (1-

hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam) was performed according to the assay 

described by Perloff et al with small modifications. 14 Briefly, separation of 1-

hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam was achieved on an Ultrasphere ODS 

column (5 IJM x 250 mm x 4.6 mm; Beckman Coulter, Fullerton, CA) using a mobile 

phase consisting of potassium acetate buffer (0.01 M, pH 7.4), acetonitrile, methanol, 
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tetrahydrofuran (4S: 2S: 23: 7) and trietylamine (O.S mUl of potassium acetate 

buffer). Eluent was monitored by ultraviolet absorbance at À=220 nm. 

Competitive inhibition studies. 

Incubation system: Competitive inhibition of domperidone and midazolam 

metabolism by clarithromycin was studied using freshly isolated and cultured human 

hepatocytes, human liver microsomes and microsomes from recombinant CYP3A4 

or CYP3AS (rCYP3A4 and rCYP3AS, respectively). Experiments with rCYP3A4 and 

rCYP3AS microsomes were performed with microsomes deficient in or 

supplemented with cytochrome bS. Experiments were ail performed in duplicate 

(microsomes) or in triplicate (hepatocytes). 

Incubations with freshly isolated and cultured human hepatocytes. 

Micro-plates of human hepatocytes containing 24 wells (2.0 x 105 viable cells per 

cm2
) were used and incubated in a humidified 37°C incubator with 9S% air/S% CO2 

atmosphere (BD Biosciences Gentest). Hepatocytes were cultured in Hepato-STIM 

hepatocyte cell culture medium and pre-treated with rifampin 20 IlM for three days 

(total volume per weil 400 Ill) prior to their use. On study day, the cell-culture 

medium was gently removed and 400 III of a modified Krebs-Henseleit buffer 

containing clarithromycin (0, 1, 10 and 100 IlM) and domperidone (200 IlM) were 

added to hepatocytes. Incubations were immediately performed at 3rC for 4S 

minutes. Then, 200 III of a 60 mM sodium acetate buffer (pH 4.S) containing ~­

glucuronidase enzyme (Helix Pomatia, type 2; 170 units) were added and 

incubations continued for another 60 minutes at 3rC. Finally, 400 III of ice-cold 

acetonitrile were added and incubation mixture removed and transferred into a 

conical tube. Internai standard (3 Ilg of encainide) was added, the mixture 

centrifuged (12,000 rpm for S minutes), the supernatant injected onto the HPlC 

system and the majorring-hydroxylated metabolite of domperidone namely, S­

hydroxydomperidone, was quantified. 

Incubations with human liver microsomes, and microsomes expressing recombinant 

human CYP3A4 or CYP3AS; 

Microsomes (0.172 nmoles human liver microsomes, and 0.040 nmoles rCYP3A4 or 

rCYP3AS) were added to a reaction mixture (final volume, SOO Ill) containing a 

NADPH-regenerating system (1.3 mM NADP+, 3.3 mM D-glucose 6-phosphate, 0.2 

U glucose 6-phosphate dehydrogenase in 2SmM magnesium chloride; 100 Ill), 
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phosphate buffer 50 mM pH 7.4 (380 Ill) and 5 III of clarithromycin dissolved in 

methanol (1-70 IlM). This mixture was pre-incubated for 10 minutes at 37°C prior to 

the addition of 5 III of a substrate (domperidone 200 or 300 IlM, dissolved in 

DMSO; or midazolam 25 or 100 IlM, dissolved in methanol). After incubation in a 

shaking heat block for 45 minutes (domperidone) or 20 minutes (midazolam), the 

enzymatic process was stopped by adding 500 III of ice-cold acetonitrile. Internai 

standard was added (3 Ilg of encainide for domperidone and 2 Ilg of diazepam for 

midazolam). The incubation mixture was centrifuged at 12,000 rpm for 5 minutes. 

The supernatant was injected onto the HPlC system and the 5-

hydroxydomperidone or 1- and 4-hydroxymidazolam were monitored. 

Cytochrome b5. 

The modulatory role of cytochrome b5 on the inhibitory potency of clarithromycin 

was also assessed during our studies. For this purpose, incubation mixtures 

containing microsomes from human rCYP3A4 or rCYP3A5 were supplemented with 

microsomes from baculovirus-expressed recombinant human cytochrome b5 (1:2 

rCYP450/CYP b5 molar ratio). Incubation mixture and procedures were similar to 

those described above; potassium buffer, NADPH-regenerating system solution, 

clarithromycin and enzymatic sources with or without cytochrome b5 were 

prewarmed at 37°C for 10 minutes prior to the addition of the substrate to initiate 

metabolic reactions. 

Inhibitory potency of lactobionic acid. 

The intravenous formulation of clarithromycin contains excipients such as 

lactobionic acid that may inhibit CYP450 activities. Incubations were performed with 

human liver microsomes and domperidone or midazolam as described above (with a 

10 min pre-incubation). The final concentration of lactobionic acid (dissolved in 

phosphate buffer) in the incubation mixture varied from 0.05% (1.4 mM) to 5% (140 

mM). 

Formation of metabolic-intermediate complexes by clarithromycin. 

, Spectrophotometric method usinq the CO-bindinq technique: The measurement of 

uncomplexed and total CYP450s was performed as described by Pessayre et al. 15
, 

16 This technique is based on the concept that complexed CYP450 is unable to bind 

carbon monoxide. Human liver microsomes (2 mg of protein/ml) were suspended in 

60 mM potassium phosphate buffer, 1 mM NADPH and 5 mM magnesium chloride 
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solutions. The reaction was initiated by the addition of clarithromycin (100 llM) or 

methanol (reference cuvette). The microsomal mixtures were maintained at 3rC for 

0, 30 or 60 minutes. The spectrumof carbon monoxide-binding CYP450 was 

measured as reported by Omura and Sato.17 Briefly, after the addition of dithionite in 

both cuvettes and carbon monoxide in the sample cuvette, the absorption spectrum 

between 400 to 500 nm was recorded. Similar spectrophotometric analyses were 

also performed using the intravenous formulation of clarithromycin (100 llM) for 0, 

30 and 60 minutes. 

Incubation system: The formation of metabolic-intermediate complexes by 

clarithromycin and their effects on the metabolism of CYP3A substrates were 

studied using freshly isolated and cultured human hepatocytes (domperidone) and 

human liver microsomes (domperidone and midazolam). Experiments were 

performed in triplicate (hepatocytes) or duplicate (human liver microsomes). 

Incubation procedures were simUar to those described previously. 

Pre-incubation time. 

The time-dependent effects of clarithromycin on the extent of inhibition of 

domperidone and midazolam metabolism was evaluated differently for freshly 

isolated hepatocytes vs human liver microsomes. Human hepatocytes were cultured 

for three days with rifampin 20 IlM as described previously. Thereafter, ce Ils were 

exposed to clarithromycin (0, 1, 10 and 100 IlM) for different periods of time ranging 

from 0 to 72 hours. The milieu was removed (including clarithromycin) and 

incubations performed with domperidone. 

ln the case of human liver microsomes, a pre incubation at 3rC was performed in 

the presence of clarithromycin (0-100 IlM). Pre-incubation times varied (0-60 

minutes) prior to the addition of substrate (domperidone or midazolam). 

Inhibitory potency of different sources of claritromycin. 

Additional experiments Were conducted to compare the inhibitory potency of two 

sources of clarithromycin (pure base powder vs intravenous formulation). These 

inhibition studies were performed with human liver microsomes using a 60 minutes 

pre-incubation time with clarithromycin (0-300 IlM) prior to the addition of 

domperidone (200 IlM). 
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Data analysis. 

Formation rates of 5-hydroxydomperidone, 1-hydroxymidazolam and 4-

hydroxymidazolam were expressed as a percentage of metabolite formed relative to 

incubations containing no inhibitor. Inhibitor potencies (ICso values) were determined 

by non-linear regression analysis using Hill's equation. ICso was defined as the 

concentration of clarithromycin that resulted in 50% inhibition of metabolite 

formation. 

RESULTS 

Assessment of the competitive inhibition of domperidone and midazolam 

metabolism by clarithromycin. 

Preliminary studies were performed with human liver microsomes to screen for the 

inhibitory potency of clarithromycin as a competitive inhibitor. Clarithromycin 70 IlM 

and substrates were added to the incubation mixture at the same time. Very limited 

inhibition in the formation of 5-hydroxydomperidone «3%), 1-hydroxymidazolam 

«9%) or 4-hydroxymidazolam «1 %) was observed with this enzymatic system 

(Figure 1A). We also performed studies with cultured hepatocytes induced by 

rifampin to which clarithromycin and domperidone were added at the same time. 

Using this enzymatic system, a slight inhibition (8±7%) in the formation of 5-

hydroxydomperidone was observed with clarithromycin 10 IlM while greater 

inhibition (32±4%) could be noticed at a concentration of 100 IlM (Figure 1 B). 

ln order to favour binding of clarithromycin to the enzyme, a pre-incubation period 

was introduced. Using human liver microsomes, we evaluated pre-incubation times 

varying from 0-60 minutes (Figure 2A and B). A certain degree of inhibition (- 3-

10%) could be detected with a pre-incubation time of 10 minutes for both 

domperidone and midazolam (clarithromycin 70 IlM). Inhibition appeared to increase 

as pre-incubation period increased from 10 to 60 minutes. However, we noticed that 

the overall efficiency of the system was decreasing with time since absolute values 

measured in control incubations were decreasing as the pre-incubation time was 

increasing. The extent of inhibition measured in incubations containing 

clarithromycin had to be corrected for the «apparent inhibition» observed in control 

incubations. This was suggesting that the efficiency of the system was not stable 

over time when the pre-incubation period was too long due to a degradation of co­

factors or enzymes. Based on these results, we selected a pre-incubation period of 

10 minutes for other experiments. 
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Concentration-dependent inhibition of domperidone and midazolam metabolisms by 

clarithromycin was assessed using various enzymatic systems. In ail enzymatic 

systems used, limited concentration-dependent inhibition could be revealed between 

1 and 70 IlM. Maximum inhibition for the formation of 5-hydroxydomperidone 

reached 18±3% in human liver microsomes, 52±8% with human rCYP3A4 and 

32±5% with rCYP3A5 (Figures 3 and 4). For 1-hydroxy and 4-hydroxymidazolam, 

maximum inhibitions were 27±4% and 11±3% with human liver microsomes, 23±4% 

and 15±3% with rCYP3A4, and 27±4% and 3±1% with rCYP3A5. Not only the 

concentration-dependent inhibition was limited but also, the maximum percent 

inhibition observed with the highest concentration of clarithromycin used was also 

small. 

We decided to investigate the role of cytochrome b5 on the degree of inhibition 

observed. Cytochrome b5 was therefore added at a constant ratio (1 :2) to either 

human rCYP3A4 or rCYP3A5. For both substrates and ail metabolic pathways 

assessed, inhibition produced by clarithromycin was blunted and for rCYP3A4, 

became almost undetectable (Figure 5). 

Clarithromycin exhibits low solubility characteristics in water and previous studies 

which evaluated the competitive inhibition properties of clarithromycin had used the 

intravenous formulation. We pursue further investigations to determine whether 

limited competitive inhibition observed was due to limited solubility of the pure drug 

powder. Using human liver microsomes, we observed that percent inhibition in the 

metabolism of domperidone was higher with the Lv. formulation (50±3%). A plateau 

appeared to be reached at -70 IlM and not much inhibition was gained even with 

concentrations as high as 300 IlM. The intravenous formulation contains various 

excipients including lactobionic acid (12%) and experiments were planned to assess 

the inhibitory potency of this compound. The IC50 values (expressed in % of 

lactobionic acid concentration) obtained for 5-hydroxydomperidone, 1-

hydroxymidazolam and 4-hydroxymidazolam were 0.28% (0.15-0.51), 1.7% (0.6-

4.2) and 0.6% (0.3-1.2), respectively (90% of confidence intervals) (Figure 6). 

Metabolite-intermediate complex formation and mechanism-based inhibition 

of domperidone metabolism by clarithromycin. 

Binding spectra of CYP450 with clarithromycin 

The formation of CYP3A metabolic-intermediate complexes by clarithromycin using 

human liver microsomes was investigated. The time course of formation of 
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metabolic-intermediate complexes between CYP450 and clarithromycin is shown in 

Figure 7 A. Uncomplexed CYP450 was -85% after 30 minutes and dropped to 70% 

after 60 minutes. It is important to note that with the technique used, only 

uncomplexed CYP450 is able to bind carbon monoxide. Therefore, these results 

indicate that 15% and 30% of CYP450s that were present in the incubation milieu 

were in a complexed state following exposure to clarithromycin for 30 and 60 

minutes, respectively. We also repeated these experiments with the intravenous 

formulation of clarithromycin and observed that -47% and 71 % of CYP450s were 

sequestered in a metabolic-intermediate complex after 30 and 60 minutes, 

respectively (Figure 7B). Hence, the fraction of free CYP450 (uncomplexed form) 

was decreased with the intravenous formulation and was 1.6 to 2-times lower than 

that obtained with the pure drug powder of clarithromycin. 

Inhibitory potency of prolonged exposure to c/arithromycin in fresh/y iso/ated and 

cu/tured human hepatocytes 

Domperidone metabolism was determined in hepatocytes in order to reveal and 

study more specifically the formation of metabolic-intermediate complexes with 

clarithromycin. As indicated previously, freshly isolated hepatocytes were cultured 

for three days while being exposed to rifampin to induce CYP450s activities. Then, 

clarithromycin was added to the incubation mixture at various concentrations (1-100 

!lM) and for various periods of time (1, 2, and 3 days). We previously discussed the 

results obtained when clarithromycin and domperidone were introduced 

concomitantly to the incubation mixture as a measure of competitive inhibition 

(Figure 1 B). Figure 8 iIIustrates that much greater inhibition of domperidone 

metabolism was observed in a time-dependent and concentration-dependent 

manner when hepatocytes were exposed to clarithromycin for 1, 2 or 3 days. More 

than 80% inhibition of domperidone metabolism was observed with clarithromycin 

10 !lM after 3 days of exposure while the same concentration only provoked a <10% 

inhibition when both drugs were incubated concomitantly (a measure of competitive 

inhibition). Our results are in agreement with the previously reported mechanism­

based inactivator characteristics of clarithromycin. 
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DISCUSSION 

Results obtained in this study with human hepatocytes clearly demonstrate that a 

.significant drug-drug interaction is to be expected between domperidone and 

clarithromycin in the course of a full length antibiotic treatment in patients. A 

profound reduction in domperidone metabolism was observed upon exposure of 

human hepatocytes to clarithromycin for 1 to 3 days. Our results suggest that the 

postulated increase in plasma levels of domperidone will not be sud den but rather 

insidious since the anticipated decrease in the intrinsic clearance of the drug would 

not be related to competitive inhibition but instead, to the formation of an 

intermediate metabolite complex and mechanism-based inhibition. Our observations 

are supported by in vitro experiments using human liver microsomes and human 

recombinant CYP3A4 and CYP3A5 enzymes. In these studies, clarithromycin 

exhibited a weak competitive inhibition potency towards two CYP3A substrates 

namely, domperidone and midazolam. Furthermore, our data demonstrate the 

modulatory role of cytochrome b5 on the extent of inhibition produced by CYP3A 

inhibitors such as clarithromycin. 

CYP3A4 and CYP3A5 demonstrate a certain degree of substrate selectivity in the 

biotransformation of drugs although overlapping is often significant and no 

isoenzyme specific substrates have been found so far. 18 On the other hand, data 

suggest that CYP3A4 and CYP3A5 could be differentially inhibited by compounds 

such as diltiazem, verapamil or macrolide antibiotics. For instance, Wang et al. 

demonstrated that verapamil, a mechanism-based inhibitor of CYP3As, and its 

metabolite inhibit CYP3A4 to a greater extent than CYP3A5. 19 Williams et al. were 

able to demonstrate the formation of metabolic-intermediate complexes by diltiazem 

with CYP3A4 but not in the presence of CYP3A5. They suggested that 
" 

regioselectivity differences between CYP3A4 and CYP3A5 isoforms could explain 

the lack of formation of metabolic-intermediate complex from diltiazem since the 

formation rate of N-desmethyldiltazem by these two isoforms is the same. In the 

present study, we observed that the inhibitory potency of clarithromycin was 

substrate-dependent, isoenzyme-dependent and influenced by the presence of 

cytochrome b5. Hence, the rate of formation rate of 5-hydroxydomperidone by 

rCYP3A4 was much inhibited by clarithromycin compared to the formation of 4-

hydroxymidazolam (52±8% vs 15±3%). Moreover, clarithromycin decreased the 

formation rate of 5-hydroxydomperidone 3 and 4-hydroxymidazolam much more 

with rCYP3A4 than with rCYP3A5 (32±5% and 3±1%, respectively). In contrast, 
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inhibition of 1-hydroxymidazolam by clarithromycin was similar for rCYP3A4 and 

rCYP3A5. 

The addition of cytochrome b5 to the incubation mixture may influence CYP3As 

activity (Vmax and/or Km) as weil as the inhibition profile of CYP3As inhibitors.20
•
23 

We reported previously that cytochrome b5 had a significant effect of the inhibitory 

potencies (ICso) of ketoconazole towards domperidone metabolism but to the 

contrary, no effects towards the formation of 1- and 4-hydroxymidazolam.24 Results 

obtained with rCYP3A4 demonstrated clearly that cytochrome b5 modulated the 

degree of clarithromycin-mediated inhibition of domperidone and midazolam 

metabolism to the extent that no significant inhibition was observed even with high 

concentrations of clarithromycin (70 JlM). The magnitude of inhibition measured in 

incubations performed with rCYP3As supplemented with cytochrome b5 was close 

to that obtained with human liver microsomes. These observations confirm once 

again that cytochrome b5 is required in in vitro incubation mixture to reproduce 

pertinent physiological conditions. 

Several research groups have demonstrated that clarithromycin can inhibit CYP450 

activity by forming metabolic-intermediate complexes.2S
, 26, 27 It was also shown that 

this phenomenon can occur in human tissues.28
•
31 We confirmed these observations 

using a CO-binding spectrum approach which demonstrated a time-dependent 

reduction in the amount of uncomplexed CYP450 during exposure to clarithromycin 

(0 to 60 minutes), The CO-binding spectrum of dithionite-reduced microsomes were 

reduced by 15% (30 minutes) and 30% (60 minutes) after exposure to clarithromycin 

which correlated with a 10-13% and 15-28% inhibition in the formation of 

domperidone and midazolam major metabolites under similar experimental 

conditions. These results are similar to those reported by Kanamitsu et al. who 

showed that the formation rate of a- and 4-hydroxytriazolam by human liver 

microsomes were reduced by 33% and 40% after a pre-incubation of 40 minutes in 

the presence of erythromycin (100 JlM). 32 

Exposure-time to the mechanism-based inhibitor should be taken into account in the 

evaluation of drug-drug interactions involving the formation of metabolic­

intermediate complexes. It is weil known that in vitro characterization of mechanism­

based inhibition with suspended liver microsomes can not be performed beyond -1-

2 hours due to important loss of the intrinsic CYP450 activity. For example, in the 

current study, a -20% reduction in the catalytic activity was observed following a 
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pre-incubation period of 60-minutes followed by a 45 minute incubation period. We 

therefore explored the possibility of using freshly isola.ted human hepatocytes as an 

in vitro model to characterize mechanism-based inactivators. We first decided to 

increase the catalytic activity by exposing hepatocytes to the weil known non­

selective CYP450 inducer rifampin. Then, exposure to the inactivator clarithromycin 

was performed for 0-3 days. The advantages of this model are 1) a measure of 

competitive inhibition is obtained on Day D, 2) the kinetics of mechanism-based 

inhibition can be tracked in a concentration-dependent manner, and 3) reversai of 

mechanism-based inactivation can be assessed by removing the inactivator from 

the culture milieu at different time-periods. 

Clarithromycin has a low water solubility which renders characterization of its 

pharmacological properties difficult. We explored the possibility of using the 

intravenous formulation which is commercially available in Europe. We rapidly found 

that the iv formulation had a greater inhibitory potency of the metabolism of 

domperidone than the pure drug powder. Lactobionic acid, an antioxidant with iron 

chelating properties, is currently used in preservative solutions for organ 

transplantations. We showed that lactobionic acid was able to inhibit CYP3A activity 

with low molar range (0.3-1.7%: 8-47mM).Therefore, the intravenous formulations 

containing lactobionic acid should be used with care for conduct of in vitro 

incubation studies. 

The degree of CYP3A inhibition and consequently the magnitude of the decrease in 

the oral clearance of CYP3A substrates are expected to be greater after repeated 

doses of a mechanism-based inhibitor. For instance, Bartkowski et al. studied the 

effects of a 1 or 7 day treatment with erythromycin on the pharmacokinetics of 

alfentanil.33 A 7-day course of treatment with erythromycin produced significant 

prolongation of the elimination half-life and a decrease of the clearance of alfentanil. 

ln contrast, no changes were observed after a 1-day treatment. Ohashi et al. have 

also reported similar effects using diltiazem as the mechanism-based inhibitor and 

nifedipine as the substrate.34 Their results showed that the increase in the AUC of 

nifedipine was higher after 6 days of treatment with diltiazem compared to 3 days 

and 1 day (the increase in AUC was 181% vs 151% and 35%, respectively).34 

ln conclusion, we have used a new cell-based assay that can easily detect the 

occurrence of mechanism-based inhibition. Moreover, we have demonstrated that 

clarithromycin exhibits a low competitive inhibition potency towards CYP3A4 and 
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CYP3A5 substrates (domperidone and midazolam) when the incubation mixture is 

supplemented with cytochrome b5. These results lead us to propose that attention 

should be paid du ring treatment with repeated doses of clarithromycin and CYP3A 

substrates. Especially, prolonged treatment with CYP3A mechanism-based 

inhibitors in combination with domperidone would enhance the occurrence of 

cardiac side effects associated with this gastrokinetic agent. This kind of drug-drug 

interaction is insidious and the risk of severe adverse events increases over time 

and continues during few days after removal of the mechanism-based inhibitor. 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1: Competitive inhibition by clarithromycin A) Formation of 5-

hydroxydomperidone, 1- and 4-hydroxymidazolam in the presence of 

clarithromycin in human liver microsomes. Results are presented as 

percent of control activity. B) Formation activity of domperidone in 

human hepatocytes exposed for 3 days to rifampin. On the study day, 

rifampin was removed and clarithromycin (1-100 IlM) and domperidone 

(200 IlM) were added at the same time to assess competitive inhibition. 

FIGURE 2: Variation in the extent of inhibition caused by clarithromycin 70 IlM on 

CYP3A substrates as a function of pre-incubation time. Substrates (A: 

domperidone 200 IlM and B: midazolam 50 IlM) were added at the end 

of the pre-incubation period with clarithromycin. A certain degree of time­

dependant decreases in the overall enzymatic activity were observed in 

control incubations (triangles). Net inhibition caused by clarithromycin is 

illustrated by the dashed line. 

FIGURE 3: Percent inhibition in the metabolism of CYP3A substrates by 

clarithromycin in human liver microsomes. 

FIGURE 4: Percent inhibition in the metabolism of CYP3A substrates by 

clarithromycin with A) rCYP3A4 and B) rCYP3A5. 

FIGURE 5: Percent inhibition in the metabolism of CYP3A substrates by 

clarithromycin in the presence of cytochrome b5 with A) rCYP3A4, and 

B) rCYP3A5. 

FIGURE 6: Percent inhibition in the metabolism of CYP3A substrates by lactobionic 

acid in human liver microsomes. 

FIGURE 7: Spectrophotometric determination of uncomplexed CYP450s by CO­

binding after exposure for various periods of time to A) clarithromycin 

pure drug substance, and B) intravenous formulation of clarithromycin. 

FIGURE 8: Percent inhibition in domperidone metabolism in human hepatocytes 

following various periods of exposure to clarithromycin. 
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A) 

100 
1 Domperidone 

-- Â Control 
0 
~ 80 -c 

• Clarithromycin 
0 
u - 60 0 

;:!2. 
0 

----c 40 
0 

-:.;:::; 

:0 20 ..c 
c 

0 
0 20 40 60 

Preincubation time (min) 

B) 

Midazolam 

100 'Y Control --0 • Clarithromycin 
~ 80 -c 
0 
u - 60 0 

;:!2. 
0 

----c 40 
0 

-:.;:::; 
..0 20 ..c 
c 

0 
0 20 40 60 

Preincubation time (min) 



158 

FIGURE 3 

HLM 

100 
• 10H-MDZ -0 80 • 40H-MDZ 

"-
-+-' 

50H-Domperidone c • 0 
u 60 -0 

~ 0 40 ---c 
0 • -+-' 

15 20 
~ 
c 

a 

Clarithromycin Concentration (IlM) 



FIGURE 4 

4A) 

.-
0 
1.... -c::: 
0 
() -0 

';!2 
0 -c::: 
0 

:t::: 
..c 
.s::. 
c::: 

48) 

.-
0 
1.... -c::: 
0 
() -0 
';!2 
0 -c::: 
0 
.~ 
..c 
:c 
c::: 

100 

40 

20 

0 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

159 

rCYP3A4 

• 10H-MDZ 
T 40H-MDZ 

• 50H-Dornperidone 

10 
Clarithromycin Concentration (~lM) 

100 

rCYP3A5 

• 10H-MDZ 
'Y 40H-MDZ 

• 50H-Domperidone 

1 

Clarithromycin Concentration (~M) 



FIGURE 5 

SA) 

100 
.-. 
0 

80 L.. -c:: 
0 
() 

60 -0 
;::!2. 
0 40 --c:: 
0 - 20 :c 
..c 
c:: 0 

SB) 

100 
.-. 
0 
L.. -c:: 
0 
() -0 

;::!2. 
0 --c:: 
0 -..c 
..c 
c:: 0 

1 

rCYP3A4 with CYP bs 1 

fil' "'I!!!!!!!il 
1 

, 
10 

• 10H-MDZ 

~ 40H-MDZ 

160 

• 50H-Domperidone 

100 
Clarithromycin Concentration (IlM) 

rCYP3A5 with CYP bs 1 

• 10H-MDZ 

~ 40H-MDZ 

• 50H-Domperidone 

1 i 
2 i 

1 100 

Clarithromycin Concentration (IlM) 



FIGURE 6 

...-.. 
o 
'­....... c 
o 
ü 

'0 
cf. 
c 
o 

:.;::::; 
:0 
..c 
c 

0.1 1 10 

Lactobionic acid Concentration % 

• 
... 
• 

161 

10H-MDZ 
40H-MDZ 

50H-Domperidone 



FIGURE 7 

A) 

0.060 

0.040 

0.020 

0.000 

-0.020 

-0.040 

-0.060 

-0.080 

400 420 

Clarithromycin (powder) 

440 460 480 

o min. 
30 min. 
60 min. 

500 

162 



B) 

0.060 

0.030 

0.000 

-0.030 

-0.060 

-0.090 

400 420 

Clarithromycin IV 

440 460 

o min. 
-~::::;... 30 min. 

60 min. 

480 500 

163 



164 

FIGURE 8 
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v) DISCUSSION 

L'un des principaux objectifs des études in vitro d'inhibition métabolique est de 

prédire qualitativement et quantitativement les interactions médicamenteuses in 

vivo. Il est attendu que les données quantitatives obtenues suite aux analyses de 

métabolisme in vitro puissent être extrapolées à la situation in vivo si une application 

adéquate des principes de pharmacocinétiques appropriées à la condition étudiée 

est effectuée.2g6• 312, 313 

Tel que décrit dans l'article, les expériences de liaison ayant pour objectifs de 

mesurer la formation de CYP450non-complexé (scan 400-500 nm en présence de 

monoxyde de carbone) ont montré que la clarithromycine est un «mechanism-based 

inhibitor» via la formation de complexes métaboliques intermédiaires. Ceci est en 

accord avec les données déjà publiées dans la Iittérature.314
, 315 Toutefois, les 

résultats obtenus à partir des études d'inhibition in vitro avec des microsomes ou 

des sources enzymatiques purifiées suggèrent que les résultats de ces études ne 

permettent pas une extrapolation in vivo lorsqu'on est en présence d'inhibition 

causée par la formation de complexes métaboliques. Ainsi, dans de telles 

conditions, on constate que les données in vitro ne correspondent pas aux données 

observées en situation clinique réelle. De fait, des études d'inhibition in vitro 

rapportent un potentiel d'inhibition avec la clarithromycine qui est bien inférieur aux 

inhibitions observées suivant son administration orale. Par exemple, Gascon et 

Dayer ont mené des études in vitro évaluant l'inhibition du métabolisme du 

midazolam suivant l'ajout d'inhibiteurs potentiels comme la clarithromycine. Ils ont 

rapporté une valeur d'IC50 pour la clarithromycine de 330 /lM indiquant un faible 

potentiel d'inhibition par cet antibiotique macrolide alors que des études cliniques 

ont rapporté des augmentations d'aire sous la courbe (AUC) du midazolam de 3,4 à 

4,4 fois suivant la co-administration de midazolam avec l'antibiotique macrolide.316
, 

301,317 

Il faut noter que les études d'inhibitions in vitro demeurent utiles et nécessaires afin 

d'identifier en premier lieu les inhibiteurs compétitifs et d'en estimer leur puissance. 

Bien que la relation ne soit ni complète ni absolue, une relation structure-activité a 

été proposé quant à la formation de complexes métaboliques intermédiaires. En 

effet, Franklin et al. suggéraient que la présence d'une amine ou d'un composé 

méthylenedioxy dans la molécule étaient requis afin que le produit puisse «chélater» 
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le groupement hème du CYP450.318 Par ailleurs, Ernest et al. proposent que 

d'autres groupements pourraient également causer une chélation avec l'hème du 

CYP450 puisque des molécules comme l'indinavir et le nelfinavir lesquelles sont 

dépourvus des groupements fonctionnels précédemment énumérés, forment aussi 

des cqmplexes métaboliques.319 s Lorsque la structure d'une molécule suggère une 

formation possible de complexes intermédiaires, nos résultats nous amènent à 

proposer que des études d'inhibition métabolique utilisant des hépatocytes 

devraient être effectuées. Ces études permettraient une évaluation plus réelle du 

potentiel d'inhibition sur quelques jours. 

Puisque les «mechanism-based inhibitors» requièrent une préexposition préalable 

pour exercer leur inhibition, nous avons déterminé l'effet du temps de préincubation 

sur le milieu enzymatique comme tel. Tel que montré dans notre étude, à un temps 

de préincubation de plus de 10 minutes, on dénote déjà une perte d'activité 

catalytique du système. Par conséquent, il est préférable que le temps d'incubation 

soit restreint lorsque des expériences sont menées avec des microsomes et 

enzymes purifiées. Au contraire, nos résultats montrent que les hépatocytes en 

culture peuvent être exposés au médicament durant quelques jours sans perte 

d'activité intrinsèque (dans le contrôle vs prétraitement). 

L'utilisation des hépatocytes offre l'avantage de fournir une intégrité cellulaire en 
) 

respect avec l'architecture de l'enzyme et offre la possibilité de réaliser des 

expériences à plus long terme. Effectivement, les hépatocytes mis en culture 

peuvent être soumis à des expositions répétées à un médicament sur plusieurs 

jours permettant ainsi un suivi de l'inhibition des CYP450s dans le temps. Il faut 

souligner que l'un des avantages majeurs favorisant les hépatocytes 

comparativement aux microsomes de foie humain est qu'ils fournissent une globalité 

de différents processus pouvant intervenir dans la disposition du médicament dans 

la cellule; cette approche permet une évaluation globale tant du métabolisme que 

du transport des molécules dans l'hépatocyte. En contre-partie, avec cette approche 

il demeure difficile de spécifier le rôle d'une isoforme en particulier puisque c'est 

l'ensemble d'un processus qui est évalué. 

Cette notion d'inhibition temps-dépendante est complexe à estimer et l'extrapolation 

clinique demeure ambiguë. Cependant son impact clinique peut ·être majeur. Il 

apparaît important de développer un modèle permettant d'estimer le temps où 

l'inhibition sera maximale, le moment après l'arrêt du médicament dit inhibiteur où 
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l'inhibition ne sera plus significative et ceci, afin de réduire l'apparition d'effets 

indésirables. 

Il semble que le niveau d'inactivation par les inhibiteurs de type «mechanism-based 

inactivator» diffère entre le CYP3A4 et le CYP3A5. Il a été observé que le CYP3A5 

était moins susceptible à l'inactivation induite par ces médicaments.307. 308 Ceci 

s'explique probablement par la plus faible capacité du CYP3A5 à générer les 

métabolites intermédiaires de type nitrosoalkane.302 Tel que mentionné 

précédemment, une étude in vitro a montré que l'ampleur de l'inhibition du CYP3A5 

par le vérapam il , un «mechanism-based inhibitor» des CYP3As, est moindre que 

celle produite par le CYP3A4.307 De plus, les résultats de cette étude montrent que 

les deux énantiomères du vérapamil inhibent l'activité du CYP3A4, alors qu'ils 

affectent très peu l'activité du CYP3A5 en absence de cytochrome b5. Bien que 

l'ajout de cytochrome b5 augmente légèrement l'ordre de grandeur maximal 

d'inactivation des CYP3A4 et CYP3A5, cette augmentation demeure modeste. 

Toutefois, les résultats de notre étude ont montré une différence importante dans 

l'ordre de grandeur d'inhibition de la clarithromycine sur le CYP3A4 en fonction de la 

présence ou de l'absence de cytochrome b5. De fait, la clarithromycine inhibait plus 

fortement la formation du 5-hydroxydomperidone (M3) et des métabolites 

hydroxylés du midazolam par les isoenzymes purifiées CYP3A4 en absence de 

cytochrome b5 qu'en présence de ce dernier. 

La majorité des modèles mathématiques proposés pour prédire in vivo le potentiel 

d'inhibition des «mechanism-based inhibitors» reposent sur différentes prémices 

dont; 1) le substrat et l'inhibiteur doivent être administrés oralement simultanément, 

2) le substrat et l'inhibiteur sont éliminés seulement par le foie, 3) leur élimination 

doit respecter une cinétique de Michaelis-Menten, 4) la fraction du médicament libre 

qui régit son élimination 5) la contribution de l'isoenzyme sujette à l'inactivation est 

faible dans l'élimination totale de l'inhibiteur, c'est-à-dire que l'élimination de 

l'inhibiteur n'est pas affecté par l'inactivation de l'enzyme, 6) la distribution du 

substrat et de l'inhibiteur dans le foie s'effectue rapidement et la concentration libre 

de l'inhibiteur retrouvée dans la veine hépatique est égale à celle dans les 

hépatocytes à l'état d'équilibre, et 7) l'absorption gastro-intestinale doit être décrite 

par une constante d'ordre 1.296 Plusieurs de ces prémices ne sont pas applicables à 

de nombreux substrats des CYP3As. Ainsi, on peut déjà assumer que dans maintes 

occasions l'application de ces modèles ne sera pas conforme puisque les 

assomptions requises ne seront pas respectées. 
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Par exemple, l'effet inhibiteur peut dépendre de l'intervalle de temps entre 

l'admil")istration de l'inhibiteur et celle du substrat. Un intervalle de temps trop court 

entre l'administration de l'inhibiteur et du substrat pourrait entraîner une inhibition 

moindre dû au processus cinétique incomplet causant une inactivation insuffisante. 

Au contraire, un intervalle de temps trop grand pourrait aussi causer une inhibition 

plus faible qui s'expliquerait par une resynthèse d'enzymes.2g6 De plus, plusieurs 

médicaments substrats des CYP450s présentent une cinétique dite atypique et 

donc, non-conforme à une cinétique de Michaelis-Menten tel que discuté dans le 

chapitre précédant. Ceci constitue un autre exemple montrant les limites des 

modèles mathématiques jusqu'ici proposés. 

Les modèles de prédictions in vivo des interactions médicamenteuses assument 

souvent qu'à l'état d'équilibre, la concentration libre de l'inhibiteur dans le foie est 

égale à celle retrouvées dans les sinusoïdes (capillaires hépatiques). Bien que le 

transport à travers les hépatocytes de nombreux médicaments s'effectue par simple 

diffusion passive, il est maintenant reconnu que de multiples transporteurs 

contribuent au transport actif de nombreux médicaments. L'activité de ces 

transporteurs peut affecter significativement le devenir des médicaments dans 

l'organisme. Ainsi, le grand principe de pharmacocinétique énonçait, jusqu'à la 

découverte récente des transporteurs membranaires, que les concentrations 

plasmatiques libres étaient égales et en équilibre avec les concentrations libres 

tissulaires est maintenant révolu. Par conséquent, en présence d'un inhibiteur qui 

subit un transport actif et qui se concentre dans les hépatocytes, l'ampleur de 

l'interaction médicamenteuse sera sous-estimée si les concentrations plasmatiques 

sont utilisées dans le modèle de prédiction.2g6, 320 

Le dernier exemple discuté ici se rapporte à une situation pour laquelle l'élimination 

de l'inhibiteur est considérée à tort dans les modèles mathématiques ne pas être 

influencée par le processus d'inactivation. Il a été observé que la demi-vie 

d'élimination apparente du diltiazem s'allonge significativement suivant 

l'administration répétée du médicament durant deux semaines comparativement à 

une dose orale unique.321 Bensoussan et al. ont observé qu'in vitro, le diltiazem 

forme des complexes métaboliques intermédiaires et ils rapportent également, la 

formation in vivo de ces complexes chez des rats prétraités avec de la 

dexaméthasone ou du phénobarbital (des inducteurs de CYP450s).322 Alors que ces 

études ont été effectuées chez l'animal, Jones et al. ont montré que le diltiazem 
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forme aussi un,complexe métabolique intermédiaire avec les CYP3As humains.309 

Étant donné que les concentrations plasmatiques de diltiazem et de ses métabolites 

sont très inférieures à leurs constantes d'inhibition respectives, l'inhibition de type 

réversible doit être considérée comme étant improbable. Il semble évident que 

l'administration prolongée de diltiazem affecte son propre métabolisme et plusieurs 

scientifiques s'entendent pour expliquer ce phénomène d'auto-inhibition par une 

accumulation de complexes métaboliques intermédiaires.309
, 323 Sans faire une 

énumération exhaustive, ce ne sont que quelques exemples démontrant les limites 

de certains modèles mathématiques assumant diverses prémices lesquelles, en 

réalité, sont souvent différentes. 

En somme, les expériences effectuées dans cette partie de mes travaux de 

recherche nous amènent à proposer une nouvelle approche in vitro basée sur 

l'utilisation d'hépatocytes humains permettant une évaluation précise dans le temps 

des phénomènes d'inhibition métabolique reliée à la formation de complexes 

métaboliques intermédiaires afin de permettre éventuellement une meilleure 

extrapolation in vivo. 
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i) OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

Mise en contexte du projet: L'hypothèse de recherche qui soutient la réalisation de 

ce projet est que la présence de CYP450s exprimés au niveau cardiaque pourrait 

contribuer au métabolisme intra-tissulaire de médicaments et ainsi, expliquer en 

partie la variabilité interindividuelle observée dans les effets et/ou la toxicité 

cardiaque de certains agents pharmacologiques. En effet, certaines évidences 

suggèrent que des facteurs affectant les concentrations intra-tissulaires des 

médicaments sont en partie responsables des effets bénéfiques et toxiques de 

ceux-ci. Depuis le début de la pharmacocinétique, les concentrations plasmatiques 

ont été l'outil de référence utilisé afin de prédire l'effet et la toxicité potentielle d'un 

produit. Cependant, plusieurs évidences ne permettent plus de soutenir entièrement 

ce concept. De fait, il est bien connu qu'un même niveau plasmatique de 

médicament pourra chez certains patients être associé à une inefficacité alors que 

chez d'autres patients, la même concentration plasmatique de ce médicament 

provoquera des toxicités. Par conséquent, il devient important de mieux comprendre 

les facteurs pouvant affecter les concentrations intra-tissulaires des médicaments 

d'où notre intérêt à déterminer la présence et l'activité de CYP450s dans le tissu 

cardiaque. 

Des données récentes suggèrent que des CYP450s auraient un rôle non­

négligeable dans la physiologie cardiovasculaire de même que dans la pathogénèse 

de maladies cardiovasculaires.324.326 Ces évidences nous ont mené à émettre une 

seconde hypothèse à savoir que l'expression de CYP450s cardiaques pourrait être 

influencée par des conditions pathologiques, comme l'insuffisance cardiaque, et que 

cette modulation pourrait affecter le métabolisme de composés endogènes et de 

médicaments. 

Objectifs: Les objectifs de ce projet de recherche sont: 1) d'explorer la présence 

d'ARNm associé à la présence d'isoenzymes des CYP450s dans des cœurs 

normaux, 2) d'évaluer si la présence d'ARNm est associée à une protéine 

fonctionnelle; 2a) la détermination de l'activité des CYP450s cardiaques requiert 

d'abord la mise au point d'une méthode pour la préparation de microsomes 

préparés à partir de tissu provenant de cœur humain, et 2b) évaluer l'activité 

métabolique cardiaque pour des substrats connus des CYP450s (en utilisant un 

médicament indiqué en cardiologie, le vérapamil, un médicament dont l'indication ne 

concerne pas le domaine cardiovasculaire mais pour lequel il existe des effets 
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secondaires cardiaques, soit la dompéridone et un produit endogène, la 

testostérone) et finalement, 3) évaluer si les niveaux d'ARNm des CYP450s dans 

les cœurs (ventricule gauche) sont modulés lors d'insuffisance cardiaque. 

ii) INTRODUCTION 

La communauté scientifique a porté une attention considérable aux CYP450s 

hépatiques en raison de leur rôle dans le métabolisme des médicaments, leur 

impact sur la biodisponibilité, les interactions médicamenteuses et leur toxicité. De 

fait, le foie exprime des niveaux élevés de CYP450s et joue un rôle dominant dans 

l'effet du premier passage intestinal-hépatique ainsi que dans la régulation de la 

clairance systémique de nombreux médicaments. Toutefois, l'expression des 

CYP450s ne se limite pas au foie et de nouvelles connaissances ont permis de 

suggérer que les CYP450s situés dans des tissus extra-hépatiques, incluant le 

cœur, pourraient contribuer à la clairance intra-tissulaire des médicaments. Les 

niveaux d'expression protéique des CYP450s dans les tissus extra-hépatiques sont 

souvent plus faibles, mais les concentrations de médicaments dans ces tissus sont 

aussi plus faibles que celles observés dans les intestins ou dans le foie lors du 

premier passage. 

En plus d'être impliqués dans le métabolisme de nombreux xénobiotiques, les 

CYP450s sont également responsables de la formation et du catabolisme de 

produits endogènes. Il existe des exemples bien documentés comme le 

métabolisme de l'acide arachidonique en produits vasoréactifs tels l'acide 

epoxyeicosatrienoïque (EET) et l'acide hydroxyeicosatrienoïque (HETE), ainsi que 

le métabolisme de stéroïdes comme la testostérone. Il faut toutefois souligner qu'il 

existe encore peu de données concernant le rôle et l'impact des CYP450s dans le 

tissu cardiovasculaire. En fait, il existe quelques études ayant montré l'expression 

de CYP450s dans le tissu cardiaque, mais peu ont évalué l'aptivité et l'implication 

clinique de ces derniers 327·332 

iii) LES CYP450S CARDIOVASCULAIRES 

Expression de CYP450s dans le coeur 
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Des données récentes suggèrent que certaines isoenzymes du CYP450 localisées 

dans le muscle lisse vasculaire et l'endothélium contribueraient à la régulation du 

tonus et de l'homéostasie vasculaire. Les deux familles des CYP450s possédant un 

rôle proéminant dans la régulation vasculaire en raison de leur implication dans le 

métabolisme de l'acide arachidonique sont les CYP2 et CYP4. 

Thum et Borlak furent les premiers à proposer que les échecs thérapeutiques dans 

le traitement de l'hypertrophie cardiaque ventriculaire puissent être en partie 

expliqués par une variabilité dans l'activité de CYP450s extra-hépatiques. En fait, ils 

avaient alors émis l'hypothèse qu'une inactivation dû au métabolisme du 

médicament était possible au site d'action même de celui-ci, c'est-à dire dans le 

tissu cardiovasculaire et pouvait causer une perte d'efficacité du médicament. Ils ont 

investigué l'expression de gènes associés à différentes isoenzymes des CYP450s, 

des flavines mono-oxygénases et d'époxides hydrolases et cela, dans différentes 

régions du cœur humain. Il faut souligner que leur étude a été réalisée auprès d'un 

échantillon de 7 cœurs provenant de cœurs explanté~ de patients avec insuffisance 

cardiaque et 2 cœurs normaux.327 Aucune expression des gènes associés aux 

isoenzymes CYP3A4, CYP3A5 ou CYP3A7 n'a été détectée dans le tissu 

cardiovasculaire?27, 331 Ils ont trouvé que l'expression des isoenzymes CYP1 A 1, 

CYP2B6, CYP2C8, CYP2C19, CYP2D6 et CYP4B1 dans le cœur était 

prédominante et ce, au niveau du ventricule droit.327 L'expression d'ARNm du 

CYP1 A 1 était très importante dans les artères pulmonaires et l'aorte alors qu'ils ont 

trouvé une très faible expression de l'ARNm du CYP1A2 dans le tissu 

cardiovasculaire.327 Les transcrits d'ARNm associés au CYP2E1 ont été détectés 

dans plusieurs des tissus cardiovasculaires évalués; soit dans les ventricules droit 

et gauche et les oreillettes droite et gauche.327 

Les premières études évaluant le métabolisme des médicaments dans le tissu 

cardiaque ont également été menées par Thum et Borlak. Ils ont utilisé le vérapamil 

à titre de substrat et des microsomes préparés à partir d'un échantillon de ventricule 

droit ou gauche provenant de cœurs humains explantés et congelés.327, 331 Les 

expériences réalisées avec des microsomes isolés de ventricule droit montrent une 

activité métabolique cardiaque confirmée par la formation de 4 différents 

métabolites de vérapamil. Cependant, avec des microsomes cardiaques de 

ventricule gauche aucune production de métabolites de vérapamil n'a été observée .. 

Les auteurs suggèrent qu'une inactivation métabolique serait possible dans le 

ventricule droit seulement. De plus, ils proposent que l'expression limitée (quasi-
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absente) d'isoenzymes du CYP450 dans le ventricule gauche serait la conséquence 

de la capacité du ventricule droit et des poumons à métaboliser les médicaments. 

Le même groupe de chercheurs a par la suite réalisé les mêmes expériences avec 

des cellules endothéliales coronariennes humaines.333 Encore une fois, leurs 

résultats révèlent que l'endothélium est aussi un tissu actif métaboliquement tel que 

montré par la production de métabolites de vérapamil. De plus, les niveaux 

d'expression de CYP3A4 et de CYP3A5 étaient encore une fois sous la limite de 

détection, suggérant que l'expression d'isoenzymes est spécifique selon les tissus. 

Parmi les isoenzymes retrouvées dans les cellules endothéliales coronariennes 

humaines en culture on note les CYP1 A 1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2E1 et 

CYP2J2. Au contraire, aucun transcrit d'ARNm associé aux gènes CYP1A2, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3As et CYP4B1 n'a été détecté dans cette 

étude. En opposition à ces résultats (voir la prochaine section), d'autres études ont 

détecté la présence de l'isoenzyme CYP2C9 dans l'endothélium vasculaire. Il faut 

cependant mentionner que les isoformes retrouvées diffèrent selon le type de 

cellules, la présence de pathologies et le modèle utilisé (animal vs humain). Un 

autre point à soulever est que la majorité des études utilisant du tissu humain sont 

souvent limitées par le nombre d'échantillons accessibles. 

Une découverte majeure concernant les isoenzymes cardiovasculaires fut celle de 

l'isoenzyme CYP2J2. C'est au début des années 1990 que la famille CYP2J a été 

premièrement décrite.334 L'identification spécifique du gène CYP2J2 laquelle est 

relativement récente a été accomplie par le groupe de recherche de Zeldin.335
, 336 

Plusieurs études ont montré que le CYP2J2 est hautement exprimé dans le cœur 

principalement dans les myocytes cardiaques et dans les cellules endothéliales des 

petites et larges artères coronariennes.335
, 337, 338 De fait, le CYP2J2 constitue 

l'isoforme cardiovasculaire majeure due à son expression abondante. Le CYP2J2 

est exprimé dans d'autres tissus incluant le foie, les reins, les poumons, le pancréas 

et le tractus gastro-intestinaI.335
, 339·341 En plus d'être impliqué dans le métabolisme 

de produits endogènes, comme l'acide arachidonique et de l'acide linoléique, le 

CYP2J2 métabolise également plusieurs xénobiotiques dont l'astémizole, la 

terfénadine et l'ébastine.131
, 132,342,343 Un point intéressant à noter est que tous ces 

médicaments possèdent des effets cardiovasculaires. D'ailleurs, les 

antihistaminiques, astémizole et terfénadine, ont été retirés du marché canadien en 

raison d'un risque accru d'induction de Torsades de pointes, alors que l'ébastine n'a 
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pas été approuvée sur le marché nord-américain et cela, pour les mêmes raisons de 

proarrythm ie possible. 344-348 

Homéostasie vasculaire et rôle des CYP450s 

Les vasodilatateurs, oxyde nitrique (NO) et prostacycline (PGI2), et les 

vasoconstricteurs, endothéline et thromboxane A2' représentent les autocoïdes les 

mieux caractérisés quant à la régulation du tonus vasculaire local.324 Il a été 

démontré qu'il existe un autre mécanisme de relaxation endothéliale indépendant du 

NO et de la PGI2 au niveau des artères coronariennes et rénales. 349 Dès les 

premières études sur ce sujet, il a été suggéré que cette vasodilatation était médiée 

par un facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium (endothelium-derived 

hyperpolarizing factor, EDHF). En fait, un EDHF est par définition une substance 

libérée des cellules endothéliales qui entraîne une hyperpolarisation des cellules 

musculaires lisses et capable d'induire une relaxation. Le lien possible entre 

l'activité de CYP450s et la génération d'EDHF a été largement investigué. Plusieurs 

EDHF ont été retrouvés dans différents lits vasculaires et chez différentes espèces, 

mais le facteur hyperpolarisant produit par les artères coronariennes et rénales chez 

l'humain et chez différentes espèces animales comme le rat, le lapin, le cochon, le 

chien et le bovin présentait des caractéristiques semblables à ceux de métabolites 

d'acide arachidonique générés par des CYP450s.350-356 Tel que montré dans divers 

lits artériels, cette vasodilatation indépendante du NO/PGI2 est sensible à la 

présence d'inhibiteurs de CYP450s (clotrimazole et miconazole). Et puisqu'il a été 

rapporté que des CYP450s sont retrouvés dans les cellules endothéliales, il fut 

proposé que des métabolites de l'acide arachidonique pourraient être formés 

localement et être responsables de la vasodilatation observée.357-361 Les recherches 

sur ce sujet se poursuivent, même si les EETs sont considérés comme des 

candidats potentiels d'EDHF puisqu'ils entrainent une hyperpolarisation et une 

relaxation des cellules du muscle lisse vasculaire.362, 363 Les effets cardioprotecteurs 

des EETs sont expliqués par leurs propriétés vasodilatatrices, anti-inflammatoires et 

anti-fibrotiques.364, 365 Comparativement au cortex rénal humain, le cœur contient 

environ 5 fois moins d'EETs totaux et possède un profil métabolique différent de 

celui retrouvé dans le rein. 

L'époxydation de l'acide arachidonique en différents régio-isomères est 

principalement catalysée via les CYP2J2, CYP2C8 et CYP2C9. Toutefois, d'autres 

isoenzymes des CYP450s pourraient contribuer aussi à la biosynthèse d'EETs dont 

les CYP1A, CYP2B, CYP2D, CYP2E et CYP4A.366 La détermination spécifique de la 
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contribution de chacune de ces isenzymes dans la production d'EETs est complexe 

puisque certaines isoenzymes ne possèdent pas d'inhibiteurs spécifiques, certaines 

conditions pathologiques semblent modifier l'expression de certaines isoformes, des 

isoenzymes subissent l'influence de polymorphismes génétiques et ce système 

vasodilatateur indépendant du NO et de la PGI2 apparaît davantage comme un 

système de second recours. 

Il a été rapporté que l'ajout d'inducteurs de CYP450s comme la l3-naphthoflavone 

entraine une augmentation de la synthèse d'EETs ainsi qu'une relaxation plus 

importante tant dans les cellules endothéliales coronariennes humaines en culture 

que des cellules porcines.338, 357·361 À l'inverse, la transfection de cellules 

coronariennes porcines avec des oligonucléotides antisense CYP2C a résulté en 

une diminution de l'expression des CYP2Cs et une réponse vasculaire moindre 

quant à la dilation qualifiée EDHF-dépendante.357-361 Un autre groupe de recherche, 

Node et al., a étudié plus particulièrement l'implication possible du CYP2J2 dans la 

production endothéliale de dérivés d'acide arachidonique. Ils ont mesuré la 

synthèse d'EETs dans des cellules aortiques endothéliales bovines ayant été 

préalablement transfectées avec le CYP2J2.338 L'ajout de l'inhibiteur de CYP450 

(SKF-525A) a diminué de 80% la formation de métabolites d'acide arachidonique 

dans les cellules surexprimant le CYP2J2. Quelques études ont rapporté que dans 

les cellules endothéliales, l'EET formé par le CYP2J2 inhibait l'expression de 

molécules d'adhésion cellulaire, l'adhésion de leucocytes sur la paroi vasculaire et 

améliorait la récupération post-ischémique.338, 367, 368 

Plusieurs isoformes des CYP450s sont inhibés en présence de concentrations 

élevées de NO. D'ailleurs, Bauersachs et al. ont rapporté que le NO inhibe la 

vasodilatation CYP-EDHF dépendante dans les artères coronariennes.369 La 

vasodilatation EDHF-dépendante est à peine détectable en absence de l'inhibition 

de la NO-synthase et de la cyclo-oxygénase suggérant qu'en situation 

physiologique normale la voie EET/EDHF serait mineure et agirait comme 

mécanisme de réserve lors de dysfonction endothéliale quand la disponibilité de 1\10 

est réduite.369 

En plus de la production de métabolites vasoactifs, les CYP450s génèreraient aussi 

des radicaux libres. Ces derniers peuvent être générés durant le cycle de réaction 

lors du transfert à la molécule d'oxygène de l'électron servant à la réduction du fer 

du groupement hème.37o-372 La production de radicaux libres constitue en fait le 
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résultat de la consommation de NADPH par le système enzymatique des mono­

oxygénases. Par conséquent, les CYP450s exprimés dans le tissu vasculaire 

pourraient contribuer à la formation de radicaux libres dans la paroi vasculaire. De 

fait, Fleming et al. ont rapporté que les CYP2Cs exprimés dans les coronaires 

porcines généraient suffisamment de radicaux libres pour altérer le degré de 

dilatation dépendante du NO.373 Il faut noter que la capacité à produire des radicaux 

libres diffère selon les isoenzymes du CYP450.372 Par exemple, le CYP2J2 lequel 

est fortement exprimé dans le tissu cardiovasculaire, ne génère pas de radicaux 

libres.365.367 À l'inverse, le CYP2E1 est une isoforme pouvant générer des radicaux 

libres. D'ailleurs, l'apoptose cellulaire associée à l'activation du CYP2E1 a été 

expliquée par sa production de radicaux libres.374
-
376 

En somme, les CYP450s exprimés dans le tissu cardiovasculaire semblent jouer un 

rôle important dans la vasodilatation endothélium-dépendante lors de situations 

associées à des états de dysfonction endothéliale, par la formation de dérivés de 

l'acide arachidonique. Toutefois, l'activation soutenue de certaines isoformes du 

CYP450 apparait délétère pour le maintien de l'homéostasie vasculaire dû à la 

production simultanée d'EET et de radicaux libres. Nous pouvons supposer que des 

états pathologiques puissent affecter cet équilibre et moduler l'expression de 

certaines isoenzymes, de même qu'il est possible que certaines isoenzymes 

puissent être impliquées dans le processus de développement de pathologies 

cardiaques. De plus, il faut ajouter que des isoenzymes subissent l'influence de 

polymorphismes génétiques lesquels pourraient aussi affecter l'équilibre, 

prédisposer ou protéger le développement de maladies, ainsi que modifier la 

réponse aux médicaments. 

iv) CYP450 DANS LES MALADIES CARDIOVASCULAIRES 

Le rôle des CYP450s tant dans la protection que dans l'initiation et la progression 

de maladies cardiovasculaires fait l'objet de nombreuses études. En plus de 

l'importance physiologique des CYP450s dans le maintien de l'homéostasie 

cardiovasculaire comme décrit précédemment, il faut mentionner que des 

isoenzymes des CYP450s semblent aussi jouer un rôle délétère pour certaines 

maladies cardiovasculaires incluant l'infarctus du myocarde, l'hypertension, 

l'insuffisance cardiaque, l'athérosclérose et les arythmies. Les notions relatives aux 
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CYP450s cardiaques en lien avec des maladies cardiovasculaires, principalement 

l'insuffisance cardiaque, seront présentées pour quelques isoenzymes. 

CYP1A 

La sous-famille CYP1 A présente un intérêt particulier en raison de son implication 

dans le métabolisme et l'activation de certains produits toxiques et carcinogènes. Le 

CYP1 A 1 est exprimé dans les cardiomyocytes, l'endothélium vasculaire et les 

cellules mUsculaires lisses.332
, 377, 378 Cette isoforme est hautement inductible via son 

ligand AhR (aryl hydrocarbon receptor) qui est un facteur transcriptionnel régulant 

plusieurs isoenzymes du CYP450 dont le CYP1 A 1. 379 De plus, le facteur AhR est 

aussi hautement exprimé dans le cœur.379 Des études ont démontré que 

l'expression cardiaque de CYP1 A 1 chez la souris et le rat était induite suivant un 

traitement avec des inducteurs comme la ~-naphthoflavone.377, 380, 381 

LI a été montré que l'estradiol est capable d'inhiber l'apoptose des myocytes 

cardiaques, et il est connu que l'apoptose contribue à la perte de cardiomyocytes en 

insuffisance cardiaque. Les travaux de Satoh et al. suggèrent que l'estradiol pourrait 

jouer un rôle cardioprotecteur de par leur effet anti-apoptotique.382 Il a été rapporté 

que les effets inhibiteurs de l'estradiol sur la croissance des fibroblastes cardiaques 

sont bloqués par des inhibiteurs sélectifs de CYP1 A 1. Dubey et al. ont montré que 

les effets anti-mitogéniques de l'estradiol sur la croissance de fibroblastes 

cardiaques sont influencés en partie par la conversion de l'estradiol en 

hydroxyestradiol par le CYP1 A 1 .383 Selon ces auteurs, les métabolites 

hydroxyestradiol sont encore plus puissants pour réduire la croissance des 

fibroblastes cardiaques que le produit mère, l'estradiol. Par conséquent, l'estradiol 

et ses métabolites formés entre autres par le CYP1 A 1 apparaissent jouer un rôle 

protecteur contre l'hypertrophie cardiaque. 

CYP2C 

Le rôle physiologique des CYP2C9 et CYP2C8 est connu. Effectivement ces 

isoenzymes sont impliqués dans la génération de facteurs endogènes responsables 

de la réponse dépendante au EDHF. À l'inverse, certaines études ont soulevé 

l'implication potentiellement néfaste des CYP2Cs. Par exemple, il a été rapporté 

que le CYP2C9 peut générer dans les cellules endothéliales des radicaux libres qui 

contribuent aux dommages lors de la reperfusion suite à un infarctus du myocarde 

et au processus de dysfonction endothéliale en altérant ADN, protéines et 

lipides .. 324
, 373 Par conséquent, il existe actuellement un intérêt particulier afin 
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d'étudier et d'évaluer l'effet des CYP2Cs dans des maladies comme l'infarctus du 

myocarde, l'athérosclérose et l'insuffisance cardiaque. 

L'ARNm associé aux CYP2C8 et CYP2C9 a été détecté dans le myocarde humain 

et dans des cellules endothéliales.333
, 384-386 Toutefois, il faut noter que les données 

quant à la présence de CYP2C9 dans le tissu cardiaque sont contradictoires. Les 

différences observées entre les études peuvent être expliquées entre autres par la 

taille limitée des échantillons inclus dans les études, à l'expression qui paraît très 

variable pour cette isoenzyme dans le coeur et au haut degré d'homologie entre ces 

deux isoformes. L'étude de Delozier et al. évaluait l'expression des CYP2C8, 

CP2C9 et CYP2J2 dans différentes parties de tissus cardiovasculaires humains soit, 

le cœur (ventricule gauche), l'aorte et les artères coronariennes.328 Ils ont trouvé 

que les CYP2J2 et CYP2C8 sont les principales isoformes exprimées dans le cœur, 

alors que dans l'aorte et les coronaires, les quantités d'ARNm de CYP2C9 étaient 

supérieures aux CYP2C8 et CYP2J2.328 Dans la plupart des cœurs évalués (à 

l'exception d'un seul échantillon lequel provenait d'un cœur ischémique) 

l'expression de protéines CYP2C9 était sous le seuil de détection. Bien que la 

quantité d'ARNm pour le CYP2C8 était faible, la protéine a toutefois été détectée 

dans tous les cœurs. Le rôle cardiovasculaire du CYP2C9 semble s'établir 

davantage au niveau endothélial alors que dans les myocytes cardiaques, l'activité 

CYP2C serait attribuée à l'activité de l'isoenzyme CYP2C8. 

L'ischémie et la reperfusion peuvent contribuer aux dommages tissulaires suite à un 

infarctus du myocarde. En fait, durant la reperfusion, le cœur subit des dommages 

supplémentaires dû principalement à la génération de radicaux libres.38
? Des 

auteurs ont proposé un rôle possible du CYP2C9 dans l'infarctus du myocarde et la 

récupération post-ischémique.388
-
390 À l'aide d'un modèle d'ischémie-reperfusion, 

des études ont évalué l'effet d'inhibiteurs de CYP2C9 dont le chloramphenicol, la 

cimétidine et le sulfaphénazole.388
•
390 Brièvement, le sulfaphénazole,l'inhibiteur le 

plus puissant, a réduit substantiellement la taille de l'infarctus mais que très 

légèrement la libération de créatine kinase. Ainsi, il semble que les CYP450s 

auraient des implications directes dans les dommages lors de la reperfusion du 

myocarde tel que démontré avec les études chez l'animal. Chez l'humain, des 

études sont nécessaires afin d'élucider si effectivement le CYP2C9 présente une 

implication comparable dans l'ischémie-reperfusion. 
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La progression de l'athérosclérose est associée avec une oxydation importante des 

lipoprotéines de faible densité (LDL). La formation de LDL oxydés s'élève suite à 

une augmentation de la production de radicaux libres. Il a été rapporté que les LDL 

oxydés causent une régulation à la baisse des niveaux de CYP450s dont le 

CYP2C9 dans les cellules endothéliales coronariennes.391 Cette étude montre une 

association entre les LDL oxydés et la hausse de la production de radicaux libres 

entraînant une perte de l'activité de facteur nucléaire-1 (NF- 1). Le mécanisme par 

lequel l'expression de CYP450s est réduite peut être expliqué par les observations 

de Morel et Barouki qui ont montré que ce facteur nucléaire, NF-1, est un régulateur 

de l'expression des CYP450s.392 

Certaines isoenzymes du CYP450 seraient impliquées dans l'induction de 

l'angiogénèse. Tel que décrit dans deux études, la prolifération de cellules 

endothéliales qui est associée avec l'angiogénèse serait reliée à l'expression de 

CYP2C9.393
, 394 Par exemple, une surexpression de CYP2C9 dans des cellules 

endothéliales était associée à une augmentation de 50% de la prolifération 

cellulaire, alors que l'ajout de sulfaphénazoleprévenait cette augmentation.394 

Récemment, de nouveaux mécanismes pour expliquer l'incidence de maladies 

cardiovasculaires ont été proposés.395 Par exemple, l'augmentation du risque 

d'infarctus du myocarde fatal par la fumée de cigarette pourrait aussi être expliquée 

par la régulation à la hausse d'isoenzymes cardiaques. Également, des études ont 

rapportées que des médicaments hypolipémiants, les statines, qui sont pour la 

plupart des inhibiteurs de CYP450s, réduiraient ainsi le risque cardiovasculaire 

indépendamment de leurs effets sur la baisse de cholestérol. De plus, sachant qu'il 

existe des polymorphismes génétiques associés aux isoenzymes CYP2C8 et 

CYP2C9, certains chercheurs se sont intéressés au lien possible entre les 

variabilités génétiques et la susceptibilité à certaines maladies cardiovasculaires. 

Une étude a suggéré une augmentation du risque d'infarctus du myocarde chez les 

individus CYP2C8*3.396 

Tandis que l'inhibition de CYP2C9 durant un infarctus du myocarde semble 

cardioprotecteur, la stimulation chronique du CYP2C9 apparaît aussi être 

cardioprotecteur par la production de dérivés de l'acide arachidonique. Il est 

possible qu'à court terme, l'activité du CYP2C9 soit délétère due à la formation de 

radicaux libres lesquels contribuent à la mort cellulaire et à la détérioration de la 

vasodilatation dépendante du NO en épuisant ce dernier. Alors qu'à long terme, la 
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production de métabolites formés par les CYP450s comme les EET et HETE 

(lesquels sont impliqués dans l'homéostasie cardiovasculaire et l'angiogénèse) peut 

être bénéfique en augmentant la perfusion et possiblement la formation de 

vaisseaux collatéraux. 

CYP2J 

Les recherches sur le CYP2J2 sont relativement récentes. Le CYP2J2 est 

l'isoenzyme prédominante dans le tissu cardiaque. D'ailleurs tel que décrit par 

Bièche et al., le CYP2J2 est l'isoenzyme prédominante au niveau de quatre tissus 

extrahépatiques, soit le cœur, le placenta, les glandes salivaires et le muscle 

squelettique.397 Wu et al. ont tenté d'évaluer la variabilité interindividuelle dans 

l'expression de CYP2J2 et de comparer les niveaux d'expression entre différents 

organes pour cette isoenzyme.335 Leur étude révèle 1) que la protéine associée au 

gène CYP2J2 était hautement exprimée dans tous les échantillons de cœur humain, 

2) qu'il existe une variation interindividuelle plus grande dans l'expression de 

CYP2J2 cardiaque comparativement au CYP2J2 hépatique et 3) qu'il y a une 

expression de CYP2J2 toujours plus élevée dans le cœur que dans les tissus 

extracardiaques. Leur étude indique également que le CYP2J2 est une isoenzyme 

impliquée dans la cascade métabolique de l'acide arachidonique cardiaque. 

Puisque le CYP2J2 est retrouvé dans le tissu cardiaque ainsi que dans 

l'endothélium vasculaire et que les produits formés par le CYP2J2 comme les EETs, 

sont cardioprotecteurs, Yang et al. ont évalué si le niveau d'expression de CYP2J2 

pourrait influencer certaines manifestations pathophysiologiques suivant une 

ischémie-reperfusion et si les dommages cellulaires pourraient être réduits par le 

maintien de l'activité de CYP2J2.367 Ces auteurs ont décrit un nouveau rôle 

fonctionnel pour le CYP2J2 et ses dérivés éicosanoïdes qui consiste à limiter les 

dommages suivant une hypoxie-réoxygénation. En fait, ils ont soumis des cellules 

aortiques endothéliales bovines à une hypoxie suivie d'une période de 

réoxygénation. Leurs résultats montraient que le niveau protéique de CYP2J2 était 

réduit suivant une hypoxie-réoxygénation et les dommages cellulaires étaient 

att$nués dans les cellules transfectées avec CYP2J2. En fait, la transfection avec 

avec un vecteur permettant l'expresison du CYP2J2 était associée à une 

surexpression de la protéine et une augmentation de l'activité en époxygénase 

lorsque l'acide arachidonique était utilisée comme substrat. À l'inverse, l'activité était 

réduite lors de l'ajout d'un inhibiteur puissant des CYP450s (SKF-525A). Une 

diminution de la production de superoxides a été observée dans les cellules 
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endothéliales aortiques bovines surexprimant du CYP2J2 suggérant que les effets 

cardioprotecteurs du CYP2J2 puissent être expliqués par ses effets antioxydants. 

Afin de déterminer les effets de CYP2J2 sur le cœur, plusieurs études ont été 

réalisées à l'aide de souris transgéniques surexprimant du CYP2J2 et/ou de 

cardiomyocytesde souris et de rats. Par exemple, une étude a montré que le 

récupération post-ischémique de la fonction contractile a été significativement 

améliorée chez les souris transgéniques surexprimant du CYP2J2.398 Ke et al. ont 

caractérisé les effets électrophysiologiques d'une surexpression de CYP2J2 en 

utilisant des cardiomyocytes provenant de souris transgéniques surexprimant cette 

isoenzyme.399 Ils ont trouvé que la durée du potentiel d'action dans les 

cardiomyocytes de souris transgéniques pour le CYP2J2 est raccourcie 

comparativement aux cardiomyocytes normaux. L'inhibition de l'activité des 

CYP450s (par le MS-PPOH) ou l'addition d'anticorps spécifiques contre le CYP2J2 

ont augmenté la durée du potentiel d'action cardiaque et diminué le courant 

potassique dans les cardiomyocytes transgéniques. Au contraire, aucun effet n'a été 

noté chez les souris normales non-transfectées (wild-type). Ke et al. suggèrent le 

même mécanisme que celui proposé par Xiao et al. concernant les effets d'une 

surexpression du CYP2J2 sur les canaux potassiques cardiaques. De fait, ils 

suggérent que les dérivés d'EETs générés par le CYP2J2 entraineraient une 

phosphorylation des canaux potassiques via une modulation d'une voie de 

signalisation intracellulaire.40o
, 401 

Spiecker et al. furent les premiers à montrer une association entre la présence d'un 

polymorphisme génétique du CYP2J2, le CYP2J2?, et le risque de maladie 

cardiaque coronarienne.402 L'expression d'ARNm du CYP2J2 dans les cœurs 

explantés d'individus porteurs de l'allèle CYP2J2? (-50G> T) était en moyenne 38% 

plus faible que les individus homozygotes GG.402 Également, il a été rapporté que 

les concentrations circulantes de DHETE, un métabolite stable d'EETs, étaient 

également plus faibles chez les individus avec l'allèle T comparativement aux sujets 

normaux (wild-type, GG). Bien que la prévalence d'évènements cardiovasculaires 

était plus élevée chez les patients porteurs du variant allélique CYP2J2?, cette 

relation n'a pas atteint le seuil de significativité.402 Une étude effectuée auprès de la 

population de Taiwan a montré que la présence d'un ou de deux variants alléliques 

(-50T) était plus fréquente dans le groupe avec un infarctus du myocarde que dans 

le groupe contrôle.403 À l'inverse, chez les Africain-américains, la présence du 

variant allélique a été associée à un risque moindre de maladie cardiaque 
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coronarienne alors qu'une relation significative n'a pu être établie chez les individus 

caucasiens non-hispaniques.404 Marciante et al. ont étudié la relation possible entre 

différents variants du CYP2J2, CYP2CB et CYP2C9, le risque d'infarctus et 

d'accidents cérébro-vasculaires.405 Ils ont trouvé que deux variants du CYP2J2 

étaient associés à un risque accru d'infarctus du myocarde.405 Toutefois, cette étude 

n'a rapporté aucune association entre des variants de CYP2J2, CYP2CB ou de 

CYP2C9 avec le risque d'accidents cérébro-vasculaires.405 Brièvement, bien que 

plusieurs études aient investigué la relation entre la présence de variations 

génétiques dans le gène CYP2J2 et l'incidence dé maladies cardiovasculaires, les 

conclusions à tirer demeurent controversés. 

CYP2E 

L'expression de CYP2E1 semble significativement supérieure dans les fractions 

microsomiques de myocarde provenant de patients avec une cardiomyopathie 

dilatée que ceux provenant de patients décédés d'insuffisance cardiaque 

progressive causée par une maladie ischémique cardiaque ou de cœurs de sujets 

témoins (normaux).122 

Sidorik et al. ont également observé que la quantité de CYP2E1 dans la fraction 

cytoplasmique des cardiomyocytes de patients avec une cardiomyopathie ou une 

insuffisance cardiaque secondaire à une ischémie était considérablement plus 

élevée comparativement aux cœurs normaux. En accord avec les résultats de 

d'autres études, ils ont proposé que l'accumulation de cytochromes dans le 

cytoplasme pouvait être un marqueur des lésions oxydatives dans les 

cardiomyocytes, ceci pouvant induire une apoptose dans les cellules musculaires 

cardiaques.122 406,407 Ces données suggèrent un rôle pathogénique de l'activité du 

CYP2E1 secondaire à une détérioration des mécanismes antioxydatifs et antistress 

présents dans le myocarde. En effet, l'augmentation de l'activité du CYP2E1 

entraînerait une accumulation de radicaux libres au sein du cardiomycyte. 122 

CYP4A 

Suite à différents stimuli, l'acide arachidonique est libérée des phospholipides 

membranaires. Suivant son relargage, les isoenzymes CYP4As peuvent catalyser 

sa biotransformation en acide hydroxyeicosatetranoïque (dont le 20-HETE). La 

famille CYP4A est principalement impliquée dans le métabolisme d'acide gras (à 

moyenne et longue chaines).408 Les CYP4As sont exprimés entre autres dans le 

foie, les reins, le cœur et le muscle squelettique.332, 377, 409, 410 Le métabolite 20-

HETE a la capacité d'agir tant comme agent prohypertenseur qu'antihypertenseur 
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dépendamment du site de sa biosynthèse et du lieu d'action.411-413 De plus, ce 

métabolite serait impliqué dans la régulation de l'angiogénèse. En fait, le 20-HETE 

agirait comme second messager lors de réponses vasoactives et mitogéniques. Par 

exemple, les travaux de Chen et al. ont montré qu'in vitro le 20-HETE possède des 

effets mitogéniques dans des cellules endothéliales et in vivo, des effets 

angiogéniques.414 Les inhibiteurs· sélectifs du CYP4A bloquent l'activité mitogénique 

du facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF) in vitro et in vivo et inhibent 

aussi l'effet angiogénique. Ces auteurs suggèrent qu'un métabolite formé par la 

sous-famille CYP4A aurait un rôle majeur dans la régulation de l'angiogénèse, soit 

comme médiateur ou comme facteur permissif. Ils proposent également que 

l'inhibition des CYP4As pourrait constituer une nouvelle approche pour réduire la 

réponse angiogénique.414 En accord avec ces résultats, d'autres études ont observé 

que la surexpression de CYP4A a induit l'angiogénèse, phénomène attribué à une 

production augmentée de 20_HETE.~15.418 Il ya plusieurs évidences qui supportent 

un rôle central des CYP4As et particulièrement, son métabolite 20-HETE, dans la 

régulation de d'autres molécules ou voies de signalisation cellulaire impliquées dans 

la prolifération et la croissance cellulaire.414, 416 

Thum et Borlak ont rapporté que chez le rat, l'expression de CYP4A1 dans le tissu 

cardiaque provenant du ventricule gauche était sous la limite de détection, alors que 

chez l'humain, le CYP4A 11 a été détecté tant dans les coeurs normaux 

qu'hypertrophiques.332 L'expression relative de CYP4A11 était deux fois supérieure 

dans les échantillons de cœurs avec hypertrophie que dans les cœurs normaux.332 

Dans leur étude, ils ont également évalué le métabolisme cardiaque de Ja 

testostérone et ils rapportent une augmentation du métabolisme de la testostérone 

dans les échantillons de cœurs avec hypertrophie cardiaque.332 Cette augmentation 

métabolique était corrélée avec les changements d'expression des isoenzymes dont 

le CYP4A11.332 Le groupe d'Ishizuka et al. a tenté d'établir un lien entre les 

androgènes et la production de 20-HETE; leurs résultats montrent que les 

variations dans la production rénale de 20-HETE correspondaient aux niveaux 

protéiques de CYP4A,419 Il est intéressant de noter que la production rénale de 20-

HETE était significativement plus élevée dans le groupe de rats avec hypertension 

par rapport au groupe contrôle.419 De plus, Lasker et al. ont rapporté que la 

conversion de l'acide arachidonique en 20-HETE par le CYP4A 11 au niveau rénal 

serait impliquée dans la régulation de la pression sanguine. Une étude a montré que 

le variant allélique CYP4A 11 (8590T>C) était associé à l'hypertension.42o Par 

conséquent, les effets reliés aux HETEs pourraient influencer le processus de 
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pathogénèse associé au développement de certaines maladies cardiovasculaires 

comme l'hypertension et l'insuffisance cardiaque. 

CYP118 

Il semble que la famille CYP11 B joue un rôle primordial dans l'insuffisance 

cardiaque. Puisque que cette famille est davantage impliquée dans le métabolisme 

de composés endogènes comme l'aldostérone, les CYP11 Bs n'ont pas été évalués 

au cours de notre projet. Les CYP11 Bs seront tout de même vus brièvement étant 

donné qu'ils représentent un bel exemple de l'implication physiologique possible des 

CYP450s dans le cœur et de ses répercussions cliniques. Le CYP11 B2, aussi 

nommé aldostérone synthase, est impliqué dans la biotransformation de 

glucocorticoïdes en aldostérone, enzyme que l'on croyait exprimée et active 

exclusivement au niveau du cortex rénal. Des études réalisées chez le rat ont révélé 

la présence d'aldostérone synthase dans le myocarde et détecté des concentrations 

d'aldostérone dans le cœur $upérieures à celles présentes dans le plasma. Ceci 

indique que le tissu cardiaque peut synthétiser localement de l'aldostérone.421 Satoh 

et al. ont montré chez des patients avec insuffisance cardiaque que l'augmentation 

d'ARNm du CYP11 B2 dans le myocarde était associée à une plus grande fibrose 

myocardique et à une dysfonction ventriculaire gauche plus sévère.329 Ils ont 

également observé que l'administration de spironolactone et d'inhibiteurs de 

l'enzyme de conversion de l'angiotensine (IECA) amenuisait ces effets; les patients 

prenant ces médicaments présentaient une expression moindre de CYP11 B2 et 

moins de fibrose cardiaque. 329 Le groupe de Young et al. ont aussi détecté l'ARNm 

du CYP11 B2 dans des échantillons provenant de cœurs avec insuffisance 

cardiaque. 33o Par contre, ce même ARNm n'a pu être détecté dans les cœurs 

d'individus sans pathologie apparente.330 Ces études démontrent qu'il y aurait une 

variabilité dans le degré d'expression du CYP11 B2 et confirment le rôle de cette 

isoenzyme dans la pathophysiologie de l'insuffisance cardiaque; ainsi une 

augmentation dans l'expression du gène CYP1182 dans les cœurs de patients 

souffrant d'insuffisance cardiaque pourraient entraîner une synthèse locale 

augmentée d'aldostérone laquelle pourrait aggraver leur condition pathologique. 

Conclusion 

Plusieurs études ont montré la présence d'ARNm associée à différentes 

isoenzymes du CYP450 ainsi que l'expression des protéines correspondantes dans 
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le tissu cardiovasculaire animal et humain. Bien que les résultats soient quelques 

fois contradictoires, nous savons assurément que des CYP450s sont exprimés au 

niveau cardiaque. L'implication des CYP450s dans le contrôle de l'homéostasie 

vasculaire (par exemple, le tonus vasculaire) a été démontrée bien que 

l'identification des métabolites et des isoenzymes exactes impliquées à long terme 

dans la régulation de l'homéostasie et dans le développement de pathologies 

cardiovasculaires reste à préciser. 

1\ faut noter que la majorité des études a été réalisée avec du tissu animal et que 

celles réalisées avec des cœurs humains ont souvent été effectuées sur un nombre 

restreint d'échantillons. Il y a donc un intérêt à valider à partir d'un échantillonnage 

plus grand de tissu cardiaque humain la présence d'ARNm associé aux isoenzymes 

du CYP450 et d'en évaluer leur fonctionnalité. Il faut mentionner que la banque de 

tissus cardiaques à laquelle nous avions accès était principalement constituée de 

cœurs provenant de patients souffrant d'insuffisance cardiaque. Dans un premier 

temps, notre projet avait pour but d'identifier et de confirmer l'expression de 

différentes isoenzymes du CYP450 dans le cœur humain auprès d'une cohorte 

composée d'un plus large échantillonnage que celles évaluées jusqu'à présent. 

Puis, nous avons évalué si l'expression relative d'ARNm associé au gène des 

CYP450s dans les échantillons de coeurs provenant de patients avec insuffisance 

cardiaque était différente de celle retrouvée chez des cœurs provenant de donneurs 

sains. Enfin, nous avons élaboré un protocole pour la préparation de microsomes 

cardiaques afin d'évaluer .la capacité métabolique des CYP450s retrouvés dans le 

tissu cardiaque. 

Les résultats de ce projet de recherèhe seront présentés à l'aide de deux articles; 

l'un portant sur la présence et la modulation des CYP450s cardiaques dans des 

cœurs explantés provenant de patients souffrant d'insuffisance cardiaque et de 

cœurs normaux. Le second article porte sur la préparation de microsomes 

cardiaques et le métabolisme cardiaque. 

v) ARTICLE 4 

Determination of Cardiac mRNA Levels of CYP450s Involved in the Metabolism of 

Drugs from a Large Cohort of Patients with End-stage Heart Failure and Healthy 

Subjects 
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Article prêt pour soumission: European Journal of Heart Failure 

Véronique Michaud, Martin Frappier et JacquesTurgeon. 

vi) ARTICLE 5 

Metabolism of domperidone and verapamil by human heart microsomal fractions.* 

Article à soumettre: FASEB Journal 

Véronique Michaud, Marie-Christine Dumas et Jacques Turgeon. 

·Veuillez noter que cet article sera présenté en français. 
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ABSTRACT 

The cytochrome P450 (CYP450) is a superfamily of enzymes involved in the 

metabolism of drugs. Previous studies from a limited number of human hearts have 

indicated that CYP450 genes could be detected in cardiac tissues. The objective of our 

study were 1) to determine the relative levels of CYP450 mRNAs (CYP1 A 1, CYP2B6, 

CYP2C8, CYP2E1 , CYP2J2 and CYP4A 11) in explanted hearts from patients with end­

stage heart failure, 2) to compare CYP450 mRNA levels in these hearts to that 

measured in hearts obtained from normal healthy subjects, and 3) to compare the 

relative levels of CYP450 mRNAs between left and right ventricular tissues. Our study 

was performed from the largest cohort of human heart samples (n=79) ever analyzed 

for the determination of the relative expression of mRNAs from CYP450 isozymes 

involved in the metabolism of drugs. We have confirmed that CYP2J2 mRNA is clearly 

the most abundant isoenzymes found (-3 million to 62 times) in the left and right 

ventricles of human hearts; we have obtained data suggesting that CYP2J2, CYP1A1, 

CYP2E1 and CYP2C8 mRNA levels are diminished (3 to 10 times) in samples from 

human failing hearts compared to normal hearts; we have demonstrated that CYP450 

mRNAs are present at similar levels in both the left and right ventricles, and finally, that 

CYP2C9 could be detected in less th an 10% of human hearts. In conclusion, we 

performed a thorough investigation of CYP450 mRNA expression using the largest 

cohort of human hearts ever analysed. Our results indicate that CYP450s may 

contribute to the local metabolism of drugs and control their intracellular levels in 

cardiac myocytes. Our results also suggest that the CYP450-mediated formation of 

endogenous compounds or metabolites of drugs may be moduled by disease state. 
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INTRODUCTION 

The cytochrome P450 (CYP450) is a superfamily of hemoproteins that are the terminal 

oxidases of the mixed function oxidase system involved in the biotransformation of 

endogenous compounds and xenobiotics. Although CYP450 enzY,mes are mainly 

expressed in the liver, most extrahepatic tissues express CYP450 isozymes to a 

varying degree. The heart is no exception. Indeed, recent reports have indicated that 

CYP450 genes could be detected in a cardiomyoblast ce Il line, in cultured rat 

cardiomyocytes, in rat left ventricular tissue but more importantly, in explanted human 

hearts.1.6 

The functional role of CYP450s in cardiovascular health and disease is gaining great 

interest in the scientific community.7, 8 For example, several studies have demonstrated 

the role of CYP450s expressed in cardiovascular tissues for the catabolism of 

endogenous compounds such as arachidonic acid and steroids.9
, 10 Arachidonic acid is 

transformed into epoxyeicosatrenoic acid metabolites that regulate vascular tone and 

possess anti-inflammatory and anti-fibrotic properties.8
, 11 CYP450s-mediated formation 

of estradiol and hydroxyestradiol is associated with a decrease in cardiomyocytes 

apoptosis and a protective role against cardiac hypertrophy.12, 13 Finally, testosterone 

metabolism is increased in hypertrophied hearts due to the induction of CYP450s 

leading to increased levels of lipid peroxidation. 14 

So far, 57 genes and 58 pseudogenes of this superfamily of enzymes have been 

characterized from the human genome. (http://drnelson.utmem.edu/ 

CytochromeP450.htlm) Accordingly, the CYP450 superfamily is composed of 18 

families and 44 sub-families of genes. Isozymes with more than 40% homology in their 

amino acid sequence are grouped in the same families while members of the same 

sub-family have a 55% homology in their sequences. Four of these families namely, 

CYP1, CYP2, CYP3 and CYP4 are heavily iiwolved in the metabolism of drugs used 

clinically. The mRNA of ten members of these families has been detected in human 

heart tissues (CYP1A1, 181,286, 2C8, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 4A11, 481).2,3,6,13,15,16 

Although these isozymes likely contribute to cardiovascular health and disease, they as 

weil, could participate in the metabolism of drugs. The notion that locally mediated 

regulation of the intracellular concentration of drugs due to the expression of CYP450s 
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and membrane drug transporters is now weil recognized. This might give an 

explanation to inter-subject variability in drug action being drug efficacy or propensity to 

drug toxicity. 

Few studies have reported until now the relative level of expression of CYP450s from 

the CYP1-4 family in human heart tissues.2
, 3, 6 Moreover, available data are currently 

based on a small number (often <10) of deceased normal subjects or explanted hearts 

from patients with various conditions. Therefore, the objective of our study were 1) to 

determine the relative levels of CYP450 mRNAs in a large cohort (n=66) of explanted 

hearts from patients with end-stage heart failure undergoing cardiac transplant, 2) to 

compare CYP450 mRNA levels in these hearts to that measured in hearts obtained 

from 6 normal healthy subjects, and 3) to compare the relative level of CYP450 mRNAs 

between left and right ventricular tissues in selected subjects (n=7). Studied CYP450 

mRNAs are related to CYP1 A 1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2E1, CYP2J2 and CYP4A 11 

isozymes. 

METHODS 

Approval for the use of tissue materials was obtained from the Ethical Review Board of 

the Montreal Heart Institute and in full agreement with procedures from the Réseau 

d'Échange de Tissus et Échantillons Biologiques du Québec (RETEB). 

Preparation of samples. 

Immediately after explantation, the hearts were immersed in cold transplantation buffer 

and rapidly mounted on an extracorporal circulating pump and perfused for 10 minutes 

with the same buffer. Left and right ventricular samples (4-6 g) were prepared and 

immediately frozen in liquid nitrogen. Samples were stored at -80c C until use. Hearts 

from healthy subjects that could not be used for transplantation were kept in cold 

transplantation buffer until the decision was made not to use these tissues. Hearts were 

then perfused with transplantation buffer and ventricular samples prepared as 

described above. 
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Isolation of RNA and preparation of cDNA. 

Total RNA was extracted from 73 human explanted hearts obtained from patients with 

end-stage heart failure and from 6 healthy subjects. About 50 mg of ventricular tissue 

was homogenized in 1 ml of Trizol and transferred in a 2 ml tube. Chloroform (200 Ill) 

was added, the mixture shaken for 15 seconds, and then centrifuged at 12,000g for 15 

minutes. The upper aqueous layer was transferred to a new tube and ethanol 70% 

added (1:1 volume). RNA was extracted using the Quiagen kit (Rneasy Mini kit; 

Quiagen Sciences, MD, USA) according to the manufacturer's recommendation. Total 

RNAs (150 ng) from each samples were used for reverse transcription. RNA, random 

primers (3 Ilg), dNTP (25 IlM) were preheated for 5 minutes at 65°C, then 5X-first 

strand buffer, 40 units of RNAse inhibitor, DTT (0.01 M) and 200 units of Superscript Il 

(Invitrogen, Carlsband, CA, USA) were added and diethylpyrocarbonate-treated water 

was added to a final volume of 20 ilL. Reverse transcription was carried out for 50 

minutes at 42°C and stopped by heating to 70°C for 15 minutes. The resulting cDNA 

was frozen at -20°C until analyzed. 

Real-time PCR analysis. 

Quantitative real-time PCR was pertormed using TaqMan probe and primer sets from 

Applied Biosystem (Foster, CA, USA). Primers used were for: CYP1A1 

(Hs00153120_m1), CYP2B6 (Hs0059368_m1), CYP2C8 (Hs00946140_g1), CYP2C9 

(Hs00426397 _m1), CYP2E1 (Hs0059368_m1), CYP2J2 (Hs00356035_m1) and 

CYP4A11 (Hs00167961_m1) and GAPDH (Hu_GAPDH) fDNA were diluted 

(75ng/reaction) 4-fold, mixed with TaqMan PCR Master Mix and amplified using cycling 

conditions for 50 cycles. Reactions were run in a RotorGene Detector model 6000 

(Corbett Research, Mortlake, Australia). 

Comparison of the relative mRNA expression of various CYP450s was pertormed using 

the ~CT method (CT CYP450-CT GAPDH) to compare relative levels of isoenzymes among 

them. Data were expressed as the ratio of the target mRNA to GAPDH mRNA (Zt.CT).17. 

18 On the other hand, mRNA levels associated with the expression of each isozymes 

within a specific condition (failihg heart vs normal heart; orleft vs right ventricles) were 

determined using a calibrator and the ZMCT method. 17 
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Statistical analysis. 

Data are expressed as mean±S.D. and when possible, individual data are presented. 

Relative levels of mRNA for various isozymes were compared using a two-way ANOVA. 

mRNA levels of each CYP450 isozymes from diseased or healthy hearts were 

compared using an unpaired t- test with a Welch's correction. Finally, mRNA levels of 

each isozyme between the left and the right ventricles for each patient were compared 

. using a Wilcoxon signed rank test. 

RESULTS 

Ali results presented in this section are expressed relative to the house keepillg gene 

GAPDH that was uniformly expressed in ail tissues analyzed. 

Relative levels of expression of CYP450 mRNAs measured in human hearts. 

Figure 1 illustrates mRNAs levels of CYP450s of interest measured in the entire cohort 

of hearts studied (healthy and diseased). CYP2J2 mRNA levels exceeded largely (-3 

million to 62 times) those determined for other isozymes (p<O.008). CYP4A 11, 

CYP2E1, CYP1A1 and CYP2C8 mRNAs were present at an intermediate level while 

CYP2B6 and CYP2C9 mRNAs were present in sorne of the hearts analyzed but at a 

very low level. 

Comparison of the expression level of each CYP450 mRNAs between heart failure 

Qatients and healthy subjects. 

Left ventricular samples obtained from the RETES were mostly from patients with end­

stage heart failure (n=66) although samples were also obtained from 6 «normal» hearts 

that were deemed not compatible for transplantation. This provided us with the 

opportunity to compare the level of expression of CYP450 mRNAs between «normal» 

and «failing hearts». On average, we observed that the level of expression of CYP450 

mRNAs in normal hearts were higher (4/6) or similar (2/6) to those measured in failing 

hearts (Figure 2). More specifically, higher levels of CYP2J2 (16±26vs 1.8±O.9), 

CYP1A1 (10±13 vs 2±6), CYP2E1 (2.4±2.6vs O.7±O.5), and CYP2C8 (O.9±1.1 vs 

O.3±O.2) mRNAs were observed in normal heart samples compared to failing hearts. 
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The dispersion of mRNA levels among hearts was variable (-100-fold) and especially 

for CYP1 A 1 and CYP2J2 where a 1000-fold variability in the expression was observed. 

Comparison of the relative expression of CYP450 mRNAs between left and right 

ventricular samples. 

Sampi es were also obtained in a limited number of subjects from both the left and right 

ventricles such that comparison could be made between these two tissues (Figure 3). 

Overall, our results show that no major differences are observed in the relative 

expression of CYP450s among the left and right ventricular tissues. The only exception 

cou Id be for CYP2E1 mRNAs where higher levels tended to be observed for the right 

ventricle (1.0±0.5 vs 0.6±O.3; p=0.04). 

DISCUSSION 

Results reported in this study are from the largest cohort of human heart samples 

(n=79) ever analyzed for the determination of the relative expression of mRNAs from 

CYP450 isozymes involved in the metabolism of drugs. Our study also comprises data 

from normal human hearts that could not be used for organ transplant and compares 

left and right ventricular tissues. We have confirmed that CYP2J2 mRNA is clearly the 

most abundant in the left and right ventricles of human hearts; we have obtained data 

suggesting that CYP2J2, CYP1A1, CYP2E1 and CYP2C8 mRNA levels are diminished 

in samples from human failing hearts compared to normal hearts; we have 

demonstrated that CYP450 mRNAs are present at similar levels in both the left and 

" right ventricles, and finally, that CYP2C9 cou Id be detected in less th an 10% of human 

hearts. 

Zeldin's group reported in 1996 that CYP2J2 was highly expressed in human heart 

tissues using immunoblotting techniques. Their study was followed by the report of 

Thum and Borlak who demonstrated using Real-Time PCR assays that several 

CYP450s were expressed in human heart. Having access to 7 explanted hearts from 

patients with heart failure and 2 hearts from normal subjects, they demonstrated the 

expression of CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C19, CYP2D6 and CYP4B1. No 

CYP3A4, CYP3A5 or CYP3A7 cou Id be detected. They latter also demonstrated that 
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these CYP450s exhibit catalytic activities towards substrates such as verapamil or 

testosterone. 14
, 19 Using a semi-quantitative assay and samples from a pool of human 

heart samples (n=3), they demonstrated that CYP2J2 and CYP1A1 were the most 

abundantly expressed. 19 They confirmed these results in 11 diseased and 2 normal 

human hearts where they showed that the CYP450 gene expression in the left ventricle 

was confined to CYP1A1, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2E1, CYP2J2 and 

CYP4A 11.14 Recent studies conducted with quantitative real-time PCR and samples 

from 8 explanted human hearts indicated that CYP2J2 mRNA values were >900 times 

higher th an those of CYP2C9 or CYP2C8.6 Our results obtained in a large cohort of 

human hearts are in full agreement with these pilot studies and highly confirmatory on 

the high expression levels of CYP2J2 mRNAs in human hearts. 

Our study provides new information on a new dimension of data accumulated so far. 

Because of the large number of hearts studied, a measure of intersubject variability in 

the mRNA levels could be obtained. We have observed large intersubject variability for 

CYP2J2 and CYP1A1 notwithstanding the fa ct that CYP2C9 and CYP2B6 mRNAs were 

detected in only a small number of hearts. Moreover, intersubject variability was mostly 

explained by higher levels expressed in healthy hearts. 

Data obtained in a significant number of normal hearts also allowed us to assess 

whether a down/up regulation of CYP450s is observed in patients with heart failure. On 

average, a severely diseased condition appears to be associated with a down 

regulation of most enzymes; no upregulation in mRNA levels tested was observed. 

Finally, the group of Thum and Borlak reported previously that CYP450 mRNAs were 

predominant in the right ventricle and that metabolites of verapamil cou Id be produced 

solely from the right ventricle of human hearts.2
, 19 They suggested that the expression 

level of CYP450 mRNAs was much higher in the right than the left ventricle. 2 ln a 

different study, the same group using left ventricular samples rather showed that an 

increase in the metabolism of testosterone due to left ventricular hypertrophy was linked 

to altered CYP450s expression. 14 Results obtained in our study with a larger sam pie 

size clearly indicate that both ventricles can express CYP450 mRNAs and that levels 

are rather similar in the left and right ventricle. The only exception could be for CYP2E1. 



197 

ln conclusion, we performed a thorough investigation of CYP450 mRNA expression 

using the largest cohort of human hearts ever analysed. Our results indicate that 

CYP450s may contribute to the local metabolism of drugs in the heart. This may control 

the intracellular level of drugs in cardiac myocytes and therefore their action or toxicity 

in this organ. Our results also suggest that the detoxification capacity or production of 

CYP450-mediated compounds may be moduled in the heart of patients with end-stage 

heart failure. This could be related to the disease itself or secondary to the chronic 

intake of several drugs. 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1: Relative levels of expression of CYP450 mRNAs measured in human 

hearts. Levels were determined and compared using the 2-ACT method 

without a calibrator. 

FIGURE 2: Comparison of the expression level of each CYP450 mRNAs between 

heart failure patients and healthy subjects. On average, the level of 

expression of CYP450 mRNAs in normal hearts were higher (4/6) or 

similar (2/6) to those measured in failing hearts. Large intersubject 

variability was observed for CYP2J2 and CYP1A1. Levels were 

determined and compared using the 2-MCT method with a calibrator. 

FIGURE 3: Comparison of the relative expression of CYP450 mRNAs between left 

and right ventricular samples (n=7). No major differences are observed in 

the relative expression of CYP450s among the left and right ventricular 

tissues except for CYP2E1 mRNAs where higher levels tended to be 

observed for the right ventricle (1.O±O.5 vs O.6±O.3; p=O.04). Levels were 

determined and compared using the 2-MCT method with a calibrator. RV: 

right ventricule and LV: left ventricle. 



TABLE 1 

Characteristics of patients included in our study. 

Demographie data 

Gender (male:female)* 

Weight (kg)* 

Height (cm)* 

Number of left ventricle samples 

& right ventricle samples 

Total number of diseased heart 

& normal donors 

Cohort n=74/81 

73±19 

170±9 

74 

7 

68 

6 

"Information is available for diseased heart samples only. 

Mean ±SD 
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INTRODUCTION 

Les maladies cardiovasculaires sont un problème de santé publique majeur et 

représentent toujours la première cause de mortalité. L'utilisation des médicaments 

demeure la pierre angulaire du traitement et de la prévention de ces maladies. Une 

réponse thérapeutique optimale est recherchée afin de réduire les risques 

d'inefficacité thérapeutique ou de toxicité. Cet objectif est complexe en raison d'une 

grande variabilité interindividuelle dans la réponse aux agents cardiovasculaires et 

de la polypharmacie qui caractérise souvent le profil pharmacologique de ces 

patients. 

La superfamille d'enzymes que constituent les cytochromes P450 (CYP450) sont 

responsables de la biotransformation d'une grande majorité de médicaments. Les 

CYP450s sont présents en grandes quantités au foie et dans les intestins mais leur 

présence a aussi été détectée dans plusieurs tissus dont le tissu cardiovasculaire. 1
'
s 

Parmi les isoenzymes· qui ont été détectées dans le tissu cardiaque, on note; 

CYP1A1, 1B1, 2B6, 2CB, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 4A11, 4B1 et CYP11B1/2.4
,s-11 Des 

études récentes suggèrent un rôle fonctionnel des CYP450s retrouvés dans le tissu 

cardiovasculaire incluant la formation de métabolites dérivés de l'acide 

arachidonique, la synthèse d'aldostérone et d'hormones comme l'estradiol et la 

testostérone. 10, 12-14 Des auteurs proposent donc un rôle des CYP450s tant dans 

l'homéostasie vasculaire que dans la survenue et le développement de maladies 

cardiovasculaires. 1s
-
18 

Il est bien connu que le foie représente l'organe majeur responsable de la clairance 

systémique des médicaments. Toutefois, les CYP450s retrouvés dans le cœur 

pourraient avoir une influence sur la clairance intra-tissulaire des médicaments et 

ainsi affecter les effets de ces derniers au niveau cardiaque. Bien que la présence 

de CYP450s ait été démontrée dans le cœur humain, peu d'études ont 

effectivement caractérisée l'activité enzymatique de ces protéines de ce tissu. Une 

étude a rapporté que le CYP2J2 localisé dans les petites et grosses coronaires 

pouvaient générer des métabolites dérivés de l'acide arachidonique. 19 Un autre 

groupe a montré que le métabolisme de la testostérone était corrélé avec les 

niveaux d'expression (ARNm) de CYP450s. 12 Une surexpression de CYP2J2 a été 

associée à une meilleure cardioprotection suite à une ischémie-reperfusion.20
, 21 Au 

contraire, des inhibiteurs des CYP450s dont particulièrement le sulfaphénazole (un 
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inhibiteur de CYP2C9) ont été associé à une réduction de la taille de l'infarctus post­

ischémique chez le rats.22
, 23 

Certains médicaments qui ne sont pas des agents anti-arythmiques classiques 

entrainent des effets électrophysiologiques cardiaques plus ou moins attendus chez 

des patients. Les facteurs de risques et les conditions qui prédisposent les patients 

à ces effets délétères sont, encore de nos jours, que partiellement expliqués. De 

fait, on sait que certaines conditions (hypokaliémie, pause ou bradycardie, genre 

féminin, prise de produits allongeant le QT, etc ... ) augmentent le risque d'effets 

secondaires majeurs. Cependant, la valeur prédictive de ces facteurs de risque 

demeure faible pour chacun des patients (faible spécificité). Tel que proposé par 

Wall es et al., des variabilités dans l'activité des CYP450s localisés dans le coeur 

pourraient expliquer des échecs thérapeutiques au traitement de pathologies 

cardiaques comme l'hypertension, l'insuffisance cardiaque ou l'apparition de 

cardiomyopathies observées avec certains médicaments.24
•
26 Ces auteurs ont 

proposé qu'une inactivation du vérapamil en son métabolite inactif dû au 

métabolisme local puisse causer une inefficacité de traitement.27 Le vérapamil est 

un bloquant des canaux calciques largement prescrit dans le traitement de l'angine 

de poitrine, des maladies coronariennes, d'arythmies cardiaques et de 

l'hypertension. Le vérapamil est utilisé sous forme de mélange racémique et les 

énantiomères S- et R-vérapamil présentent des propriétés pharmacologiques et 

pharmacocinétiques différentes.28
.
3o Son élimination est principalement influencée 

par l'activité des CYP3As et du CYP2C8.31
,32 

Le CYP2J2 est l'isoforme dont l'expression est prédominante dans le tissu 

cardiovasculaire. Plusieurs antihistaminiques de seconde génération sont des 

substrats du CYP2J2.33
, 34 Tel que démontré chez l'animal, les antihistaminiques de 

seconde génération ont des propriétés cardiotoxiques par leur effet sur le bloc du 

canal potassique cardiaque.35 En particulier, l'astémizole est un antihistaminique 

dont la biotransformation est dépendante des CYP3As et du CYP2J2.33
, 36-38 

L'astémizole a été retirée du marché en raison des risques d'arythmies 

ventriculaires (Torsade de pointes) et de mortalité rapportées suite à son 

administration. 

La dompéridone est un modulateur de la motilité gastrique dont l'utilisation est 

approuvée au Canada et en Europe. Les études in vitro ont montré que la 

dompéridone est un substrat des CYP3As.39
• 40 La dompéridone possède des effets 
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électrophysiologiques cardiaques similaires à ceux de l'astémizole ou du 

cisapride.41
.
43 Il a été montré que ces médicaments prolongent significativement la 

repolarisation cardiaque.26 

Nous proposons que les isoenzymes des CYP450s présentes dans le tissu 

cardiaque peuvent être importantes et impliquées non seulement pour le 

métabolisme de composés endogènes tel que rapporté précédemment mais aussi, 

pour le métabolisme de certains médicaments. Conséquemment, des variabilités 

interindividuelles dans l'activité des CYP450s cardiaques pourraient prédisposer 

des patients à des interactions médicamenteuses et des effets indésirables 

cardiaques. 

L'objectif de notre étude est 1) la mise au point d'une méthode pour la préparation 

de microsomes à partir de tissu cardiaque provenant de cobayes (cœur entier) et 

d'humains (ventricules), 2) de caractériser le métabolisme de la dompéridone et du 

vérapamil à l'aide d'enzymes recombinantes pour des CYP450s retrouvées dans le 

tissu cardiaque et 3) de déterminer l'activité métabolique du cœur avec différents 

substrats des CYP3A4/5, CYP2J2, CYP2C8/9 (substrats utilisés lors des 

expériences: dompéridone, vérapamil, astémizole et testostérone) par des 

isoenzymes exprimées dans le tissu cardiaque. 

MÉTHODOLOGIE 

Le comité d'éthique de l'Institut de Cardiologie de Montréal a fourni son approbation 

en rapport avec l'utilisation des tissus biologiques (cœurs humains de patients 

souffrant d'insuffisance cardiaque). Le déroulement de cette étude s'est effectué en 

respectant les procédures du Réseau d'Échange de Tissus et Échantillons 

Biologiques du Québec (RETEB). 

Le. protocole pour utilisation des animaux (cobayes) a été approuvé par le comité de 

protection des animaux de laboratoire (CIPA) du CHUM. 

Préparation des échantillons du cœur humain 

Immédiatement après l'explantat!on, les cœurs étaient immergés dans un tampon 

de transplantation froid et rapidement reliés à une pompe pour circulation 

extracorporelle. Les cœurs furent perfusés durant 10 minutes (toujours avec le 
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tampon de transplantation). Des échantillons de ventricule droit et gauche (de 4-10 

g) étaient préparés et congelés immédiatement dans de l'azote liquide. Les 

échantillons étaient ensuite conservés à -80°C jusqu'au moment de la préparation 

des microsomes. 

Préparation des échantillons de cœur de cobayes 

Les cobayes (Hartley, Charles River, St-Constant, Oc, Can) utilisés pour l'étude 

étaient des mâles adultes dont le poids variait de 600-900g. Les cobayes étaient 

sacrifiés par dislocation cervicale, puis le cœur était retiré et mis dans le tampon 

froid pour la préparation de mÎcrosomes. 

Matériels 

La dompéridone a été achetée chez Janssen Pharmaceutica N.V. (Beerse, 

Belgium). Le vérapamil, le S- et le R-vérapamil, le norvérapamil, la testostérone, la 

6-~-hydroxytestostérone, l'astémizole, la norastémizole, les cofacteurs (NADP+, 0-

glucose 6-phosphate et glucose 6-phosphate déhydrogénase), les détergents 

(TRITON et CHAPS), le sucrose, le PMSF et le OTT ont été obtenus de Sigma­

Aldrich (St. Louis, MO, USA). L'EDT A provenait de JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA) 

et le Complete EDTA-free (comprimés composés d'un cocktail d'inhibiteurs de 

protéases) a été acheté chez Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA). Les 

enzymes recombinantes (baculovirus-infected insect cells expressing CYP2J2, 

CYP2C8, CYP2C9, CYP1A2, CYP3A4 et CYP3A5) et le cytochrome b5 ont été 

achetés chez BD Biosciences Gentest (Woburn, MA, USA). Ces microsomes étaient 

coexprimés avec le CYP450-réductase humain. Les anticorps polyclonaux de lapin 

dirigés contre les CYP2Cs humains et les anticorps de souris monoclonaux dirigés 

contre le CYP2C8 humain proviennent de chez Daichii Pure Chemicals (Tokyo, 

Japan) et de BD Biosciences Gentest (Woburn, MA, USA), respectivement. Tous 

les autres produits et solvants ont été achetés selon le plus haut standard de qualité 

disponible commercialement. 

Analyses HPLC 

Le système HPLC (Thermo Separation products, Fremont, CA) était composé d'une 

pompe SpectraSystem P4000, d'un échantillonneur SpectraSystem AS3000, d'un 

détecteur à fluorescence SpectraSystem FL3000, d'un détecteur ultraviolet 

SpectraSystem UV3000 et d'un logiciel d'exploitation System PC1000. La méthode 

d'analyse pour la séparation et la détection de la dompéridone et de ses métabolites 

a été réalisée selon la méthode déjà mise au point dans notre laboratoire.44 
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L'analyse du vérapamil et de ses métabolites (particulièrement le norvérapamil) a 

été effectuée par HPLC à l'aide d'un détecteur ultraviolet (longueur d'ondes à 280 

nm) et d'une colonne l'Jova-Pack Waters C-18 (150 mm x 3,9 mm, 5 Ilm, Milford, 

MA, USA). Brièvement, la phase mobile était composée de tampon sodium­

phosphate 20 mM, pH 6,3, d'acétonitrile et de méthanol (62 :35 :3) avec 0,1% de 

triethylamine. La limite de détection était de 2,4 ng/mL et 1,7 nglm L pour le 

vérapamil et le norvérapamil, respectivement. 

L'analyse de testostérone et de ses métabolites dont la 6j3-hydroxytestostérone a 

été réalisée par HPLC avec une colonne ODS (250 mm x 4,6 mm x 5 IJM; Beckman 

Coulter, Fullerton, CA) à l'aide d'un détecteur ultraviolet (longueur d'ondes à 246 

nm). La séparation des composés était effectuée à l'aide d'une phase mobile 

composée d'un mélange 1) eau et méthanol (55 :45) et 2) d'acétonitrile (100%) qui 

était pompée à 1 mUmin selon le gradient suivant: de 0-10 minutes (95: 5. 

mélange 1 et 2, respectivement), de 10-40 minutes (80 :20), de 40-45 minutes 

(isocratique dans une proportion 80 :20) et de 45 à 60 minutes (retour à 95 :5). 

Finalement, la méthode analytique pour l'astémizole et ses métabolites 

(norastémizole et desméthylastémizole) était aussi basée sur une méthode HPLC 

(détection UV; longueur d'ondes à 283 nm). La séparation était réalisée à l'aide 

d'une colonne Zorbax C-18 (150 mm x 4,6 mm x 5 Ilm) et d'une phase mobile 

contenant du tampon ammonium acétate 20 mM (pH 5,3), d'acétonitrile, de 

tétrahydrofuran (55 :42 :3) et 0,1% de triethylamine. 

Analyses LCMSMS 

L'appareil était constitué d'un HPLC (Shimadzu Prominence, OR, USA) équipé d'un 

contrôleur CBM-20A Prominence UFLC, d'un dégazeur DGU-20A5 Prominence, 

d'une pompe LC-20AD UFLC Prominence, d'un auto-échantillonneur SIL-20ACHT 

Prominence UFLC et muni d'un spectromètre de masse TSQ Quantum Ultra HESI 

(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). La phase mobile était composée 

d'acétonitrile, de tampon ammonium acétate 10 mM, pH 5.8 et d'eau (55 :45 :10) 

Une colonne Phenomenex Synergy Fusion RP (75 mm x 3 mm, 4 Ilm) a été utilisée 

pour séparer par chromatographie les différents composés. La spectrométrie de 

masse consistait en un mode HESI et les masses .sur charge (m/z) étaient de 

455.21303.06, pour le vérapamil et de 285.1/193, 441.4/165, 441.41246.1, 
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441.4/398, 471.4/165.1 et 471.4/453.2 pour les métabolites. la méthode d'analyse 

de la dompéridone par lCMS fut effectuée tel que décrit par Simard et al,s9 

Incubations avec des isoenzymes recombinantes 

le milieu d'incubation contenait un système régénérateur NADPH (1.3 mM NADP+, 

3.3 mM D-glucose 6-phosphate, 0.2 U glucose 6-phosphate déhydrogenase dans 

une solution de chlorure de magnésium 25 mM; 100 Ill), du tampon phosphate 50 

mM. pH 7,4 (380 Ill), 0.025 nmol d'isoenzymes recombinantes (rCYP2J2, 

rCYP2C8, rCYP2C9*1 et rCYP1 A2 pour le vérapamil et rCYP2J2 pour la 

dompéridone) et 80 pmol de cytochrome b5 (ratio 2 :1). Des incubations ont aussi 

été effectuées avec les isoenzymes rCYP3A4 et rCYP3A5 à titre de référence. Ce 

mélange était pré-incubé pour une période de 10 minutes à 3rC avant l'ajout de 5 

III de substrat (0-300 IlM de dompéridone dissout dans du DMSO ou 0-600 IJ.M de 

S- ou R-vérapamil dissout dans du méthanol). l'incubation était réalisée à l'aide 

d'un bloc-chauffant avec une légère agitation à 3rC pour une durée de 45 et 60 

minutes pour la dompéridone et le vérapamil, respectivement. la réaction était 

ensuite arrêtée par l'ajout de 500 IJ.l d'acétonitrile froid. les standards internes 

étaient ajoutés (3 Ilg d'encainide pour le dompéridone et 1,5 IJ.g de diazépam pour 

le vérapamil). le milieu d'incubation était centrifugé à 12 000 rpm pour 5 minutes. 

le surnagent était ensuite injecté dans le système HPlC et les métabolites majeurs 

étaient détectés et quantifiés. 

Incubations avec des microsomes de cœur 

le milieu d'incubation contenait 200 III de microsomes de cœur, 100 III de 

système régénérateur NADPH et 195 III de tampon phosphate 50 mM, pH 7.4. Ce 

mélange était pré-incubé pour une période de 10 minutes à 37°C avant l'ajout de 5 

III de substrat (200 IlM de dompéridone ou 100 et 400 IlM de vérapamil ou 100 IJ.M 

de testostérone ou 100 IlM d'astémizole). l'incubation était réalisée sur une période 

de 15 minutes à 4 heures à 3rC. la réaction était arrêtée avec de l'acétonitrile froid 

et les standards internes ajoutés étaient les mêmes que ceux énumérés 

précédemment. les milieux d'incubation ont été centrifugés à 2 reprises à 16 000 

rpm pendant 20 minutes. le second surnageant recueilli était injecté dans le 

système HPlC ou le lCMSMS. 

Études d'immuno-inhibition 

. les microsomes de cœurs humains étaient pré-incubés en présence d'anticorps 

polyclonaux anti-CYP2Cs ou monoclonaux anti-CYP2C8 (0, 100 ou 200 Ilg) sur la 
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glace pour une période de 20 minutes. Ensuite, les mêmes procédures que celles 

décrites précédemment pour les incubations en présence de dompéridone ou de 

vérapamil avec microsomes de cœur ont été effectuées. 

Études avec inhibiteurs et contrôle négatif 

Des incubations avec des microsomes de cœur en présence d'inhibteurs de 

CYP450 ou de FMO ont été effectuées. Les inhibiteurs (SKF 525, métyrapone, N­

octylamine et méthimazole à des concentrations de 100 IlM, 100 IlM, 100 IlM et 200 

IlM, respectivement) étaient préincubés avec les microsomes de cœur humain 

pendant 10 minutes avec l'ajout des substrats dompéridone 200 IlM ou vérapamil 

400 IlM. Suite à l'ajout du substrat, l'incubation était poursuivie pour une durée de 

une ou de quatre heures. 

Un contrôle négatif a été effectué en incubant la dompéridone (200 IlM) ou le 

vérapamil (400 IlM) avec des microsomes de cœur préalablement chauffés à 60°C 

durant 10 minutes. Également, des incubations ont été réalisées avec des 

microsomes de coeur fonctionnels en absence du système régénérateur NADPH. 

Dosage de protéines 

La concentration protéique obtenue dans les fractions microsomales des ventricules 

gauche et droit ont été déterminée en utilisant la trousse BCA de Pierce. 

Analyses 

Les paramètres cinétiques ont été déterminés à l'aide d'analyses de régression non­

linéaire en utilisant l'équation de Michaelis-Menten. Les cinétiques démontrant un 

profil atypique ont été décrites selon l'équation appropriée: les courbes sigmoïdes 

selon l'équation de Hill alors que pour les courbes d'auto-inhibition, l'équation 

utilisée fut définie comme suit: v = Vmaxl (1 + (Km/ S) + (S/KSi)). 

RÉSULTATS 

Caractérisation in vitro du métabolisme par des isoenzymes CYP450s. 

La caractérisation des isoenzymes impliquées dans la formation de métabolites de 

la dompéridone et du vérapamil a été effectuée avec des isoenzymes 

recombinantes susceptibles de se retrouver dans le tissu cardiaque. Les valeurs de 

Km et de Vmax pour les différentes isoenzymes étudiées sont présentées au 
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Tableau 1. Les résultats montrent que la dompéridone est un substrat de l'isoforme 

rCYP2J2 avec une valeur de clairance intrinsèque de 0,05 mUmin/nmol CYP450 

(Tableau IC). L'affinité pour cette isoenzyme est comparable à celle obtenu pour le 

rCYP3A4, soit 44±12 vs 49 ±5 IlM. Les incubations effectuées avec le rCYP2J2 et 

les énantiomères de verapamil n'ont pas mené à la formation de norverapamil 

(Tableau lA et lB). Toutefois, un autre métabolite identifié M2-vérapamil fût formé 

par le rCYP2J2 avec une très grande affinité: des Km de 4±2 IlM et 11 ±6 IlM furent 

estimés pour le R- et le S-vérapamil, respectivement. 

Les résultats montrent que le CYP2C8 semble l'isoenzyme la plus importante dans 

la formation du norvérapamil et du métabolite M2-vérapamil. Les valeurs de Km 

sont relativement similaires pour ces deux métabolites et pour les deux 

énantiomères de vérapamil où elles oscillent entre 20-30 IlM. L'activité catalytique 

de formation du norvérapamil est légèrement supérieure à celle du métabolite M2-

vérapamil (Vmax; -11±1 vs 8±1 nmol/mUnmoIP450/min, respectivement). Les 

paramètres cinétiques pour le R-norvérapamil obtenus avec le rCYP2C8 sont 

comparables à ceux mesurés avec les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 alors que 

pour le S-vérapamil, la valeur de la clairance intrinsèque est 1,8 fois supérieure pour 

le rCYP2C8 comparativement aux rCYP3As. Le CYP2C9 a présenté une activité 

faible pour la formation des deux métabolites de vérapamil détectés avec une 

clairance intrinsèque <0.03 mUnmol P450/min. Aucun métabolite n'a été détecté 

en présence de l'isoenzyme CYP1 A2. Fait intéressant, l'énantiomère R-vérapamil 

n'est pas biotransformé en M2-vérapamil par les CYP3As, alors que seul le 

CYP3A5 est capable de former du M2-vérapamil en présence de l'énantiomère S­

vérapamil. 

Préparation de microsomes de cœur de cobaye et humain 

Différentes techniques ont été étudiées pour la préparation de microsomes de 

cœurs humains et de cobayes. Le principe de préparation était basé sur des 

méthodes d'ultracentrifugations différentielles afin d'obtenir les fractions 

microsomales. Divers essais bien que la liste ne soit pas exhaustive sont énumérés 

à la Table II. Aucun résultat positif quant à la présence ou l'activité de CYP450 dans 

le cœur a été observé avec le cobaye. Dû au manque de données quant à 

l'expression de CYP450s dans le cœur de cobaye, à l'absence d'anticorps 

disponibles pour confirmer la présence des CYP450 dans ce tissu et à l'incertitude 

quant à la localisation précise des CYP450s dans le cardiomyocytes, les 

expériences subséquentes n'ont été réalisées qu'à partir de cœurs humains. 
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Un échantillon de 4 à 10 g de tissu provenant du ventricule gauche ou droit était 

ajouté à une solution composée de tampon phosphate 100 mM, pH7,4, chlorure de 

potassium 150 mM, EOTA 1 mM, OTT 0,5 mM et PMSF 0,01 mM dans une 

proportion 1 :3. Le cœur était homogénéisé dans ce mélange froid à l'aide d'un 

Polytron. L'homogénat était ensuite mis sous sonication (-57% d'amplitude) à 3 

reprises pendant 5 secondes chaque fois. La fraction microsomale était isolée suite 

à une centrifugation de 10000g durant 20 minutes. Le surnagent obtenu était 

recentrifugé à une vitesse de 100 OOOg pour une période de 90 minutes. Cette 

étape a été répétée une seconde fois. Toutes les manipulations ont été effectuées à 

4°C. Le culot final était resuspendu dans une solution contenant du tampon 

phosphate 100 mM, pH 7.4, de chlorure de potassium 150 mM et de l'EOTA 1 mM. 

Les incubations ont été réalisées avec des microsomes fraichement préparés. Puis 

les microsomes étaient congelés instantanément dans de l'azote liquide et 

conservés à -BO°C pour les études d'immuno-inhibition. 

Études de métabolisme avec des microsomes de cœurs en présence de vérapamil 

ou de dompéridone 

La formation de métabolites de vérapamil a été observée dans douze cœurs 

humains provenant des ventricules gauche et droit. Nous avons observé la 

formation de quatre à six métabolites dans les échantillons incubés avec vérapamil 

et un seul métabolite était détectable dans les incubations réalisées en présence de 

dompéridone. La formation des métabolites de vérapamil augmentait avec 

l'augmentation des concentrations de vérapamil (100 JlM vs 400 JlM). Les 

chromatogrammes illustrant la formation des métabolites et leurs contrôles 

respectifs sont présentés à la figure 1. L'activité catalytique observée avec le 

ventricule gauche était comparable à celle obtenue avec le ventricule droit pour les 

mêmes sujets (Figure 2 et 3). Toutefois, l'activité des CYP450s représentée par la 

quantité de métabolites détectés était variable entre les sujets (Figure 4). 

La quantité de métabolites formés augmentait aussi en fonction du temps et ceci 

sans plafonnement d'activité jusqu'à une durée de 4 heures d'incubation. À quinze 

minutes, des métabolites de vérapamil étaient déjà quantifiables alors qu'il a fallu 30 

minutes pour détecter le métabolite de dompéridone (Figure 5). 

Il faut noter que la qualité de la chromatographie en présence d'incubations 

réalisées avec des microsomes de cœur est moindre puisqu'un grand volume 
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d'injection était nécessaire (30-60 ilL comparativement à 10-15 ilL avec les 

enzymes recombinantes). 

Les analyses préliminaires réalisées à l'aide d'un LCMSMS ont permis de 

déterminer qu'un l'un des métabolites du vérapamil formés est un métabolite 

désalkylé et qu'un autre serait formé par une hydroxylation.Un seul métabolite de la 

dompéridone fut détectable par analyse HPLC suite aux incubations réalisées avec 

des microsomes de cœur. Ceci a été confirmé par une analyse préliminaire avec 

LCMSMS (Figure 7). 

L'activité métabolique a été évaluée à partir de différentes fractions obtenues au 

cours de la préparation de microsomes. La figure 6 présente la formation de 

métabolites de vérapamil en présence d'homogénat, du surnagent suite à la 

première centrifugation (10 OOOg) et finalement en présence de microsomes 

obtenus après l'ultracentrifugation (100 OOOg). 

Études d'immuno-inhibition 

Les microsomes de deux échantillons pour lesquels une activité métabolique fut 

observée ont été utilisés afin d'évaluer la contribution possible des isoenzymes de la 

famille CYP2C au métabolisme du vérapamil. Les résultats montrent une baisse 

majeure de la formation des métabolites du vérapamil en présence des anticorps. 

L'inhibition par les anticorps CYP2C8 est présentée à la figure 8B. 

Études en présence d'inhibiteurs et contrôle négatif 

Une diminution importante de la. formation des métabolites du vérapamil et de la 

dompéridone a été observée en présence des inhibiteurs SKF 525, métyrapone et 

N-octylamine (Figure 8A). Aucune inhibition significative ne fut observée avec le 

méthimazole en présence de la dompéridone et du vérapamil. Peu de métabolites 

ont été formés en présence de microsomes chauffés et ceci avec les deux substrats 

évalués (dompéridone et vérapamil). L'absence du système regénérateur NADPH 

entraine une absence de formation importante voire nulle des métabolites de 

vérapamil et de dompéridone. 

Autres substrats 

Les résultats obtenus avec l'astémizole et la testostérone furent non concluants. 

Aucun métabolite de l'astémizole ou de la testostérone n'a été détecté avec les 

techniques d'analyses HPLC utilisées. 
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DISCUSSION 

Nous avons mis au point une méthode pour la préparation de microsomes de cœur 

humain. Nos résultats ont montré que le métabolisme intracardiaque du vérapamil 

est médié principalement par l'isoenzyme CYP2C8. La contribution majeure du 

CYP2C8 dans la formation des métabolites de vérapamil a été confirmée par les 

études d'immuno-inhibition avec des anticorps dirigés contre les CYP2Cs et le 

CYP2C8 humain. Nous avons de plus démontré avec l'isoforme CYP3A5 une 

énantiosélectivité importante dans la formation du métabolite désalkylé M2 du 

vérapamil. Borlak et son groupe avaient aussi observé la formation d'un métabolite 

désalkylé par des microsomes de cœur humain. De plus, nous avons pu mettre en 

évidence la formation de métabolites de dompéridone. Notre étude a montré pour la 

première fois l'implication directe des CYP450s cardiaques dans le métabolisme de 

médicaments. 

Les isoenzymes de la famille CYP3A ne semblent pas exprimées dans le tissu 

cardiaque. Notre étude sur le métabolisme in vitro montre par ailleurs que 

l'isoenzyme majeure impliquée dans la biotransformation cardiaque du vérapamil en 

norvérapamil serait le CYP2C8. Par ailleurs, les CYP2C8 et CYP2J2 pourraient être 

impliquées dans la formation du métabolite M2-vérapamil. Ces observations sont en 

accord avec l'inhibition sélective de la formation de ces métabolites par des 

anticorps anti-CYP2Cs et anti-CYP2C8. L'activité dans ces microsomes de cœur a 

été confirmée par la formation d'un métabolite de la dompéridone. Les mêmes 

expériences répétées avec la dompéridone ont montré que les anticorps anti­

CYP2C et CYP2C8 n'ont causé aucune inhibition dans la formation de métabolite ce 

qui est en accord avec les données préalables de notre laboratoire.33
. 41 

Effectivement, la dompéridone serait un substrat spécifique pour les CYP3As et 

pour CYP2J2 tel qu'observé dans cette étude. Ces données suggèrent que le 

CYP2J2 serait probablement l'enzyme responsable du métabolisme de la 

dompéridone observé dans douze échantillons de microsomes de cœurs humains. 

La technique pour la préparation de microsomes de cœur a fonctionné de façon 

reproductible dans douze échantillons. Ceci pourrait être expliqué par la qualité 

parfois moindre des échantillons de tissu avec les premières techniques de 

préparation testées ou par la technique en soit. Le groupe de Borlak et Thum a 

rapporté que le ventricule droit présentait davantage de CYP450s en terme de 

quantité et d'activité, en utilisant le vérapamil comme substrat, comparativement au 
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ventricule gauche.6
, 27 Cependant, l'étude de Delozier et al. a montré la présence 

d'ARNm dans des échantillons de cœur provenant du ventricule gauche mais ils 

n'ont toutefois pas évalué l'activité.7 Une autre étude encore du groupe de Borlak et 

al. a rapporté que le métabolisme de la testostérone était corrélé avec les niveaux 

d'expression des CYP450s en utilisant cette fois-ci, le ventricule gauche. 12 Il faut 

noter cependant que notre technique a également été évaluée avec des 

échantillons de ventricule droit. Les résultats obtenus avec le ventricule droit sont 

similaires à ceux du ventricule gauche pour un même individu. Également, le choix 

du ventricule gauche par rapport au droit semble adéquat puisque nous avons 

démontré antérieurement que les niveaux d'expression sont similaires entre les 

deux ventricules chez un même sujet.46 Notre laboratoire et d'autres groupes de 

recherche ont rapporté que les niveaux d'expression et la présence d'isoenzymes 

sont toutefois variables entre les individus.46 Ceci est en accord avec le profil 

métabolique qui diffère entre les échantillons provenant de différents patients. 

Différents substrats ont été évalués au cours de notre étude afin de couvrir un 

éventail de substrats possédant des voies métaboliques préférentielles pouvant 

différer. De plus, le choix était basé dans une optique logique d'une possibilité de 

métabolisme intracardiaque en choisissant un médicament dont l'action 

pharmacologique principale est au niveau cardiovasculaire (vérapamil) et des 

médicaments qui ont été associés à des effets indésirables cardiaques importants 

(dompéridone et astémizole) et un substrat endogène (testostérone). Les résultats 

avec la testostérone et l'astémizole ont été décevants. Ceci est probablement causé 

par le manque de sensibilité pour la détection des métabolites de l'astémizole et de 

la testostérone. 

Au début du projet, le cobaye a été choisi comme espèce animale car le cobaye est 

un bon modèle pour évaluer la prolongation de l'intervalle QT par des médicaments 

qui bloquent le canal potassique cardiaque puisque le cobaye présente des canaux 

de type IKr dans leurs cardiomyocytes.35
, 41, 42 De nombreux médicaments 

(terfénadine, l'astémizole, la dompéridone) qui prolongent l'intervalle QT chez le 

cobaye sont aussi, pour la plupart, des substrats des CYP450s. D'ailleurs, plusieurs 

de ces médicaments non-antiarythmiques prolongant l'intervalle QT (par exemple, 

l'astémizole, la terfénadine, l'ébastine et le cisapride) sont également des substrats 

de CYP2J2, l'isoenzyme principalement retrouvée dans le tissu cardiovasculaire.35
, 

36, 47 Les cœurs de cobaye ont été utilisés afin de tester de nombreux essais de 

préparation de microsomes de cœur. Le manque de connaissances quant aux 
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CYP450s de cobayes et le peu de données existantes relativement aux CYP450s 

cardiaques de même que les résultats peu probants obtenus nous ont amené à 

abandonner les expériences avec cette espèce animale. 

En conclusion, nous avons développé une technique pour la préparation de 

microsomes à partir du tissu cardiaque. Nos résultats ont montré que les 

microsomes cardiaques sont doués d'activité métabolique tel qu'observé avec le 

vérapamil et la dompéridone. Les études réalisées avec les anticorps ont montré 

pour la première fois que le CYP2C8 présent dans le cœur peut influencer le 

métabolisme intracardiaque du vérapamil. Nos résultats soulèvent également la 

difficulté à obtenir des microsomes cardiaques fonctionnelles. D'autres études sont 

nécessaires afin de déterminer précisément la localisation des CYP450s dans les 

myocytes cardiaques afin d'améliorer la technique de préparation de microsomes. 

De plus, des analyses doivent être réalisées· avec un plus grand nombre 

d'échantillons de cœur. Finalement, le métabolisme devrait être analysé auprès de 

cœur provenant de sujet en bonne santé puisque les patients avec des maladies 

cardiovasculaires prennent plusieurs médicaments ce qui pourrait influencer et 

moduler l'activité et l'expression de certains CYP450s. 
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LÉGENDE DES FIGURES 

FIGURE 1: Exemples de formation de métabolites de vérapamil et de dompéridone 

en présence de microsomes préparés à partir de tissus cardiaques 

humains. La quantité de métabolites formés diffère entre les sujets. A) 

vérapamil, B) dompéridone et C) microsomes préparés avec ou sans 

sonication et incubés avec vérapamil. Le processus de sonication 

semble améliorer le recouvrement pour la préparation de microsomes 

de cœur. 

FIGURE 2 :Évaluation du métabolisme du vérapamil à partir de fractions 

microsomales provenant de ventricules gauche et droit. Les incubations 

contrôles sont aussi illustrées. 

FIGURE 3 : Illustration du métabolisme de la dompéridone chez différents individus 

en présence de dompéridone 200 !lM A) microsomes de ventricule 

gauche et B) microsomes de ventricule droit. 

FIGURE 4: Illustration de différences observées dans le métabolisme du vérapamil 

en présence de fractions microsomales cardiaques de ventricules 

gauche et droit. 

FIGURE 5 : Évaluation du temps dans la formation des métabolites du vérapamil. 

FIGURE 6 : Évaluation du métabolisme du vérapamil à partir de différentes fractions 

microsomales : des incubations ont été réalisés avec du vérapamil 400 

!lM en présence 1) d'homogénat obtenu suite à l'homogénéisation du 

tissu dans le tampon, 2) du surnageant obtenu après la centrifugation à 

10000g et 3) du culot obtenu après l'ultracentrifugation à 100000g. 

Deux expériences provenant de deux sujets différents sont présentées. 

FIGURE 7 : Analyse par LCMS de la dompérione et de ses métabolites suite à une 

incubation avec des microsomes de cœur humain. 

FIGURE 8 :Études d'inhibition avec les microsomes cardiaques. Incubations 

réalisées avec le vérapamil A) en présence d'inhibiteurs puissants des 

CYP450s et des FMO et B) avec des anticorps monoclonaux dirigés 
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contre le CYP2C8. Une diminution pratiquement complète dans le 

métabolisme du vérapamil est observée suivant l'ajout des anticorps 

anti-CYP2C8. 



Isoenzymes 

Km 

(~M) 

CYP1A2 ND 
CYP2C8 21 ±7 

CYP2C9*1 92 ±30 

CYP2J2 ND 
CYP3A4 72 ±23 

CYP3A5 14 ±2 

TABLE lA: Paramètres cinétiques in vitro pour leS-vérapamil 

Norvérapamil M2-vérapamil 

Vmax Clint Km Vmax 

(nmoVmUnmoIP450/m in) (mUnmoIP450/min) (~M) (nmoVmUnmoIP450/m in) 

ND ND ND ND 
11.8 ±D.8 0.56 25±8 7.5 ±D.6 

0.9 ±D.1 0.01 124 ±31 1.0 ±D.1 

ND ND 11 ±6 1.2 ±D.1 

23 ±2 0.32 ND ND 
4.5 ±D.1 0.32 61 ±11 0.86 ±D.03 

Clint 

(mUnmoIP450/min) 

ND 
0.3 

0.01 

0.11 

ND 
0.01 

1\) 
1\) 
0> 



Isoenzymes 

Km 

(llM) 

CYP1A2 ND 
CYP2C8 29 ±9 

CYP2C9*1 145 ±55 

CYP2J2 ND 
CYP3A4 82 ±15 

CYP3A5 19 ±3 

TABLE lB : Paramètres cinétiques in vitro pour le R-vérapamil 

Norvérapamil M2-vérapamil 

Vmax Clint Km Vmax 

(nmol/mUnmoIP450/m in) (mUnmoIP450/min) (~M) (nmol/mUnmoIP450/min) 

ND ND ND ND 
11.1 ±C.8 0.38 25 ±8 7.5 ±C.6 

1.4 ±C.2 0.01 59 ±13 1.6 ±0.1 

1\10 ND 4.4 ±2 0.62 ±C.04 

30 ±2 0.37 ND ND 
8.8 ±C.3 0.46 ND ND 

Clint 

(mUnmoIP450/min) 

ND 
0.3 

0.03 

0.14 

ND 
ND 

1\) 
1\) 
-..J 
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TABLE IC : Paramètres cinétiques in vitro pour la dompéridone 

Isoenzymes M3-dompéridone 

Km Vmax Clint 

(~M) (nmol/mUnmoIP450/min) (mUnmoIP450/min) 

CYP2J2 44 ±12 2.1 ±O.2 0.05 

CYP3A4 49 ±5 41.9 ±1.5 0.86 

(n=1.3) 

CYP3A5 94 ±11 14.9 ±0.6 0.16 



TABLE Il : Technique de préparation de microsomes à partir de tissu cardiaque humain. 

1 Cœurs-III l, SOlutions: ,',Étapes & Fractions _i~! Notes-~---------~---: ResuItats-l 

1 N=négatif i 

l 1 

P=positif 1 

L _______ J ________ . _________________ ~ _________________ 1 ___________________________ . _______ . __________________________ ! 

C Tampon TRIS 250 mM, KCL 154 mM et EDTA 1 mM Culot (2x) 100 OOOg Substrat: Dompéridone N 

1 CI~ampon TRIS 125 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA Il Culot (2x) 100 000g il Substrat: Dompéridone----1.! 
L _____ J 1mM et sucrose 0,025M i'l I[ :i 

_____ -1. _______________ _ J __________ J ________________________________ IL __________ _ 

N 

C Tampon TRIS 125 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA Culot (2x) 100 OOOg Substrat: Dompéridone N 

1 mM, sucrose 0,025M et OTT 1 mM 

r-llTampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA Il Culot (2Xfl00 000g Il Substrat: Dompéridone il--1 ---: 

J
I i 0.3 mM et sucrose 0,3M ['1 LI: 

___ ~ ________ .. _ _ . ___ ~ ___ ~I ____________ .---J __________ ~ ______ ._._. _____________ :'_ .. _ _ _, 

Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA Culot (2x) 100 OOOg Substrat: Dompéridone N 

0.3 mM Interférence avec sucrose ? 

iC-ll-ilTamponTRls-250 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA I-CUIOt(2X)-foo-ooog-llScanC-YP450-- ---- ------- -;: - --N--
i 1 mM et CHAPS 2 mM Iii :! (CYP420) 
____ , ______ ~___ _ __ -.J ______________ L_________ ___ ___ JL ___ _ 

C Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA Culot 100 OOOg (x1 hr) Scan CYP450 à partir des N 

1 mM et CHAPS 2mM, sucrose 25 mM et glycérol différentes fractions. (CYP420) 

10% 

!C--.-liTampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTj Culot 100000g (x1hr) lrScan CYP450 

1 i 12 mM et CHAPS 2 mM !! • _ ___ _ ____ , , __________________ ~ ____________ ._. ________ ~ __ '- _________ ~ ___ • ___________ •. l. _______ ,, ____ '-- _____________ _ 



C Tampon TRIS (pH 7,4), KCL 154 mM, EDTA 1 mM et Culot 100 OOOg (x1hr) Scan CYP450 

0,5% TRITON 100x 

230 

N 

(CYP420) 

1 C il Tampon TRIS (pH 7,4), KCL, EOtA 2 mMet sucroseÎiCulot100 OOOg (x1h~ rcan-CYP450à-partïrdes !~-Nl 

1 Iii Il 1 différentes fractions 1 (CYP420) 1 

1 l ' JII 1 Substrat: Dompéridone i JI 
L_. _____ JL._ . __ . ____________ . __ ~_~ l _______ .____ .. _. ____ . _____ . ___________ . _____ l. ________ _ 

C Tampon TRIS 125 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA Culot (2x) 100000g Scan CYP450 à partir des N 

5 mM, sucrose 25 mM, glycérol et 1% de .sodium différentes fractions (CYP420) 

cholate Substrat: Dompéridone 
,r-

;i 
II 
l' 

N rc~JI Tampon-TRIS 50 mM (pH 7,4), KCL 150 mMlr Culot (2x) 1ooooogiSut)strat:oompéridone 

i 1 Complete® Il 1 
1 ____ L _______________________ I~___________ L ______________________________ _ __" _Il ___________ r 

C Tampon TRIS, KCL 150 mM, Complete® et glycérol Culot (2x) 100000g Substrat: Dompéridone N 

20% 

i~=ITampon fRIs 50 mM, KCL 150 mM, Complele® et li Culot <2x) 100000giISubstrat: DompéridOne ------·ll-~I 

L I glycérol40% ! il j: 1 
____ ~_ ~ ____________ J L _______________________ -.--: L ______ _ 

C Tampon TRIS 50 mM, KCL 150 mM, Complete® et Culot 100 OOOg Substrat: Dompéridone N 

sucrose 25 mM (x1.5hr) .Incubations avec tampon P04 pH7.4 

et pH8.0 

1 C liTampon TRIS 50 mM (pH 

1_ _ _ JI ~omPlete® et PMSF 0,01 mM 



C Tampon TRIS, KCL, glucose 25 mM et Complete® Culot 100 OOOg 

(x1.5hr) 

Substrat: Dompéridone 

lFii[TampOn TRIS 125 mM (pH 7,4), KC115.4 mM~-E5TA 1 Culot (2x) 10(fOo09lISUbs.trats: AstemlzoleefVérapamii 

L ___ ~J ~_~, sucrose 25 mM___ i __ Jl~emp: d'incubation: 2h et 4h 

H Tampon TRIS 50 mM, KCL 150 mM, EDTA, Complete Culot (lx) 100 000g Substrats: Astemizole et Vérapamil 

(EDTA free) Incubations: avec toutes les fractions 

~lrTampon P04 100mM (pH 7,4), KCL 150mM~EDTA 1 III Sonication (4x5sec) i' Substrat: 
1" l' " 

L il mM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM il Culot (lx) 100 OOOg 1 
__ ----.l L_.__ _________ L.. _______ ~ ___ L ___ _ 

H, Tampon P04 100 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA 1 Sans sonication Substrat: Vérapamil 

mM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM Culot (lx) 100 Ooog 
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N 

_1 L ____ , _____ _ 

N 

,1 N 
,i 

1: 
" 

! 
!' 

~I Tampon P04 20 mM (pH 7,0), glycérol 20%, EDTA ljiculot (1x) 100 00O"9lisubsti-at: Vérapai-n---Ci:-:--, --.----

1 li mM, DTTO,5 mM j li 
• ____ L-.__ _ _ ____________ . ____ ... _..1 l.. ......... ____________ _ _______ •• _ •• ______ < ! 

--

H Tampon P04 100 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA Sonication (4x5sec) Reconstitution sans PMSF et DTT P 

1 mM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM Culot (2x) 100 OOOg 

1 H il Tampon P04 100 mM(pl-t 7,4), KCL 150 mM, EDfA-r'l~nication (3x10sec) liReconstiù.iHon sans-PMsF-efon----
1
.1--p---i 

1~~=3) Il mM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM __ .,1 Culot (2x) 1 00 o~~~_J 1_ i l __________ j 
H Tampon P04 100 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA Sonication (3x10sec) Substrats: Vérapamil et N 

lmM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM, glycérol 10% Culot (2x) 100 Ooog dompéridone 

r-H----11 Tampo, "n, P04 100 rnM (pH 7,4), KCL .15. O ... mM, EDTA Il. Sonication (3X10Sec)i" ,1.!SUbstratS': Vérapamil et 

1 _____ . J_l~~,.~~SF 0,01 mM, DTT 0,5 mM,____ _ LCuIO~(~x~_~OO_~?~~., Jl,~o~~éridone N 
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H Tampon P04 100 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EOTA Culot (1x) 100 OOOg 

1mM, PMSF 0,01 mM, OTT 0,5 mM, glycérol15% 

Reconstitution sans PMSF et OTT 

Substrats: Vérapamil, dompéridone 

et testostérone 

N 
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~lll Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EOTA, [-CUlot 100 OOOg (x3hrs) iiRec-onstltutiOnsansPMSF etOfT- --r-- ul\f ----1 

: 1 sucrose, PMSF 0,01 mM, OTT 0,5 mM et glycérol 1 Il Substrats: Vérapamil, dompéridone i i 

1 _____ j~~~~ ___________ n ___________________ Jl _________ Ji_~t_~~~_t~_~t~~~~=-_ ________ _ ___ iL_ 
H Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EOTA Culot 100 OOOg (x3hrs) Substrats: Vérapamil, dompéridone N 

5mM, sucrose, OTT 0,5 mM et glycérol 15% et testostérone 

r-ll Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EOTAïliculot 100 OOOg (x3hrs) IIiReconstHution sans PMSF~DTT et-ii-N-l 

IjsmM' sucrose 2S0 mM, DTT O,S mM et glycérol1S% l ,1 glycérol Il; 
li l ,1 Substrats: Vérapamil, dompéridone i '1 i 

1 1 1 1 

l ______ Jl__ ______________ Jl ___________ Jl~~t~_~t~~~~~n~n__ _ _ __ ___ _!! ____ n ______ 1 
H Tampon TRIS 250 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EOTA Culot 100 OOOg (x3hrs) Reconstitution sans PMSF, OTT et N 

3mM, sucrose 25 mM, PMSF 0,01 mM, OTT 0,5 mM et glycérol 

glycérol 15% Substrats: Vérapamil, dompéridone 

et testostérone 

D
' Tampon PO, 100 mM (pH7,4), KCL 1S0 mM, EDTA 31

1 

Culot 100 000g (x3hrs) iReconst~ution sans PMSFetDiT ~·~~~_r----! 
1 l" 

mM, PMSF 0,01 mM (nouveau lot), OTT 0,5 mM, 1 Substrats: Vérapamil, dompéridone ! 1 N 1 

L 1 

-,' 

__ ~ glycérol 1 0% _~~~~~ost~~on~_ _____ ___ __ __ _ __ :: _ __ _ ___ 1 



H Tampon TRIS 25 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA Culot 100 OOOg (x3hrs) Reconstitution sans PMSF, DTT et 

3mM, sucrose 250 mM, PMSF 0,01 mM, DTT 0,5 mM glycérol 

et glycérol 15% Substrats: Vérapamil, dompéridone 

et testostérone 
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iH-~l~ampon TRIS 25 mM (pH 7,4), KCL 150 mM,EDTA~:Culot 100 OOOg (X3hrS)liRec-onstitutTon-sans-PMSFet----i!-N----' 
1. li' Il !I 1 

- (n=2: 3mM, sucrose 250 mM, PMSF 0,5 mM et glycérolll i! glycérol i i i 
VG-VD) 11115% '1 Iii Substrats: Vérapamil, dompéridone ,i i 

, '1 1 

I

ii Il et testostérone . ! ! 1 

Il 1 1 Incubation avec les différentes Il ' 
1 jL~__ ---.J _~ _______ ~~~~i~~~ _______________________ JL ___________ 1 

H Tampon TRIS 25 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA Sonication (3x10sec) Reconstitution sans PMSF et N 

3mM, sucrose 250 mM, PMSF 0,5 mM et glycérol Culot 100 OOOg (x3hrs) glycérol 

15% Substrats: Vérapamil, dompéridone 
r-

et testostérone 

~lfampon P04 10 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, EDTA2li Sonication (3x10sec) liReconstitution sans PMSF 

1 (VD) Il mM, PMSF 0,5 mM et glycérol 15% l' Culot 100 OOOg (x3hrs) i Substrats: Vérapamil, dompéridone 

i Iii 1 et testostérone 

j 
1 1 Incubations: culot et surnagent 

1100000g 
1 

l J ____ ~ ____________________________ i _______________ JL _________________________ _ 



H KCL 154 mM Sonication (3x10sec) Reconstitution avec: tampon TRIS 

Culot 100 OOOg (x3hrs) 200 mM (pH 7,4), KCL 150 mM, . 
EDTA 1 mM et sucrose 25 mM 

Substrats: Vérapamil, dompéridone 

et testostérone 

Incubations: culot et surnagent 

100000g 

C : cobaye, H: humain, N : négatif, P: positif, VG : ventricule gauche et VD : ventricule droit. 

N 
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FIGURE 1 

A) Vérapamil 

B) Dompéridone 
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C) Sans sonication 

Avec sonication 



FIGURE 2 

Vérapamil 
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FIGURE 3 

A) Ventricule Gauche 

B) Ventricule Droit 
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FIGURE 4 
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FIGURES 



FIGURE 6 

Sujet A 
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FIGURE 8 

A) 
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vii) DISCUSSION 

La première partie de la discussion portera sur les résultats obtenus et observés 

dans ce projet de recherche et elle sera suivie d'une discussion en lien avec la 

pertinence clinique réelle ou potentielle sur le risque d'effets indésirables cardiaques 

avec la dompéridone en regard avec les données de la littérature et les résultats 

présentés dans cette thèse. 

Discussion par rapport à nos résultats: 

Le premier volet de cette étude a permis d'identifier la présence de différentes 

isoenzymes dans le tissu cardiaque humain. Ce résultat est en accord avec 

quelques études ayant détecté des CYP450s dans différentes régions du cœur. Un 

point important est que notre étude a été réalisée à l'aide d'une cohorte de 79 

patients ce qui représente le plus grand nombre d'échantillons jamais analysés 

jusqu'ici. D'ailleurs, ceci permet d'expliquer les différences parfois observées entre 

nos résultats et ceux obtenus dans d'autres études qui possédaient une puissance 

statistique inférieure.331
, 332 En accord avec les résultats de la littérature, nous avons 

aussi observé que le CYP2J2 est l'isoenzyme prédominante dans le tissu 

cardiaque. En présence d'insuffisance cardiaque, l'expression d'ARNm associée à 

certaines isoenzymes semble diminuée. Bien que la présence d'ARNm de CYP450s 

ait été détectée dans le tissu cardiaque, ceci ne confirme pas nécessairement la 

présence de la protéine active dans ce tissu. 

Dans le second volet de notre étude, nous avons mis au point une technique 

permettant l'obtention des microsomes de cœur humain. Les résultats de notre 

étude nous ont permis d'affirmer que les CYP450s présents dans le cœur sont 

doués d'activité catalytique. Ceci suggère que les CYP450s cardiaques puissent 

avoir un rôle dans le métabolisme intra-tissulaire et ainsi pouvoir influencer l'effet 

pharmacologique ou encore la toxicité à certains médicaments comme le vérapamil 

et la dompéridone. 

L'évaluation de l'activité catalytique des CYP450s cardiaques fut possible grâce à la 

mise au point d'une technique de préparation de microsomes de cœur car il n'existe 

pas actuellement des microsomes de cœur disponibles sur le marché. La 

préparation de microsomes extrahépatiques est souvent plus délicate et complexe. 

Des difficultés quant à la préparation de microsomes à partir de tissus comme le 

cerveau, les poumons et les reins ont déjà été soulevés. Le problème n'est pas de 
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détecter la protéine, mais de conserver l'intégrité de celle-ci lors des différentes 

étapes afin qu'elle préserve son activité. Il a fallu de nombreux essais afin de mettre 

au point une technique prévenant la dégradation de l'enzyme. Étant donné que la 

méthode de préparation a été vu que brièvement dans l'article, elle sera davantage 

discutée dans cette section. 

De nombreux protocoles utilisant la méthode d'ultracentrifugation ont été testés et 

essayés tout d'abord avec des cœurs de cobaye. Parmi les différentes méthodes 

expérimentées, nous avons évalué l'effet de différentes combinaisons de tampon: 

par exemple, tampon phosphate vs TRIS, du sucrose, du chlorure de postassium, 

des détergents, du glycérol et différents inhibiteurs de protéases. Nous avons aussi 

étudié différentes techniques de perfusion afin de retirer le sang avant 

d'entreprendre l'homogénéisation et les ultracentrifugations. Par exemple, le cœur a 

été perfusé 1) avec du tampon Krebs-Henseleit à différentes température à l'aide 

d'un montage ex vivo, 2) directement soit via la veine cave inférieure ou encore 

directement dans le ventricule gauche. Et l'effet d'une congélation immédiate dans 

l'azote liquide après le retrait du cœur de l'animal a aussi été exploré. L'effet de 

l'âge et du sexe a été évalué en répétant les expériences avec des cobayes 

femelles vs mâles et en utilisant de jeunes cobayes (poids -250g) comparativement 

à des cobayes d'âge mature (poids-800-900g). Une autre expèce animal a 

également été évalué, c'est-à-dire le rat. Nous avons aussi isolé des 

cardiomyocytes de rat et effectué des incubations directement avec ces cellules. 

Mais aucune de ces approches ne fut positive et concluante. Étant donné les 

multiples échecs et le manque de données quant à l'expression possible de 

CYP450 dans le cœur de cobaye, cette espèce animale a été abandonnée. Des 

échantillons de cœurs humains provenant du ventricule gauche ont été par la suite 

utilisés pour la préparation de fractions microsomales de cœur. Différents protocoles 

similaires à ceux mentionnés ci-haut ont également évalués. 

Tel que décrit dans l'article, nos résultats démontrent qu'à partir de la méthode mise 

au point, les microsomes ont une activité métabolique pour le vérapamil et la 

dompéridone. Ces résultats demeurent préliminaires puisque la technique d'analyse 

HPLC pour la quantification des métabolites formés manque de sensibilité. Ainsi, 

différents métabolites produits en présence de microsomes de cœur ont pu être 

détectés, mais difficilement quantifiables dû au manque de sensibilité comme 

mentionné précédemment mais aussi dû au fait que ces métabolites sont parfois 
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inconnus. En fait, les métabolites formés peuvent être spécifiques selon l'isoenzyme 

mais aussi selon le tissu. 

Les résultats des différentes études menées par le groupe de Thum et Borlak 

montrent la présence d'une activité catalytique reliée aux CYP450s cardiaques et 

ceci tant chez le rat que chez l'humain.33l
, 332,377,422 Globalement, nos résultats sont 

en accord avec les observations faites par ces auteurs en ce qui a trait à la 

présence de CYP450s dans le cœur. De plus, nos analyses ont révélé .Ia présence 

d'une activité catalytique. Le groupe de Borlak et Thum n'avait pu détecter les 

différents métabolites du vérapamil en utilisant des échantillons de ventricule 

gauche. Au contraire, nous avons démontré la formation de métabolites de 

vérapamil en utilisant des microsomes de ventricule gauche isolés selon notre 

technique et confirmer le rôle des CYP2Cs par l'ajout d'anticorps sélectifs. 

Également, les études en présence d'inhibteurs confirment que la formation des 

métabolites tant avec le vérapamil que la dompéridone est CYP450-dépendante. Le 

méthimazole, un inhibiteur puissant des FMO n'a causé aucune inhibition alors que 

les inhibiteurs non-spécifiques des CYP450s comme le SKF 525, la métyrapone et 

la N-octylamine ont diminué significativement la quantité de métabolites formés. 

La méthode d'analyse du groupe de Thum et Borlak qui uitilse un LCMS est plus 

sensible que notre méthode analytique par HPLC. Ceci suggère que les différences 

dans la formation des métabolites observés entre notre étude et la leur sont 

davantage expliquées par la technique de préparation des microsomes que par la 

technique de détection des métabolites. Également, Thum et Borlak utilisent quatre 

fois plus de protéines microsomales pour effectuer leurs incubations avec le 

vérapamil et ils procèdent à une filtration de leur milieu d'incubation afin de 

concentrer l'échantillon. Ceci supporte aussi l'affirmation à savoir que leur 

techinique de préparation des microsomes serait moins efficace que la nôtre. 

Une étude s'intéressant à l'effet catalytique des CYP450s cardiaques a évalué 

l'influence de l'insuffisance cardiaque sur le métabolisme cardiaque de la 

testostérone dans des microsomes de cœurs humains.332 Une augmentation de 

l'hydroxylation de la testostérone a été trouvée dans les cœurs hypertrophiques 

comparativement aux cœurs normaux. Cette élévation du métabolisme de ce 

stéroïde était corrélée avec les changements dans l'expression de certaines 

isoenzymes du CYP450. De fait, l'expression relative d'ADNc des isoformes 

CYP2A6 et CYP4A 11 dans les échantillons de ventricule gauche hypertrophique 
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était 2-3 fois plus élevée que dans les cœurs contrôles. Cette étude a montré que le 

métabolisme de la testostérone peut être affecté par l'hypertrophie cardiaque et ces 

auteurs ont suggèré un rôle des CYP450s dans l'hypertrophie cardiaque par la 

modulation du métabolisme local cardiaque de la testostérone. 

En conclusion, nous avons montré la présence de messagers associés à 

l'expression de CYP450s dans du tissu cardiaque (cœurs normaux et cœurs 

malades, ventricules gauche et droit). En accord avec les données de la littérature, 

le CYP2J2 est l'isoenzyme prédominante dans le cœur. Une variabilité 

interindividuelle importante caractérise l'expression des ARNm des différentes 

isoenzymes des CYP450s évaluées. La préparation de microsomes de cœur fut 

excessivement difficile dû à un manque d'information quant à l'emplacement des 

CYP450s dans le cardiomyocyte ou à une dégradation de l'enzyme ou encore la 

technique de préparation des cœurs suivant l'explantation. Malgré cette 

problématique, une activité catalytique a été observée avec quelques échantillons 

de cœurs de ventricule gauche (malades). Une activité catalytique qui semble 

également variable entre les sujets tel que montré avec les essais réalisés avec le 

vérapamil. Ainsi, le cœur semble doué d'activité métabolique laquelle pourrait être 

influencée lors de conditions pathologiques et causer une variabilité dans la réponse 

aux médicaments utilisés dans le traitement de diverses pathologies 

cardiovasculaires. Par conséquent, nos études supportent fortement le rôle du 

métabolisme intracellulaire (extrahépatique) comme facteur de variabilité dans la 

réponse aux médicaments. 

Discussion par rapport à la pertinence clinique: 

La variabilité dans le métabolisme des médicaments et son importance clinique 

dépendra d'une combinaison de facteurs dont l'activité ou non du produit mère et de 

ses métabolites. En présence d'un métabolisme diminué, on observera une 

augmentation des concentrations du médicament et une diminution des métabolites 

formés par l'enzyme affecté. L'inverse sera observé en présence d'une activité 

catalytique élevée, par exemple en présence d'inducteurs. Les répercussions 

cliniques seront donc influencées par les propriétés tant de la molécule mère que 

des métabolites produits. Dans le cas de la dompéridone, les métabolites ont été 

identifiés mais, il n'y a aucune donnée concernant l'activité des métabolites sur les 

canaux potassiques. Donc, l'importance de nos résultats, à ce jour, repose sur la 

pertinence des concentrations associées à la dompéridone. 
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Des concentrations plasmatiques plus élevées d'un médicament augmentent 

généralement le risque d'effets indésirables. Une augmentation des concentrations 

plasmatiques entraine ainsi une exposition de différents tissus comme le cœur à 

des concentrations plus élevées du médicament. Des concentrations intracellulaires 

élevées augmentent les différents effets bénéfiques ou nocifs des médicaments 

dans cet organe lorsque la cible de ces effets est intracellulaire. Dans le cas des 

médicaments qui prolongent l'intervalle OT, des inhibitions enzymatiques (de leurs 

métabolismes) dans l'intestin ou dans le foie provoquent une augmentation de leurs 

concentrations plasmatiques. Par le fait même, leurs concentrations intracardiaques 

seraient augmentées. 

Notre hypothèse de recherche est à l'effet que des variations dans la capacité 

intrinsèque intra-myocardique à métaboliser certains médicaments pourraient 

expliquer la variabilité interindividuelle associée aux médicaments causant une 

prolongation de l'intervalle OT. 

En effet, un grand nombre des patients traités avec un médicament pouvant 

prolonger l'intervalle OT ne développeront jamais de torsade de pointes. Différents 

facteurs de risque (par exemple; le sexe féminin, l'hypokaliémie, la bradycardie, 

des cardiomyopathies, ect.) prédisposent les patients à l'apparition du long OT 

médicamenteux et à la torsade de pointes. Zeltser et al. ont réalisé une étude 

faisant la revue d'environ 250 cas de torsades de pointes causées par des 

médicaments classifiés comme «non cardiaques» (c'est-à-dire que l'indication 

devait être autre que cardiaque).423 Ces auteurs ont rapporté que tous les patients 

ayant présentés une torsade de pointes présentaient au moins un facteur de risque 

et que 71 % des cas étudiés étaient chez des patients de sexe féminin.423 Les 

interactions médicamenteuses, particulièrement celles qui affectent le métabolisme 

des médicaments, figurent parmi les facteurs de risque importants. En effet, la 

présence d'interactions médicamenteuses potentielles était associée à 32-51% des 

cas de torsades de pointes reliés à des médicaments qualifiés «non cardiaques». 

Par exemple, la majorité des cas de torsades de pointes rapportés avec le 

cisapride, un analogue de la dompéridone, ont été observés en situation 

d'interactions médicamenteuses. De fait, il a été montré que le cisapride seul 

n'augmente l'intervalle OT que -10 msec.424.426 Toutefois, la présence d'inhibiteurs 

du métabolisme du cisapride comme le kétoconazole, l'érythromycine ou la 

clarithromycine, a été associée à un risque important de torsades de pointes avec 

le cisapride.427
•
431 Djeddi et al. ont évalué la prolongation de l'intervalle OT chez 31 
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enfants recevant de la dompéridone par voie orale.432 Leurs résultats ont montré 

que l'intervalle OT était prolongé en moyenne de 14 msec.432 Bien que ces auteurs 

recommandent qu'une mesure de l'intervalle OT devrait être effectuée avant et 

pendant le traitement oral de dompéridone, ils suggèrent l'administration orale de 

dompéridone en première ligne de traitement en remplacement au cisapride.432 Ceci 

soulève des questionnements quant à l'innocuité de la dompéridone 

comparativement au cisapride. Chez les enfants, le cisapride a montré prolonger 

l'intervalle OT de 10 à 15 msec ce qui est comparable à la dompéridone qui est 

associée à une prolongation de 14 msec. 424. 425, 432 Par conséquent, un risque 

similaire au cisapride semble exister pour la dompéridone. 

Drolet et al. ont rapporté qu'à une concentration de 100 nmol/L la dompéridone 

cause une prolongation significative de la repolarisation cardiaque (valeur estimée 

d'IC5o à 162 nmol/L dans des cellules transfectées avec HERG).433 Une étude 

effectuée chez des sujets sains, a montré qu'après un traitement de 14 jours de 

dompéridone, les concentrations plasmatiques de ce médicament étaient de 49 

nmol/L.434 Dans une autre étude, Heykants et al. ont rapporté que les concentrations 

maximales atteintes de dompéridone s'échelonnaient de 54 

à 188 nmol/L, trente minutes après son administration orale (dose de 10 à 60 

mg).435 Plus récemment, une étude chinoise réalisée auprès de dix-huit volontaires 

sains qui ont reçu une dose orale de 20 mg de dompéridone a rapporté des valeurs 

de Cmax -50±32 ~g/L (117±75 nmol/L).436 Toutes ces études supportent le fait que 

certains patients peuvent présenter des concentrations plasmatiques avoisinant les 

concentrations nécessaires pour affecter la repolarisation cardiaque. Sachant que la 

biodisponibilité orale de la dompéridone est d'environ 17%, on s'attend que lors 

d'interactions médicamenteuses, les concentrations plasmatiques pourront s'élever 

significativement.437 En fait, la faible biodisponibilité de la dompéridone est un indice 

que la dompéridone sera particulièrement affectée lors d'une diminution de l'effet du 

premier passage hépatique-intestinal. On peut estimer que les concentrations 

plasmatiques maximales de dompéridone puissent augmenter jusqu'à de 5 fois lors 

d'une inhibition complète du premier passage. Dans de telles situations, les 

concentrations plasmatiques augmentées secondaire à la présence d'un inhibiteur 

de son métabolisme par le CYP3A4 et/ou de son transport par la glycoprotéine-P 

pourraient être suffisantes pour entrainer une prolongation importante du OT et des 

effets électrophysiologiques cliniquement significatifs. 
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En accord avec les concepts soulevés précédemment en lien avec l'impact clinique 

réel et potentiel avec la dompéridone sur le risque de torsades de pointes, 

Medecines Control Council a émis une alerte aux professionnels de la santé faisant 

mention de l'interaction médicamenteuse significative entre le kétoconazole et la 

dompéridone et indique que l'administration concomitante de ces deux agents est 

contre-indiquée.438 Ces auteurs rapportent des résultats d'études qui auraient 

montré une augmentation de 3 à 10 fois des valeurs de Cmax et d'AUC de la 

dompéridone après la co-administration de kétoconazole. Selon les données de 

l'une de leurs études, ils rapportent une prolongation de l'intervalle de 10 à 20 msec 

lors de l'administration concomitante de dompéridone et de kétoconazole. Enfin, il 

faut noter que la dompéridone n'est pas sur le marché américain en raison du risque 

de torsades de pointes et que des contre-indications à son utilisation ont été émises 

en Afrique. 

La démonstration de la présence d'une activité des CYP450s retrouvés dans le tissu 

cardiaque selon les résultats de cette thèse doit être considérée comme un 
1 

déterminant des concentrations intracellulaires de la dompéridone. Ceci aura un 

impact important puisque la cible d'action est le canal potassique IKr et le site de 

liaison à ce canal s'effectue au niveau intracellulaire.439
, 440 Pour la même 

concentration plasmatique, une diminution de l'activité 

catalytique des CYP450s cardiaques pourrait entrainer une augmentation des 

concentrations intracellulaires de la dompéridone. Ceci suggère un risque augmenté 

du bloc du canal potassique et par conséquent, une plus grande propension à 

l'apparition de torsade de pointes. 

Un autre volet étudié dans le laboratoire est celui des transporteurs. En plus du 

métabolisme des médicaments, il est maintenant bien établi que la variabilité 

interindividuelle est aussi due à la présence de transporteurs des médicaments. 

Couture et al. ont rapporté que de nombreux transporteurs sont exprimés dans le 

tissu cardiaque.441 La dompéridone est un substrat de la glycoprotéine-P, un 

transporteur d'efflux.442
•
444 Des études menées dans notre laboratoire ont montré un 

lien «physique» entre IKr et la glycoprotéine-P. Il faut mentionner que de nombreux 

médicaments substrats ou inhibiteurs des CYP3As le sont également pour la 

glycoprotéine-P. Par conséquent, l'augmentation des concentrations intracellulaires 

de la dompéridone peuvent s'expliquer non seulement par un métabolisme 

intracellulaire diminué mais également par un efflux moindre par la glycoprotéine-P. 
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Ils existent des transporteurs d'influx qui pourraient aussi favoriser l'entrée de la 

dompéridone dans la cellule cardiaque. Toutefois, au cours de mes études 

doctorales, différents oocytes transfectés avec les gènes associés à OATP8 

(SLC21A8), OATP1 (SCL21A3), OATP2 (SLC21A6) et OCT1 (SLC22A1) ont été 

utilisés afin d'évaluer si la dompéridone était transportée par ceux-ci. Les résultats 

de ces études se sont avérés non concluants. 



TRAVAUX DE RECHERCHE 

. SECTION 2.2 

VARIABILITÉ INTERINDIVIDUELLE DANS LA RÉPONSE 

À LA WARFARINE. 
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i) OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 

Mise en contexte; La warfarine, un antagoniste de la vitamine K, est l'anticoagulant 

le plus prescrit pour le traitement et la prophylaxie de maladies 

thromboemboliques.445
, 446 La warfarine possède un index thérapeutique étroit 

associé à des risques de saignements. Afin de s'assurer d'une efficacité et d'une 

sécurité avec la warfarine, les doses de warfarine sont ajustées régulièrement en 

fonction du ratio international normalisé (INR). Il est reconnu que le traitement à la 

warfarine est difficile et encore aujourd'hui, l'administration de la warfarine demeure 

problématique en clinique. Malgré plusieurs stratégies proposées, l'initiation du 

traitement à la warfarine est encore empirique. Il a été proposé que la variabilité 

interindividuelle importante" dans la réponse à la warfarine soit expliquée entre 

autres par la présence de variabilité tant au niveau pharmacocinétique que 

pharmacodynamique. " 

Parmi les divers facteurs pouvant expliquer la variabilité dans la réponse à la 

warfarine, on note des facteurs génétiques et des facteurs non-génétiques. Un 

intérêt particulier est porté depuis quelques années aux facteurs de variabilité 

génétique. Il existe des" polymorphismes génétiques dans les isoenzymes 

responsables du métabolisme de la warfarine, entre autres le CYP2C9, de même 

qu'au niveau de la protéine sur laquelle la warfarine exerce son action, la vitamine K 

époxyde réductase (VKOR). Plusieurs SNPs de VKOR ont été récemment identifiés 

et ont été corrélés à des doses variables de warfarine; certaines mutations sont 

associées à une résistance alors que d'autres sont associées à ùne sensibilité 

accrue à la warfarine. 

Objectifs; Plusieurs études ont tenté d'établir une corrélation entre les génotypes de 

CYP2C9 et la dose de warfarine, mais les résultats se sont avérés décevants. En 

fait, pour les individus porteurs de l'allèle sauvage CYP2C9 ce qui représente -90% 

de la population caucasienne, le génotype possède une très faible valeur prédictive 

chez les patients. Deux stratégies peuvent être utilisées afin de pouvoir prédire le 

profil métabolique de la warfarine, soit un génotype ou encore un phénotype. Il faut 

noter que les patients recevant de la warfarine présentent souvent un profil 

pharmacologique complexe composé de plusieurs médicaments. Nous croyons que 

l'utilisation d'un phénotype pour caractériser l'activité enzymatique du métabolisme 

de la warfarine serait plus approprié puisque cette stratégie réflète tous les facteurs 
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combinés pouvant influencer l'activité de l'isoenzyme CYP2C9. De fait, en plus du 

génotype, l'activité d'une enzyme peut être modulée par différents facteurs dont les 

interactions médicamenteuses. Nous avons alors émis l'hypothèse que le 

phénotype de CYP2C9 serait un meilleur prédicteur des doses de warfarine à 

utiliser en clinique puisque la majorité des patients recoivent une polythérapie 

médicamenteuse. 

L'objectif de ce projet était 1) d'évaluer différentes approches phénotypiques 

(Iosartan, warfarine et INR), 2) de déterminer si différentes covariables (âge, sexe, 

poids, taille, génotypes de CYP2C9 et de VKOR, médicaments, tabac, alcool et 

alimentation) sont en partie responsables de la variabilité dans la réponse à la 

warfarine, et 3) de combiner les approches phénotypique et génotypique afin 

d'établir un nomogramme de traitement pouvant prédire I~ dose de warfarine à 

prescrire. Ainsi, notre modèle évalue un phénotype déterminé à l'aide du losartan, 

un substrat spécifique au CYP2C9, un phénotype basé sur la warfarine laquelle est 

utilisée comme son propre substrat marqueur et finalement, un troisième phénotype 

lequel tient compte de tous les facteurs affectant l'effet pharmacologique de la 

warfarine, soit un INR au jour 4. L'aboutissement de ce projet était de déterminer la 

contribution des différentes covariables dans la variabilité de la réponse à la 

warfarine et ultimement, de proposer un modèle combinant différentes approches 

phénotypiques et les génotypes d'intérêt. Brièvement, cette étude s'est déroulée 

auprès de 144 patients hospitalisés chez qui un traitement à la warfarine était initié 

avec un suivi moyen de 14 jours. 

ii) INTRODUCTION 

Les anticoagulants coumariniques dont le prototype est la warfarine constituent la 

pierre angulaire du traitement de maladies thromboemboliques. La warfarine est le 

premier dérivé hydroxycoumarin synthétisé en 1948 par le laboratoire de Karl Link 

qui travaillait alors à développer de puissants rodenticides. Depuis son introduction 

dans la pratique clinique dans les années 50, la warfarine a largement gagné en 

popularité et compte parmi les médicaments les plus prescrits. De fait, aux États­

Unis, la warfarine, l'anticoagulant oral le plus utilisé mondialement, représente un 

marché de plus de 30 millions de prescriptions annuelles dont un million de 

nouveaux patients chez qui un traitement à la warfarine est initiée.447
• 448 La 
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warfarine a montré son efficacité dans la prophylaxie et le traitement de thrombose 

veineuse et d'embolie pulmonaire, pour les complications thromboemboliques 

associées avec la fibrillation auriculaire, avec le remplacement de valve mécanique 

cardiaque et en post-infarctus du myocarde.449.450 Bien que les anticoagulants oraux 

soient très efficaces pour réduire le risque de mortalité et de morbidité, il n'en 

demeure pas moins que certaines études mentionnent que la warfarine est sous­

utilisée due aux risques de toxicité possibles.451
-454 Effectivement, des risques 

importants d'effets indésirables majeurs, comme les hémorragies, sont associés 

avec l'administration d'anticoagulants oraux comme la warfarine. D'ailleurs, 

Wysowski et al. mentionnaient que la warfarine était parmi les dix médicaments les 

plus mentionnés dans les rapports d'effets secondaires à la Food and Drug 

Adm inistration. 455 

La warfarine est un médicament à index thérapeutique étroit pour lequel les risques 

d'une sur-anticoagulation associée à des saignements et des hémorragies doivent 

être minimisés tout en maintenant une anticoagulation optimale et adéquate. Ceci 

requiert un suivi fréquent et rigoureux pour les cliniciens et les patients. L'outil 

clinique utilisé pour monitorer l'intervalle thérapeutique est une mesure 

phénotypique de l'état d'anticoagulation que l'on nomme un INR (international 

normalized ratio) qui brièvement, est basé sur le temps de prothrombine.456. 457 La 

fenêtre thérapeutique de l'INR visé pour la majorité des patients prenant des 

anticoagulants oraux se situe généralement entre 2_3.457 
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Malgré un suivi très étroit, une 

variabilité importante dans les 

doses de maintien 

d'anticoagulant est observée 

pour un même INR tel que 

démontré par la figure 

suivante.458.461 En effet, 

l'administration de doses 

équivalentes corrigées par le 

poids (kilogramme) 

d'anticoagulant oral résulte en 

un effet pharmacologique, 
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représenté par une valeur d'INR, qui diffère grandement entre les patients.458 Par 

exemple, Higashi et al., ont observé chez 200 patients caucasiens que les doses 

quotidiennes de warfarine requises pour atteindre un INR entre 2-3 variaiet:lt -30 

fois, soit de 0,6-15,5 mg/jour.460 Toutefois, il faut noter que la variabilité réelle doit 

être estimée à la hausse puisque ces études n'incluaient généralement pas les cas 

de résistance aux anticoagulants où des doses très élevées de l'ordre de 30 mg par 

jour de warfarine ou de phenprocoumon sont requises pour obtenir l'effet 

pharmacologique désiré.462 Plusieurs facteurs peuvent affecter la dose de warfarine 

administrée à un patient incluant les facteurs génétiques et les facteurs non­

génétiques, comme les interactions médicamenteuses, les facteurs 

environnementaux (diète, alcool, tabagisme), l'âge, le poids et le sexe. Des 

polymorphismes dans les gènes encodant pour une protéine ou une enzyme ayant 

un rôle significatif tant dans la pharmacocinétique que dans la pharmacodynamique 

pourra causer une variabilité dans l'efficacité du médicament d'un patient à l'autre. 

La variabilité interindividuelle expliquée par des différences au niveau 

pharmacocinétique sera élaborée dans un premier ter:nps, suivi en second lieu, des 

facteurs de variabilité au niveau pharmacodynamique. 

iii) PHARMACOCINÉTIQUE 

La warfarine est administrée sous forme d'un mélange racémique composé de deux 

énantiomères actifs, la S- et la R-warfarine qui possèdent des propriétés 

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques distinctes. De fait, l'énantiomère S­

warfarine possède une clairance systémique supérieure et une activité intrinsèque 

de 2-5 fois plus puissante que la R_warfarine.463-465 La warfarine qui est faiblement 

éliminée inchangée dans l'urine, subit un métabolisme important et stéréosélectif 

produisant une série de métabolites hydroxylés inactifs via l'action de diverses 

isoenzymes des CYP450s.466 La S-warfarine est principalement métabolisée en 

métabolites 7-hydroxy et 6-hydroxywarfarine par l'isoenzyme CYP2C9.466, 467 Alors 

que l'isomère R est majoritairement transformé en 10-hydroxy, 8-hydroxy et 6-

hydroxywarfarine par les CYP3A4, CYP2C19 et CYP1 A2, respectivement.461 , 466 
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Facteurs génétigues : 

Le CYP2C9, soit l'enzyme responsable du métabolisme de la S-warfarine qui est 

l'énantiomère le plus actif, représente un des déterminants pharmacogénétiques 

majeurs pouvant expliquer la variabilité associée aux doses de warfarine requises .. 

Il a alors été proposé que les individus porteurs d'allèles mutés de CYP2C9 

métabolisent la S-warfarine plus lentement et conséquemment, ils nécessiteraient 

une dose de maintien inférieure. 

En 1995, Furaya et al. rapportent la première étude montrant l'influence du 

polymorphisme génétique (CYP2C9*1 vs *2) du gène CYP2C9 sur les doses de 

maintien de la warfarine.468 Les patients hétérozygotes CYP2C9*1 *2 prenaient des 

doses de warfarine de 20% inférieures à celles prises par les patients homozygotes 

pour l'allèle sauvage CYP2C9*1. Le groupe de Loebstein a montré une diminution 

de l'ordre de 37% de la clairance de la warfarine dans le groupe CYP2C9*3.469 

L'étude de Takahashi et al. réalisée auprès de 86 japonais a trouvé que le génotype 

CYP2C9*1 *3 (n=3) était associé à une valeur de, clairance métabolique 4-fois 

moindre que celles des patients CYP2C9*1*1.470 Étrangement, le même groupe ont 

publié en 2003 qu'il n'y avait pas de différences significatives dans les doses 

moyennes de warfarine entre les groupes de patients CYP2C9*1 *1, *1 *2 et *1 *3.471 

Quant au groupe de Linder et aL, ils ont observé des différences dans les doses 

requises entre les patients exprimant le CYP2C9*1 *1 et ceux avec les génotypes 

CYP2C9*1 *2 et *1 *3. 472 

Il est intéressant de noter que pour un même INR, les concentrations de S-warfarine 

sont sem blables entre les différents génotypes du CYP2C9 {CYP2C9*1 *1, *1 *2, 

*1*3, *2*2, *2*3).472 Également, différentes études ont montré que les variants 

alléliques (*2 et/ou *3) étaient associés à un ratio S IR-warfarine plus élevé.472. 473 

Au contraire, d'autres études ont observé un chevauchement considérable dans les 

ratios S/R-warfarine entre le génotype CYP2C9*1*1, *1*2 et *1*3.474
•

475 De fait, 

Scordo et al. proposent que le ratio S/R-warfarine ne soit utile qu'en présence de 

deux allèles mutés où une activité faible voire nulle du CYP2C9 est alors 

observée.475 Ils observent aussi que la fréquence d'allèles mutés est plus élevée 

dans le groupe recevant de faibles doses de warfarine et aucun allèle muté n'est 

retrouvé dans le groupe recevant des doses élevées. Toutefois, 30% des patients 

recevant de petites doses avaient un génotype CYP2C9*1*1. Par conséquent, ils 

ont conclu que le génotype n'était pas assez rigoureux pour les individus CYP2C9*1 
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et qu'il était prédictif seulement pour les patients avec deux allèles mu~és ce qui 

représente 4-6% de la population caucasienne.475 

Des études ont montré une association entre le risque d'une sur-anticoagulation et 

de saignements et les génotypes du CYP2C9.460.476·478 Les patients avec des allèles 

mutés présentent un premier saignement plus tôt et la présence d'un ou de deux 

variants alléliques augmente de 5-6 fois le risque d'avoir un INR au-delà de la limite 

supérieure de l'intervalle thérapeutique. Une méta-analyse regroupant 9 études et 

comptabilisant près de 3000 patients indique que le risque relatif de saignements 

est significativement augmenté chez les porteurs d'allèle CYP2C9*2 et 

C YP2C9 *3.476 

La prévalence ainsi que le patron des variants alléliques varient considérablement 

selon les groupes ethniques. La population caucasienne est la plus largement 

étudiée et en moyenne, le génotype CYP2C9 (pour les allèles *1, *2 et *3) prédit 

-10% (5-22%) de la variabilité dans la dose de warfarine. 

Facteurs non-génétigues; 

Parmi les différents facteurs pouvant altérer la pharmacocinétique de la warfarine, 

on note principalement ceux affectant son absorption ou son métabolisme. Par 

exemple, la cholestyramine peut réduire l'effet anticoagulant de la warfarine en 

diminuant son absorption.479, 480 Certains médicaments peuvent réduire ou encore 

augmenter la clairance hépatique de la warfarine et conséquemment, affecter à la 

hausse ou à la baisse l'effet de la warfarine. Ainsi, l'administration concomitante de 

warfarine avec des médicaments inhibant son métabolisme comme l'amiodarone 

(CYP2C9, CYP3A4) 481-484 , des dérivés azoles (métronidazole, voriconazole, 

fluconazole; CYP2C9, CYP3A4)485-488, la fluvastatine (CYP2C9)489, la simvastatine 

(CYP3A4)490, la ciprofloxacine (CYP1A2)49\ l'antibiotique trimétoprim­

sulfaméthoxazole (CYP2C9)492 oblige l'utilsation de doses plus faibles de warfarine. 

À l'inverse, des doses plus élevées sont nécessaires lorsque des médicaments 

comme la rifampicine, la carbamazépine et des barbituriques lesquels induisent les 

isoenzymes des CYP450s impliquées dans le métabolisme de la warfarine sont 

coadr:ninistrés.493-496 

Par ailleurs, bien que la warfarine soit hautement liée aux protéines plasmatiques 

(-98%), il est rapporté qu'une augmentation de l'effet anticoagulant due à 
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l'augmentation de la fraction libre causée par la présence abondante de 

médicaments aussi liés à l'albumine serait excessivement rare. Il a été proposé que 

ce type d'interaction médicamenteuse affectant la fixation protéique soit davantage 

théorique. D'autre part, les données concernant l'impact de l'insuffisance rénale sur 

l'activité de la warfarine sont controversées. Certains affirment que la clairance 

rénale ne jouerait pas un rôle significatif dans la réponse à la warfarine, alors que 

d'autres proposent que l'insuffisance rénale chronique pourrait altérer le degré de 

liaison aux protéines plasmatiques et ainsi expliquer le risque augmenté d'effets 

indésirables associés à la warfarine chez ces patients.497 Cependant, un autre 

mécanisme a aussi été proposé et celui-ci porte sur la capacité métabolique modifié 

chez les patients avec insuffisance rénale.498-sDD Par exemple, l'étude de Dreisbach 

a montré que l'activité du CYP2C9 était réduite de 50% chez les patients souffrant 

d'insuffisance rénale chronique.499 

Il existe une corrélation entre l'âge des patients et l'activité anticoagulante de la 

warfarine. En effet, les doses de warfarine tendent à diminuer plus l'âge des 

patients augmente. Loebstein et al. associent cette diminution des doses 

quotidiennes à une clairance amoindrie de la warfarine puisqu'ils ont trouvé que les 

niveaux plasmatiques de warfarine et de vitamine K étaient similaires selon les 

groupes d'âge.469 Sur un autre point de vue, l'étude de Kamali et al. semble montrer 

un lien entre l'âge et le contenu hépatique en vitamine K époxyde réductase qui 

apparaissait réduit chez les patients plus âgés. 

iv) PHARMACODYNAMIE 

Les analyses pharmacodynamiques ont montré que la warfarine est un antagoniste 

de la vitamine K c'est-à-dire qu'elle produit son effet anticoagulant en interférant 

avec l'inter-conversion de la vitamine K et son époxyde 2,3 vitamine K lesquels sont 

des cofacteurs essentiels dans la formation de facteurs de coagulation (figure 9).461 

Les facteurs de coagulation dépendant de .Ia vitamine K ainsi que des 

anticoagulants dits naturels, les protéines C et S, requièrent une carboxylation 

laquelle est catalysée via la y-carboxylase vitamine K-dépendante (GGCX).501. 502 

L'enzyme GGCX nécessite la forme réduite de la vitamine K (vitamine KH2) à titre 

de cofacteur de même que la vitamine K époxyde réductase (VKOR) puisque celle­

ci produit le cofacteur.50l En résumé, la warfarine inhibe VKORC1 (C1; complexe 1) 
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ce qui entraîne une déplétion en vitamine hydroquinone (vitamine KH2) et 

conséquemment, limite la y-carboxylation. 501 

Warfarine 

[CYP4~ 

Métabolites inactifs 

Acide glutamique 

Précurseurs 
de coagulation 

Acide ycarboxyglutamique 
Facteurs de 

coagulation activés 

FIGURE 9; Mécanisme d'action de la warfarine et cycle de 
la vitamine K. 
Figure adaptée de Rettie et Tai. (Mollnterv 2006) 

Facteurs génétiques .. 

Le gène encodant pour VKORC1, enzyme cible sur lequel la warfarine exerce son 

action inhibitrice, a été identifié en 2004 par les groupes Li et al. ainsi que Rost et 

al.503.504 Le rôle central de ce gène dans le cycle de la vitamine K a été mis en 

évidence par l'identification d'un polymorphisme génétique dans VKORC1 chez des 

patients résistants à la warfarine.504
. 505 Cependant, ces variants dits résistants sont 

extrêmement rares et comptent seulement pour un faible pourcentage de la 

variabilité dans la population (fréquence <0.1 %). Rieder et al. ont procédé à une 

analyse de re-séquencage du gène de VKORC1 auprès d'une cohorte -200 

patients européen-américains recevant de la warfarine.506 Ils ont identifié 28 SNPs 

dont 10 Sf\lPs (aux positions; 381,861, 2653, 3673, 5808, 6009, 6484, 6853, 7566, 

9041) ayant une fréquence supérieure à 5%. De plus, 7 de ces SNPs (aux 

positions; 381, 3673, 5808, 6484, 6853, 7566, 9041) étaient significativement 

associés avec les doses de warfarine. Des 10 SNPs communs, 5 haplotypes 
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majeurs ont été dérivés ; le groupe A est constitué des haplotypes H 1 et H2 qui sont 

associés à de faibles doses de warfarine tandis que le groupe B est composé des 

haplotypes H7-H9 lesquels sont associés à des doses élevées. Les individus 

hétérozygotes combinant les groupes A et B seraient associés à des doses 

intermédiaires. Ainsi, les haplotypes de VKORC1 peuvent être utilisés pour stratifier 

les patients selon les groupes nécessitant soit une dose faible (AA ; 2,7 mg/jour), 

intermédiaire (AB; 4,9 mg/jour) ou élevée (BB ; 6,2 mg/jour). 

De nombreuses études ont par la suite investigué l'impact des variations génétiques 

sur la réponse aux anticoagulants oraux. Pour simplifier les analyses, plusieurs 

études n'ont utilisé qu'un seul SNP afin de différencier les individus selon les doses 

de warfarine. D'Andrea et al. ont trouvé que les patients avec la mutation à la 

position 1173 T/C (selon la nomenclature; équivalent à 6484) nécessitaient des 

doses inférieures de warfarine.507 Dans certains cas, il semble que l'utilisation d'un 

seul SNP est suffisamment discriminante pour assigner directement le groupe­

haplotype. En effet, le SNP 1173 assignerait les sujets soit dans les groupes A ou B 

dans 95% du temps (où l'allèle 1173T représente le groupe B).506'506 Le 

polymorphisme -1639 G/A (équivalent à 3673) lequel est situé dans la région 

promotrice a aussi été largement étudié.509, 510 Yuan et al. ont montré que le 

polymorphisme 1173 T/C était en déséquilibre avec le polymorphisme -1639 GlA.51O 

Plusieurs études ont rapporté une augmentation de l'activité (-44%) 

transcriptionelle du gène 1689 avec l'allèle G comparativement à l'allèle A.50a,510,511 

Il existe des évidences suggérant que les différences ethniques dans la sensibilité à 

la warfarine soient en partie expliquer par des variantions dans le gène de VKOR. 

De fait, les asiatiques présentent un profil de polymorphismes différents de celui des 

caucasiens. Par exemple, la fréquence du génotype -1639AA est de 83% et 82% 

chez les patients japonais et chinois, respectivement, comparativement à 14% chez 

les caucasiens.505, 509, 512 De plus, le groupe haplotype A est davantage fréquent 

chez les asiatiques, soit 89%, alors que le groupe haplotype B est plus fréquent 

chez les caucasiens, soit 58%.506 Ceci est en accord avec les observations cliniques 

mentionnant que les asiatiques nécessitent des doses plus faibles d'anticogulant 

pour atteindre le même degré d'anticoagulation. 

Des études ont également rapporté que le risque de sur-anticoagulation (INR>3 ou 

6) est augmenté chez les patients porteurs de l'allèle 1173T.513
-
515 Bien que peu 

d'études ont évalué l'effet du polymorphisme de VKORC1 sur le risque de 
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saignement, les données semblent toutefois bien montrer qu'il n'existerait pas de 

lien entre le génotype de VKORC1 et les saignements.516. 517 Le risque 

d'hémorragies serait augmenté seulement chez les porteurs de variants de CYP2C9 

mais non pour VKORC1.516 

En résumé, toutes ces données suggèrent que les différents haplotypes exercent 

une influence sur les doses de maintien de la warfarine à administrer en affectant la 

transcription du gène puisque les haplotypes sont corrélés avec les niveaux 

d'expression d'ARNm associé au gène VKORC1.506 Globalement, une analyse 

. récente incluant 10 études indépendantes révèle que le polymorphisme de 

VKORC1 contribue pour 25±8% (6-37% selon les études) de la variance dans les 

doses de warfarine.506.518 

Il Y a encore plusieurs projets de recherche qui tentent d'identifier si d'autres gènes 

additionnels pourraient contribuer à la variabilité observée dans la réponse à la 

warfarine. Parmi les enzymes qui pourraient avoir un impact sur les doses de 

warfarine, certains ont proposé la y-glutamyle-carboxylase (GGCX), enzyme 

catalysant l'étape finale de la carboxylation des protéines vitamine K-dépendante. 

Cependant, les résultats d'études récentes sont peu concluants; les auteurs 

suggèrent que la contribution du polymorphisme de GGCX comme facteur de 

variabilité dans la réponse à la warfarine serait minime.519, 520 

Facteurs non-génétigues; 

Il existe également des facteurs non-génétiques pouvant interférer avec l'activité de 

la warfarine. La diète, particulièrement l'apport en vitamine K soit par l'alimentation 

ou "des suppléments diététiques, peut affecter la réponse anticoagulante par une 

action antagoniste compétitive.521 Par exemple, l'effet anticoagulant de la warfarine 

est réduit suite à une augmentation de la consommation en légumes verts riches en 

vitamine K. Et à l'inverse, une diminution de l'apport en vitamine K ou une 

malnutrition importante peuvent causer une augmentation de l'activité de la 

warfarine. De plus, la présence de dysfonction hépatique chronique peut augmenter 

la sensibilité à la warfarine secondairement à une synthèse altérée des facteurs de 

coagulation dépendants de la vitamine K.522 Il a aussi été proposé que les états 

hypermétaboliques comme la fièvre ou l'hyperthyroïdie ou suivant l'administration 

de thyroxine, une àugmentation de la réponse à la warfarine puisse être observée 

ce qui serait causée par un catabolisme accru des facteurs de coagulation.502, 523, 524 
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L'administration concomitante de certains médicaments affectant l'hémostase 

peuvent causer des interactions médicamenteuses pharmacodynamiques avec 

l'anticoagulant par synergisme. Ainsi, des médicaments comme l'acide acétyl 

salicylique, le clopidogrel et des anti-inflammatoires non-stéroïdiens augmentent le 

risque de saignements associés à la warfarine en inhibant la fonction 

plaquettaire.s2s-s27 Une étude a montré que chez des patients suivi en clinique 

d'anticoagulathérapie, des doses hebdomadaires d'acétaminophène de l'ordre de 

2275 mg à 4759 mg étaient associées à des élévations des valeurs d'INR 

significatives (INR~ 6).528 

Conclusion; 

En bref, la warfarine demeure difficile à gérer dû à son index thérapeutique étroit et 

à la grande variabilité observée dans la réponse anticoagulante. Nous voulions 

tenter de mieux comprendre les facteurs de variabilité, les identifier et proposer un 

outil pouvant décrire et prédire les doses de warfarine, dans une situation clinique 

réelle, chez des patients sans regard restrictif quant à la médication prise. 
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, 
ABSTRACT 

The relative contribution of phenotypic measures and of CYP2C9- VKORC1 

polymorphisms to warfarin dose requirements on Day 14 was determined in 132 

hospitalized, heavily medicated patients. Phenotypic measures were 1) the urinary 

losartan metabolic ratio prior to the first dose of warfarin, 2) the S:R-warfarin ratio on 

Day 1, and 3) a dose adjusted INR on Day 4. CYP2C9 and VKORC1 genotypes were 

determined by gene chip analysis. In multivariate analyses, the dose adjusted INR on 

Day 4 explained 31% of variability observed in warfarin doses at Day 14 while 

genotypic measures (CYP2C9-VKORC1) contributed 6.5%. When S:R-warfarin ratio 

was used, genotypes contributed more significantly (23.5%). Finally, losartan urinary 

metabolic ratio wasof low predictive value. Best models obtained explained 51 % of 

intersubject variability in warfarin dose requirements. Thus, combination of a 

phenotypic measure to CYP2C9-VKORC1 genotypes represents a useful strategy to 

predict warfarin doses in patients receiving multiple drugs (11 ±4 drugs/day). 
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INTRODUCTION 

Warfarin is a widely prescribed anticoagulant drug in the prophylactic and curative 

treatment of pulmonary embolism and venous and arterial thrombosis. 1
• 2 Initiation of 

\ 

warfarin therapy remains largely empirical and its use requires careful patient monitoring. 

Bleeding is observed in 7.6 to 16.5% of patientsl year and serious haemorrhages are 

observed at a rate of 1.3 to 4.2 per 100 patients/year of exposure.3
• 4 Furthermore, the 

time needed to achieve a stable effect is frequently long (6-8 weeks) and the weekly dose 

required to maintain an acceptable level of efficacy while avoiding a high risk of side­

effects varies more th an 5-fold.5 Ageing of the population receiving multiple drugs makes 

warfarin dose adjustment even more complicated. 

Warfarin is used clinically as a racemate. The pharmacological activity is found mainly 

at the level of S-warfarin which is 2-5 times more potent than the R-isomer.6
•
7 However, 

R-warfarin predominates at steady state in patients with plasma concentrations that are 

approximately double those of S-warfarin.7
• 8 Numerous factors including age, sex, 

genetic variants, illnesses and drug interactions affect the plasma pharmacokinetics 

and response to warfarin.9
.

10 

CYP2C9 is principally responsible for the metabolism of S-warfarin, while CYP3A4/5, 

CYP1A2 and CYP2C19 are responsible for the metabolism of R_warfarin. 11
-
13 

Numerous allele variants have been identified for CYP2C9. Two of these allele variants 

(*3 and *6) are associated with a loss of activity while *2, *4, *5 and *11 are associated 

with weaker enzyme activities.14
-
18 Probe drugs such as losartan, tolbutamide, 

phenytoin and warfarin have been used to determine the phenotypic activity of 

CYP2C9.19 

Warfarin exerts its effects through inhibition of the vitamin K epoxide reductase (VKOR) 

that affects the synthesis of various coagulation factors. Rare mutations leading to amino 

acid changes in the VKOR protein have been described in patients exhibiting resistance 

to warfarin treatment. Moreover, other variants of the VKOR complex subunit 1 

(VKORC1) gene have been described and five major haplotypes based on ten single 

nucleotide polymorphisms (SNP) have been shown to correlate with expression of 

VKORC1 mRNA in human liver.20 
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Thus, the main objective of our study was to determine the relative contribution of 

phenotypic measures, CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms, and multiple clinical 

covariates to the intersubject variability in warfarin dose requirements in a hospitalized, 

heavily medicated population of patients requiring initiation of warfarin treatment. 

Phenotypic measures were obtained through 1) the determination of losartan urinary 

metabolic ratio prior to the first dose of warfarin, 2) the measurement of plasma levels 

of S- and R-warfarin at various times after the first dose of the drug, and 3) through the 

estimation of the ratio of INR at Day 4 over the mean dose of warfarin administered 

from Day 1-3. Finally, major single nucleotide polymorphisms for CYP2C9 and 

VKORC1 were determined. 

RESULTS 

From the 143 patients initially included, 11 patients did not complete the study at Day 14 

(Table 1). Patients ranged in age from 24 to 86 years and their most common indication 

for warfarin therapy was atrial fibrillation (n=67, 51%). Patients took on average 11 drugs 

per day (1 to 30). A large proportion of patients (n=103; 72%) were receiving concurrent 

medication known to alter warfarin pharmacokinetics or pharmacodynamics: amiodarone 

(n=36), aspirin (n=45), acetaminophen (n=53), drugs interacting with CYP2C9 (n=27), 

CYP3A4 (n=39) and CYP1A2 (n=15), inducer drugs (n=3) and fibrates (n=13). 

Phenotypic Approaches 

Data from 82 patients could be used for the assessment of the phenotypic approach 

using the losartan metabolic ratio. Patients were excluded trom the phenotypic analysis 

because of the following reasons; losartan and/or metabolite (EXP3174) not detected 

(n=23), urine not collected adequately (n=9), urine could not be collected (n=7), patients 

were already on losartan therapy at entry (n=6) and in 8 patients, drugs known to 

modulate CYP2C9 activity were removed or added to the drug regimen between Day 1 

and Day 14. Ove rail , the urinary metabolic ratio of losartan ranged from 0.11 to 22.17 with 

a mean ±SD of 4.6±4.5. 

The urinary metabolic ratio of losartan tended to be higher among patients receiving a low 

dose of warfarin (6.5±6.3) compared to medium (4.1±4.3) and high dose groups 
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(1.7±1.1); (Figure 1A; p>O.OS). By definition, a high metabolic ratio is indicative of a lower 

capacity to transform losartan into its metabolite and thus, indicative of low CYP2C9 

activity. Patients with low losartan urinary metabolic ratios received 4.3±1.7 mg/d 

compared to interme~iate and high losartan' ratio groups who took on average, 3.S± 1. 7 

and 2.S±1.6 mg/d, respectively (Figure 2A; p<O.OS, low vs high ratio groups). 

Data from 10S patients were available for the assessment of warfarin plasma 

concentrations as a marker of phenotypic activity. Data are lacking in some patients 

because of the following reasons: blood samples could not be obtained (n=3), or were 

missed (n=7), plasma concentrations of one isomer of warfarin or its metabolite were 

below the limit of detection (n=7). Modifications in drug regimens that modulate warfarin 

pharmacokinetics or pharmacodynamics caused the removal of 27 patients. S:R-warfarin 

ratio obtained at 3 (n=92), 14 (n=91) and 24 (n=8S) hours after the first dose of warfarin 

ranged from 0.22 to 1.71 (mean ±SD: 0.8S±0.23), 0.26 to 1.19 (0.68±0.18) and 0.24 to 

1.43 (0.63±0.21), respectively. For a given dose, a high S:R-warfarin ratio is likely 

indicative of a low CYP2C9 activity (responsible for the metabolism of S-warfarin). 

Accordillgly, patients receivillg lower doses of warfarin on Day 14 exhibited higher S:R­

warfarin ratios at 14 hours post-dose on Day 1 (Figure 1 B; p<0.01). Moreover, patients 

with a low S:R-warfarin ratio (14 hours) received S.0±1.9 mg/d compared to intermediate 

and high S:R ratio groups who took on average, 3.7±1.6 and 2.9±1.8 mg/d, respectively 

(Figure 2B; p<O.OS, low vs high ratio groups). No relationship could be demonstrated 

between levels of S-warfarin, R-warfarin, 7-hydroxy-S-warfarin or 7-hydroxy-S-warfarin/R­

warfarin ratio and mean dose administered to our patients (Days 12, 11 and 10) 

corresponding to INR on Day 14. 

The third marker of a phenotypic measure assessed was INR at Day 4 adjusted for dose 

(Day 1-3). Hence, INR at Day 4 was obtained in 119 patients; in 13 patients no INR 

values were available between Day 3-6. Results obtained demonstrated that the ratio INR 

at Day 4/mean dose was higher in subjects receiving low doses of warfarin corresponding 

to INR at Day 14 than subjects requiring higher doses (0.88±0.SS vs 0.18±0.04, 

respectively) (Figure 1 C; p<0.01). On average, lower ratios indicative of «resistance» to 

warfarin effects were associated with higher doses of warfarin (S.4±1.9 mg/d) although 

wide intersubject variability was observed (Figure 2C). In the other hand, patients very 
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sensitive to warfarin effects (ratio of INR (D4)/dose ~ 1) required lower doses (2.0±0.8 

mg/d; p< 0.01). 

Genotypic Approach 

Genotype of CYP2C9 could be determined in 128 patients: disease conditions did not 

allow for the preparation of high quality DNA in 4 patients. Allele frequencies for 

CYP2C9*1, CYP2C9*2 and CYP2C9*3 were 0.79, 0.13 and 0.07, respectively (Table Il). 

Mean doses of warfarin at Day 14 in patients with various CYP2C9 genotypes are shown 

in Figure 3. Overlapping values were observed in warfarin dose requirements between 

subjects with a CYP2C9*1*1 (4.2±2.0 mg/d) or a CYP2C9*1*2 (3.8±2.0 mg/d) genotype. 

There was a significant gene-dose effect in patients carrying at least one CYP2C9*3 

allele. Indeed, patients with a CYP2C9*1 *3 genotype received lower doses of warfarin 

(2.6±1.6 mg/d) than patients carrying two wild-type alleles (4.2±2.0 mg/d) (p<0.01). Only 

two subjects had a CYP2C9*2*2 genotype who respectively received a mean daily dose 

of 2.17 mg and 5 mg, and two subjects with a CYP2C9*2*3 genotype received a daily 

dose of 0.33 mg and 1.33 mg. 

Patients (n=126) were also analyzed for VKORC1 polymorphisms and 26 different 

genotypes could be detected (Table III). One hundred subjects could be used to 

determine influence of VKORC1 SNPs on warfarin doses. Table IV illustrates that 

patients homozygous for the wild-type allele at position 5808, 3673, 6484, 6853 and 7566 

of VKORC1 required significantly higher mean doses than carriers of two variant alleles at 

these positions. Heterozygous patients tended to require an intermediate dose. 

Requirements of warfarin doses were also different among patients carrying the VKORC1 

9041 G/A genotype (p<0.05): patients with a wild-type G/G genotype required lower 

doses th an patients with an A/A genotype. 

The combined effects of CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms on warfarin dose are 

presented in Figure 4. For CYP2C9, patients have been grouped as extensive (carriers of 

CYP2C9*1 *1 and CYP2C9*1 *2) or poor metabolizers (carriers of at least one CYP2C9*3 

allele). For VKORC1, special attention has been pa id to three specifie SNPs namely, 

3673, 6484 and 9041. VKORC1 had a clear modulatory effect on various CYP2C9 

metabolizer genotypes. Patients carrying a CYP2C9*1 allele and homozygous for variant 
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alleles of VKORC1 3673 or 6484 had significantly reduced mean warfarin doses 

compared to those homozygous for these VKORC1 wild-type alleles. Among extensive 

metabolizers of CYP2C9 (CYP2C9 *1 group), the subgroup of patients homozygous for 

the VKORC1 9041 wild-type allele required significantly lower doses of warfarin than 

carriers of one or two VKORC1 9041 variant alleles. Furthermore, patients with two wild­

type alleles of VKORC1 9041 and carriers of one CYP2C9*3 allele clearly required lower 

doses of warfarin th an patients with two allelic variants for VKORC1 9041 (p<0.05). 

Combined phenotypic and CYP2C9 genotypic approaches 

We evaluated the combined effects of phenotype measures and genotype determinations 

on warfarin dose. Mean urinary metabolic ratio of losartan did not differ significantly 

among patients with various CYP2C9 genotypes, although the metabolic ratio tended to 

be higher in carriers of a CYP2C9*3 allele (Figure SA). No significant differences in mean 

daily dose of warfarin were seen between various losartan metabolic ratio groups 

stratified for either CYP2C9 or VKORC1 genotypes. 

S:R-warfarin ratio measured at 14 hours differed significantly between CYP2C9*1*1, 

CYP2C9*2 and CYP2C9*3 genotypes.(Figure SB) The mean ratio of warfarin 

enantiomers for patients with a *3 aile le was higher compared to carriers of two wild-type 

aile les (p<0.001) or CYP2C9*2 allele (p<0.05). Finally, subjects with a CYP2C9*3 allele 

exhibited a greater ratio of INR (D4)/mean dose (0.8±0.5) than patients with CYP2C9*1 *1 

(0.5±0.4) or *2 (0.5±0.4) subgroups (Figure SB). This suggests that on average, 

decreased clearance of warfarin due to lower metabolism is associated with increased 

effects for the same dose administered. 

Regression Analysis 

Univariate analysis was performed to identify covariates associated with the inter­

individual variability in warfarin dose. Results from univariate study revealed that age, 

body-surface area, genotypes for CYP2C9 and VKORC1 [C YP2C9*2 . ((=0.02), , , 

CYP2C9*3 ((=0.09), VKORC1 3673 (G>A) ((=0.07), 6484 (C> T) ((=0.07), 6853 (C>G) 

((=0.05), 7566 (C>T) ((=0.07) and 9041 (G>A) ((=0.05)] different ratios of enantiomers 

such as R/(R-+S-warfarin, S/(S-+R-warfarin) and S:R-warfarin and various dose adjusted 

ratios of INR on Day 4 such as INR (D4)/dose, log INR (D4)/dose, INR (D4)/log dose, log 

INR(D4)/log dose were candidates contributing to variability observed in warfarin dose 
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requirements (p<0.2). In contrast, indication for anticoagulation therapy (p=0.44), plasma 

levels of .7-hydroxy-warfarin (p=0.39 to 0.96), plasma levels of S- or R-warfarin alone 

(p=0.23 to 0.91), ratio of 7-hydroxy-warfarinlR-warfarin (p>0.25), VKORC1861 (C>A) 

(p=0.98) , 5808 (T>G) (p=0.93) and 6009 (C> T) (p=0.44) and urinary metabolic ratio of 

losartan (p=0.42) were not significant potential covariates involved in intersubject 

variability in warfarin daily doses. 

Multiple regression analysis was performed with genetic and non-genetic variables 

including phenotypic measures. The major covariates contributing significantly to overall 

variability in warfarin doses were age, body-surface area, VKORC1 9041 (G>A) 

genotype, S:R-warfarin ratio at 14 hours and INR (D4)/dose (p<0.05). Variables 

associated with lower warfarin doses were increasing age, carrying at least one VKORC1 

3673 A allele, carrying one variant CYP2C9 allele, carrying two variant alleles of CYP2C9 

and increasing S:R-warfarin ratio at 14 hours or increasing ratio of INR at Day 4 over 

dose (Day 1-3) . Predictors of higher warfarin dose requirements were increasing body­

surface-area, high INR values, VKORC1 9041 GIA and A/A genotypes. Two final 

regression equations to estimate warfarin daily dose requirement were derived using 

either phenotypic approaches: 1) dose (mg/day) = 3.394 - 0.046*age(years) + 

2.473*BSA(m2
) - 3.174*S:R-warfarin ratio at 14 hours - 0.256*CYP2C9*1*x -

1.575*CYP2C9*x*x + 0.523*VKORC1 9041 GIA + 1.889*VKORC1 9041 A/A - 0.237*at 

least one allele VKORC1 3673 A + 0.196*INR and 2) dose (mg/day) = 4.438 -

0.046*age(years) + 1.400*BSA(m2
) - 3.223*INR(D4)/dose - 0.599*CYP2C9*1*x -

1.443*CYP2C9*x*x + 0.282*VKORC1 9041 GIA + 1.284*VKORC1 9041 A/A - 0.107*at 

least one allele VKORC1 3673 A + 0.279*INR. In multiple regression model, these 

covariates account for -51 % of the total variance in warfarin response (Figure 6). In the 

first model developed, the S:R-warfarin ratio at 14 hours accounted for 9.1 % of variance 

in warfarin dose while VKORC1 polymorphisms at positions 9041 and 3673 explained 

21%. Other factors such as age, body-surface-area, CYP2C9 and INR explained 9.0,8.6, 

2.5 and 1.25%, respectively. In the second model developed, dose adjusted INR on Day 

4 explained 31% of variability observed in warfarin doses at Day 14 while genotypic 

measures (CYP2C9- VKORC1) contributed only 6.5%. Contribution of other factors 

became 9.2% for age and 2.4% for BSA. None of the other factors studied were 

significantly associated with intersubject variability in warfarin doses. 
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DISCUSSION 

Our study used an innovative approach by combining phenotypic assessments to 

genotypic determinations of most prevalent CYP2C9 and VKORC1 polymorphisms. This 

approach was predicted to represent a preferred strategy to describe the required dose of 

warfarin in a real clinical setting with heavily medicated patients. The multiple regression 

analysis equations derived should be the basis for the design of new prospective studies 

aimed at the prediction of warfarin dose in a similar population of patients. 

Studies have demonstrated in healthy volunteers first and then in patients that CYP2C9 

polymorphisms explain part of the inter-subject variability in warfarin clearance. Carriers 

of CYP2C9"'2 and CYP2C9*3 variant alleles were shown to exhibit lower clearance of S­

warfarin compared to CYP2C9*1*1 subjects, and consequently, to require lower doses of 

warfarin. SNPs in VKORC1 were described and thereafter, strategies that combined 

determination of both CYP2C9 and VKORC1 genotypes improved significantly the 

description of warfarin dose requirements in patients: One must realize however that 

most of these studies had stringent inclusion criteria, not recruiting patients with 

concomitant drug treatments or limiting the use of drugs interacting with the 

pharmacokinetics and pharmacodynamics of warfarin. So, in that regard, our study is 

more widely applicable since no exclusion criteria for concomitant medications were 

applied; our patients took on average 11 drugs per day. 

Our study is also rather unique since we recruited patients at the beginning of their 

anticoagulation therapy. Moreover, our endpoint measurement was INR observed at a 

fixed time Le., 14 days after the start of warfarin treatment. This design differs from that of 

previous studies that recruited patients receiving constant maintenance warfarin doses for 

several weeks Le., when INR was therapeutic (between 2-3). Indeed, we submitted our 

data to the equation derived from multiple regression analysis (.-2 of 0.60) carried out by 

Herman et al.21 Analysis performed with this model demonstrated that .-2 for our data was 

only 32%. Similarly, Herman et al. also found an .-2 of 37% when they included patients 

receiving concomitant treatment with drugs interacting with warfarin metabolism.22 Such 

observations lead us to propose that conditions imposed from our study design are more 

appropriate for the establishment of an algorithm to prediet dose requirements of warfarin 

in heavily medieated patients. 
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An association between haplotype groups of VKORCl and warfarin doses has been 

reported even though others indicated that this haplotype was no more informative than 

the use of individual tag SNPs.20, 23, 24 ln fact, several SNPs used to discriminate between 

haplotype groups are in strong linkage disequilibrium. Contribution of VKORCl SNPs or 

haplotypes was however greater than that of CYP2C9 polymorphisms.25, 26 ln agreement 

with these studies, we reported that VKORCl variations associate with greater inter­

individual variation in warfarin doses compared to CYP2C9 polymorphism. 

Three phenotypic strategies were evaluated in our study to determine the metabolic 

activity of our patients at the beginning of their warfarin therapy. In the first approach, 

losartan urinary metabolic ratio was used to predict warfarin dose requirements, 

assuming that this phenotypic measure could estimate warfarin clearance. A high 

metabolic capacity towards losartan tènded to be associated with larger dose 

requirements for warfarin. Consistent with previous studies, carriers of CYP2C9*3 alleles 

also presented with lower metabolic capacity towards losartan.27 However, wide inter­

subject variability caused by concomitant drug administration made this approach of low 

interest. We also realized that a urinary phenotypic approach was very difficult to realize 

in clinical practice, even in hospitalized patients. 

However, a phenotypic approach based on plasma levels of warfarin was much more 

feasible. Very few samples were missed and less protocol deviations were observed. 

Plasma levels of R-warfarin, S-warfarin or 7-hydroxy-S-warfarin were not good predictors 

of warfarin dose requirements. On the other hand, S:R-warfarin ratio at 3, 14 or 24 hours 

correlated weil, as univariate parameters, with CYP2C9 genotype and warfarin dose 

requirements. Hjghest correlation was observed with data obtained at 14 hours following 

the first dose of warfarin. Ma et al. evaluated the use of S-warfarin AUC, clearance and 

S:R-warfarin ratio as measures of CYP2C9 activity.28 They found that a derived two-point 

equation of S-warfarin concentrations determined at 24 and 48 hours was the most 

predictive parameter of S-warfarin AUC, a surrogate of CYP2C9 activity. In contrast, the 

S:R-warfarin ratio was not predictive of S-warfarin AUC. In agreement with our results, 

several studies demonstrated that the S:R-warfarin ratio was lower among patients 

carrying two wild-type allele than those with allelic variants.22, 29, 30 Finally, the third 

approach used a dose adjusted INR determined at Day 4 to predict dose of warfarin 

corresponding to INR at Day 14. Su ch an approach would be appealing for its use in 

«real clinical setting». 
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Results from our study represent the basis for the development of new prospective 

studies to predict warfarin dose rèquirements. Such information shall be key in guiding 

clinicians toward individualizing drug treatments in the near future. In that sense, warfarin 

may represent one of the first drugs to be used as a proof of concept for personalized 

medicine. 

CONCLUSION 

Our study used an innovative strategy combining genotyping and phenotypic approaches 

to explain dose require"ments of warfarin in heavily medicated patients. We have 

demonstrated that determination of S:R-warfarin ratio from a single blood sample taken 

fourteen hours after the first dose of warfarin or dose adjusted INR at Day 4 combined 

with genotype determination of VKORC1 G9041 A and G3673A, CYP2C9"2 and 

CYP2C9*3 as weil as assessment of covariates such as body-surface area and age are 

key determinants of warfarin dose requirements in our population. Prospective studies 

using our derived multiple regression models should allow prediction of warfarin dose 

requirements in a real-world clinical setting. 

METHODS 

Patients 

One hundred and fort y three (143) patients in whom anticoagulant therapy with warfarin 

had to be initiated were recruited at the Montreal Heart Institute, the Quebec Heart 

Institute (Hôpital Laval), the Maisonneuve-Rosemont Hospital and Haut-Richelieu 

Hospital; 132 patients completed the study. Ali patients gave written informed consent. 

The study protocol was approved by ethic committees of participating hospitals. 

Eligibility criteria 

Hospitalized patients in whom warfarin therapy had to be initiated for a period of at least 

14 days were deemed eligible for the study. No patients were excluded because of 

concomitant treatment including drugs known to interfere with warfarin pharmacokinetics. 

However, treatment with these drugs had to remain stable between Day 1 and Day 14. Ali 

patients were treated for cardiovascular diseases requiring a target INR value between 2 
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to 3.5. Patients had to receive their first dose of warfarin between 5 and 8 PM and had to 

be 18 years old and over. 

Study design 

This was a prospective cohort study. Clinical monitoring consisted of standard 

monitoring according to the anticoagulant therapy protocols of the participating . 

hospitals. At entry in the study, a detailed medication history was obtained by a 

pharmacist to identify ail concomitant medications, natural products taken and lifestyle 

elements that may affect warfarin metabolism and/or effects. Then, two 5 ml blood 

sarnples were drawn using Vacutainers® (Becton Dickenson) containing EDT A. These 

tubes were used for genotype determinations. 

Prior to the first dose of warfarin, a single oral dose of 12.5 mg losartan was 

administered with 200 ml of water. Patients were instructed to empty their bladder and 

to keep a mid-flow sample. Then, total urine was collected over the next 6 hours. The 

first dose of warfarin was administered at least 6 hours after the dose of losartan and 

between 5 and 8 PM. Blood samples (7 ml) for the determination of R- and S-warfarin, 

and the 7-hydroxy-S-warfarin metabolite were obtained in EDTA containing 

Vacutainers® (Becton Dickenson) at 3, 14 and 24 hours after administration of 

warfarin. 

During the hospitalization period and up to 14 days after initiation of warfarin therapy, 

changes in patients' medication, general condition or lifestyle were monitored. Since 

warfarin effects on INR are apparent only 48h to 72h after intake, dose corresponding 

to INR at Day' 4 and 14 were calculated as the mean daily dose from Day 1-3 and Day 

10-12, respectively. Three dose groups were created for analysis of data: low 

«2.5mg/day), medium (2.5 to 6.5 mg/day) and hjgh doses (>6.5 mg/day) of warfarin. 

Determination of urinary concentrations of losartan and its metabolite 

CYP2C9 phenotype of each patient was estimated by measuring the urinary metabolic 

ratio of losartan to its metabolite (EXP~ 174) from a total urine sam pie collected from 0 

to 6 hours after the administration of losartan. Levels of losartan and its metabolite 

were determined by HPLC using a slightly modified assay.31 
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Stereoselective determination of warfarin and 7-hydroxy-warfarin in plasma. 

Plasma levels of warfarin enantiomers and of 7 -hydroxy-S-warfarin were determined 

from blood samples obtained at 3, 14 and 24 hours after the first dose of warfarin. An 

API4000 (Applied Biosystems) tandem mass spectrometer with an Agilent 1100 series 

HPLC was used for the analysis. 

Limit of quantification for these products ranged from 6 t015 ng/ml. 

Determination of CYP2C9 genotypes 

CYP2C9 genotyping was performed by gene chip analysis (BioFilm) using the 

Autogenomics Infinity system for the following variants: CYP2C9*1, CYP2C9*2 

(rs1799853), CYP2C9*3 (rs1 05791 0), CYP2C9*4, CYP2C9*5 (rs28371686), CYP2C9*6 

(rs9332131) and CYP2C9*11. 

Determination of VKORC1 genotypes 

VKORC1 assay was also performed using the Autogenomics Infiniti system. Nine allelic 

variants of VKORC1 were determined; 861 (rs17880887), 3673 (rs9923231), 5808 

(rs2884737), 6009 (rs17708472), 6484 (rs9934438), 6853 (rs8050894), 7566 

(rs2359612), 8773 (rs7200749) and 9041 (rs7294). In the present study, the position of 

SNPs was numbered according to VKOR reference sequence (GenBank accession 

number AY587020). 

Statistical analysis 

Data are presented as mean ± standard deviation or as percentage for continuous or 

categorical variables, respectively. The selection process was performed by using 

univariate analysis of each variable. Categorical variables were analyzed using a one­

way ANOVA while continuous variables were analyzed based on the' Pearson 

correlation coefficient. Variables whose univariate test had a p-value < 0.20 were 

candidates for the multivariate model building. At this stage, selection of the variables 

was performed using two statistical approaches. First, the stepwise and backward 

selections of variables were used in the multivariate regression model. An alternative 

procedure to select variables was to use the best subset selection containing three to 

nine variables. Akaike's and Sawa's Bayesian information criterions were computed to 
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validate the model selected. For the final model, a robust regression analysis was 

performed using MM estimation technique. The estimate parameters were similar to 

ones obtained from the ordinary least squares estimates. Once the model was built, 

continuous variables were checked for the assumption of linearity. Visual 

representation (Q-Q plot) of studentized residuals as weil as Shapiro-Wilk test for 

normality were performed to assess the goodness-of-fit of the modal. Data were 

analysed using the statistical package SAS version 9.1.3 (SAS Institute Inc, Cary, NC). 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Relationship between urinary metabolie ratio of losartan and warfarin dose. A) 

Losartan urinary metabolie ratios are reported aeeording to warfarin dosing 

groups. B) Warfarin dose is reported aeeording to low, intermediate and 

extensive metabolizer phenotypes. Box and wisker plots are iIIustrated: the 

horizontal line indieates the median. 

Figure 2: Relationship between S:R-warfarin ratio at 14h and warfarin dose. A) S:R­

warfarin ratios are reported aeeording to warfarin dosing groups. B) Warfarin 

dose is reported aeeording to low, intermediate and extensive metabolizer 

phenotypes. Box and wisker plots are illustrated: the horizontal line indieates 

the median. 

Figure 3: Relationship between the INR (Day 4) over mean dose of warfarin (Day 1-3) 

ratio and warfarin dose. A) INR (Day 4)/ mean dose of warfarin (Day 1-3) ratios 

are reported aeeording to warfarin dosing groups. B) Warfarin dose is reported 

aeeording to low, intermediate and intensive metabolizer phenotypes. Box and 

wisker plots are iIIustrated: the horizontalline indieates the median. 

Figure 4: Warfarin dose requirements aeeording to CYP2C9 genotypes. Box and wisker 

plot of warfarin doses. The horizontalline indieates the median. 

Figure 5: Relationship between VKORC1 at positions A) 3673, B) 6484, C) 9041 and 

CYP2C9 genetie polymorphisms with warfarin dose requirements. Box and 

wisker plot of mean warfarin doses. The horizontal li ne indieates the median. 

Figure 6: A) Relationship between losartan urinary metabolie ratio and CYP2C9. Box and 

wisker plot of urinary metabolie ratio of losartan. The horizontal li ne indieates 

the median. B) Relationship between S:R-warfarin ratio and CYP2C9. Box and 

wisker plot of S:R-warfarin ratio (14h). The horizontalline indieates the median. 

C) Relationship between INR (Day 4)/ mean dose of warfarin (Day 1-3) ratio 
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and CYP2C9. Box and wisker plot of INR (Day 4)/ mean dose of warfarin (Day 

1-3) ratio. The horizontalline indicates the median. 

Figure 7: Multiple linear regression model for the prediction of warfarin dose. A) 

Multivariate model based on S:R-warfarin ratio as a phenotypic measure and 

B) Multivariate model based on the INR (Day 4)/ mean dose of warfarin (Day 

1-3) ratio as a phenotypic measure. 
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* Dose of warfarin required in patients with a VKORC1 3673 GIG genotype combined to a 

CYP2C9*1 allele is significantly different (p<O.05) from other groups indicated with a star 

(*). 

t indicates a statistically significant difference (p<O.05) between CYP2C9*1 and 

CYP2C9*3 groups among subjects with a VKORC1 3673 GIA genotype. 
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* Dose of warfarin required in patients with a VKORC 1 6484 C/C genotype combined to a 

CYP2C9*1 allele is significantly different (p<O.05) from other groups indicated with a star 

(*). 

t indicates a statistically significant difference (p<O.05) between CYP2C9*1 and 

CYP2C9*3 groups among subjects with a VKORC1 6484 CfT genotype. 
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* Dose of warfarin required in patients with a VKORC1 9041 GIG genotype combined to a 

CYP2C9*3 allele is significantly different (p<0.05) from other groups indicated with a star 

(*). 

t indicates statistically significant difference (p<0.05) between patients with VKORC1 

9041 GIA genotype combined to a CYP2C9*3 allele and patients with a VKORC1 9041 

A/A genotype combined to a CYP2C9*1 allele. 
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TABLE 1 

Characteristics of patients included in our study. 

Demographie data 

Gender (male:female) 

Age (years) 

Weight (kg) 

Height (m) 

INR at Day 14 

% of patients in therapeutic INR 

range 

Mean INR 

Ethnicity 

Caucasian 

Black 

Asian 

Other 

Indication for warfarin therapy 

Atrial fibrillation 

Mechanical heart valve 

Deep venous thrombosis 

Stroke/ Transient ischemic attack 

Heart failure/Cardiomyopathy 

Pulmonary embolism 

Other 

Concomitant drugs per day 

* Mean ;tSD 

Cohort n= 132 

75:57 

61.8 ±13.0* 

78.2 ±20.1* 

1.66 ±O.09* 

53.8% 

2.65 ±1.09* 

131 

o 
o 
1 

67 

44 

3 

6 

4 

3 

6 

11.1 ±4.2* 
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TABLE Il 

A) Allele frequencies for CYP2C9 

SNP Allele % 

CYP2C9*1 79.3 

CYP2C9*2 13.3 

CYP2C9*3 7.4 

CYP2C9*4 0 

CYP2C9*5 0 

CYP2C9*6 0 

CYP2C9*11 0 

B) Genotype frequencies for CYP2C9 

Genotype CYP2C9*1 *1 CYP2C9*1 *2 CYP2C9*1 *3 CYP2C9*M*M 

% 61.7 21.9 13.3 3.1 
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TABLE III 

A) Allele frequencies for VKORC1 

SNP Wild-type allele % Variant allele % 

861 (C>A) 67.1 32.9 

3673 (G>A) 61.5 38.5 

5808 (T>G) 77.0 23.0 

6009 (C>T) 75.4 24.6 

6484 (C>T) 61.5 38.5 

6853(C>G) 60.3 39.7 

7566 (C>T) 61.9 38.1 

8773 (C>T) 99.6 0.4 

9041 (G>A) 64.7 35.3 
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(TABLE III) 

B) Genotype frequencies for VKORC1 

SNP W-W% W-M% M-M% 

861 (C>A) 47.6 38.9 13.5 

3673 (G>A) 34.9 53.2 11.9 

5808 (T>G) 59.5 34.9 5.6 

6009 (C>T) 57.1 36.5 6.3 

6484 (C>T) 34.9 53.2 11.9 

6853(C>G) 32.5 55.6 11.9 

7566 (C>T) 35.4 52.4 11.9 

8773 (C>T) 99.2 0.8 0 

9041 (G>A) 42.1 45.2 12.7 
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TABLE IV 

Association between genetic polymorphisms of VKORC1 and warfarin dose 

requirements. 

VKORC1 SNPs 2 WILD-TYPE ALLE LES 1 VARIANT ALLELE 2 VARIANT ALLE LES 

861 (C>A) 3.6 ±1.9 4.1 ±1.6 3.8 ±2.4 

3673 (G>A) 4.5 ±2.3 t 3.7 ±1.0 * 2.3±1.1 

5808 (T>G) 4.0 ±2.2 * 3.9 ±1.0 * 2.0 ±0.9 

6009 (C>T) 3.6 ±1.7 4.3 ±1.2 3.3 ±1.4 

6484 (C>T) 4.5 ±2.3t 3.7 ±1.1* 2.3 ±1.0 

6853(C>G) 4.4 ±2.3 t 3.8±1.1* 2.3±1.1 

7566 (C>T) 4.5 ±2.2 t 3.7±1.1 * 2.3±1.1 

8773 (C>T) 3.8 ±2.0 5.8 

. . 
9041 (G>A) 3.4 ±1.8 3.9 ±0.9 4.7 ±1.8 

*significantly different (p < 0.05) from the group with 2 variant alleles. 

t significantly different (p < 0.001) from the group with 2 variant alleles. 



TABLE V 

P-values and multiple r2 values for SNPs associated with CYP2C9 and VKORC1. 

Variables 

CYP2C9 

CYP2C9 *2 

CYP2C9 *3 

VKORC1 

861 (C>A) 

3673 (G>A) 

5808 (T>G) 

6009 (C>T) 

6484 (C>T) 

6853 (C>G) 

7566 (C>T) 

9041 (G>A) 

Rsa 

0.02 

0.09 

0.001 

0.07 

0.001 

0.017 

0.07 

0.05 

0.07 

0.05 

p-value 

0.20 

0.001 

0.97 

0.03 

0.93 

0.46 

0.03 

0.10 

'0.03 

0.09 
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vi) DISCUSSION 

La pharmacogénétique liée à la réponse à la warfarine est caractérisée par une 

pharmacogénétique dite polygénique. De fait, il y aurait environ 30 gènes qui 

interviendraient dans tout le processus pharmacologique de la warfarine (incluant le 

métabolisme, le transport et les effets pharmacologiques).529 Tel que montré par 

différentes études, les différences pharmacogénétiques dans la réponse à la 

warfarine constituent un groupe de facteurs importants à considérer pour la 

prédiction de la dose à la warfarine. La figure 10 représente les contributions 

relatives de divers facteurs tant génétiques que non-génétiques impliqués dans la 

Facteurs Cliniques 

Facteurs 
Inconnus 

43% 

--------- 20% 

GGCX 
2% 

CYP2C9 
10% 

FIGURE 10 i Contribution des facteurs génétiques et non-génétiques dans la 
variabilité des doses de maintien de la warfarine. 
Figure adaptée de Au et Rettie (Drug Metabol Rev 2008) 

variabilité de la réponse à la warfarine chez des patients caucasiens. Ainsi, l'âge, le 

sexe, l'index de masse corporel et les interactions expliqueraient -20% de la 

variabilité.530 Tandis que les génotypes VKORC1, CYP2C9 et GGCX expliqueraient 

-25%, 10% et 2%, respectivement, de la variabilité dans la dose de warfarine.506, 518, 

520 Malgré le nombre impressionnant d'analyses dans ce domaine, il n'en demeure 

pas moins que plus de 40% des causes de la variabilité demeurent inconnues. 

De nombreux groupes de recherche et cela, à travers le monde, ont développé et 

proposé des algorithmes incluant la pharmacogénétique en plus des facteurs 

cliniques afin de prédire la dose de warfarine. Par exemple, le groupe de 
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Schalekamp ont trouvé que l'âge, les génotypes de CYP2C9 et de VKORC1 

expliquaient 13%, 5% et 21 %, respectivement, de la variabilité dans la dose 

moyenne quotidienne chez des patients stabilisés sous acenocoumarol et ne 

prenant aucun médicament pouvant interagir avec leur anticoagulant.513 La 

combinaison des différentes variables a permis de dériver un modèle de régression 

décrivant 39% de la variabilité dans la dose d'anticoagulant.513 La contribution des 

covariables étudiées par Schalekamp et al. est comparable à celle obtenue dans 

notre modèle utilisant le ratio de warfarine plasmatique comme mesure 

phénotypique. L'algorithme développé par le groupe d'Aquilante bien qu'il soit 

beaucoup plus complet et complexe (comprenant; les génotypes de VKORC1 et de 

CYP2C9, le poids, l'âge, le tabagisme, la présence d'inducteurs et d'inhibiteurs de 

CYP2C9, l'apport en vitamine K et une mutation sur le facteur VII de coagulation) 

explique 51 % de la variabilité de la dose de warfarine.531 Cette étude malgré qu'elle 

ait émis différents critères d'exclusion quant à la médication, présentait une cohorte 

de patients avec des interactions médicamenteuses potentielles. Il n'y avait aucune 

pondération, c'est-à-dire que le modèle évalue la présence ou l'absence (soit 0 ou 

1) d'interactions potentielles pour une liste restreinte de médicaments 

prédéterminés ce qui est moins précis que le recours à un phénotype.531 

Notre étude montre que la contribution du génotype du CYP2C9 comme facteur de 

variabilité dans la dose de warfarine apparaît moindre que celle du génotype de 

VKORC1. Cette observation est également e.n accord avec plusieurs études qui ont 

démontré que l'impact du CYP2C9 dans la réponse aux anticoagulants est plus 

faible comparativement à celle de VKORC1.506, 508, 512, 514, 532 

Sconce et al. ont développé un algorithme basé sur -300 patients caucasiens qui 

recevaient une dose stable de warfarine et qui présentaient un INR stable et 

thérapeutique.533 Ces auteurs ont montré que l'incorporation des covariables telles 

que l'âge, la taille, le CYP2C9 (CYP2C9*2 et *3) et le génotype VKORC1 pour le 

SNP -1639 (ou 3673) permettaient d'obtenir le meilleur estimateur de la dose de 

warfarine, soit 54% de la variabilité de la dose est expliquée par leur modèle.533 Tout 

comme pour l'étude de Bodin, il a été observé que les variants de VKORC1 aux 

positions -1639 (3673) et 1173 (6484) étaient très étroitement liés.512
, 533 Bodin et al. 

ont montré que le génotype de VKORC1 expliquait 37% de la variabilité de la dose 

d'acenocoumarol chez des volontaires sains.512 Ils ont aussi étudié l'effet des 

différents haplotypes de VKORC1 et ont observé que la variabilité pouvait être 

expliquée directement par les polymorphismes VKORC1 -1639 (3673) ou 1173 
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(6484).512 Ceci est en accord avec les données obtenues avec l'étude de Sconce et 

al., de même qu'avec notre étude. De fait, lors de nos analyses univariées et 

multivariées, il a été observé que ces deux SNPs étaient équivalents. 

Le tableau 1 présente un résumé (bien que non-exhaustif) de plusieurs modèles 

proposés pour déterminer la contribution de différents facteurs dans la variabilité de 

la réponse à la warfarine et conséquemment, proposer un modèle visant à mieux 

prédire la dose à administrer. En accord avec ces différentes études, certaines 

covariables sont également retrouvées dans nos modèles telles que l'âge, le BSA et 

les génotypes pour CYP2C9 et VKORC1. De plus, ce qui distingue notre étude de 

celles présentées dans ce tableau, est que nous avons inclus tous les médicaments 

co-prescrits avec la warfarine alors que les études jusqu'ici publiées, excluent ou 

limitent la médication co-administrée chez leurs patients. Ceci peut expliquer en 

partie la raison pour laquelle dans notre étude, le génotype pour CYP2C9 explique 

un si faible pourcentage de variabilité dans la réponse à la warfarine. En fait, chez 

les individus avec un génotype «génétiquement normal» (CYP2C9*1 *1) différents 

facteurs peuvent affecter l'activité de l'enzyme comme la présence d'interactions 

médicamenteuses. Ainsi, les résultats d'études qui avaient comme critères 

d'exclusion la coadministration de médicaments diminuaient par le fait même la 

variabilité et surestimaient le rôle du génotype CYP2C9. De plus, l'ajout d'une 

mesure phénotypique prend aussi en compte l'effet du génotype. 
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TABLEAU 1. Résumé de diverses études et les principales covariables incluses 
dans leur algorithme pharmacogénétique proposé pour estimer la dose de 
warfarine. 

./ Poids Limité 56 

Sexe ~ .;' Rx 35 
(1173,9041) 

./ BSA, ./ Limité 42 
Sexe 

Poiœ Limité 37 

BSA ./ .;' Non 60 
(9041,6484) 

Poids ;t' Limité 57 

./ ./ .;' Non 39 
(6484) 

./ .;' Limité 51 
(3673) 

./ Sexe, ./ .;' ? 45 
Poids (1173) 

Poids .;' Non 63 
(3673) 

./ Sexe, ./ .;' ? 33 
Poids (1173.9041) 

./ BSA ./ .;' ./ 54 
(3673,9041 ) 
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De plus, on peut remarquer que notre étude se compare à d'autres études si l'on 

compare les coefficients de corrélation. Toutefois, il est intéressant de constater que 

si l'on applique les données de notre étude dans le modèle d'Herman et al. qui est 

le meilleur modèle présenté selon le coefficient de corrélation rapporté, la prédiction 

du modèle chute drastiquement. En effet, la corrélation qui est de 60% dans le 

modèle publié par 

Herman diminue à 

32% lorsque l'on 

tente 

l'appliquer 

de 

aux 

données des 

patients de notre 

étude tel que 

montré par la 

figure suivante 

(Figure 11). Ceci 

est un bel 

Q) 
Cf) 

0 
0 -Cl 
0 

"0 
Q) -u 
'6 
Q) ..... 
a.. 

-1.0 

FIGURE u 

0 

-0.5 0.0 0.5 

Observed log(Dose) 

1.0 

F=60% Herman's data 
F=32% Herman's model 

with our data 

1.5 

exemple des limites des modèles à des populations qui sont plus ou moins 

représentatives de la clinique réelle. 

Le choix des temps de prélèvements plasmatiques pour la warfarine au jour 0 Uour 

de l'initiation du traitement) est basé, entre autres, sur une étude qui a déterminé la 

clairance à la warfarine et de ses énantiomères à l'aide d'un AUC complet ou d'un 

point, soit un seul prélèvement à 6, 15 et 20 heures post-dose.534 Leurs résultats 

suggèrent qu'un échantillon plasmatique prélevé à 12 ±2 heures post-dose est un 

bon estimateur (à ±1-6%) de la concentration moyenne obtenue avec le calcul de 

l'AUC complet. 534 D'ailleurs, plusieurs temps de prélèvements ont été évalués (3, 14 

et 24 heures) lors de nos analyses et le ratio des concentrations plasmatiques 

prélevées à 14 heures semblait aussi représenter le temps de prélèvement optimal. 

Le modèle proposé par l'étude de Loebstein et collaborateurs rapporte que les 

concentrations plasmatiques de warfarine expliquent 26% de la variabilité de la 

dose alors que dans notre modèle le phénotype de S-/R-warfarine contribue pour 

9.1 % de la variabilité dans la dose de warfarine.469 

Il Y a de nombreuses études qui tentent d'élucider la contribution des variables 

pharmacogénétiques dans la variabilité de la dose à la warfarine avec l'objectif de 
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mieux cibler la dose de warfarine lors de l'initiation du traitement. Il faut noter que la 

majorité des études, à l'exception de Wadelius et al. et de notre étude, ont utilisé 

une cohorte de patients prenant des doses de maintien stables et ayant un INR 

dans l'intervalle thérapeutique. Des études prospectives sont nécessaires afin 

d'évaluer l'impact et les retombées cliniques de tests pharmacogénétiques sur les 

«outcomes» cliniques comme les saignements, les hémorragies et les 

thromboembolies secondaires à une sur- ou sous-anticoagulation. Depuis août 

2007, la FDA a émis un communiqué lequel recommande ou du moins encourage 

fortement les praticiens à effectuer des tests pharmacogénétiques pour les patients 

chez qui une thérapie à la warfarine est amorcée. L'algorithme proposé par la FDA 

repose sur les facteurs suivants; les SNPs CYP2C9 (*2, *3), VKORC1 (-

1639/3673), l'âge, le BSA, l'ethnie, le tabagisme, l'amiodarone, l'INR cible et 

l'indication pour l'anticoagulothérapie. Ce modèle explique 53% de la dose à la 

warfarine, ce qui représente en général un bon modèle comparable aux données 

connues et publiées. Malheureusement, l'algorithme proposé par la FDA a été 

réalisé à partir d'études qui pour la plupart excluaient les patients prenant des 

médicaments connus pour affecter le métabolisme de la warfarine ou sinon 

acceptaient et stratifiaient pour un nombre très limité de médicaments (souvent pour 

l'amiodarone, la carbamazépine et la simvastatine). Par conséquent, on peut 

présumer de la faiblesse de leur modèle auprès d'une clientèle recevant souvent 

plusieurs médicaments. 

En 2008, une étude a évalué le potentiel d'interaction entre la warfarine et les 

médicaments co-prescrits.535 Snaith et al. ont déterminé dans la population 

écossaise qu'environ 68% des patients prenant de la warfarine recevaient 

également au moins un médicament avec un potentiel d'interaction avec celle-ci, et 

24% des patients présentaient des interactions possibles avec la warfarine avec 3 

médicaments et plus.535 Parmi les prescriptions avec un potentiel d'interactions 

médicamenteuses, 28% de ces prescriptions étaient pour une utilisation à court 

terme alors que 59% faisaient référence à des prescriptions dites régulières (à 

répétition). Wittkowsky et al. ont rapporté à partir d'un échantillon de patients 

américains traités avec la warfarine que 81,6% de ceux-ci recevaient aussi au 

moins un médicament qui potentiellement pouvait causer une interaction avec 

l'anticoagulant.536 Un autre point à souligner est que les interactions 

médicamenteuses et les saignements reliés à l'anticoagulothérapie surviennent 

davantage chez les personnes âgées et les patients recevant une polypharmacie.537 

Étant donné que les patients prenant de la warfarine sont généralement âgés de 
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plus de 60 ans et qu'ils reçoivent en concomitance souvent plusieurs médicaments, 

il y a donc un intérêt majeur à considérer le profil pharmacologique des patients 

dans les modèles de prédiction des doses de warfarine. Une étude rapporte que 

12% des femmes âgées de 65 ans et plus prennent en moyenne plus de neuf 

médicaments.538 Notre étude se démarque sur ce point puisque qu'aucun patient n'a 

été exclu en raison de sa co-comédication. L'avantage de la mesure phénotypique 

est qu'elle permet d'obtenir un reflet global de la capacité à éliminer la warfarine 

sans avoir à inclure et à élaborer une longue liste de tous les médicaments et 

facteurs potentiels pouvant affecter le métabolisme et leur attribuer à chacun un 

certain poids. 

En conclusion, nous avons développé un algorithme dont la portée s'étend aux 

patients polymédicamentés qui trop souvent sont exclus des études. Il faut souligner 

que les algorithmes tentant de prédire la variabilité dans la réponse (la dose) de 

warfarine sont entre autres élaborés pour les patients qui en clinique posent souvent 

problèmes. Notre étude a montré que l'addition d'une mesure phénotypique 

améliore significativement notre modèle. Il faut toutefois mentionner que des études 

prospectives évaluant la validité clinique de notre algorithme ainsi que les 

retombées cliniques sont requises avant d'émettre toute recommandation ou 

d'encourager son application en clinique. 



SECTION 3; CONCLUSION 
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3. CONCLUSION GÉNÉRALE 

Les causes potentielles de variabilité dans la réponse aux médicaments incluent les 

facteurs extrinsèques comme la prise concomitante de médicaments ainsi que les 

facteurs intrinsèques comme le sexe, l'âge, l'ethnie et les différences génétiques 

des enzymes responsables du métabolisme ou du transport des médicaments. Les 

travaux réalisés au cours de mon doctorat ont permis une intégration de ces 

différents concepts dans une perspective mécanistique afin de mieux comprendre la 

variabilité dans la réponse aux médicaments. Ceci fut accompli à l'aide d'études de 

nature fondar:nentale et clinique afin d'évaluer concrètement chez le patient, la 

variabilité réelle dans un but de fournir des outils pour améliorer les soins aux 

patients. 

Le premier volet de mes travaux de recherche présentés dans cette thèse portait 

sur la caractérisation du métabolisme par les CYP3As de la dompéridone en 

utilisant le midazolam comme substrat de référence. Malgré que les CYP3A4 et 

CYP3A5 présentent un chevauchement important dans les substrats qu'ils 

métabolisent, ces deux isoenzymes ont montré des cinétiques de formation 

particulière et/ou préférentielle avec la dompéridone et le midazolam. Effectivement, 

nos résultats ont montré que la clairance intrinsèque de la dompéridone par le 

rCYP3A4 est supérieure (10-fois) à celle du rCYP3A5. À l'inverse, les valeurs de 

clairance intrinsèque des métabolites 1- et 4-hydroxymidazolam par le rCYP3A5 

sont légèrement plus élevées que celle du rCYP3A4. De plus, des cinétiques non­

convention elles dites atypiques ont été observées. Nous avons également observé 

que l'ajout de cytochrome b5 dans le milieu d'incubation améliorait l'activité 

catalytique des deux isoformes CYP3As et cela, pour les deux substrats évalués 

(dompéridone et midazolam). Ces travaux de recherche sont en accord avec la 

littérature qui supporte le rôle effecteur du cytochrome b5. De plus, nos résultats ont 

montré que l'ampleur de l'effet du cytochrome b5 varie selon l'isoenzyme et les 

substrats en présence, mais qu'il peut aussi affecter différemment le niveau 

d'inhibition par le kétoconazole. De fait, le kétoconazole a inhibé plus fortement le 

CYP3A4 comparativement au CYP3A5 et ceci, en présence de la dompéridone ou 

du midazolam. Afin d'améliorer l'extrapolation in vivo à partir des études in vitro, nos 

données suggèrent que la détermination précise du profil cinétique des substrats 

devrait être effectuée. De plus, puisque le cytochrome b5 est co-exprimé au niveau 

hépatique, il nous apparaît indiquer que les études in vitro de métabolisme utilisant 
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des isoenzymes recombinantes s'assurent de l'ajout du cytochrome b5 afin de 

présenter un reflet plus exacte des conditions observées avec des microsomes 

hépatiques. 

Dans un deuxième temps, mes travaux de recherche consistaient à évaluer le 

potentiel inhibiteur de la clarithromycine, un antibiotique macrolide largement 

prescrit et dont le potentiel d'interactions médicamenteuses in vivo est important. 

L'intérêt de cette étude a été éveillé dû aux discordances entre les données in vitro 

et in vivo concernant l'inhibition par la clarithromycine. Nos résultats ont montré que 

la clarithromycine est un faible inhibiteur compétitif tel qu'observé avec les études 

d'inhibition avec les microsomes de foie humain en présence de dompéridone ou de 

midazolam. De plus, l'inhibition par la clarithromycine envers les enzymes 

recombinantes CYP3A4 et CYP3A5 était sensible à l'ajout de cytochrome b5. 

Particulièrement, l'inhibition de la formation du métabolite hydroxylé de la 

dompéridone et du 1-hydroxymidazolam par la clarithromycine fut pratiquement 

nulle suivant l'ajout de cytochrome b5. Ceci appuie encore une fois, le concept du 

rôle effecteur du cytochrome b5 et suggère que les CYP3A4 et CYP3A5 soient des 

protéines allostériques. Nos données ont aussi rapporté que l'utilisation de la 

formulation intraveineuse de clarithromycine pour réaliser des études de 

métabolisme in vitro inhibait plus 'fortement le métabolisme de la dompéridone et du 

midazolam. Suite à cette observation, l'excipient majoritaire, l'acide lactobionique, 

contenu dans cette formulation a été évalué. Cet agent chélateur de fer a 

effectivement montré un pouvoir inhibiteur envers la biotransformation de la 

dompéridone et du midazolam. Ceci suggère donc que la formulation utilisée lors 

des études aura des répercussions importantes sur l'interprétation des résultats et 

l'extrapolation des données doit être faite en conséquence. 

La formation de complexes métaboliques intermédiaires a été indirectement 

montrée par spectrophotométrie en utilisant la technique basée sur la liaison au 

monoxyde de carbone. De fait, nous avons mesuré la forme non-complexée 

puisque seul le CYP450 non-complexé peut se lier au monoxyde de carbone. Nos 

résultats ont montré une diminution du CYP450 non-complexé en présence de 

clarithromycine en fonction du temps (0-30 et 60 minutes). Également, les résultats 

obtenus suite aux différents temps de pré-incubation suggèrent que les systèmes 

enzymatiques in vitro utilisant des microsomes ou enzymes recombinantes ne sont 

pas adéquats pour évaluer la formation de complexes métaboliques puisque que ce 

système ne conserve pas une activité stable sur une période de temps prolongé. 
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Lors de mes travaux de doctorat, nous avons élaboré une nouvelle approche afin de 

déterminer plus précisément la formation de complexes métaboliques intermédiaires 

dans le temps qui est basé sur l'utilisation d'hépatocytes en culture. Une inhibition 

majeure a été observée suite à la pré-exposition d'au moins 24 heures à la 

clarithromycine (à des concentrations de 10 et 100 IlM). À des concentrations plus 

faibles (1 IlM), l'inhibition est retardée et devient davantage plus grande après trois 

jours de pré-expositions. Ces résultats suggèrent qu'un temps d'exposition plus long 

est requis à de faibles concentrations de clarithromycine pour obtenir une inhibition 

marquée ce qui est en accord avec la formation de complexes métaboliques qui 

nécessitent une accumulation qui est temps et concentration-dépendante. Il serait 

intéressant d'évaluer ultérieurement des temps de pré-exposition au-delà de trois 

jours et de déterminer le temps post-exposition nécessaire pour récupérer l'activité 

basale. Par conséquent, nous pourrions déterminer le moment ,où le risque 

d'interactions médicamenteuses pour chacun des médicaments formant des 

complexes métaboliques intermédiaires est maximal et le temps requis après l'arrêt 

de ce médicament où l'interaction sera minimale. 

Lors de mes études, le métabolisme extra-hépatique a aussi été exploré en utilisant 

le cœur comme organe modèle. Le but de ce projet était d'évaluer si les CYP450s 

présents dans cet organe, le cœur, pouvaient contribuer au métabolisme des 

médicaments. Ainsi, cette activité métabolique localisée au coeur pourrait contribuer 

à la variabilité dans l'effet pharmacologique des médicaments ou encore à la 

prédisposition aux effets secondaires. Dans un premier temps, nous avons 

déterminé la présence de messagers (ARN) associés à différentes isoenzymes des 

CYP450s dans du tissu cardiaque de sujets normaux et de cœurs provenant de 

patients avec insuffisance cardiaque. Les résultats de cette étude sont extrêmement 

intéressants étant donné la taille de nos échantillons. La présence d'ARl'Jm des 

isoenzymes évaluées (CYP1A1, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2E1, CYP2J2 et 

CYP4A 11) a été détectée tant chez les sujets normaux que les sujets avec 

insuffisance cardiaque et tant dans le ventricule gauche que le ventricule droit. Une 

variabilité importante dans l'expression (présence-absence) et dans l'ampleur de 

l'expression a été observée. Nos résultats confirment que le CYP2J2 est l'isoforme 

majeure exprimée dans le cœur suivi des CYP2E 1 , CYP 1 A 1 , CYP4A 11 et CYP2C8. 

Le CYP2B6 est celui qui a présenté les plus faibles niveaux d'expression. Bien que 

l'expression du CYP2C9 soit en moyenne supérieure à celle du CYP2B6, l'ARl'Jm 

du CYP2C9 a cependant été détecté dans un nombre limité d'échantillons. Nos 

résultats suggèrent que l'expression de plusieurs isoenzymes tend à être plus faible 
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dans les cœurs des patients avec insuffisance cardiaque comparativement aux 

sujets en bonne santé. Il serait intéressant de réaliser une sous-analyse afin 

d'évaluer si cette modulation diffère selon l'étiologie de l'insuffisance cardiaque, soit 

ischémique versus non-ischémique. Par la suite, l'objectif du projet était d'évaluer si 

la présence d'ARNm détectée dans le tissu cardiaque était associée à une protéine 

capable de métabolisme. Afin d'évaluer l'activité catalytique des CYP450s 

cardiaques, l'élaboration d'une méthodè pour la. préparation de microsomes de 

cœur était nécessaire. La technique pour la préparation de microsomes de cœur a 

nécessité plusieurs tentatives. Malgré les diverses techniques explorées, une 

activité métabolique a été observée dans seulement trois échantillons de cœur. De 

plus, il faut noter que nous avons tenté de répéter cette méthodologie mais les 

résultats ont été décevants ce qui s'explique fort probablement par une variation sur 

la qualité de l'échantillon de cœur utilisé. Il faut préciser qu'un seul groupe de 

recherche (Thum 'et Borlak) ont réussi à obtenir des microsomes de cœur doués 

d'activité métabolique. On peut questionner sur la contamination possible des 

CYP450s par d'autres enzymes hydroxylases lors des étapes d'ultracentirfugation 

puisque le CYP450 n'a pas été dosé par spectrophotométrie. Il est aussi possible 

que leurs échantillons de cœur étaient de meilleure qualité. Nos résultats ont 

toutefois montré que la formation du métabolite de vérapamil était abolie en 

présence d'anticorps CYP2Cs et CYP2C8. Ceci suggère fortement que les CYP2Cs 

dont particulièrement le CYP2C8 soit impliqué dans le métabolisme intra-tissulaire 

cardiaque du vérapamil. Bien que la technique soit très difficile à appliquer et à 

répéter, la portée des résultats obtenus malgré que le «n» de notre étude soit faible 

est majeure puisqu'ils ont été confirmés par des études d'immuno-inhibition. Les 

analyses futures devraient être effectuées avec des échantillons de cœurs frais et 

non-perfuser selon la technique conventionnelle afin de réduire au maximum le 

temps avant la congélation et de minimiser la dégradation possible des CYP450s. 

Également, des études d'immunohistochimie pourraient être réalisées afin de 

déterminer précisément la localisation des CYP450s dans le cardiomyocyte et voir 

si elle diffère de l'hépatocyte. Ce projet a des retombés excessivement 

intéressantes puisqu'il permet de proposer un nouveau concept basé sur 

l'importance de chacun des organes comme une entité distincte pouvant expliquer 

et contribuer individuellement à la variabilité dans la réponse à un médicament et à 

la prédisposition à des effets indésirables. 

Finalement, le dernier projet de ma thèse porte sur une étude clinique visant à 

évaluer la contribution des facteurs génétiques et non-génétiques dans la variabilité 
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dans la réponse à la warfarine (l'anticoagulant oral qui est encore aujourd'hui le plus 

prescrit). L'intérêt pour la warfarine est expliqué par le fait que ce médicament est 

caractérisé par des doses très variables entre les patients, que l'initiation du 

traitement est encore empirique et que les risques de sur- et sous-anticoagulation 

ont des répercussions cliniques majeures (hémorragies versus formation de caillot). 

Plusieurs études ont évalué la contribution de facteurs génétiques tels que le 

CYP2C9 et VKORC1 dans la réponse à la warfarine. Toutefois, la plupart des 

études ont exclu les patients avec une médication concomitante pouvant influencer 

la réponse à la warfarine et conséquemment, les divers modèles de régression 

proposés ne sont donc pas applicables à la majorité de la population recevant de la 

warfarine puisque ces patients reçoivent souvent une polypharmacie. Ainsi, notre 

étude a évalué chez des patients qui débutaient un traitement à la warfarine si une 

mesure phénotypique présentait une meilleure valeur prédictive comparativement 

au génotype chez des patients avec une polypharmacie. Nos résultats ont montré 

qu'un phénotype combiné à des génotypes de CYP2C9 et de VKORC1 permettait 

d'obtenir les meilleurs modèles. Et que l'utilisation de genotypes seuls avait une 

portée limitée (faible valeur prédictive) en. présence d'une population de patients 

prenant plusieurs médicaments. Nous avons aussi observé qu'un phénotype basé 

sur le ratio métabolique urinaire de losartan est difficile à appliquer et cela, même en 

milieu hospitalier et que les meilleurs résultats ont été obtenus à l'aide d'une mesure 

phénotypique basée sur le ratio plasmatique des énantiomères de la warfarine ou 

d'une valeur d'INR au jour 4. Notre étude propose donc un modèle pouvant 

s'appliquer à l'ensemble des patients sans aucun critère de discrimination quant à la 

médication. La prochaine étape serait d'évaluer notre modèle dans une étude 

prospective afin de déterminer si effectivement il permet d'améliorer les «outcomes» 

cliniques (par exemple; réduction du temps pour atteindre un INR thérapeutique, 

diminution de saignements et d'hémorragies, diminution d'échecs thérapeutiques). 

Différentes techniques et approches ont été explorées à travers les divers projets 

qui ont constitué principalement mon doctorat. Les travaux de recherche réalisés au 

cours de mes études doctorales s'inscrivent dans un esprit scientifique et clinique 

afin de mieux comprendre la variabilité dans la réponse aux médicaments, d'étudier 

et de proposer des mécanismes possibles pouvant expliquer ce phénomène et de 

fournir des outils afin de répondre à cette problématique. 
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Ma contribution scientifique s'étend et se poursuivra au-delà de mes études 

doctorales. D'une part, j'ai aussi élaboré et rédigé divers protocoles de recherche 

clinique qui seront entrepris et réalisés par d'autres étudiants dans le laboratoire. 

Certains de ces projets sont la continuité clinique du volet fondamental auquel j'ai 

contribué et pour lequel j'ai écrit le volet clinique. Au cours de mon doctorat, j'ai 

participé à titre d'auteur principal à la rédaction de plusieurs protocoles qui sont 

présentés à l'appendice 1. D'autre part, j'ai participé à la rédaction de divers articles 

à visée professionnelle concernant particulièrement les CYP450s, les interactions 

médicamenteuses et la pharmacogénétique. La liste des articles tant scientifiques 

que professionnels sont énumérés à l'appendice II. 

Les résultats présentés dans cette thèse sont le reflet des projets majeurs auxquels 

j'ai travaillé. 
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