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RESUME

Introduction: Nous avons déja montré que ’insuffisance rénale chronique
(IRC) entraine une régulation négative du cytochrome P450 (CYP450) dans le
foie et I’intestin de rat. La présente étude cherche a déterminer 1’effet de I’'IRC
sur ’expression des enzymes du CYP450 dans le cerveau de rat. L’expression
génique, protéique ainsi que l’activité des isoenzymes du CYP450 ont été
analysées dans différentes régions du cerveau (hippocampe, cervelet, cortex et
parenchyme cérébral) afin de déterminer I’effet de I’insuffisance rénale
chronique sur le métabolisme cérébral des médicaments par le CYP450.

Méthodes: Le cerveau entier de rats atteints d’IRC (induite par une
néphrectomie sub-totale 5/6) et de rats témoins (laparotomie blanche) a été
disséqué en 4 parties (cortex, cervelet, hippocampe et parenchyme cérébral).
L’expression protéique et celle de I’ARNm des isoformes 1A, 2C11, 2D, 3A et
4A du cytochrome P450 a été étudiée respectivement par immunobuvardage de
type Western et PCR en Temps Réel. L’activité du CYP3A a été mesurée par le
métabolisme du DFB en DFH sur des préparations de microsomes de cerveau.
Une technique de culture cellulaire d’astrocytes a été mise au point et a permis
d’évaluer I’expression des enzymes dans ces cellules suite a I’incubation des
astrocytes avec le sérum de rats atteints d’insuffisance rénale chronique.

Résultats: Chez les rats atteints d’IRC, les niveaux géniques de CYPIA, 2C et
3A sont diminués d’au moins 40% (p < 0,05) dans presque toutes les parties
¢tudiées. Les niveaux d’ARNm du CYP2D demeurent inchangés. De plus, une
diminution significative d’au moins 45% (p < 0,05) de I’expression protéique
des CYPIA, 2C et 3A est observée dans presque toutes les structures étudiées.
L’activité enzymatique de CYP3A est diminuée significativement dans le
cerveau de rats IRC, ainsi que I’expression des enzymes du CYP2CI11 dans les
astrocytes en culture lorsqu’incubés avec du sérum de rat urémique.

Conclusions: Ces ¢études démontrent que le cerveau est ¢galement affecté par
I’IRC. Ceci se traduit par une diminution de 1’expression protéique, génique,
ainsi que de l’activit¢ des enzymes du CYP450. Cette diminution pourrait
expliquer une augmentation des effets secondaires dans le systeme nerveux
central en IRC.

Mots-clés : Insuffisance rénale chronique, métabolisme des médicaments,
Cytochrome P450, cerveau de rat, néphrectomie, astrocytes de rat.



ABSTRACT

Background: It has been shown that chronic renal failure (CRF) is associated
with a downregulation of liver and intestinal cytochrome P450 (CYP450) in the
rat. The present study aimed to investigate the repercussions of CRF on Brain.
CYP450 isoenzymes mRNA and protein expression, as well as activity in
different brain regions (cortex, cerebellum, hippocampus, and rest of brain
parenchyma), have been studied in order to determine the effects of CRF on
cerebral drug metabolism by CYP450.

Methods: The entire brain of CRF rats (induced by 5/6™ nephrectomy) and
control rats (sham laparotomy) was dissected into 4 parts (cortex, cerebellum,
hippocampus, and rest of brain parenchyma). Protein and mRNA expression of
CYPI1A, CYP2C, CYP2D, CYP3A, and CYP4A were assessed by Western
Blot assay and Real Time PCR, respectively. CYP3A activity was assessed
using DFB metabolism into DFH in brain microsomal preparation. Protein and
mRNA expression were also assessed in cultured astrocytes incubated with
serum from CREF rats.

Results: In CRF rats, mRNA levels of CYPIA, CYP2C, and CYP3A were
decreased significantly by at least 40% (p < 0.05) in almost all studied brain
regions. Protein expression of these isoforms was decreased by at least 45% (p
< 0.05) in almost all structures. A significant decrease in CYP3A activity was
observed in the brain. The incubation of astrocytes with CRF sera induced a
decrease in the protein and mRNA expression of the CYP2CI1.

Conclusions: CRF is associated with a decrease in some major drug-
metabolizing enzymes, which could explain an increase in bioavailability of
drugs in the brain.

Key words: Chronic renal failure, drug metabolism, Cytochrome P450, rat
brain, nephrectomy, rat astrocytes.
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INTRODUCTION

Insuffisance rénale chronique (IRC)

Définitions et description

Pathophysiologie

L’insuffisance rénale chronique est caractérisée par une diminution de la
fonction rénale empéchant ’homéostasie des fluides et des €lectrolytes par le
rein. L incapacité de concentrer I’urine survient tot dans le processus
pathologique et est suivie par une diminution d’excrétion des cations et des
anions. Les concentrations plasmatiques de créatinine et d’urée augmentent
alors que le taux de filtration glomérulaire chute progressivement. Le rein
réussit & s’adapter en augmentant temporairement le taux de filtration des
néphrons fonctionnels. Il s’agit de I’hyperfiltration adaptative. Initialement
bénéfique, cette hyperfiltration endommage au long cours les glomérules des
néphrons restants. Ce dommage se manifeste par une protéinurie et une

insuffisance rénale progressive.

Classification et prévalence
La classification de I’insuffisance rénale permet de quantifier la sévérité de la
pathologie rénale. Au total, 30 000 Canadiens et 26 millions d’ Américains
souffrent d’une atteinte rénale. [1] Ce chiffre signifie que plus de 15% de la
population américaine est atteinte d’insuffisance rénale. D’apres le National

Kidney Foundation des Etats-Unis, I'IRC se classifie en 5 stades :

11
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Stade 1 : Taux de filtration glomérulaire normal (> 90 mL/min/1,73 m?)
accompagné d’une albuminurie persistante ou d’un risque d’atteinte
rénale.

Stade 2 : Taux de filtration glomérulaire de 60 4 89 mL/min/1,73 m®.

Stade 3 : Taux de filtration glomérulaire de 30 4 59 mL/min/1,73 m®.

Stade 4 : Taux de filtration glomérulaire de 15 4 29 mL/min/1,73 m®.

Stade 5 : Taux de filtration glomérulaire de < 15 mL/min/1,73 m”.

Etiologie
Actuellement, les causes les plus fréquentes d’insuffisance rénale
chronique sont le diabéte de type 2, ’hypertension artérielle et
1athérosclérose.
D’autres causes sont également reconnues comme responsables
d’insuffisance rénale chronique :
Néphropathie tubulointerstitielle chronique
Glomérulopathie primaire (ex.glomérulosclérose focale,
glomérulonéphrite a croissants, néphropathie a IgA, glomérulonéphrite
membranoproliférative, néphropathie membraneuse).
Glomérulopathie associée a une pathologie (ex. Amyloidose,
syndrome hémolytique-urémique, glomérulonéphrite post-infectieuse,

granulomatose de Wegener).
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Néphropathie héréditaire ( ex. néphrite héréditaire, (syndrome

de Alport), maladie médulaire cystique, maladie du rein polycystique)

Uropathie obstructive (ex. hyperplasie bénigne de la
prostate,valves urétrales postérieures, fibrose rétro-péritonéale,

obstruction urétrale (congénitale, calcul), reflux vésico-urétral)

Vasculopathie des veines et artéres rénales (ex. sténose
artérielle rénale causée par I’athérosclérose ou dysplasie

fibromusculaire)
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Conséquences systémiques de I’'IRC
Hypertension artérielle

L’équilibre sodique et I’équilibre du volume intravasculaire sont maintenus par
les mécanismes homéostasiques jusqu’a ce que le taux de filtration
glomérulaire atteigne environ 20 mL/min. Par la suite la pression du
compartiment intra-vasculaire s’éléve menant a I’hypertension. Le traitement
consiste a restreindre 1’apport de sodium en concomitance avec une thérapie
quotidienne par des diurétiques de I’anse. D’apres certaines données récentes,
les restrictions quand a 1’apport sodique permettraient méme de freiner la
progression de I’insuffisance rénale par la diminution de la pression

intraglomérulaire. [2]

Acidose métabolique
Caractérisée par un pH sanguin artériel sous les 7,35, I’acidose métabolique
résulte de la rétention d’ions hydrogénés et une diminution de 1’acidité titrable
chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique. Le traitement
recommandé est une thérapie alcaline lorsque les bicarbonates sont

<22 mmol/L.

Atteinte osseuse
Tot dans le développement de I’insuffisance rénale, la rétention de phosphate
débute, suite a la diminution de son excrétion, ce qui stimule I’hormone

parathyroidienne (PTH). La principale anomalie demeure I’hyperparathyroidie
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secondaire. L’activation de la vitamine D en sa forme active, 1-25
dihydroxyvitamine D ou calcitriol, est faite par I’enzyme 1o hydroxylase
rénale. En raison de la diminution de la masse fonctionnelle rénale en
insuffisance rénale, on observe une diminution des niveaux circulants de
calcitriol. Cette réduction de vitamine D active entraine une diminution de
I’absorption intestinale de calcium ionis¢ et ainsi une hypocalcémie qui stimule
la sécrétion de PTH par les glandes parathyroidiennes. La PTH cherche a
rétablir les concentrations de calcium en favorisant la résorption osseuse. On
assiste a I’hyperplasie des glandes parathyroidiennes. Il s’agit de

I’hyperparathyroidie secondaire a I’insuffisance rénale. [3]

L’augmentation des niveaux circulants de PTH entrainent une résorption
osseuse qui conduit a diverses maladies osseuses. Les pathologies osseuses
liées a I’insuffisance rénale incluent I’ostéite fibreuse et I’ostéomalacie.
L’ostéite fibreuse résulte directement de I’hyperparathyroidie secondaire. Bien
que le processus causal ne soit pas clairement établi, les niveaux de PTH
semblent s’¢lever quand la clairance de la créatinine est inférieure a 70 mL/min.
La prévention et le traitement des désordres osseux débute par une restriction de
la consommation de phosphate et I’administration orale de chélateurs de
phosphate. Aussi, ’administration de calcitriol, le métabolite actif de la
vitamine D, permet d’inhiber I’hypersécrétion de PTH. L’administration de
calcimimétiques, tel que le cinacalcet, est ¢galement indiquée en présence

d’hyperparathyroidie tertiaire. Les calcimimétiques sont des agents
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allostériques, congus pour mimer les effets du calcium et ainsi inhiber la

sécrétion de PTH. [4]

Atteinte neurologique : encéphalopathie urémique

L’urémie correspond a I’aboutissement final de la progression de I’insuffisance
rénale. Cet aboutissement inclut également I’insuffisance d’autres organes,
résultant de I’accumulation de métabolites secondairement a la diminution des
processus cataboliques, métaboliques et endocrinologiques par le rein.
L’encéphalopathie urémique constitue une des maintes manifestations de

I’insuffisance rénale terminale. [5]

La cause précise de I’encéphalopathie urémique demeure inconnue. Les
métabolites de protéines et d’acides aminés s’accumulant affectent le systéme
nerveux. Les concentrations d’autres substances organiques s’élévent, tels que
les composés guanidine, I’acide urique, I’acide hippurique, les conjugués
phénols, I’acide indolique, 1’acide glucuronique, la carnitine, le myoinositol et

les phosphates, pour ne nommer que celles-1a. [6]

Les atteintes métaboliques pouvant étre associées a 1’encéphalopathie urémique
incluent 1’acidose métabolique, I’hyponatrémie, I’hyperkaliémie,
I’hypocalcémie, I’hypermagnésie ainsi que les troubles d’hydratation. Aucune

anomalie n’est jugée responsable a elle seule des signes cliniques de
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I’encéphalopathie urémique. Chez le rat souffrant d’insuffisance rénale, les
niveaux cérébraux de phosphate de créatinine, d’adénosine triphosphate et de
glucose sont augmentés, alors que les niveaux d’adénosine monophosphate,
d’adénosine diphosphate et de lactate sont diminués. Ces données suggerent
que le cerveau du sujet urémique utilise moins d’ATP, et produit moins d’AMP

et d’ADP, corroborant une diminution de la fonction métabolique générale. [7]

L’encéphalopathie urémique résulte aussi de I’implication de plusieurs
hormones, dont les niveaux sont élevés, telles que la PTH, ’insuline, I’hormone
de croissance, le glucagon, la thyrotrophine, la prolactine, I’hormone
luténéisante et la gastrine. Chez le chien sain, des niveaux anormalement ¢levés
de PTH induisent des changements dans le CNS comparables a ceux retrouvés
en urémie. La PTH semblerait promouvoir I’entrée de calcium dans les

neurones, ce qui entrainerait les effets observés.

Hyperkaliémie
La capacité de maintenir I’excrétion de potassium a des niveaux quasi normaux
est conservée pourvu que la sécrétion d’aldostérone et le flot tubulaire distal
demeurent inchangés. L hyperkaliémie se développe généralement chez le
patient oligurique, chez celui qui présente une di¢te riche en potassium ou chez
le patient atteint d’hypoaldostéronisme. Cette derniére situation pourrait étre
causée par ’administration d’inhibiteur de I’enzyme de conversion de

I’angiotensine ou des bloqueurs des récepteurs de I’angiotensine.
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Anémie
L’anémie rencontrée en insuffisance rénale chronique est généralement
normochrome et normocytaire. Ceci signifie que le décompte de globules
rouges est bas, mais qu’ils ont une taille et une concentration d’hémoglobine
normales. L’anémie résulte principalement de la diminution de production
d’érythropoiétine par le rein, en raison de la perte de masse fonctionnelle
rénale. La durée de vie des érythrocytes est ainsi écourtée. Le traitement
consiste en une thérapie d’agents érythropoiétiques tel que 1’époiétine o ou le

darbepoiétine a.

Dyslipidémie
Un métabolisme anormal des lipides est fréquemment rencontré chez les
patients atteints d’insuffisance rénale chronique. La premiére manifestation est

une hypertriglycéridémie malgré des concentrations de lipoprotéines normales.

Traitement de I’insuffisance rénale chronique

La dialyse est une thérapie qui permet le remplacement artificiel de la fonction
rénale. Cette thérapie rétablit ainsi I’équilibre électrolytique et aqueux par un
principe d’osmose et de diffusion a travers une membrane semi-perméable. Par
contre, la dialyse est une thérapie imparfaite, ne corrigeant pas la fonction
endocrinienne telle que la production d’érythropoiétine et de vitamine 1-25
dihydroxy vitamine D. En 2008, 350 000 Américains ont regu un traitement de

dialyse.
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Ultimement, la transplantation rénale permet de rétablir la fonction rénale par le
remplacement du rein. Aux Etats-Unis, 70 000 Américains sont en attente d’un

greffe rénale.
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Pharmacocinétique des médicaments

Absorption
La portion d’un médicament qui atteindra la circulation sanguine du patient,
¢galement nommée biodisponibilité, dépend de plusieurs facteurs. Les facteurs
qui peuvent influencer 1’absorption d’un médicament a administration orale
comprennent : le pH gastrique et la vidange gastrique, le phénoméne de premier
passage intestinal et I’extrusion des médicaments par des protéines
membranaires de transport intestinal, la perfusion sanguine splanchnique, la

motilité intestinale ainsi que la surface d’absorption intestinale.

Distribution
La distribution d’un médicament correspond au processus de répartition de la
substance dans les divers tissus et organes. Plusieurs facteurs modifient le
phénomeéne de distribution, ainsi que le volume de distribution. Entre autres, la
distribution dépend de la liaison aux protéines plasmatiques, du volume d’eau,
ainsi que de facteurs tissulaires tels que le débit sanguin local, la présence de
barriéres physiologiques et le stockage tissulaire. Les transporteurs
membranaires peuvent favoriser I’entrée des médicaments dans les cellules-
cibles ou faciliter leur extrusion. Par exemple, a la barriére hémo-encéphalique,
la présence abondante de P-glycoprotéine limite 1’accés au systéme nerveux

central a de nombreux médicaments.



21

Elimination
L’¢élimination des médicaments se produit par le rein dans 1’urine ou par le foie
dans la bile. L’élimination rénale dépend du débit sanguin rénal, ainsi que du
taux de filtration glomérulaire. Les composés sont ¢liminés par filtration ou par
sécrétion tubulaire grace aux transporteurs situés dans le tubule proximal. Pour
les composés a masse moléculaire de moins de 70 kDa, la diffusion se fait

passivement et est plus facile pour les molécules non-ionisées.

L’¢limination métabolique, quant a elle, a lieu par le foie et d’autres organes en
rendant le composé hydrophile pour élimination dans la bile. Le corps humain
possede un systéme enzymatique afin d’éliminer une multitude de substrats.
Ces enzymes de biotransformation regoivent une attention accrue en raison de
leur role important dans la réponse thérapeutique et la toxicité. Le cytochrome
P450 possede un réle prédominant dans le métabolisme oxydatif et de la

biotransformation. [8]

Métabolisme de Phase I

Les enzymes du cytochrome P450 constituent une superfamille d’enzymes
monooxygénases contenant un groupement héme, impliqués dans le
métabolisme oxydatif de substrats endogeénes et exogenes, tel que le

métabolisme de xénobiotiques, la synthése de cholestérol et de stéroides.
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Les monooxygénases du CYP450 sont retrouvées principalement dans la
fraction microsomiales des cellules, mais leur activité a également été mesurée
dans la fraction mitochondriale. [9-11] Le systéme enzymatique des CYP450 au
niveau des microsomes comporte trois ¢léments fonctionnels primordiaux : le
groupement héme, la flavoprotéine NADPH-réductase et les phospholipides.
[12-14] La réaction enzymatique a lieu quand la NADPH-réductase transfére
deux électrons au CYP450, réduisant la charge du fer au cceur du groupement
héme et permettant ainsi la réduction de 1I’oxygene et la formation de produits

de catalyse. [15]

Bien que le foie demeure le principal site de métabolisme des médicaments,
plusieurs sites extra-hépatiques sont maintenant reconnus, tel que le cerveau, le
poumon et I’intestin. Les conséquences pharmacologiques et toxicologiques du
métabolisme in situ ont ét¢ démontées chez I’humain et I’animal. C’est en
raison de ces conséquences pharmacologiques et toxicologiques que le

métabolisme cérébral par les CYP450 constitue un sujet d’intérét croissant.

La nomenclature régissant la numérotation des isoformes du CYP450 se base
sur les caractéristiques de la position ou agit I’enzyme. A titre d’exemple,
I’isoforme catalysant I’hydroxylation du cholestérol en position 21 sera
nommée CYP21A1. Autrement, la numérotation se fait séquentiellement. La
superfamille des CYP450 comprend 60 génes qui se divisent en familles ou les

séquences géniques sont homologues a plus de 40%. Les familles sont elles-
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mémes groupées en sous-familles, identifiées par des lettres, qui ont une

homologie de séquence d’acides aminés de plus de 55%. [16-18]

Largement acceptée par la communauté scientifique est I’implication des
récepteurs nucléaires en tant que facteurs de transcription importants dans la
régulation des enzymes du CYP450. Plus particuli¢rement, le constitutive
androstane receptor (CAR), le pregnane X receptor (PXR) et le peroxisome
proliferator activated receptor (PPAR) constituent des cibles largement
étudiées. Une étude récente démontre I’implication de 43 récepteurs nucléaires,
incluant VDR, PXR, CAR, PPARa, PPARS, AhR, Art, RXR et PPARY, dans
la régulation de I’expression des sous-familles CYP2B, CYP3A et CYP4A dans

le cerveau. [19]

Métabolisme de Phase 11

Le métabolisme de phase II consiste en une réaction de conjugaison d’un
composé, dans le but de rendre ce composé hydrosoluble. I1 existe différentes
réactions de conjugaison : la glucuronidation, la sulfatation, I’acétylation et la
méthylation. Les médicaments conjugués rendus hydrosolubles seront donc

¢liminés plus facilement dans la bile ou dans ’urine.

Métabolisme hépatique
Il est essentiel d’apprécier I’importance du foie dans le métabolisme des

xénobiotiques. L humain posséde un systeme hépatique de CYP450 comportant
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un grand nombre d’isoformes, dont les CYP1A1, CYP1A2, CYP2C6,

CYP2C11, CYP2D, CYP2E1, CYP3AIl et CYP3A2. [20]

Dans le foie humain adulte, le CYP3A, sous-famille principale responsable du
métabolisme des médicaments, démontre une distribution hétérogene. D’apres
la littérature, son expression suivrait un profil a concentration plus élevée dans
les hépatocytes de la région péri-veineuse des lobes central et péri-central. Il
semblerait que les cellules hépatiques de la zone péri-portale n’expriment pas
du tout le CYP3A. [21, 22] Cette distribution hétérogeéne et variée du CYP3A
dans le foie a été confirmée pour I’ARNm par hybridation in situ [21] et
résulterait d’une fonction biologique en lien avec 1’apport sanguin. En d’autres
termes, I’hypothése avancée suggere que les hépatocytes exprimant le CYP3A
en quantité ¢levée sont les derniers a étre perfusés par le flot sanguin
unidirectionnel et ils ajustent les concentrations de substances livrées dans la

circulation systémique [21]

Aussi rapportées sont la relation inverse entre le nombre d’hépatocytes
exprimant le CYP3A et I’age, ainsi que les variations intraindividuelles

d’expression génique du CYP3A. [23]

A P’extérieur des hépatocytes, le CYP3A se trouve aussi au niveau de

I’¢épithélium des canaux biliaires intra-hépatiques [21]. Parmi la sous-famille du
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CYP3A, I’isoforme CYP3A4 forme la majeure partie de ses constituants dans

le foie. [24, 25]

I1 s’agit du large spectre de substrats que posséde le CYP3A qui lui confére
I’importance clinique tant étudiée. Cette grande variété cause une susceptibilité
accrue aux interactions médicamenteuses. Aussi, ’inhibition du CYP3A par
plusieurs substances, tel que le jus de pamplemousse en raison de sa teneur en
furanocoumarine bergamotine et en flavonone naringin, peut nuire au traitement

thérapeutique, voire entrainer des retombées cliniques graves. [26]

Métabolisme intestinal

L’intestin constitue également un site important de métabolisme des

médicaments. Au niveau intestinal, la biotransformation a lieu principalement
par les enzymes du cytochrome CYP450. On identifie dans I’intestin plusieurs
isoformes du CYP450 des sous-familles CYP1A, CYP2B, CYP2C, CYP2D et

CYP3A. [27-31]

L’expression du CYP3A, démontrée dans 1’épithélium intestinal par
immunobuvardage de type Western, ainsi que I’activité enzymatique mesurée a
I’apex des villi entérocytaires de la muqueuse jéjunale indiquent que les
niveaux de CYP3A sont comparables sinon supérieurs a ceux retrouvés au sein

de I’hépatocyte. [32] Des études indiquent que les enzymes du CYP3A
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constituent dans I’intestin la sous-famille prédominante du CYP450. [30, 32,

33]

Confirmée par immunohistochimie, I’expression du CYP3A se concentre a

I’apex des entérocytes matures, exclusivement. [31, 34, 35]

En utilisant des marqueurs spécifiques, I’expression de CYP3A4 a été
démontrée par hybridation in situ tout au long du petit intestin, avec des

niveaux plus élevés aux régions proximales. [31]

L’importance relative de la biotransformation intestinale par rapport au
métabolisme hépatique réside dans le phénomene de premier passage. En effet,
I’absorption des xénobiotiques administrés par voie orale dépend du
métabolisme ayant lieu dans la cellule du petit intestin. Ainsi, toute
modification du métabolisme intestinal, et des enzymes du CYP450 par
exemple, pourrait modifier la biodisponibilité de xénobiotiques adminitrés par

voie. [25]
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Répercussions de ’IRC sur la pharmacocinétiques des médicaments

Les conséquences pharmacocinétiques de 1’insuffisance rénale chronique, ou de
toute atteinte a I’excrétion urinaire des médicaments, sont importantes. La
diminution du nombre de néphrons fonctionnels, et du coup la diminution du
taux de filtration glomérulaire et de la sécrétion tubulaire, réduit I’élimination
de médicaments et métabolites a élimination rénale. Les concentrations
plasmatiques s’en trouvent ainsi augmentées puisque les taux circulants
demeurent élevés plus longtemps. Heureusement, les cliniciens obéissent a de
strictes lignes directrices visant a éviter ces taux élevés de médicaments
plasmatiques, et ainsi diminuer les risques de toxicité et d’effets indésirables

que ceux-ci entrainent. [36-40]

Absorption
D’abord, certaines études rapportent I’augmentation du pH dans 1’estomac en
insuffisance rénale. Ceci pourrait occasionner une diminution de la solubilité
des médicaments, puisque ces derniers sont généralement congus avec une
dissolution optimale en milieu acide. De fagon plus importante encore est le
phénomeéne de premier passage qui se produit dans I’intestin. Ce phénoméne
implique la diffusion passive ou active a travers 1’épithélium intestinal, ou les
enzymes de biotransformation, du CYP450 en I’occurrence, métabolisent le
composé thérapeutique. Tel que mentionné plus haut, le CYP3A4 chez
I’humain compte pour la majorité du métabolisme entérocytaire. Il a d’ailleurs

¢été observé que la muqueuse jéjunale posséde des niveaux de CYP3A
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comparables sinon supérieurs a ceux retrouvés dans les hépatocytes. [32] 1l a
¢té¢ démontré chez le rat que 1’altération de I’expression de ces enzymes de
biotransformation dans I’intestin peut moduler la quantité de médicament
atteignant le sang portal avant d’entrer dans la circulation systémique. [41]
Certaines protéines membranaires limitent 1’entrée des composés
thérapeutiques. Ces protéines de transport se situent a la membrane apicale de
la muqueuse intestinale. Nommons les plus importantes au passage, telles que
la P-glycoprotéine (Pgp), la multi-drug associated protein type 2 (MRP2), qui
se retrouvent a la fois au niveau de I’entérocyte, mais également dans le foie et
le cerveau. Le role de la Pgp en est un de protection de I’organisme contre
I’absorption de substances et composés. Pour ce faire, le transporteur
membranaire effectue la sortie de médicaments vers la lumiére intestinale.
Certaines études mettent en lumiére 1I’implication de I’IRC dans la diminution
de I’expression de la Pgp dans I’intestin. Le groupe de Kunihara [42] et celui de
Veau [43] ont démontré une réduction de I’activité de la Pgp chez les animaux
atteints d’IRC. Nous avons démontré une diminution de I’activit¢ de MRP2 et
Pgp secondaire a une diminution de 1’expression protéique. [44] Ces données
suggerent donc qu’en insuffisance rénale, une diminution de sortie des
médicaments vers la lumiére pourrait entrainer une élévation des concentrations

plasmatiques, augmentant les risques de toxicité.
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Distribution
La liaison aux protéines plasmatiques peut étre altérée dans un contexte
d’insuffisance rénale chronique, augmentant la fraction libre des médicaments,
et favorisant ainsi des concentrations totales libres supra-thérapeutiques.
L’albumine représente la protéine plasmatique la plus abondante, constituant
environ 60% de toutes les protéines plasmatiques. En plus de son role majeur
dans le transport de médicaments dans le sang, I’albumine contribue également
a la pression oncotique et au contrdle de I’équilibre hydrique. Il s’agit surtout
des médicaments acides liposolubles qui se fixent a des sites spécifiques de

Ialbumine. [45]

Quatre mécanismes expliquent la diminution de I’accés aux sites de liaisons sur
I’albumine. Le premier mécanisme rencontré en IRC est la réduction de ces
sites de liaison puisqu’ils se trouvent en compétition de liaison avec les toxines
urémiques. [36] En insuffisance rénale chronique, les toxines urémiques et
I’urée sont abondantes dans le sang. Le second mécanisme est la présence
accrue de cyanate, un produit de dégradation de 1’urée, qui peut entrainer la
carbamylation de I’albumine. La carbamylation résulte en une diminution des
sites disponibles pour le transport de médicaments. Le troisiéme mécanisme
rencontré dans un contexte d’IRC est I’hypoalbuminémie. Pour certains
médicaments a effet sur le systéme nerveux central, la phénytoine en
I’occurrence, une augmentation de la fraction libre a été remarquée en raison,

entre autre, d’une hypoalbuminémie. [46]
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Le dernier mécanisme qui explique une augmentation des concentrations
plasmatiques libres de médicaments est la présence des a-1 glycoprotéines
acides qui fixent les médicaments basiques, mais avec moins de spécificité et
un plus grand nombre de sites que I’albumine. Les concentrations d’a-1
glycoprotéines acides sont élevées chez les patients urémiques, ce qui
augmenterait la liaison des médicaments basiques. Bien qu’elles soient sans
grande importance, d’autres protéines participent a la fixation des

médicaments : les gamma globulines et les lipoprotéines. [45]

Elimination
En insuffisance rénale chronique, le nombre de néphrons fonctionnels étant
diminué, le taux de filtration glomérulaire et de sécrétion tubulaire sont aussi
diminués. Dans 1’élimination urinaire des médicaments, il existe une corrélation
entre le taux de filtration glomérulaire et la clairance urinaire des médicaments.
Ainsi, la réduction de la filtration glomérulaire diminue la clairance urinaire des

médicaments.

Chez I’humain, I’accumulation des médicaments est trés importante en
insuffisance rénale chronique. [47-49]Les concentrations de médicaments sont
augmentées méme pour les médicaments n’étant pas €liminés par le rein. Ceci
suggere que d’autres voies d’élimination soient compromises dans un contexte
d’IRC. Effectivement, les études animales ont démontré que le métabolisme par

les CYP450 est diminué chez les sujets atteints d’insuffisance rénale chronique.
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Cette diminution de métabolisme est secondaire a la présence d’un facteur
circulant retrouvé dans le sérum des personnes atteintes d’insuffisance rénale

chronique. [50]

Les répercussions de I’IRC sur I’élimination métabolique impliquent des
altérations dans 1’expression et I’activité des enzymes du CYP450 hépatique.
Plusieurs études, dont les plus probantes sont issues du laboratoire du Dr
Pichette, mettent en lumiére I’effet de 1’insuffisance rénale chronique sur le
métabolisme des médicaments. Les données obtenues démontrent une
diminution du métabolisme hépatique secondairement a une régulation a la
baisse de I’expression de certains enzymes du métabolisme : les CYP450.
Initialement, les recherches ont établi une diminution des niveaux totaux de
CYP450, sans s’attarder individuellement aux isoformes. Cependant, il est
maintenant accepté que I’identification des isoformes spécifiques modulés dans
un contexte d’IRC permette de cerner les médicaments a risque d’accumulation.
D’apres la littérature, 1’expression hépatique des isoformes CYP2C6, CYP2C11
et CYP3A2 [51] et CYP3A1 [52] sont régulés a la baisse chez le rat atteint
d’insuffisance rénale expérimentale. Cette diminution de I’expression protéique
des enzymes du CYP450 résulte d’une synthése de protéines réduite, expliquée
par la diminution de I’expression d’ARNm. Pour faire suite a ces expériences,
I’analyse de I’activité enzymatique du CYP3A2 a permis de démontrer par la

N-déméthylation de I’érythromycine une diminution d’activité de 1’enzyme de
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50% dans les microsomes hépatiques de rats atteints d’IRC lorsque comparés

au groupe témoin. [52]

Bien que les mécanismes sous-jacents a la régulation observée demeurent peu
¢lucidés, quelques candidats potentiels ont été analysés pour guider la voie vers
la découverte d’un facteur responsable de la diminution de I’activité des
CYP450 dans le foie. Parmi les facteurs étudiés, la PTH est partiellement
responsable de la diminution observée chez le rat atteint d’IRC. En effet, la
théorie acceptée implique un ou des facteurs plasmatiques circulants chez le rat
atteint d’IRC. D’abord, I’hypothése de I’implication de la PTH comme
modulateur plasmatique de I’expression des CYP450 est supportée par la
fréquence significative de I’hyperparathyroidie secondaire chez les patients
souffrants d’IRC.[3] De plus, il est connu que cette hormone régule
I’expression génique d’autres protéines dans divers organes, tel que le ceeur.
[53] [54] Finalement, I’hypothése corrobore la découverte de corrélations
significatives entre les niveaux de PTH circulants et la diminution du CYP450
induite par le sérum de patients. [S0] La preuve irréfutable réside dans
I’expérience de déplétion de PTH du sérum de rats urémiques, qui a permis de
prévenir la régulation a la baisse des CYP450 dans les hépatocytes de rat in

vitro. [55]
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Effet de ’IRC sur le métabolisme intestinal

Tel que discuté précédemment, le foie constitue le principal site de métabolisme
des xénobiotiques. Cependant, 1’intérét grandissant pour 1’étude des sites de
biotransformation extra-hépatiques témoigne de I’importance de ceux-ci. Pour
les médicaments administrés par voie orale, la forme pharmaceutique la plus
répandue, I’intestin demeure un site de métabolisme important. Les enzymes du
CYP450 médient largement ce métabolisme intestinal. Ainsi, toute
modification de I’activité des CYP450 dans I’intestin entrainerait
potentiellement d’importantes répercussions sur la quantité de médicament
absorbé dans la circulation systémique. D’apres la littérature, les CYP450
seraient responsables de pres de 50% du métabolisme de premier passage
observé pour un médicament donné. [56]

Des études menées chez le rat atteint d’IRC indiquent une diminution de
certaines isoformes du CYP450 dans les microsomes d’intestin. Ces études
analysent 1’activité O-dééthylase du 7-éthoxyrésorufine par le CYP1A1 ainsi
que la N-déméthylation de 1’érythromycine par le CYP3A. Elles rapportent une
diminution significative de 1’ordre de 25% de ’activité enzymatique des deux
isoformes régulées, secondairement a une régulation a la baisse considérable de
leur expression protéique. [41] De plus, en appréciant le réle important des
enzymes de la famille du CYP3A dans le métabolisme des xénobiotiques, il est
aisé de comprendre 1’étendue de I’implication de ces observations. En effet, les
protéines du CYP3A sont impliquées dans le métabolisme de 45 a 60% des

médicaments couramment utilisé de nos jours. [57]
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Tel qu’avancé plus tot, une diminution du métabolisme intestinal causerait
potentiellement des variations dans la quantité de médicament absorbé, a la
condition que la substance nécessite un passage a travers la membrane
épithéliale intestinale. L’IRC constituerait donc une cause probable aux
différences dans la biodisponibilité attendue et la véritable quantité de

médicaments atteignant la circulation sanguine.
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Cerveau
Le cerveau humain constitue sans doute I’organe le plus complexe de
I’organisme, tant d’un point de vue anatomique que fonctionnel.

Histologie cérébrale

Le systéme nerveux central comporte une variété de types cellulaires qui

participent a la transmission nerveuse et a ’homéostasie cérébrale.

Neurones : Les neurones constituent I’unité fonctionnelle du systéme nerveux,

permettant la transmission de I’influx.

Astrocytes : Bien que les enzymes du cytochrome CYP450 aient été identifiées
dans les neurones, les astrocytes, exprimant aussi le CYP450, sont d’un intérét
particulier en raison de leur facilité de culture in vitro, de leur abondance et de
la grande variété de fonctions qu’ils remplissent. Ces cellules de forme étoilée
entourent les cellules endothéliales pour former la barriére hémato-
encéphalique, participent au stockage de nutriments pour le tissu nerveux et a la
réparation de tissu dans le cerveau. Dans la littérature, les astrocytes sont
classiquement identifiés par I’expression du glial fibrillary acidic protein
(GFAP). Les astrocytes représentent le type cellulaire le plus abondant de
cellules gliales. Ils régulent I’environnement chimique des neurones en
supprimant les ions excédentaires, notamment le potassium, et en recyclant les
neurotransmetteurs relachés au cours de la transmission synaptique. Par le

métabolisme de ’acide arachidonique en métabolites vasoactifs, les astrocytes
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régulent la vasodilatation et la vasoconstriction cérébrale. La signalisation entre
les astrocytes est médiée par la relache de calcium. Les jonctions gap entre les
astrocytes permettent le passage de 1’inositol triphosphate, une molécule
messagere qui diffuse d’un astrocyte a 1’autre. Cette molécule active les canaux
calciques situés sur les organelles cellulaires, menant a la relache de calcium
dans le cytoplasme. Deux types d’astrocytes sont reconnus : les astrocytes
protoplasmiques avec des processus hautement ramifiés situés dans la matiére
grise, ainsi que les astrocytes fibreux peu ramifié€s retrouvés dans la maticre

blanche.

Oligodendrocytes : Les oligodendrocytes sécrétent la myéline entourant les

axones qui permet la conduction saltatoire.

Cerveau et CYP450
Il est intéressant de noter que les enzymes du CYP450, ainsi que les récepteurs
nucléaires régulant leur expression, sont présents dans le cerveau. Récemment,
un groupe a démontré la présence de I’ARNm codant le facteur nucléaire CAR
dans le cortex, le cervelet, le striatum, 1’hippocampe et I’hypothalamus, chez le
lapin. Le récepteur PXR, quant a lui, n’était présent que dans le cortex. [58]
Quoique la piste semble prometteuse, suggérant une régulation in situ de

I’expression des CYP450, les différences inter-espéces ne sont pas a négliger.
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De plus, I’expression protéique de ces facteurs de transcription reste a étre

démontrée. [59]

Les enzymes du cytochrome CYP450 se situent dans le reticulum
endoplasmique, dans le cytosol et au niveau de la membrane intérieure des

mitochondries. [60]

Initialement identifiées dans le cerveau de rat en quantité tres limitée par
rapport aux quantités présentes dans le foie, les enzymes du CYP450
contribuent a la biotransformation de divers composés, dont les xénobiotiques
qui traversent la barriere hémo-encéphalique. La littérature rapporte une
concentration microsomale de CYP450 de 30 pmol/mg de protéines, ce qui
correspond a 3% des niveaux hépatiques. [60] Cependant, ces études évaluent
le cerveau en tant qu’organe homogene, fait démenti dans le cadre d’études plus
récentes. [61] En raison de cette importante hétérogénéité régionale et cellulaire
dans le cerveau, les variations de distribution des enzymes du CYP450 dans les
régions spécifiques du cerveau conferent une vulnérabilité particuliére aux
effets médiés par ces enzymes. Les données récentes permettent d’affirmer que
41 des 57 isoformes identifiées ont été détectées dans le cerveau humain. Les
techniques utilisées dans la littérature permettant d’arriver a de telles
conclusions incluent la PCR en temps-réel, la RT-PCR, les immunobuvardages
de types Northern et Southern, le dot blot d’ ARN, I’hybridation in situ,

I’immunobuvardage de type Western et I’immunomarquage. [60]
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Cerveau humain

Parmi les 41 isoformes identifiées dans le cerveau humain, 20 isoformes
(CYP1AL1, 1A2, 1B1, 2B6, 2C8, 2D6, 2E1, 3A4, 3AS5, 8A1, 11A1, 11B1, 11B2,
17A1, 19A1, 21A2, 26A1, 26B1, 27B1 et 46A1) ont démontré une localisation
précise dans diverses régions du CNS. Les isoformes les plus étudiées dans le

cerveau sont le CYP1A1, 1A2, 2B6, 2D6, 2E1 et 46A1. [56, 60, 62-71]

Malgré I’abondance de données dans la littérature quant a ces enzymes, il
demeure quelques discordances entre les résultats, reflétant des difficultés de
spécificité et de sensibilité des amorces et anticorps en raison de la grande
homologie entre les protéines. [61] Le CYP1AT se trouve de fagon
prédominante dans les neurones du cortex cérébral, les cellules de Purkinje du
cervelet et dans les cellules de I’hippocampe. D’un point de vue subcellulaire,
le CYP1ALI est présent a la fois dans la fraction microsomale et mitochondriale.
[67] Pour sa part, ’ARNm du CYP1A2 a ét¢ détecté dans presque toutes les

régions étudiées. [65]

L’isoforme 2A6, présente dans les cellules cérébrales, participe au

métabolisme endogeéne en produisant les acides époxyeicosatriénoiques. [72]
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Le CYP2B est présent au niveau des cellules du lobe temporal, du putamen et
de la barriére hémato-encéphalique. Plus précisément, la présence du CYP2B6
fut démontrée dans le cerveau humain, et sa distribution est localisée a des
niveaux plus élevés dans le cervelet, le ganglion basal et I’hippocampe.
CYP2B6 produit également les acides époxyeicosatriénoiques par le

métabolisme de 1’acide arachidonique. [72]

La famille des CYP2C est exprimée constitutivement dans les cerveaux
d’humains et de rongeurs. CYP2C13 se retrouve parmi plusieurs structures
cérébrales telles que le cortex, I’hippocampe, le ganglion basal et les régions
olfactives. [60] Les preuves d’expression protéique de CYP2CS8, CYP2C9,
CYP2C18 et CYP2C19 dans le cerveau sont limitées, sans doute en raison d’un
manque de spécificité d’anticorps. Cependant, les résultats de RT-PCR obtenus
sont probants : I’ARNm des différentes isoformes est présent dans le cerveau
humain. [56] On a également cerné leur participation dans le métabolisme des

eicosanoides. [72]

Le CYP2D6, également identifié¢ dans le cerveau humain, se trouve dans les
neurones du cortex cérébral, de I’hippocampe et au niveau des cellules de

Purkinje du cervelet.

Le CYP2EI, responsable entre autres du métabolisme de 1’éthanol, est exprimé

constitutivement dans le cerveau humain. Cette expression est cependant
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hétérogene et prédominante dans les neurones corticaux, du gyrus dentelé, de

I’hippocampe et des cellules de Purkinje du cervelet.

Au niveau du cerveau humain, I’activité métabolique du CYP2J2 a été

démontrée par la biotransformation de 1’acide arachidonique. [72]

Les membres de la sous-famille du CYP3A, bien qu’impliqués dans le
métabolisme de prés de 50% des médicaments a usage thérapeutique,
connaissent une distribution peu élucidée. Le CYP3AS5 a été retrouvé dans les
cellules pituitaires, ou on le croit impliqué dans la régulation de la sécrétion de

I’hormone de croissance.

Au cours des dernicres années, 1’étude du CYP4F a permis d’associer ces
enzymes a un role a fois dans le métabolisme de xénobiotiques et dans la
régulation des concentrations d’eicosanoides. [73] L’activité du CYP4F2 dans
le cerveau humain a été démontrée par la production abondante d’acides

hydoxyeicosatetraénoiques. [72, 74]

Cerveau de rat
L’expression du CYP1AL est localisée fortement au niveau des méninges, avec

une expression constitutive faible dans le parenchyme cérébral. [75, 76]



41

Les isoformes CYP2A1 et CYP2BI1, chez le rat, ont été détectées dans le
cerveau en utilisant la méthode du RT-PCR. La participation du CYP2B1 dans
le métabolisme de 1’acide arachidonique, par la production d’acides
époxyeicosatriénoiques, t¢émoigne de son activité catalytique dans le cerveau.
[72] Les CYP2CI11 et CYP2C23 sont présents dans le cerveau de rat, détectés
en utilisant les méthodes du RT-PCR et immunobuvardage de type Western. Le
CYP2C23 métabolise I’acide arachidonique. [72, 77] Chez les rongeurs,
I’expression génique et protéique du CYP2D est localisée a plus forte
concentration dans les régions du cervelet, de I’hippocampe et du bulbe olfactif,
tant dans les neurones que les cellules gliales. De plus, les membre de la sous-
famille CYP2D (CYP2D1-6;18) possédent un patron de distribution individuel
par rapport aux régions cérébrales. [61] L’activité catalytique du CYP2D1, dont
I’équivalent chez I’humain, le CYP2D6 issu d’un geéne polymorphique, a été
démontrée par la biotransformation de I’imipramine et du dextrométorphane

dans les microsomes de cerveau de rat. [68, 71, 78-80]

Les ¢tudes destinées a démontrer la présence de CYP3A dans le cerveau ont
révélé une expression constitutive d’ARNm et de protéine de CYP3A1. Les
résultats indiquent ¢galement des niveaux d’activité catalytique inégaux dans le
CNS : I’hypothalamus démontrant la plus forte activité catalytique, suivi du
cortex frontal et du cervelet. L’activité catalytique a été évaluée par la
déméthylation de 1’érythromycine. La présence importante de CYP3A1 a été

notée dans I’hypothalamus et I’hippocampe. Puisque ces régions sont la cible
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d’hormones stéroidiennes, les résultats suggerent que les isoenzymes du
CYP3A soient impliqués non seulement dans le processus de détoxification de
xénobiotiques, mais également dans le métabolisme de substrats endogénes

dans le cerveau. [81]

Les enzymes des sous-familles CYP4A et CYP4F ont été identifiés dans le
cerveau de rongeurs et démontrent une distribution différente dans les diverses
structures cérébrales. [82] L’enzyme CYP4X1, possédant entre 41 et 51 %
d’homologie de séquence nucléotidique avec les CYP4A, CYP4B et CYP4F,
est exprimée de fagon spécifique et en quantité abondante dans le cerveau de
rat, tel que déterminé par immunobuvardage de type Northern. L’hybridation in
situ situe I’enzyme dans les neurones du tronc cérébral, de 1I’hippocampe, du
cervelet, du cortex ainsi que dans les cellules endothéliales. Le role précis de
cette isoforme n’est pas encore élucidé, mais les hypothéses récentes lui
attribuent une fonction neurovasculaire. [83] Le CYP4F1, détecté dans le
cerveau de rat par RT-PCR, posséde une activité catalytique importante comme
en témoigne la production efficace d’acides hydoxyeicosatetraénoiques. [72]
D’apres plusieurs groupes de recherche, la présence de CYP4F dans le cerveau
de rat impliquerait des conséquences importantes dans la modulation de
I’inflammation neuronale, ainsi que dans le métabolisme de substances
exogenes psychoactives, telles que la chlorpromazine, la benzphétamine,

I’éthylmorphine et I’imipramine. [73, 84-86]
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Métabolisme endogene et homéostasie médiés par les CYP450 dans le
cerveau

Longtemps considérés comme ayant un role circonscrit au métabolisme
hépatique de xénobiotiques, les enzymes du CYP450 se révelent depuis peu
comme des enzymes ubiquitaires hydroxylant maints substrats de divers
processus et voies métaboliques. Les isoformes appartenant aux trois premiéres
familles de CYP450 (i.e. CYP1, CYP2 et CYP3) participent principalement a la
biotransformation des xénobiotiques, mais également a la réactivité vasculaire.
Les autres familles sont impliquées dans le métabolisme des endobiotiques et
de composés endogénes, notons au passage le cholestérol, les stéroides, 1’acide
arachidonique et la vitamine Ds.

Bien que le métabolisme cérébral ne constitue qu’une faible proportion du
métabolisme total de 1’organisme, des variations du métabolisme in sifu, dans
un organe aussi sensible, s’ajoutent a la diminution d’activité métabolique des
enzymes hépatiques et intestinaux de la famille du CYP450, ainsi qu’a une
diminution de I’extrusion des médicaments, tel que précédemment publié. [42-

45]

Cholestérol et acides gras
La cascade de catalyse de 1’acide arachidonique, et plus particuli¢rement le role
qu’y joue le CYP450, connait un intérét grandissant. En effet, plusieurs études

souléve I’importance des CYP2 et CYP4 dans le métabolisme de I’acide
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arachidonique, une chaine d’acides gras polyinsaturés estérifiés aux
phospholipides membranaires. L’acide arachidonique est métabolisé par les
cyclooxygénases en une variété de produits dont les plus connus sont les
prostaglandines et les leucotriénes. Cependant, les CYP450 catalysent la
conversion de 1’acide arachidonique en acides hydroeicosatetraénoiques et
époxyeicosatriénoiques. [87-91] Les acides époxyeicosatriénoiques sont
produits dans les astrocytes associés aux microvaisseaux et plusieurs proposent

leur implication dans la modulation du flot sanguin. [92-94]

De plus, les acides époxyeicosatriénoiques sont synthétisés dans la glande
pituitaire et dans 1’hypothalamus, ou ils favorisent la relache de neuropeptides.

[95]

Principalement issus du métabolisme par la sous-famille du CYP4A, les acides
hydroeicosatetraénoiques constituent des agents vasoconstricteurs puissants.
[82, 94, 96] Ils auraient dans le cerveau un effet important sur I’apport sanguin
a ’organe, affectant les fonctions cérébrales et les pathologies cérébro-

vasculaires. [82, 94]

Stéroides et hormones

11 est depuis longtemps reconnu que les hormones stéroidiennes possédent une
influence importante sur la croissance et le développement du cerveau. Aussi, il

fut aisément démontré que celles-ci traversent sans difficulté la barriére hémo-
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encéphalique en raison de leur lipophilicité. La synthése de ces hormones a lieu
principalement dans les glandes surrénales et les gonades. Cependant, le
cerveau participe également a cette synthése de stéroides par la production de
neurostéroides. [97-100] Dans le cerveau humain, il a été démontré que des
enzymes du CYP450 participent a la modulation de la voie androgéne par le
métabolisme du 17-B-estradiol par le CYP1A. [24] Le métabolisme du
pregnenolone et du déhydroépiandrosterone (DHEA) par le CYP1A présent
dans les microsomes de cerveau de souris suggere I’implication du CYP450

dans le métabolisme des dérivés stéroidiens. [101]

Neurotransmetteurs

o Sérotonine
Au niveau du cerveau, le CYP2D6 catalyse la réaction de biotransformation de
5-méthoxytryptamine en sérotonine, un neurotransmetteur. [60]

o Dopamine
La dopamine résulte de 1’hydratation de 1’acide aminé L-tyrosine en L-DOPA
par I’activité enzymatique de la tyrosine hydroxylase. Pourtant, cette
catécholamine peut également étre formée par I’hydroxylation de tyramine via
le CYP2D6. [60] Cependant, il est a noter que CYP2D6 ne joue pas un réle de
premier plan dans la synthése de dopamine, mais aurait plutot un effet
modulatoire du métabolisme de ce neurotransmetteur. [61] L’isoenzyme

CYP2E1 a également été identifi¢ dans les cellules dopaminergiques du



cerveau et est proposé comme participant au métabolisme de la dopamine.

[102]

46
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Hypothése de la régulation des enzymes du CYP450 dans le cerveau de rats
atteints d’insuffisance rénale chronique

L’expression démontrée des enzymes du CYP450 dans les cellules du cerveau
de rat ainsi que des données préliminaires quant a la régulation de ces enzymes
dans diverses situations pathologiques nous incitent a vérifier si I’insuffisance
rénale chronique affecte I’expression des enzymes dans le cerveau de rats

atteints d’insuffisance rénale chronique.

Peu de groupes d’études se sont penchées sur les répercussions d’une atteinte
rénale sur I’expression des enzymes du CYP450 dans le cerveau de rat.
Certaines étudient I’impact de facteurs immunologiques ou de cellules du

systéme immunitaire sur I’expression de divers isoformes du CYP450. [103]

Les concepts précités et les données de la littérature permettent la formulation
de I’hypothése qu’une diminution de la fonction de filtration rénale, donc
I’insuffisance rénale en I’occurrence, entraine une modification de 1’activité des
protéines fonctionnelles chez le rat. Les protéines étudiées, appartenant a la
famille du cytochrome CYP450, possédent un role de premier plan dans le
métabolisme des médicaments. Sachant que cette modification dans 1’activité
fonctionnelle des enzymes du CYP450 se produit dans certains organes tels le
foie et I’intestin, nous avangons le questionnement suivant : L’expression des
enzymes du CYP450 est-elle modulée dans d’autres organes de 1’organisme

dans un contexte d’insuffisance rénale chronique? Ceci nous incite a évaluer
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I’expression et I’activité enzymatique des CYP450 dans le cerveau de rat atteint

d’insuffisance rénale chronique.
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MATERIEL ET METHODES

Modé¢le expérimental

Des rats males Sprague-Dawley (Charles River, Saint-Charles, Qué,
Canada), de poids entre 200 et 300 g ont été¢ conservés au Centre animalier du
centre de recherche et nourris de granules pour rats Purina et d’eau ad libitum.
Une période d’acclimatation de 7 jours a précédé toute expérimentation. Toutes
les expérimentations se sont déroulées conformément aux lignes directrices du
Conseil Canadien de Protection des Animaux pour les soins et traitements des

animaux de laboratoire.

L’insuffisance rénale chronique a été induite par une néphrectomie sub-totale
effectuée en deux temps, tel que publié précédemment. En résumé, les rats ont
subi une néphrectomie de 5/6 du rein gauche et 7 jours plus tard, une
néphrectomie totale du rein droit. Les rats du groupe témoin ont subis deux
laparotomies blanches. Suite a la chirurgie, les rats atteints d’insuffisance rénale
chronique ont regu une diéte de granules pour rats Purina et d’eau ad libitum. Les
rats du groupe témoin , ayant subi deux laparotomies blanches, aux jours 1 et 8,
ont recu la méme quantité de nourriture Purina qu’avaient consommeés les rats
atteints d’insuffisance rénale chronique le jour précédent. Au jour 41 aprés la
néphrectomie, les rats ont été placés en cage métabolique ou I’urine a pu étre

récoltée pendant une durée de 24 heures. Ceci a permis de déterminer la clairance
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de créatinine. Les rats ont été sacrifiés par décapitation au jour 42. Le sang
recueilli suite a la décapitation a ét¢ gardé a la température ambiante pour
coagulation. Suite a la coagulation, le sérum a été recueilli par centrifugation
(600 g pour 10 minutes a 4°C). Les échantillons ont été analysés afin de mesurer
la créatinine sanguine et I’'urée. Le sérum résiduel a été conservé a —80°C. Les
¢chantillons de sérum utilisés pour les d’expérimentations d’incubation ont été
obtenus de rats des groupes IRC (insuffisance rénale chronique), IRC-PTX
(insuffisance rénale chronique et parathyroidectomie), CTL (témoin) et CTL-

PTX (témoin et parathyroidectomie) au moment du sacrifice.

La parathyroidectomie totale (PTX) consiste en 1’ablation des glandes
parathyroides. Briévement, la parathyroidectomie chirurgicale s’effectue sous
microscope, en évitant d’endommager les tissus adjacents de la thyroide. Une
parathyroidectomie réussie est confirmée par une diminution significative des
taux de calcium suite a la chirurgie. Afin d’éviter I’hypocalcémie, les animaux
ayant subi une PTX ont été supplémenté en calcium par I’ajout de gluconate de
calcium dans I’eau. Une période de récupération d’une semaine a suivi la
chirurgie avant que les animaux ne subissent la néphrectomie sub-totale. Les rats

du groupe témoin ont subi une incision au niveau du cou.

Immunoadsorption de la PTH des sérums urémiques

La déplétion en PTH des sérums de rats atteints d’insuffisance rénale
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chronique a été préparée grace aux billes de polystyréne (8,4 mm) sur lesquelles
se trouvent des anticorps de chévre spécifiques a la région N-terminale (1-34) de
la PTH de rat. (Alpco Diagnostics, Windham, NH). Chaque bille possede la
capacité de lier plus de 400 pg de PTH. Les sérums de rat ont été incubés a 4°C
pendant 16 heures avec les billes (7 billes/ml de sérum). Suite a la déplétion en
PTH, les sérums traités ont été ajoutés au milieu de culture (10%) et filtrés sur un
filtre de 0,22 pm. Les échantillons de sérum déplétés ont été conservés a des fins
de quantification de la PTH suite a la déplétion. Les échantillons non-déplétés de
sérums des rats du groupe témoin et du groupe atteint d’insuffisance rénale

chronique ont été incubés et traités de la méme manicre.

Isolation et culture d’astrocytes

Les astrocytes ont été isolés de 10 rats nouveau-nés agés de 2 jours selon une
version modifiée de la méthode publiée par McCarthy et al. [104]. Briévement,
les cortex des animaux ont été digérés mécaniquement de manicre a obtenir une
suspension cellulaire. Les cellules ont ensuite été transférées en flasques de
culture cellulaire de 75 mm? en utilisant du DMEM/F12 contenant 10% de FBS,
1% de glutamine et 1% d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Les cellules
ont été incubées dans 10 ml de milieu de culture a 37°C dans un incubateur
humidifié contenant 5% de CO, et 95% d’air atmosphérique. Les milieux ont été
renouvelés toutes les 48 a 72 heures. Entre 7 et 9 jours ont été nécessaires pour

obtenir la confluence des cellules. Les cellules ont été agitées horizontalement a
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350 rpm a 35°C pendant 6 heures afin de séparer les oligodendrocytes des
astrocytes. Suite a une pré-incubation, le milieu de culture a été changé avec 10
ml de milieu William E contenant 10% de sérum de rat IRC, IRC-PTX ou de rat
du groupe témoin. Le sérum d’un rat a servi a une seule expérimentation. Ensuite,
les astrocytes ont été incubés pour une période supplémentaire de 24 heures. Les
astrocytes ont été récoltés par raclage dans du tampon phosphate-saline. Pour les
¢chantillons destinés a I’analyse d’ARNm, le tampon RLT (Qiagen, Mississauga,
Ont, Canada) a été utilisé. Tous les échantillons ont été entreposés a —80°C

jusqu’au moment de 1’analyse.

Préparation de microsomes a partir d’homogénats de cerveau

Les microsomes de cerveau ont été isolés par centrifugations différentielles. En
résumég, 0,5 g de cerveau de rat auquel ont été ajoutés 2,5 ml de solution de
sucrose 0,25 M. Le potter teflon-verre a été utilisé¢ pour I’homogénisation. La
premicre centrifugation s’est faite a 600 x g pendant 8 minutes. Le surnageant a
¢été centrifuge a 12 000 x g pendant 10 minutes. Le nouveau surnageant a été
ajouté a 225 ul de CaCl,-2H,0 1 M puis centrifugé de nouveau a 27 000 x g
pendant 15 minutes. Cette fois-ci, le culot ont été conservé et un total de 2,5 ml
de KCI 1,15% a été ajouté a celui-ci et homogénéisé a I’aide du potter téflon-
verre. le tout a ét¢ centrifugé de nouveau a 27 000 x g pendant 15 minutes. Le
culot contenant les microsomes a été resuspendu dans une solution saline a 0,9%

NaCl et entreposé a —80°C jusqu’au moment de ’analyse.
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Immunobuvardage de type Western

Bien que plus d’une isoforme du cytochrome P450 prennent part au
métabolisme des médicaments, nos études tentent de déterminer les quantités
relatives des CYP1A, CYP2CI11 et CYP3A puisque ceux-ci sont modulés dans
le foie et I’intestin secondairement a I’insuffisance rénale chronique, tel que
rapporté précédemment [41, 52]. Les isoenzymes du cytochrome P450 ont été
détectées par I’utilisation des anticorps anti-1A1, 2C11 et 3A de rat, provenant
de la chevre (Gentest Corporation, Woburn, MA). Les protéines de
glycéraldéhyde 3-phosphate déhydrogénase (GAPDH) furent détectées par
I’utilisation d’un anticorps anti-GAPDH de poulet fabriqué chez la souris (Neo-
Markers, Fremont, CA). Les complexes immuns furent révélés par des
anticorps secondaires (anticorps anti-IgG de chévre fabriqué chez le porc
couplé a la peroxydase de Biosource International ou anticorps anti-IgG de
souris fabriqué dans la chévre couplé a la peroxydase de Sigma) ainsi que les
dérivés Luminol des substrats Lumi-Light pour immunobuvardage de type
Western (Roche Diagnostics). L’intensité des réactions immunes fut évaluée
par densitométrie assistée par ordinateur sur I’appareil Fuji LAS-3000 LCD a

I’aide du programme MultiGauge (Fuji Film).

Isolation d’ARN et analyse par réaction de polymérisation en chaine en
temps réel

L’ARN total du cerveau fut isolée par la méthode du Trizol (Invitrogen).
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Un pg de I’ARN total fut utilis€ pour la préparation de ’ADNc suite a la
transcription inverse faite grace aux réactifs et colonnes Omniscript RT de
Qiagen et les amorces aléatoires de Invitrogen (Burlington, Ont, Canada). Les
réactifs Platinum SYBR green qPCR (Invitrogen) ont permis de quantifier la
réaction de polymérisation en chaine (PCR) sur I’appareil iCycler Real-Time
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ont, Canada). Des
amorces spécifiques a tous les ARNm testés (CYPIA, CYP2C11, CYP34 et
GAPDH) ont été obtenues grace aux séquences génétiques publiées et au
programme informatique Jellyfish. Le géne rapporteur fut celui de la GAPDH.
Toutes les amorces furent fournies par Sigma et leur spécificité fut confirmée
par séquencage des produits de PCR obtenus grace a I’appareil d’analyse ABI
Prism 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Les conditions de PCR
furent optimisées a 95°C pendant 15 secondes, 59°C pendant 30 secondes et
72°C pendant 60 secondes. Les produits de PCR furent clonés dans le vecteur
pCr 2.1 en utilisant le TA Cloning Kit (Invitrogen). Les plasmides ainsi obtenus
furent purifiés par le Hispeed Plasmid Midi Kit de Qiagen, quantifiés a 260 nm

et dilués de sorte a obtenir une courbe d’étalonage.
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Mesure de activité de CYP3A

Afin de mesurer 1’activité enzymatique de 1’isoforme CYP3A dans les
microsomes d’astrocytes traités ou de cerveau entier, nous avons eu recours a
une sonde fluorescente. Tel que publié précédemment, le 3-[(3,4-
difluorobenzyl)oxy]-5,5-dimethyl-4-[4-methylsulfonylphenyl]furan-2(5H)-one
(DFB) est un substrat métabolisé spécifiquement par 1’isoforme CYP3A2 du
rat. [105] Afin de déterminer I’activité de CYP3A dans les microsomes, 200 pg
de protéines ont été incubés avec le substrat. Le métabolite fluorescent formé
(DFH) a été analysé grace au cytofluoromeétre (Cytofluor 4000/TR, Perspective
Biosystems, Framingham, MA) en utilisant les paramétres de longueur d’onde
appropriés (filtre d’excitation: 360/40 nm; filtre d’émission: 460/40 nm). Une
courbe d’étalonage avait été préalablement préparée grace a des dilutions
connues de DFH. Pour les astrocytes, le DFB a été ajouté directement au milieu
de culture en remplacement du milieu de culture ajouté de tampon Krebs
contenant 12,5 mM d’ acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

(HEPES).

Analyse biochimique du sang et d’urine

L’analyse des concentrations sanguines d’urée, de créatinine et de
calcium, ainsi que les concentrations urinaires de créatinine furent effectuées
grace a I’autoanalyseur Hitachi 717 (Roche). La PTH fut mesurée en utilisant

un test ELISA pour PTH intacte de rat (Alpco Diagnostics), mesurant la 1-84
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PTH. 15 pg/ml représente le niveau détecté le plus faible.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne * la dérivation standard de la
moyenne. La différence entre les groupes fut analysée par un test r de Student
non pairé ou un test ANOVA. Un résultat significatif d’ANOVA fut suivi d’une

analyse post-hoc de Scheffe. Le seuil de significativité fut p < 0,05.
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RESULTATS

1. Expression protéique in vivo des enzymes du cytochrome P450 dans

le cerveau de rat

Expression de I’isoforme 1A1/2 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

Dans les différentes parties du cerveau, c’est-a-dire au niveau du cortex, du
parenchyme cérébral, du cervelet et de I’hippocampe, 1’expression protéique
des isoformes 1A 1/2 est significativement diminuée de respectivement 69, 35,
61 et 41% chez les rats atteints d’insuffisance rénale chronique par rapport aux

rats témoins (Figure 1).

Expression de I’isoforme 2C11 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

Au niveau du cortex, du parenchyme cérébral, du cervelet et de I’hippocampe,
I’expression protéique de I’isoforme 2C11 est significativement diminuée de
respectivement pres de 80, 50, 70 et 55% par rapport aux rats témoins (Figure

3).
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Expression de I’isoforme 3A1/2 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

Dans les différentes parties du cerveau, ¢’est-a-dire au niveau du cortex, du
parenchyme cérébral, du cervelet et de I’hippocampe, I’expression protéique
des isoformes 3A1/2 est diminuée de respectivement 55, 40, 61 et 84% par

rapport aux rats témoins (Figure 6).

Expression des sous-familles 2D et 4A du cytochrome P450 dans les

différentes parties du cerveau de rat

Pour les sous-familles 2D et 4A, I’expression protéique est décelée dans les
¢chantillons obtenus des rats atteints d’insuffisance rénale chronique, mais

demeure inchangée par rapport aux rats témoins.

2. Expression génique in vivo des enzymes du cytochrome P450 dans le

cerveau de rat

Expression de I’isoforme 1A1/2 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

Chez le rat atteint d’insuffisance rénale chronique, I’expression génique de

I’isoforme 1A1/2 est quant a elle diminuée de 52, 49, 28 et 37% dans le cortex,
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le parenchyme cérébral, le cervelet et I’hippocampe, respectivement, par
rapport au niveau d’ARNm des échantillons provenant des rats témoins (Figure

4).

Expression de I’isoforme 2C11 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

L’expression génique de 1I’isoforme 2C11 est quant a elle diminuée
significativement de 63 et 68% dans le parenchyme cérébral et le cervelet,
respectivement, des rats atteints d’insuffisance rénale chronique par rapport aux
rats témoins. Au niveau du cortex et de I’hippocampe, 1’expression génique
demeure inchangée par rapport au niveau d’ARNm des échantillons provenant

des rats témoins (Figure 5).

Expression de I’isoforme 3A1/2 du cytochrome P450 dans les différentes

parties du cerveau de rat

L’expression de I’ARNm de I’isoforme 3A1/2 est quant a elle diminuée de
respectivement 70, 35, 34 et 45% dans le cortex, le parenchyme cérébral, le
cervelet et I’hippocampe par rapport au niveau d’ARNm des échantillons

provenant des rats témoins (Figure 7).
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Expression des sous-familles 2D et 4A du cytochrome P450 dans les

différentes parties du cerveau de rat

Pour les sous-familles 2D et 4A, I’expression génique est décelée dans toutes
les structures cérébrales étudiées, mais demeure inchangée entre les rats

témoins et les rats atteints d’insuffisance rénale chronique.

3. Activité enzymatique in vitro de la sous-famille 3A dans les

microsomes de cerveau de rat

La quantification de I’activité¢ enzymatique de I’isoforme CYP3A par le
métabolisme du 3-[(3,4-difluorobenzyl)oxy]-5,5-diméthyl-4-[4-
méthylsulfonylphényl]furan-2(5H)-one en DFH démontre une diminution
d’activité de 40% dans les microsomes de rats atteints d’insuffisance rénale

chronique par rapport aux rats témoins (Figure 8).

4. Effet du sérum de rats atteints d’insuffisance rénale chronique sur

les enzymes du cytochrome P450 in vitro sur les astrocytes de rat

Effet sur ’expression génique des enzymes du cytochrome P450
L’expression génique de I’isoforme 2C11 a également été analysée dans des

astrocytes de rat en culture incubés avec du sérum de rats urémiques.
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L’expression d’ARNm de I’isoforme 2C11 représente une diminution de pres
de 70% par rapport a I’expression dans les astrocytes incubés en présence de

sérum de rats témoins (Figure 4).

5. Effet de la PTH sur ’expression des enzymes du cytochrome P450

dans le cerveau de rat

Effet de la PTX sur I’expression in vivo des enzymes du cytochrome P450
Les résultats obtenus de 1I’étude de la parathyroidectomie chirurgicale sur
I’expression des enzymes du cytochrome P450 démontrent une récupération
partielle dans 1’expression protéique des enzymes chez les animaux PTX par
rapport aux animaux témoins. Aucun des résultats ne démontre une différence
statistiquement significative d’avec les rats témoins. Ainsi, méme les résultats
obtenus avec des échantillons issus de rats atteints d’insuffisance rénale
chronique ne sont pas statistiquement différents de 1’expression protéique des
1soformes 1A1/2 (Figure 9), 2C11 (Figure 10) et 3A1/2 (Figure 11) effectués

lors de ces expériences, résultats différents de ceux précédemment obtenus.
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Figure 1 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 1A1/2 dans les microsomes de cerveau de rat.
Un homogénat de microsomes de chaque partie de cerveau (75 pg) et un
controdle positif commercial ont été analysés par immunobuvardage de type
Western. Des anticorps spécifiques pour 1’isoforme 1A1/2 de rat et pour une
protéine constitutive, la GAPDH, ont été utilisés. L’intensité des bandes
protéiques est exprimée en unités normalisées densitométriques. *p < 0,05 par
rapport aux rats témoins. Les données sont des moyennes + SEM, n =9 par

groupe.
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Figure 2 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
génique de I’isoforme 1A1/2 dans les microsomes de cerveau de rat. Un pg
de I’ARN total fut utilisé pour la préparation de I’ADNc. La réaction de
polymérisation en chaine fut quantifiée sur I’appareil iCycler Real-Time
Detection System grace a des amorces spécifiques. Le géne rapporteur fut celui
de la GAPDH. *p < 0,05 par rapport aux rats témoins. Les données sont des

moyennes = SEM, n = 6 par groupe.
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Figure 3 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 2C11 dans les microsomes de cerveau de rat. Un
homogénat de microsomes de chaque partie de cerveau (75 pug) et un contréle
positif commercial ont ét¢ analysés par immunobuvardage de type Western.
Des anticorps spécifiques pour I’isoforme 2C11 de rat et pour une protéine
constitutive, la GAPDH, ont été utilisés. L’intensité des bandes protéiques est
exprimée en unités normalisées densitométriques. *p < 0,05 par rapport aux rats

témoins. Les données sont des moyennes + SEM, n = 6 par groupe.
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Figure 4 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
génique de I’isoforme 2C11 dans les microsomes de cerveau de rat. Un pg
de I’ARN total fut utilisé pour la préparation de I’ADNc. La réaction de
polymérisation en chaine fut quantifiée sur I’appareil iCycler Real-Time
Detection System grace a des amorces spécifiques. Le géne rapporteur fut celui
de la GAPDH. *p < 0,05 par rapport aux rats témoins. Les données sont des

moyennes = SEM, n = 6 par groupe.
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Figure 5 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
génique de I’isoforme 2C11 dans les astrocytes de rat incubés en présence
de sérum de rats urémiques. Un pg de I’ARN total fut utilisé pour la
préparation de I’ADNCc. La réaction de polymérisation en chaine fut quantifié¢e
sur I’appareil iCycler Real-Time Detection System grace a des amorces
spécifiques. Le géne rapporteur fut celui de la GAPDH. *p < 0,05 par rapport

aux rats témoins. Les données sont des moyennes = SEM, n = 6 par groupe.
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Figure 6 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 3A dans les microsomes de cerveau de rat. Un
homogénat de microsomes de chaque partie de cerveau (75 pg) et un contréle
positif commercial ont été analysés par immunobuvardage de type Western.
Des anticorps spécifiques pour I’isoforme 3A1/2 de rat et pour une protéine
constitutive, la GAPDH, ont été utilisés. L’intensité des bandes protéiques est
exprimée en unités normalisées densitométriques. *p < 0,05 par rapport aux rats

témoins. Les données sont des moyennes + SEM, n = 6 par groupe.
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Figure 7 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
génique de I’isoforme 3A1/2 dans les microsomes de cerveau de rat. Un pg
de I’ARN total fut utilisé pour la préparation de I’ADNc. La réaction de
polymérisation en chaine fut quantifiée sur I’appareil iCycler Real-Time
Detection System grace a des amorces spécifiques. Le géne rapporteur fut celui
de la GAPDH. *p < 0,05 par rapport aux rats témoins. Les données sont des

moyennes = SEM, n = 7 par groupe.
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Figure 8 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur Pactivité
enzymatique de I’isoforme 3A1/2 dans les microsomes de cerveau de rat.
L’activité enzymatique dans les microsomes du parenchyme cérébral (100 pg)
ont été analysés par métabolisme du DFB en DFH. La production de DFH est
évaluée en pmole de DFH produit par pgramme de protéines par minute. *p <
0,05 par rapport aux rats témoins. Les données sont des moyennes = SEM, n =

11 par groupe.
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Figure 9 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 1A dans les microsomes de cerveau de rat. Un
homogénat de microsomes du cerveau de rat de chaque groupe (IRC, CTL,
PTX et IRC-PTX) (75 pg) et un contrdle positif commercial ont été analysés
par immunobuvardage de type Western. Des anticorps spécifiques pour
I’isoforme 1A1/2 de rat et pour une protéine constitutive, la GAPDH, ont été
utilisés. L’intensité des bandes protéiques est exprimée en unités normalisées

densitométriques. Les données sont des moyennes = SEM, n = 5 par groupe.
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Figure 10 : Effet de I’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 2C dans les microsomes de cerveau de rat. Un
homogénat de microsomes du cerveau de rat de chaque groupe (IRC, CTL,
PTX et IRC-PTX) (75 pg) et un contrdle positif commercial ont été analysés
par immunobuvardage de type Western. Des anticorps spécifiques pour
I’isoforme 2C11 de rat et pour une protéine constitutive, la GAPDH, ont ét¢
utilisés. L’intensité des bandes protéiques est exprimée en unités normalisées

densitométriques. Les données sont des moyennes = SEM, n = 5 par groupe.
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Figure 11 : Effet de ’insuffisance rénale chronique (IRC) sur I’expression
protéique de I’isoforme 3A dans les microsomes de cerveau de rat. Un
homogénat de microsomes du cerveau de rat de chaque groupe (IRC, CTL,
PTX et IRC-PTX) (75 pg) et un contrdle positif commercial ont été analysés
par immunobuvardage de type Western. Des anticorps spécifiques pour
I’isoforme 3A1/2 de rat et pour une protéine constitutive, la GAPDH, ont été
utilisés. L’intensité des bandes protéiques est exprimée en unités normalisées

densitométriques. Les données sont des moyennes + SEM, n = 5 par groupe.
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Discussion
Interprétation des résultats obtenus

Effet de PIRC sur I’expression des enzymes du CYP450

L’objectif principal de cette étude consistait en 1’analyse des répercussions de
I’insuffisance rénale chronique expérimentale sur I’expression et I’activité des
enzymes du CYP450 dans le cerveau de rat. Basée sur des résultats obtenus par
I’¢tude des enzymes hépatiques et intestinales chez le rat, I’hypothése avancée
propose une diminution des enzymes du cerveau causée par un facteur circulant
présent dans le sérum des rats atteints d’insuffisance rénale chronique. L’étude
du cerveau de rat atteint d’IRC démontre une diminution de 1’expression
génique et protéique de plusieurs sous-familles du CYP450. Celles-ci sont les
CYPI1A, CYP2C et CYP3A. L’expression protéique diminuée s’est traduite en
une diminution d’activité catalytique de CYP3A, évaluée par le métabolisme du
DFB. D’autres sous-familles ont été décelées dans le cerveau de rat : CYP2D et
CYP4A. L’expression protéique des CYP2D et CYP4A ne semble pas étre
modifiée chez les rats atteints d’insuffisance rénale chronique. Puisque les
isoformes CYP1A, CYP2CI11 et CYP3A jouent un réle majeur dans le
métabolisme des xénobiotiques, la diminution de leur expression et de leur
activité peut avoir d’importantes répercussions sur le métabolisme cérébral des
médicaments chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique.

Dans le but de cibler les facteurs responsables de 1’effet observé de I’IRC sur

les enzymes du CYP450, I’expression des enzymes a été mesurée dans le
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modele de rat PTX, c’est-a-dire chez des rats ayant subi une parathyroidectomie
chirurgicale. Les résultats obtenus permettent d’affirmer que la chirurgie,
consistant en 1’ablation des glandes parathyroides, permet de rétablir presque
complétement I’expression des enzymes de la famille des CYP450. Bien que la
parathyroidectomie ne rétablisse pas complétement 1’expression des enzymes
du CYP450, cette démonstration identifie clairement 1’hormone
parathyroidienne (PTH) comme un des responsables de la régulation a la baisse

des enzymes dans le cerveau.

Le fait que I’expression des enzymes ne revienne pas au niveau du groupe
témoin peut étre expliqué par plusieurs hypothéses. D’abord, il est possible que
I’ablation des parathyroides ne soit pas enti¢re et qu’une partie de la glande
poursuive la sécrétion. Cependant, cette hypothese est rapidement écartée
puisque les niveaux de PTH diminuent. Aussi, il est possible que des facteurs
autres que la PTH soient responsables de la diminution des CYP450. De ces
facteurs, mentionnons le parathyroid hormone related peptide (PTHrP), les
cytokines, ainsi que le fibroblast growth factor-23 (FGF-23) responsable

d’inhiber I’activité de la 1a-hydroxylase.

Le PTHrP est une prohormone sécrétée par presque tous les tissus normaux, et
participe a la régulation du tonus musculaire lisse, du transport calcique

transépithélial ainsi que du développement, de la prolifération et de la



75

différenciation de tissus et d’organes. Le PTHrP se lie au récepteur de la PTH
de type 1 avec autant d’affinité que la PTH elle-méme. [106] Des souris
mutantes pour le géne du PTHrP ou pour le récepteur de PTH de type 1
meurent a la naissance ou in utero, soulignant I’importance de ce facteur dans

les fonctions physiologiques. [107]

Le PTHrP demeure indécelable dans le sang de sujets normaux. Il agit de
maniére paracrine ou autocrine durant le développement feetal et adulte dans les
cellules et tissus sains, incluant I’épithélium, les tissus mésenchymateux, les
glandes endocrines ainsi que le systéme nerveux central. Le role précis du
PTHrP dans le systéme nerveux central demeure inconnu. Une étude démontre
que le récepteur de la PTH/PTHTP se situe a la membrane des astrocytes et que
I’activation du récepteur permettrait la différenciation astrocytaire. Il a
¢galement été avancé que le PTHrP pourrait constituer un médiateur de
I’inflammation du systéme nerveux central. Induit par le TNF-q, le PTHrP
induit a son tour I’expression de la cytokine pro-inflammatoire IL-6 dans les

astrocytes. [108]

Quant aux cytokines, plusieurs groupes de recherche ont soulevé le role des
cytokines pro-inflammatoires dans la régulation de 1I’expression des enzymes du
métabolisme des médicaments [109] Le role joué par les cytokines dans un
contexte inflammatoire peut donc étre considéré comme un facteur qui, tout

comme la PTH, serait responsable de la diminution de I’expression du CYP450
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dans le cerveau. Puisque la PTH, le PTHrP ainsi que les cytokines traversent la
barriere hémato-encéphalique, ils constituent des candidats potentiels a la

régulation des enzymes du CYP450 dans le systéme nerveux central.

Effet du sérum de rat urémique sur I’expression astrocytaire des

enzymes du CYP450

L’objectif de I’utilisation d’astrocytes en culture est de confirmer que les
facteurs responsables de la régulation a la baisse des enzymes du CYP450 se
retrouvent dans le sérum de rats urémiques. Ainsi, le modele de culture
d’astrocytes a été sélectionné dans le but de vérifier si la présence d’un facteur
circulant dans le sérum de rats urémiques pourrait étre responsable de la
diminution de I’expression des enzymes du CYP450 observée dans les
¢chantillons d’homogénat de cerveau de rats atteints d’IRC. Les astrocytes
expriment les enzymes des CYP450 et constituent un modele largement accepté
et utilisé dans la littérature. L incubation pendant 48 heures d’astrocytes sains
en présence de milieu contenant 10% de sérum de rats atteints d’IRC a permis
de confirmer 1I’hypothése d’un facteur circulant diminuant 1I’expression génique
du CYP2C11 de pres de 70%. L’expression des protéines du CYP2C11
démontre une diminution de 35%. Ainsi, I’effet du sérum sur I’expression des
enzymes dans les astrocytes en culture confirme notre hypothése que le ou les

facteurs responsables de cette diminution se retrouvent dans le sérum urémique.
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Comparaison des résultats avec les données de la littérature

Effet de PIRC sur I’expression des enzymes du CYP450

Tout d’abord, les isoformes du cytochrome P450 retrouvées dans le cerveau des
rats confirment les résultats précédemment publiés. Les isoformes CYP1A,
CYP2C11, CYP2D, CYP3A et CYP4A avaient été précédemment identifiés
dans le cerveau des rongeurs. Ces isoformes ont été détectés a la fois par PCR
et par immunobuvardage de type Western. L’activité des CYP1A, CYP2Cl1,
CYP3A et CYP4A a également été démontrée par d’autres groupes de
recherche dans des mode¢les de rongeurs. Puisque nous avons mesuré 1’activité
catalytique du CYP3A dans les microsomes obtenus a partir du cerveau de rat,
nos résultats confirment la présence d’enzymes fonctionnelles dans le cerveau

de rat.

Dans la littérature, peu d’études traitent de I’effet de 1’insuffisance rénale
chronique sur les enzymes du métabolisme des médicaments, et encore moins
de groupes ¢étudient le cytochrome P450 dans les structures cérébrales de rat.
Par contre, au moins un groupe a conduit des études démontrant 1’effet de
divers facteurs diminuant 1’expression des CYP450 dans le cerveau de rats,
telle que I’inflammation. [109, 110] Ces études démontrent que I’administration
de lipopolysaccharide (LPS) entraine une réaction inflammatoire susceptible

d’étre responsable de la diminution de I’expression du CYP1A1, détectée par
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immunohistochimie. L’action du LPS au niveau du cerveau résulte en la
production de nombreuses cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-q,, IL-1,
IL-2 et IL-6. De plus, I’étude souligne une diminution de 1’activité de CYP1A1
dans le cerveau de rats, illustrée par une diminution de I’activité

¢thoxyrésorufine-O-dééthylase.

En comparant 1’expression et I’activité catalytique du CYP450 dans le cerveau
avec les résultats obtenus par I’étude des enzymes hépatiques et intestinales, on
note quelques discordances. D’abord, 1I’expression protéique et génique des
enzymes de la sous-famille CYP1A demeure inchangée au niveau du foie chez
les rats atteints d’IRC. Cependant, la diminution est marquée dans I’intestin du
rat atteint d’IRC. On note, dans ’intestin, une expression proté¢ique de CYP1A1
diminuée de 43% par rapport a I’expression dans les animaux témoins. Au
niveau du cerveau des rats, on remarque une diminution statistiquement
significative d’au moins 35% de la protéine ainsi qu’une diminution de

I’ARNm, semblable a la réduction observée dans 1’intestin.

L’expression du CYP2C11 est diminuée dans le foie, mais demeure inchangée
dans I’intestin. Dans le cerveau, I’expression du CYP2C11 est diminuée de

fagon similaire au niveau du foie.

Le CYP3A semble étre la seule sous-famille étudiée dont a la fois I’expression

d’ARNm et I’expression protéique sont diminués dans toutes les structures
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¢tudiées, soit le foie, I’intestin et le cerveau. Bien que la diminution des niveaux
d’expression du CYP3A soient plus prononcés dans le foie et I’intestin, la
diminution de I’expression protéique dans le cerveau demeure substantielle :
pres de 50%. Cette diminution protéique pourrait étre responsable de ’activité
catalytique réduite aussi d’environ 40% du CYP3A, évaluée par métabolisme

du DFB.
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Effet du sérum de rat urémique sur ’expression astrocytaire des

enzymes du CYP450

Les études traitant de 1’expression des enzymes du CYP450 dans les astrocytes
sont nombreuses. Par rapport aux études publiées, I’expression des enzymes du
CYP450 dans les astrocytes est statistiquement diminuée pour le CYP1A1 lors
de I’administration de LPS, un agent entrainant une réponse inflammatoire. Il a
¢té¢ démontré que la diminution d’activité catalytique de CYP1A1 dans les
astrocytes est médiée par la relache de cytokines, puisque la pentoxifylline, un
inhibiteur de TNF-a, empéche la diminution d’activit¢ de CYP1A1 lorsque co-
administrée avec le LPS. [109] Ainsi, le TNF- a semble jouer un réle dans la

diminution de I’expression des enzymes du CYP450.

Des expériences comparables ont été menées, étudiant I’expression du CYP450
dans les hépatocytes en culture incubés avec du sérum provenant de patients et
de rats atteints d’IRC. Les résultats obtenus démontrent que le facteur soluble
responsable de la régulation a la baisse des enzymes du CYP450 possede un
poids moléculaire situé entre 10 kDa et 15 kDa [50]. Ces résultats supportent
I’hypothése que la PTH, ayant un poids moléculaire entre 10 et 15 kDa, pourrait
étre responsable de I’effet observé. Aussi, plusieurs cytokines de poids
moléculaire d’environ 15 kDa sont des inhibiteurs reconnus des enzymes du

CYP450.[110, 111]
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L’insuffisance rénale chronique est caractérisée par une réponse inflammatoire
systémique persistante. Un groupe a démontré le déséquilibre dans la synthése
de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) et de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10). [112] Ce méme groupe avance la preuve que les
niveaux de TNF-a sont supérieurs chez les individus ayant un taux de filtration
glomérulaire inférieur a 15 ml par minute par 1,73m’> comparativement a ceux

ayant une filtration glomérulaire normale.

Un groupe étudiant 1’effet des cytokines dans la diminution de I’expression de
CYPI1A conclut que le traitement d’astrocytes avec I’endotoxine
lipopolysaccharide (LPS) conduit a la diminution de I’expression et de ’activité
de CYPI1A. Puisque le LPS entraine la relache des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et IL-1, celles-ci constituent des candidats potentiels a
la régulation négative du CYP450 dans un contexte d’insuffisance rénale
chronique. Cependant, ce méme groupe remarque que 1’incubation des
astrocytes avec le TNF-a et IL-1p n’entraine pas une diminution aussi
importante que celle produite par le LPS. Ces données suggerent qu’un ou
d’autres facteurs, en plus des cytokines TNF-a et IL-1p, pourraient agir afin

d’entrainer la diminution observée de I’activité du CYP1A. [113]

Il est intéressant de noter que les résultats obtenus de I’incubation d’astrocytes
de rats en présence de sérum de rats atteints d’insuffisance rénale chronique

corroborent les observations faites chez les hépatocytes en culture. Les données
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précédemment publiées indiquent une diminution de I’expression et de
I’activité catalytique de I’isoforme CYP3A2. [114] Cette étude démontre que
I’incubation d’hépatocytes en présence de sérum de rat urémique diminue
I’expression des isoformes CYP2C6, CYP2C11, CYP3A1 et CYP3A2 de fagon

statistiquement significative.

Effet in vitro de 1a PTH sur les enzymes du CYP450 dans les

astrocytes en culture

L’incubation d’hépatocytes en présence de la fraction 1-34 de ’hormone
parathyroidienne a permis d’identifier la PTH comme un des facteurs circulants
responsables de la régulation a la baisse des enzymes du CYP450 dans les
hépatocytes. [55] La diminution observée chez les astrocytes en culture est
semblables aux résultats précédemment rapportés par 1’étude des hépatocytes

en culture incubés en présence de sérum de rat urémique.

A ce jour, aucun autre groupe de recherche ne s’est penché sur I’implication de

la PTH ou de la PTHrP dans la diminution de 1’expression des CYP450.
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Implications des résultats obtenus

Effet de PIRC sur I’expression des enzymes du CYP450

Responsables a eux seuls du métabolisme de plus de 50% des médicaments
commercialisés, les CYP2C et CYP3A hépatiques sont régulés a la baisse dans
le modele expérimental d’insuffisance rénale chronique chez le rat. Cette
diminution d’expression et d’activité a aussi été observée dans le cerveau de
rats atteints d’IRC. L’implication clinique d’une diminution de métabolisme
des médicaments dans le cerveau consiste en I’augmentation de la
biodisponibilité¢ des médicaments dans le systéme nerveux central menant
possiblement a une augmentation des effets adverses, voire méme une toxicité.
Le cerveau est un organe complexe et sensible sur lequel de trés faibles

concentrations de substance active peuvent avoir d’importantes répercussions.

Effet du sérum de rat urémique sur I’expression astrocytaire des

CYP450

Bien que le modéle de culture d’astrocytes soit largement accepté pour 1’étude
de I’expression des enzymes du cytochrome CYP450, d’autres types cellulaires
expriment ces protéines dans le systeme nerveux central. Les astrocytes
constituent le type cellulaire principal des cellules gliales, mais d’autres
cellules, tel que la microglie et les oligodendrocytes, pourraient exprimer les

enzymes du CYP450.
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Les neurones expriment les enzymes du CYP450 et leur culture in vitro
constitue un modele de recherche alternatif. Les études publiées qui étudient
I’expression des enzymes du CYP450 dans les neurones évaluent
principalement le role de ces enzymes dans le métabolisme endogéne tel que la
régulation de neurotransmetteurs, le métabolisme du cholestérol et la synthése
de stéroides. A ce jour, aucune étude n’a évalué I’effet de I’incubation de
neurones en culture avec du sérum de rat atteint d’insuffisance rénale

chronique.

Effet in vivo de 1a PTH sur les enzymes du CYP450

En déterminant que la PTH joue un réle important dans la diminution de
I’expression des enzymes du CYP450, I’hyperparathyroidie secondaire a
I’insuffisance rénale chronique chez les patients pourrait hypothétiquement étre

traitée afin de rétablir un métabolisme normal.

Le traitement de 1’hyperparathyroidie secondaire le plus commun est la
pharmacothérapie constituée de cinacalcet, un agent calcimimétique dont la
structure allostérique mime les effets du calcium et inhibe la sécrétion de PTH
par les glandes parathyroides. De plus, on traite I’hyperparathyroidie secondaire
par une di¢te restreinte en phosphore et en protéines avec des apports suffisants

en calcium sous forme de carbonate. Puisque 1’objectif du traitement consiste a
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abaisser les taux de PTH et a maintenir ’homéostasie du calcium et du
phosphore, I’utilisation de chélateurs de phosphore permet d’obtenir également
ce résultat. L utilisation d’analogues de la vitamine D permet aussi d’atteindre

cet objectif.

En extrapolant a I’humain les résultats obtenus dans le modele expérimental
chez le rat, il serait possible de rétablir I’activité métabolique des enzymes du

CYP450 en normalisant les niveaux circulants de PTH.
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CONCLUSION

Ces ¢tudes confirment que I’insuffisance rénale chronique affecte la
pharmacocinétique des médicaments suite a une diminution de 1’expression et
de I’activité des enzymes du métabolisme appartenant a la famille des CYP450,

plus particulicrement les CYP1A, CYP2CI11 et CYP3A.

Un des facteurs qui semble responsable de 1’expression réduite du CYP450 est
la PTH. La PTH a elle seule ne semble pas responsable de tout I’effet observé
et d’autres facteurs pourraient jouer un role dans la diminution de I’expression
des CYP450. Ainsi, il n’est pas exclu que les cytokines, dont les niveaux sont
augmentés dans un contexte d’insuffisance rénale chronique, soient en partie

responsables de 1’effet observé.

Par une ¢élimination rénale réduite et une diminution du métabolisme des
médicaments, I’IRC altére la pharmacocinétique des médicaments. Il serait
donc important d’évaluer I’effet de I'IRC sur les autres étapes
pharmacocinétiques, tel que I’absorption et la distribution. De récentes études
indiquent que plusieurs transporteurs membranaires d’influx ou d’extrusion des
médicaments seraient modifiés en IRC ou dans différents contextes
inflammatoires. Ces transporteurs sont entre autres la P-glycoprotéine [44, 115]

ainsi que le transporteur d’extrusion MRP2. [44]
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Puisque le métabolisme cérébral ne représente qu’une faible proportion du
métabolisme total de 1’organisme, les conséquences d’une diminution quoique
significative pourraient étre considérées peu importantes pour le métabolisme
systémique. Cependant, la diminution du métabolisme cérébral s’ajoute a la
diminution d’activité métabolique des enzymes hépatiques et intestinaux de la
famille du CYP450, ainsi qu’a une diminution de 1’extrusion des médicaments
des entérocytes. Ensemble, tous ces facteurs peuvent mener a une augmentation
de la biodisponibilité¢ des médicaments, donc a une augmentation des
concentrations circulantes des substances actives dans I’organisme, ainsi qu’a
une possible augmentation des effets adverses chez les patients atteints

d’insuffisance rénale chronique.

En conclusion, 1’étude des phénoménes pharmacocinétiques dans un modele
d’insuffisance rénale chronique expérimentale chez le rat permettra une
meilleure compréhension des modifications qui ont lieu chez le patient atteint
d’insuffisance rénale chronique. Ultimement, cela permettra un meilleur
ajustement des doses de médicaments chez ces patients, optimisant le traitement

thérapeutique et limitant les risques de toxicité.
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