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Définitions et concepts importants en toxicologie




Etymologie

Le terme “Toxicologie” vient du grec :
“Toxicon” (poison)
“Logos”(enseignement)

Littéralement la Science des poisons

Initialement la science des poisons d’origine végétale et animale...



Un peu d’histoire...

Description des effets toxiques de I'aconit,
du sulfure d’arsenic et de l'opium

2800 avant J.C g&-:------@

Crocus sativus

Ce manuscrit compile plus de 700 drogues

1550 avant J.C . o oas s frzen
et poisons dont il décrit les effets déléteres



Un peu d’histoire...

Concept de « Mithridatisation »

-120-63 avJ.C §EE---====-

40 - 90

- R B Atropine
Dioscoride « De Materia Medica »




Un peu d’histoire...

« Dosis sola facit venenum »

1493 - 1541 ........ \

Enseignement des poisons dans les études médicales

1794 - 1846

Détection de l'arsenic dans les échantillons biologiques

James Marsh

1960 Création du 1°" institut de Recherche spécialisé en Toxicologie en Allemagne
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La toxicologie, définition

La toxicologie est I'étude de I'effets nuisibles des substances sur les organismes vivants. Elle
décrit les différents types d’effets en fonction de la dose ainsi que les mécanismes d’actions
cellulaires, biochimiques et moléculaires et leur évolution cinétique.

Approche multidisciplinaire |=> comZ’:rr'nd;j;e;,:catzzr:jtriz)'(?qhue;ents

Biologie cellulaire et moléculaire,
Physiologie, Exposition
Chimie,
Médecine,
Physique, o
Ecologie des populations Toxicite
Epidémiologie, statistiques...etc. Danger ou atteinte

Intoxication

Risque

Connaissance la plus fine possible des perturbations induites par les xénobiotiques



Définition et propriétés des xénobiotiques

xénobiotique n.m.

Molécule d'origine étrangere a un organisme, présente exceptionnellement dans
I'organisme et qui n'est ni un substrat, ni un produit habituel des réactions
métaboliques.

Ces molécules de faible poids moléculaire sont de nature trés variée; elles regroupent
par exemple les contaminants alimentaires, les composés synthétiques ou leurs sous-
produits, les médicaments et les polluants environnementaux.

v' Ces composés sont généralement lipophiles; -

Wanna hang 04?7

| )
v' Passage membranaire par diffusion; b

-
36 I can't mix —~
-

\ with you quys.

Hydrophobe!

v Transportés par les lipoprotéines dans le sang,

science Gried arf. 208,

Nécessité d’une conversion chimique pour faciliter leur excrétion !




Origine des xénobiotiques

Xénobiotiques : substance étrangere introduite dans I'organisme

J Y

synthétiques naturels

Animaux

Champignons



latrogénese médicamenteuse

latrogénese médicamenteuse :
Du grec iatros = médecin et genos = origine, cause

Tout medicament des effets bénéfiques, mais aussi des effets indésirables.

Il peuvent provenir du medicament lui-méme, de son association avec un autre
medicament, de son incompatibilité avec le malade ou d’'une erreur de prise.

Spécificité versus sélectivité

Danger versus Risque
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Danger versus risque

Danger:

Mode d’action du toxique

DANGER |

Risque de chute avec dénivellation =

Risque :

Traduction de ce danger !

Toxicologie/Pharmacovigilance/Pharmacoepidémiologie
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L'exemple des medicaments tératogenes

Une substance dite « tératogene » est susceptible de provoquer des malformations chez les
enfants dont la mere a été traitée pendant la grossesse.

Dans la population générale, environ 2 % des enfants naissent avec une malformation majeure.
Un produit tératogene augmentera cette fréquence globale, ou seulement celle d’'un type
spécifigue de malformations.

Madicaments tératogénes avérés a proscrire pendant au moins les 2 premiers mois de grossesse, et si possible
au-deld. sauf indication exceptionnelle

# Acide valproigue [Dépakine®, Dépamide®, Dépakote®, Micropakine®)
+ Acitrétine {Soriatane®)
+ Digthystilbestral {Distilbénes)
# |sotrétincine par voie orale [Contracné®, Curacné®, Procuta®) et autres rétinoides oraux (alitrétineine —
Toctino&)
+ Misoprostol (Gymiso®, Misooned)
» Mycophénalate (Cellcept®, Myfortic® }
» Thalidomide
+ Testostérone et danazol (Danatrol @) (effet uniquemeant sur les foetus féminins)
# Antimitotiques, par exemple:
- Méthotrexate

Médicaments tératogenes a proscrire
pendant au moins les 2 premiers mois de
grossesse, et si possible au-dela, sauf i G R S
indication exceptionnelle —

» Carbimazole (Néomercazole®, Thyrozel®)
+ Anticoagulants craux (AVE)

= Warfarine [Coumadine®)

= Acénocoumarol (SintromE)

= Cyclophosphamide
= 1)

> Fluindions {Préviscan®)
» Certains antiépilsptiques :
- Carbamazépine (Tégrétol®)

= Phénabarbital et apparantés (Gardénal®, Primidanes).

— - Topiramate (Epitomax®)

* Malgré lewrs effets tératogénes connus et en raison de [eur bénéfice thérapeutique, les médicaments ci-
dessus pewvent étre utilisés pendant les 2 premiers mois de grossesse si aucune option thérapeutique plus sire
n'est disponible. La surveillance prénatale sera ciblée sur les effets décnts.

Fya

Centre de référence sur les agents tératogenes (lecrat.fr)



La notion de fenétre d’exposition

CRITICAL PERIODS IN HUMAN DEVELOPMENT*
- age of embryo (in weeks) > fetal period (in weeks] ———y/lme-full term
e 3 4 5 6 7 8 9 16 20-36 38
« indicotes common site of action olf teratogen.

period of dividing
zygote, implantation
& bilaminar embryo

polate  ear

external genitalia

susceptible to
teratogans

* Red indicates highly sensitive periods when teratogens may induce major anomalies.




Le thalidomide

THALIDOMIDE
NIGHTMARE

v} World’s legacy |

Utilisé a partir de 1957 pour traiter
I’état nauséeux de la femme enceinte

« Phocomélie », atrophie des membres
Implantation directe des mains et des pieds sur le tronc

14



La Dépakine

Troubles du spectre autistique

Atteintes neurologiques importantes

Retards psychomoteurs séveres

Malformations physiques

Spina bifida
Hypospadias

15



'exposome
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La notion d’« exposome » se réfere a la totalité des expositions (externes et internes)
auxquelles un individu va étre soumis tout au long de son existence
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Exposition aux xénobiotiques

Expositions professionnelles, intoxications accidentelles,
pollutions environnementales, facteurs liés au mode de vie...etc.

. 1 »
T J[EMISSIONS DANS L'AIR INTERIEUR®

FLUDIOXONIL GLUFOSINATE

Effet cocktail : exposition chronique a une multitude de substances
présentes chacune a des faibles doses

On estime que I’environnement chimique d’un individu
comprends en moyenne plus de 100 000 molécules différentes !!!

Certaines de ses molécules vont pouvoir entrainer
des effets adverses sur la santé des individus.

17



Echelles d’étude

Etude des interactions
entre un agent toxique et sa cible

Moléculaire Cellules Organes Individu Populations Environnement
et tissus  Organisme et écosystéme

Caractériser les perturbations induites par les xénobiotiques a différents niveaux

18



Toxicité d’organe cible

Il est primordial de connaitre les mécanismes toxiques a I’échelle de l'organe
afin de bien comprendre les conséquences cliniques d’'une exposition a un xénobiotique

High conductance channel (hypothetical)

L s
)

De l'individu

Moléculaire Cellulaire

Y

Toxicologie
clinique

Les notions anatomiques, histologiques et physiologiques sont essentielles

pour la compréhension des effets toxiques d’une substance chimique sur un organe cible
19



SCIES

Il existe un large spectre d’atteintes spécifiques au niveau des organes

Toxicité Organe Exemple de
affecté composé

% m ‘}WQ ! Hépatotoxique Foie Tétrachlorure de
Respiratory "

Blood/Carqifnvascular Toxicity Reproductive Toxicity car b one
Toxicity
@ %/\ Cardiotoxique Coeur Glycosides
- Myélotoxique Moelle Cisplatine
Ty osseuse
N |
* Ototoxique Oreille Aminoglycosides
Nephrotoxicity i nterne
Epigenetic Alterations/ @ | / , . . .
 GeneticTocy J L )M Néphrotoxique Reins Sels de cadmium
L &) ' ¢' Neurotoxique Systéme Acrylamide
Eyé Toxicity Hepatotoxicity Immunotoxicity nerveux
Pneumotoxique Poumons Paraquat

20
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Champs disciplinaires

Pour répondre a ces différentes problématiques, on distingue
de tres nombreuses spécialités dont voici quelques exemples non exhaustifs :

Tox° professionnelle
et industrielle

i 14

Toxicologie clinique Evaluation des risques

Probabilité

-8B |18 2 | 12

21



Lien entre exposition et effet adverse

Base mécanistique des évenements conduisant a une atteinte de la santé liée a I'’environnement

TOXICOCINETIQUE
Biodisponibilité
Absorption
Distribution
Métabolisme
Excrétion

TOXICODYNAMIE

Compensation
Dommages
Réparation

Voie, Dose absorbée, Pathologie(s),
durée, cible spécifique?, morbidité,
fréquence... Biomarqueurs mortalité

Représentation schématique des principaux parameétres inhérents a la réponse toxique

22



Voies d’exposition

cutanée

Excrétion

Muqueuse

ADME

Xenobiotique
Tractus Poumon .
gastro-intestinal | Oral J Absorption
- 'U;,,E‘[p;; T T T e | | veine ] L
pulmonaire pulmonaire |
Bile +=——| FDie | 4w Cerveau :
| |
l Cosur 1
» Veine cave 1 !
Aorte |
|4 !
Rein I
Foetus I
Urine Air expire

Les liens entre métabolisme et toxicité feront 'objet de la seconde partie de ce cours !



Passage des barrieres internes de l'organisme

Hémato-encéphalique Hémato-luiquidienne

Jonction serrée .
RS EENEEE)- Cellules endothélales
~ Lame basale
"= I
p ,“ | { E Astrocyte -

. Cellules épithéliales/ jonctions serrées au niveau
| des plexus choroides
(épendymocytes)

Cellules endothéliales des capillaires
cérébraux/jonctions serrées (péricytes/astrocytes)

“ "« cordon

ombilical

Foetus de 9'semais
Cellules de Sertoli/ jonctions serrées . 24



Toxicité des temps courts

‘ Exposition unique
Toxicité aigué

Quelques jours...

-

B a—

<1 mois

Etude a court terme
Danger immédiat pour I'organisme

Toxicité subaigué ‘t!

25



Toxicité des temps longs

Toxicité subchronique

< 3 mois

Toxicité chronique

> 3 mois

Le terme de toxicité chronique est moins normalisé et implique
généralement une exposition répétée a des doses non léthales

26



Seuil de toxicité

Risque

Effet linéaire sans seuil

Survient au-dela d’une certaine dose

Survient quelque soit la dose . Cya
quelq Sous cette valeur seuil, I'effet est considéré
—_ comme nul
Probabilité de survenue augmente avec la dose
L'intensité de la dose augmente a mesure que

I'on dépasse cette valeur seuil

27



Susceptibilité individuelle

Réponse
toxique

A

Sensible

Ecart type

h Dose

Variabilité interindividuelle

Etat physiopathologique

Statut génétique/ épigénétique

Facteurs comportementaux

Facteurs environnementaux

28



Effet dose / individu

Effet (nb de lésions@))

=

Dose (mg/g)

La relation dose-effet
est |la relation entre la

dose et Vleffet a
I’échelle de l'individu.

29



Effet dose / population

75%

50%|

La relation dose-réponse

désigne la relation entre la
25%) dose et le pourcentage
d’individus présentant une
atteinte spécifique.

Réponse (% de souris atteinte de @)

>

Dose (mg/qg)
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Meécanismes d’action en toxicologie

31



L'exemple de la toxicité cellulaire

Points d’attaque biochimiques des composes toxiques au niveau cellulaire

Cellulaire

Phosphorylation oxydante
- cyanure
- rotenon
- azoture
- fluorure

Na, K-ATPase
- digitale, vanadate

Membrane
plasmatique
- tensioactifs
- phospholipase
- peroxydes

Biosynthése de

~—— ER

protéines
- cycloheximide
- puromycine

N\ e

028,

(réticulum

Glycolyse
- arsenic

e,
end plas-
P
Canaux ioniques

- gramicidine

Approche mécanistiques,
voies de signalisation ?

Noyau

Synthése
de ’ADN
- actinomycine D

Synthése

de ’'ARN

- amanitine

- trichothécéne

32
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Effets cellulaires et moléculaires des xénobiotiques

Comme toute substance chimique, les xénobiotiques peuvent moduler
les processus cellulaires via plusieurs mécanismes plus ou moins spécifiques.

Xénobiotiques

|

Liaison cibles Modification de
ou récepteurs I'environnement

Propriétés

réactives

nucléophilie, électrophilie, oxydation...etc.

Cibles
moléculaires

Modifications ApH, gradients
activités électrochimiques

Modifications
chimiques

Parfois irréversibles Enzymes, facteurs de transcription...etc.

33
D’apres Coumoul, 2017



Meécanismes généraux modulés par les xénobiotiques

v’ Les mécanismes d’action et les voies de signalisation activées par les toxiques sont
particulierement nombreux et de nature variée;

v" Interactions avec les processus cellulaires physiologiques (homéostasie);

v" Trois types de voies de signalisation activés par les xénobiotiques.

Voies adaptatives Voies adaptatives

Voies non adaptatives

spécifiques générales

- Détection des xénobiotiques;  Voies ciblées par les

xénobiotiques en dehors de tout

- Mécani i icati - Activation de cascades de I
Mécanisme de signalisation | role adaptatif:

permettant d’activer leur | signalisation ayant un large spectre

élimination (RAh / CAR / ; de fonctions biologiques; ,
PXR...etc.); .

- Médicament utilisé pour

. . ; . L. | i
I~ Moins exclusifs aux xénobiotiques . perturber telle ou telle voie

biologi ;
Ces voies de signalisation sont ; (P53, NF-kB, NRF2...etc.); ; oloslate

essentielles dans l'interaction

, . - un polluant qui perturbe un
avec I'exposome .

systeme hormonal donné.
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Voies adaptatives spécifiques

Les récepteurs aux xénobiotiques ont fonctionnellement évolué en senseurs cellulaires,
capables de reconnaitre les stimuli endogenes et exogenes, afin de réguler la transcription
des génes codant pour les enzymes et les transporteurs assurant le métabolisme de ces

xénobiotiques.

'Y Xénobiotiques

S~

AhR, CAR et PXR

“‘\
.
“““
“-‘
.
l“

Régulation
transcriptionnelle

35



L'exemple du récepteur Ah

Inhibiteur du récepteur Ah

v Récepteur Ah ou AhR (aryl hydrocarbon receptor);

CHs

, . . . A . cp: 2 o7
v' 1l s’agit du premier récepteur aux xénobiotiques identifié; CHs “qu\”
O o
v’ Expression quasi-ubiquitaire chez les vertébrés. CH223191

Exemple de Ligands du récepteur Ah

cl 0 cl )
CI: : :o: : :CI Q\ /
Tceb Furane OH O N\>—s”o X
Quercetin N =
7 H \ 7
SO .
OQ (Clhn S A & 4 (Chn OmepraZO|e
PCB

B[a]P
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Structure et activation du récepteur Ah

NUCLEAR LOCALIZATION SEQUENCE

c
—
cl o cl

Dioxin

NLS NES NUCLEAR EXPORT SEQUENCE

b| H [L| H BASIC HELIX-LOOP-HELIX DOMAIN

Binding . Hep0l
ARAS9 binding

bHLH

100 aa

PAS ss=mvrsmoomain
1

TAD

-]

Dimerization

=TS

.......

Dissociation

Fixation du

ligand sur AHR Translocation nucléaire

Agonist Nuclear
binding Translocation
Complex of AHR,
Hsp90, and ARA9 &
(72}
3|3
- -
s | 3
3 z
Fixation du dimere
XRE: CACGCNAIT | \4’ sur les XRE
< e

TRANSACTIVATION DOMAIN

RN

.......

Transcription
Expression de génes cibles

37



Activation métabolique du benzo[a]pyrene

DNA and protein
adducts

other products
AhR T
T e l+
T CYP1AL 181, “
“ CYP1A1, 1B1 hydrolase 3A4, 251,COX
seotanle == 000
o

_
o™
B[a]P B[a]P-7,8-epoxide BaP-trans-7,8-dihydrodiol BaP-r-7,t-8-dihyrodiol-
t-9,10-epoxide

OH
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Activation métabolique du benzo[a]pyrene (2)

Réle protecteur de la GST : limitation du nombre d’adduits a TADN

BaP

O Adduits aux
. . éines ! i g
Quinones Radical Peroxidase b Hydroquinones
‘—
1,6::3,6: 6,12 cation i
i ERO
ERO Stress NQO
Stress CYP 450 oxydant 1
oxydant
4
- . Phénols ;
7 . ; EH -
Radical Epoxyde: Epoxydes »| 1.OH.3.OH.6-OH. Qulnf)nu<
N 7.8-oxyde 4.5:9.10 1.6:3.6:6,12
semi-quinone proes 7-OH, 9-OH "
/\- EH EH T
Adduits Adduits Conjugués .
stables & diépurines i Glutathion e 7
I"ADN I"ADN y GT/ST Diphénols
Diols
Adduits aux . GT
protéines 7,8-diol 4,5:9,10
CYP 450 AKR
L
Conjugués
Tétraols 4———‘ 7.8 BPDE | | O-quinones ghmereniae’s

Phase 11
A NQO1L: NAD(P)H-quinone oxydoréductase |
Formation de G p— " T —
O e Bt Adduits Adduits Adduits aux ERO GT: Glucuronosyl transférase
Pt o stables a dépurinés a protéines Stress oxydant ST: Sulfotransferase
Stress oxydant 'ADN ADN GST: Glutathione S transférase

%  Excrétion

ulfate

Phase 1
BaP: Benzo[aJpyréne
CYP 450: Cytochrome P 450
EH: Epoxyde hydrolase
AKR: Aldo-keto réductase




Le stress oxydant

|

| |

OXIDATIVE

“Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance
prooxydants/antioxydants en faveur des premier qui entraine
des dommages oxydatifs a I’encontre des biomolecules”

|\

1985 Helmut Sies

“Le stress oxydant est une perturbation de la signalisation
redox et une perte de contréle de I’"homéostasie redox”

Jones DP, Antioxid Redox Signal, 2006
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Stress oxidant et pathologies

b_ll".-
!
&sP
A &
2 i
3 i \(’bﬂ
E’ -
e oL ] 3
o o & &
.g_‘"z? %:" .;}G & ;_,;E- E.{h a:."? _Q‘an -{Q}
o 2 & o R & 8 o g a8 & s
i e B o z’,‘i’ﬁ'ﬂ‘ e &
38 B & o Eﬁz' @ & S a0 of T Nt
k8 2 Q.n} : &L

¥anthine oxidase
Mrf2
Protein carbonyls

; 3-Mitrotyrosine

- 3-Chlorotyrasine
Protein thiol/disulfide
Pratein glutathionylation
GSH/GS5G
Cysteine/cystine
oxLDL
4-Hydroxynonenal
Malondialdehyde
F2-lsoprostane
8-ox0-dG (8-0H-dG)
Asymmetric dimethylarginine
AGE

41
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Balance anti/pro-oxydante

Agents antioxydants versus espéeces pro-oxydantes

antioxidants sources of ROS/RNS

« CAT * Mitochondria (O,*, H,0,, ...)

+ SODs + Peroxisomes (H,0,, O,*, ...)
STRESS * PRDXs * ER (H,0,, ...)

+ GPXs * NOXs (0,%)

+ GSH * NOSs (*NO, 0,*)

* vitaminsCandE - ..

CoA-SH A
.. $
o
X,
g
-4
s
A :
o
2
=
8
-4
S
Déséquilibre de la balance -
(060
health pathology
ROS levels ]

De nombreux xénobiotiques vont pouvoir étre a l'origine d’un stress oxydant, en induisant des
quantités d’importantes d’ERO, mais également en altérant les défenses antioxydantes.
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Propriétés réactives

v Nucléophilie, électrophilie, oxydation, réduction;

v" Modifications chimiques de leur cible(s) moléculaire(s)

v’ Liaisons covalentes parfois irréversibles.

Ubiquitination _,SH

. R su
Nrf2 Kea’g‘su

Oxidative and
electrophilic stress -s

™ Pseapn T

l'ﬂ -~ Nuclear

accumulation

Nrf2 target genes

Thiol redox homeostasis
Detoxification via glutathione (GSH)
Protein degradation/quality control
Pentose phosphate pathway (NADPH)
Oxidoreductases

SOD, catalase, metallothioneins, etc.

Kim et al., 2012

’

Bla]P

(BP

Bla] Pdiol-époxyde
oD
Q

13
o 0)
-
%
:
RS
HO N g,
N "'. %
74 \> - Ny ¥
F‘ kr

* Espices réactives de I'oxygéne
3
"

l Métabolisation

Ho

j\ N
0

HN

DHl
N

HO, OH
_ AY

P

/ __
Y
Y ADDUITS

i

pre-fynaplic
neUron

past-synaptic neuron
of miuscle el

B Ach
H ACh Receptor

.-k- Signal transmission
) ACh Esterase

B Organophosphate pesticide (OF)

http://depts.washington.edu/opchild/acute.html



Les radicaux libres

Il s’agit d’atomes ou de molécules hyper réactifs dont une orbitale périphérique contient un
électron célibataire non apparié;

Ce déséquilibre peut étre comblé soit par I’acceptation d’un autre électron, soit par le
transfert de cet électron libre sur une autre molécule;

Si cet électron est transféré a une autre molécule, celle-ci subit une oxydation et devient
alors tres réactive;

L'électron libre acquis par cette molécule va de nouveau pour voir étre transféré a d’autres
molécules,

Ce phénomene va étre a l'origine d’oxydations en chaine.
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La peroxydation lipidique (LPO)

v’ La peroxydation lipidique est une réaction radicalaire en chaine qui peut
provoquer une altération structurale et fonctionnelle des membranes
cellulaires;

v’ Les AGPI sont les plus susceptibles aux attaques radicalaires et générent des
peroxydes lipidiques tres réactifs;

v Via cette polymérisation radicalaire, ces peroxydes vont a leur tour
attaquer les structures biologiques et nuire en particulier a I'intégrité des
membranes biologiques.
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Mécanisme de la LPO

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH

l. Phase d'initiation

Réorganisation
des doubies ligisons

/\/=\/=\/\/(—-*/\/=\/_\/\/‘—-\/\/V=\/\

Acide gras palyinsaturé Radical .';_p;d;que
(L) L)
Il. Phase de propagation

Diéne conjugué

H O0H e G WWCD{JH ——

Diéne conjugué Radical peroxy!
{LOO)
Il. Phase de terminaison
L + L —-- |-

LOO + LOO = LOOL + H,0

L]
Radical lipidique
+

VWV

’

Hydroperoxyde lipidique
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Stress oxydant et atteintes cellulaires et moléculaires

Stress oxydant

/ \
»
Oxy#tion

Nitration

l’ l Peroxydation
Altération des _ lipidique
: Oxydation
recepteurs, l
Enzymes, l
transporteurs Altération
Cassures membranaire
Modifications
des bases
\-"""'—-—-_
—

Atteinte cellulaire



Réle du métabolisme dans la toxicité des médicaments
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Propriétés des xénobiotiques

v Ces composés sont généralement lipophiles;
v Passage membranaire par diffusion;

v Transportés par les lipoprotéines dans le sang,

Hey oil!
Wanna hang ou4?

(; 3: [ can' mix —
\ Rty

" Hydrophobe!

science Cried art. 20,

Nécessité d’une conversion chimique pour faciliter leur excrétion !
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Meétabolisme des xénobiotiques

v Le métabolisme des xénobiotiques permet généralement de protéger 'organisme
en cas d’exposition;

v il est donc essentiel pour permettre I’élimination des molécules toxiques;

v |l se déroule en deux phases afin de transformer le xénobiotique en un métabolite
plus hydrophile, afin de faciliter son élimination;

Le foie est un organe clé dans le métabolisme des médicaments et des xénobiotiques

v Les xénobiotiques absorbés au niveau intestinal vont étre préférentiellement
transformés au niveau hépatique avant d’intégrer la circulation générale (effet de

premier passage, cycle entero-hépatique) mais aussi au niveau des reins, du tube

digestif, des poumons, de la peau et des enzymes plasmatiques. -



Prise en charge enzymatique des xénobiotiques

Molécules Molécules
lipophiles polaires

Réaction de phase | :
Fonctionnalisation

Réactions de phase Il : Conjugaison

Elimination : excrétion biliaire / élimination rénale
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Biotransformation des xénobiotiques

Xenobiotique i R _

J Phase Il

~— Phase |
Phase 0 b Gl —>
o ‘ ex: CYP, FMO, EH :

ex: P-gp

/R Phase [l

ex: UGT, SULT,
GST. NAT

\ 4

— Elimination

D’apres Buatois et al., 2014
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Réactions de biotransformation

v' Le terme "biotransformation" désigne les modifications chimiques que subissent
les molécules dans l'organisme pour donner naissance a des métabolites.

v’ Les biotransformations sont principalement effectuées par réactions
enzymatiques.

v La principale fonction des biotransformations est de rendre hydrosolubles des
molécules lipophiles afin d’en favoriser I’élimination de 'organisme.
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Inactivation métabolique

Principe actif Molécule toxique

Inactivation métabolique
(Détoxification)

Métabolite inactif
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Activation métabolique

Prodrogue Molécule non toxique

Activation métabolique

Métabolite actif Meétabolite réactif
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Fonctionnalisation : phase |

Fonctionnalisation

Création d’un groupement fonctionnel -OH, -NH,, -COOH, -SH

+0, -H* 0, +H* +H,0

Rupture liaison covalente

Hydroxylations

Désalkylations
+H,0

Désaminations
Addition électrophile d’'une molécule

d’eau sur un composé organique Desaminations

ETC...
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Reéactions mediees par université
PARIS-SACLAY
les enzymes de Phase | FACULTE D
0xydation Hydroxylations Cyt P450, FAD
N et S oxydations Cyt P450
Déakylations oxydatives Cyt P450
Déaminations oxydatives MAO
Désulfuration oxydative Cyt P450
Oxydations alcools, aldéhydes ADHase
Dioxygénase Péroxydase
Réduction Aldéhyde — Alcool ADHase
Acide — Aldéhyde ADHase
Azoique—__, Amine Azo-réductase
Nitro Amine Cyt P450

NADPH quinone oxydo-réductase

HYd rolyse Coupure ester Estérases
Amides Peptidases
Epoxide Epoxide hydrolase

57
FAD : flavoprotéines ; MAO : MonoAmine Oxydase, FMO : FAD containig monooxydase



Les cytochromes P450

v' Pigment 450 = absorption maximale a 450 nm;
v’ Activité monooxygénase;

v’ Les CYP450 catalysent une oxydation en utilisant de l'oxygéne et du NADPH
(nicotinamide réduit).

Assurent des réactions d’oxydation :
e hydroxylation
* cpoxydation

e oxygenation des hétéroatomes
¢ deésalkylation des héteroatomes
e transferts oxydatifs de groupes
* déshydrogeénation

Cytochrome
P450 1A2
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Nomenclature

Codification Exemple : CYP1A2
Cytochrome P450 CYp CYP
Famille Un chiffre 1
« sous-famille » Une lettre majuscule A
(is:f:;f:zr:/‘:e) Un nombre 2

v’ =481 génes : 107 codant des CYP chez ’lhomme/ 57 enzymes caractérisées;
v" Principalement exprimés au niveau hépatique chez les mammifeéres;

v’ Environ % sont impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques.

CYP1,2et3 » Metabolisme des xénobiotiques

CYrP4,5,7,8,11,17,19, 20,21, — Meétabolisme des substrats endogénes
24,26, 27,39, 46 et 51




Role des CYP dans le métabolisme des médicaments

1004

Percentage of drugs

-
(9]
|

50—

B CYP3A

0 CYP2ET

B CYP2D6

‘ | CYP 1 CYP2C19
H Metabolism O UGT 0 CYP2CO

[ Renal H Esterase [ CYP2B6

H Bile £ Other 1 CYP1A

Modalités d’éliminations
des 200 médicaments les plus prescrits

Wienkers & Heath, 2005

CYFLAI
Benzalajparene and her polycselic anoeani
hydrocartons

CYP1A2

Acetaminophen

2-Acelylaminofl vonene

4-Aminohipheny]

2 Aminofluorens

2-Maphthylamise

ME*

Aumins acid pyrredvais prodods
(DM, M), Ml Cils P-1,
Gilu P-2 1}, PhIF, Trp P-1, Trp P23

Tacrine

CYPIAG
-Pireosdiethy lamine
MMNE®

CYPIBn

fi-Aminochrysene

Cyvelophosphamidi

Tleegitaainiak:

CYP2OCR, 9, 18, 19
Tiemilic acid
Walproac ackl

CYPIIW
MMNE™

CYPFIE1L

Acetaminophen

Adrylonitrile

Benze i

Carban tetrachhnkde

Chibarodorm

Dichloromethane
1, 2-Drichlcmipropams:

Ethylene dibromide

Ethylene dickboride

Ethyl carbamiie

Halothame:

=P e iy kaiia:

Sayrens

Trichlorothylene

Wiyl chilarice

CYP3A4

Acetaminophen

Aflatonin By and G,

fieAminochrysene

Benxalalperene 7 8-dihydrodiol
Cyilophesphamil:
Bicegplaamicke
|-Mitropyrens
Seerigmalocystin
Sanucionme
Trisl2 I-dibramoprapyly phasphate

CYPLAWII
Mane known
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Substrats des cytochromes P450

FATTY ACIDS/ RETINOIC

XENOBIOTICS EICOSANOIDS ~ STEROIDOGENIC ~ BILE ACIDS ~ VITAMIND  ACID UNKNOWN
CYPIAI CYP2FI CYP2UI CYPI1Al CYP7AI CYP2RI CYP26A1  CYP4A22
CYPIA2 CYP2J2" CYP4AII CYP11BI CYP7BI CYP24Al  CYP26BI  CYP4XI
CYPIBI CYP2SI CYP4F2# CYP11B2 CYP8BI CYP26CI1* CYP20AI
CYP2A6 CYP2WI CYP4F3! CYPI7A1 CYP27A1'  CYP27BI CYP27C1
CYP2A13 CYP3A4% | CYP4F8 CYPI9AI CYP39A1
CYP2B6 CYP3AS5 CYP4F11 CYP21A2 CYP46A1
CYP2CS’ CYP3A7 CYP4F12¢ CYPS1A1#
CYP2CY’ CYP3A43 CYP4F22
CYP2CI8 CYP4V2
CYP2C19 CYP4Z1
CYP2D6 CYP5A1%
CYP2EI CYPSAI™

Note: CYP2A7 and 4B1 are full-length genes that probably encode inactive enzymes due to lack of heme incorporation.
“Also involved in fatty acid and eicosanoid metabolism.

‘Also involved in vitamin D metabolism.

*Also involved in vitamin E and vitamin K metabolism.

SAlso involved in xenobiotic metabolism.

“Also involved in retinoic acid metabolism.

"TAlso involved in bile acid synthesis.

*Also involved in cholesterol biosynthesis.

SThromboxane A synthase (TBXAS1).

““Prostaglandin I, (prostacyclin) synthase (PTGIS).



Caractere inductible du métabolisme

v 'exposition a un xénobiotique est généralement responsable de I'induction d’un
systeme enzymatique capable d’assurer la prise en charge de cette molécule;

CYP1A1 protein in HepG2 cells after 48 h

L

#T10Z “|e 12 BUIOAON

v’ Caractére adaptatif de la réponse toxique: l'organisme ne produit la machinerie
enzymatique pour métaboliser et éliminer une molécule que s’il a détecté sa
présence;

v’ Bien que généralement bénéfique pour l'organisme, le métabolisme des
xénobiotiques peut parfois paradoxalement étre a I'origine d’'une toxicité exacerbée
en générant des molécules ou métabolites plus toxiques que la molécule native.
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Hépatotoxicité du paracétamol

NH-CO-CH, NH-CO-CH,

Formation d’un
métabolite toxique

O-glucuronide UDPGA/UGT PAPS /SULT O-sulfate
. y 55% NH-CO-CH, 30% . -
glucuroconjugaison ” sulfoconjugaison Organe cible = foie

PARACETAMOL

OH  oxydation

10% | CYP 450 2E1 (+ 1A2, 3A4)

— 2 voies de détoxification :
COCH, conjugaisons ™ élimination

— 1 voie de toxification :
CYP450 2E1 (+ 1A2, 3A4)

(@)

N-acétyl-p-benzoquinoneimine (NAPQ)

Control Ethanol

CYP2ET e et s s

B-actin W sumw ~—= s - '
CYP2E1/B-actin: 2.5£0.6 5.310.4*

Antidote : N-acétylcystéine permet de restaurer le glutathion.




Les enzymes de phase |l

Les enzymes de phase Il ou de conjugaison sont des réactions de synthese
qui conduisent généralement a un produit hydrosoluble, peu ou pas actif,
éliminé dans | urine ou dans la bile.

On distingue :

R-OH-
Médicament
Ou
Métabolite

La glucuronoconjugaison

1

La sulfoconjugaison

Médicament conjugué

Métabolite conjugué

R-O-R

Ou

La méthylation

i

L” acétylation |

Elimmnation |

La conjugaison aux acides aminés
La conjugaison au glutathion

Métabolisme des époxydes

© N o U B w nNoRE

Formation des thiocyanates

Groupe transféré R

Enzymes impliquées

Nom de la réaction

Acide glucuronique

UDP Glucuronyltransférase

Glucuroeconjugaison

Sulfate

Sulfotransférase

Sulfoconjugaison

Methyl Méthyltransférase Alcylabon
Glutathion Glutathion transférase
Acétyl Acétyl transférase Acétylation
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Les enzymes de phase |l

Major metabolic ' Formation of Metabolism of || Metabolism of Metabolism and = Conjugation of
pathway of xenobiotics | | highly water- aromatic xenobiotics with | detoxification aromatic and
in mammalian species soluble sulfuric amines and amino, thiol and = pathway of aliphatic organic
(except for members of || acid ester sulphonamides  hydroxyl groups = reactive species  acids (c.g.
the cat family) salicylates)
N I L I e M
: Enzyme: UDP- Enzyme: Enzyme: Enzyme: Methyl-  Enzyme: Enzyme: Amino
: glucuronosyl Sulphotransferases || Acetyl transferases Glutathione-S- acids-transferases
: transferases (UGTs) (SULTs) transferases transferases
L I I e By -
Cofactor: uridine-5- Cofactor: 3-phos Cofactor: Cofactor: S- Cofactor: Cofactor:
diphospho-a-D- phoadenosine-5- Acetyl- adenosylmethioni | Glutathione Coenzyme A
glucuronic acid (UDP- phosphosulfate coenzyme A ne (SAM) (GSH) (CoA)
GA) (PAPS) (Acetyl-CoA)

65



La glutathion S-transferase (GST)

Le glutathion : participe aux systéemes enzymatiques

NADPH
DP*
Réduit !
ROOH 2 GSH
Localisation cellulaire GSH

cytosol peroxidase

noyau

mitochondrie GSSG 4|

RE Oxydeé !

ROH + H,0

Synthése augmentée par la N-acétylcystéine
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Facteurs de variation du métabolisme

Génétiques

Physiologiques

Environnementaux

Pathologiques

Meétaboliseurs lents
VSs.
Métaboliseurs rapides

Le nourrisson présente une certaine immaturité enzymatique

L'age diminue les capacités métaboliques

Mode de vie (alcool, tabac)
Alimentation (jus de pamplemousse)

MEDICAMENTS !!!

Dommages hépatiques (NASH...etc.)
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Le polymorphisme génétique

—-_— ——— —-_—
—_-— —_-— —_-—
l l l [ Patients with same diagnosis

Pas de géne actif: 1géne actif 2 génes actifs Plus de 2 génes actifs ’
lents Rapides ou rapides ultrarapides ‘ * t
intermédiaires *

Molecular basis of CYP polymorphism * * *

Predicted good Predicted poor Predicted increased
y A response to Oor non response toxicity risk
tested drug Use different drug Decrease dose or

use different drug

TRENDS in Genetics

;‘-—""-‘-—
=<V
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'exemple de la codéine

HO CH0
b
o) (0]
—CH, CH,
HO codéine 6-glucuronide HO
morphine codéine

(1) Glucuroconjugaison

P codeine “
(3) O-Déméthylation (2) N-Déméthylation
/ CYP 2D6 CYP 3A4\
,7 morphine norcodéine
Glucuroconjugaison \ / Glucuroconjugaison

N-Déméthylation O-Déméthylation

morphine 3-glucuronide (M3G) \ / K

morphine 6-glucuronide (M6G) normorphine norcodéine-glucuronide
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Interactions médicamenteuses

CYP2C9 v" Anticoagulant oral (antagoniste de la vitamine K, AVK);

v' Son métabolisme est augmenté par la carbamazépine, la
rifampicine ou le tBHQ (additif alimentaire E319);

v' Afin de maintenir l'effet anticoagulant, il faut augmenter les
doses de warfarine, exposant ainsi a un risque hémorragique a
I'arrét de I'induction si on ne corrige pas les doses d’AVK.

Warfarine

Exemple d’interaction médicamenteuse par induction enzymatique

>

60

Warfarin Spmol kg™ p.o.
.

1
Interaction métabolique ; I
g .
Interaction ;o N\
pharmacodynamique ]

Hours
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Différences métaboliques inter-especes

Exemple de molécules toxiques pour le chien et le chat

9] FHs H O

s ¢
N : Y om
HN
/J\ | /> /O/\ﬂ/ Cl =N
N O
& o G
CHs

Théobromine Paracétamol Oxazépam

Amines hétérocycliques (HAAs)

Human hepatocytes formed dG-C8-HAA-adducts at levels that were up to 100-fold
greater than the amounts of adducts produced in rat hepatocytes.
Nauwelaers G et al., 2011

Il est donc primordial de prendre en compte ces différences
lors de I’évaluation toxicologique d’une substance chez I'lanimal
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A retenir impérativement ©

Conséquences pharmacologiques

Phénotype Effets sur [médicament] Comptlasés actifs Prod'rogues

= &
o ERAYAVAYAVAYA
etaboliseurs Index TPy Pas d’effet
lents Ll Toxicite thérapeutique
;tps
% '
=
Métaboliseurs 3 ndex . oy 7 s .
g IAVAVAVAYAYANE P Efficacité thérapeutique
=tps
% &
=0
Métaboliseurs i3 — Pas d'effet Toxicité
ultrarapides thérapeutique thérapeutique OXICIte
JAVAVAVAVAVAN
=tps
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Liste inducteurs/inhibiteurs P450/Pgp

Document disponible au téléchargement dans I'espace eCAMPUS UEM 901

Interactions medicamenteuses, cytochromes P450 et P-glycoprotéine (Pgp)

https://www.hug.ch/sites/interhug/files/structures/pharmacologie_et_toxicologie_cliniques/

a5_cytochromes_6_2.pdf

Substrats des cytochromes P450 et de la Pgp B Majeure Mineure | ! Métabolite actif

o = o = o
IE8EZ8R3 B =g REBEZREIE

acénocoumarnl | | lravirine paroxéting |

acide méfénamique everolimus phénobarbital [

acide valprofque felbamale phenprocoumone

agomelating L] félodipine phénytone

alfentanil fentanyl pioglitazone |

alprazolam fexofénadine piroxicam

amiodaraone finastéride posaconazole

amitriptyline flécamide prasugrel H T[T

amlodiping fuoxétine prednisolone

apixaban flurbiproféne primidone

aripiprazule fluvastatine proguanil |

artéméther fiuvoxamine prométhazine |

atazanavir galantamine _ propafénone ] 1

atomoxétine géfitinib propofol ||

atorvastatine nestodéne . proprandlol ]

bisoprolol glibenclamide quétiapine

boceprevir glicazide quinidine

hortézomib alimépiride guinine [ ]

bosentan graniselron ranitiding

bromocnptine Orazoprévir rabéprazole | ]

buprénorphine halopéridal . H réboxgtine

bupropion fiydrocodone répaglinide ||

caféing ibuproféne | rifabutine

cannabidiol ifosfamide rilpivirine

carbamazépine imatinib rispénidone

carvidilol Imipraming ritonavir

céle:mllii - imw’r - rivaroxaban

celipro | 1 rtan saquInavir |

chiorphéniramine || isradipine . : saxagliptine

ciclosporing ilraconazole sertraline

citalopram nazole sildénafil L

clarithromycing lansoprazole || simeprevir
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