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Résumeé

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est associée a une diminution de la clairance
métabolique des médicaments résultant en partie de I’inhibition des cytochromes P450
(CYP450) et des enzymes de phase II, notamment la N-acétyltransférase 2 (NAT?2), tel que

démontré chez le rat.

Nous avons précédemment démontré le role de 1'hormone parathyroidienne (PTH)
dans la diminution des CYP450 hépatiques chez le rat souffrant d’IRC. Toutefois, I’étude
des mécanismes sous-jacents pouvant étre facilitée par 1’utilisation de souris transgéniques,

I’objectif de cette étude consiste a confirmer ces résultats dans un modele murin.

D’abord, afin de valider ce modéle expérimental, une IRC a été induite par
néphrectomie subtotale 3/4 chez des souris C57BL/6, puis 1’expression protéique et génique
des CYP450 et de la Nat2 hépatiques a été étudiée. Les résultats indiquent que I’IRC induit

effectivement une diminution d’expression de ces enzymes dans un modele murin.

Ensuite, des souris mutantes pour le géne codant la PTH (PTH”) et les souris
correspondantes de type sauvage (PTH'") ont été néphrectomisées, puis I’expression
protéique et génique des CYP450 hépatiques a été analysée. Si la PTH est responsable de la
diminution du CYP450 en situation d’IRC, les souris PTH " atteintes d’IRC ne devraient
présenter aucune baisse d’expression. Les résultats obtenus pour les souris PTH ne
peuvent étre interprétés, puisque chez les souris PTH”" atteintes d'IRC, le CYP450
hépatique est inchangé par rapport aux souris PTH™' témoins. Des expériences
supplémentaires seront requises afin de déterminer si la régulation a la baisse du CYP450

précédemment observée est contrecarrée par 1’absence de PTH.

Mots-clés : cytochrome P450, hormone parathyroidienne, insuffisance rénale chronique,

N-acétyltransférase, souris transgéniques
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Abstract

Chronic renal failure (CRF) is associated with a decrease in the metabolic clearance
of drugs, which is partly due to a reduced expression of cytochrome P450 (CYP450) and
phase II enzymes, namely N-acetyltransferase 2 (NAT2). This phenomenon has been

shown in the rat.

We have previously demonstrated the role of parathyroid hormone (PTH) in
CYP450 down-regulation in rats with CRF. However, the study of mechanisms underlying
the down-regulation of CYP450 by PTH should be confirmed with the use of knockout

mice. The aim of this study was, therefore, to confirm these results in a murine model.

Firstly, to validate this experimental model, CRF was produced in C57BL/6 mice
using the 3/4 subtotal nephrectomy. Protein and mRNA levels of hepatic CYP450 and Nat2
were then analyzed. The results showed that CRF down-regulates these enzymes, as

previously observed in the rat.

Finally, PTH-null mice (PTH"") and their corresponding wild type (PTH"") were
nephrectomized in order to analyze protein and mRNA expression of hepatic CYP450. If
PTH is responsible for the decrease of CYP450 in the presence of CRF, then PTH” mice
with CRF should not show any reduction in CYP450 expression compared to controls. The
results concerning the PTH”™ mice could not be interpreted because PTH"" mice with CRF
did not show any significant difference of CYP450 expression when compared to PTH ™"
controls. Thus, additional experiments must be conducted in order to determine the role of

PTH in CYP450 down-regulation in CRF mice.

Keywords : chronic renal failure, cytochrome P450, knockout mice, N-acetyltransferase,

parathyroid hormone
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1. Introduction

1.1 L’insuffisance rénale chronique

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est caractérisée par une détérioration
progressive de la fonction rénale. Elle constitue un souci grandissant dans notre société, en
raison de son incidence accrue. En effet, on estime actuellement a 19,2 millions le nombre
de personnes touchées par I'IRC aux Etats-Unis, soit 11% de la population adulte totale'.
Au Canada, parmi les 1,9 a 2,3 millions de personnes souffrant d’IRCz, 33 832 patients
¢taient traités pour une insuffisance rénale terminale (IRT) en 2006°. De ce fait, les coiits
associés au traitement de ’IRT s’avérent considérables, puisqu’ils représentent 1,2% du

budget total alloué¢ aux soins de santé au Canada®.

D’apres les lignes directrices émises par la National Kidney Foundation, ’IRC peut
étre identifiée selon deux criteres. En premier lieu, elle se définit par la présence de
dommages rénaux (anomalies structurales ou fonctionnelles) chez un patient pour une
période de plus de trois mois, avec ou sans diminution du débit de filtration glomérulaire
(DFG). En second lieu, un DFG maintenu sous 60 mL/min/1,73m? durant au moins trois
mois, avec ou sans dommage rénal, correspond également a I’IRC’, puisque le DFG normal
équivaut a 120 mL/min/1,73m’ °. Afin de tenir compte des différences morphologiques
interindividuelles, le DFG est exprimé en fonction de la surface corporelle moyenne d’un

adulte, soit 1,73rn2 7

. D’aprés la valeur de DFG estimée ainsi que les anomalies
anatomiques et urinaires (albuminurie, protéinurie, hématurie), cinq stades distincts

catégorisent la sévérité de I’'IRC (Tableau I)°.

Le stade 5 représente I’incapacité absolue des reins & maintenir 1’homéostasie et
oblige I’emploi d’un traitement de substitution rénale pour assurer la survie du patient. Ces
méthodes incluent notamment la dialyse péritonéale, 1’hémodialyse et la transplantation

rénale’.



Stade Description DFG (mL/min/1,73m?)
1 Dommage rénal avec DFG normal ou 1 =90
2 Dommage rénal avec DFG légerement | 60-89
3 DFG modérément |, 30-59
4 DFG sévérement |, 15-29
5 Défaillance rénale < 15 (ou dialyse)

Tableau I Classification des stades de 1’insuffisance rénale chronique®

1.1.1 Causes et symptomes

Le diagnostic de ’IRC peut parfois étre retardé puisque les signes et symptomes
d’une atteinte rénale sont insidieux et non spécifiques’. Par ailleurs, diverses causes sont
associées au développement de la maladie. De 1990 a 2002, la majorité des nouveaux cas
d’IRC rapportés découlaient du diabéte mellitus et de I’hypertension. D’autres désordres
tels que la glomérulonéphrite, I’ischémie, I’infection, la maladie polykystique rénale,

I’obstruction et les troubles auto-immuns peuvent conduire a I’'TRC'.

1.1.1.1 Le diabéte

Les mécanismes pathophysiologiques qui engendrent la néphropathie diabétique
reposent principalement sur des changements hémodynamiques et biochimiques. En
premier lieu, des facteurs comme I’angiotensine II, le monoxyde d’azote, le peptide
natriurétique auriculaire, le glucagon et I’insuline exercent des changements notables sur la
résistance artériolaire, ce qui donne lieu a une hyperfiltration glomérulaire et a une
hyperperfusion''. En second lieu, I’hyperglycémie caractéristique du diabéte induirait un
défaut de transport d’électron dans la chaine respiratoire mitochondriale, résultant en une
production excessive de dérivés réactifs de I’oxygéne'’. Cette augmentation du stress
oxydatif activerait les réactions de glycation de protéines et favoriserait la formation de
cytokines et de facteurs de croissance impliqués dans la production et dans le dépdt de

matrice extracellulaire, engendrant par conséquent une glomérulosclérose et une fibrose



tubulo-interstitielle (Figure 1.1)"*. Chez les patients, la progression de la maladie peut étre
¢valuée avec Dapparition d’une protéinurie permanente, dont le risque majeur est

I’évolution vers I'insuffisance rénale terminale (IRT)®.

o Defaut de la chaine de Production d'espéces
Hyperglycémie transport d'électrons [T ™ réactives de
mitochondriale I'oxygéne

Glomérulosclérose et
fibrose tubulo-
interstitielle

Production de cytokines
et de facteurs de
croissance

Augmentation de la
production et du dépdt de
collagéne (matrice

Activation de la glycation
et formation de produits
de glycation avancée

extracellulaire)

Figure 1.1 Pathogenése de la néphropathie diabétique'

1.1.1.2 L’hypertension

La néphrosclérose hypertensive constitue la deuxiéme cause la plus commune
d’IRT. Cependant, bien que le lien entre I’hypertension et le rein soit évident, les
mécanismes d’apparition des lésions artérielles, artériolaires et glomérulaires demeurent
toujours incertains'*. Les caractéristiques histopathologiques relatives a la néphrosclérose
incluent des changements microvasculaires tels la hyalinose de 1’artériole afférente (dépots
de substance vitreuse due a la destruction du collagéne), ainsi que des altérations au niveau
de la paroi des artéres pré-glomérulaires, par exemple 1’épaississement de I’intima'®. Ces
modifications contribuent a la hausse de la pression capillaire glomérulaire et permettent le

passage de protéines plasmatiques'*.



1.1.1.3 Signes et symptomes

Quelque soit la cause de la maladie, une liste de symptomes généraux sont retrouvés

chez les patients souffrant d’une atteinte rénale: fatigue, cedéme,

cardiovasculaires, symptomes gastro-intestinaux, etc (Encadré 1.1)°.

Geénéraux

Fatigue et malinise

(Edeme (souvent periphergue ot
penorbitaire)

Diminution du débit urinaire aux stades
avanceés

Ophtalmologiques

Signes funduscopiques d'hypertension
(rétrécissements segmentaires des
artéres et aspect cuivee ou en fil
d'argent)

Signes funduscopiques de diabéte
(exsudats cotonneux)

Cardiaques

Hypertension

Insuffisance cardiaque, surcharge
hquidienne

Péncardite

Athérosclérose accélérée

Gastro-intestinaux
Anorexie

Nausées ¢t vomissements
Dysgueusie (goat métallique)
Constipation
Saignements

Dermigues

Prunt

Ecchymoses

Palcur
Neuromusculaires

Syndrome des jambes sans repos

Crampes musculaires
Fonctions cognitives altérées
Convulsions

Neuropathie peniphérngue

Malnutnition protéino-énergétique,

perte de masse maigre

Douleurs osscuses (possiblement

associées i l'ostéomalacie)

Encadré 1.1 Signes et symptomes associés a 'TIRC®

troubles

L’IRC est également a 1’origine de différents désordres métaboliques attribuables a

I’accumulation ou au déficit de diverses substances de méme qu’au déréglement de voies

métaboliques importantes’.



1.1.1.3.1 Anémie

Chez les patients, il existe une forte corrélation entre la prévalence de ’anémie et la
séveérité de 'IRC. En effet, plus le stade est avancé, plus la proportion de patients souffrant
d’anémie augmente'®. Ce désordre est caractérisé par la réduction de la concentration
d’hémoglobine, de I’hématocrite et/ou du décompte d’érythrocytes'’. Le principal
mécanisme impliqué dans le développement de ’anémie en présence d’IRC correspond a
une diminution de synthése d’érythropoiétine (EPO). Il s’agit d’'une hormone de nature
glycoprotéique sécrétée par les fibroblastes interstitiels rénaux essentielle a la croissance et
a la différenciation des globules rouges au niveau de la moelle osseuse'®. En situation
d’IRC, I’atrophie tubulaire génére une fibrose tubulo-interstitielle, compromettant alors la

synthése d’EPO et résultant en une anémie'’.

1.1.1.3.2 Risques cardiovasculaires

Parmi les complications reliées a I’'IRC, les maladies cardiovasculaires (MCV) sont
la principale cause de décés chez les patients'. Outre I’hypertension et le diabéte, divers
facteurs spécifiques aux patients atteints d’IRC contribuent a 1’augmentation du risque
cardiovasculaire'’. Par exemple, I’anémie, citée ci-haut, pourrait jouer un role dans le
développement de I’hypertrophie ventriculaire gauche®’. Des niveaux sériques anormaux de
phosphate, de produit phosphocalcique, et d’hormone parathyroidienne (PTH) sont associés
a une progression de la calcification artérielle, favorisant 1’artériolosclérose et la rigidité de
la paroi vasculaire’. L’ostéoprotégérine (OPG), un facteur impliqué dans le remodelage
osseux, a également été associée a la progression de 1’athérosclérose et a une augmentation
du risque d’événements cardiovasculaires”. En outre, les marqueurs de I’inflammation
semblent des facteurs prédictifs des MCV : certaines études ont corrélé la concentration
sérique de protéine C-réactive aux événements cardiovasculaires survenant en situation
d’IRC*. Enfin, la perte de fonction rénale augmente également le risque de développer une

. . . , . . , .24
insuffisance cardlaque Congestlve par un mecanisme €ncore Imprecis: .



1.1.1.3.3 Dyslipidémie

Plusieurs facteurs contribuent au développement de la dyslipidémie associée a
I’IRC. Les patients présentent une diminution d’activité de la lipoprotéine lipase et de la
lipase hépatique, empéchant alors la recapture des lipoprotéines athérogénes (riches en
triglycérides) par le foie et les tissus périphériques, et favorisant leur circulation'’. Le
profile lipidique est modifi¢ : augmentation des niveaux de triglycérides, diminution du
cholestérol des HDL (High-density lipoprotein) et des LDL (Low-density lipoprotein),
augmentation du cholestérol dans les VLDL (Very-low-density lipoprotein) et les IDL
(Intermediate-density lipoprotein), et enrichissement des LDL et des HDL en

triglycérides™.

1.1.1.3.4 Dénutrition

Au cours de la progression de la maladie, des changements reliés au métabolisme
énergétique peuvent se manifester. Les patients souffrent de « malnutrition urémique », un
désordre caractérisé par une diminution des réserves protéiques (perte de masse corporelle,
accumulation de créatinine sérique) et des protéines viscérales (reflété par des niveaux

L. : . L 26
sériques d’albumine et de pré-albumine diminués)™.

1.1.1.3.5 Ostéodystrophie rénale

Enfin, diverses anomalies du métabolisme osseux sont retrouvées chez les patients
atteints d’IRC. L’ostéodystrophie rénale correspond aux différents changements
histologiques de [D’architecture osseuse liés a la physiopathologie de I'IRC. Des
concentrations plasmatiques inadéquates de phosphate et de calcium, régulées par la PTH,
de méme que des niveaux anormaux de 1,25-dihydroxy-vitamine D sont en cause de

I’apparition de ces changements (voir section 1.1.2)".



1.1.2 Hyperparathyroidie secondaire

L’hyperparathyroidie secondaire constitue une complication commune de I'IRC.
Elle est définie par une sécrétion excessive de PTH résultant d’une incapacité des reins a

. . , . . 10
maintenir ’homéostasie phospho-calcique .

1.1.2.1 Roles de I’hormone parathyroidienne

La PTH est une hormone polypeptidique de 84 acides aminés sécrétée par les
cellules principales des glandes parathyroides en réponse a une faible concentration de

calcium (Ca*")?”’

. Les changements de calcémie sont détectés par des récepteurs couplés
aux protéines G sensibles au calcium (CaR) présents a la surface des cellules
parathyroidiennes. Dans des conditions physiologiques normales, le Ca*" li¢ au CaR freine
la sécrétion de PTH®. Or, une diminution des niveaux de Ca®" entraine la libération des
granules sécrétoires au niveau des parathyroides, et ainsi libére la PTH, permettant
d’exercer son action sur les os, les intestins et les reins pour rétablir la calcémie normale
(Figure 1.2)”. Au niveau des os et des reins, elle agit en se liant aux récepteurs
PTH/PTHrP de type 1 afin d’activer la résorption osseuse et d’augmenter la réabsorption du
Ca®" dans le tubule rénal proximal. La PTH stimule également la production de la forme
active de la vitamine D, le 1,25-dihydroxycholécalciférol (1,25(OH),D; ou calcitriol), en
régulant I’hydroxylation du 25-hydroxycholécalciférol (25(OH)Ds ou calcidiol) en position
1 par I’enzyme la-hydroxylase dans les cellules du tubule rénal. La vitamine D activée

favorise alors I’absorption du Ca*" par le duodénum™.

Par ailleurs, des études ont aussi associ¢ la sécrétion de PTH a I’équilibre du
phosphore plasmatique. En effet, une concentration de phosphore élevée est associée a une
augmentation de sécrétion de la PTH. Or, I’effet direct du phosphore sur les parathyroides
demeure incertain. Des études animales ont toutefois démontré que le phosphore régulait
I’expression d’ARNm codant la PTH, indépendamment des niveaux sériques de calcium et

de 1,25(0OH),Ds**.



» PTH

Résorption osseuse

Glandes parathyroides | augmente (‘)'S

. —
Réabsorption du
phosphore v
. . diminue (Reins) - Reins
Calcium sérique Réabsorption du 125.

calcium . Dihydroxy-
augmente (Reins) vitamine Dy
Absorption du calcium ——Intestins
et du phosphore l
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Figure 1.2 Rétro-controle de la sécrétion de PTH'

1.1.2.2 Physiopathologie de I’hyperparathyroidie secondaire

Au cours de I’évolution de I’IRC, les patients présentent une déficience en calcitriol.
La quantité circulante est amoindrie en raison d’une diminution d’expression de la lo-
hydroxylase au niveau du rein'’. Des études in vitro ont démontré que la vitamine D
exercait un effet inhibiteur direct sur les glandes parathyroides a travers le récepteur
cytoplasmique de la vitamine D (VDR), entrainant une réduction d’expression de I’ARNm
codant la PTH. Incidemment, une diminution de calcitriol provoque une augmentation de la
synthése de PTH?'. De plus, la déficience en vitamine D engendre une hypocalcémie due a
une absorption intestinale de Ca®" réduite, conduisant ainsi & une sécrétion excessive de
PTH. Parallelement, la perte de fonction rénale est associée a une rétention du phosphore,
qui stimule la sécrétion de PTH, de méme que 1’expression du fibroblast growth factor-23
(FGF-23) responsable d’inhiber I’activité de la lo-hydroxylase’>. La combinaison de ces
phénoménes (diminution de vitamine D, hypocalcémie et hyperphosphatémie) conduit alors

a hyperplasie des glandes parathyroides'®.



1.2 La pharmacocinétique des xénobiotiques

Tel que mentionné précédemment, ’IRC s’accompagne d’une diminution du débit
de filtration glomérulaire. De ce fait, I’élimination rénale des xénobiotiques est affectée. Or,
la présente étude s’intéresse davantage a ’effet de I’IRC sur I’élimination hépatique. La
section suivante décrit alors les concepts généraux de la pharmacocinétique des

médicaments.

1.2.1 Absorption

Quelle que soit la formulation d’un médicament, il doit d’abord étre absorbé afin
d’atteindre la circulation sanguine®. La fraction de la dose atteignant la circulation
sanguine représente la biodisponibilit¢ (F). Divers facteurs peuvent I’influencer. Par
exemple, suite a ’absorption gastro-intestinale, le médicament circule par la veine porte
jusqu’au foie, ou une proportion plus ou moins importante est biotransformée en
métabolites et éliminée avant méme d’atteindre la circulation systémique. Ainsi, la

biodisponibilité est fortement réduite : ce phénoméne se nomme effet de premier passage™.

1.2.1.1 Administration orale

Suivant I’ingestion, le composé peut franchir la paroi du tractus gastro-intestinal par
diffusion passive ou a I’aide d’un transporteur. Dans le cas de la diffusion passive, seule la
fraction soluble non-ionisée peut traverser les membranes cellulaires le long d’un gradient
de concentration. La quantité absorbée repose alors sur le pKa de la molécule et le pH
ambiant. La vitesse d’absorption dépend des propriétés physicochimiques de la molécule :
plus elle est petite et liposoluble, plus son passage a travers la bicouche lipidique sera
rapide. D’autres facteurs tels que la surface de contact, la motilité, le flot sanguin intestinal

. . . .. . . . 35
ou I’ingestion d’un repas riche en lipides peuvent influencer la vitesse d’absorption™.

Le transport actif permet le passage de molécules a travers les membranes contre un

gradient ¢électrochimique. Il s’effectue a 1’aide de transporteurs possédant des substrats
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spécifiques et nécessite une dépense énergétique. La liaison au transporteur est saturable, et
peut donner lieu a des interactions médicamenteuses. Le transport actif secondaire utilise
I’énergie électrochimique emmagasinée par un gradient pour permettre le passage d’une
autre molécule contre son gradient de concentration. Par exemple, le transporteur intestinal
SGLT-1 (sodium-dependent glucose transporter 1) utilise I’énergie du gradient de sodium
afin de transporter le glucose a travers la membrane apicale contre son gradient. Une
molécule peut également traverser les membranes a 1’aide de la diffusion facilitée, qui
nécessite aussi des transporteurs. Cependant, aucune dépense énergétique n’est requise,

.. , , . .34
ainsi la molécule est transportée selon son gradient de concentration’".

L’absorption intestinale de certains médicaments est limitée par des transporteurs
d’efflux localisés au niveau des entérocytes. En effet, la P-glycoprotéine (Pgp), une
protéine membranaire fonctionnant selon un mécanisme ATP-dépendant, renvoie les
composés dans le tractus gastro-intestinal. Une modification de D’activité de la Pgp
exprimée au niveau de la bordure en brosse peut ainsi affecter I’absorption de médicaments

qui en sont des substrats™.

1.2.1.2 Autres voies d’administration

Outre la voie d’administration orale, les xénobiotiques peuvent étre absorbés au
niveau sublingual, rectal, parentéral, pulmonaire, transdermal et topique. On favorisera une

voie différente selon ’effet pharmacologique recherché®.

1.2.2 Distribution

Suite a I’absorption du médicament, celui-ci est distribué vers les compartiments
extracellulaires et intracellulaires. La vitesse et 1’étendue de la distribution sont déterminées
par différents facteurs physiologiques tels que le débit cardiaque, la perfusion tissulaire, la
perméabilité capillaire et le volume de tissu. D’abord, le médicament atteint les tissus les
plus perfusés (foie, reins, coeur) rapidement, comparativement aux tissus moins irrigués

(muscles, visceres, peau/graisse). Selon les propriétés physicochimiques, la présence de



11

transporteurs d’efflux et la liaison aux protéines plasmatiques, la molécule diffusera plus ou

. . 34
moins dans les tissus™ .

1.2.2.1 Liaison aux protéines plasmatiques

De nombreux médicaments circulent dans les vaisseaux sanguins liés a des
protéines plasmatiques telles que 1’albumine, pour les acides, ou la a,;-glycoprotéine acide
(AGP), pour les bases. La fraction liée est déterminée par la concentration, 1’affinité des
sites de liaison pour la molécule et le nombre de sites de liaison. Il s’agit d’un processus
non-linéaire saturable, qui peut étre a la base d’interactions médicamenteuses. En effet,
I’équilibre entre la fraction libre et la fraction liée d’un médicament fortement fixé avec un
faible index thérapeutique influence fortement son effet. Si ce médicament est coadministré
avec un médicament ayant une affinité élevée a la méme protéine plasmatique, ils peuvent
compétitionner pour les mémes sites de liaison et modifier 1’équilibre, ce qui peut causer

, . . , . 34
des réactions indésirables™.

1.2.2.2 Volume de distribution apparent

Les médicaments ayant une affinité élevée pour les tissus s’y accumulent a des
concentrations plus élevées que dans les fluides extracellulaires et le sang. Les molécules se
lient a des constituants de la cellule, agissant comme un réservoir, et I’effet du médicament
peut étre prolongé. La masse graisseuse peut donc servir de réservoir pour les molécules
liposolubles, ce qui rend la prédiction de leur distribution plus imprécise chez les individus

obéses™.

Il est difficile de quantifier la distribution d'un médicament compte-tenu de
l'impossibilité de mesurer les concentrations tissulaires, seul le compartiment plasmatique
¢tant facilement accessible. La relation entre la quantité totale de médicament présente dans
l'organisme et la concentration plasmatique s'exprime par le volume de distribution (Vd).
Ce parametre correspond au volume fictif dans lequel le médicament devrait étre réparti
pour étre a la méme concentration que dans le plasma. Plus sa valeur est élevée, plus le

L .. C e, . 37
médicament sera distribué dans les tissus’’.
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1.2.3 Métabolisme

Avant leur élimination de I’organisme, la plupart des médicaments sont métabolisés.
Les systemes enzymatiques sont principalement situés dans le foie, néanmoins, plusieurs
tissus possédent une activité métabolique. Les réactions enzymatiques se répartissent en
deux phases: la phase I, comprenant des réactions d’oxydation, de réduction et
d’hydrolyse, et la phase II, correspondant a des réactions de conjugaison (Figure 1.3). Le
métabolisme conduit généralement a 1’augmentation de 1’hydrosolubilit¢ des molécules,
facilitant ainsi leur excrétion. Certains médicaments, afin de produire un effet, nécessitent
une activation métabolique, alors que d’autres sont inactivés par le métabolisme. La

biotransformation d’une substance peut étre a 1’origine d’un métabolite toxique™*.

ABSORPTION METABOLISME ELIMINATION
Phase I Phase II
Médicament » Conjugué ﬁ—b

Métabolite avec » Conjugué .
activité modifiée

Meédicament

Meétabolite inactivé ——» Conjugué ——»

Médicament >

Lipophile »Hydrophile

Figure 1.3 Schéma des phases du métabolisme des médicaments™®
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1.2.3.1 Le cytochrome P450

Les réactions de phase I sont principalement effectuées par la superfamille des
cytochromes P450 (CYP450). Chez les mammiferes, la plupart des protéines du CYP450 se
situent au niveau du réticulum endoplasmique, cependant certaines sont localisées dans la
mitochondrie””. Dans le réticulum endoplasmique, ces enzymes interagissent avec une
flavoprotéine, la NADPH-P450 réductase, permettant des réactions catalytiques

d’oxydation®’:
NADPH + H" + R + O, = NADP" + H,O + RO (R: substrat, RO: produit)

Le génome humain encode 57 enzymes du CYP450 différentes, dont 15 sont
impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques®. Les enzymes du CYP450 participent
¢galement a la synthese et a la biotransformation de composés endogenes, tels les stéroides,
les prostaglandines et les vitamines''. La figure 1.4 présente les isoformes hépatiques

prédominantes dans le métabolisme des médicaments ainsi que certains de leurs substrats

respectifs.
; Nifedipine ;
Mephenytoin Tglﬁeur;r;tn;;ge Midazolam Th%?)ﬁilnl?n . Debrisoquine
Omeprazole Varfarin Erythromycin Tagrige Sparteine
Coumarin Cyclosporin Chlorzoxazone

3A4 (+5)
~30%

Figure 1.4 Isoformes majeures des enzymes du CYP450 hépatique impliquées dans le
métabolisme des médicaments™. La taille des cercles refléte la quantité moyenne de chaque

1soforme dans le foie humain.
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L’expression de certaines enzymes du CYP450 est hautement régulée, alors que les
niveaux d’autres isoformes varient considérablement’. Par exemple, en raison d’un
polymorphisme génétique, le profil d’activité du CYP2D6 a travers la population présente
une importante variabilité interindividuelle: certains individus ne I’expriment pas et
d’autres possédent une activité qui est augmentée par un facteur 10* **. Ce type de
différence peut fortement influencer I’effet thérapeutique d’un médicament, de méme que

les effets indésirables associés.

L’activité des enzymes du CYP450 peut également étre modifiée par des substances
inductrices ou inhibitrices agissant selon divers mécanismes. En effet, la synthése protéique
de nombreuses isoformes est médiée par des récepteurs nucléaires possédant une affinité
pour les xénobiotiques™. Notamment, le récepteur AhR (4ryl hydrocarbon receptor),
lorsque 1ié au benzo[a]pyréne, forme un complexe qui se déplace au noyau pour activer la
transcription du géne codant le CYP1A1*. Quant & I’inhibition des enzymes du CYP450,
des mécanismes différents sous-tendent la régulation de chaque isoforme : inactivation

. L, q- , . e e el .. 45-48
directe, médiateurs sériques, inhibition post-transcriptionnelle, etc™".

Parmi les enzymes impliquées dans le métabolisme des médicaments, les enzymes
du CYP450 représentent la super-famille la plus conservée entre les especes. De légeres
différences existent toutefois dans les séquences d’acides aminés primaires, pouvant
entrainer des modifications majeures de I’affinité au substrat et de I’activité catalytique®.
Le tableau II présente les familles, les sous-familles et les enzymes principales

P . , .. . . 41
métabolisant les xénobiotiques chez I’humain, la souris et le rat™ .
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Sous-

Familles familles Enzymes
Humain Souris Rat

CYPI A 1A1, 1A2 lal, 1a2 1A1, 1A2

B 1B1 1bl 1B1
CYP2 A ;ﬁ?’ngZ 2A13, 2a4, 2a5, 2al2, 2a22 2A2,2A3

B 2B6, 2B7 ;Egbi]?;g’ngm’ 2619, 2B1, 2B2, 2B3

L 208,209,201, 200, 20k, 2650, 2esty, 26 2CT. 211

2C19 2c54, 2¢55, 2¢65, 2¢66, 2C23’ ’ ’
2¢67, 2¢68, 2¢69, 2¢70
b e 213,202, 2026, 2%, 202 2D3, 2D4
2440 2D5, 2D18

E 2E1 2el 2E1

F 2F1 212 2F4

G 2G1 2gl 2G1

] 7 2?,2,22,1?7, 28, 259, 2j11, E

R 2R1 2rl 2R1

S 281 2sl 281

T 2t4

U 2U1 2ul

W 2W1 2wl
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Sous-

Familles familles Enzymes
Humain Souris Rat
CYP3 A 3A3X, 3A4, 3all, 3al3, 3al6, 3a25, 3A1,3A2,3A9,

3A5,3A7,3A43 3a4l, 3a44, 3a57, 3a59 3A18,3A23

4A11,4A20X, 4al0,4al2a, 4al2b, 4al4,

CYP4 A 4A22 4229, 4230b, 4a31, 4a32 AL 4AZ, 4A3, 4A8

B 4B1 41 4B1

. 3113’145133142”:8’ 413, 414, 415, 416, 4F17, 4F1, 4F4, 4F5, 4F6,

CAEL2, 418, 437 4139, 440 4F19
4F22

v 4V?2 4v3

X 4X1 4x1 4X1

7 471 471

Tableau II Quatre familles d’enzymes du CYP450 majeures impliquées dans le

. . T . . 41
métabolisme des médicaments chez les humains, les souris et les rats

1.2.3.2 Les enzymes de phase II

Outre les réactions de phase I, les réactions de phase II (Tableau III) contribuent
¢galement a 1’ajout de groupements polaires aux molécules afin de permettre leur excrétion
en milieu aqueux (urinaire ou biliaire). Elles sont catalysées par diverses enzymes

. ., . : 50
nécessitant des cofacteurs, localisées au niveau cytoplasmique pour la plupart™.
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Réaction Enzyme Localisation Substrats
H,O Epoxyde hydrolase ~Microsomes Epoxydes
Cytosol
Glutathion Glutathion Microsomes Electrophiles
transférases
Acide glucuronique (UDPGA) Glucuronosyl- Microsomes Phénols, thiols,
transférases amines, acides
carboxyliques
Acide sulfurique (PAPS) Sulfo-transférase Cytosol Phénols, thiols,
amines
Groupement méthyl (SAM)  N- et O- méthyl- Cytosol Phénols, amines
transférases Microsomes
Acide acétique (Acétyl-CoA) N-acétyl- Cytosol Amines
transférases
Acides aminés (Acétyl-CoA, Aminotransférases Microsomes Acides
taurine, glycine) carboxyliques

Tableau III Principales réactions de phase II'. UDPGA, acide UDP-glucuronique; PAPS,
phosphoadénosine phosphosulfate; SAM, S-adénosyl méthionine; CoA, coenzyme A.

De fagon similaire aux CYP450, les enzymes de phase II présentent des
polymorphismes génétiques influengant [’activité métabolique chez les individus.
Notamment, une mutation au niveau de la séquence codant I’enzyme UGTI1A1 (UDP-
glucuronyltransférase 1A1) peut entrainer une réduction de la glucuronidation, associée a
une hyperbilirubinémie chez les patients®'. De plus, les enzymes de phase II sont induites

e, 50
ou inhibées par de nombreuses substances™ .

Les réactions d’acétylation, médiées par les N-acétyltransférases (NAT), jouent
¢galement un role important dans le métabolisme des xénobiotiques. Par exemple, du point
de vue pharmacogénétique, des variations au niveau de 1’isoenzyme NAT2 influencent la

. . . . . .. . 52
vitesse d’inactivation de 1’isoniazide, un agent anti-tuberculeux™.
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1.2.4 Elimination

Les médicaments sont éliminés de I’organisme sous forme de métabolite ou bien de
molécule inchangée. Les mécanismes d’¢limination peuvent é&tre décrits selon cette

: . 53
€quation™ :

Clairance systémique (CLgys) = clairance rénale (CLg) + clairance non rénale (CLngr)

1.2.4.1 Clairance rénale

La CLg est définie comme la quantité de médicament éliminée par unité de temps

dans I’urine (mL/min), normalisée avec la concentration plasmatique :
CLr =UV/P,

ou U est la concentration dans I’urine (mg/mL), P est la concentration plasmatique
(mg/mL), et V est le débit urinaire (mL/min)>. L’élimination par la voie urinaire, soit la
plus importante, fait intervenir trois processus distincts : la filtration glomérulaire, la
sécrétion et la réabsorption tubulaires. La quantit¢ de médicament entrant dans la lumiere
tubulaire par filtration dépend du débit de filtration glomérulaire et de la liaison aux
protéines plasmatiques; seule la fraction libre est filtrée. Au niveau du tubule rénal
proximal, une sécrétion active d’anions et de cations peut augmenter la teneur en
médicament dans le tubule. Le long des tubules proximal et distal, une réabsorption passive
des formes non ioniques vers la circulation sanguine est observée, toutefois, des
transporteurs situés au niveau distal permettent également une réabsorption active de

. , 34
certaines molécules™".

1.2.4.2 Clairance non rénale

La CLxgr inclut toutes les voies d’¢élimination des médicaments, a [’exception de

I’¢limination rénale d’une molécule inchangée. La CLyr est due a I’action concertée du
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métabolisme de phase I et II et des transporteurs dans le tractus gastro-intestinal et le

systéme hépato-biliaire™”.

1.2.4.2.1 Elimination hépatique

Outre ses capacités métaboliques, le foie participe a I’excrétion des médicaments
via le systéme biliaire. Apres excrétion dans la bile, la molécule se retrouve dans la lumiere
intestinale, ou elle peut étre ¢éliminée par la voie fécale, ou réabsorbée (cycle entéro-
hépatique)*”. De ce fait, la clairance hépatique (CLy) comprend la clairance métabolique et
la clairance biliaire. Elle est affectée par trois facteurs : le débit sanguin hépatique (Q), la

clairance intrinséque (CLint) et la fraction libre de médicament (F L)SS.
CLH = Q'CLINT'FL / (Q + CLINT'FL)

La CLnr est fonction des transporteurs et des enzymes métaboliques.

1.2.4.2.2 Autres voies d’élimination

Les voies d’excrétion par la sueur, la salive et les larmes sont quantitativement
négligeables. Elles dépendent principalement de la diffusion de formes non ionisées

liposolubles de médicaments a travers 1’épithélium des glandes, ce qui dépend du pH.

1.2.5 Transport membranaire

De I’absorption d’un médicament jusqu’a son ¢limination, les transporteurs
membranaires exercent une influence considérable sur la biodisponibilité®®. Il existe
plusieurs types de transporteurs chez I’humain permettant I’influx ou I’efflux de molécules
des cellules. Par exemple, la super-famille SLC (Solute carrier) regroupe 43 familles,
incluant les transporteurs OATPs (organic anion transporting polypeptide), OATs (organic
anion transporter) et OCTs (organic cation transporter). Ces protéines sont impliquées
dans I’influx de molécules dans le foie (OATPs) et le rein (OATs/OCTs). Quant a la famille
ABC (ATP-binding cassette), elle inclut notamment les transporteurs MDR (multidrug

resistance ou Pgp), MRPs (multidrug resistance-associated protein) et BCRP (breast
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cancer resistance protein), qui sont associés a une résistance a plusieurs médicaments. Ils
empéchent I’accumulation intracellulaire de ceux-ci et diminuent ou méme abolissent leurs
effets. Puisque le transport représente un élément additionnel dans la pharmacocinétique et
la toxicocinétique cellulaires, le modéle a deux phases décrit précédemment est insuffisant.
La figure 1.5 illustre alors un concept de phases étendu incluant 1’action des

57
transporteurs™ .

Tout comme les enzymes participant au métabolisme, I’expression des protéines de
transport est fortement influencée par les polymorphismes génétiques et les substances
inductrices ou inhibitrices. Selon le role et la localisation des transporteurs, les

. A , . . , 58
changements d’expression entraineront une réponse pharmacologique différente™.

Transport Metabolism Transport
Phase 0| =2 | Phase 1 Phase 2 | =2 | Phase 4

Transport
<—> | Phase 3 |=—_>

SLC Carrier
o v ABC Carrier
£ |Sooum | LHOH £3-0-Gluo (ABC car

OATs, OCTs

T
@) Q
(o) ABC Carrier = c
° e.g. MRP13 {} O-Glue. g| =
Q3
basolateral | Phase 4 luminal
membrane membrane

Figure 1.5 Schéma du transport de médicaments dans le foie et le rein’’. Phase 0 = capture
du médicament (hors du sang), Phases 1 et 2 = biotransformation (par exemple
hydroxylation et glucuronidation), Phase 3 = transport de métabolites/xénobiotiques vers

I’excrétion, Phase 4 = efflux dans les fluides excrétés et/ou dans le sang. ¥ xénobiotique
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1.3 La pharmacocinétique en présence d’une insuffisance rénale

chronique

L’IRC peut significativement altérer la pharmacocinétique des médicaments en
réduisant la clairance systémique des molécules éliminées par la voie rénale, et en affectant
la liaison aux protéines plasmatiques et aux tissus>>. De plus en plus d’études montrent que
I’IRC affecte non seulement la clairance rénale, mais également la clairance non rénale des

1 . . . 53-55,59, 60
médicaments largement métabolisés par le foie™ ™7 ™.

1.3.1 Modulation de I’absorption

Tout d’abord, le profil d’absorption et la biodisponibilité des médicaments peuvent
étre modifiés par I'IRC, di a des changements pathophysiologiques du tractus gastro-
intestinal. En effet, la vidange gastrique est ralentie, ce qui entraine une augmentation du
temps requis pour atteindre la concentration plasmatique maximale®’. Quant a la
biodisponibilité, elle peut étre diminuée par une élévation du pH gastrique. Les niveaux
¢levés d’urée peuvent résulter en la conversion de cette derniére en ammoniac par I’uréase
gastrique. L’augmentation de pH conséquente peut alors modifier les propriétés de
dissolution ou d’ionisation de certains médicaments, conduisant a 1’altération de leur

biodisponibilité®.

1.3.2 Modulation de la distribution

Les principaux déterminants du Vd, soit la liaison aux protéines plasmatiques et la
liaison tissulaire sont susceptibles d’étre modifiés par I’'IRC. En effet, on observe une
diminution de la liaison de nombreux médicaments acides aux protéines plasmatiques®. On
attribue ce phénomeéne a des changements de conformation dans la structure de 1’albumine
qui entralneraient une réduction de Daffinité de liaison de la protéine envers les

64, 65

médicaments . L’accumulation d’inhibiteurs compétitifs endogénes identifiés comme

toxines urémiques est une autre explication®. Ikeda et al. ont démontré que le sulfate
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d’indoxyle (IS), une toxine urémique, produisait une inhibition compétitive sur la liaison du
, . | . , . . 67 . .. L, ..

furosémide a I’albumine sérique bovine”'. En ce qui concerne la liaison des médicaments

basiques, malgré 1’¢lévation des niveaux d’AGP en présence d’une IRC, elle ne semble pas

affectée par la maladie®" ©

. La liaison tissulaire est aussi généralement non altérée par
I'IRC, & I’exception de la digoxine®'. Effectivement, une étude a montré que le Vd de la

digoxine était diminué de 50% par I'IRT, dii 4 une liaison tissulaire réduite®.

1.3.3 Modulation de I’élimination

1.3.3.1 Clairance rénale

Tel que mentionné plus haut, les répercussions de I’IRC sur la clairance rénale sont
liées a une diminution du débit de filtration glomérulaire et une diminution de la sécrétion
tubulaire. Sans adaptation de la dose, 1’élimination réduite conduit a un allongement de la
demi-vie et a une augmentation de la concentration plasmatique des médicaments et des
métabolites ¢éliminés par le rein. Un ajustement des doses est donc effectu¢ d’apres la
prémisse selon laquelle la clairance rénale est proportionnelle a la clairance de la

créatinine™® >

1.3.3.2 Clairance non rénale

Actuellement, la dose des médicaments métabolisés exclusivement au niveau
hépatique est peu ajustée. Toutefois, I’élimination de ces médicaments est autant affectée
par I'IRC, ce qui peut contribuer a I’apparition d’effets indésirables. En fait, diverses études
humaines et animales, dont les études réalisées par notre laboratoire, ont démontré qu’en
présence d’IRC, la CLnr des xénobiotiques était modifiée par les effets combinés sur les

CYP450, les enzymes de phase II et les transporteurs™* 72,

1.3.3.2.1 Inhibition du cytochrome P450

En premier lieu, dans un mod¢le de rats atteints d’IRC, ’expression protéique des

CYP2C11, CYP3A1 et CYP3A2 hépatiques était diminuée de plus de 40 %, suite a la
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diminution d’expression de I’ARNm codant ces isoformes. La régulation a la baisse était
donc due 4 une réduction de la transcription des génes”. Les CYP1A1 et CYP3A étaient
¢galement régulés & la baisse dans Iintestin”. Une étude in vivo chez les rats utilisant des
substrats spécifiques radiomarqués a démontré par test d’exhalation que le CYP2CI11 et le
CYP3A2 présentaient une activité métabolique diminuée de 35%’*. Ces résultats
corrélaient avec I’expression protéique. Au niveau clinique, chez les patients souffrant
d’IRT, des réductions de la CLnr de 30 a 90% ont été observées pour plusieurs
médicaments métabolisés principalement par les CYP450™. Ces effets se manifestent par
une augmentation de la biodisponibilité. Par exemple, pour le propanolol, la
biodisponibilit¢ augmente par un facteur trois avec la progression de I’IRC, par contre, ce
phénoméne est renversé par la dialyse”. Par ailleurs, une diminution d’activité du CYP3A
pourrait réduire le métabolisme de premier passage intestinal et conduire a une élévation de

la biodisponibilité des médicaments™*.

1.3.3.2.2 Inhibition des enzymes de phase II

Les principales réactions de conjugaison impliquées dans le métabolisme hépatique,
soit la glucuronidation et I’acétylation, sont également réduites en présence d’IRC. En effet,
la glucuronidation de la zidovudine et de la morphine sont atteintes, tel que reflété par
I’augmentation de la surface sous la courbe chez les patients souffrant d’IRC’® 7. Une
¢tude récente chez des rats urémiques a révélé une diminution d’expression protéique des
isoenzymes NATI et NAT2, responsables de 1’acétylation. L’activité enzymatique de la
NAT2 a également diminué de 50%’'. Ces données appuient les travaux de Kim et al., qui
montrent une réduction de CLnr de 50% chez les patients atteints d’IRC portant le

phénotype « acétyleur rapide »’*.

1.3.3.2.3 Régulation des transporteurs d’efflux et d’influx

En plus de la diminution de I’activité métabolique enzymatique occasionnée par
I’IRC, d’autres mécanismes, tels que des altérations des systemes de transport, contribuent

a la réduction de la CLar™.
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A priori, suite & I’ingestion d’un médicament, les transporteurs situés au niveau
intestinal peuvent moduler son absorption. Chez les rats urémiques, I’activité de la Pgp et
du MRP2 sont réduites’ ”°. Puisqu’il s’agit de transporteurs d’efflux, c’est-a-dire qu’ils
rejettent les molécules dans le tractus gastro-intestinal, leur inhibition peut entrainer une
biodisponibilité plus élevée™. Un transporteur d’influx, I’Oatp2, demeure inchangé chez les

rats atteints d’IRC">.

Les transporteurs rénaux jouent un rdle considérable dans I’excrétion rénale des
xénobiotiques. Avec le développement de I'IRC, le transport actif d’ions organiques du
sang a la cellule rénale est fortement inhibé, tel qu’illustré par ’accumulation plasmatique
de toxines urémiques (sulfate d’indoxyle (IS), acide carboxy-méthyl-propyl-
furanpropionique (CMPF), l'acide 5-dihydroxy-indole acétique (IA) et acide hippurique
(HA))”. Des études montrent qu’une diminution de I’expression des transporteurs d’influx

80, 81 :
. En ce qu1 concerne

Oatl et Oct2 est également observée chez des rats néphrectomisés
les transporteurs d’efflux, situés sur la membrane apicale du tubule proximal, 1’expression
protéique de la Pgp demeure inchangée par I’IRC chez le rat, cependant 1’expression du
Mrp2 est augmentée®. Cela pourrait constituer une réponse adaptative afin de protéger

. . . . T . 55
I’organisme contre I’accumulation de toxines, en favorisant leur élimination™.

Enfin, I'IRC peut affecter 1’extraction hépatique de certains médicaments. Des
¢tudes réalisées chez le rat rapportent une diminution d’expression protéique des
transporteurs d’influx Oatp1, Oatp2 et Oatp4’**. Cette régulation  la baisse pourrait étre a
Iorigine de la diminution de la clairance de la cérivastatine observée par Vormfelde et al™.
Cette molécule est généralement transportée du sang vers le foie par les OATPs, par
conséquent, une diminution d’expression de ces transporteurs entrainerait I’accumulation
plasmatique du médicament. Les pompes d’efflux situées sur la membrane baso-latérale ou
canaliculaire des hépatocytes permettent le retour des médicaments et leurs métabolites

dans la circulation sanguine, ou leur élimination dans la bile. Ainsi, le transport d’une

molécule sera déterminé par son affinit¢ avec la Pgp ou avec la variété de transporteurs
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MRPs. Selon une étude de Naud et al., des rats urémiques présentent une activité Pgp

augmentée de 45%, ce qui favoriserait I’excrétion dans la bile™.

1.4 Hormone parathyroidienne et métabolisme hépatique

Malgré la multitude de travaux démontrant les altérations de la CLxg par I'IRC, les
mécanismes sous-jacents demeurent imprécis. Diverses hypothéses ont toutefois été¢ émises

quant aux facteurs régulant le métabolisme hépatique.

Actuellement, la diminution de I’expression des enzymes du CYP450 en présence
d’IRC s’explique majoritairement par une accumulation de substances inhibitrices
endogénes modulant leur expression. Tel que démontré précédemment, des hépatocytes de
rats normaux incubés avec du sérum de rats urémiques présentent une expression réduite de
plusieurs isoformes du CYP450*. Or, quels facteurs présents dans le sérum influencent ces

enzymes? Notre laboratoire s’est intéressé a la question.

D’une part, nous avons déterminé a 1’aide de fractionnements de sérum que les
médiateurs urémiques modulant le CYP3A2 chez le rat avaient un poids moléculaire
variant entre 10 et 30 kDa®. D’autre part, il a été suggéré par Klin et al. que I’augmentation
intracellulaire de Ca®" dans les hépatocytes en présence d’IRC était due a un excés de
PTH® associé au fait que I'IRC s’accompagne fréquemment d’une hyperparathyroidie
secondaire. Puisque I’entrée de Ca®" dans les cellules est associée a une inhibition de la
synthése d’ARNm de certaines protéines comme la lipase hépatique, il est possible que
d’autres protéines hépatiques puissent étre affectées de fagon similaire®’. La PTH posséde
un poids moléculaire d’environ 10 kDa (9500 Da)*®, ce qui correspond a la fraction de
sérum 10-30 kDa. De ce fait, nous avons étudié I’implication de la PTH dans la régulation

du CYP450 a ’aide d’un modéle de rats parathyroidectomisés atteints d’TIRC®.

Les résultats ont démontré que la PTH jouait effectivement un réle majeur dans la
diminution de I’expression des enzymes du CYP450%. Le méme modéle a été utilisé afin
de déterminer si la PTH exercait un effet similaire sur ’enzyme NAT2. Les résultats ont

¢galement identifi¢ la PTH comme un médiateur important a la baisse d’expression de la
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NAT2"". Or, le mécanisme d’action de la PTH dans chaque cas reste a préciser. Par ailleurs,
le modele de parathyroidectomie n’est pas optimal. En effet, la réalisation de cette
procédure étant trés délicate chez le rat, il est possible que D’extirpation des glandes
parathyroides ne soit pas complete et qu’il persiste un peu de PTH circulante malgré
I’intervention. I1 devient alors difficile d'évaluer correctement I’effet de 1’absence de PTH,
d’ou la nécessité d’employer un modele qui permet la suppression totale de la PTH. La
méthode idéale a envisager consiste donc en la délétion du géne codant pour cette hormone.

Toutefois, ce type de manipulation génétique se réalise plus aisément chez la souris.

1.5 Hypothése et objectifs

Le modele expérimental d’IRC ayant précédemment été privilégié au laboratoire est
la néphrectomie 5/6 chez le rat. Cependant, tel que mentionné ci-dessus, ce modele possede
des limitations. En effet, 1’étude des mécanismes d’action peut étre facilitée par la délétion
de genes, qui s’exécute davantage chez la souris. Ainsi, afin de confirmer le réle de la PTH
dans la diminution des enzymes du CYP450, nous avons utilis¢ un modéle murin

transgénique. Les travaux ont été effectués en deux temps.

Premiérement, a I’aide de souris C57BL/6 de type sauvage, nous devions induire
I’IRC et confirmer la diminution des enzymes du CYP450 et des enzymes de phase II
observées auparavant chez le rat. Nous avons donc adapté le modele de néphrectomie 5/6 a
la souris, en pratiquant une néphrectomie 3/4. L’expression protéique et génique des
Cypla2, Cyp2c29, Cyp2d, Cyp2el et Cyp3all, soit des isoformes principalement
impliquées dans le métabolisme des médicaments, ont été étudiées. De méme, 1’activité
enzymatique du Cyp3a a été analysée. Enfin, I’expression de ’enzyme Nat2 a également

été mesurée. Ces résultats sont présentés sous forme d’article.

Par la suite, afin de déterminer le rdle de la PTH dans la diminution des enzymes du
CYP450, nous avons utilis¢ des souris mutantes pour le géne codant la PTH. Si cette
hormone est effectivement responsable de la réduction d’expression, chez une souris

dépourvue de PTH, I’effet devrait étre prévenu. Ainsi, nous devions d’abord caractériser le
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modele transgénique, puis induire une IRC aux souris. L’expression protéique et génique
des isoformes Cypla2, Cyp2c29 et Cyp3all ont été analysées. Ces résultats sont présentés

a la suite de Darticle et feront peut-étre I’objet d’une autre publication.
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ABSTRACT

Drug metabolism could be altered in patients with chronic renal failure (CRF). In rat, this
phenomenon is secondary to a decrease in liver cytochrome P450 (CYP450) and phase II
enzymes, particularly N-acetyltransferase 2 (NAT2). This study attempted to determine the
effects of CRF on liver CYP450 isoforms and NAT2 expressions using a CRF mouse
model. Two groups of mice were studied: CRF induced by 3/4 nephrectomy and control.
Liver protein expression and mRNA levels of the major CYP450 isoforms involved in drug
metabolism (Cypla2, 2¢29, 2d, 2el and 3all) and Nat2 were measured by Western blot
and real-time PCR, respectively. Cyp3a activity was also assessed by the N-demethylation
of erythromycin. Results showed a significant reduction in the protein expression of
Cypla2 (55%), 2¢29 (30%), and 3all (40%) in CRF mice compared with control animals.
There was no significant modification in protein expression of Cyp2d and 2el.
Furthermore, real-time PCR revealed a marked reduction in mRNA levels of Cypla2, 2¢29,
and 3all (60%, 55%, 40%, respectively) in CRF mice. When compared with control
animals, CRF mice displayed a 25% reduction in N-demethylation of erythromycin. As for
NAT?2, protein expression decreased by 30% and mRNA levels by 20%. In conclusion, this
study demonstrates that protein expression of liver Cypla2, Cyp2c29 and Cyp3all are
downregulated in CRF mice, secondary to reduced gene expression. Phase II enzymes are
similarly affected by CRF. Our results support the use of knockout mice to determine the

mechanisms underlying CRF-induced down-regulation of liver drug metabolizing enzymes.
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INTRODUCTION

Patients with chronic renal failure (CRF), in addition to a decrease in the urinary
excretion of drugs, they also show a reduction in the metabolic clearance, particularly of
drugs metabolized by the enzymes of the cytochrome P450 (CYP450) (Dreisbach et al.,
2008; Nolin et al., 2008; Sun and Benet, 2006; Dreisbach and Lertora, 2003)59’ 2, Although
the precise isoforms downregulated in humans are still unknown, animal studies have
shown that CRF induced a downregulation of several CYP450 isoforms in the liver:
CYP3A1, 3A2, and 2C11. The mechanism underlying this decrease in CYP450 protein
expression appears to be related to reduced gene expression (Leblond et al., 2000; Leblond
et al., 2001; Nolin et al., 2008). Phase II enzymes, namely N-acetyltransferases (NATs), are
equally down-regulated in the presence of CRF due to a decrease in gene expression

(Simard et al., 2008).

The knowledge of which drug metabolizing enzyme is reduced by CREF is critical in
order to predict which drugs are at risk of accumulation. Since all animal studies have been
conducted in rats, the results may not necessarily be applicable to other species. Thus, there
may be species-specific differences in CRF modulation of liver CYP450 and NATs.
Moreover, there are no reports on the effects of CRF on drug metabolizing enzymes in the
mouse, which is an ideal model to directly evaluate the role of different factors due to the

availability of knockout mice.
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In the present study, the effects of CRF on protein expression, gene expression, and
activity of the major liver CYP450 isoforms involved in drug metabolism were investigated
in a CRF mouse model. Similarly, the protein and gene expression of NAT2 were also
investigated using this model. Renal failure was induced following a 3/4 nephrectomy, an

adaptation of the 5/6 nephrectomy used on rats’".
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METHODS

Experimental Model

Male C57BL/6 mice (Charles River, Hollister, CA), weighing 20-25 g were housed
in the Research Centre animal care facility and maintained on a Teklad diet (Harlan
Laboratories Inc., Montreal, Québec, Canada) and water ad [libitum. An acclimatization
period of at least 7 days was provided to the animals before any experimental work was
undertaken. All of the experiments were conducted according to the Canadian Council on
Animal Care guidelines for care and use of laboratory animals. Studies were performed
using two groups of mice: CRF (n=12) and control (n=12). Chronic renal failure was
induced by two-stage three-quarters nephrectomy. To do so, we adapted the 5/6
nephrectomy model (Leblond et al., 2001; Leblond et al., 2002) commonly used for the rat
with slight modifications. Briefly, a lumbar incision was made and two-quarters of the left
kidney were removed with a scalpel on day 1. A second lumbar incision was made on the
opposite side on day 15 and a right total nephrectomy was performed. After surgery, CRF
animals were fed mouse chow and water ad [libitum. Mice from the control group
underwent two sham laparotomies (day 1 and 15). Body weight was measured every other
day for the length of the study. Control mice were pair-fed the same amount of mouse chow
that was ingested by the CRF mice on the previous day. On day 49, five weeks after the
total nephrectomy, mice were sacrificed by decapitation. Sera were stored at -80°C for the

measurement of serum creatinine and urea.
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Preparation of Liver Microsomes and Cytosols

Mouse livers were immediately excised after death, and microsomes isolated by
differential centrifugation (Tindberg et al., 1996) as previously described (Leblond et al.,
2001). The pellets containing the microsomes were stored at -80°C in 0.1 M Tris (pH 7.4),
20% glycerol, 10 mM ethylenediamine tetraacetate (EDTA) until analysis. Microsomal
protein content was measured using micro BCA Protein Assay’’, using bovine serum
albumin as standard protein (Pierce, Rockford, IL). Cytosolic proteins were dosed using the
Bradford method (Coomassie Plus Protein Assay Reagent), with bovine serum albumin as

standard (Pierce).

Western Blot Analysis

Protein expression of the major drug metabolising enzymes was analyzed by
Western Blot. Mouse Cypla2, Cyp2c¢29 and Cyp2el were detected using polyclonal goat
anti-rat 1A1, 2C11 and 2E1 (Daiichi Pharmaceutical Co. Ltd., Japan), respectively. Cyp2d
was detected using a rabbit anti-human 2D (Oxford Biochemical Research Inc., Oxford,
MI), Cyp3all was detected using a polyclonal goat anti-mouse 3A (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) and Nat2 was detected using specific polyclonal
rabbit anti-rat NAT2 as described previously (Stanley et al., 1996; Simard et al., 2008). -
Actin was detected using a mouse anti-chicken p-actin (Neo-Markers, Fremont, CA).
Immune complexes were revealed by corresponding secondary antibodies: swine anti-goat
IgG (Biosource International, Cammarillo, CA), donkey anti-goat IgG (US Biological,
Swampscott, MA), goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) and

goat anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) coupled to peroxidase and the
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Luminol derivative of Lumi-Light Western blotting substrate (Roche Diagnostics, Laval,
Quebec, Canada). Immune reaction intensity was determined by computer-assisted
densitometry on a LAS-3000 LCD camera coupled to the analysis program MultiGauge

Fuji (Stanford, CT).

mRNA Isolation and Real-Time PCR Analysis

Liver RNA extractions were done using the RNeasy Midi and Mini Kit (Qiagen,
Mississauga, Ontario, Canada). One pg of total RNA was used to synthesize cDNA by
reverse transcription using Omniscript RT kit (Qiagen) and random primers (Invitrogen,
Burlington, Ontario, Canada). Multiplex quantitative PCR analysis was performed using
FAM™ dye-labeled probes for mouse Cypla2, Cyp2c29, Cyp3all and Nat2 as well as a
Yakima Yellow® dye-labeled probe for mouse glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(Gapdh). Experiments were conducted on the iCycler Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) using Bio-Rad’s 1Q Multiplex
Powermix. Specific primers for Cyp3all and Gapdh were previously published
(Richardson and Morgan, 2005; Mikula et al., 2005). Specific probes were designed
according to published cDNA sequences using the Jellyfish computer program
(LabVelocity Inc., Los Angeles, CA). As for Cypla2, Cyp2c29 and Nat2, the primer-probe
sets used were pre-designed TagMan® Gene Expression Assays obtained from Applied
Biosystems (Foster City, CA). PCR conditions were optimized to 95°C for 15 sec and 60°C
for 60 sec. Resulting data were processed by the delta C; method (Livak and Schmittgen,

2001).
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In Vitro Metabolism of Erythromycin

In order to evaluate the metabolic activity of CYP3A in liver microsomes,
erythromycin N-demethylation was determined as described elsewhere (Wang et al., 1997,
Guevin et al., 2002; Michaud et al., 2005). Briefly, I mM erythromycin (Sigma-Aldrich
Corp.) was incubated with 1.5 mg of mouse liver microsomal proteins (either from control
or CRF) at 37°C for 30 min in the presence of an NADPH-generating system consisting of
the following: 20 mM glucose 6-phosphate, 2 mM NADP, and 0.14 units/mL glucose-6-
phosphate dehydrogenase (Sigma-Aldrich Corp.) in a total volume of 0.5 mL. Resulting
production of formaldehyde was measured by the NASH reaction and read on

spectrophotometer at 405 nm.

Blood Chemistries and Statistical Analysis

Blood chemistries (urea, creatinine) were determined with an Architect C1600
clinical analyser (Abbott, Saint-Laurent, Quebec, Canada). The results are expressed as
mean + SEM. Differences between groups were assessed using an unpaired ¢ test. The

threshold of significance was p<0.05.
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RESULTS

Biochemical Parameters and Body Weight in Control and CRF Mice

When compared with control animals, CRF mice had higher levels of plasma
creatinine (93.1 £ 7.6 compared to 56.7 = 1.5 umol /L, p<0.01) and blood urea nitrogen
(BUN) (97.6 £ 6.3 compared to 28.3 + 1.2 mg/dL, p<0.01). There was no significant
difference in body weight between control and CRF mice (27.1 +£ 1.4 vs 23.6 = 0.8 g).

Protein Expression of Liver Cytochrome P450 Isoforms in Control and CRF Mice

The level of protein expression of Cypla2, 2¢29 and 3all in CRF mice (n=8) were
reduced by 55% (p<0.05), 30% (p<0.05), and 40% (p<0.01), respectively, in comparison
with control animals (Figure 1). On the other hand, the levels of Cyp2d and 2el were not

modified in CRF mice in comparison with control animals.

mRNA Encoding Liver Cytochrome P450 Isoforms in Control and CRF Mice

In order to evaluate whether cytochrome P450 isoforms in the presence of CRF
were down-regulated due to a decrease in their synthesis or an increase in their degradation,
mRNA encoding the different isoforms were evaluated by real-time PCR. A significant
decrease in mRNA levels of Cypla2 (60%, p<0.01), 2¢29 (55%, p<0.01) and 3all (40%,
p<0.01) isoforms was observed in mice with CRF (n=12) when compared to control mice
(Figure 2). Thus, this decrease in mRNA encoding for P450 isoforms could explain the

decrease in their protein expression.
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In Vitro Metabolism of Erythromycin

The in vitro N-demethylation of erythromycin was assessed in liver microsomes to
determine the repercussion of cytochrome CYP450 reduction in the presence of CRF on the
metabolism of drugs. The Cyp3a family primarily mediates this enzymatic reaction. The N-
demethylation of erythromycin was reduced by 25% (p<0.05) in mice with CRF (n=8)
when compared to control animals (1.3 £ 0.1 vs 1.7 + 0.1 nmol mg™' of microsomal protein

min™, p<0.01).

Protein and mRNA expression of NAT2 in Control and CRF mice

Nat2 protein expression was decreased by 30% in mice with CRF (n=8) compared
with control animals (p<0.05; Figure 3). To evaluate whether the downregulation of Nat2
in the liver of CRF mice was related to a decrease in protein synthesis, we evaluated
mRNA levels by multiplex quantitative PCR. A 20% decrease in mRNA encoding Nat2
was revealed in animals with CRF (n=12) compared with controls (p<0.05; Figure 3).
Thus, the decrease in Nat2 protein levels observed in CRF is caused by reduced gene

expression.
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DISCUSSION

This study demonstrates that, in the mouse, CRF is associated with an important
reduction of selected liver CYP450 isoforms (Cypla2, 2¢29 and 3all) secondary to
reduced gene expression. The repercussions on drug metabolism are significant since we
observed a 25% reduction of erythromycin biotransformation by the Cyp3a family.
Moreover, diminished protein and mRNA levels of Nat2 suggest that, in addition to

CYP450, specific phase Il enzymes are also altered in the presence of CRF.

Although several reports have demonstrated a decrease of liver CYP450 in the
presence of CRF, very few have focussed on which specific isoforms were affected by the
disease. Past studies have shown that uremic rats have reduced CYP2C11, 3A1 and 3A2
(Leblond et al., 2000; Leblond et al., 2001; Nolin et al., 2008). Similarly, the present study
has illustrated decreased Cyp2c29 and 3all in mice with CRF, confirming the results
obtained in rats. It is interesting to note that these two aforementioned isoforms are
responsible for the metabolism of many drugs and could thus explain the reduction in the
metabolic clearance of drugs described in patients with CRF (Dreisbach et al., 2008; Sun
and Benet, 2006; Nolin et al., 2008; Nolin, 2008). Indeed, some of these drugs, such as
warfarin and erythromycin, are less metabolized in patients with renal failure in comparison
with controls (Dowling et al., 2003; Dreisbach et al., 2003; Nolin et al., 2006). This
probably reflects a decrease in CYP2C and 3A in patients, as shown in CRF animals.
However, we also observed a reduction of Cypla2 in mice with CRF, something that was
not found in rats. This may be attributed to species-specific differences in regulation of

CYP450 isoforms (Martignoni et al., 2006).



40

Phase II enzymes, especially NATs, metabolize several commonly used drugs in
patients with CRF. Previous studies have shown that CRF was associated with a decrease in
acetylation of drugs, implying that phase II enzymes could also be modified in CRF (du
Souich and Erill, 1978; Kim et al., 1993). The results of the present study clearly support
this hypothesis since we found a decrease in Nat2 expression in animals with CRF. Yet, the
mechanism underlying CYP450 and NAT2 down-regulation in the presence of CRF
remains unclear. This study confirms nonetheless the correlation between reduced protein
expression and mRNA, suggesting that CRF inhibits Cyp450 and Nat2 gene expression in

the liver.

Very few CRF studies using a murine model have been published. Therefore, no
specific procedure to induce CRF has been generally adopted. The possible techniques are
diverse: bilateral electrocauterization of the renal cortex (Gagnon and Duguid, 1983)”,
unilateral cauterization of the right renal cortex followed by a contralateral nephrectomy
{Gagnon and Ansari, 1990), or unilateral nephrectomy and partial infarction of the remnant
kidney (Kren and Hostetter, 1999)**. When choosing a CRF model, one must consider its
simplicity, reproducibility, and similarity to the human pathology. Since the previous
models do not reflect the most observed cases of CRF in humans, we induced CRF by 3/4
nephrectomy. This was an adaptation of the 5/6 nephrectomy model, most commonly used
in the rat. We clearly demonstrated the efficacy and reproducibility of this model to induce

CRF.
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In conclusion, this study demonstrates that protein expressions of liver Cypla2,
2¢29 and 3all are down-regulated in mice with CRF, along with Nat2. These effects are all
secondary to reduced gene expression. These results support the use of knockout mice to

characterize the mechanism underlying CRF-induced inhibition of hepatic metabolism.
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Figure 1: Protein expression of hepatic cytochrome P450 isoforms in microsomes from
control and mice with CRF. Protein bands are expressed in arbitrary units (%). The
densitometry values of control mice were arbitrarily defined as 100%. Data are the mean +
SEM of eight experiments in each group. *p<0.05 when compared with control. **p<0.01

when compared with control. Representative blots are also shown.
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Figure 2: mRNA encoding hepatic cytochrome P450 isoforms in control and CRF mice.
Control results were defined as 100%. Data are the mean + SEM of twelve experiments in

each group. **p<0.01 versus CTL mice.
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Figure 3: Expression of liver Nat2 protein (white bar) and mRNA (black bar) in control

and CRF mice. Protein expression was measured by western blot in cytosols and specific

mRNA was quantified by real-time PCR. Control results were defined as 100%. Data are

the mean + SEM of eight experiments in each group for protein expression, and twelve

experiments in each group for mRNA levels. *p<0.05 when compared with control.

Representative blots are also shown.



2.2 Etude avec le modéle murin transgénique

Les souris mutantes pour le géne codant la PTH (PTH") proviennent du Dr
Goltzman du Calcium Research Laboratory de 1’Université McGill”. Elles ont été générées
par recombinaison homologue a I’aide de cellules souches embryonnaires D3, de fond
génétique 129/Sv*°. En premier lieu, le géne codant la PTH murine a été introduit dans un
vecteur pPNT?’, soit un plasmide d’origine bactérienne, remplagant ainsi ’exon 3 de la
séquence codante par un géne de résistance a la néomycine (Neo"). Le vecteur a été
¢lectroporé dans des cellules D3, puis les clones dotés d’une résistance au G418 (conférée
par le géne Neo") ont été sélectionnés. Ces derniers ont été injectés dans des blastocytes
murins de souche BALB/C, générant ainsi des chimeéres. Les males chimériques ont été
accouplés a des femelles de souche C57BL/6J, puis les souris ont été reproduites jusqu’a

I’obtention d’un homozygote de 1’alléle PTH nul (Figure 2.1)”.

Zona
pellu\cida
o
. 3 months
27N — A
+- (EXSY;:eIls Chimera
Blastocyst

« 3 months ‘{ .-13 months
+/— +/— —/—
-

Wild-type

Figure 2.1 Obtention de souris transgéniques a partir de cellules souches embryonnaires®®

Afin de déterminer le génotype de chaque souris, une biopsie de la queue a été
effectuée a 1’age de 3 semaines. Le tissu a été soumis a une digestion a la protéinase K
(Novagen, Gibbstown, NJ) pour ensuite isoler ’ADN au phénol-chloroforme”. Les
extraits d’ADN ont été amplifiés par PCR (Tableau IV) puis migrés sur gel d’agarose 2%
afin de déceler si les souris portaient le géne PTH et/ou le géne Neo'. La présence du géne
Neo" refléte une incorporation du plasmide pPNT dans le génome, correspondant

conséquemment au génotype PTH~ ou PTH". L’absence du géne PTH confirme alors le
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génotype PTH”. Si le géne PTH est présent seul, la souris porte le génotype PTH "
(Figure 2.2).

PTH+/+

Figure 2.2 Gel d’agarose révélé a la lumiere ultraviolette présentant un exemple de

génotypage

Geénes Séquence de nucléotides (5°-3”)

Pth” Amorce sens : GATGTCTGCAAACACCGTGGCTAA
Amorce anti-sens : TCCAAAGTTTCATTACAGTAGAAG
Neo'? Amorce sens : CAGACAATCGGCTGCTCTGATG

Amorce anti-sens : CTCGATGCGATGTTTCGCTTG

Tableau IV Séquences nucléotidiques des amorces de PCR

. . . ) - 100 b
* Les amorces du géne PTH proviennent de séquences publiées précédemment . ° Les

. . . - - 101
amorces du géne Neo” proviennent de séquences publiées précédemment .
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2.2.1 Caractérisation du modele

Originalement, les souris transgéniques avaient ¢été développées dans le but
d’étudier ’implication de la PTH dans la régulation de I’ostéogenése”. De ce fait, aucune
information quant au phénotype biochimique et au phénotype des enzymes du métabolisme
hépatique des souris n’était disponible. Nous avons donc procédé a une caractérisation

phénotypique du mod¢le.

2.2.1.1 Parametres biochimiques

Nous avons d’abord sélectionné les souris males portant les génotypes PTH™" et
PTH, et elles ont été sacrifiées par décapitation afin de recueillir le sang. Les échantillons
ont été centrifugés a 600 x g durant 10 minutes, puis les sérums ont été isolés. Les niveaux
plasmatiques de différents marqueurs de I’IRC et de minéraux dont la concentration est
régulée par la PTH ont été mesurés (Tableau V). Les valeurs ont été obtenues a 1’aide d’un

autoanalyseur Architect C1600 (Abbott, Saint-Laurent, Québec, Canada).

Souris PTH*/+ Souris PTH-/-
Créatinine (umol/L) 61,4+4,5 63,9 +4,1
BUN (mg/dL) 20,25 + 1,62 21,01 1,26
Calcium (mmol/L) 2,50 + 0,04 2,00% + 0,05
Phosphore (mmol/L) 3,02+0,18 426% +0,16

Tableau V Caractéristiques biochimiques des souris PTH”". BUN, Blood urea nitrogen.

Les données sont exprimées en moyenne + erreur type. *P<0,001 vs. témoins.

Les résultats ne démontrent aucune modification significative des concentrations de
créatinine et de BUN chez les souris PTH” (n=11) en comparaison avec les souris P7: "
(n=8). La fonction rénale n’est donc pas altérée par le génotype PTH”". Cependant, les
souris PTH présentent une hypocalcémie et une hyperphosphatémie associées a 1’absence

de PTH.
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2.2.1.2 Expression du CYP450 hépatique

Par ailleurs, afin de s’assurer de la validité du modele expérimental, des isoformes
du CYP450 hépatique impliquées dans le métabolisme des médicaments ont été étudiées.
L’expression protéique (Figure 2.3) et génique (Figure 2.4) ont été évaluées par
immunobuvardage de type Western, et par PCR quantitative en temps réel (qPCR),
respectivement, tel que décrit précédemment'®”. Les résultats indiquent que les quantités de
protéines et d’ARNm demeurent inchangées chez les souris PTH par rapport aux souris
témoins, et ce pour le Cyp3all et le Cyp2c29. Conséquemment, les souris transgéniques
sont un modele adéquat pour étudier 1’effet de I’'IRC sur le CYP450 hépatique, puisqu’a la

base, elles ne présentent aucune différence avec les témoins.

Cyp3all Cyp2c29
140.0 o CYP4S0 [N S — — O pra-—+
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Figure 2.3 Expression protéique des isoformes du CYP450 hépatique dans les microsomes
de souris PTH” (n=11) et leurs témoins PTH" (n=8). Les valeurs témoins ont &té
arbitrairement définies comme égales a 100%. Les données sont exprimées en moyenne *

erreur type. Les images des bandes correspondant aux différentes protéines sont également

montrées.
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Figure 2.4 ARNm codant pour les isoformes du CYP450 hépatique chez les souris PTH”
(n=7) et leurs témoins PTH* (n=8). Les valeurs témoins ont été arbitrairement définies

comme égales a 100%. Les données sont exprimées en moyenne =+ erreur type.

2.2.2 Effets de I'IRC sur les enzymes du CYP450 hépatique

Sachant que les souris transgéniques ne présentaient aucune différence avec les
souris de type sauvage concernant 1’expression du Cyp3all et du Cyp2c29 hépatiques,

, . y A /- /+
nous avons sélectionné les males PTH et PT.

afin de leur induire une IRC
chirurgicalement. Le modele employé était la néphrectomie subtotale 3/4, tel que décrit
précédemment'®. Les souris témoins n’ont subi que des laparotomies blanches. Le tableau

VI présente les paramétres biochimiques des souris cinq semaines apres la chirurgie.
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Témoins it Témoins 2
PTH IRC PT. PTH" IRC PTH"
Poids (g) 27707 25,0+ 0,4 27.4+0,9 25,0+ 0,9
BUN (mg/dL) 26,3+23 88,7* £ 19,3 258+ 1,8 99,4** + 12,2
Créatinine 61,2+5,2 1027 + 20,6 89.7 + 25 1 101,1+ 12,3
(nmol/L)
Calcium 2,33 +0,04 2,47 + 0,04 1,824 + 0,14 1,64*** + 0,08
(mmol/L)
Phosphore 3,01 +£0,22 3,18 + 0,21 4,67 0,23 5,08*** + 0,56
(mmol/L)

Tableau VI Caractéristiques biochimiques des souris PTH"" et PTH” témoins et atteintes
d’IRC. BUN, blood urea nitrogen. Les données sont exprimées en moyenne + erreur type
(n=8 souris par groupe) et I’analyse statistique a été effectuée a I’aide d’un test d’ANOVA.
*P<0,05 vs. témoins PTH " **P<0,05 vs. témoins PTH". ***P<0,05 vs. témoins PTH """
et IRC PTH".

Les résultats démontrent une augmentation significative des valeurs de BUN chez
les souris néphrectomisées, comparativement a leurs témoins respectifs. Cela reflete une
perte de fonction rénale et confirme 1’efficacit¢ du modéle chirurgical. Les valeurs de
créatinine semblent également plus élevées chez les souris atteintes d’IRC, cependant
I’augmentation n’est pas statistiquement significative, la créatinine n’étant pas un marqueur
optimal pour évaluer le niveau d’IRC chez la souris (voir section 4.2.2.1). Quant au calcium
et au phosphore, on observe une hypocalcémie et une hyperphosphatémie chez les souris
PTH™ (témoins et atteintes d’IRC) en comparaison avec les souris PTH ", tel que noté lors
de la caractérisation phénotypique (Tableau V). Les changements apparaissent toutefois
plus marqués pour les souris PTH” souffrant d’IRC, puisque la pathologie engendre
généralement une hypocalcémie et une hyperphosphatémie, comme il a déja été mentionné

plus haut (section 1.1.2.2).
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Les effets de I'IRC sur I’expression protéique et génique du CYP450 hépatique
(Cyp3all et 2¢29) ont été évalués dans le but d’étudier I’implication de la PTH dans la
diminution de I’expression des enzymes du CYP450 observée chez la souris C57BL/6.
Ainsi, nous avons d’abord comparé les résultats obtenus chez les souris PTH” avec ceux
des souris C57BL/6. Les données présentées a la figure 2.5 montrent les niveaux de
protéines et d’ARNm de I’isoforme Cyp3all mesurés par immunobuvardage de type
Western et par qPCR, respectivement. L’expression protéique est significativement
diminuée chez les souris C57BL/6 atteintes d’IRC, en comparaison avec les souris
C57BL/6 témoins. Or, chez les souris PTH" "~ avec une IRC, cette diminution semble
contrecarrée. Quant a I’expression d’ARNm, elle est également réduite de facon
significative chez les souris C57BL/6 souffrant d’IRC, cependant cette réduction est
prévenue par 1’absence de PTH. Ces résultats suggérent que la PTH est responsable de la

diminution de I’expression du Cyp3all hépatique chez la souris atteinte d’IRC.
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Figure 2.5 Expression protéique ([]) et génique () du Cyp3all dans les microsomes

hépatiques de souris témoins et souffrant d’IRC. Les souris exprimaient (C57BL/6) ou non

(PTH") le géne PTH. Les données sont exprimées en moyenne =+ erreur type. Les valeurs

des témoins C57BL/6 (n=8) ont été¢ définies comme égales a 100% pour les souris

C57BL/6 atteintes d’IRC (n=8). Les valeurs des témoins PTH~ (n=7) ont été définies

comme égales a 100% pour les souris PTH”" atteintes d’IRC (n=9). Les images des bandes

correspondant aux différentes protéines sont €¢galement montrées. *P<0,05 vs. témoins

C57BL/6. **P<0,005 vs. témoins C57BL/6.
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L’isoforme Cyp2c29 a également été étudiée (Figure 2.6). De facon similaire au Cyp3all,
les résultats révelent une baisse marquée d’expression protéique et génique chez les souris
C57BL/6 souffrant d’IRC, en comparaison avec les témoins. Cependant, comparées aux
témoins, chez les souris PTH” avec une IRC ni I’expression du Cyp2c29 ni celle de son
gene ne sont diminuées. Ces résultats suggerent que la PTH est également responsable de la

diminution de I’expression du Cyp2c29 chez les souris avec une IRC.
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Figure 2.6 Expression protéique ([]) et génique () du Cyp2c29 dans les microsomes
hépatiques de souris témoins et souffrant d’IRC. Les souris portaient (C57BL/6) ou non
(PTH") le géne PTH. Les données sont exprimées en moyenne =+ erreur type. Les valeurs
des témoins C57BL/6 (n=8) ont été¢ définies comme égales a 100 % pour les souris
C57BL/6 atteintes d’IRC (n =8). Les valeurs des témoins PTH”" (n=10) ont été définies
comme égales a 100% pour les souris PTH™" atteintes d’IRC (n=10). Les images des bandes

correspondant aux différentes protéines sont €¢galement montrées. *P<0,05 vs. témoins

C57BL/6. **P<0,005 vs. témoins C57BL/6.
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2.2.3 Difficulté 2 moduler les enzymes du CYP450 chez les souris PTH""
atteintes d’IRC

A la lumiére de ces résultats, nous avons subséquemment comparé les souris PTH”
avec les souris correspondantes de type sauvage (PTH ") afin de valider les résultats. En
effet, puisque les souris PTH” avaient été comparées avec des souris C57BL/6 provenant
de I’¢levage Charles River (Hollister, CA), il nous a paru scientifiquement impératif de les
comparer également avec des souris issues de la méme colonie, soit les PTH . En effet,
tel que décrit dans la section 2.2, les souris PTH” et PTH”" avaient été développées a
partir de blastocytes murins de souche BALB/C, puis avaient ensuite été reproduites
jusqu’a I’obtention de souris de fond génétique C57BL/6. Ainsi, nous voulions nous
assurer que les souris PTH " ne présentaient aucune différence avec les souris C57BL/6

provenant de chez Charles River.

La figure 2.7 illustre 1’expression protéique et génique de I’isoforme Cyp3all
mesurées par immunobuvardage de type Western et par qPCR, respectivement.
Etonnamment, le niveau de protéines est inchangé entre les souris PTH " témoins (n=8) et
avec une IRC (n=7). De méme, I’expression d’ARNm se trouve également inchangée chez
les souris PTH " souffrant d’IRC (n=5) comparativement aux témoins (n=6). Ainsi, malgré
les valeurs équivalentes parmi les souris PTH " témoins (n=7) et atteintes d’IRC (n=9),
autant pour I’expression protéique que génique, il est impossible de déterminer

I’implication de la PTH dans la régulation du Cyp3all.
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Figure 2.7 Expression protéique ([]) et génique () du Cyp3all dans les microsomes
hépatiques de souris témoins et souffrant d’IRC. Les souris exprimaient (PTH ") ou non
(PTH") le géne PTH. Les données sont exprimées en moyenne * erreur type et I’analyse
statistique a ¢été effectuée avec le test ’ANOVA. Les valeurs des témoins PTH”" ont
arbitrairement été définies comme égales a 100%. Les images des bandes correspondant

aux différentes protéines sont également montrées.

En ce qui concerne I’isoforme Cyp2c29, sa régulation semble similaire au Cyp3all.
En effet, d’apres la figure 2.8, son expression protéique demeure inchangée chez les souris
PTH"" avec IRC (n=8) comparativement aux témoins (n=7). Or, I’expression génique est
significativement augmentée chez les souris PTH"" souffrant d’IRC (n=5) en comparaison
avec les témoins (n=6), ce qui contredit les résultats obtenus chez les souris C57BL/6

(figure 2.6). Enfin, les souris PTH " souffrant d’IRC (n=9) expriment les mémes quantités
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de protéines et d’ARNm que les témoins PTH (n=7). Puisque le Cyp2c29 n’est pas

diminué par ’'IRC chez les PTH™", on ne peut pas conclure que la PTH est impliquée dans

sa modulation.
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Figure 2.8 Expression protéique ((]) et génique () du CYP2C29 dans les microsomes
hépatiques de souris témoins et souffrant d’IRC. Les souris portaient (PTH”") ou non
(PTH") le géne PTH. Les données sont exprimées en moyenne * erreur type et I’analyse
statistique a été effectuée par ANOVA. Les valeurs des témoins PTH " ont arbitrairement
été définies comme égales a 100%. Les blots correspondants sont également montrés.

*P<0,05 vs. témoins PTH " a
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3. Discussion

Cette étude visait d’une part de confirmer, dans un modele murin, la diminution
d’expression des enzymes du métabolisme hépatique en présence d’IRC et d’autre part, elle
avait pour but de déterminer le réle de la PTH dans cette diminution, a I’aide d’un mod¢le
de souris mutantes pour le géne codant cette hormone. Nous avons ainsi démontré chez la
souris C57BL/6 que I'IRC était associée a une réduction de I’expression de certaines
isoformes du CYP450 hépatique impliquées dans le métabolisme des médicaments
(Cypla2, 2c¢29 et 3all), et que ce phénomene était dii a une diminution d’expression de
I’ARNm codant ces isoformes. Ces modifications entrainent également des répercussions
sur I’activité métabolique, tel que reflété par une diminution de 25% de la N-déméthylation
de I’érythromycine par la famille Cyp3a. De plus, nous avons montré une réduction des
niveaux de protéines et d’ARNm de la Nat2, suggérant que 1’expression des enzymes de

phase II étaient également diminuée par I’IRC chez la souris.

En outre, nous avions émis 1’hypothése que la diminution d’expression des enzymes
du CYP450 hépatique observée chez les souris C57BL/6 atteintes d’IRC serait contrecarrée
chez les souris transgéniques PTH". En comparant les souris PTH” avec les souris
C57BL/6, les résultats suggeérent que la PTH est responsable de la réduction des enzymes
du CYP450 (Cyp2c29 et 3all). Or, dans un souci de validation des résultats, nous avons
¢galement étudié 1’expression des enzymes du CYP450 chez des souris de type sauvage
issues de la méme colonie que les souris PTH™", soit les souris PTH"”". Etonnamment, aprés
I’induction de I'IRC chez les souris PTH"", aucune diminution des enzymes du CYP450
n’a été observée en comparaison aux témoins. De ce fait, il est encore prématuré de
conclure que la PTH est impliquée dans la diminution d’expression des enzymes du
CYP450 hépatique en présence d’IRC chez la souris, d’ou la nécessité de poursuivre les

¢tudes avec le modele transgénique.
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3.1 Modéele murin C57BL/6

3.1.1 Induction et marqueurs de ’insuffisance rénale chronique

Parmi les nombreuses études portant sur I’IRC, trés peu ont utilis¢é un modele
expérimental murin. En effet, la méthode chirurgicale employée généralement pour
I’induction de I’IRC, soit la néphrectomie subtotale 5/6 (Nx 5/6), a été developpée chez le
rat. Ainsi, suite a 1’essai de différentes procédures publié¢es précédemment (données non
montrées), notre laboratoire a choisi d’adapter le modele de Nx 5/6 pour 1’étude chez la

souris, mais en effectuant une néphrectomie subtotale 3/4.

3.1.1.1 Induction de PIRC

Tout d’abord, Gagnon et Duguid ont démontré en 1983 que 1’électrocautérisation
bilatérale du cortex rénal entrainait une augmentation sérique marquée et soutenue de la
concentration du BUN et de la créatinine®. Toutefois, ce modele n’a pas été retenu, en
raison de la difficult¢ a induire une IRC suffisamment sévére. La méthode
d’électrocautérisation unilatérale du cortex rénal droit suivie d’une néphrectomie totale
controlatérale permettait d’obtenir des valeurs de BUN supérieures, d’environ 105
mg/dL'®. Cependant, la réduction de la masse rénale par coagulation est imprécise et peut
donner lieu a une variabilit¢ importante des concentrations de BUN, en comparaison a la

. 103-105
coupe au scalpel avec compression

. Notre modele de néphrectomie subtotale
engendre une urémie similaire, avec des valeurs de BUN environnant 97,6 mg/dL. Ainsi,

I’induction de I’IRC par ce modele est préférable puisqu’elle est reproductible.

Or, selon le modéle de Nx 5/6, qui consiste en une néphrectomie partielle gauche
suivie d’une néphrectomie totale controlatérale, la proportion du rein gauche devant étre

retirée est de 2/3, soit un tiers a chaque pdle. Sept jours de récupération sont alloués entre
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les deux étapes. Cependant, cette procédure réalisée telle quelle chez la souris entraine une
diminution significative du taux de survie. C’est pourquoi nous avons choisi de ne retirer
qu’un quart du rein a chaque pole, d’ou I’appellation « néphrectomie 3/4 », et de permettre
aux souris de récupérer durant une période de 14 jours. Le taux de survie associé a cette

chirurgie a ainsi passé de 25% a 50%.

3.1.1.2 Marqueurs biochimiques de ’IRC

Afin d’évaluer le degré d’IRC, nous avons également mesuré la concentration
sérique de créatinine, un marqueur classique de dysfonction rénale, selon une méthode

106

colorimétrique basée sur la réaction de Jaffé ™. Elle mesure ’intensité de coloration du

107 ,
. Or, une étude a

complexe que forme ’acide picrique et la créatinine en milieu alcalin
démontré que cette technique entralnait une surestimation importante des valeurs de
créatinine chez la souris'®. De plus, la présence d’hémoglobine dans le sérum peut
interférer avec les mesures'”. Pour la présente étude, les échantillons de sérum de souris
utilisés présentaient souvent de I’hémolyse, ainsi, il est possible que les valeurs de
créatinine présentées dans Darticle (section RESULTS) soient biaisées. Bien que la
concentration de créatinine soit plus élevée chez les souris atteintes d’IRC par rapport aux
témoins, nous favorisons le BUN pour estimer la sévérité de ’IRC chez les souris. Par
ailleurs, la cystatine C serait un marqueur plus approprié pour la souris, puisque sa
production est stable et non influencée par des facteurs non rénaux tels que I’apport

r:o 110
proteéique .
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3.1.2 [Expression des enzymes du CYP450 hépatique chez les souris

CS57BL/6

Malgré les nombreux travaux démontrant la diminution du CYP450 hépatique en
présence d’IRC, la présente étude est la premiere a observer ce phénoméne dans un modele

murin. Jusqu’a présent, le modele expérimental préconisé était le rat.

3.1.2.1 Comparaison avec les études effectuées chez les rats

Des publications précédentes ont montré une diminution d’expression protéique et
génique des isoformes CYP2C11, CYP3A1 et CYP3A2 chez le rat atteint d’IRC® ™. De
plus, une étude in vivo utilisant des substrats de ces isoformes, soit 1’aminopyrine
(CYP2C11) et I’érythromycine (CYP3A2) a décelé une diminution d’activité enzymatique
marquée des enzymes du CYP450, corrélant avec la réduction d’expression protéique. De
facon similaire, la présente étude a révélé une diminution d’expression des isoformes
hépatiques Cyp2c29 et Cyp3all chez des souris souffrant d’IRC, en comparaison avec les
témoins (Figures 1 et 2). Ces résultats confirment alors ceux obtenus chez les rats. Or, nous
avons également observé une diminution de 1’expression protéique et génique de 1’isoforme
Cypla2. Toutefois, les travaux précédents n’ont indiqué aucune modification de
I’expression de cette isoforme chez les rats® ", Ce phénoméne peut étre expliqué par des
différences inter-espéces influencant la régulation des enzymes du CYP450%. En effet, une
¢tude de Shi ef al. a comparé des souris C57BL/6 avec des souris chimériques portant les
genes CYP1A1 et CYP1A2 humains. Une augmentation de 2 fois ’expression d’ARNm
codant pour le Cypla2 murin a été observée par rapport a I’expression du CYP1A2 humain
suite a une induction au TCDD (2,3,7, 8-tetmchlorodibenzo-p-dioxin)1“. En outre, des
différences quant a I’inhibition du CYP1A2 ont également été rapportées. Notamment, chez

le rat, la furafylline ne peut inhiber le CYP1A2 que si sa concentration est 1000 fois



64

supérieure a celle requise pour inhiber I’isoenzyme humaine. Cela suggere que le site actif

présente une différence majeure dans sa géométrie entre les orthologues du CYP1A2''2,

3.1.2.2 Répercussions cliniques

Nous avons également démontré in vitro que 1’activité métabolique du Cyp3a était
réduite de 25% chez la souris atteinte d’IRC (1,3 £ 0,1 vs. 1,7 = 0,1 nmol mg'1 de protéines
microsomales min’, p<0,01). Ces résultats sont similaires a la diminution d’activité
enzymatique du CYP3A2 de 35% observée précédemment dans des hépatocytes de rats
normaux incubés avec du sérum de patients souffrant d’IRC*’. Le méme groupe a aussi
montré que les niveaux protéiques et géniques des CYP2C6, CYP2C11, CYP3Al et
CYP3A2 étaient diminués de plus de 35% en présence de sérum de patients urémiques™.
Michaud et al. ont par ailleurs illustré que D’effet inhibiteur du sérum de patient
disparaissait suite a une transplantation rénale'"”. Cela suggére que le sérum urémique

contient des médiateurs agissant comme inhibiteurs du CYP450.

Les résultats mentionnés ci-haut pourraient expliquer les diminutions de clairance
non rénale ayant été observées dans des études précédentes chez des patients atteints d’IRC.
Notamment, une augmentation de la surface sous la courbe lors de I’administration de
nicardipine, un médicament métabolisé par le CYP3A, a été décelée chez des patients ayant
une fonction rénale déficiente''*. Dowling et al. ont démontré par test d’exhalation que le
métabolisme de 1’érythromycine était réduit de 28% chez des patients souffrant d’IRT en
comparaison aux témoins, reflétant une diminution de I’activité enzymatique du CYP3A™.
Sachant que la famille CYP3A prend part au métabolisme de plus de 50% des médicaments

, 49 . . .. .
sur le marché™, ces conclusions sont d’une importance clinique majeure.
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3.1.2.3 Expression du CYP450 chez la souris « humanisée »

Des différences considérables existent entre les humains et les souris quant a
I’expression des formes orthologues du CYP450. Ainsi, ’extrapolation du métabolisme

, . . \ . . . \ 41
hépatique de la souris a I’humain est assujettiec a D’erreur” .

L’utilisation de souris
transgéniques dites « humanisées » peut remédier a cette difficulté. Huit différentes
isoformes humaines ont ét¢ démontrées comme fonctionnelles dans ces souris chimériques,
soit les CYP1A2, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 3A4 et 3A5. Des modéles humanisés
d’enzymes de phase II dont les N-acétyltransférases ont également été développés' . 11

serait ainsi possible d’étudier I’effet de I’IRC sur le métabolisme hépatique humain a 1’aide

de ces souris.

3.1.3 Expression de la Nat2 hépatique chez les souris CS7BL/6

Outre I’expression du CYP450, nous nous sommes intéressés au métabolisme de
phase II chez la souris atteinte d’IRC. Plus précisément, I’expression de la Nat2 hépatique a

¢été étudiée, I’acétylation représentant une des principales réactions de conjugaison.

Une étude précédente effectuée par Simard et al. a montré une diminution
significative a la fois de I’expression de la NAT1 et de la NAT2 chez les rats urémiques.
Ces réductions de plus de 30% étaient accompagnées d’une diminution d’activité
enzymatique de la NAT2 de 50% par rapport aux témoins’'. Dans la présente étude, nous
avons noté une baisse d’expression protéique de la Nat2 hépatique de 30%, ce qui correle
avec les résultats obtenus chez les rats. De plus, le mécanisme sous-jacent semble étre la
réduction de synthése d’ARNm, tel qu’en témoigne la diminution de 20% de I’ARNm
(Figure 3). Par contre, nous n’avons pas analysé 1’activité enzymatique : des expériences
supplémentaires seront requises. L’étude de Simard et al. a également observé 1’effet du

sérum de rats atteints d’IRC sur ’expression de NAT1 et 2 dans des hépatocytes de rats
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normaux. Les résultats ont indiqué une diminution marquée de chaque isoenzyme,

v , . ,oq- . . , . N . 71
suggérant que le sérum contenait des médiateurs induisant cette régulation a la baisse” .

D’autres travaux portant sur les enzymes de phase II en présence d’IRC ont été
réalisées chez le rat, concernant la glucuronidation. En effet, Yu et al. ont étudi¢ différentes
isoformes d’UDP-glucuronyltransférases (UGT), mais n’ont décelé aucune différence
significative entre les niveaux protéiques ou 1’activité catalytique des enzymes chez des rats
atteints d’IRC comparés aux témoins. Cependant, I’échantillon était peu nombreux (n=4
rats par groupe)''®. En revanche, chez I’humain, une étude pharmacocinétique a montré que
la clairance non rénale de la zidovudine, un médicament métabolisé par glucuronidation,
était affectée par ’IRC, laissant supposer qu’une diminution des UGTS était en cause’’. Or,
aucune étude s’intéressant a 1’effet de I’'IRC sur la glucuronidation n’a été publiée chez la
souris. Des études subséquentes a I’aide de ce modele animal permettraient I'utilisation de
souris transgéniques pour déterminer quel mécanisme entraine 1’inhibition des enzymes

métaboliques telles que les N-acétyltransférases et les glucuronyltransférases.

3.2 Modéle murin transgénique PTH™

Sachant que chez le rat, la PTH est impliquée dans la régulation a la baisse des
enzymes du CYP450 hépatique®, nous avons tenté de confirmer cette diminution dans

notre modele murin transgénique mutant pour le géne codant la PTH.

3.2.1 Conséquences phénotypiques de I’absence de PTH

La PTH exercant diverses fonctions dans I’organisme, en absence de cette hormone,
les souris PTH”~ pourraient présenter un phénotype différent des souris de type sauvage

PTH'".
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3.2.1.1 Calcémie et phosphatémie

Nous avons noté une hypocalcémie et une hyperphosphatémie chez les souris PTH”
(Tableau V). Ces résultats correspondaient a ce qui était attendu, compte tenu de I’absence
de PTH. En effet, tel que mentionné précédemment, cette hormone agit au niveau des os,
des reins et de I’intestin pour maintenir la concentration plasmatique de calcium normale.
De plus, elle produit I’effet inverse sur la concentration de phosphore, en réduisant sa
réabsorption rénale (section 1.1.2.1). Ainsi, chez les souris n’exprimant pas la PTH, ces
phénoménes ne peuvent avoir lieu, expliquant alors I’hypocalcémie et

I’hyperphosphatémie.

Or, la diminution de la concentration de calcium sérique décrite ne semblait pas
exercer un impact physiologique considérable sur les souris. En effet, la supplémentation de
I’eau de boisson n’a pas été nécessaire, puisque I’hypocalcémie n’était pas létale. Selon
I’é¢tude de Michaud et al., les rats parathyroidectomisés nécessitaient obligatoirement un
apport supplémentaire en gluconate de calcium afin d’éviter la tétanie”. Cela laisse
supposer ou bien I’existence d’un mécanisme d’adaptation, ou bien que la calcémie est
ajustée a un niveau viable par un facteur autre que la PTH chez les souris mutantes. Une
¢tude de Miao et al. a démontré que la délétion du gene PTH n’affectait pas la production
du PTHrP (PTH-related peptide), un peptide initialement identifi¢ comme le facteur
responsable de 1’hypercalcémie humorale maligne''’. Il a également été montré que des
souris mutantes pour le géne codant le PTHrP étaient incapables d’assurer le transport
normal du calcium au placenta, engendrant une hypocalcémie''®. De ce fait, le PTHrP
semble jouer un rdle important dans le maintien de la calcémie, et pourrait permettre une
compensation pour ’absence de PTH chez nos souris transgéniques. Par ailleurs, des souris
PTH" alimentées avec une diéte faible en Ca®" présentent une élévation des quantités

circulantes de 1,25(OH)D3, dues a une augmentation de transcription du géne Cyp27b1 au
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niveau du tubule rénal proximal''’. Nous pourrions émettre I’hypothése que I’hypocalcémie
présente chez nos souris PTH’ pourrait provoquer une augmentation de production de
vitamine D, favorisant 1’absorption du Ca*" au niveau intestinal. Cette hypothése reste a

confirmer expérimentalement.

3.2.1.2 Expression du CYP450 hépatique

L’effet de I’absence de PTH sur I’expression des enzymes du CYP450 a aussi été
évalué. Tel qu’attendu, les enzymes du CYP450 hépatique ne semblent pas étre modifiées
par le génotype homozygote négatif (Figure 2.3). En effet, chez ’humain, la PTH est
reconnue comme un ¢lément régulateur des CYP27B1 et CYP24Al situés au niveau

L1119
rénal

, toutefois, aucune étude indique que la PTH a des concentrations normales puisse
réguler des isoformes hépatiques. L’étude de Michaud et al. illustre une diminution du
CYP3A2 dans des hépatocytes de rats normaux en présence de concentrations de PTH

¢levées simulant I"hyperparathyroidie™.

3.2.2 Absence de PTH et insuffisance rénale chronique

La délétion du gene PTH a engendré chez les souris mutantes une réponse différente

a I’induction d’IRC.

3.2.2.1 Parametres biochimiques

Tout d’abord, le tableau VI indique que les souris atteintes d’IRC (PTH ™" et
PTH") présentent effectivement une atteinte rénale, tel que reflété par I’augmentation
marquée des mesures de BUN par rapport a leurs témoins. Cependant, contrairement aux
résultats obtenus chez les souris C57BL/6 (Tableau II), les valeurs de créatinine sérique
n’augmentent pas de fagon significative. Cela appuie notre remarque que la créatinine n’est

pas a un marqueur adéquat pour estimer le degré d’IRC chez la souris (section 3.1.1.2).
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De fagon générale, ’IRC entraine une déficience en vitamine D associée a une
réabsorption intestinale de calcium réduite, favorisant I’hypocalcémie. De plus, la perte de
fonction rénale conduit a une rétention de phosphore provoquant une hyperphosphatémie
(section 1.1.2.2). C’est en effet ce que nous observons chez les souris PTH " atteintes
d’IRC comparées aux témoins PTH”": les souris avec une IRC présentent une concentration
sérique de calcium plus faible et une concentration sérique de phosphore plus élevée que les
témoins (Tableau VI). Or, tel que mentionné précédemment, le génotype homozygote
négatif seul (sans IRC) entraine une hypocalcémie et une hyperphosphatémie : les souris
PTH” témoins présentent une concentration de calcium réduite et une concentration de
phosphore augmentée par rapport aux témoins PTH™*. Les valeurs de calcémie et de
phosphatémie obtenues pour les souris PTH” témoins au tableau VI sont également

semblables a celles obtenues au tableau V (1,82 et 4,67 mmol/L vs. 2,00 et 4,26 mmol/L).

En ce qui concerne les souris PTH"", les données semblent correspondre a la
littérature. Chez les souris atteintes d’IRC, nous observons pour le calcium et le phosphore
une augmentation par rapport aux témoins (tableau VI). Sachant que I’IRC est associée a
I’hyperparathyroidie secondaire, I’augmentation légére de la calcémie pourrait éEtre

expliquée par une augmentation de sécrétion de PTH'?

. Une étude populationnelle a
indiqué que les niveaux de phosphore augmentaient progressivement des que le DFG
s’abaissait 4 50-60 mL/min/1,73m* '*'. De ce fait, les résultats obtenus suggérent que les
niveaux de phosphore ¢élevés aient favorisé 1’apparition de 1’hyperparathyroidie secondaire.
Par contre, les changements observés ne sont pas statistiquement significatifs. Cela sous-
entend alors que la sévérité de I’'IRC induite chez les souris PTH " est modérée, plutdt que
sévere. D’ailleurs, bien qu’elle ne soit pas statistiquement significative, nous pouvons

remarquer que I’élévation du BUN chez les souris PTH™" semble moindre que chez les

souris PTH™".
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Les valeurs de BUN obtenues chez les souris PTH™" pourraient soulever le doute
quant a la reproductibilit¢ du modéle chirurgical de néphrectomie 3/4. Or, de plus en plus
d’études semblent indiquer que le fond génétique d’une souris peut fortement influencer sa
réponse a I’induction d’IRC. En effet, Fogo ef al. ont démontré a I’aide du modéle de
néphrectomie 5/6 que les souris de souche C57BL/6 ne développaient qu’une faible
glomérulosclérose (< 5%) en comparaison aux souris de souche 129/Sv (42%)'**. Cette
résistance a I’'IRC peut s’expliquer par des polymorphismes dans les genes codant la
rénine : la souche C57BL/6 posséde un seul géne (Ren-1°) alors que d’autres souches telles
que 129/Sv en possédent deux (Ren-1? et Ren-2). En présence de deux génes, divers
changements sont observés dont une augmentation de 10 fois de D’activité rénine
plasmatique et de I’hypertension dépendant de I’angiotensine I1'*. Ainsi, les souris PTH """
étant de fond génétique C57BL/6, il est possible que nos résultats aient ét¢ modifiés par une

résistance a ’'IRC.

3.2.2.2 Expression des enzymes du CYP450 hépatique chez les souris PTH"

En premier lieu, nous avons comparé l’expression des enzymes du CYP450
hépatique des souris mutantes avec celle des souris C57BL/6 (Figures 2.5 et 2.6). Les
résultats semblaient a premiere vue confirmer notre hypothése selon laquelle la PTH joue
un role majeur dans la diminution des enzymes du CYP450 en présence d’IRC. Cependant,
les données obtenues en comparant les souris PTH” aux souris PTH " issues de la méme
colonie ne nous permettent pas d’appuyer cette conclusion (Figures 2.7 et 2.8). En effet,
a la fois pour le Cyp3all et le Cyp2c29, aucune diminution n’est observée chez les souris
PTH"™" atteintes d’IRC comparées aux témoins. Nous pouvons méme noter une induction
significative du Cyp2c¢29. Or, si a la base, les enzymes du CYP450 ne sont pas régulées
négativement par I'IRC chez les souris PTH ", il nous est impossible de conclure qu’une

baisse serait attribuable & la PTH. Pourquoi le CYP450 hépatique des souris PTH " n’est-il
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pas modulé de la méme facon que celui des souris C57BL/6, s’il s’agit théoriquement de
souris génétiquement identiques?  Nous supposons conséquemment que la lignée

transgénique n’était pas uniquement de fond génétique C57BL/6.

3.2.2.2.1 Contamination génétique et difficulté de reproduction de la colonie

Lors de la réception des géniteurs de la colonie, deux des quatre males
hétérozygotes envoyés n’avaient pas survécu au transport. Une fois la reproduction

P p . . /- .
entamée, nous avons remarqué que la naissance de souris PTH™ ne respectait pas les

. o . . . 117
proportions mendéliennes, contrairement a ce qu’obtenait le groupe du Dr Goltzman .
Puisque la fréquence d’apparition des homozygotes négatifs était largement inférieure a
25%, nous supposons que les males restants portaient vraisemblablement une tare génétique
limitant la survie de ces derniers. Ainsi, le nombre de souris disponibles pour I’étude était

faible, compte tenu du fait que nous n’utilisions que les males pour I’induction d’IRC.

L’importance du fond génétique sur le phénotype d’une souris mutante est
maintenant bien établie. Ainsi, au moment de la génération d’un modéle de souris
transgénique, un certain nombre de rétrocroisements sont nécessaires pour assurer la pureté
de la lignée. Aprés 10 générations, la probabilité qu'une région particuliere de la souche
donneuse soit retenue est réduite a 0,1%, et la souris est alors considérée comme
« congénique »'**. Afin de développer les souris PTH”", des chiméres 129/Sv — BALB/C
ont été accouplés a des femelles C57BL/6 (section 3). Miao ef al. ont par la suite effectué
six rétrocroisements avant de réaliser leurs expériences''’. Nous pouvons donc présumer
que le fond génétique des souris n’était pas constitué¢ de la souche C57BL/6 a 100%, et que
la possibilit¢ de contamination par la souche 129/Sv ou Balb/c était toujours présente.
Effectivement, plusieurs souris ayant été utilisées pour notre étude portaient sans doute une
région chromosomique étrangere, tel que reflété par la couleur de leur pelage. Les souris de

souche C57BL/6 sont de couleur noire, alors que les souris de souche BALB/C ont un
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phénotype albinos. Un croisement de ces deux souches produit une souris de phénotype
agouti. Or, de nombreuses souris issues de nos accouplements avaient un phénotype agouti,
indiquant une contamination par la souche BALB/C. Incidemment, les souris PTH"*
n’étaient pas génétiquement identiques aux souris C57BL/6 provenant de 1’élevage Charles
River, ce qui pourrait expliquer la différence de régulation des enzymes du CYP450

observée.

3.2.2.2.2 Variabilité inter-souches

Afin de vérifier cette hypothése, des expériences supplémentaires sont requises :
nous devons induire une IRC a des souris de souche BALB/C et comparer 1’expression des
enzymes du CYP450 hépatique a celle des souris C57BL/6. Aucune donnée n’existe
concernant les différences inter-souches de régulation des enzymes du CYP450 hépatique
chez la souris en présence d’IRC. Toutefois, Muller et al. ont démontré dans une étude
récente que I’expression et 1’activité du Cyp4a rénal étaient plus faibles chez les souris
C57BL/6 que chez les BALB/C. Cette isoforme est responsable de I’hydroxylation de
I’acide arachidonique en 20-HETE (20 hydroxyeicosatetraenoic acid), un facteur
influencant les fonctions vasculaires et tubulaires rénales'®. D’ailleurs, une altération de
I’expression du Cyp4a rénal peut contribuer au développement d’anomalies de ces
fonctions chez les patients atteints d’une maladie rénovasculaire'*®. De ce fait, si I’activité
Cyp4a est plus élevée chez les souris de souche BALB/C, la production de 20-HETE
devrait étre augmentée, de méme que les dommages rénaux. Or, cela ne correspond pas a ce
que nous avons obtenu, puisque, tel que mentionné précédemment, le niveau d’IRC des
souris PTH™" (des chiméres BALB/C — C57BL/6) était moindre que celui des C57BL/6,
suggérant que les BALB/C seraient plus résistantes a la glomérulosclérose. Une étude plus

approfondie serait donc nécessaire.
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3.2.2.2.3 Changements a apporter

Il est vrai que notre étude ne nous permet pas de conclure si la PTH est en cause
dans la diminution d’expression des enzymes du CYP450 hépatique observée chez les
souris C57BL/6. Des ajustements sont requis afin de répéter I’expérience. D’abord,
davantage de rétrocroisements doivent étre effectués jusqu’a 1’élimination de la
contamination du fond génétique par la souche BALB/C. Par la suite, un plus grand
¢chantillon de souris néphrectomisées est nécessaire pour étudier I’expression des enzymes
du CYP450. Or, vu la faible fréquence d’apparition des homozygotes négatifs, plus
d’accouplements simultanés doivent &tre faits, mais 1’étape de génotypage est limitante.
Une méthode plus rapide permettant de génotyper davantage de souris a la fois doit étre

utilisée.

3.3 Mécanisme d’action proposé

Une fois les modifications apportées, si les résultats confirment le role de la PTH
dans la diminution d’expression des enzymes du CYP450, la question du mécanisme
d’action sera soulevée. Selon les études précédentes, la voie de signalisation empruntée par

la PTH pour inhiber le métabolisme hépatique demeure méconnue’"*.

Des travaux récents ont révélé une implication possible de la voie NF-kB dans la
diminution d’expression des enzymes du CYP450. Lors de I’incubation d’hépatocytes de
rats normaux avec de la PTH et des inhibiteurs de la voie NF-kB (andrographolide et
dithiocarbamate de pyrrolidine (PDTC)), I’effet de la PTH sur le CYP3A2 était renversé
par les inhibiteurs®”. De plus, la diminution d’expression de la NAT2 exercée par la PTH

était également prévenue par ’ajout d’andrographolide’.
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L’exposition chronique a la PTH, comme dans le cas de I’IRC, peut entrainer une
augmentation soutenue des niveaux basaux de calcium intracellulaire ([Ca®];) ainsi qu’une
surcharge de Ca®" dans les hépatocytes. Chez des rats parathyroidectomisés atteints d’IRC,
les niveaux de [Ca®']; mesurés dans les hépatocytes étaient normaux. L’augmentation de
[Ca®"]; en présence d’IRC a été décrite par deux processus : une entrée de Ca®" induite par
la PTH, et une sortie réduite attribuable a une défaillance des pompes échangeuses
d’ions'?’. Le mécanisme par lequel la PTH permet ’entrée de calcium est I’activation de
I’adénylate cyclase par une protéine G, stimulant la production d’AMPc qui entraine
I’activation des systémes de transport tels les canaux calciques de type L¥. Cette entrée de
calcium est un signal d’inhibition de la synthése d’ARNm codant pour diverses
protéines'*®. Le lien entre ces données et la diminution d’expression des enzymes du
CYP450 reste toutefois non établi. Notre laboratoire s’intéresse actuellement a la

caractérisation du mécanisme de régulation des enzymes du CYP450 par la PTH en testant

différentes voies de signalisation.



4. Conclusion

En conclusion, cette étude est la premiére a démontrer dans un modéle murin une
régulation négative des enzymes du CYP450 (Cypla2, Cyp2c29, Cyp3all) et de la Nat2
hépatiques induite par I’'IRC, tel qu’observé précédemment chez le rat. De méme, ’activité
enzymatique du Cyp3a était également diminuée chez la souris atteinte d’IRC. Ces résultats
ont conséquemment confirmé la validité du modele de néphrectomie 3/4 et ont justifié
Iutilisation de cette procédure pour induire une IRC a des souris PTH”, en vue d’étudier le

role de la PTH dans cette régulation a la baisse.

Or, en comparant les résultats obtenus chez les souris PTH” avec ceux des souris
C57BL/6 provenant de 1’¢levage Charles River, nous pouvions attribuer la baisse
d’expression des enzymes du CYP450 hépatique en situation d’IRC a la présence de PTH.
Cependant, en comparant les résultats obtenus chez les souris PTH” avec les souris de type
sauvage issues de la méme colonie, soit les souris PTH ", nous ne pouvions établir ce lien.
En effet, les souris PTH ™" ne présentaient aucune diminution d’expression des enzymes du
CYP450 en présence d’IRC, rendant alors I’interprétation des résultats obtenus chez les
souris mutantes impossible. Nous proposons que cette divergence puisse étre due a une
différence quant au fond génétique des souris PTH ™" par rapport aux souris C57BL/6. Les
souris PTH” et PTH™" ont été générées a partir de blastocytes murins de souche BALB/C
puis reproduites jusqu’a 1’obtention de souris de fond génétique C57BL/6. Ainsi, elles
auraient di étre génétiquement identiques aux souris provenant de chez Charles River. Or,

des rétrocroisements supplémentaires auraient été¢ nécessaires, puisqu’elles ne 1’étaient pas.

Ainsi, il est toujours prématuré d’affirmer que la PTH est responsable de la
diminution du CYP450 chez la souris souffrant d’IRC. Des expériences additionnelles a
I’aide de souris PTH"" et PTH” issues de plusieurs rétrocroisements nous permettraient

alors de conclure a ce sujet.
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