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Résumé

en francais
La variabilité interindividuelle dans la réponse aux médicaments constitue une problématique
importante pouvant causer des effets indésirables ou I’échec d’un traitement. Ces variabilités
peuvent étre causées par une diminution de ’activité de 1’enzyme responsable du métabolisme de
certains médicaments, fréquemment les cytochromes P450, un systéme enzymatique majeur dans
le métabolisme de ces derniers. Ces enzymes sont sujets a des mutations génétiques appelées
polymorphismes, qui altérent ’activité métabolique. Il est donc important d’évaluer le role de ces
enzymes dans le métabolisme des médicaments afin d’identifier leur responsabilité dans la
variabilité interindividuelle de la réponse au traitement.
Parmi I’important systéme enzymatique que représentent les cytochromes P450, I’isoenzyme
CYP2D6 est particulierement étudiée, ses variations métaboliques revétant une haute importance
clinique. L’un des substrats du CYP2D6 est I’oxycodone, un analgésique narcotique largement
prescrit en clinique. Une grande variabilité est observée dans la réponse analgésique a
I’oxycodone, variabilité pouvant étre causée par un polymorphisme génétique. Il est connu que
des variations génétiques dans le CYP2D6 compromettent la réponse analgésique a la codéine en
rendant moins importante la formation de son métabolite actif, la morphine. Par analogie,
plusieurs études supportent I’hypothese selon laquelle le métabolite oxymorphone, formée par
I’isoenzyme CYP2D6, serait responsable de I’analgésie de I’oxycodone. Une déficience
génétique de I’enzyme compromettrait la réponse analgésique au médicament. Les travaux
effectués dans le cadre de ce mémoire ont démontré que 1’inhibition du CYP2D6 chez des sujets

volontaires réduit de moiti¢ la production d’oxymorphone, confirmant I’importante implication



de I’enzyme dans le métabolisme de I’oxycodone. Ces résultats démontrent une forte
ressemblance avec le métabolisme de la codéine, suggérant que I’oxymorphone pourrait étre
responsable de 1’analgésie. Cependant, les travaux effectués n’ont pu établir de relation entre la
concentration plasmatique d’oxymorphone et le niveau d’analgésie ressenti par les sujets.

La continuation des études sur le mécanisme d’action de I’oxycodone dans la réponse
analgésique est essentielle afin d’établir la source des variabilités interindividuelles
expérimentées par les patients et ainsi d’éviter des effets secondaires ou lacunes dans le

traitement.

Mots clés : cytochromes P450, CYP2D6, oxycodone, oxymorphone, variabilité interindividuelle,

polymorphisme
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Résumé

en anglais

Intersubject variability in drug response is an important issue provoking side effects or treatment
failure. Such variability may be caused by the decreased activity of the enzyme metabolising the
drug, frequently cytochromes P450, a major enzyme system in drug metabolism. These enzymes
are prone to genetic mutations called polymorphisms, which alter their metabolic activity. It is
therefore important to assess the role of these enzymes to identify their responsibility in the
intersubject variability of the drug.

Among the important enzyme system that represents the cytochrome P450, CYP2D6 is
particularly studied for its genetic polymorphisms, which are of clinical importance. One of
CYP2D6 substrates is oxycodone, a narcotic analgesic widely prescribed in clinical practice. A
large variability is observed in the analgesic response to oxycodone, which could be caused by
genetic polymorphism. It is known that these variations affect the analgesic response to codeine,
which form the active metabolite morphine by CYP2D6 to be effective. Several studies support
the hypothesis that oxymorphone, a metabolite formed by CYP2D6, has the analgesia properties,
in a similar mechanism to codeine. A genetic deficiency in the enzyme would compromise the
analgesic response to the drug. Results obtained from our laboratory indicate that inhibition of
CYP2D6 halved oxymorphone production, confirming the significant involvement of the enzyme
in the metabolism of oxycodone. These results demonstrate a strong resemblance to codeine
metabolism, suggesting that oxymorphone may be responsible for analgesia. We could not find a
relationship between plasma concentration of oxymorphone and analgesia level experienced by

subjects.

il



Studies on oxycodone mecanism of action in the analgesic response should continue to establish
the source of intersubject variability experienced by patients and thus avoid side effects or gaps in

treatment.

Key words: cytochromes P450, CYP2D6, oxycodone, oxymorphone, interindividual variability,

polymorphism
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Chapitre 1. Introduction

Introduction

Le corps humain est constamment exposé a des composés chimiques, que ce soit par la nourriture
qu’il ingere, ’air qu’il respire ou les médicaments et produits naturels qu’il absorbe. Certains de
ces composés peuvent s’avérer dangereux pour 1’organisme, voire potentiellement mortels. En
réponse a ces agressions extérieures, le corps humain a développé plusieurs systemes de
protection lui permettant de neutraliser les molécules toxiques qui pourraient I’endommager. Le
foie est I’organe le plus important pour la cessation de 1'activité biologique des xénobiotiques,
méme si d’autres organes comme I’intestin, le rein, le cerveau, les poumons et la peau y

contribuent souvent de fagon moindre.

Lorsqu’un médicament est pris par voie orale, il est absorbé au travers le tractus gastro-intestinal
et transporté via le systeme porte au foie ou il subit un métabolisme exhaustif, appelé premier
passage hépatique, avant d’atteindre la circulation systémique.' D’autres voies d’administration
permettent d’éviter ce premier passage, permettant ainsi aux médicaments d’atteindre directement
la circulation sanguine a partir de laquelle ils seront distribués aux différents organes. Ils
atteindront éventuellement le rein et le foie ou ils seront éliminés. Le processus d’¢élimination des
xénobiotiques dépend de leurs différentes propriétés, par exemple la taille et la nature de leur
composition. Certaines molécules de petites tailles ainsi que les molécules polaires sont excrétées
dans I'urine par le rein. Par contre, certaines molécules trop lipophiliques seront réabsorbées a
partir du filtrat glomérulaire dans le néphron. Sans un procéd¢ de détoxification efficace, ces
molécules verraient leur durée d’action prolongée et pourraient étre nocives a 1’organisme. C’est

ainsi que le métabolisme par les cytochromes P450 entre en jeu.



1. Cytochromes P450

1.1 Définition

Ce systéme enzymatique intervient dans plusieurs processus clés: la biotransformation des
xénobiotiques, le métabolisme des carcinogénes et la biosynthése de plusieurs produits
endogenes tels que les stéroides, les acides gras, les eicosanoides, les vitamines liposolubles (dont
la vitamine D) et les acides biliaires. Le CYP450 est composé de plusieurs enzymes regroupées
en familles et sous-familles selon leur homologie en acides aminés: les membres d’une méme
familles partagent 40% de similarité en acides aminés et les membres d’une sous-famille en
partagent 55%.” Selon la nomenclature basée sur leur évolution, CYP désigne les enzymes et les
génes codant pour ces mémes enzymes, le chiffre arabe suivant indique la famille, la lettre
majuscule qui suit mentionne la sous-famille et un dernier chiffre fait allusion au gene
spécifique.’ A ce jour, le génome humain compte 57 génes et 58 pseudogénes connus, lesquels se
divisent en 18 familles et 42 sous-familles.* Ceux-ci sont exprimés dans la plupart des tissus mais
se retrouvent majoritairement dans le foie, 1’intestin, le cerveau et les glandes surrénales. Les
CYP450 ne sont pas exclusifs a ’homme car on en retrouve dans la pluparts des organismes
vivants, dont les archaebactéries, les eubactéries, les plantes, les animaux et les autres
mammiféres.’ La comparaison des séquences entre I’homme et les bactéries démontre de grandes
similitudes entre leurs CYP450s, suggérant que la superfamille provient d’un géne ancestral

commun datant de quelques 3 milliards d’années.”

1.2 Historique

Les observations ayant conduit a la découverte des CYP450s débutent dans les années 40. A ce
moment, Jim et Elizabeth Miller démontrent que les enzymes essentiels au métabolisme des

xénobiotiques sont situés dans la “fraction particulaire” des cellules du foie.” Avec 1’aide de



Mueller et al., ils découvrent que la N-déméthylation de l'agent cancérigéne, le N-
dimethylaminoazobenzene, a besoin de microsomes de foie, de NADP, de fraction soluble et
d’un substrat pour générer du NADPH.*® Au méme moment, dans le laboratoire dirigé par
Bernard B. Brodie au National Institutes of Health (NIH), Julius Axelrod s’affairait a développer
une méthode in vitro afin de mesurer le métabolisme de drogues psychoactives telles que les
amphétamines et I’éphédrine. Il démontra ainsi que le métabolisme par des microsomes de foie
de lapin nécessitait du nucléotide triphosphopyridine sous forme réduit (TPNH), ainsi que de
’oxygéne, ce qui lui permis de se mériter le prix Nobel en 1970.'" Brodie et ses collégues
découvrirent par la suite plusieurs réactions catalysées par les enzymes microsomales du foie en
présence d'un systéme de génération de NADPH, ce qui conduisit a la publication d’un document

sur les enzymes microsomales oxydatives qui plus tard seraient reconnus comme les

CYPP450s."

Dans les années 50, plusieurs laboratoires de recherche travaillaient a comprendre la fonction des
hormones stéroidiennes pour le corps humain, ce qui s’avéra d’une importance capitale quant a la
découverte des CYP450s."* En 1958, Ryan et Engel publiérent leurs expériences sur
I’hydroxylation C-21 de la progestérone, ou ils démontrérent que cette réaction impliquait le
TPNH, I’oxygéne atmosphérique et la fraction microsomale de cortex adrénal bovin'®. Sous ces

conditions, la progestérone, la 11b-hydroxyprogestérone, la 17a-hydroxyprogestérone et les

11,17-dihydroxyprogestérone  étaient convertis en leurs dérivés C-21  hydroxylés.
Malheureusement pour eux, ils ne furent pas en mesure d’établir les CYP450s comme élément-

J4 r . . . * rar r 13
clé de la réaction puisque ceux-ci n’avaient pas encore été observés.

Un autre champ d’étude, la respiration cellulaire et le métabolisme de 1’oxygene, a joué un role

important dans 1’évolution des connaissances du CYP450. Particulierement, Hayashi et ses



collaborateurs utilisérent le spectrométre de masse avec I’isotope lourd de 1’oxygéne, '*O,,
découvrant ainsi que 1’oxygene atmosphérique était incorporé dans un substrat organique durant
le processus de métabolisme, catalysé par des métalloprotéines'®. Ce nouveau groupe d’enzymes
catalysant la fixation de I’oxygene fut ensuite nommé « oxygénases ». Plusieurs autres années de
recherche révéleront que les CYP450s catalysent la plupart de ces réactions.'* L’invention d’une
nouvelle classe de spectrophotomeétre a double longueur d’onde par Chance rendit possible
I’étude des pigments respiratoires de particules cellulaires comme les mitochondries et les
microsomes, ainsi que les molécules telles que 1’hémoglobine, la myoglobine et les enzymes
hémes." Ce spectrophotométre, sensible et précis dans la lecture des réactions d’oxydoréduction
et d’autres composants membranaires, a permis d’abolir ’ajout de détergents jusqu’alors utilisés
pour clarifier les échantillons avant la lecture.'® Cette avancée fut cruciale a I’identification de

CYP450s dans les microsomes de foie et du cortex surrénalien.

Chance et son collegue Williams concentrérent alors leurs recherches sur les réactions complexes
de phosphorylation oxidative comme celles catalysées par le foie et les mitochondries du cceur.
Ils préparérent des mitochondries de foie de rat sur une base régulicre, isolant ainsi une grande
quantité¢ de surnageant contenant des petites particules de réticulum endoplasmique (la fraction
microsomale). Grace au nouveau type de spectrophotométre, ils identifierent 1’hémoprotéine
maintenant connue sous le nom de cytochrome b5. Ils observerent également un déséquilibre des
¢lectrons lorsque la réduction des microsomes cytochrome b5 ¢étaient mesurés au
spectrophotometre par titration au NADH. C’est a ce moment, lorsque du monoxyde de carbone
fut gaz¢é dans la cuvette du spectrophotométre contenant des microsomes de foie en présence d’un
agent réducteur (NADH ou sodium dithionite), que les CYP450s furent observés pour la toute

premiére fois.!”'®



L’arrivée de Martin Klingenberk au Johnson Research Foundation de [’University of
Pennsylvania School of Medicine marqua I’histoire de la découverte des CYP450s. Il reprit les
travaux de Chance et Williams afin de déterminer la stoichiométrie des électrons réduits des
microsomes hépatiques b5, par lesquels il prit connaissance d’un pigment li¢ au monoxyde de
carbone possédant une bande d’absorbance grande et large avec un maximum a environ 450 nm.
Le nom « P450 » fut donné a ce pigment bien différent des autres hémoprotéines connues a ce
jour.” Au moment de la découverte, toutes les hémoprotéines réduites qui liaient le CO
démontraient un déplacement hypsochrome (décalage vers le bleu) lors de la fixation du CO.
Cependant, le pigment P450 démontrait un effet inverse, soit bathochrome (décalage vers le
rouge) lors de la liaison. Le pigment possédait également des bandes d’absorbance tres faibles
dans la région visible du spectre, ce qui ne ressemblait pas aux hémoprotéines connues a

1’époque.”’

Omura et Sato furent les premiers a isoler le CYP450 des microsomes de foie, prouvant
définitivement D’existence de [’hémoprotéine. Suite a leurs études sur I’interaction des
composants de transport d’¢lectrons de la flavoprotéine, NADPH-CYP450 réductase, et du
CYPP450, ils établirent que le CYP450 était un nouveau cytochrome aux propriétés

inhabituelles.?!*?

La fonction du CYP450 fut précisée par Estabrook, Cooper et Rosenthal en 1963.* Ensemble, ils
étudierent 1'hydroxylation C-21 de la 17-hydroxyprogestérone catalysée par les microsomes du
cortex surrénalien, qui avait démontré étre inhibée par le monoxyde de carbone.” Ils

démontrérent ainsi 1’implication du CYP450 dans la réaction d’hydroxylation.**



1.3 Propriétés biochimiques

La super famille des CYP450 est, par définition, un large groupe d’enzymes différentes. Ce sont
des hémoprotéines dont la structure consiste en deux parties : une apoprotéine, ne possédant pas
d’activité catalytique, et un groupement heéme, li¢é de fagon non-covalente a la chaine
polypeptidique, servant de partie prosthétique. Ce groupement prosthétique héme est commun a
tous les isoenzymes du CYP450 et a certaines autres hémoprotéines telle que 1’hémoglobine, la
myoglobine, les catalases et la plupart des peroxydases, qui utilisent toutes 1’oxygéne comme
substrat®™. C’est d’ailleurs pourquoi le groupement héme est au centre de plusieurs fonctions
biologiques, comme la liaison de I’oxygeéne par ’hémoglobine et la myoglobine. Quant a elle, la
partie protéique de I’enzyme varie d’une isoenzyme a 1’autre et explique ainsi la différence dans

leurs propriétés, leur affinité pour différents substrats.

Le CYP450 contient un acide aminé cystéine situé en carboxyl-terminal qui fournit un atome de
soufre au fer : cette forte liaison altére la densité d’électrons, ce qui favorise un champs électrique
optimal a I’activation de ’oxygene. L’activité catalytique du CYP450 repose également sur le
ligand folate, un résidu essentiel de la cystéine. Des études ont démontré que la formation du
CYP420, un cytochrome inactif induit par la dénaturation de la protéine, impliquait un
déplacement du ligand thiolate.”> La queue N-terminale de la protéine est composée d’acides

aminés hydrophobes et agit a titre de domaine spécifique pour la liaison a la membrane.*®

Les CYP450s sont des protéines membranaires ancrées dans la bicouche membranaire par un ou
deux segments N-terminal. Le reste de la protéine a I’extrémité C-terminale est exposé au
cytosol, d’ou son domaine catalytique est accessible. Les enzymes se retrouvent en grande
concentration dans le réticulum endoplasmique et ils sont exprimés majoritairement dans le foie

mais se retrouvent également dans la paroi du petit intestin.”” On observe une activité plus faible



dans les poumons, et encore plus faible dans le cerveau et la peau.”® Certains CYP450s servant au

métabolisme des stéroides se retrouvent dans la mitochondrie.?”?’

1.4 Fonctions

Les CYP450s sont essentiels a la survie de I’homme. Ils sont responsables du métabolisme des
composés exogenes mais €galement de la syntheése des composés endogeénes. Bien qu’en régle
générale le métabolisme résulte en un processus de détoxification d’un composé potentiellement
toxiques, il arrive que les CYP450s générent ainsi des métabolites toxiques pouvant augmenter

les risques d’incidence de cancer, de tératogénicité et de mutations.™

1.4.1 Composés endogenes

Les CYP450s sont responsables de la biosynthése de molécules controlant le développement et
I’homéostasie. Ils agissent sur plusieurs substrats endogenes, participant a des réactions
oxidatives, peroxidatives et réductives. Ces substrats incluent les acides gras saturés et insaturés,
les eicosanoides, les stérols et les hormones stéroidiennes, les acides biliaires, les dérivés
vitamine D3 et les rétinoides. Ces enzymes sont d’ailleurs essentielles a la production du

cholesterol, des prostacyclines et de la thromboxane A,.*

1.4.2 Composés exogénes

Le métabolisme des xénobiotiques est un mécanisme de protection du corps humain qui peut
ainsi dégrader les composés chimiques potentiellement toxiques ou les solubiliser pour plus tard
les excréter.”’ Régle générale, les composés lipophiles sont biotransformés en métabolites plus
hydrosolubles, permettant alors leur excrétion. La plupart des enzymes responsables de la
détoxification des médicaments sont exprimées dans le foie, organe le plus important dans le

processus du métabolisme. Il existe deux phases distinctes au métabolisme. Les transformations



de phase I agissent en créant ou modifiant un groupement fonctionnel/réactif, comme les
réactions d’oxydation (les CYP450s), de réduction et d’hydrolyse/hydration (au niveau des
organes mais aussi du plasma). Les transformations de phase II, dites de conjugaison, impliquent
une grande variété de fragments qui sont transférés sur le substrat afin de le rendre plus
hydrosoluble et ainsi faciliter son élimination par les voies rénales et biliaires. Elles comprennent

les réactions de conjugaison, d’acétylation, de sulfonation, de méthylation et le gluthation.*

1.5 Cycle catalytique

Le mécanisme d’action par lequel les CYP450s proceédent au métabolisme de phase I est une
cascade complexe d’étapes d’oxydo-réduction. Depuis les premicres publications du cycle il y a
30 ans, des versions de plus en plus détaillées voient le jour.*® La version actuelle contient sept

: 34
etapes.

1.5.1 Etapes du cycle

Au début du cycle, le CYP450 se trouve a I’état ferrique (Fe’). La premiére étape consiste en i)
la liaison du substrat a la molécule de fer, qui induit un glissement de 1’hémoprotéine. Ce
changement de conformation permet ii) la réduction du complexe CYP450-substrat par la
flavoprotéine NADPH-CYP450 réductase et pour former I’état ferrique du complexe (Fe*"). Le
NADPH, une hémoprotéine réductase (réductase NADPH-cytochrome c), est une flavoprotéine
qui agit directement dans le réticulum endoplasmique en donnant un électron a différents
systémes d’oxygénases. La flavoprotéine contient du FAD (flavine-adénine) qui lorsque réduit en
FMN (riboflavine-5-phosphate) libére I’électron du NADPH.** L’étape suivante voit iii)
’oxygéne se lier au CYP450 ferreux pour former un complexe stable (FeO,”"). Ce complexe

ferrique-superoxide subit un réarrangement par résonance en raison de la forte électronégativité



qu’il dégage®™. A cette étape, le second électron doit étre fourni rapidement autrement le
complexe se dissocie et libére un radical superoxide. Le complexe recoit donc iv) un second
¢lectron, provenant de la NADPH ou de la NADH. Si I’¢électron transféré provient de la NADPH,
la réaction est de nouveau médiée par la NAPDH-CYP450 réductase. Si 1’¢électron provient de la
NADH, c’est qu’il sert d’abord a réduire I’autre flavoprotéine, NADH-cytochrome b5 réductase
(NADH-ferricyto-chrome b5 oxydoréductase) avant d’étre transféré au cytochrome b5, qui a son
tour réduit le CYP450.% Les étapes suivantes impliquent v) 1’ajout d’un proton par acylation du
lien Fe-péroxyde et vi) le clivage irréversible de la liaison peroxide O-O (FeO-OH). Cette
scission libére une molécule d’eau et génére un composé réactif (FeO’") qui attaque la liaison
carbone-hydrogéne du substrat. La derniére étape du cycle consiste en vii) I’oxydation du substrat

et la dissociation du produit & I’enzyme.’’

1.6 Superfamille P450

Il existe plus de 50 différents enzymes CYP450, mais les CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19,

CYP2D6, CYP3A4 et CYP3AS5 métabolisent plus de 90% des médicaments.*”

1.6.1 CYP1A2

Cette isoenzyme compte pour 13 a 15% des cytochromes du foie humain.’® Les substrats les plus
sélectifs pour CYP1A2 et fréquemment utilisés comme marqueurs sont la phénacétine, la caféine
et la théophylline.*” Elle est impliqué dans le métabolisme de nombreux substrats endogénes, par
exemple la mélatonine, la bilirubine, I’estrone, I’estradiol et 1’acide arachidonique.*® 11 joue
¢galement un role dans la bioactivation d’une variété de composés toxiques comme les HPA

(Hydrocarbures Polycycliques Aromatiques) et les amines/amides aromatiques hétérocycliques



qui sont convertis en carcinogénes via le CYP1A2 et de fagon plus mineure par le CYPIAT1 et

CYPIB1.*”

Tant des facteurs génétiques qu’environnementaux ont €té suggérés afin d’expliquer la variabilité
observée dans la clairance des médicaments métabolisés par le CYP1A2.* Par exemple, il fut
démontré que les contraceptifs oraux inhibent le métabolisme de cette isoenzyme. Le tabagisme
quand a lui est un inducteur connu de I’activit¢ du CYP1A2, résultant en I’augmentation de la
clairance métabolique des substrats de 1’enzyme.*' Fumer la cigarette pourrait étre extrémement
dommageable pour la santé considérant qu’une augmentation dans la formation de carcinogénes
est causée par le CYP1A2. Des études se concentrent présentement sur les produits naturels
comme les flavonoides qui ont démontré un effet de prévention sur la formation de carcinogenes.

Cet effet serait produit par ’inhibition des CYP1A2 et CYP1A1.*%

Cependant, 35 a 75% des variabilités interindividuelles de 1’isoenzyme seraient dus a des facteurs

génétiques encore peu connus.*

1.6.2 CYP2A6

L’isoenzyme CYP2A6 est exprimé surtout dans le foie. Il est important dans le métabolisme de
quelques toxines et procarcinogenes, en plus de métaboliser 80% de la nicotine par C-
oxydation.*” Des études suggérent qu’une activité métabolique accrue du CYP2A6 augmenterait

.. . . .. , . . . 46
I’incidence de cancer du poumon induit par le tabac ainsi qu’une dépendance a la nicotine.

1.6.3 CYP2B6

Le CYP2B6 est impliqué dans le métabolisme des anti-cancéreux”’ et des antiviraux, notamment

les anti-HIV."® Cette isoenzyme est hautement polymorphique mais les conséquences
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métaboliques des différents phénotypes sont peu connues. Des études suggerent une faible
expression ainsi qu’une activité réduite pour CYP2B6*6%°, CYP2B6*16 et CYP2B6*IS.
CYP2B6*16 et CYP2B6*18 se retrouvent & une fréquence de 7 a 9% chez les gens de race noire”’
tandis que le CYP2B6*6 se retrouve plus largement dans toutes les populations (20-30%).” Le
CYP2B6 est ¢galement impliqué dans le métabolisme de la méthadone, un opioide efficace dans
le traitement de la douleur aigu€ a chronique également utilisé comme substitut dans le traitement
de la dépendance aux opioides.”® Des études post-mortem ont été conduites suite a plusieurs cas
d’empoisonnement fatal a la méthadone, rapportant une association entre le CYP2B6*6 et des
concentrations plasmatiques plus élevées du médicament. Cette étude suggere que le risque de

déces reliés a la méthadone peut étre évalué en partie par le dépistage de CYP2B6%6.>*

1.6.4 CYP2CS8

Cette isoenzyme est la plus abondante de la famille 2C exprimé dans le foie et représente 7% des
CYP450 hépatiques.55 96 11 se retrouve ¢galement dans le coeur,”’ les reins, le cerveau, I’utérus,
les glandes mammaires, les ovaires et le duodénum.”® II est impliqué dans le métabolisme de
médicaments dans le traitement du diabéte, de la malaria, de cancer et de l’arythmie.56 Il est
également impliqué dans I’oxydation de 1’acide arachidonique en dérivés vasoactifs.”” Sa
structure ressemble beaucoup a celle du CYP2C9 dont il partage 74% d’homologie de
séquence.” L’implication du CYP2C8 dans les interactions médicamenteuses s’est fait connaitre
lorsqu’un de ses substrats, le cerivastatin, a été retiré du marché en 2001 suite a une incidence de
rhabdomyolises fatales plus élevée que pour les autres statines.®’ Une interaction avec le
gemfibrozil, un médicament utilisé dans le traitement de 1’hypertriglycéridémie et un substrat de
CYP2C8, aurait augmenté¢ dramatiquement les concentrations plasmatiques de cerivastatin et

causé la rhabdomyolise.”
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Les principaux SNP (Single Nucleotide Polymorphism) identifiés sont CYP2C8*2, *3 et *4. Le
CYP2C8*2 se retrouve surtout chez les gens de race noire tandis que le CYP2C8%*3 se retrouve
particuliérement chez les caucasiens.®>® Tous les deux ont été associés a une diminution de
Iactivité métabolique pour le paclitaxel (un anti-cancéreux) et ’acide arachidonique in vitro.®>%
Egalement, le CYP2C8*3 est associ¢ a une diminution de D’activité métabolique pour la

rosiglitazone®’, la pioglitazone® et le repagnilide.®”’® Une association avec les autres substrats de

I’isoenzyme n’a pas pu étre établie.®

1.6.5 CYP2C9

Le CYP2C9 est I’'un des isoenzymes les plus importants dans le métabolisme des médicaments et
représente environ 20% des CYP450 hépatiques.”’" Ses substrats incluent des anticoagulants,
des antidiabétiques, des antagonistes des récepteurs d’angiotensine II et des AINS (Anti-
Inflammatoires Non Stéroidiens).”” Il est fortement exprimé dans le foie.”> Shimada et al.
suggerent que des membres de la famille 2C se retrouvent en petites quantités dans les poumons
mais aucune isoenzyme en particulier n’a été identifiée.” La variabilité de cette isoenzyme est
attribuée principalement a deux polymorphismes, soit CYP2C9*2 et CYP2C9*3.* Chez les
caucasiens, le tier posseéde I'un des deux alleles altérés (génotype *1 / *2 ou *1/ *3) et moins de
2.5% possedent les deux (*2 / *2, *2/ *3 et *3/ *3). Ces variants alléliques consistent en un
changement d’une seule paire de base du génome entrainant la substitution d’un acide aminé.”
Environ les deux tiers des caucasiens expriment le génotype sauvage pour cette isoenzyme
(*1/*1). Chez les afro-américains et les asiatiques ces polymorphismes sont moins fréquents,
avec 95% de la population exprimant le génotype sauvage.”® Les études in vitro et in vivo
s’entendent pour dire que ces variants alléliques ont pour conséquence une réduction significative

du métabolisme des substrats du CYP2C9 comparativement aux homozygotes sauvages.””® Les
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hétérozygotes pour *2 ou *3 ont également démontré une activité métabolique réduite.””*

L’implication clinique de ces polymorphismes est devenue d’intérét lorsque des cas d’individus
démontrant un phénotype de métaboliseurs lents pour les substrats du CYP2C9 ont été
rapportés.”! Certains des médicaments substrats du CYP2C9 ont un index thérapeutique étroit,
entrainant ainsi une variation dans la réponse du patient. En conséquence, certains patients

expérimentent des doses sous-thérapeutiques tandis que d’autres subissent des effets toxiques.”"

L’un de ces médicaments, la warfarine, est un anticoagulant administré par voie orale qui est
largement utilisé en clinique.” Le CYP2C9 est I’enzyme principal dans la conversion de la S-
warfarine en métabolites inactifs, le 6-hydroxywarfarine et le 7-hydroxywarfarine.** 1l a été
démontré que les variants alléliques sont déficients dans 1’hydroxylation de la S-warfarine in
vitro®™: le CYP2C9*2 est efficace a 12% comparé au génotype sauvage et le CYP2C9*3 posséde
moins de 5% d’efficacité, résultant en un métabolisme extrémement lent.** Des études in vivo ont
¢galement montré que les patients nécessitant une faible dose de warfarine sont six fois plus
susceptibles d’exprimer les mutations associées a une déficience métabolique.” 11 est beaucoup
plus difficile d’établir la dose optimale d’anticoagulant chez ces individus, ce qui augmente le
risque de complications comme des saignements, comparativement aux individus avec des all¢les

85
sauvages.

Un autre substrat important du CYP2C9 est le losartan, un bloqueur des récepteurs a
I’angiotensine II. Ce médicament nécessite une conversion en son dérivé acide carboxylique,
E3174, pour étre pharmacologiquement actif.*® E3174 posséde des proprités hypertensives plus
puissantes que le losartan, en plus d’avoir une plus longue demi-vie.*” Bien que I’implication des
polymorphismes génétiques du CYP2C9 ne soit pas bien connus dans le cas de 1’administration

de losartan, le cas d’un patient identifié¢ CYP2C9*3*3 rapporte une conversion de moins de 1%
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en E3174, compromettant ainsi le traitement anti-hypertensif.®® Les hétérozygotes *2 et *3 ne

semblent pas affectés la pharmacocinétique du losartan comparativement au génotype sauvage.

1.6.6 CYP2C19

Le CYP2C19 est impliqué dans le métabolisme des anti-dépresseurs™ et des inhibiteurs de
pompes a protons (IPP).”” Une grande variation inter-ethnique est observée dans la fréquence des
profils génotypiques et phénotypiques du CYP2C19. Par exemple, Kiipfer et Preisig rapportent
que parmi un échantillon de 221 sujets caucasiens, 2-5% expriment le phénoype ML
(Métaboliseur Lent),”' tandis que la fréquence augmente & 18-23% dans les populations

asiatiques.”

La capacité a métaboliser le S-méphénytoine, le substrat marqueur le plus spécifique pour
I’isoenzyme, différencie de facon efficace les sujets ML et MR/MI (Métaboliseur
Rapide/Métaboliseur Intermédiaire).”® Goldstein et de Morais ont identifiés les deux alléles nulles
majoritairement responsables de la variabilit¢ de CYP2C19, soit CYP2C19%2 et *3.”* Avec la

contribution mineure d’autres variants (*4, *5, *6, *7 et *8), ils expliquent 99.74% des ML.**

Les IPP sont utilisés dans le traitement de I’infection au Helicobactere Pylori et du reflux gastro-
oesophagien. Les principaux utilisés sont I’omeprazole, le lansoprazole et le pantoprazole, tous
métabolisés a 80% par le CYP2C19. Chez les sujets ML, les concentrations plasmatiques de ces
médicaments sont cinq fois plus élevées que chez les sujets MUR (Métaboliseur Ultra-Rapide) et
la clairance est diminuée.”>*® Des études ont également démontré qu’une déficience métabolique
du CYP2C19 augmentait I’efficacité du traitement pour H. pylori: le taux de guérison est de
93.8% chez les ML, 91.7% chez les MI et 60.6% chez les MUR.”” Par contre, une augmentation

de ’incidence d’ulcéres gastriques a également été observée avec le génotype ML.”
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Les effets secondaires souvent associés aux antidépresseurs tricycliques, les crises myocloniques
par exemple, n’ont pu étre associés avec les polymorphismes du CYP2C19, le CYP2D6 jouant un

role beaucoup plus important dans le métabolisme de ces médicaments.”

Des variations dans la réponse au clopidogrel, un inhibiteur de I’agrégation plaquettaire, ont
¢galement été observées. Le clopidogrel est un pro-drogue nécessitant une conversion en son
métabolite actif via le CYP2C19 afin de se lier et bloquer de fagon irréversible les récepteurs
plaquettaires ADP P2Y.'" Une méta-analyse effectuée par Mega et al. regroupant neuf études
rapporte que l’allele muté *2 est associ¢é a une diminution de I’efficacité du médicament,

conséquence d’une faible formation du métabolite actif.'""

Des études ont démontré que la rifampicine est un inducteur du CYP2C19 mais le mécanisme

. . . i h Al A4 95:96
d’action sous-jacent n’a toujours pas été ¢lucidé.”™

1.6.7 CYP3A4/5

La famille CYP3A compte pour environ 40% des isoenzymes hépatiques et est responsable du
métabolisme d’environ 50% des médicaments utilisés en clinique, en plus d’intervenir dans
I’¢élimination de substrats endogénes comme les hormones stéroidiennes, I’acide rétinoique et les
acides biliaires.'” Les isoenzymes les plus importants sont le CYP3A4 et le CYP3A5 qui sont
fortement exprimés dans le foie et le petit intestin, le CYP3A4 étant généralement la forme la
plus abondante.'” La spécificité de leurs substrats étant similaire, il est difficile d’évaluer la
contribution individuelle des CYP3A4/5 dans la clairance métabolique totale des substrats des

CYP3As in vivo.'®

Vu leur localisation, les CYP3A4/5 contribuent fortement au premier-passage hépatique que

subissent les médicaments avant d’atteindre la circulation systémique.'®” La biodisponibilité orale
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de leurs substrats peut ainsi étre altérée avec la modulation de D’activité catalytique des

isoenzymes par des facteurs environnementaux.'*

Des ¢études ont démontré que des inducteurs
connus du métabolisme hépatique des CYP3As comme la rifampicine et la phénytoine, ainsi que
des inhibiteurs comme le kétoconazole, affectaient tout autant le métabolisme hépatique que
I’extraction intestinale métabolique.'®'*"1%%1% [ ingestion de jus de pamplemousse, un
inhibiteur des CYP3As, a également démontré un effet sur le premier passage intestinal lorsque
pris en concomitance avec des médicaments par voie orale. L’absence d’effet sur la clairance
systémique lorsque le jus de pamplemousse est pris avec un médicament administré par voie
intraveineuse confirme que ’augmentation de la biodisponibilit¢é du substrat se fait via le

. . . . 110,111
métabolisme de la paroi intestinale. ™

Certains variants alléliques de I’isoenzyme CYP3A4 montrant une diminution dans leur activité
catalytique ont été identifiés, soit les alléles *6, *17 et *20. Cependant, la faible fréquence de ces
variants ne peut expliquer a elle seule la variation interindividuelle observée dans la réponse aux

substrats des CYP3A4/5.114

L’isoenzyme CYP3AS5 quand a lui est hautement polymorphique. Le variant allélique CYP3A45*3
est le plus commun, avec des fréquences respectives de 90%, 75% et 20% chez les caucasiens, les
asiatiques et les africains. Les variants CYP345*6 et CYP3A5*7 se retrouvent chez 17% des

asiatiques et 8% chez les africains et sont absents dans la population caucasienne.''>!!*!!*113

2. Le cytochrome CYP2D6

L’isoenzyme CYP2D6 se retrouve dans différents systémes comme les bactéries, les insectes et

116

les cellules d’autres mammiféres. = Il est le seul membre de la famille CYP2D a étre exprimé
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chez I’humain, méme s’il n’y représente qu’un faible pourcentage de I’ensemble des cytochromes

hépatiques (1-2%).""” Chez les rongeurs, il existe neuf différents génes CYP2D actifs.''®

Malgré sa présence mineure, ses substrats représentent 25% de tous les médicaments utilisés en
clinique.''® Des études in vitro ont d’ailleurs démontré que 1’isoenzyme CYP2D6 métabolise 4 lui

seul plus de 75 médicaments.'"”

2.1 Historique

La découverte de I’isoenzyme CYP2D6 remonte a la fin des années 1970. Les scientifiques
responsables d’une étude pharmacocinétique sur la débrisoquine, un anti-hypertenseur, et la
spartéine, un antiarythmique, observerent que certains volontaires souffraient d’effets secondaires

120,

comme une vision trouble, des maux de téte et des étourdissements. > L’analyse de leur plasma

révéla qu’ils avaient des concentration de médicaments de 4 a 5 fois plus élevées que la

normale.'?!

Ils observerent alors que ces volontaires étaient incapables d’oxyder les médicaments
administrés et procédeérent a 1’analyse de leurs profils phénotypiques en effectuant le ratio
urinaire des métabolites de chacune des deux drogues par rapport a leur molécule mére.'**'* Les
phénotypes obtenus étaient semblables pour les deux drogues: les ML pour la débrisoquine
I’étaient également pour la spartéine, et vice-versa. Il fut donc établit que ces incapacités
métaboliques étaient controlées par des facteurs génétiques trés similaires, sinon identiques.'**'*
Aprés que plusieurs autres médicaments furent démontrés inefficacement métabolisés par les
individus ML, des études attribucrent la cause de ce métabolisme génétiquement “défectueux”
par l'absence ou l'insuffisance fonctionnelle d'un isoenzyme du CYP450.'%° Aprés que Zanger et
al aient démontré 1’absence d’une protéine spécifique a 1’activité catalytique du bufuralol dans

des enzymes de foie d’individus ML'?’, le nouveau membre de la sous-famille CYP2D fut

rebaptis¢ CYP2D6.'**
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Le locus génétique CYP2D fut ensuite isolé et les alleles défectueux furent séquencés afin de

129,130

caractériser le défaut moléculaire au niveau de I’ADN génomique. Quelque temps plus tard,

I’invention du PCR permis d’identifier les alléles défectueux les plus communs du CYP2D6."!

2.2 Polymorphismes
Le CYP2D6 est un polypeptide constitué de 497 acides aminés.''® Sa variabilité est
principalement attribuable aux polymorphismes génétiques qui influencent son expression et sa

fonction. '

Le CYP2D6 est probablement I’isoenzyme polymorphique le plus étudiée puisque
ses variations métaboliques ont une haute importance clinique. Il fut d’ailleurs le premier
isoenzyme polymorphique du CYP450 & étre identifié au niveau moléculaire.''® Jusqu’a présent,
63 différents variants ont été identifiés. Les variants alléliques compromettant 1’activité
métabolique les plus communs sont CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5 et CYP2D6*10.
L’activité enzymatique du CYP2D6 varie énormément selon 1’ethnicité, les ML représentant

moins de 1% de la population asiatique et plus de 10% de la population caucasienne. Les MI sont

fréquents en Asie avec une haute prévalence du variant CYP2D6*10.'%

2.3 Substrat marqueur

Le profil phénotypique d’un individu peut étre obtenu par la mesure d’un ratio urinaire
métabolique. Cette méthode utilise le ratio des quantités de médicaments inchangés et des
métabolites dans 1’urine suite & I’administration d’un substrat marqueur. La débrisoquine, le
dextrométhorphan, le métoprolol et la spartéine sont tous les médicaments marqueurs du
phénotype CYP2D6. Par contre, la débrisoquine et la spartéine ont 1’inconvénient d’avoir été
retirés du marché dans la plupart des pays et ne sont donc pas facilement disponibles. Le
dextrométhorphan a été proposé comme le choix le plus sir pour la détermination des profils

phénotypiques.'**
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2.4 Types de métaboliseurs

2.4.1 Métaboliseur lent

Le phénotype de type lent, dit ML, est caractérisé par une déficience dans 1’élimination des
substrats par les voies métaboliques dépendantes du CYP2D6. Ce phénotype est causé par deux
alleles nuls qui ne codent pas une protéine fonctionnelle, résultant en une perte totale des

fonctions métaboliques.

Les conséquences de ce phénotype sont soit des risques accrus de subir des effets secondaires ou

une absence de ’effet thérapeutique.'**

Il a été¢ démontré que le profil métabolique CYP2D6 d’un individu demeure stable pendant des
années et semble étre contr6lé par un systéme monogénique et non significativement influencé
par des facteurs environnementaux ou 1'dge."*> Par contre, les substrats et les inhibiteurs de forte
affinité pour 1’enzyme peuvent causer un changement dans le profil métabolique d’un individu et
transformer un métaboliseur rapide en métaboliseur lent ou intermédiaire. Présentement, les tests

génétiques déterminant le phénotype ML sont efficaces 4 99%. %

Aussi, des travaux de Gaedigk et al ont démontré que I’identification d’un SNP dans la région
promotrice -1584G du CYP2D6 permet d’exclure un phénotype ML."*® Ce SNP étant associé au
variant fonctionnel CYP2D6*2 et a I’haplotype CYP2D6*35 (phénotype ultra-rapide), il ne peut

se retrouver chez les sujets ML.

2.4.2 Métaboliseur intermédiaire

Le terme métaboliseur intermédiaire (MI) a été désigné lorsque les études sur la débrisoquine et

la spartéine ont identifi¢ un groupe dont le profil métabolique se situait entre les métaboliseurs
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lents et les métaboliseurs rapides (dit normaux), bien que les MI soient souvent classés dans cette
derniére catégorie.'”""*” Le terme MR hétérogéne est aussi utilisé pour désigner les sujets MI
puisqu’ils possédent soit deux all¢les partiellement déficients, soit une all¢le sauvage et une allcle
mutant.'*? Les personnes MI sont donc déficients dans leur capacité métabolique lorsque
comparés aux métaboliseurs extensifs ou ultra-rapides homogenes, possédant deux alléles
fonctionnels, mais sont avantagés par rapport aux ML puisqu’ils expriment une activité
métabolique significative.”* Des études pharmacocinétiques montrent cependant que le phénotype
MI peut étre comparable a celui des ML lors de traitements a long terme. En effet, une étude sur
la nortriptyline n’ont montré aucune différence dans les AUC et Cpax entre cinq volontaires ML

138 A . : . : .
La méme observation s’est produite lors d’une étude sur un traitement chronique au

et cinqg ML
métoprolol, alors que les concentrations plasmatiques des patients MI n’étaient pas

significativement différentes des patients ML.'*

2.4.3 Métaboliseur ultra-rapide

Le phénotype ultra-rapide (MUR) est souvent causé par une duplication de génes du CYP2D6.'*

En 1985, Bertilsson et al. décrivent pour la premicre fois le cas d’une femme dépressive ayant
besoin d’une dose anormalement élevée de nortriptyline pour atteindre des concentrations
plasmatiques thérapeutiques. C’est en établissant son profil phénotypique a 1’aide de la
débrisoquine qu’ils s’apercurent que cette femme avait une capacité d’oxydation supérieure a la

normale.'*!

Des études de population ont démontré que le phénotype MUR est présent chez 30% des
Ethiopiens, 10% chez les Espagnols, Italiens et Hongrois, alors qu’il est peu commun chez les

caucasiens (1-2%) et complétement absent chez les asiatiques.'*
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3. Les opioides

Le terme “opioide” désigne des composés qui interagissent avec les récepteurs opioides. Ils sont
utilisés pour leurs propriétés analgésiques depuis des millénaires: des documents de I’Egypte
Ancienne mentionnent I'utilisation de 1’opium pour le soulagement de la douleur.'*® La plupart

des opioides utilisés en clinique, notamment la morphine, le tramadol, la codéine, la

dihydrocodéine, I’hydrocodone et ’oxycodone, sont des agonistes du récepteur m (mu).'** 11

existe toutefois d’autres récepteurs aux opioides localisés dans le SNC mais aussi dans les tissus
périphériques. Les différentes propriétés des opioides sont en relation avec les récepteurs
auxquels ils se lient. Les récepteurs m sont surtout présents dans le tronc cérébral et le thalamus.
Ils sont responsables de 1’analgésie supra-spinale, de la dépression respiratoire, du sentiment
d’euphorie, de la sédation, de la diminution de la motilité gastro-intestinale et de la dépendance
physique.'** Les récepteurs k se trouvent dans le tronc cérébral et la moelle épiniére et
provoquent surtout l’analgésie spinale mais aussi la sédation, la dyspnée, la dysphorie, la

r r . . . 14 r . .
dépendance et la dépression respiratoire.'* Les récepteurs d sont peu connus. On sait qu’ils se

144,146
"L

situent dans le cerveau et qu’ils pourraient étre impliqués dans les effets de dysphorie. e

CYP2D6 est impliqué dans le métabolisme oxidatif de plusieurs opioides.'"’

3.1 La codéine

La codéine est un produit synthétisé a partir de la morphine, elle-méme provenant de 1’opium se
trouvant dans les graines de pavot. La morphine fut isolée de 1’opium en 1803 par Sertuner qui la

\ . Aomc 148
nomma d’aprés Morpheus, le dieu grec des réves.

La codéine fut synthétisée pour la premicre fois par Pierre-Jean Robiquet, pharmacien francais. Il

observa qu’apres avoir fait I’extraction de la morphine, un résidu sous forme de poudre pouvait
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étre recristallisé et formait alors des sels avec les acides, propriété que possédait aussi la
morphine. Il prédit alors que la codéine possederait des propriétés analgésiques semblables a

celle de la morphine.'*

La codéine est un analgésique opiacé qui agit surtout au niveau du SNC en exercant un effet
agoniste sur les récepteurs opioides.'*® Elle est utilisée pour ses vertus analgésiques et

. . 1
antitussives. 30

Environ 10% de la codéine est métabolisée en morphine par O-déméthylation via le CYP2D6,
tandis que le reste est glucuroné en codéine-6-glucuronide et métabolisé en norcodéine par N-
déméthylation via le CYP3A4."*"% 11 est de plus en plus reconnu que la codéine exerce ses
propriétés analgésiques via la formation métabolique de morphine.'”*'* Cette hypothése est

154

soutenue par la forte affinit¢ de son métabolite. " En effet, I’affinité¢ de la codéine pour le

récepteur M est beaucoup moins forte que celle de la morphine, résultant en un potentiel

analgésique 50% plus faible que celui de la rnorphine.”&155

La codéine comporte cependant
I’avantage de passer plus facilement la barriere hémato-encéphalique que la morphine, elle atteint
donc plus facilement les CYP2D6s localisés dans le cerveau et son effet analgésique s’en trouve
favorisé.'”® Des études suggérent que la réponse analgésique a la codéine est sensible aux
polymorphismes génétiques du CYP2D6.">” Eckhardt et al. rapportent que les ML du CYP2D6
ne montrent aucun effet analgésique aprés une administration a la codéine mais qu’ils peuvent
ressentir les effets secondaires de la codéine elle-méme."*® Contrairement a l'effet analgésique, la
fréquence et l'intensité des événements indésirables ne présentent pas de différence significative

entre les patients MR et ML."

Les patients MR sont également sujets a des interactions
médicamenteuses avec des inhibiteurs ou des substrats du CYP2D6, entrainant une forte

variabilité dans la formation de la morphine et par conséquent, dans I’effet analgésique de la
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157159 [ a co-administration de 100 mg de codéine et de 200 mg de quinidine, un

codéine.
inhibiteur connu du CYP2D6, a démontré rendre le niveau de morphine dans la plasma
indétectable.”*'’ D’autre part, les patients présentant un profil phénotypique MUR pour le
CYP2D6 peuvent expérimenter des concentrations plasmatiques de morphine et ses métabolites

162 , .
%2 Un cas de dépression

50% supérieures a la normale suivant 1’administration de la codéine.
respiratoire a d’ailleurs été rapporté apres 1’administration d’une petite dose de codéine chez un

patient avec ce phénotype.'®

3.2 L’oxycodone
L’oxycodone est un opioide semi-synthétique reconnu pour son début d’action rapide. Il est
généralement prescrit dans le cadre de douleurs pré/post-opératoires et dans les douleurs

164,165,166

cancéreuses d’intensité modérées a séveres. L’oxycodone agit comme agoniste aux

récepteurs opioides k (kappa) et m (mu) dans le SNC."* On le compare souvent a la morphine

car I’effet analgésique qu’il produit est comparable a celle-ci.'®”'*® Malgré tout, son affinité pour

le récepteur m est 10 & 40 fois plus faible que celle de la morphine.'®” De plus, la concentration

d’oxycodone nécessaire pour activer la protéine G couplée au récepteur opioide est de 3 a 8 fois

plus élevée que celle de la morphine.'®'"

Les principales voies métaboliques de 1’oxycodone sont la N-déméthylation via le CYP3A4,
formant la noroxycodone, et la O-déméthylation via le CYP2D6, formant I’oxymorphone. La
noroxycodone est excrétée dans 1’urine sous forme inchangée tandis que 1’oxymorphone subit
une conjugaison avec l’acide glucuronique afin d’étre excrété sous forme plus hydrophile.

. " . . 171,172
Environ 10% de la dose est excrété sous forme inchangée dans 1’urine. "
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Le role des métabolites dans I’effet analgésique de 1’oxycodone n’est pas bien défini. Certaines
études suggerent que 1’oxycodone est un pro-médicament, comme la codéine, nécessitant la
formation d’un métabolite actif pour produire son effet analgésique. Des études animales sur la
noroxycodone ont démontré que son potentiel antinociceptif était plus faible que celui de
l'oxycodone.'” De plus, Lasagna et al. ont démontré que la normorphine, 1’équivalent N-
déméthylé de la morphine, possédait seulement le quart d’activité pharmacologique de la
morphine.'”* Ces résultats suggérent qu’il est peu probable que le métabolite noroxycodone

contribue & I’effet analgésique de I’oxycodone chez 1’humain.'”

L’oxymorphone posséde une affinité de 3 a 5 fois plus forte que la morphine pour le récepteur
1."7® Plusieurs études clament que ’oxymorphone posséde un effet analgésique propre et méme
supérieur a celui de I’oxycodone. Par exemple, Beaver et al. ont démontré que 1’activité opioide
de I’oxymorphone est 14 fois plus puissante que celle de 1’oxycodone lorsque les deux

7 L’hypothése selon laquelle

médicaments sont administrés de facon parentérales.'’
I’oxymorphone serait majoritairement responsable de la réponse analgésique a 1’oxycodone
pourrait expliquer la variation inter-individuelle qui est observée suivant son administration.

L’isoenzyme hépatique CYP2D6 étant hautement polymorphique, la formation d’oxymorphone

par O-déméthylation de 1’oxycodone serait compromise chez les sujets ML.

Il est maintenant connu que les métaboliseurs ultra-rapides, qui représentent de 1 & 7 % de la
population caucasienne'’®, expérimentent une analgésie de 1.5 a 6 fois plus grande comparés aux
métaboliseurs normaux suivant 1’administration d’oxycodone.'” Ces résultats suggérent la
formation d’une plus grande quantité d’oxymorphone due a I’activité augmentée de 1’isoenzyme
CYP2D6."® Ces patients rapportent également une forte incidence d’effets secondaires, soit de

I’euphorie, des étourdissements, de la nervosité, de la confusion et parfois méme des
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. . 175 . ’ . ’ ’ A ye
hallucinations. > Ces patients réagissent généralement de la méme fagon avec la codéine et

I’hydrocodone, et devraient étre traités avec des doses au-dessous de la normale.

Une étude rapporte que la formation d’oxymorphone est beaucoup plus faible chez les sujets ML
que chez les MR. Elles rapportent aussi que [’utilisation de la fluoxetine, un inhibiteur du
CYP2D6, chez les sujets MR résulte en une diminution de la formation d’oxymorphone

ressemblant au phénotype ML."®!

Ce résultat a également été montré dans les microsomes de foie
humains, ou la formation d’oxymorphone est plus faible chez les sujets ML que MR apres un

traitement inhibiteur & la quinidine.'®

Egalement, de plus en plus de cas de réponse atypique & un traitement analgésique chez des ML
du CYP2D6 son rapportés dans la littérature, comme une réponse inadéquate ou I’intolérance aux
opiacés. Ces patients répondent trés bien a un traitement alternatif, la morphine par exemple, dont
I’analgésie ne dépend pas du CYP2D6."°*!*1% [ ’oxymorphone est d’ailleurs un analgésique

connu qui est commercialisé sous forme parentérale aux Etats-Unis.'®

Néanmoins, il existe des contradictions dans la littérature quant aux propriétés analgésiques de

I’oxymorphone.
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Chapitre 11. Hypothése et objectifs

1. Hypotheése

L'oxycodone est un analgésique narcotique largement prescrit en clinique. Des études
pharmacogénomique ont démontré que 10% des patients démontraient une résistance aux effets
analgésiques de la codéine en raison d'une déficience de l'isoenzyme CYP2D6. Les patients
présentant des polymorphismes génétiques et une absence fonctionnelle d'activit¢ du CYP2D6
présentent une absence d'efficacité analgésique par la codéine. Le mécanisme d’action de
I’oxycodone étant similaire a celui de la codéine, il est possible que ces individus n’aient aucun

soulagement de la douleur suite a I’administration de I’oxycodone.

2.  Objectifs de I’étude

L’objectif du projet de recherche est d'évaluer le role du CYP2D6 dans 1'analgésie produite par

I'oxycodone.

L'impact des travaux proposé€s est d'améliorer la réponse aux traitements par l'oxycodone en
assurant son efficacité tout en réduisant les risques d'échec au traitement. Non seulement les
patients présentant des déficiences génétiques en CYP2D6 peuvent voir leur efficacité modulée,
des interactions médicamenteuses peuvent survenir chez des patients recevant un traitement
combiné avec des médicaments présentant une haute affinité pour le CYP2D6 comme des anti-
dépresseurs (fluoxétine, paroxétine), des beta-bloquants (proparanolol et métoprolol) ou des
antihistamines. Par ailleurs, 1’oxycodone est souvent utilisée en combinaison avec de
I’acétaminophéne au Canada. Par conséquent, les individus dont I’activit¢ de CYP2D6 est
déficiente obtiendraient la contribution analgésique de 1’acétaminophéne seulement. Cette

association a probablement contribué¢ a sous-estimer 1’effet du CYP2D6 dans I’effet analgésique
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de Ioxycodone comparativement a 1’oxymorphone. Il est donc intéressant d’évaluer la relation
entre D’efficacité analgésique et I'impact de facteurs environnementaux et génétiques sur le

métabolisme de I’oxycodone en oxymorphone.
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Abstract

Drug metabolism studies have demonstrated that oxycodone is partially transformed by CYP2D6
into oxymorphone, a more active metabolite. Indeed, oxycodone affinity for opioid receptors is
10 to 40 times lower than that of morphine while oxymorphone has a 10-fold greater analgesic
potency and a 3 to 5 times stronger affinity than morphine for the p receptor. Hence, we
hypothesized that variability observed in analgesic effects of oxycodone could be explained by
inter-subject variability in the CYP2D6-mediated metabolic clearance of the drug. Twelve
healthy volunteers received a single oral dose of oxycodone (15 mg) on two occasions: once
alone and once during co-treatment with quinidine 60 mg. Serial measurements of pain threshold
were taken and plasma and urine samples were collected between 0-24 hours. In 11 out of 12
volunteers there was a decrease in the partial metabolic clearance of oxycodone to oxymorphone
with the co-administration of quinidine. Plasma levels of oxycodone and noroxycodone increased
with quinidine pretreatment while plasma levels of oxymorphone decreased by 50%. However,
no difference in the analgesic effects could be demonstrated during the coadministration of
oxycodone and quinidine. Even thought these data demonstrated a pharmacokinetic interaction
between oxycodone and quinidine, a relationship between CYP2D6 phenotype and oxycodone-

mediated analgesic effects could not be confirmed.
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Introduction

Oxycodone is an opioid drug largely prescribed for the treatment of moderate to severe pain that
has been used for clinical purpose since 1915." Oxycodone is extensively metabolized with only
10% of the dose being excreted unchanged in urine.” Major metabolic pathways of oxycodone
include O- and N-demethylation catalyzed by CYP2D6 and CYP3A4, respectively, and
conjugation with glucuronic acid.> Noroxycodone is the major metabolite formed by CYP3A4,
which represents the largest metabolic pathway of oxycodone. However, noroxycodone shows
only a minimal decrease in antinociceptive activity compared to oxycodone when administered to
rats,' denying a contribution to oxycodone analgesic effects.” The metabolite oxymorphone is
formed by O-demethylation of oxycodone via CYP2D6, which represents only about 10% of the
total metabolism of oxycodone.® Although its role in the analgesic effect of oxycodone is unclear,
it is known that oxymorphone has a strong opioid p-receptors affinity: it is 10 to 40 times higher
than oxycodone and 3 to 5 times higher than morphine.”® This bioconversion process is very
similar to the one of codeine, which O-demethylation leads to morphine formation via CYP2D6.
That led Otton et al. to suggest that the CYPP450-dependent conversion of oxycodone to
oxymorphone may be responsible for the analgesic effects of oxycodone, as it is the case for

codeine and hydrocodone.’

Several studies support the hypothesis that CYP2D6 genetic polymorphisms explain inter-subject

10112 Bor instance, Otton ez al. showed that in

variability in the analgesic response to oxycodone.
vitro formation of oxymorphone is inhibited by quinidine and fluoxetine in EMs (extensive
metabolizers), while the small amount excreted by PMs (poor metabolizers) could only be

inhibited by fluoxetine, not quinidine. This indicates that while quinidine inhibits the CYP2D6

pathway, fluoxetine inhibits the non-CYP2D6 pathways of oxymorphone formation.” Also,
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studies have shown that blood levels of oxymorphone decreased following administration of a
CYP2D6 inhibitor such as quinidine or fluoxetine, making extensive metabolizers experience
poor metabolizer phenotypes.'*'*'* Many different conclusions occur with the measurements of
pharmacodynamics effects of oxycodone. Samer et al. showed that pain tolerance following
administration of oxycodone is lower in PMs than EMs taking quinidine. They also showed that
oxymorphone is the only predictor of the subjective pain threshold after pharmacodynamic
measurements like electrical stimulation, sedation and oxygen saturation.'” Zwisler ef al. used 5
different tests to measure pain tresholds, finding that in 3 of them, PMs experienced lower

analgesic effects than EMs. "

As previously mentioned, metabolism of oxycodone via CYP2D6 pathway is very similar to the
one of codeine." Sindrup et al. study with PMs and EMs proved that analgesic effects of codeine
could only be achieved via morphine formation.'® They also showed that pretreatment with
quinidine blocks formation of morphine after administration with codeine, but they failed to
demonstrate that the analgesic effect associated with morphine formation was thereby

17,1
repealed.'”'®

The aim of our studies was to assess the relationship between CYP2D6 activity and the level of
analgesia produced by oxycodone. The study was a randomized, double-blind crossover
comparison of the effects of quinidine and placebo on the pharmacodynamics and
pharmacokinetics of a single dose of oxycodone. Analgesic perception was monitored in the two
arms of the study to evaluate the implication of a change in CYP2D6 phenotype in the overall

analgesia provided by oxycodone.
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Methods

Reagent

Oxycodone, noroxycodone, oxymorphone, *H;-oxycodone, *H;-noroxycodone,
*Hs.oxymorphone, “Hs-dextrorphan and Hs-dextromethorphan were purchased from Cerilliant
(Round Rock, TX, USA) and received in vials containing 1.0 or 0.1 mg/mL dissolved in
methanol. Drug free human plasma containing EDTA as anticoagulant was purchased from
Bioreclamation (Westbury, NY, USA). Ammonium acetate and sodium hydroxide were
purchased from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). Ethanol was purchased from Commercial
Alcohols (Brampton, ON, Canada). Other chemicals, including methanol, sodium hydroxide,
ethyl acetate and B-glucuronidase (G8295-500KU, lot 066K8709) were purchased from Fisher

Scientific (Fair Lawn, NJ, USA).

Subjects

Twelve healthy male subjects participated in the study. All subjects were non-smokers and had
normal physical examination, including baseline electrocardiographic tracings, blood chemical
hematologic and urine analysis. Exclusion criteria were history of cardiovascular disease (blood
pressure, arrhythmia, myocardial infarct, chest pain), respiratory disease (asthma, COPD), gastro-
intestinal disease (ulcers, gastro-oesophageal reflux), smoking habit, medication use (prescribed
drug and natural products) and abnormal weight (body mass index under 18 or over 30). The
study was approved by the Hopital Sacré-Coeur de Montréal Ethical Review Board committee

and written informed consent was obtained from each subject.
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Determination of phenotype

To determine the CYP2D6 phenotype, an 8-hour urine collect following a single administration
of dextromethorphan 60 mg (Balminil DM®, Rougier Inc., Montreal, Canada) was analyzed and

a metabolic ratio (MR) was calculated as follows:

Metabolic ratio = 8-hour excretion of dextromethorphan / 8-hour excretion of dextrorphan

Subjects with a metabolic ratio less than 0.3 were considered to be EMs, and those with a ratio
greater than 0.3 were considered to be PMs. Urine samples were diluted with ammonium acetate
and incubated for 8 hours with B-glucuronidase (type H-2 from Helix pomatia, Sigma, G0876).
The analysis was performed by high performance liquid chromatography with heated assisted
electrospray ionization mass spectrometry (HPLC-HESI-MS/MS). The separation was achieved
using gradient elution with a mobile phase consisting of methanol and formic acid on a 150 x 2
mm Luna phenyl hexyl column at a flow rate of 250 uL/min. The mass spectrometer was
interfaced with the HPLC system using a pneumatic assisted heated electrospray ion source. MS
detection was performed in positive ion mode, using selected reaction monitoring (SRM). The
SRM transition selected for the analytes were set at 258.0 — 157.1 and 272.2 — 215.2 for
dextrorphan and dextromethorphan, respectively. The SRM transition selected for the internal
standards were set at 261.2 — 157.1 for 2H3-dextr0rphan and 2752 — 215.2 for 2H3-
dextromethorphan. All subjects showed an extensive metabolizer phenotype profile. All
phenotypes were determined after completing the study at a time when no other drug was

administered.
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Determination of genotype

The CYP2D6 genotype was determined in all subjects by using the polymerase chain reaction
technique. The DNA was analyzed to determine the presence of CYP2D6*3, CYP2D6*4
CYP2D6*6, CYP2D6*7 and CYP2D6*8 mutant alleles. Subjects were classified as PMs if they
had two non-functional alleles and as EMs if they had at least one functional allele. CYP2D6*1

stands for the wild type. All subjects showed an EM genotype profile.

Study design

Twelve healthy volunteers received a single oral dose of oxycodone on two occasions: once alone
(15 mg) and once during a co-treatment with quinidine (100 mg), a potent inhibitor of CYP2D6.
The two study phases were performed 15 days apart in a randomized sequence. The subjects were
asked to refrain from smoking and consuming drugs, alcohol, apple juice, chocolate or caffeine-
containing products 48 hours before and during the study sessions. Consuming grapefruit juice

was forbidden 7 days before and during the study.

Subjects arrived fasted at the research center the morning of the dosing day. An intravenous
catheter and ECG electrodes were put in place. A dose of quinidine 100 mg or matching placebo
was administered orally 2 hours before the administration of oxycodone 15 mg with 100 ml of
water. A second and third dose of 100 mg quinidine or matching placebo was administered 6 and
12 hours after administration of oxycodone to maintain inhibition. No liquid or food intake was

permitted until standards meals were served 4 and 7 hours after administration of oxycodone.

Blood samples of 7.5 ml each were taken before dosing and at 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 12, and 24

hours after oxycodone administration. Blood samples were drawn into EDTA (Vacutainer Becton
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Dickinson) tubes and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes at 4°C. The plasma was then

transferred into polypropylene tubes and frozen at -20°C until analysis.

Serial measurements of the perception of cold and pain threshold sensitivity were performed in
the two arms of the study by use of a thermode placed on the triceps which is a highly innervated
area sensitive to temperature fluctuations. Pharmacodynamic measurements of pain threshold
were performed before oxycodone administration and at 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 8 and 24 hours after
dosing. The analgesic effect was evaluated by determining the pain threshold following thermal
stimulation on the inner arm. All baselines were determined two times and the mean value was

used in the data analysis.

ECG measurements were taken at 0, 2 and 4 hours following administration of oxycodone. Serial
urine samples were collected between 0-24 hours to characterize the excretion of oxycodone,
oxymorphone and noroxycodone. Urine volume and pH were determined before freezing a urine

sample at -20°C until analysis.

The subjects remained at the research center for 24 hours after oxycodone administration.

Plasma concentrations of oxycodone and its metabolites

Deutered internal standards were used as internal standards in the procedures used for plasma
extraction of oxycodone, oxymorphone and noroxycodone. Plasma samples were combined with
NaOH 0.1M and ethyl acetate and then shaken for 20 minutes and centrifuged 1500g for 10
minutes. The organic phase was collected and evaporated to dryness with a nitrogen jet. Samples
were reconstituted with 100upl. Analysis was performed by high performance liquid
chromatography with HPLC-HESI-MS/MS. The separation was achieved using gradient elution

with a mobile phase consisting of ethanol and 10 mM ammonium acetate on a 150 x 2 mm

65



Synergi MAX-RP analytical column equipped with a C12 4 x 2 mm security guard cartridge at a
flow rate of 0.30 mL/min. The mass spectrometer was interfaced with the HPLC system using a
pneumatic assisted heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion
mode, using SRM. The SRM transition selected for the analytes were set at 316 — 241,
302 — 227 and 302 — 187 for oxycodone, noroxycodone and oxymorphone, respectively. The
SRM transition selected for the internal standards were set at 319 — 244 for “Hs-oxycodone and

305— 230 for both *Hs-noroxycodone and “Hs-oxymorphone.

Urine concentrations of oxycodone and its metabolites

Urinary samples were incubated with B-glucuronidase (type H-2 from Helix pomatia, Sigma,
G0876) diluted in ammonium acetate pH 5 buffer at 37°C for 8 hours. After cooling, urines
samples were then combined with deutered internal standard. Samples were shaken and put at
5°C for 5 min. A centrifugation 13000 rpm for 5 minutes was performed before injection.
Analysis was performed by high performance liquid chromatography with HPLC-HESI-MS/MS.
The separation was achieved using gradient elution with a mobile phase consisting of ethanol and
10 mM ammonium acetate on a 150 x 2 mm Luna phenyl hexyl column at a flow rate of 0.30
mL/min. The mass spectrometer was interfaced with the HPLC system using a pneumatic
assisted heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion mode, using
SRM. The SRM transition selected for the analytes were the same as described for plasma

analyses.

Pharmacokinetic analysis

The AUC for oxycodone and its metabolites were determined by the linear log-linear trapezoid
method. Renal clearance (CLr) was calculated as the ratio of the amount of unchanged

oxycodone (Aey.p4) excreted over 24 hours to the AUC of oxycodone over the same time interval
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(AUCy.4). Renal clearance (CLR) of metabolites was calculated as the ratio of the amount of
oxymorphone or noroxycodone (Aey.p4) excreted over 24 hours to the AUC of oxycodone over
the same time interval (AUCy.,4). CL/F of oxycodone was calculated as the ratio of the dose

administered to the AUC of oxycodone (AUC,.y). The partial metabolic clearance to a specific

metabolic pathway (CL,) was calculated as:
CLmet = Aemet / AUCoxy

where Aenet 1S the amount of conjugated + unconjugated metabolite(s) formed by that pathway
and excreted in urine over 24 hours and AUC,y is the area under the concentration vs time curve
for oxycodone during the same time interval. For these calculations, amounts of metabolites and

parent compound were expressed in molar units.

Pharmacodynamic analysis

Cold and pain threshold were quantified by estimating AUCs of effect vs time using the linear
trapezoidal method for intervals 0-4 hours, 0-6 hours, 0-8 hours and 0-12 hours." Calculation

were performed for the means of all of the 5 repeated measures.

Statistical analysis

The Wilcoxon signed-rank test was used for all statistical comparisons.
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Results
Genotype/Phenotype

Genotype and phenotype results of subjects included in this study are reported in Table I.
Genotype performed on extracted DNA showed that all volunteers were EMs for CYP2D6, with
all subjects having at least one functional allele. The genotype *1/*4 was the most frequent allele
combination in the twelve healthy volunteers. All volunteers showed also an EM phenotype

profile with a metabolic ratios of DM/DX ranging from of 0.005 to 0.161.

Pharmacokinetic analysis

Oxycodone, oxymorphone and noroxycodone plasma concentrations obtained after the oral
administration of oxycodone with and without the concomitant administration of quinidine in
healthy subjects are reported in Figure I. It can readily be seen that oxymorphone plasma
concentrations were decreased by 50% with quinidine pre-treatment (p<0.05). Mean plasma
concentrations of oxycodone and noroxycodone were slightly increased after concomitant
administration of quinidine (p<0.05). The clearance (CL/F) of oxycodone decreased from 1405.3

+394.5 mL/min to 1167+285.2 mL/min during quinidine co-treatment (Table 2; p<0.05).

Urinary excretion of oxycodone represented 5.7+2.0% of the dose after placebo which slightly
increased to 6.5+2.3% after quinidine (Table 2; p<0.05). On the other hand, the renal clearance of
oxycodone remained unchanged at 74.5£26.0 mL/min and 71.0+25.0 mL/min with placebo or
quinidine, respectively (p>0.05). Urinary excretion of noroxycodone increased from 21.2+4.1%
after placebo to 27.1+4.3% after quinidine (p<0.05). On the other hand, renal clearance of
noroxycodone remained unchanged at 221.1+42.98 (placebo) and 197.1+42.28 (quinidine) under
each co-treatment (p>0.05). The partial metabolic clearance of oxycodone to noroxycodone was

also unchanged by quinidine co-treatment (191.1+£37.2 mL/min vs 205.3+44.0 mL/min, p>0.05).
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Urinary excretion of oxymorphone was 5.4+2.2% after placebo but decreased to 2.5+1.4% after
quinidine (p<0.05). This decrease in the urinary excretion of oxymorphone was not due to a
change in renal clearance of the metabolite (75.7+33.7 mL/min vs 83.8+41.6 mL/min, placebo vs
quinidine, respectively, p>0.05) but rather to a 50% decrease in the partial metabolic clearance of
oxycodone to oxymorphone during co-treatment with quinidine (1.29£0.579 mL/min vs

0.627+£0.311 mL/min, p<0.05)

Pharmacodynamics measurements

The AUCs (0-4, 0-6, 0-8, 0-12) of pain thresholds are displayed in Table 3 and Figure 2. Data are

not reported for subjects 1 and 2 due to a change in the pain threshold measurement protocol. The

subject showing the largest difference of analgesia is represented by DMAX.

It can readily be seen that AUCs(0-12) were decreased by 50% with quinidine pre-treatment

compared to placebo. Mean pain threshold AUC(0-4) was 133.6+£306.3 after placebo but

decreased to 118.2+176.4 after quinidine (DMAX=-629.7); mean pain threshold AUC(0-6) was

199.8+422.0 after placebo but decreased to 152.0+252.9 after quinidine (DMAX=713.1); mean
pain threshold AUC(0-8) was 267.6£560.9 after placebo but decreased to 175.4+373.4 after

quinidine (DMAX=-967.8) and mean pain threshold AUC(0-12) was 456.2+946.2 after placebo

but decreased to 207.1+£609.2 after quinidine (DMAX=1563).

The AUCs (0-4, 0-6, 0-8, 0-12) of cold detection are displayed in Table 4. Data are not reported

for subjects 1, 2, 3 and 4 due to a change in the pain threshold measurement protocol.

No significant difference was observed between the two treatments. Mean cold detection AUC(0-

4) was 6673.1+201.0 after placebo and 6580.1+671.5 after quinidine (DMAX=-93.0); mean cold
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detection AUC(0-6) was 10048.5+274.1 and 9890.2+735.7 after quinidine (DMAX=-158.3);
mean cold detection AUC(0-8) was 13313.0+£562.7 after placebo and 13209.7+£854.4 after

quinidine (DMAX=-103.3) and mean cold detection AUC(0-12) was 19797.8+1200.7 after

placebo and 19898.5+1084.7 after quinidine (DMAX=100.7).
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Discussion

This study demonstrated a decrease in the formation of oxymorphone following the
administration to healthy volunteers of the potent CYP2D6 inhibitor quinidine. This confirms the
role of CYP2D6 in the formation of this metabolite. However, no difference in the analgesic
effects as determined by a pain threshold using a thermal cathode was observed during the

coadministration of oxycodone and quinidine.

Mean oxycodone plasma concentrations and urinary excretion increased only slightly during co-
treatment with quinidine. This suggests that CYP2D6-dependent metabolic pathways represent
minor metabolic routes in the overall clearance of oxycodone. Nevertheless, mean plasma
concentrations of oxymorphone, the oxycodone to oxymorphone partial metabolic clearance and
the amount of oxymorphone excreted in urine were all decreased when subjects were pre-treated
with quinidine. This, on the other hand, confirms the role of CYP2D6 in the clearance of
oxycodone. Although previous studies showed that quinidine inhibits almost completely the

#2921 gur results indicates that it blocks

CYP2D6-mediated metabolism of other substrates in Ems,
only half of the transformation of oxycodone to oxymorphone. As expected, mean noroxycodone
plasma concentrations and noroxycodone excretion slightly increased during treatment with

quinidine. These results suggest a compensation of CYP2D6 malfunction by N-demethylation via

CYP3A4.

Results from studies conducted by Samer et al. agree with our pharmacokinetics results.
Quinidine was also used as a CYP2D6 inhibitor, showing a decrease of 40% in oxymorphone
Cinax. 2% An in vitro study conducted by Otton et al. suggests that conversion of oxycodone to
oxymorphone is partly due to a CYP450 isoenzyme other than CY2D6. Furthermore, they

suggest that CYP2D6 inhibition is partly based on the non-selective properties of the drug
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fluoxetine, meaning it could block this hypothetical other metabolic pathway.” They also report
that another strong CYP2D6 inhibitor, fluoxetine, can block oxymorphone formation when co-
administered with oxycodone.” Again, in this study, significant amounts of oxymorphone were

detected after fluoxetine administration.

We could not demonstrate a difference in pain threshold response to oxycodone while the
CYP2D6 phenotype of our subjects was modulated by the co-administration of quinidine. As
shown in Figure 3, analgesic effects were similar between quinidine/placebo treatments. A study
comparing analgesic effects of oxycodone in PM and EM using five different pain tests, found
that genetically determined PMs showed a decreased analgesic response in three of these tests.'”
Another study from Samer et al. used different pain tests such as cold pressor test, electrical
stimulation, thermode, pupil size and psychomotor effects to measure the effect of quinidine on
the pharmacodynamics of oxycodone. While there were no differences between quinidine and
placebo after electrical stimulation and sedation measurements, the cold pressor test assessed that
pain tresholds were 1.5-fold higher after quinidine than placebo and the pupil size AUC was 1.2-
fold lower after quinidine than placebo.'” The same study showed that administration of a
quinidine pretreament did not completely abolish all pharmacodynamics effects of oxycodone in
EMs comparatively in PMs, accordingly to the cold pressor test and pupil size. First, these results
may suggest that not all pain models are as sensitive to dectect opoid analgesia. More
importantly, these results also indicate that CYP2D6 inhibition in EMs may not be comparable to

the PMs genotype.

The hypothesis that quinidine/fluoxetine poorly penetrates the blood-brain barrier in humans and
thus may not inhibit a local metabolism via CYP2D6 in the brain could explain the inconsistency

between oxymorphone plasma concentrations and analgesic effets.” Therefore, the use of
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quinidine could not totally abolish oxymorphone formation and oxymorphone plasma
concentrations might not mirror brain concentrations.'® Another hypothesis as why quinidine may
not block properly oxymorphone formation is it might increase oxycodone accumulation into the

112

CNS, by inhibiting the multidrug transporter ABCB1.~ Finally, an animal experiment suggested

that quinidine could have a hypoalgesic effect of its own, resulting of its inhibition of the release
of E-type prostaglandins.* It appears that a difference exists between a PM phenotype and a PM

genotype.

Since the major metabolite of a drug has frequently an intrinsic pharmacological activity, the
possibility that noroxycodone possess some analgesic effects has been proposed to explain the

lack of association between oxymorphone and pharmacodynamics effects of oxycodone.** As
known, potency at the m receptor is critical for a metabolite to contribute to the in vivo opoid
activity.2 Although noroxycodone is the predominant metabolites of oxycodone, its affinity for
M-opiate receptors is very weak.” Plus, an animal experiment shows that the antinociceptive

activity of noroxycodone is very poor and unlikely contributes to the analgesic activity of

P 25
oxycodone when administered to humans.

Noroxymorphone is a metabolite formed by the CYP2D6 O-demethylation of noroxycodone,

itself a metabolite of oxycodone via CYP3A4 N-demethylation.” Speculation about his opioid
activity led Lalovic et al. to measure its affinity for a cloned human m-opiod peptide receptor,

which was 3-fold higher than oxycodone and 10-fold higher than noroxycodone.” A similar study

in rat brain homogenates also showed that noroxymorphone has a 2-fold higher binding affinity
for m-opiod than oxycodone.** Kalso et a/*. then made a PK-PD modeling showing no relation

between noroxymorphone and oxycodone pharmacodynamics. Indeed, they showed that side
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effects such as duration of pupil constriction were linked with plasma concentration of
oxycodone rather than plasma of metabolites, refuted the hypothesis that noroxymorphone may

be relevant to the analgesic effects of oxycodone.

Conclusion

In conclusion, quinidine did not block completely oxymorphone formation. A decrease in
CYP2D6 activity is likely to cause minimal changes in the pharmacokinetics of oxycodone in
plasma but appears relevant for the formation of the active metabolite oxymorphone. Inhibition
of CYP2D6 via quinidine in EMs may not reflect the phamacodynamic situation of PMs, even if
the phamacokinetic parameters are similar. Since we were unable to demonstrate a change in
analgesic effect, even though plasma levels of oxymorphone were decreased, we could not
attribuate oxycodone analgesia to oxymorphone formation. However, CYP2D6 may not be the

only way to oxymorphone formation, since CYP2D6 did not successfully block it entirely.
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Figure legend

Figure 1. Mean plasma concentrations of oxycodone, noroxycodone and oxymorphone

during placebo (open squares) or quinidine (closed squares) treatment phases.

Figure 2. Pain treshold (heat) measured in 10 out of 12 subjects following the

administration of oxycodone combined with placebo or quinidine.

Figure 3. Pharmacokinetic and pharmacodynamic relation of oxycodone, oxymorphone and

noroxycodone vs treatment.
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Table 1: CYP2D6 genotype and phenotype profile of healthy volunteers recruited.

Subjects Age Phenotype Genotype
(DM/DX) (Wt/Variant)

1 21 0,013 *1/%4
2 29 0,011 *1/%3
3 22 0,005 *1/%4
4 24 0,003 *1/%4
5 27 0,151 *1/%4
6 23 0,002 *1/%1
7 21 0,005 *1/%1
8 22 0,026 *1/%4
9 26 0,007 *1/%1
10 23 0,002 *1/%1
1 20 0,161 *1/%3
12 26 0,088 *1/%4
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Table 2. Pharmacokinetic of subjects.

Subjects Placebo Quinidine
X SD X SD
AUC 192 57 227 60
Oxycodone Ae (mg) 0.9 0.30 0.97 0.34
CL/F (ml/min) 1405 395 1167 285
CLren (ml/min) 75 26 71 25
AUC4 33 1.09 1.7 0.783
Oxymorphone Ae (mg) 0.015 0.007 0.009 0.004
CLpartygr (ml/min) 1.29 0.58 0.63 0.31
CLren (ml/min) 76 34 83.8 41.6
AUC .24 167 31.5 237,0 26.8
Noroxycodone Ae (mg) 2.209 0.429 2.798 0.6
CLren (ml/min) 221.1 42.98 197.1 42.28
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Table 3

Pharmacodynamics measurements of pain threshold (heat) in 10 out of 12

subjects recruited in this study following the administration of oxycodone (15 mg) with

placebo or quinidine.

Subjects 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AUCyy, / / 81.54 738.105 -352.5 603 -31.8 480.8 -389 -29.7 378.0 50.5
Oxycodone AUC,q / /1249 1104.6 -240.0 151 -493 657.6 -166.7 17.5 552.8 -18.0
+ placebo AUC,g / /0 99.1 1479.7  -199.2 -56.8 26.6 877.1 -284.0 102.3 733.8 -102.
AUCy  / / -109 2528.7  -18.7  -225.0 1449 1381.8 -469.2 370.4 1020.0 -160.]
AUCyy, / / 28.6 4644 @ 2773 73.5 625 315 379 352 3765 3.42
Oxycodone AUC,q / /[ -21.8 564.6 = 501.2 89.4 68.8 -555 -75.0 -64.7 496.5 16.86
+ quinidine AUC,g, / / -63.2 7328 768.6 ~ 73.1 394 -735 -137.9 -125.8 568.5 -27.7¢
AUC,  / /947 1279.5 10455 887  -2.8 -181.5 -243.0 -230.9 652.5 -241.
Amax =/ /146.7 1249.2  -1064.3 -313.7 147.7 1563.3 -226.2 601.3 367.6 81.8
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Figure 1A. Mean plasma concentrations of oxycodone.

Oxycodone plasma concentrations following co-administration of
oxycodone and placebo/quinidine
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Figure 1B. Mean plasma concentrations of oxymorphone.

Oxymorphone plasma concentrations following co-administration of
oxycodone and placebo/quinidine
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Figure 1C. Mean plasma concentrations of noroxycodone.

Noroxycodone plasma concentrations following co-administration of
oxycodone and placebo/quinidine
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Figure 2

AUCs of pain treshold following co-administration of oxycodone and
placebolquinidine
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Figure 3A.

Pain treshold AUCs

PK-PD relation of oxycodone.

Pharmacokinetics and pharmacodynamics oxycodone AUCs of
volunteers with and without co{reatment with quinidine
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Figure 3B.

Pain treshold AUCs

PK-PD relation of oxymorphone.

Pharmacokinetics and pharmacodynamics oxymorphone AUCs

of volunteers with and without co-treatment with quinidine
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Figure 3C.

Pain treshold AUCs

PK-PD relation of noroxycodone.

Pharmacokinetics and pharmacodynamics noroxycodone AUCs of

volunteers with and without co{reatment with quinidine
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Table 4. Pharmacodynamics measurements of cold detection in 8 out of 12 subjects
recruited in this study following the administration of oxycodone (15 mg) with
placebo or quinidine.

AUC(0-4) AUC(0-6) AUC(0-8) AUC(0-12)
ubjects | PLACEBO QUINIDINE AMAX PLACEBO QUINIDINE AMAX PLACEBO QUINIDINE AMAX PLACEBO QUINIDINE AMAX
5 6701,7 6804,6 102,9 9945,3 10126,2 180,9 13108,5 13475,4 366,9 19302,9 20211,0 908,1
6 6535,0 6896,0 361,0 9776,8 102776 5008 12176,8 13660,4 1483,6 171280 203156 31876
7 6808,7 6992,0 1834 102617 105116 = 250,0 13734,5 14018,6 2842 207269 = 209894 = 262,6
8 7036,9 70385 16 105013  10470,5 -30,8 14005,3 13990,7 14,6 209449 211019 1570
9 6769,2 6576,3 -192,9 10240,8 9668,7 -572,1 13683,0 12832,5 -850,5 20442,6 19278,9 -1163,7
10 6476,6 6745,2 268,6 9789,2 10011,6 2224 13149,2 13175,4 26,2 19811,6 19625,4 -186,2
11 6422,3 6619,6 197,3 9760,7 9836,8 76,1 131465 13166,2 19,7 19888,1 199726 84,5
12 6634,2 49685 16657 | 101124 82187 18937 | 13500,0 11358,5 21415 201372 | 176933 24439
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Chapitre 111. Conclusion générale

La réponse d’un patient a son traitement pharmacologique peut étre affectée par plusieurs
facteurs, tels I’administration concomitante de plusieurs médicaments, la présence d’une
condition pathologique ou une variation génétique. Celles-ci se manifestent par la variabilité
interindividuelle, rapportant une large variation de réponse pour un méme médicament a travers
une population. Non seulement les patients présentant des déficiences génétiques peuvent
expérimenter des doses sous-thérapeutiques ou toxiques, des interactions médicamenteuses
peuvent survenir lors de I’administration concomittante de médicaments présentant une haute
affinité pour le méme cytochrome. Parmi ces patients, ceux qui présentent des polymorphismes
génétiques et une absence fonctionnelle d'activité¢ du CYP2D6 expérimentent une absence
d'efficacité analgésique par la codéine. L’objectif du projet était d’évaluer le réle du CYP2D6
dans I’analgésie produite par I’oxycodone. L hypothése de départ était que puisque le mécanisme
d’action de I’oxycodone est similaire a celui de la morphine, les individus présentant le profil
métabolique lent auraient une efficacité réduite ou nulle de 1’analgésie suite a I’administration
d’oxycodone. Les études pharmacocinétiques ont démontré que 1’administration concomittante
d’oxycodone et de quinidine réduit la production d’oxymorphone, le métabolite actif, confirmant
le CYP2D6 comme sa principale voie de formation. Egalement, les concentrations plasmatiques
de noroxycodone ont augmenté durant le traitement a la quinine, démontrant la compensation du
CYP2D6 bloqué par le CYP3A4 via N-déméthylation. Ces résultats suggerent que le CYP2D6
est bien responsable de la formation de I’oxymorphone. Comme le CYP2D6 est responsable de la
formation du métabolite actif de la codéine, la morphine, il est raisonnable d’établir que
I’oxyomorphone est le métabolite actif de I’oxycodone. La présence d’oxymorphone dans le

plasma et I’urine sous traitement a la quinidine suggere quant a lui une voie alternative dans la
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formation du métabolite. Les futures hypothéses a investiguer dans la recherche sur 1I’oxycodone
sont I’identification de la voie métabolique alternative dans la formation d’oxymorphone, de
facon a connaitre son implication dans la réponse analgésique du patient. Cette voie alternative
pourrait étre affectée par les polymorphismes génétiques ou interactions médicamenteuses.
Egalement, de plus amples études pourraient étre faites sur I’efficacité de la quinidine &
reproduire le profil métabolique lent du CYP2D6, puisque son utilisation comme inhibiteur du
CYP2D6 semble différer in vivo et in vitro. Samer et al. supportent nos résultats avec une
diminution de 40% de la production d’oxymorphone sous quinidine in vivo, comparativement au
blocage presque complet d’oxymorphone in vitro dans une étude d’Otton et al. Cette dernicre
étude suggere d’ailleurs que la fluoxetine serait plus efficace dans I’inhibition du CYP2D6,
puisqu’il s’agit d’'une drogue non-sélective et qu’elle pourrait également inhiber la voie
alternative de formation d’oxymorphone. De plus, son métabolite norfluoxetine partagerait ses
propriétés inhibitrices pour le CYP2D6.

Les études pharmacodynamiques effectuées n’ont pu établir de lien direct entre la concentration
d’oxymorphone et le niveau d’analgésie ressenti. Bien que la diminution de la production
d’oxymorphone ait été¢ démontrée aprés pré-traitement a la quinidine, les niveaux d’analgésie
mesurés n’ont pas fluctué de facon similaire. Selon nos résultats, nous ne pouvons établir que
I’oxymorphone est responsable de la réponse analgésique de 1’oxycodone. Il est possible que la
technique de mesure utilisée soit en partie responsable de notre incapacité a démontrer une
différence dans 1’analgésie des patients traités au placebo et a la quinidine. Des études sur
I’analgésie de I’oxycodone démontrent que dépendamment de la technique de mesure de
I’analgésie utilisée, les résultats fluctuent. Les futures études sur I’importance de I’oxymorphone
dans I’analgésie de 1I’oxycodone doivent développer une mesure de la détection de la douleur plus

précise que celles existant afin de démontrer hors de tout doute 1’implication du métabolite actif.
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Une hypothése différente veut que malgré la sensibilité des mesures de douleur dans les études
sur I’oxycodone, la production locale d’oxymorphone au cerveau soit responsable de 1’échec de
ces tests. Comme la quinidine et la fluoxetine pénétrent faiblement la barriere hémato-
encéphalique, un métabolisme local via CYP2D6 au cerveau expliquerait 1’incongruité entre la
concentration d’oxymorphone et la réponse analgésique. Lalovic et al. ont démontré chez les rats
que I’oxycodone pénétre dix fois plus le cerveau que I’oxymorphone, ce qui soutient la théorie
d’une production locale du métabolite.

Egalement, il serait intéressant d’investiguer 1’activité opioide du métabolite noroxymorphone,
formé par le CYP2D6 a partir du métabolite noroxycodone. Certaines études ont démontré une

forte affinité de noroxymorphone pour le récepteur m, tandis que d’autres ont réfuté son

implication dans la réponse analgésique de I’oxycodone suite a des études PK-PD.

En bref, cette étude a établi un profil pharmacocinétique solide de 1’oxycodone, tant lors de son
administration seule que lors d’une co-administration avec un inhibiteur du CYP2D6. En
démontrant une réduction de 50% de I’efficacité du CYP2D6 sous quinidine, 1’étude démontre
que des patients peuvent expérimenter une efficacité réduite ou nulle de 1’analgésie suite a
I’administration d’oxycodone. Elle a aussi permis de démontrer la compensation du CYP3A4
lorsque le CYP2D6 est compromis dans le métabolisme de 1’oxycodone. Bien que I’implication
de I’oxymorphone dans la réponse analgésique a I’oxycodone n’ait pu étre identifié¢e, de

nombreuses pistes ont été évoquées, qui serviront a de futures recherches.
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