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ABC
ADN
AhR
ARN
BCA
BPE
BSA
CA-4
CAR
Cdk
CENP
CLHP
CNV
COL
COX
CRPC
Ct
CYP
DHT
DMSO
DMT
DNMT
DO
DRE
DTT
ECL
EDTA
EGF
EGTA
EMX
ERO
FAD

ABRREVIATIONS

ATP-Binding Cassette

Acide désoxyribonucléique

Aryl hydrocarbon Receptor

Acide ribonucléique

Acide bicinchoninique

Bovine Pituitary Enzyme

Bovine Serum Albumin
Combrétastatine A4

Constitutive Androstane Receptor
Cyclin dependent kinase

Centromere Protein

Chromatographie Liquide Haute Performance

Copy Number Variation

Centre Oscar Lambret
Cyclooxygenase
Castration-Resistant Prostate Cancer
Cycle threshold

Cytochrome P450
Dihydrotestostérone
Diméthylsulfoxyde

Dose Maximale Tolérée

DNA MéthylTransférase

Densité Optique

Dioxin Response Element
Dithiothréitol

Enhanced Chemiluminescence
Ethylenediaminetetraacetic Acid
Epidermal Growth factor

Ethylene GlycolTetraacetic Acid
Enzyme du Métabolisme des Xénobiotiques
Especes réactives de 'Oxygéne
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Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
XIAP X-linked Inhibitor Apoptosis Protein
XRE Xenobiotic Response Element
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INTRODUCTION

La conception rationnelle d’'un médicament impligere tout premier lieu la bonne
connaissance des cibles potentielles présentegesioderégulées dans le tissu touché par la
pathologie et impliquées dans le déclenchementéwolution de la maladie. A mesure que
les connaissances en biologie humaine s’étoffansait par exemple dans le cancer, qu’un
certain nombre de récepteurs membranaires deagitds enzymatiques... souvent produits
d’oncogenes ou de géenes suppresseurs de tumeuvenpétre visés par de petites molécules
chimiques et des études de relation structureiseipermettent continuellement d’optimiser,
régulierement, l'interaction entre la molécule aéa thérapeutique et sa cible moléculaire.
Cependant, ces étudesnwitro » menées sur des enzymes isolées, des réceplauds ou
des cellules isolées doivent étre complétées paetleles pharmacocinétiques pour suivre le
comportement et le devenir du composé dans un isrgarvivant.

C’est I'objet des études pharmacocinétiques (ADME§ctuées sur un médicament qui
consistent & modéliser s@bsorption, saDistribution dans I'organisme, sdviétabolisme,
c’est-a-dire comment I'organisme procede a sa toamstion et enfin soflimination. Ces
tests menés sur I'animal en essais précliniques aui 'THomme en essais cliniques de phase
| permettent d’identifier le devenir de la nouveatelécule au sein de I'organisme en fonction
de son mode d’administration et de révéler une t&ede modification de son efficacité et/ou
de sa toxicité en relation, en particulier, avet setabolismén vivo.

La précocité de cette étape reconnue maintenanimeoroapitale par l'industrie
pharmaceutique ne prend cependant pas en comgptsdaptibilité individuelle des patients.
Cette notion, tres difficile a évaluer de maniéystédmatique, devrait pouvoir considérer les
différences émanant du patient lui-méme (telleslgagolymorphismes) mais également les
dérégulations au niveau cellulaire par rapport @abitudes de vie du malade et aux
conditions environnementales auxquelles il est ssuen particulier de part la nature des
pollutions qui constituent son environnement pengbou professionnel.

Cette recherche de « thérapies personnaliséesse gdanc entre autres par la recherche
des modifications induites par cet environnement $s schémas classiques de
biotransformation des médicaments candidats.

Etant donné I'expertise de notre groupe de recleedams la conception rationnelle de
molécules a visée anticancéreuse potentiellemeaivieaadans le traitement du cancer de la
prostate, nous avons retenu cette pathologie maayer de développer un schéma d’étude du

retentissement de I'environnement sur 'efficacitén médicament, schéma qui pourrait étre
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par la suite élargi a toutes les enzymes du méasabeldes xénobiotiques et a des mélanges
de polluant.

Apres avoir justifié successivement la patholodi¢aecible retenue, le choix de nous
focaliser sur le métabolismaa les cytochromes P450, et I'importance du polluatenu, le
cadmium, dans le contexte de notre région, nouseptérons dans ce travail de these les
résultats obtenus concernant l'effet de ce pollug@iimentaire et atmosphérique) sur
I'efficacité d’'un inhibiteur de la polymérisationeda tubuline, la Phenstatine (et de ses
meétabolites) sur la prolifération de cellules casaées prostatiques. L'explication de ces
activités pharmacologiques a ensuite été rechemmh&eaivant les variations d’expression des
géenes CYPs induits par la présence de cadmiuns ehdalifications post-transcriptionnelles

qui pourraient survenir au niveau des microARNS.

13



ETAT ACTUEL DU SUJET




Etat actuel du sujet

PARTIE 1 : INTERET D’UNE NOUVELLE VOIE DE RECHERCHE DANS LE
TRAITEMENT DU CANCER DE LA PROSTATE

Méme s’il apparait un léger ralentissement danaghaentation de l'incidence du
cancer de la prostate en France (168 850 cas &) 328 380 en 2005, 346 900 en 2009 et
357 700 en 2010)(y. 1), cette pathologie reste la premiére cause dealitéravec, en 2010,

prés de 150 000 déces. Sur la base d'une connegssamperpétuel progres, de la maladie, la
recherche essaie d’innover dans le traitement tte pathologie liee a une dérégulation du
programme génétique en intervenant aux différstaides de la progression tumorale.

La multiplication anarchique qui apparait a laeswtune dérégulation du processus de
division cellulaire (altération génétique au nivelas oncogenes et des géenes suppresseurs de
tumeurs impliqués dans la survenue, la progressdioprocessus tumoral et le contrdle du
cycle cellulaire) a, depuis plusieurs dizaines d&es, constitué la cible des traitements dits
« cytotoxiques » (anti-métabolites, agents alk@amttercalants...). A I'heure actuelle, des
stratégies faisant appel a des traitements ditgtostatigues » sont ainsi développées et
présentent l'intérét de jouer sur l'aspect «vitedsanultiplication» et donc de pallier ainsi le

manque de spécificité de la chimiothérapie.

Il est cependant maintenant bien connu qu’aprés premiere phase de croissance
locale, la tumeur induit la formation de nouveaaxsseaux dans le but de s’approvisionner
en nutriments et en oxygene nécessaires a sa girstm extension. Cette phase, responsable
de la dissémination des cellules cancéreuses ket fdemation de métastases, constitue une
cible essentielle pour parvenir a ralentir le cand&ns I'organisme. Les traitements anti-
angiogéniques et/ou anti-vasculaires qui visergréuction de facteurs pro-angiogéniques
(en particulier le VEGF) ou, plus directement, lallde endothéliale, constituent un
complément indispensable a la chimiothérapie awfifprative Schultz et al, 2001

C’est cette nouvelle stratégie « couplée » qusrmintéressés dans le cas particulier du

cancer de la prostate.

Schultz JD, Miihlheim K, Erben P, Hofheinz R.D, Faber A, Th@&nSommer JU, Hérmann K, Sauter @hemotherapeutic alteration of
VEGF-/PDGF- and PDGF-&f expression by imatinib in HPV-transformed squanmeelscarcinoma compared to HPV-negative HNSCC
in vitro. Oncol Rep, 2011.
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Homme Femme
Localisation® Incidence Mortalité Incidence Mortalité
Cast | TSM° Déces® | TSMH Cas® | TSm! Déces® | TSM?
Leévre, cavité orale, pharynx | 7900 16.6 2650 5.3 3090 5.4 720 1.1
Oesophage 3170 6.0 2720 5.0 1070 1.5 750 0.9
Estomac 4210 7.1 2840 4.6 2250 2.8 1580 1.7
Colon rectum 21000 36.5 9200 141 19000 24,5 8200 8.3
Foie' 5900 10.9 1750 24
Pancréas’ 5300 | 95 4340 | 6.3
Larynx 2710 5.5 890 1.7 500 0.9 140 0.2
Poumon 27000 51.9 21000 38.6 10000 17.8 7700 12.1
Mélanome de la peau® 3870 8.2 870 1.6 4380 8.8 700 1.0
Sein 52500 | 100.0 11500 | 16.2
Col de I'utérus® 2820 | 64 940 16
Corps de I'utérus® 6560 10.6 1900 2.2
Ovaire 4530 7.8 3130 4.1
Prostate 71500 | 128.8 8790 11.2
Testicule 2220 7.0 87 0.2
Vessie 8900 14.6 3510 5.2 1800 2.0 1160 1.0
Rein 7000 13.7 2490 4.0 3510 5.6 1300 1.4
Systéme nerveux central | 2550 6.0 1670 3.6 2020 4.2 1270 2.3
Thyroide 2180 5.4 150 0.2 6820 16.3 230 0.2
Lymphome Malin Non 5900 11.8 2010 3.2 4930 8.0 1700 1.8
Hodgkinien
Maladie de Hodgkin 820 2.3 160 0.3 900 3.0 122 0.2
Myélome multiple et 2950 4.9 1560 23 2500 33 1440 1.4
maladie
immunoproliférative
Leucémie aigue 1840 4.7 1690 2.9 1590 3.7 1450 1.9
Leucémie lymphoide 2040 35 600 0.8 1230 1.6 460 0.4
chronique
Tous cancers® 203000 381.8 84500 141.8 154500 267.2 62000 77.5

& Les lymphomes sont exclus des tumeurs solides.

P Les cancers de la peau, autres que les mélansorgsexclus.

¢ Les parts respectives des déces dus au cancal de tutérus et du corps de l'utérus ont éténaeétis par une méthode
spécifique (Beloet al, RESP 2008).

4 Taux standardisé sur la structure d’age de lalptipn mondiale pour 100 000 personnes-années.

€ Principe des arrondis : quand le nombre de caistdést compris entre 0 et 5 000, le nombre esmdireola dizaine la plus

proche ; quand le nombre de cas/déces est conmpres®000 et 10 000, le nombre est arrondi andgaiee la plus proche ;

guand le nombre de cas/décés est compris entréQlét(lus, le nombre est arrondi par tranche @e 50

fLes estimations de mortalité ne sont pas préseetéeaison de la qualité incertaine des données.

Flo. 1 : Projections de I'incidence et de la mortalité pamaer en France en 2000.vs)

Belot A, Grosclaude P, Bossard N, Jougla E, Benhamou EEfd3se P, Guizard AV, Molinié F, Danzon A, BaraBsuvier AM, Trétarre

B, Binder-Foucard F, Colonna M, Daubisse L, Héd@inLaunoy G, Le Stang N, Maynadié M, MonnereauTAussard X, Faivre J,
Collignon A, Janoray |, Arveux P, Buemi A, RavedySchvartz C, Bovet M, Chérié-Challine L, Estéy&admontet L, Velten MCancer

incidence and mortality in France over the peri@8@-2005Rev Epidemiol Sante Publique, 2088(3): p. 159-75.

InVS, 2010: http://www.invs.sante.fr/applications/cancersjpctions2010/donnees_generales.pdf
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I. Présentation du cancer de la prostate

1. Les chiffres

Le cancer de la prostate constitue le cancer Is fikquent chez 'homme dans la
grande majorité des pays occidentaux. Une certstadglisation de son incidence a pu étre

observée depuis 2005:(. 2) mais avec plus de 71 500 nouveaux ¢as.(z) recensés en

2010 (soit 35% des nouveaux cas de cancer, toes ggnfondus chez 'lHomme (InVS)), le
cancer de la prostate est devenu, en France, lolpgie tumorale la plus fréquente, tous
sexes confondus.

En terme de mortalité, le cancer de la prostatéagspisieme cause de déces par cancer
chez 'homme dans I'Union Européenne aprés le catiggpoumon et le cancer colorectal.
Avec 8 791 déces, ce cancer se situe, en Franc8™uwang des décés par cancer chez
I'homme, et il est la @™ cause de décés par cancer dans I'ensemble d@udafion. Le taux
de mortalité standardisé est de 11,2 pour 100 008st responsable d'environ 70 % de

'augmentation globale des cancers chez 'Homnigamce ces 25 derniéres années.

2. Les causes

L'étiologie du cancer de la prostate reste encodramnue, mais il n'existe pas
vraiment de doutes sur le fait que cette patholsgi¢ le résultat d’interactions entre des
facteurs geénétiques de susceptibilité, les hormostésoidiennes et des déterminants
environnementaux3ronberg, 2003 ; Bostwick et al, 2008ien que d’énormes progres aient
été réalisés au niveau thérapeutique ces derra@reses, peu d’avancées ont été constatées
sur l'identification de facteurs de risqu8opn et al, 2005 A I'heure actuelle, il existe un
grand débat sur le fait que I'environnement chimiqgénéré par l'activité humaine
contribuerait a la survenue du cancer de la pms@eatte activité s’est fortement développée
au niveau industriel et agricole au cours du sidelmier, coincidant, malgré une amélioration
sanitaire des populations, avec 'augmentationideidence du cancer de la prostate. Il faut
de plus signaler que cette augmentation peut éligeer surtout dans les pays développés avec
l'allongement de I'espérance de vie et le diagmoptiécoce limité a I'heure actuelle au
dosage sanguin de I'antigéne spécifique prosta(igseé.).

Bostwick DG, Burke HB, Djakiew D, Euling S, Ho SM, LandolphMprrison H, Sonawane B, Shifflett T, Waters DJnfs B,Human
prostate cancer risk factor€ancer, 2004101(10 Suppl): p. 2371-490.

Gronberg H, Prostate cancer epidemiologyancet, 2003361(9360): p. 859-64.

Sonn GA, Aronson W, and Litwin MSImpact of diet on prostate cancer: a revidRvostate Cancer Prostatic Dis, 208@): p. 304-10.
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Flg. 2 : Evolution du nombre de cas et de deces (barres)goaer de la prostate et des taux

standardisés mondiaux correspondants (TSM) (coeédbelle logarithmique) chez I'homme
de 1990 a 2010 en Frange\v.s, 2010).

Homme
Incidence Mortalité
Nombre | Taux std Nombie  Taux ktd
de cas mond§g de dégces dmon
71577 128.8 8791 11.2

Flo. = : Nombre de cas et de déeces et taux correspondéantslgsdisés dans le monde pour
100 000 personnes-années) par cancer de la proeetd’homme pour 'année 2010 en
France(invs, 2010).

InVS, 2010:http://www.invs.sante.fr/applications/cancersjpetions2010/donnees_localisation/prostate. pdf



Etat actuel du sujet

Ce dosage de PSA constitue avec ['évaluation detefsion de la maladie
(classification TNM définie par 'OMS) et de I'asgemicroscopique du tissu prostatique
(score de Gleason)Partin et al, 200}, les bases de la classification de d’Amico qui
conditionne les niveaux de risque de progression cdacer et donc les stratégies

thérapeutiques qui pourront étre envisagees.

3. Les stades d’évolution

Le cancer est localisé au niveau de la portiorppérique de la glande, au contraire de
I'hypertrophie prostatique bénigne qui se situesdarzone centrale, péri-urétrale plupart
des cancers de la prostate se développent chehodemes ageés, évoluant tres lentement,
restant au début localisés et ne dépassant papsale qui entoure la prostate. Cependant, il
a été constaté que le cancer prostatique touchendgiat des sujets plus jeunes avec une plus
grande agressivité. Quand le cancer évolue, il Eeétendre au-dela de cette capsule
prostatique, par envahissement direct des tissosganes situés a proximité de la prostate
(vessie, vésicules séminales). Il peut ensuitdressaar voie vasculaire ou lymphatique dans
d’autres organes a distance et former des |ésmrmndaires ou métastases au niveau des 0s,
des poumons, du foie ou du cerveau.

Cette progression est « quantifiée » par le syst€éNie qui traduit I'évolution de la
Tumeur primaire, des Nodules et des Métastases.

La structure tissulaire des cancers de la prostaie de formes différenciées (cellules
cancéreuses ressemblant aux cellules saines), ddegrade 1, aux formes les moins
différenciées (cellules cancéreuses présentantcbapude caractéres atypiques par rapport
aux cellules saines), dites de grade 5. Plusietadeg peuvent se rencontrer au sein d'un
méme tissu. Le score de Gleason donne la sommearddss les plus représentés. Si la
somme est de 6 ou moins, le cancer est dit bidéreifcieé, donc de meilleur pronostic ; 7 : le
cancer est moyennement différencié ; 8 ou plusateer est peu différencié, donc de moins
bon pronostic.

Enfin, le dosage de PSA couramment utilisé, présantnombre significatif de faux
positifs puisque le marqueur utilisé est égalemendétsent dans d’autres affections non
cancéreuses comme une augmentation de taille ouinflaenmation de la prostate. Par
conséquent, beaucoup d’hommes subissent des lsdpsiiles, invasives, chéres, pouvant

provoquer des infection&berlin et al, 2011

Eberlin LS, Dill AL, Costa AB, Ifa DR, Cheng L, Masterson Koch M, Ratliff TL, Cooks RGCholesterol sulfate imaging in human
prostate cancer tissue by desorption electrospoayzation mass spectrometdnal Chem, 20182(9): p. 3430-4.

Partin AW, Mangold LA, Lamm DM, Walsh PC, Epstein JI, Peard®, Contemporary update of prostate cancer staging ograms
(Partin Tables) for the new millenniutdrology, 200158(6): p. 843-8.
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La classification de d’Amico définit ainsi trois usgroupes de cancer de la prostate

selon leur risque de progression :

Cancer de la prostate : TNM Score de gleason Valeur du PSA (ng/ml)
- Localisé a faible risque <T2a <6 <10

- A risque intermédiaire T2b 7 10-20

- Localisé a risque élevé >T2c >8 > 20

4. Les traitements

La généralisation du test PSA permet le plus saui@h% des cas) de diagnostiquer le
cancer de la prostate a un stade localisé quiieitraité efficacement par la chirurgie et la
radiothérapie. Néanmoins, dans 10 a 20 % des @asaladie n’est révélée qu’'a un stade
localement avancé voire métastasique. De plusgrieer peut dans certains cas progresser en
dépit de la chirurgie, de la radiothérapie et derimation hormonale. La mise au point de
traitements adaptés aux CRPCasétration-Resistant Prostate Cangetemeure donc un
challenge a I'heure actuelle.

La castration chirurgicale ou clinique, par le bides agonistes LH-RH reste le premier
traitement au stade métastasique avancé mais, BEp@20 mois, apparait ce qui semble étre
une hormono-indépendandddinlein et Chang, 2004mais, qui peut, en fait, étre le résultat

d’autres mécanismesi. 4). De fagon tres résumée, des mutations au nivaagakpteur

aux androgenes et des altérations de I'expressam ab-régulateurs de ces récepteurs
contribuent, avec I'augmentation de la productierfatteurs de croissance, a la reprise de la
progression tumorale (c’est ce qu’'on appelle alesshénomene d’échappemertie(nlein et
Chang, 200t Apres les progres qu'ont constitué successiveritilisation, a la fin des
années 90, de la Mitoxanthrone (agent intercaiahibiteur de la topoisomérase Il) et, a
partir de 2004, du Docétaxel (agissant sur la péhsation de la tubuline) un nombre
important de nouveaux agents thérapeutiqgues onteétés en essais cliniquegvue de
Fizazi et al, 201D

Fizazi K, Sternberg CN, Fitzpatrick JM, Watson RW, TabestRule of targeted therapy in the treatment of adeaprostate canceBJU
Int, 2010.1056): p. 748-67.
Heinlein CA and Chang CAndrogen receptor in prostate cancéndocr Rev, 20025(2): p. 276-308.
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Flg. 4 : Mécanismes impliqués dans le passage a I'hor-indépendanc

(>'apres Feldman et Feldman , 2001)

Feldman BJ, Feldman DThe development of andro¢-independent prostate cancétat Rev Cance001.1(1): p. 3«45.
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4.1. Nowvelles thérapies hormonales

L’apparition d’une progression tumorale malgré gastration chimique ne traduit pas
systématiguement une hormono-indépendance. Unexassion de récepteurs aux
androgenes peut alors étre compensée par une lowdiération d’antagonistes plus
efficace que le Flutamide, le Bicalutamide ou léutdimide. Deux nouvelles molécules font,
en particulier, I'objet d'essais cliniqgues: la MBYO et la RD162. D’autre part,
I’Abiraterone, inhibiteur du cytochrome P17 implégdans la synthese de testostérone, donne
des résultats prometteurs sur les patients trpgeshimiothérapies notamment lorsque ceux-

ci sont traités par le Docétaxdlttard et al, 200

4.2. Nowveaux agents de chimiothérapie

Trois bases de réflexion ont conditionné la recher de nouveaux composes
thérapeutiques :

1) une efficacité relative du Docétaxel permettam survie prolongée des patients par
rapport au traitement Mitoxanthrone / Prednisone,

2) une meilleure connaissance des voies de sigiain impliquées dans le cancer de la

prostate fig. 5) mettant en évidence le «cross-talk » entre le®svde survie et les

récepteurs aux androgenes,
3) la prise en compte de I'importance du phénonkaegiogenése dans la progression
de la pathologie cancéreuse.

Ceci a débouché sur l'utilisation de molécules sspaiation avec le Docétaxel ou en
traitement de « deuxieme intention » dans le casedapparition de résistance a ce composé
(Seruga et al, 20)X(Fig. &).

Un autre taxane, le Cabazitaxel, et des molécudemécanismes d’action tres proches
telles que les épothilones (moins de phénomeénedsiktance liés a la glycoprotéineNruti
Drug Resistangesont en phase I/ll d’essais cliniques.

D’autre part, des composés capables d’agir au nidea différents stades des voies de
signalisation sont en cours d’étude :

- Des inhibiteurs tyrosine-kinase des récepteurd@FI'(Insulin Growth Factoy, au
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factpou a Src (Dazatinib, AZD0530).

Attard G, Swennenhuis JF, Olmos D, Reid AH, Vickers E, AR, Levink R, Coumans F, Moreira J, Riisnaes Bn@en NB, Hawche
G, Jameson C, Thompson E, Sipkema R, Carden ClkerR@y Dearnaley D, Kaye SB, Cooper CS, Molina Ax®ME, Terstappen LW, de
Bono JS,Characterization of ERG, AR and PTEN gene statusirculating tumor cells from patients with cagtea-resistant prostate
cancer.Cancer Res, 20089(7): p. 2912-8.

Seruga B Ocana A, Tannock IFprug resistance in metastatic castration-resistarastate cancemat Rev Clin Oncol, 2018(1): p. 12-
23.

18



PI(3,4)P;
PI(3.45)P;

VEGF Survival

expression AR expression

Proliferation

Flo. 5 : Voies de signalisation ayant une importaclinique dans le cancer de la pros
(Dapres Fizazi et al, 2010).

E Sous-populations de cellules cancéreuses
résistantes aux médicaments

(cellules souches et neuroendocrines) D Angiogenese

aberrante

R
KO = o X - —@
QQ B Récepteurs 5
- . o o S ~
A tyrosine-kinase activés SN
\ IGFR- ﬁ N 2

A Récepteurs aux
5 oA &
\androgenes activés o

Osteoblast

Osteoclast
F Microenvironnement
C Meécanismes anti-apoptotiques

Docetaxel
® G Augmentation de I'efflux de médicaments

Flg. & : Mécanismes de résistance au Docétaxel dans lesrsgmostatiques métastasic
(>'apres Servuga et al, 2017).

Fizazi K, SternberdN, Fitzpatrick JM, Watson RW, Tath M, Role of targeted therapy in the treatment of adedrrostate cance BJU

Int, 2010.105(6): p. 748-67.
Seruga B Ocana A, Tannock IFprug resistance in metastatic castrat-resistant prostate canceNat Rev Clin Onc¢, 2011.8(1): p. 12-
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Etat actuel du sujet

- Des inhibiteurs Akt (MK-2206, GSK690693), mTORmgmmalian Target Of
Rapamyciih La phosphorylation d’Akt peut également étre éoipge par ['utilisation
d’inhibiteurs d’histone désacétylase (VorinostaticHostatine A, Panobinostat), composés

capables d’inhiber I'expression des récepteursaaaixogenes.

Il faut également citer les essais réalisés avecirtebiteurs du protéasome (indint
vitro la mort de cellules tumorales puisque le protéasest nécessaire a la survie cellulaire),
d’HSP90 Heat Shock Protelqui participe au repliement des protéines ung $gnthétisées
ou de PARPFoly ADP Ribose Polymerasinpliqué dans la réparation de '’ADN.

Le r6le prépondérant du VEGF dans l'angiogenéseoaduit a la conception
d’inhibiteurs du VEGF-R (Sorafenib, Sunitinib), deVEGF Trap » (Aflibercept) et a
l'utilisation d’anticorps anti-VEGF (Bevacizumab)Le thalidomide et son dérive
Lenalidomide montrent une activité anti-angiogémrigans que leur mécanisme d’action ne

soit encore bien identifié.

4.2, Autres clbles moléculalres

L’'apparition des métastases osseuses fait I'othjebe attention particuliere et des
agents actifs au niveau des ostéoblastes ont étiéésigés :
- Le Denosumab est un inhibiteur de RANKL, ligandNie&B, facteur surexprimé
dans les ostéoblastes et impliqué dans le métamlisseux.
- L’Atrasentan et le ZD4054 sont des antagonistesédapteur A de I'endothéline-1

impliquée dans le développement des Iésions osseuse

Enfin, le fait que le cancer de la prostate évalelativement lentement, justifie le
recours a I'immunothérapie avec deux approchesydesins thérapeutiques et les anticorps

immunomodulateurs contre les CTLA@\totoxic T-Lymphocyte Antigen 4

+.4._Justification de la cible wmoléeulaire vetenue dans notre projet

Les progres apportés ces derniéres années damstéenent du cancer de la prostate,
mettent en lumiere I'importance de concevoir destdments capables a la fois de pallier
'apparition de résistance au Docétaxel et égalérdenprendre en compte le phénomene
d’angiogenese responsable du développement de tsinetude I'invasion de cellules
cancéreuses vers les lieux prioritaires de métstdss os et le cerveaBrécarda, 2011 ;
Colloca, 201}.

Bracarda S, Logothetis C, Sternberg CN, OudardCirrent and emerging treatment modalities for rattic castration-resistant prostate
cancer.BJU Int, 2011107 (Suppl 2): p. 13-20.

Colloca G, Venturino A, Checcaglini FSecond-line chemotherapy in metastatic docétaedbtant prostate cancer: a revieMed Oncol,
2011 Feb 20.

19



Etat actuel du sujet

Nous avons donc choisi de mener notre projet desamolécules capables d’intervenir
sur la polymérisation de la tubuline, tel que lecBtaxel, mais présentant de plus une activité
anti-angiogéniquevia un effet anti-vasculaire en prenant comme modeledérivé de la

Combrétastatine-A4, la Phenstatine.

[I. Intérét de concevoir de nouveaux modulateurs de lpolymérisation

de la tubuline

1. Structure et role des microtubules

Les microtubules sont présents dans I'ensembleelades eucaryotes. lls peuvent étre
fortement représentés dans certains types cedlsl@iomme les neurones ou ils ont un réle
fondamental dans le transport axonal des vésicalesgdans des cellules a forte activité
sécrétoire. Ce sont des structures cytoplasmidlaeseinteuses creuses de diameétre extérieur
d’environ 25 nm, parfois rayonnant a partir d’'umitce organisateur, le centrosome. lls sont
constitués d’'un assemblage de 13 protofilamentaderpar la polymérisation de dimeres de

tubulinea etp.

La tubuline est une protéine globulaire de 50 KBa0 acides aminés) sous forme
hétérodimérique associant une molécule de tubuwlieé une molécule de tubulirfe Chez
'Homme, il existe 6 et 7 isoformes respectivememtir chaque type et 8, avec un profil et
un taux d’expression variable selon les tissug®types cellulaires. Des modifications post-
traductionnelles différentes (polyglutamylationlygbycylation...) et des mutations peuvent
conditionner des associations différentes et iet@iry comme nous le verrons par la suite,
dans des phénomeénes de sensibilité ou de résistamestains composés thérapeutiques
agissant sur la polymérisation de la tubuliwier@ier-Pinard et al, 2003 Ces modifications
post-traductionnelles contrélent les fonctions thésrotubules formés et ceci peut expliquer
les rOles différents assurés par ces structurespleses dans de nombreux processus
cellulaires tels que le transport intracellulaiee mobilité cellulaire, la croissance neuronale

ainsi que la mitose.. Hammond et al, 2008 ; Wloga et Gaertig, 2P10

Hammond JW, Cai D, Verhey KJTubulin modifications and their cellular functiarGurr Opin Cell Biol, 200820(1): p. 71-6.
Verdier-Pinard P, Wang F, Burd B, Angeletti RH, Horwitz SB, Orr GRjrect analysis of tubulin expression in cancerl dieles by
electrospray ionization mass spectromeBipchemistry, 200342(41): p. 12019-27.

Wiloga D and Gaertig Jost-translational modifications of microtubuldsCell Sci, 2010123(Pt 20): p. 3447-55.
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De par leurs propriétés de polymérisation et deolyénérisation, les microtubules

assurent la ségrégation des chromosomes dupliquepdes de la celluler(s. 7). Plus

précisément, en prométaphase apres la dispariédieniveloppe nucléaire, les microtubules
(enrougg s’attachent aux chromosomes (@aL) au niveau de leur kinétochore (enr). lls
s’allongent ensuite pour amener les chromosomasvaau du plan équatorial de la cellule
en métaphase (phase dite de congression), puisesédas chromosomes a une seule
chromatide vers les poles de la cellule lors dedf@ase aboutissant en télophase a deux
cellules filles identiques. Il suffit qu’'un seulrcmosome ne soit pas attaché aux microtubules
lors de la métaphase pour induire un arrét devigidn cellulaire et une mort de la cellule par

apoptoseJordan et Wilson, 2004

De plus, il a été démontré que le réarrangemenardique du cytosquelette et des
microtubules était nécessaire au phénoméne d’'aegésg Klayot et al, 200 puisque ce
réarrangement induit une augmentation de I'expoesdé facteurs pro-angiogéniques tels que
le VEGF et I'adrénomédullineFérnandez-Sauze, 2004se traduisant par une croissance
tumorale importante due a 'augmentation de laifgnaition, de la différenciation ainsi que
de la migration des cellules endothéliales. Touti @xplique donc le rble capital de
linstabilité dynamique des microtubules dans liaggnese. Cette dynamique étant
indispensable au bon déroulement de la mitose,cteBposes interférant avec celle-ci
constitue, par conséquent, une stratégie efficaoe gmpécher les cellules tumorales d’entrer

en mitose et d’envahir les tissus environnants.

Les microtubules sont des structures polariséesmmiactine des microfilaments,
avec une extrémité (+) a croissance rapide diriggrs la périphérie de la cellule et une
extrémité (-) qui est associée au centrosome. hgasme est un complexe protéique situé
pres du noyau et constitué de deux centrioles eéxa@s constitués de tubuling B mais
également, 6 ete. Les centrosomes participent & la constitutiomicrosquelette cellulaire
et du fuseau mitotique. L’'assemblage des dimérdsluldine en une structure microtubulaire

se fait en plusieurs étapesd. <) : on a dans un premier temps, la polymeérisatonlicheres

de tubulinea et (chargées de GTP). Ces dimeres s’associent &é&étee » pour former un

protofilament.

Fernandez-Sauze SDelfino C, Mabrouk K, Dussert C, Chinot O, MartfM, Grisoli F, Ouafik L, Boudouresque Effects of
adrenomedullin on endothelial cells in the mulfisfgocess of angiogenesis: involvement of CRLR/RAMI CRLR/RAMP3 receptors.
Int J Cancer, 2004.086): p. 797-804.

Hayot C, Farinelle S, De Decker R, Decaestecker C, Dayrdi$s R, Van Damme Min vitro pharmacological characterizations of the
anti-angiogenic and anti-tumor cell migration profies mediated by microtubule-affecting drugs, wipecial emphasis on the
organization of the actin cytoskeletdnt J Oncol, 200221(2): p. 417-25.

Jordan MA and Wilson L, Microtubules as a target for anticancer drugfNat Rev Cancer, 20044(4): p. 253-65.
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Flg. 7 : Les différentes étapes de la mitose
(Daprés Jordan et Wilson , 2004)
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Etat actuel du sujet

Puis, un fragment de microtubule va se former pssociation latérale de 13
protofilaments et repliement du feuillet pour donnee structure rigide, et ainsi permettre
I’élongation du microtubule par polymérisation (@oe dimeres) a I'extrémité (+).

Cette élongation se fait par I'ajout de dimerestudmiline-GTP qui est hydrolysée en
tubuline-GDP au moment de I'accrochage a I'extrénmdu microtubule, ce qui fournit
I'énergie nécessaire a la dynamique de polyméoisdtiiy. <). Le « capping » formé par la
tubuline B liee au GDP regule le passage polymeérisation/gépaiisation {io. 9). De
nombreux facteurs contrélent cette dynamique @i dans le temps et dans I'espace pour
permettre le fonctionnement correct de ces micudagodans ses différents roldstiénne-
Manneville, 201D Ces polymeres de tubuline sont donc capabldxeiediverses protéines
de régulation mais sont également susceptiblesibdg tertaines molécules d’origine
synthétique qui peuvent ainsi altérer la massea etyhamique des microtubules. C’est sur
cette constatation que repose la recherche de hesivaolécules a visée anti-cancéreuse

capables de concurrencer les composés ciblant TADN

2. Mécanismes d’action des poisons du fuseau
Les poisons du fuseau sont, le plus souvent, daticaments d’origine naturelle. lls
jouent sur la dynamique de polymérisation en s# Badifférents endroits du microtubule et

sur la tubuline soluble(g. 10).

Il existe deux principaux groupes d’agents ciblastmicrotubulesJordan et Kamath,
2007 ; Dumontet et Jordan, 201@-lg. 11 et 12) :

1) les agents qui déstabilisent la dynamique rde&sotubules par inhibition de la
polymérisation des microtubulesigu et al, 201)Ltels que la colchicine, les vinca-alcaloides
(vinblastine, vincristine, vindésine, vinorelbingnflunine...), et les combrétastatines. Les
vinca-alcaloides ont été découverts dans les ant@88 dans le cadre d'un criblage de
produits naturels qui a permis d’identifier dansp&rvenche de Madagasc@atharanthus
roseus un compose, la vinblastine, susceptible d’inhibaatroissance de la lignée cancéreuse
L1210 (leucémie murineKuehne et al, 2003

Dumontet C and Jordan MAMicrotubule-binding agents: a dynamic field of cantherapeuticsNat Rev Drug Discov, 2010. 9(10): p.
790-803.

Etienne-Manneville S From signaling pathways to microtubule dynamibg key player<Curr Opin Cell Biol, 201022(1): p. 104-11.

Hsu LC, Durrant DE, Huang CC, Chi NW, Baruchello R, RamdeR, Rullo C, Marchetti P, Grisolia G, Simoni Dge RM. Development
of hemiasterlin derivatives as potential anticanagents that inhibit tubulin polymerization and exgize with a stilbene tubulin inhibitor.
Invest New Drugs, 2011.

Jordan MA and Kamath KHow do microtubule-targeted drugs work? An ovewi@urr Cancer Drug Targets. 200(8): p. 730-42.
Kuehne ME, Bornmann WG, Marké I, Qin Y, LeBoulluec KL, FrasDA, Xu F, Mulamba T, Ensinger CL, Borman LS, &, Exon C,
Bizzarro FT, Cheung JB, Bane Skyntheses and biological evaluation of vinblastioegener©rg Biomol Chem, 2003(12): p. 2120-36.
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Les vinca-alcaloides se lient, de facon rapideégersible a la sous-unifg de la
tubuline qu’elle soit soluble ou insérée a I'exti@du microtubule. Ces composés sont
capables de réduire de 50 % la dynamique de poigati&m en augmentant le temps de pause
(blocage en métaphase et apoptose). La colchigingy'est pas utilisée comme médicament
anti-cancéreux étant donnée sa grande toxicitéere aux microtubules gu’apres formation
d’'un complexe avec la tubuline soluble. Le sitelidison de la colchicine est ciblé dans la
mise au point de dérivés originaux des combréiastatNous présenterons ces études dans le

paragraphe suivant.

2) les agents qui stabilisent la dynamique deganibules par stimulation de la
polymérisation des microtubules tels que les taxanemnt quant a eux inhiber la
dépolymérisatiofTabaczar et al, 20)0En se fixant sur la tubulifedans la surface interne

des microtubules, ils vont induire la formationrdierotubules stables.

Ainsi, la persistance du fuseau lors de la mitasempécher la cellule de se diviser car la
dépolymérisation des microtubules au niveau desgt&amores, étape cruciale lors de la

séparation des chromosomes, ne pourra pas awair lie

Les taxanes sont des alcaloides issus de I'if. ieenj@r d’entre eux, le Taxol® ou
Paclitaxel, fut obtenu au début des années 60eibgait dans le cadre du criblage du NCI
(National Cancer Institufea partir de I'écorce de I'if du Pacifiqu€axus brevifoliaLa mise
au point de son hémi-synthése a partir des aigudie I'arbre puis de sa synthese totale
(Nicolaou et al, 1994a contribué au développement de son utilisatimigoe dans un grand

nombre de cancers, en particulier dans le cancler pi@state.

Les taxanes, le Docétaxel (TAXOTEREen particulier, ont montré une efficacité
dans le traitement du cancer de la prostate enppeh@ent hormonal. Un tournant de la
chimiothérapie du cancer de la prostate évolué& dé&tide de phase Ill du Docétaxel (TAX
327) dans laquelle les auteurs ont comparé l|'asBoni Docétaxel / Prednisone a
I'association Mitoxantrone / Prednisone chez degep&s ayant un cancer de la prostate
métastatigue en échappement hormonal aprés uentezit hormonal de premiere ligne

(Tannock et al, 2004Pour cela, 1 006 patients ont été randomis&groupes.

Nicolaou KC, Yang Z, Liu JJ, Ueno H, Nantermet PG, Guy RKl3iene CF, Renaud J, Couladouros EA, Paulvannarokal synthesis of
taxol. Nature, 1994367(6464): p. 630-4.

Tabaczar S Koceva-Chyta A, Matczak K, Gwdzinski K. Molecular mechanisms of antitumor activity of taganl. Interaction of
docétaxel with microtubule®ostepy Hig Med Dosw, 20164: p. 568-81.

Tannock IF, de Wit R, Berry WR, Horti J, Pluzanska A, Chi KQudard S, Théodore C, James ND, Turesson |, RusleMA,
Eisenberger MA; TAX 327 Investigator®océtaxel plus prednisone or mitoxantrone plusipigone for advanced prostate canderEngl
J Med, 2004351(15): p. 1502-12.
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La durée médiane de survie a été de 18,9 mois ldagoupe recevant le Docétaxel
toutes les 3 semaines, et de 16,5 mois dans I@grtoaité par la Mitoxantrone. L’avantage de
survie apporté par le Docétaxel a été constant @andifférents sous groupes définis par la
présence ou pas de douleurs, I'état général at.IAg réduction des douleurs a également été
plus fréquente chez les patients traités par Dmektautes les 3 semaines, et le taux de
réponse sur le PSA était significativement pluvéldans les groupes traités au Docétaxel.
Cette étude TAX 327 a donc montré que le Docétdarhé toutes les trois semaines, associé
a la Prednisone, pouvait significativement amétidee survie chez les patients ayant un
cancer de la prostate en échappement hormonaletet combinaison est désormais le
traitement de référence chez ces patients. Souét®ad, un avantage de survie est observé
chez les patients traités avec dix cycles. La dowé 'augmentation du PSA sous traitement
par Docétaxel ne sont pas un critere de progres$sible et ne doivent pas systématiquement
faire arréter le traitement. L’introduction plusepoce du Docétaxel au cours de la maladie

pourrait encore améliorer la survie.

Ces agents présentent des activités variables sedotypes de cancer et la recherche
actuelle dans ce domaine tend a concevoir des mekprésentant une spécificité tumorale
en diminuant les effets secondaires, une neuratéxi@duite et une insensibilité aux
mécanismes de chimio-résistance tels que la swssipn des transporteurs ABGTP
Binding Cassetle

Il est important de signaler également que certdnges agents présentent des effets
anti-vasculaires en induisant la dépolymérisati@s anicrotubules du cytosquelette des

cellules endothéliales principalement au nivealad@scularisation tumorale immature.

La Combrétastatine A-4 a plus particulierementt fdiobjet d'études de
pharmacomodulations dans notre groupe de rechetchist la raison pour laquelle notre

travail a porté sur un dérivé de cette famille Prenstatine.
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3. La Combrétastatine A-4 (CA-4) et ses dérives

La combrétastatine A-4 appartient a la famille dhjure des stilbénes et a été isolée de
I'écorce d'un arbre sud-africai@pmbretum caffrumbDés 1981, il avait été démontré que des
composeés contenus dans les extraits d’écorce pmesédine activité significative sur la
maturation des astrocytes et la prolifération dgsékes leucémiques lymphocytaires. Aprés
isolement et identification de ces principes actiés Combrétastatine®€ttit et al, 198},
leur cible cellulaire a été caractérisée commetdsatubuline Hamel, 1983 Ces molécules
inhibent la polymérisation de la tubuline en miakniles en se fixant sur le site de la

colchicine.

Parmi les diverses Combrétastatines isolées darbet, la Combrétastatine A-4 (CA-
4), (2)-1-(3, 4, 5-triméthoxy) phényl-2-(3’-hydroxd)-méthoxy) phényléthyléne, est la plus
cytotoxique Pettit et al, 1989 Elle présente notamment une cytotoxicité bigpeseure a
celle de la Combrétastatine A-1 pourvue d'un grongre hydroxy supplémentaire en position
2' sur le cycle B et de la Combrétastatine A-2 gmént un pont méthyléne dioxy a la place
des deux groupements méthoxy vicinaux sur le ciale la CA-4.

La CA-4 présente une certaine analogie structuaaée la colchicine : en patrticulier,
dans les deux cas, les cycles A et B sont orietéta méme facon, le premier étant un
triméthoxybenzene. Les travaux de Ravetlal (2004) ont démontré que la colchicine en se

liant au dimére de tubuline (sur la sous-ufijiéen modifiait la conformatiorr(g. 1=).

La tubuline passe d’'une conformation droite a uoefarmation courbe favorisant la
perte d’adhésion avec les autres sous-unités ddinteld’ou perte des contacts entre les sous-
unités indispensables pour maintenir la cohésioprdtofilament et donc du microtubule, et
la dépolymérisation.

La liaison de la colchicine a la tubuline est cdaste comme quasi irréversible et lente.
Par contre, la liaison de la CA-4 est réversibleagide. Ceci pourrait justifier la moindre
toxicité de la CA-4 par rapport a la colchicine.sDétudes de modélisation moléculaire
meneées dans le cadre de stratégies dieigedesign», ont permis de déterminer le mode de

liaison de la CA-4 dans le site de la colchicing(1+4) :

Hamel E and Lin CM. Interactions of combretastatin, a new plant-derivadtimitotic agent, with tubulinBiochem Pharmacol, 1983.
32(24): p. 3864-7.

Pettit GR, Cragg GM, Herald DL, Schmidt JM, Lohavanijaydd®Jation and structure of combretastatidan J Chem, 19880: p.1374-6.
Pettit GR, Singh SB, Hamel E, Lin CM, Alberts DS, Garcia-ail D. Isolation and structure of the strong cell growahd tubulin
inhibitor combretastatin A-Zxperientia. 198%5(2): p. 209-11.

Ravelli RB, Gigant B, Curmi PA, Jourdain |, Lachkar S, SoBelKnossow M. Insight into tubulin regulation from a complex hvit
colchicine and a stathmin-like domaMature, 20044286979): p. 198-202.
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Flg. 1= : Site de liaison de la colchicine sur la tubulinenpres mavells, 2004)

Un complexe dans lequel la colchicine a été rendgglagar la DAMA-colchicine (N-désacétyl-N-(2-
mercaptoacétyl)-colchicine) a permis de localiser groupement N-acétyl et de définir sans ambiguité
I'orientation de la colchicine (a). Le site de lalahicine est surtout enfoui dans le domaine inégtiaire de la
sous-unitéd, entouré des bandes S8 et S9, de la boucle Tésdidlices H7 et H8. La colchicine interagit awec |
boucle T5 au voisinage de la sous-unitéh). Il existe une interférence entre la liaisanld colchicine et la
conformation de la tubuline au niveau des pro@nfiénts. La sous-unitéest a proximité de la sous-unité liée a
la colchicine.

n:m(

Flg. 14 : Modele de liaison de la colchicine (a gauche) dadeA-4 (a droite) au dimere de

tubuline (b'apres Nguyen et al, 2005)
Le squelette de la tubuline est représenté parulesns de couleunarron Les chaines latérales au niveau du
site de la colchicine (Thr 177, Vala 179, Cys3 239, Alap 248, Aspp 249 et Lel 250), sont représentées en
blanc (atomes de carbone de la tubuline) eten(atomes de carbone du site de la colchicine). ltesies
d’'azote sont de coulelniey, les atomes d’oxygene eaugeet les atomes soufrés =n . Les lignes blanches
en pointillés montrent les ponts hydrogene inteféngaires.

Nguyen TL, McGrath C, Hermone AR, Burnett JC, Zaharevitz DVily BW, Wipf P, Hamel E, Gussio R,common pharmacophore for a
diverse set of colchicine site inhibitors usingraicture-based approactd. Med Chem, 200%.8(19): p. 6107-16.
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- la liaison hydrogéne entre le OH phénolique (acaaptle liaison hydrogene) et la
fonction amide de la Val 179.

- la liaison hydrogéne entre le groupement méthoxya@sition 4 du cycle A, avec le
groupement thiol de la Cys239.

- les interactions hydrophobes entre le groupemerthawrg du cycle B et la chaine
latérale de la Vad 179 et la Mef 257.

- les interactions hydrophobes entre le groupeméméthoxybenzéne et des résidus
hydrophobes Lef} 255, Alap 316, Valp 318 et Ileff 378.

- une contrainte conformationnelle imposée par le gtmylénique de configuratiaris
(angle diédre de 66°).

De part cette activité « anti-tubuline », la CA-dspeden vitro non seulement des
propriétés anti-prolifératives vis-a-vis d’'un gramdmbre de cellules cancéreuses, mais
egalement des propriétés anti-vasculaires liéeseamodification de la morphologie des
cellules endothéliales proliférantes. Il a d'aillelété montré qini vivo, son action anti-
tumorale était directement liée a cette activit-amsculaire $anna et al, 2090

Les mécanismes d’action de la CA-4 ne sont pasrenétucidés de maniere
exhaustive. Les observations faitewitro etin vivo mettent en évidence des effets dépendant
de la concentration et du temps d’incubation rete@@s mécanismes ont été propo3éezér
et al, 2003 mais ne suffisent pas a expliquer tous les effbservés.

1) La CA-4, en empéchant la formation du fuseatotique présente un effet anti-
prolifératif (voire cytotoxique a de fortes conaaibns) vis-a-vis d’un large spectre de
cellules tumorales y compris des cellules a résigtapléiotropique. Cette inhibition de la
croissance cellulaire et/ou cette nécrose peuti aessmanifester vis-a-vis des cellules

endothéliales.

2) La CA-4 peut également déstructurer les midrokes interphasiques des cellules
qui ne se divisent pas. Suite a une dépolymérisatds microtubules, sous I'effet de la CA-4,

une activation de la GTPase Rho A 15 et 1¢) (liée a la libération du facteur GEF-H1)

(Krendel et al, 200R va induire la formation de fibres de stress dreet (fibres
d’actinomyosine) qui va déboucher sur une restratitn du cytosquelette.

Krendel M, Zenke FT, Bokoch GMNucleotide exchange factor GEF-H1 mediates cralis-between microtubules and the actin
cytoskeletonNat Cell Biol, 20024(4): p. 294-301.

Sanna VK, Jaggi M, Kumar V, Burman ACEvaluation of 5-hydroxy-2,3-diaryl (substitutedjetopent-2-en-1-ones as cis-restricted
analogues of combretastatin A-4 as novel anti aggiic and anticancer agentavest New Drugs, 201@8(4): p. 363-80.

Tozer GM, Kanthou C, Baguley Bisrupting tumour blood vesselsat Rev Cancer, 2005(6): p. 423-35.
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par la CA-4P associées a une augmentation de nagadilitévasculaire
(Daprés Tozer et al, 2005).
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En effet, comme ces fibres d’actinomyosine sonéeslaux cadhérines, leur contraction
va provoquer une perte d'adhésion entre les cslltissociation des jonctions inter-
cellulaires) et donc, en particulier dans I'endéitmd vasculaire, une augmentation de la
perméabilité du vaisseau sanguin tumoral. Cettetruasration du cytosquelette
s’accompagne également de l'apparition dgeks», bourgeonnement qui serait sélectif de la
cellule endothéliale reflétant des différences d#mscomposition et la régulation du
cytosquelette selon le type cellulaire impliqué.

3) La désorganisation du cytosquelette d’actmemodifiant les forces contractiles de
la cellule et donc la motilité cellulaire, expliqlieffet anti-angiogénique de la CA-4, c’est-a-
dire son action vis-a-vis de la néo-angiogenésantemvenant sur la GTPase Rho A et sur la
dynamique des microtubules, la CA-4 modifie lesiiattions cellule-matrice d’ou diminution

de la migration cellulaire.

Ces différents mécanismes expliquent en grandeefdas effets de la CA-4P (forme
soluble de la CA-4)Rettit et al, 1998 et 2002in vivo, aprés libération du principe actif par
action des phosphatases alcalines présentes edegrprantité aux abords des cellules
endothéliales.

Toutes ces données sur l'activité anti-tumoraldad€A-4 justifient les nombreuses
recherches qui ont été menées pour résoudre legepres liés a la faible disponibilité et a
linstabilité chimique de ce composé d'origine matle. Les pharmacomodulations ont
concerné les trois parties de la molécule : le gement triméthoxybenzene A, le noyau
meéthoxyphénol B et le pont éthyléniquee plus, des articles-revues sont régulierement
publiées Tron et al, 2006 ; Chaudhary et al, 2007 ; Shamlet2011 ; Marrelli et al, 201}

afin d’établir des relations structures-activitésipces nombreux COmposés originaux.

Parmi les différentes classes de molécules modaléesveau du connecteur reliant les
deux noyaux de la CA-4, la famille des benzophésansuscité un intérét particulier suite
aux travaux de I'équipe de Pettit et a la décoavara fin des années 1990 de la Phenstatine
(Pettit et al, 1998

Chaudhary A, Pandeya SN, Kumar P, Sharma PP, Gupta S, Sovieia KK, Bhardwaj GCombretastatin a-4 analogs as anticancer
agentsMini Rev Med Chem, 2007/(12): p. 1186-205.

Marrelli M , Conforti F, Statti GA, Cachet X, Michel S, Tilleg F, Menichini FBiological potential and structure-activity relatiships of
most recently developed vascular disrupting ageasoverview of new derivatives of natural combstttn a-4.Curr Med Chem, 2011.
18(20): p. 3035-81.

Pettit GR, Toki B, Herald DL, Verdier-Pinard P, Boyd MR, HahE, Pettit RK,Antineoplastic agents. 379. Synthesis of phenstatin
phosphateJ Med Chem, 199&1(10): p. 1688-95.

Pettit GR, Grealish MP, Jung MK, Hamel E, Pettit RK, Chapidd Schmidt JMAntineoplastic agents. 465. Structural modificatimin
resveratrol: sodium resverastatin phosphat&led Chem, 20025(12):2534-42.

Shan Y, Zhang J, Liu Z, Wang M, Dong YDevelopments of combretastatin A-4 derivativesraiancer agentsCurr Med Chem, 2011.
18(4): p. 523-38.

Tron GC, Pirali T, Sorba G, Pagliai F, Busacca S, Gendaz&an Medicinal chemistry of combretastatin A4: presamd future directions.

J Med Chem, 200€t9(11): p. 3033-44.
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La Phenstatine est reconnue au niveau du sita @elthicine par le biais d’'un jeu
d’interactions similaires a celles de la CA-4, ¢ale différence structurale résidant au niveau
du pont reliant les deux noyaux aromatigues.effet, le remplacement du pont éthylénique
par un motif carbonyle, accepteur de liaison hydnay augmente le potentiel d’interactions
avec les résidus de la sous-uffitde la tubuline. Plus précisément, sur la base odete de
liaison préalablement décritNguyen et al, 2005 il a été démontré que des liaisons
hydrogene s’établissent entre I'oxygéne du carleoalyles hydrogénes des fonctions amides
des résidus Al 248 - Aspp 249 - Leuf 250. Ces liaisons hydrogéne supplémentaires
pourraient étre responsables d’'une affinité supéipour la tubuline (16 de 0,4 uM pour la
Phenstatine au lieu de 2,2 uM pour la CA-4). Celtdecule présente une activité cytotoxique
équivalente a celle de la CA-4 sur une large garmdmdignées cancéreuses. De plus, le
groupement carbonyle évite I'isomérisation en foina@s moins active, rencontrée avec la
CA-4.

Sur la base de ce deuxieme chef de file et deléoné hydroxyphenstatin®éttit et al,
2000, de nouveaux inhibiteurs du site de la colchicime été synthétiseAlvarez et al,
2009 ; Messaouidi et al, 20p%t ont présenté des activités diverses sur Igséds
cancéreuses. Certains dérivés sont actuellemeessais précliniquedPéttit et al, 2000 ;
Magalhées et al, 2011 ; Pettit et al, 2005

Bien que la Phenstatine n’ait pas connu de dépelmgnt clinique, elle semble donc
posséder une structure intéressante pour progrgsserla conception de composés anti-
microtubulaires. C’est pourquoi nous avons retegiteanolécule pour mener notre étude de

métabolisation et suivre I'influence de I'enviromment sur son activitié vivo.

Alvarez R, Alvarez C, Mollinedo F, Sierra BG, Medarde M, &= R Isocombretastatins A: 1,1-diarylethenes as potehthitors of
tubulin polymerization and cytotoxic compounB®org Med Chem, 2009.7(17): p. 6422-31.

Magalhdes HI, Bezerra DP, Cavalcanti BC, Wilke DV, Rotta R, ldma DP, Beatriz A, Alves AP, Bitencourt Fda S, Eigueiredo IS,
Alencar NM, Costa-Lotufo LV, Moraes MO, Pessoa [. vitro and in vivo antitumor effects of (4-methplenyl)(3,4,5-
trimethoxyphenyl)methanon@ancer Chemother Pharmacol, 2088(1): p. 45-52.

Messaoudi $ Tréguier B, Hamze A, Provot O, Peyrat JF, De HasdR, Liu JM, Bignon J, Wdzieczak-Bakala J, Th&gbubois J, Brion
JD, Alami M, Isocombretastatins a versus combretastatins afdhgotten isoCA-4 isomer as a highly promisingotyxic and antitubulin
agent.J Med Chem, 200%2(14): p. 4538-42.

Nguyen TL, McGrath C, Hermone AR, Burnett JC, Zaharevitz DVly BW, Wipf P, Hamel E, Gussio R,common pharmacophore for a
diverse set of colchicine site inhibitors usingraicture-based approactd. Med Chem, 200%.8(19): p. 6107-16.

Pettit GR, Grealish MP, Herald DL, Boyd MR, Hamel E, PeRK, Antineoplastic agents. 443. Synthesis of the cacelegrowth inhibitor
hydroxyphenstatin and its sodium diphosphate prgditMed Chem, 200@3(14): p. 2731-7.

Pettit GR, Anderson CR, Gapud EJ, Jung MK, Knight JC, HamdPettit RK.Antineoplastic agents. 515. Synthesis of humanezaced|
growth inhibitors derived from 3,4-methylenediox-8limethoxy-3'-amino-Z-stilben& Nat Prod, 200%8(8): p. 1191-7.
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PARTIE 2 : IMPLICATION DE LA METABOLISATION VIA LES CY TOCHROMES
P450 SUR LE DEVENIR D’ UNE MOLECULE A VISEE THERAPEUTIQUE

Le chapitre précédent a permis de mettre en évedé€mtérét de progresser dans la
conception de nouveaux composés inhibiteurs delian@risation de la tubuline. Cependant,
a ce stade de la conception, il est essentiel geeiseher sur le devenir dans I'organisme des
molécules synthétisées, c’est-a-dire sur les diffiss voies de meétabolisation qu’elles
pourront subir sous l'effet d'une transformatiomlbgique ou modifiée par des conditions
physiologiques ou environnementales. Dans cettgieiee partie, nous allons donc évoquer
certains des principaux facteurs endogenes et/ogeses qui peuvent intervenir dans la
meétabolisation d’'un composé a visée thérapeutiGetie étape doit absolument étre prise en
compte et étudiée précocement puisqu’il est indisplele d’évaluer le degré de contribution
de métabolites actifs dans les effets thérapeutigbservés. De plus, cette identification des
métabolites peut représenter un outil dans l'oation des chefs de file et certains
meétabolites se sont méme retrouvés sur le marad®@des activités améliorées par rapport au

compose initial Fura et al, 2004 ; Huttunen et al, 2008

Aprésabsorption dans I'organisme dlistribution vers les différents organes et tissus
par le biais de la circulation sanguine, le médeainsubit des transformations au niveau
hépatique et extra-hépatique. Celiitransformation, nécessaire a dlimination de la
molécule, est parfois indispensable a son effiéa@in peut donner comme exemples les
« prodrugs ») mais peut également modifier, de rfagon recherchée, son activité et sa
toxicité. Essayer de prévoir le devenir dune moléca visée thérapeutique dans un
organisme, en particulier lorsque cet organisme sestmis a l'influence des facteurs
exogenes, constitue donc une étape essentielleppogresser dans la définition de thérapie
personnalisée.

Apres avoir rappelé des données récentes conddendte des cytochromes P450 dans
le métabolisme des xénobiotiques, nous résumenaelgwps facteurs susceptibles de réguler

ce systeme et d’influencer ainsi les effets desaghiés.

Fura A, Shu YZ, Zzhu M, Hanson RL, Roongta V, Humphreys Wiiscovering drugs through biological transformatiorole of
pharmacologically active metabolites in drug disexgvJ Med Chem, 2004.7(18): p. 4339-51.

Huttunen KM, M&hoénen N, Raunio H, Rautio Gytochrome P450-activated prodrugs: targeted ddadjiveryCurr Med Chem, 2008.
15(23): p. 2346-65.
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I. Métabolisme des xénobiotiques — Implication des aythromes P450

La prise en charge des xénobiotigues est assuréalgsa systemes enzymatiques
agissant en synergie et regroupés sous le termenzyliies du Métabolisme des
Xénobiotiques (EMX). Ces EMX peuvent étre classéesenzymegle phase | (dites de
fonctionnalisation) et dphase Il (dites de conjugaison). Les molécules hydrophilgenues
par I'action de ces EMX sont excrétées de la aelpdr lesdransporteurs (phase l1ll). De

plus, dedacteurs nucléairescoordonnent le métabolisme et le transport decegoseés.

Les enzymes de phase | comprennent essentielledesnhydrolases et des oxydo-
réductases. Ces réactions sont principalementysatsd par les enzymes de la superfamille
des mono-oxygénases a cytochromes P450 (P450 ous)CYRi catalysent des
transformations chimiques (hydroxylation, epoxyoiati réduction, deésalkylation et
oxydation) sur des atomes de carbone, d’azote sbulee. Il existe de nombreuses isoformes
(18 familles et 57 genes identifies chez 'Hommépartis sur 15 chromosomeBayid
Nelson’s P450 Home papgeCes enzymes présentent une spécificité relativdhevauchante
car un CYP peut métaboliser plusieurs substratanesubstrat peut étre métabolisé par
plusieurs CYPs. D’autres enzymes peuvent égalememvenir dans ces réactions de phase |
tels que les flavines mono-oxygénas€aghman et Zhang, 2006 ; Cashman, 3008s
alcools déshydrogénases, les estérases et les mimesaoxydases.

Les réactions de phase Il sont assurées par desfdrases (UDP-glucuronyl-
transférase, méthyl transférases, acyl CoA traasés...) qui catalysent apres
fonctionnalisation, I'ajout d’'un radical hydrophiléacide glucuronique, méthyl, acétate,
glutathion, glycine, sulfate) pour permettre I'élivation du conjugué dans la bile ou les
urines.

Les transporteurs permettent I'excrétion des xétahies hydrophiles ou de leurs
métabolites issus de la phase Il hors de la celltddte étape est assurée par des protéines de
transport de type ATP-dépendantes telles que leC ABTP-Binding Cassetleou
appartenant a la superfamille des SL®bl(te Carriery. Ces transporteurs membranaires
peuvent se situer sur la face apicale ou bascalatétes cellules et ainsi éliminer les

cComposés conjugués dans le sang, la lumiére imédstila bile ou I'urine.

Cashman JR Zhang JHuman flavin-containing monooxygenasésnu Rev Pharmacol Toxicol, 20066: p. 65-100.
Cashman JR Role of flavin-containing monooxygenase in drugettpmentExpert Opin Drug Metab Toxicol, 2008(12): p. 1507-21.
Nelson D http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html
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Les transporteurs « Multiple Drug Resistance (MDRnt été les premiers étudiés du
fait de leur rdle dans les chimiorésistances désles cancéreuse8fadley et al, 1988 Il a
été montré que la protéine MDR1 également appel€e0Rou glycoprotéine-P est exprimée
dans le foie et le petit intestits¢huetz et al, 1995avec comme fonction d’exporter les
substances exogenes hors de la cellsithifikel et al, 1996 ; Schuetz et al, 19%&r la suite
de nombreuses protéines possédant également at®fignont été caractérisées. La diffusion
passive des médicaments a lintérieur et a I'eatérides cellules est fréquente mais les
transporteurs peuvent avoir des effets importamtdassélectivité tissulaire des médicaments
(Zhang et al, 2010 Les transporteurs peuvent stimuler ou limitabgorption ou I'excrétion
de substances exogenes d’'un organe ou d’'un tisedwete des effets additifs sur les activités
biologiques des xénobiotiquad/éstlind-Johnsson et al, 2003 ; Yano et al, 2000

Le niveau d'expression de ces enzymes est sousep@ndance de cascades de
régulation qui font généralement intervenir desepéeurs nucléaires également appelés
xénosenseurs. Le role de tels récepteurs consisiteater la présence des xénobiotiques dans
la cellule et a coordonner I'expression des gendsaut pour les EMX et les transporteurs les
mieux appropriés pour activer, désactiver et/oumiéer ces composés. Parmi ces
xénosenseurs, on distingue notamment I’Aryl hydrdoca Receptor (AhR), le Pregnane X-

Receptor (PXR) et le Constitutive Androstane RemefdCAR) Fig. 17#) (Ingelman-
Sundberg, 2004

La régulation des transporteurs implique les mégystemes que celle des CYPs. Par
exemple, les glycoprotéines-P et les CYPs de lss-famille 2C et 3A sont régulés
positivement ou négativement par le PXBclfuetz et al, 1996 Les glycoprotéines-P
peuvent, en diminuant le taux de médicaments, arhilertains CYPsSchuetz et al, 1999 ;
Yasuda et al, 2002

Bradley G, Juranka PF, Ling V. Mechanism of multidrug resisie Biochim Biophys Actal988.9481): p. 87-128.

Ingelman-Sundberg M, Human drug metabolising cytochrome P450 enzynregepties and polymorphismiSaunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, 20043691): p. 89-104.

Schinkel AH, Wagenaar E, Mol CA, van DeemterR-glycoprotein in the blood-brain barrier of miggluences the brain penetration and
pharmacological activity of many drugsClin Invest, 199697(11): p. 2517-24.

Schuetz EG Furuya KN, Schuetz JOnterindividual variation in expression of P-glymotein in normal human liver and secondary
hepatic neoplasmd.Pharmacol Exp Ther, 1995/52): p. 1011-8.

Schuetz EG Schinkel AH, Relling MV, Schuetz JIP-glycoprotein: a major determinant of rifampidimducible expression of cytochrome
P4503A in mice and humariaoc Natl Acad Sci U S A, 19983(9): p. 4001-5.

Schuetz EG Schinkel AH,Drug disposition as determined by the interplaywisen drug-transporting and drug-metabolizing syste)
Biochem Mol Toxicol, 199913(3-4): p. 219-22.

Westlind-Johnsson A Malmebo S, Johansson A, Otter C, Andersson TBadsson |, Edwards RJ, Boobis AR, Ingelman-Sundbgrg
Comparative analysis of CYP3A expression in huriven suggests only a minor role for CYP3A5 in drogtabolismDrug Metab Dispos,
2003.31(6): p. 755-61.

Yano JK, Koo LS, Schuller DJ, Li H, Ortiz de Montellano PRoulos TL,Crystal structure of a thermophilic cytochrome P4Efm the
archaeon Sulfolobus solfataricusBiol Chem, 20027540): p. 31086-92.

Yasuda K, Lan LB, Sanglard D, Furuya K, Schuetz JD, Sch&&#z Interaction of cytochrome P450 3A inhibitors wiRkglycoprotein.J
Pharmacol Exp Ther, 200203(1): p. 323-32.

Zhang Y, zZhao T, Li W, Vore M,The 5'-untranslated region of multidrug resistarassociated protein 2 (MRP2; ABCC2) regulates
downstream open reading frame expression throughnstational regulation. Mol Pharmacol, 2010.77(2): p. 237-46.
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Flg. 17 : Mécanismes simplifiés de la régulation de I'expi@ssles CYPs et d’autres

enzymes du métabolisme des xénobiotiques
(>apres ingelman-Sundberg, 2004)
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Un grand nombre de xénobiotiques, dont les fasteamvironnementaux, et de
pathologies influencent par ce biais I'activitéoatl’expression des CYPs et des transporteurs
et peuvent, par conséquent, avoir des effets aotilité biologique finale, I'efficacité des
meédicaments et/ou d’autres substances chimiquesomgine de toute cette cascade de
biotransformations, le métabolisme oxydatif indeatr les cytochromes P450 représente une

voie métabolique privilégiédRendic, 200Ret a, plus particulierement, retenu notre attenti

1. Généralités — structures et mécanismes d’acties cytochromes P450

Les CYPs sont des hémoprotéingsyg( 1<), initialement identifiees comme des

pigments dans les microsomes hépatiques de&liagénberg, 1958 et qui correspondent a
une famille multi-génique comprenant de nombreusef®rmes réparties chez tous les étres
vivants (des bactéries aux mammiferes). Le nomytlecbrome P450 provient de la propriété
de ces pigments d’émettre un pic d’absorbance anbOspécifigue de ces hémoprotéines
(Omura et Sato, 1962Ces enzymes ont une structure globulaire carggide sous-unités
et et d’'un groupement prosthétique, 'hendafiielson, 200R

Les CYPs sont formés denviron 500 acides aminéalignement de toutes les
séquences d’acides aminés des CYPs fait appanaieréres faible conservation et seuls trois
acides aminés sont parfaitement conseriss{res, 200b La partie la plus conservée est
retrouvée dans le coeur de la protéine et refleteéleanisme commun de transfert d’électrons
et de protons et d’activation d’oxygene. La régilanplus variable correspond a la partie
amino-terminale impliquée dans I'adressage et fage a la membrane, et a la séquence de
liaison et de reconnaissance du subsWétrtk-Reichhart et al, 20D0Contrairement aux
CYPs bactériens, les CYPs eucaryotes sont assaci@ésmembrane externe du réticulum
endoplasmique ou se trouvent dans les mitochon@iriembrane interne, externe ou matrice).
L’association CYPs / bicouche phospholipidique @stcritere important pour le maintien
d’une orientation correcte de la protéine et dondransfert d’électrons efficace a partir du
partenaire redox, la NADPH cytochrome P450 rédec(dslliams et al, 2000 ; Nussio et al,
2010.

Danielson PB The cytochrome P450 superfamily: biochemistry|ugiam and drug metabolism in huma@urr Drug Metab, 20023(6): p.
561-97.

Klingenberg M, Pigments of rat liver microsomesich Biochem Biophy4958.75(2): p. 376-86.

Mestres J Structure conservation in cytochromes P4Bfhteins, 20058(3): p. 596-609.

Nussio MR, Voelcker NH, Miners JO, Lewis BC, Sykes MJ, SkeapiG,AFM study of the interaction of cytochrome P450 2dth
phospholipid bilayersChem Phys Lipids, 2010632): p. 182-9.

Omura T, Sato RA new cytochrome in liver microsomEBiol Chem, 1962237: p. 1375-6.

Rendic § Summary of information on human CYP enzymes: hif80 metabolism dat®@rug Metab Rev, 20024(1-2): p. 83-448.
Werck-Reichhart D, Feyereisen RCytochromes P450: a success st@gnome Biol, 20001(6): p.1-9.

Williams PA, Cosme J, Sridhar V, Johnson EF, McRee MMammalian microsomal cytochrome P450 monooxygenstsectural
adaptations for membrane binding and functionakedsity. Mol Cell, 2000.5(1):121-31.
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Flg. 12 : Structure du CYP2DG6 : les hélicesgbleu), les feuillets rouge) L’héme est

représenté au centre de la structure
(>apres yarnell, 2009).

Yarnell AT, Heavy-Hydrogen Drugs Turn Heads, Agdftience Technol, 20087(25) : p. 36-39.
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La nature de la chaine lipidique joue un réle intgatr dans la régulation fonctionnelle
du CYP @Ahn et al, 200). L’extrémité amino-terminale de la protéine (gokn acides aminés
hydrophobes) est ancrée dans la membrane et ceoep@u domaine catalytique de se
trouver a la surface cytoplasmique du réticulum optembmique et ainsi, les substrats
hydrophobes peuvent pénétrer directement danteladif de 'enzyme. De plus, la partie de
'enzyme liant I'hneme est perpendiculaire a la acef membranaire ce qui facilite I'interaction
avec le NADPH cytochrome P450 réductase. L’échadigectrons entre le NADPH et
’héme se feraitvia un changement conformationnel de la cytochromeOR48uctase au
niveau de la bicouche lipidiquedursen et al, 20101 Une structure ouverte de la cytochrome
P450 réductase liee au NADPH et a ses co-enzyn\N, (Flavine Mononucléide) et FAD
(Flavine Adénine Dinucléotide), faciliterait le msfert d’électrons vers I’'heme du CYP alors

qu’une structure fermée permettrait le transfert'éectron du FAD au FMN#ig. 19). Le

cycle catalytique qui succéde a cette premiéreeégapté largement étudié et relativement
bien caractérisé méme s’il reste encore des coases et des débats quant a la nature des
especes oxygenées impliquées dans les réactiomlysests par les CYP&l¢wcomb et al,
2003 ; McLean et al, 2007Apreés transfert de I'électron sur le*Fde I'héme et sa réduction
en Fé*, une liaison réversible avec, @onne un complexe fer-ion superoxyde. Une seconde
réduction (par un second électron transféré diepante redox) donne une espéce « fer lié a
un peroxyde d’hydrogéne ». Une protonation sunjg@ne distal forme un intermédiaire fer-
hydroperoxy et une seconde protonation sur I'oxggéistal aboutit a une forme oxo-fer et
une perte d’'une molécule d’eau (une protonationI’siygene proximal peut donner une
forme hydroperoxyde qui se dissocie). Enfin, cébiene hautement réactive de I'oxygene
peut permettre I'nydroxylation du substrat préstants le site actif(g. 20).

Si les séquences en acides aminés impliquées @#msréaction catalytique sont bien
conservees dans les différents cytochromes, il @snpas de méme pour le reste de la

protéine et en particulier pour ce qui est dudédixation du substrat.

Ahn T, Kim M, Yun CH, Chae HJFunctional regulation of hepatic cytochrome p45Qzyenes by physicochemical properties of
phospholipids in biological membrand3urr Protein Pept Sci, 2008(5): p. 496-505.

Laursen T, Jensen K, Mgller BLConformational changes of the NADPH-dependentctytome P450 reductase in the course of electron
transfer to cytochromes P45Biochim Biophys Acta, 20111.8141): p. 132-8.

McLean KJ, Girvan HM, Munro AW, Cytochrome P450/redox partner fusion enzymes:eblotological and toxicological prospects.
Expert Opin Drug Metab Toxicol, 2003(6): p. 847-63.

Newcomb M, Hollenberg PF, Coon M3Jultiple mechanisms and multiple oxidants in P4&@alyzed hydroxylationérch Biochem

Biophys, 20034091): p. 72-9.
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Flg. 19 : Modéle de conformations ouverte et fermée deytmchrome P450
réductase dans la bicouche lipidique

(oapres Cawrsen et al, 2011).

La structure ouverte (a gauche) est compatible keveransfert d’électrons de I’héme au FMNe().

La structure fermée (a droite) est optimale pourdasfert d’électrons du FAD au FMKbge.

Le domaine de liaison au NADPH est eart, la coenzyme FMN représentée par des spheras, la
coenzyme FAD par le squelette de couleurgeet le NADPH par le squelette de couleisu
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Etat actuel du sujet

Ces difféerences ont permis d’établir une clasdifica des CYPs et également de
distinguer des polymorphismes ou des mutations gpuvent avoir des conséquences
pharmacologiques considérabl®ggng et al, 2009 ; Lewis et Ito, 2010

2. Classification

Plus de 7000 séquences de génes de CYPs ontdénéifites toutes espéces
confondues. Le génome humain possede 57 gene8 ftebidogenes) codant pour les CYPs
et les enzymes correspondantes qui sont classééangiies (> 40 % d’homologie de
seéquence : CYP1, CYP2...) et en sous-familleshg % d’homologie de séquence : CYP1A,
CYP1B...) Fig.21).

CYP1A 1
Isoforme
Sous-famille

,

Floa. 21 : Nomenclature des cytochromes P450

Chaque sous-famille peut contenir plusieurs isoésmien distinctes ayant plus de 97%
de similitudes, alléles compri®génielson, 200Rde type CYP3A4, CYP2D6... Chaque type
de cytochrome P450 a une fonction différenBrogvn et al, 2008 IlIs catalysent de
nombreuses réactions métaboliques ayant des afietsactivité biologique de substances
endogenes (stérols, acides gras, €icosanoidesnivéis...) ou, pour quinze d’entre eux,
exogenes (xénobiotiques, dont font partie les naddénts). 75% des réactions de
biotransformation des médicaments sont catalyséedegs CYPs \illiams et al, 2000 ;
Wienkers et Heath, 20D%et parmi les réactions impliquant les CYPs, 9®%6 sont
catalysées par cing des 57 CYPs humains : les Q¥2s 2C9, 2C19, 2D6 et 3A4, cette
derniere isoforme intervient dans environ 50% destions Villiams et al, 2000 ; Wienkers
et Heath, 200p

Brown CM, Reisfeld B, Mayeno ANCytochromes P450: a structure-based summary dfdsieformations using representative substrates.
Drug Metab Rev, 200&0(1): p. 1-100.

Danielson PB The cytochrome P450 superfamily: biochemistry|ugiam and drug metabolism in huma@urr Drug Metab, 20023(6): p.
561-97.

Lewis DF, Ito Y, Human CYPs involved in drug metabolism: structusebstrates and binding affiniti€Sxpert Opin Drug Metab Toxicol,
2010.6(6): p. 661-74.

Wang JF, Zhang CC, Chou KC, Wei D@tructure of cytochrome p450s and personalized.d@urr Med Chem, 2009.6(2): p. 232-44.
Wienkers LC, Heath TG Predicting in vivo drug interactions from in vitdrug discovery dateNat Rev Drug Discov, 2008(10): p. 825-
33.

Williams PA, Cosme J, Sridhar V, Johnson EF, McRee MMammalian microsomal cytochrome P450 monooxygenstsectural
adaptations for membrane binding and functionakdsity. Mol Cell, 2000.5(1):121-31.
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Il existe d’autres CYPs impliqués dans ces réastimiies que les CYP 2A6, 2B6 et
2C8. Toutes les isoformes différent entre ellaslpaéquence du gene qui code la protéine,
la structure de la chaine polypeptidique et |la $ipé&é des substrats.

Les substrats appartiennent a plusieurs classesgtieés mais certaines caractéristiques
moléculaires (telles que la taille, le caractgpepiile et la configuration tridimensionnelle) et
les sous-structures (telles que les groupementiémmels, 'encombrement stérique et la
stéréochimie), peuvent avoir une influence non igégble sur leur capacité a se lier sur
chacune des isoformes de CYPs.

Des mises a jour paraissent réegulierement dan$deature scientifique, pour compléter
les données relatives aux substrats et aux inhilsitdes principales familles et sous-familles
de CYPs Guenguerich et al, 2002 ; Ingelman-Sundberg, 20Bélkonen et al, 2008 ; Brown
et al, 2008 ; Guenguerich et Rendic, 2D1@oncernant les trois principales familles

impliquées dans le métabolisme des xénobiotiquepgeat tirer les informations suivantes :

- Lafamille CYP1
Cette famille est composée de trois genes (CYP1AZ2,et 1B1). CYP1A2 est la seule

isoforme hépatique, CYP1A1l est la forme extra-higpatprincipale et CYP1B1 est présent
dans pratiguement tous les autres tissus.

Les substrats des CYP1 sont souvent des moléclalessptelles que les Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques (HAPSs), incluant les fesmnitrogénées, et les polluants
environnementaux tels que le pesticide chlorpyrébkes polychlorobiphényls (PCBBdon
et al, 200). Parmi les substrats de I'isoforme CYP1Al, il yiles arénes hydrophobes de
taille moyenne tels que les benzo[a]pyrénes éP@Bs, tandis que ceux du CYP1A2 sont des
hétérocycles plus polaires et des arylamines tgliesla caféine et 'aminopyrin8¢on et al,
2007). La réaction caractérisant le 1A2 est la N-déyiatton bien qu’il puisse hydroxyler
'cestradiol. Le CYP1B1 est impliqué dans l'actieatide substances procancérigenes bien
gque sa fonction primaire soit [I'hydroxylation de celstradiol. Les principales
biotransformations de cette sous-famille incluest N-hydroxylations, les O-déalkylations et
les époxydationsBoon et al, 2001

Boon JP, Lewis WE, Goksgyr A,Immunochemical and catalytic characterization epatic microsomal cytochrome P450 in the sperm
whale (Physeter macrocephaluAyjuat Toxicol, 200152(3-4): p. 297-309.

Brown CM, Reisfeld B, Mayeno ANCytochromes P450: a structure-based summary ofdrieformations using representative substrates.
Drug Metab Rev, 2008.0(1): p. 1-100.

Guengerich FP, Wheeler JB, Chun YJ, Kim D, Shimada T, Aryal Rla0, Gillam EM,Use of heterologously-expressed cytochrome P450
and glutathione transferase enzymes in toxicitgysd oxicology, 2002. 181-182: p. 261-4.

Guengerich FR, Rendic SUpdate information on drug metabolism systems-92@@rt I.Curr Drug Metab, 201A.1(1): p. 1-3.
Ingelman-Sundberg M, Human drug metabolising cytochrome P450 enzynregepties and polymorphismiSaunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, 20043691): p. 89-104.

Pelkonen Q Turpeinen M, Hakkola J, Honkakoski P, HukkaneRaynio H,Inhibition and induction of human cytochrome P45zymes:
current statusArch Toxicol, 200882(10): p. 667-715.
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CYP1A2 est inhibée par la Furafylline, la Fluvoxami la Ciprofloxacine et le
Rofecoxib. Les contraceptifs oraux et les traitetehormonaux substitutifs peuvent
également inhiber les métabolismes médiés par IBIA2. La famille CYP1 est régulée au
niveau transcriptionnel par la voie AhR-ARNTAr¢l hydrocarbon Receptor -
Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocgtor

AhR est structurellement distinct de la superfamiles récepteurs nucléaires. Il s'agit
d’'un facteur de transcription présentant des doesaitinteraction hélice-boucle-hélice. On le
retrouve chez les vertébrés au niveau de la peystt la glande mammaire, le foie, le
systeme nerveux central, le systéme cardiovaseuylatir’utérus Mimura et Fujii-Kuriyama,
2003. Une fois lié a son ligand, il est transloqué slde noyau et s’associe avec son
partenaire ARNT. Le dimere ARNT-AhR avec son liggelt alors se fixer en amont des
genes cibles au niveau des promoteurs pour moldwieactivité transcriptionnelle. AhR fixe
une dioxine, le 2,3,7,8 TCDD (tétrachlorodibenzdipxin), ainsi que d’autres molécules
d’hydrocarbures aromatiques polycycliques fortenigmalrophobes, telles que les furanes. De
plus, I'activité transcriptionnelle d’AhR peut étirghibée par le resvératrol et un oxystérol, le

7-cétocholestéroljavouret et al, 2001

- Lafamille CYP2
La famille CYP2 est la plus grande famille chezdifime. Les spécificités d’expression

tissulaire, de substrats et de systémes de régulsdint trés différentes.

Les substrats sont généralement des moléculesille & moyen poids moléculaire
avec un large éventail de polarité.

CYP2AG6 est I'isoforme prédominante chez I'Homme catialyse I'’hydroxylation de la
coumarine et la transformation de la nicotine ermétabolite intermédiaire qui sera ensuite
meétabolisé en cotininé’€arce, 199p

CYP2A13 est étroitement lie a CYP2A6 avec 93,5 %odiologie de séquence, des
spécificités de substrats chevauchantes mais agscefficacités catalytiques différentes
(Fukami et al, 200y

Fukami T, Nakajima M, Sakai H, Katoh M, Yokoi TYP2A13 metabolizes the substrates of human CYphafacetin, and theophylline.
Drug Metab Dispos, 20035(3): p. 335-9.

Mimura J, Fujii-Kuriyama Y,[Xenobiotics and transcriptional regulationTanpakushitsu Kakusan Koso, 2088(16): p. 2261-6.

Pearce R Greenway D, Parkinson ASpecies differences and interindividual variatiodiver microsomal cytochrome P450 2A enzymes:
effects on coumarin, dicumarol, and testosterordation. Arch Biochem Biophys, 1992981): p. 211-25.

Savouret JF, Antenos M, Quesne M, Xu J, Milgrom E, Casper Riketocholesterol is an endogenous modulatorHerarylhydrocarbon
receptor.J Biol Chem, 2001276(5): p. 3054-9.
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On retrouve CYP2A13 de facon prédominante dans VJeges respiratoires,
principalement dans la muqueuse nasale, et d’'atissass extra-hépatiques mais ne contribue
pas majoritairement dans la métabolisation de raéiénts et a également un réle dans
I'activation d’agents cancérigendsd P et al, 2006 ; Von Weymarn et Murphy, 2003

CYP2B6 contribue aux N-déméthylations et a I'hyddekon de nombreux substrats.
Ces substrats ont tendance a étre non-planairest aa moins un cycle aromatique,
présentant un caractére lipophile important etgteapements formant une ou deux liaisons
hydrogene Boon et al, 2001l L’'agent anti-cancéreux ThioTepa est un inhiliteéiectif de
ce CYP.

Les substrats de CYP2C8 et CYP2C9 posssédent desighés acides faibles et de
multiples cycles aromatiqueBgon et al, 2000l De nombreux xénobiotiques incluant
I'lbuproféne et la Warfarine subissent des hydratghs par le biais de ces enzymes. Le
Paclitaxel est hydroxylé endbpar le CYP2CS8 et est utilisé en tant que margpeur cette
isoenzyme VYaclavikova et al, 2004 Le Tolbutamide est hydroxylé par CYP2C9 au nivea
du groupement methyl, I'acide arachidonique endegeém composé biologiquement actif
dans la signalisation cellulaire, est aussi tramséo en acide époxyeicosatrienoique par
CYP2CS8 Pearce et al, 1996

CYP2C19 a environ 90 % d’homologie de séquence EvEYP2C9 Kitsuda M et al,
2006 ; Ridderstrom M et al, 20p&t a un intérét certain di & son métabolismerpoiphe de
nombreux médicamentd/éclavikova et al, 2004tels que le Diazépam, I'’Amitriptyline, la
Phénytoine et la plupart des inhibiteurs de la poenprotons.

CYP2D6 métabolise un grand nombre de médicameétpidmment utilisés tels que
des analgésiques (exemple du Dextrométorphane)artesythmiques, des antidépresseurs,
des antihistaminiques, des inhibiteurs de I'acéiline estérase et des hallucinogenes. Il faut

aussi signaler son importance dans le métabolismedains neurotransmetteurs.

Boon JP, Lewis WE, Goksgyr A,Immunochemical and catalytic characterization epatic microsomal cytochrome P450 in the sperm
whale (Physeter macrocephaluAyjuat Toxicol, 200152(3-4): p. 297-309.

He P, Court MH, Greenblatt DJ, von Moltke LEactors influencing midazolam hydroxylation adtivin human liver microsomeBrug
Metab Dispos, 20084(7): p.1198-207.

Mitsuda M, Iwasaki M, Asahi SCynomolgus monkey cytochrome P450 2C43: cDNA rdpriieterologous expression, purification and
characterizationJ Biochem, 20061395): p. 865-72.

Pearce RE Mclintyre CJ, Madan A, Sanzgiri U, Draper AJ, Bek PL, Cook DC, Burton LA, Latham J, Nevins C, #ason A, Effects of
freezing, thawing, and storing human liver microssron cytochrome P450 activigjrch Biochem Biophys, 199@31(2): p. 145-69.
Ridderstrém M, Zamora |, Fjellstrdom O, Andersson TBnalysis of selective regions in the active sifdsuman cytochromes P450, 2C8,
2C9, 2C18, and 2C19 homology models using GRID/CBGAed Chem, 200144(24): p. 4072-81.

Vaclavikova R, Soucek P, Svobodova L, Anzenbacher P, Simek Bn@arich FP, Gut IDifferent in vitro metabolism of paclitaxel and
docétaxel in humans, rats, pigs, and minip@sig Metab Dispos, 20082(6): p. 666-74.

Von Weymarn LB, Murphy SECYP2A13-catalysed coumarin metabolism: comparisitm @YP2A5 and CYP2A&enobiotica, 2003.
33(1): p. 73-81.

37



Etat actuel du sujet

Les substrats de CYP2E1l sont généralement de peilte tels que les alcanes
halogénés, les alcénes et les aromatiques (comnbenezene et I'aniline) ainsi que des
molécules hydrophiles tels que I'éthanol et la icefeCYP2E1 est impliqgué dans I'activation
hépatotoxique du paracétamol par oxydation et foamation en  N-
acétylparabenzoquinoneimingdon et al, 2001

Les récepteurs nucléaires des prégnanes PX&gfane X Receptprdes acides gras
polyinsaturés PPARPeroxysome Proliferative Activated Receptoet de I'androstérone
CAR (Constitutive Androstane Receptocontrélent I'expression de ces enzymes. PXR
possede une cavité de liaison au ligand importapute lui permet d’interagir avec de
nombreux composés de tailles et de structureéamfstéroides, antibiotiques, antifongiques,
anti-cancéreux...). Toutefois, son domaine de liaisoi différents ligands est trés peu
conservé entre les espéces ce qui rend I'extrapolates études menées sur I'animal a
’Homme tres limitée. PXR est présent dans peuisiig et principalement dans le foie et
l'intestin gréle. Selon les auteurs, PXR serail#sigement nucléaire ou ne passerait dans le
noyau qu’aprés fixation du ligand. A ce stade,’liégrodimérise avec un autre récepteur
nucléaire RXR pour se fixer a ’'ADN. Les genes etbtlans la famille CYP2 sont CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9 et CYP2C109.

CAR est tres proche de PXR mais présente un éVelgtdigands plus étroit. Comme
PXR, il est surtout présent dans le foie (et la)ret s’hétérodimérise avec RXR. Ce récepteur
est un facteur de transcrition régulé négativemeant des ligands endogenes de type
androstanol et androsténol, deux meétabolites deestostérone. CYP2B6, CYP2C9 et
CYP2C19 sont induits par CAR ce qui démontre I'etise d’'un « crosstalk » entre les
xénosenseursP@scussi et al, 2008avec partage des ligands, des cofacteurs et/su de
éléments de liaison a I’ADN.

Une activation de la transcription de genes CYPZA,P2C et CYP2E par les

récepteurs PPAR a été reportée plus particuliéreoiz les rongeurs.

Boon JP, Lewis WE, Goksgyr A,Immunochemical and catalytic characterization epatic microsomal cytochrome P450 in the sperm
whale (Physeter macrocephalusjjuat Toxicol, 200152(3-4): p. 297-309.

Pascussi JM Gerbal-Chaloin S, Duret C, Daujat-Chavanieu Miakdm MJ, Maurel PThe tangle of nuclear receptors that controls
xenobiotic metabolism and transport: crosstalk andsequencesnnu Rev Pharmacol Toxicol, 20088: p. 1-32.

38



Etat actuel du sujet

- Lafamille CYP3
La famille CYP3 représente chez 'Homme environ93@u contenu en cytochromes

P450 hépatiques. Elle comprend seulement une smiflf incluant trois protéines
fonctionnelles : CYP3A4, CYP3A5 et CYP3A7 mais edlst considérée comme étant la
famille la plus importante dans la métabolisatiom slbstances médicamenteuses chez
'Homme, tout particulierement le CYP3A4, qui tréorsne la majorité des composés
exogenes et quelques substrats endogenes telegatoidesBon et al, 2001 ; Pearce et
al, 1999. Leurs substrats sont variables et difficiledasger mais sont le plus souvent des
molécules de haut poids moléculaire, pour la plufaélolement polaires et porteurs de cycles
aromatiques.

Alors que CYP3A4 est le CYP le plus abondant denfie humain, CYP3A5 n’est
exprimé que chez 25 % des caucasi&eclavikova et al, 2004ou il représente 17 a 50 %
des CYP3A Daly, 2006.

CYP3A7 est une forme fcetale de CYP3A que l'on eteoau niveau du foie et
d’autres tissus foetaux mais on le retrouve égalemans le foie et d’'autres tissus chez
certains adultesDaly, 2006. La spécificité de substrats, la régiospécifigtdes cinétiques
de CYP3A5 et CYP3A7 sont semblables a celles de 3P méme si des différences
existent entre ces isoformes.

L’activation de ces enzymes est sous la dépendizxescepteurs PXR.

[I.  Importance clinique et toxicologique des dérégulabins du métabolisme
par les CYPs
Quelles que soient les pathologies, on peut estiuerles traitements médicamenteux
sont encore trop souvent inefficaces. 30 a 60 %padéents répondraient positivement aux
antidépresseurgi-bloquants, statines et anti-psychotiques. De pks,effets toxiques des
médicaments représenteraient aux Etats-Unis, 7 /admissions en service hospitalier (30

% chez les sujets de plus de 70 ans) et ces chf@mient en augmentation croissante.

Boon JP, Lewis WE, Goksgyr A,Immunochemical and catalytic characterization epatic microsomal cytochrome P450 in the sperm
whale (Physeter macrocephaluAyjuat Toxicol, 200152(3-4): p. 297-309.

Daly AK, Significance of the minor cytochrome P450 3A isofoClin Pharmacokinet, 2006. 45(1): p. 13-31.

Pearce RE Mclintyre CJ, Madan A, Sanzgiri U, Draper AJ, Bek PL, Cook DC, Burton LA, Latham J, Nevins C, iason A, Effects of
freezing, thawing, and storing human liver microssrn cytochrome P450 activigrch Biochem Biophys, 199@31(2): p. 145-69.
Vaclavikova R, Soucek P, Svobodova L, Anzenbacher P, Simek Bn@arich FP, Gut Different in vitro metabolism of paclitaxel and
docétaxel in humans, rats, pigs, and minip@sig Metab Dispos, 20082(6): p. 666-74.
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La cause de ces différences interindividuelles danmgponse a un traitement est une
différence dans les paramétres pharmacocinétiquesédlicament selon les patients et donc
surtout des différences dans I'activité des CYPplet particulierement des CYPs 1, 2 et 3
qui contribuent au meétabolisme de 90 % des médiseameéCes modifications dans le
fonctionnement des cytochromes P450 trouvent toubodd leur origine dans le
polymorphisme des génes qui codent pour ces enzymes

Mais des phénomeénes d'inhibition/induction (intéiats médicamenteuses par
exemple) ou des processus épigénétiques peuvetendgd participer a ces réactions

inattendues a un traitement.

1. Inductions — Inhibitions
Depuis de nombreuses années, on sait ghietsponibilité des médicaments peut étre
affectée par des interactions meédicamenteusesimartaune toxicité ou [linefficacité

thérapeutiqueGuéguen et al, 2006

- Inhibition de 'activité enzymatique

L’inhibition de I'activité enzymatique peut s’effeer par une interaction entre deux
molécules agissant sur le méme site catalytiqumjgguant ainsi une inhibition compétitive,
avec la possibilité ou non de détruire définitiveéctivité métabolique. Dans la mesure ou
la majorité des médicaments est prise en chargeCy®3A4, la cinétigue métabolique de
cette enzyme est l'une des plus étudiées et lassdis cliniques, si la molécule d'intérét est
la cible de CYP3A4, des essais d'interféerence naédenteuse sont alors réalisés. Les
molécules les plus affectées sont généralemergscpliésentant des marges thérapeutiques
étroites telles que la Cyclosporine A. Largemertrities pour des molécules thérapeutiques,
dont les macrolides, ces inhibitions peuvent égatgnmsurvenir avec des produits de
consommation courante, comme les jus de fruitedsedu jus de pamplemousse a été mis en
exergue au début des années 1990 car sa consommegidiere conduisait a une inhibition
du métabolisme de certains médicamesaad’inhibition de CYP3A. Dans certains cas cette
propriété d’inhibition des CYPs peut étre bénéfique Ritonavir, un inhibiteur de CYP3A,
permet de réduire les posologies des autres antingtux utilisés dans le traitement du
SIDA.

Guéguen Y, Mouzat K, Ferrari L, Tissandie E, Lobaccaro JMattBAM, Paquet F, Voisin P, Aigueperse J, GourmdinSouidi M,
Cytochromes P450: xenobiotic metabolism, regulatind clinical importanceAnn Biol Clin (Paris), 200654(6): p. 535-48.
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- Induction de I'activité enzymatique

L’augmentation de l'activité enzymatique peut awdes effets nocifs ou bénéfiques. En
régle générale I'induction d’'une voie métabolig@elwniter I'efficacité d’'un médicament. Il
est donc conseillé de vérifier I'éventuel potenimeucteur de la prescription, afin de ne pas
perturber un traitement déja équilibré. L’inductidn métabolisme du Cyclophosphamide
augmente la production du métabolite pharmacolagient actif, cette particularité pouvant

étre exploitée dans certains protocoles thérapsesgiq

CYP2C9/19, CYP2B6 et CYP3A sont regulés par letefas de transcription du fait de
la présence de séquences consensus dans les presmdés genes. Ainsi, l'utilisation de
molécules inductrices doit-elle étre réalisée apeadence afin de ne pas perturber les

traitements en cours.

Les principaux agents inducteurs sont la Rifampicicertains anticonvulsivants
(Carbamazépine, Phénytoine, Phénobarbital), lepgarticoides, le Modafinil, les glitazones
ainsi que certains anti-rétroviraux (Efavirenz, Napine). Lorsque [I'activation du
métabolisme conduit a une augmentation de la coratem des métabolites toxiques, dans la
plupart des cas ceux-ci sont éliminés. La limitatibe cette détoxication réside dans la
saturation des systemes d’élimination entrainansiaune augmentation des accidents
thérapeutiques. L'exemple le plus caricatural estiade I'alcool qui, en induisant CYP2EL,

augmente la toxicité hépatique du paracétamol Ealepolique.

Les industries pharmaceutiques se soucient maintede plus en plus précocément, de
ce que l'on appelle l'inhibition irréversible ouirhibition-suicide » Kettleton et Einolf,
2011)). En effet, I'existence d’'une éventuelle liaisoréversible entre un nouveau composé a
visée thérapeutique et le site actif d'un cytocheof@450 peut mener a des effets
catastrophiques sur la santé de futurs patientse Gaison se réalise le plus souvent (dans 80
% des cas) avec un métabolite de la substance (vianelenBrink et Isoherranen, 2016t
deux mécanismes sont décrits : I'alkylation deratgine ou de I'heme et la formation d’'un

complexe intermédiaireT@bleaw 1). Cependant, de nombreux mécanismes restent encore

inconnus. Quelques revues permettent, a 'heungelet de prédire les risques d’inhibition

irréversible de nouvelles entités chimiquEsritana et al, 2006

Fontana E, Dansette PM, Poli SMCytochrome p450 enzymes mechanism based inhibitomsmon sub-structures and reactiviGurr
Drug Metab, 20055(5): p. 413-54.

Nettleton DO, Einolf HJ, Assessment of cytochrome p450 enzyme inhibitiorinactivation in drug discovery and developmeDarr Top
Med Chem, 201111(4): p. 382-403.

VandenBrink BM, Isoherranen NThe role of metabolites in predicting drug-drudeiractions: focus on irreversible cytochrome P450
inhibition. Curr Opin Drug Discov Devel, 20103(1): p. 66-77.
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Médicament Métapolites 1A2 2B6 2C8 2C9 2C19 2D6 3A4| Métabolites circulants
inactivant

Cimétidine Inconnu NG Sulfoxyde,
hydroxyméthyl
cimétidine

Delavirdine Inconnu X* | N-désisopropyl,
N-désalkyl delavirdine

Lopinavir Inconnu X&

Phénelzine Inconrfu X X X X

Saquinavir Inconnu X* | Mono- et di-hydroxylé
saquinavir

Thiotepa Inconnu X Tepa

Zileuton Inconnu x® N-déhydroxylé

Zolpidem Inconnu X

Tableaw 1 : Inhibiteurs qui inactivent les CYPs par un mécamisnconnu.
*DDI (Drug-Drug Interactiony indiquéin vivo (f = faible, m = modéré, p = puissarity destruction de I'héme
du P450 impliqué est basée sur le mécanisme dfactio
(Daprés vandenBrink et (sohervanen, 2010)



Etat actuel du sujet

Cette étape est maintenant nécessaire pour dédassanple stade de I'évaluation
pharmacologique des métabolites, a la rechercheedactivité principale, d'une activité

résiduelle ou d’une toxicité secondaire.

2. Polymorphisme génétique des cytochromes P450
(Ingelman-sundberg, 2007 ; Zhou,2009 ; Ingelman-8arglet Sim, 2010 ; Johansson, 2p11

Le polymorphisme génétique, défini comme une vanastable au niveau d’'un locus
donné d’'une séquence génétique et présente dansiasl 1 % de la population, se manifeste
dans I'expression de tous les intervenants du robsafe des xénobiotiques, méme s’il existe
moins d’exemples de polymorphismes des transpartair des xénosenseurs dans la
littérature. Nous n’évoquerons ci-dessous que lenorphismes touchant les CYPs
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques CYP et 3. Les bases moléculaires a
I'origine de variations d’expression et/ou d’adiévide ces enzymes sont connues.

D'une part, elles se composent de microlésions P(SIingle Nucleotide
Polymorphisny, c’est-a-dire de mutations faux sens ou de naratiponctuelles telles que
celles entrainant un décalage du cadre de lecawrer@émeshiff ou un codon stop, de
mutations ponctuelles pouvant affecter la séque&cecodante des genes et étre a I'origine
d'un défaut d'épissage, ou lorsqu’elles sont sguékrns la région promotrice, d'une
expression de la protéine altérée. D’autre pads&bgroupent des macrolésions (comme des
insertions, des délétions complétes du gene ounaet'se une amplification génique),
regroupées sous le terme de variation du nombreodees de génes (CN\Gopy Number
Variation).

Quatre phénotypes en découleriy( 22) :

- Les métaboliseurs ultra-rapidesdeux genes actifs codant pour un CYP donné ou
I'expression augmentée d’un seul géne. Les patsentant ce phénotype ne répondent pas
aux doses normales de médicaments et peuventdraresfexcessivement les « prodrugs »

ou former trop de métabolites toxiques.

Ingelman-Sundberg M, Sim SC, Gomez A, Rodriguez-Antona {Dfluence of cytochrome P450 polymorphisms on dhegyapies:
pharmacogenetic, pharmacoepigenetic and clinicpleass Pharmacol Ther, 200116(3): p. 496-526.

Ingelman-Sundberg M, Sim SC,Pharmacogenetic biomarkers as tools for improveaydherapy; emphasis on the cytochrome P450
systemBiochem Biophys Res Commun, 20B96(1): p. 90-4.

Johansson | Ingelman-Sundberg Mzenetic polymorphism and toxicology--with emphasigytochrome p45d.oxicol Sci, 2011120(1):

p. 1-13.

Zhou SF, Liu JP, Chowbay BPolymorphism of human cytochrome P450 enzymegsntinical impact.Drug Metab Rev, 200911(2): p.
89-295.
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Lent Intermédiaire Rapide Ultrarapide
B Gene défectuenx (délétion. mutation inactivatrice)
T Gene actif

’

Flg. 22 : Bases moléculaires des polymorphismes génétiques
(Daprés De Chaisemartin et Loriot, 2005)

de ChaisemartinL, Loriot MA, [Pharmacogenetics of anticancer drugBhathol Biol (Paris), 200%3(2): p. 116-24.
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- Les métaboliseurs extensifs ou rapidedeux alleles fonctionnels.

- Les métaboliseurs intermédiairesun géne délétere ou deux genes partiellement
délétéres.

- Les métaboliseurs lentsdeux génes délétéres. Ce phénotype expose sauxes de
réactions toxiques a certains médicaments ou asdiate d’activité de médicaments

nécessitant un métabolisme.

Globalement, tous les genes codant pour les CYs golymorphes (360 alléles
fonctionnels différents) mais a des degrés varsablees enzymes métabolisant les
médicaments sont en regle générale plus polymorghesles enzymes responsables de la
métabolisation des composés endogenes. Les enigmpkguées dans l'activation des pro-
cancérigenes (CYPs 1A1, 1A2, 2E1 et 3A4) sont mpoigmorphes ou leur polymorphisme
n’influe pas sur leur fonctionT@bleaw 2). Les CYPs 2B6, 2C9, 2C19 et 2D6 sont

particulierement polymorphes avec, respectivemgft, 34, 26 et 78 alleles fonctionnels

différents.

Beaucoup d’exemples de conséquences cliniquessdpatymorphismes sont retrouvés
dans la littératurelifjgelman-Sundberg et al, 2007 ; Johansson et Ingei8undberg, 2031

et certains sont répertoriés dansTleleaw =. lls peuvent étre classés par CYP ou par

pathologie. Si on prend I'exemple du cancer poguét les agents thérapeutiques sont en
général non spécifiques et d'index thérapeutiqueitéton peut comprendre les toxicités
fréquentes séveres et méme fatales qui peuventappa Des conséquences dramatiques
sont également répertoriees avec des meédicamentsysiame nerveux central (suicides
causeés par une absence d’efficacité des antidgums3sdu systeme cardiovasculaire (agents

anticoagulants) ou du SIDA.

3. Pharmacoépigénétique

Elucider les polymorphismes présents sur les Gthesurs conséquences fonctionnelles
n'est pas suffisant pour expliquer les différenicesr-individuelles observées dans la réponse
a un medicament. Aussi, depuis le début des ar¥¥¥ plusieurs équipes se sont penchées
sur la régulation épigénétique qui pourrait se pmedsous I'effet de I'« environnement » du

géne au sens large, et en particulier, sous I'dfstpolluants environnementaux.

Ingelman-Sundberg M, Sim SC, Gomez A, Rodriguez-Antona {Dfluence of cytochrome P450 polymorphisms on dhegrapies:
pharmacogenetic, pharmacoepigenetic and clinicpleass. Pharmacol Ther, 200116(3): p. 496-526.

Johansson | Ingelman-Sundberg Mzenetic polymorphism and toxicology--with emphasisytochrome p450.oxicol Sci, 2011120(1):
p. 1-13.
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Fréquence de

Effets

Variants polymorphes

Enzyme Substrats polymorphisme fonctionnels les plus importants
CYP1Al Cancérigénes Relativement haute Non prouvés Aucun variant allélique
fonctionnel important
CYP1A2  Médicaments, Haute Rares CYP1A2*1F,
cancérigenes CYP1A2*1K
CYP1B1 Cancérigénes,Alleles « null » rares, Au moins 7 haplotypes avec CYP1B1*7
cestrogénes  mutations faux-sens une activité similaire
fréquentes
CYP2A6  Nicotine, Elevée chez les Orientaux, Importants dans le CYP2A6*1B,
médicaments, moins fréquente chez les  métabolisme de la nicotine  CYP2A6*4,
cancérigenes Caucasiens CYP2A6*9,
CYP2A6*12
CYP2B6 Médicaments Haute Métabolisme des médiceme@YP2B6*5,
réduits CYP2B6*6,
CYP2B6*16
CYP2C8  Quelques Haute Métabolisme des médicamentS€YP2C8*3
médicaments réduits
CYP2C9 Médicaments Relativement rare chez lesTres significatifs CYP2C9*2,
Caucasiens CYP2C9*3
CYP2C19 Médicaments Haute Tres significatifs CYP2Q1
CYP2C19*3,
CYP2C19*17
CYP2D6 Médicaments Trés haute Trés significatifs PRD6*2xN,
CYP2D6*4,
CYP2D6*5,
CYP2D6*10 ,
CYP2D6*17
CYP2E1 Cancérigenes,Faible Aucun cas significatif n’a été Aucun variant allelique
solvants, démontré fonctionnel important
quelques
médicaments
CYP3A4  Médicaments, Faible Aucun ou peu CYP3A4*1B
cancérigenes
CYP3A5 Médicaments, Haute Significatifs CYP3A5*3,
cancérigénes CYP3A5*6,
CYP3A5*7
CYP3A7 Médicaments, Faible Quelques-uns CYP3AT7*2

cancérigenes

Tableaw 2 @ Importance des CYPs polymorphes sur le métabeldenmédicaments
et d'agents cancérigénes
(praprés Johansson et ingélman-Sundberg, 2011)
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Phénotype

Base génétique

Conséquences cliniques

fBpkes d'alleles
causant le phénotype

Exemples de conséquences cliniques

Métaboliseur
ultra-rapide

Métaboliseur
extensif

Métaboliseur
intermédiaire

Métaboliseur
pauvre

Plus de 2 copies de génes actifs Manque de réponse du
sur le méme allele, ou expressiormédicament

augmentée d’'un seul géne

2 alleles fonctionnels

1 allele défectueux ou 2 alléles
partiellement défectueux

2 alleles défectueux

Augmentation des ADRs due a

CYP2C19*17
CYP2D6*1/*2 x N
(duplication de géenes

une augmentation de métabolite / multi-duplication)

ou de production de médicament
actif

Réponse normale

Augmentation de concentration
du médicament

Diminution de la formation de
métabolite

De plus hauts taux de
médicaments
Augmentation du risque pour les
ADRs

CYP2C9*1,
CYP2C19*%1,
CYP2D6*1

CYP2C9*2,
CYP2D6*10,
CYP2D6*41

CYP2C9*3,
CYP2C19*2,
CYP2C19*3,
CYP2D6*4,
CYP2D6*5

CYP2C19 : augmentation du risque de
saignement avec le clopidogrel

CYP2D6 : pas de réponse avec les
antiémétiques, les antidépresseurs et
augmentation du risque de suicide. ADRs
apres un traitement a la caféine et au
tramadol

Métabolisme normal

Réponse réduite avec un traitement avec
des analgésiques et le tamoxifen

Augmentation d’ADRs
Réponse réduite avec les analgésiques et
le tamoxifen

Tableaw = - Phénotypes des CYPs intervenant dans le métabotism@dicaments et alleles des CYPs

polymorphes ayant une importance dans la répongiig®maux médicaments
(>apres mgelman-Sundberg et Sivm, 2010)
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L’épigénétique s’intéresse a I'étude des modiftcet transmissibles dans I'expression
d’'un géne sans changement dans la séquence de I'&D$éns altérations des séquences
nucléotidiques. Ces changements épigénétiques peétre acquis pendant toute la vie d’'un
individu. Les études concernant ces changemengemgiques associés aux enzymes du
meétabolisme des xénobiotiques sont relativemergntés [hgelman-Sundberg et Gomez,
2010.

Dans un premier temps, ce sont surtout des chagsnidans le taux de méthylation
(moyen de régulation de I'expression des genesdispbse la cellule) des génes codant pour
les CYPs qui ont été mis en évidencel{caw 4) mais a I'heure actuelle, on sait que d’autres
meécanismes épigenétiquesiy. 2=) participent a la régulation des genes codant pesir
enzymes du métabolisme, les transporteurs, leguectde transcription, les récepteurs
nucléaires Kacevska et al, 2011 ; Baer-Dubowska et al, 201Qn peut résumer ces
mécanismes en trois typeshoudhuri, 201D:

- La méthylation de 'ADN
- Les modifications de la chromatine au niveau des $tiones

- L’expression de microARNs non codants

Dans le génome des mammiferes, la méthylation restegs événements épigénétiques
les plus retrouvés. Elle résulte par I'addition @ewte d’'un groupement méthyl provenant de
la S-adénosylméthionine sur le carbone en poshiaiu cycle pyrimidique de la cytosine
(Das et Singal, 2004donnant ainsi, la 5-méthylcytosine, catalysée lparDNMTs DNA
MéthylTransférasgdelles que DNMT1, DNMT3a et DNMT3krpkochi et Robertson, 2002

La fonction des sites de méthylation, que l'onaete au niveau des ilots CpG des
régions promotrices de I'ADN de mammiféres, eseé & I'empreinte génomique et a la
régulation des facteurs de transcriptibngt al, 1993 ; Ferguson-Smith et al, 1993; Namlet

Baer-Dubowska W, Majchrzak-Celiska A, Cichocki M,Pharmocoepigenetics: a new approach to predictidividual drug responses
and targeting new drug®harmacol Rep, 20163(2): p. 293-304.

Choudhuri S, Small noncoding RNAs: biogenesis, function, andrgimg significance in toxicology. Biochem Mol Toxicol, 201@R4(3):
p. 195-216.

DasPM and Singal RDNA methylation and cancet.Clin Oncol, 200422(22): p. 4632-42.

Ferguson-SmithAC, Sasaki H, Cattanach BM, Surani MParental-origin-specific epigenetic modificatiohtbe mouse H19 genlature,
1993.3626422): p. 751-5.

Ingelman-SundbergM, Gomez A,The past, present and future of pharmacoepigeroiarmacogenomics, 2010.(5): p. 625-7.
Kacevska M, Ilvanov M, Ingelman-Sundberg NPerspectives on epigenetics and its relevancedtemse drug reaction<lin Pharmacol
Ther, 201189(6): p. 902-7.

Li E, Beard C, Jaenisch Role for DNA methylation in genomic imprintim¢ature, 1993366(6453): p. 362-5.

Nan X, Campoy FJ, Bird AMeCP2 is a transcriptional repressor with abundairiding sites in genomic chromati@ell, 1997.88(4): p.
471-81.

Yokochi T, Robertson KDPreferential methylation of unmethylated DNA by Maatian de novo DNA methyltransferase DnmtB&iol
Chem, 2002277(14): p. 11735-45.
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Géne Méthylation de 'ADN Références

CYP1Al Fumer affecte la méthylation du CYP1A1. AatS et al, 2003

CYP1A2 Les variations inter-individuelles se situewu niveau de$ Nakajima, Met al, 2003
sites CpG spécifiques et I'épigénétique présagepmnse] Hammons G&t al, 2001
aux stimuli environnementaux.

CYP1B1 Une méthylation aberrante de 'ADN dansdecaer affectg Nakajima, Met al, 2003

I'expression de CYP1B1.

Tokizane Tet al, 2005

CYP2A6, CYP2C19,
CYP2D6, CYP2J2,
CYP2R1, CYP2S1

La présence d’'un haut taux de dinucléotide CG refitatif

du réle de la méthylation de 'ADN pour ce gene.

Ingelman-Sundberg Mt al, 2007

CYP2E1

L'expression pendant les étapes du dévetoppeest liég

au taux de méthylation de 'ADN du géne.

Jones Shet al, 1992

CYP2W1

L'expression de CYP2W1, spécifique de ladum due 3§
une méthylation aberrante de 'ADN constitue umatégie

thérapeutique prometteuse dans le cancer

Gomez Aet al, 2007
Karlgren Met al, 2006

CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7

Le traitement des cellules HepG2 avec la 5-azg
désoxycytidine et/ou la trichostatine A et l'anaysle
modifications dans [I'expression du gene au niv

génomique montre un effet sur I'expression de cegé

-Pannenberg L&t al, 2006

eau

Tableaw 4 Quelques membres de CYPs, impliqués dans labolétation de médicaments,

régulés par la méthylation de 'ADN
('apres Gomez et ingelman-Sundberg, 2009).

GomezA, Ingelman-Sundberg MPharmacoepigenetics: its role in interindividuatferences in drug responsélin Pharmacol Ther, 2009.

85(4): p. 426-30.
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Etat actuel du sujet

1998 ; Goodman et Watson, 2002 ; Attwood et al2p00a majorité des dinucléotides CpG
ont été éliminés du génome au cours de I'évolution.

lls sont conservés au niveau des promoteurs dem&f% des génes humains et ceux
retrouvés dans les promoteurs, sont le plus souvamiméthyléserman et Baylin, 2003
Cependant, les séquences d’ADN dont les sites re@thylés se situent préférentiellement
dans les régions non promotrices. Des études ontréngue la méthylation aberrante de
'ADN telle que I'hyperméthylation et I'hypométhylan joue un réle important dans la
cancérogenes&lao et al, 1997 ; Lee et al, 1998

La régulation de I'expression des genes par la ylattbn de I'’ADN s’effectue par
deux mécanismes. En effet, la méthylation de '’ABUINniveau des promoteurs des génes va
empécher la liaison des facteurs de transcriptionsites de liaison de '’ADNT(ate et Bird,
1993 ; Rountree et al, 20Dbu peut engendrer par des mécanismes indireotpleges des
changements de conformation de la chromatkesliet et al, 1986 ; Nan et al, 1998 ;
Stirzaker et al, 2004 ; Caiafa et Zampieri, 2003adjen et al, 2006

L'interaction de 'ADN méthylé avec des protéinespables de détecter cet ADN et
d’autres protéines de remodelage de la chromatieieena I'altération de la chromatine et

empéche I'expression des gen@sintree et al, 2001

Des études ont montré que I'expression des CYRsnétalifiée par la méthylation de
'ADN. En effet, des altérations aberrantes duda enéthylation au niveau des sites CpG,
sites cibles de la DNMT ont été retrouvées darmadenoteur et les régions stimulatrices du
CYP1B1 dans le cancer de la prostdtekjzane et al, 2005

Attwood JT, Yung RL, Richardson BAQNA methylation and the regulation of gene traipan. Cell Mol Life Sci, 200259(2): p. 241-
57.

Caiafa P and Zampieri M,DNA methylation and chromatin structure: the pimgCpG islandsJ Cell Biochem, 200594(2): p. 257-65.
GoodmanJl and Watson REAltered DNA methylation: a secondary mechanisrolired in carcinogenesi®innu Rev Pharmacol Toxicol,
2002.42: p. 501-25.

Herman JG and Baylin SB,Gene silencing in cancer in association with preendypermethylationN Engl J Med, 200334921): p.
2042-54.

Keshetl, Lieman-Hurwitz J, Cedar HDNA methylation affects the formation of activeodmatin.Cell, 1986 .44(4): p. 535-43.

Lee YW, Broday L, Costa MEffects of nickel on DNA methyltransferase agtigitd genomic DNA methylation leveldutat Res, 1998.
415(3): p. 213-8.

Nan X, Ng HH, Johnson CA, Laherty CD, Turner BM, EisennRN, Bird A, Transcriptional repression by the methyl-CpG-birgdi
protein MeCP2 involves a histone deacetylase complature, 19983936683): p. 386-9.

PadjenK, Ratnam S, Storb UDNA methylation precedes chromatin modificationdar the influence of the strain-specific modifsam1.
Mol Cell Biol, 2005. 25(11): p. 4782-91.

Rountree MR, Bachman KE, Herman JG, Baylin SBNA methylation, chromatin inheritance, and can€émcogene, 20020(24):3156-
65.

Stirzaker C, Song JZ, Davidson B, Clark SDranscriptional gene silencing promotes DNA hypethylation through a sequential change
in chromatin modifications in cancer celS8ancer Res, 20084(11): p. 3871-7.

Tate PH and Bird AP Effects of DNA methylation on DNA-binding proteamsl gene expressio@urr Opin Genet Dev, 1993(2): p. 226-
31.

Tokizane T, Shiina H, Igawa M, Enokida H, Urakami S, KawakamOgishima T, Okino ST, Li LC, Tanaka Y, NonomiaOkuyama A,
Dahiya R,Cytochrome P450 1B1 is overexpressed and regulatdtypomethylation in prostate canc€tin Cancer Res, 20031(16): p.
5793-801.

Zhao CQ, Young MR, Diwan BA, Coogan TP, Waalkes MRssociation of arsenic-induced malignant transfation with DNA
hypomethylation and aberrant gene expresdiync Natl Acad Sci U S A, 19994(20): p. 10907-12.
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L’activation du CYP1B1 passant par la voie AhR/ARNdcessite la reconnaissance de
'élément de réponse a la dioxine (DRE pdioxin Response Elememu XRE pour
Xenobiotic Response Elemeqgtii comporte le site CpG cible de la DNMT.

L’expression de ce CYP est plus élevée dans leetade la prostate que dans
'hyperplasie bénigne prostatique. Cela s’expliquee la déméthylation des sites CpG au
niveau de I'élément de réponse DRE dans le carecéa drostate. Le facteur de transcription
Spl liant le site GGGCGG est déméthylé dans Issigi€ancéreux prostatiques mais reste
meéthylé dans I'hyperplasie. Ainsi, 'hypométhylatiale ces sites dans le promoteur et les
régions stimulatrices du CYP1B1 permet la liaisax &acteurs de transcription et donc
I'expression du CYP1B1 dans le cancer de la pregtatkizane et al, 2005

Par contre, I'expression de CYP1ALl est atténué@gonse a une hyperméthylation. La
région régulatrice du CYP1A1, possédant un ilot Cgg méthylée dans la lignée cancéreuse
prostatique LNCaP alors qu’elle ne I'est pas dandignée prostatique normale RWPE-1.
Cette méthylation a pour conséquences des changeohestructure dis a des modifications
des histones@kino et al, 2006 La méthylation, conduisant a la cancérisatiofiue sur
'expression du CYP2W1@omez et al, 20071l a été demontré que les différents niveaux
d’expression de ce CYP dans les lignées celluldirgsaines sont dus aux variations de
méthylation dans les ilots CpG du promoteur prokidece geneKarlgren et al, 200k
L’équipe de Ingelman-Sundberg a analysé les sikeméthylation potentiels en s’appuyant

sur la localisation des sites CpG de plusieurs géleda famille des cytochromes P450y(
24) tels que CYP1Al, CYP1lA2, CYP1B1l, CYP2C19, CYP2D®YP2E1l, CYP2J2,

CYP2R1, CYP2S1 et CYP2WL1.

Les histones sont sujet a plusieurs types de noatiifins post-traductionnelles
covalentes et réversibles : acétylation, méthytatiphosphorylation ADP-ribosylation,
ubiquitination et sumoylationQhoudhuri et al, 2010 Il existe un « cross-talk » entre la
méthylation de I'ADN et les modifications des his#s. Les exemples concernant une
régulation de I'expression des CYPs par modificetiodes histones sont encore peu

nombreux.

Choudhuri S, Cui Y, Klaassen CDMolecular targets of epigenetic regulation andeeférs of environmental influenceBoxicol Appl
Pharmacol, 201®453): p. 378-93.

Gomez A Karlgren M, Edler D, Bernal ML, Mkrtchian S, Irlgen-Sundberg MExpression of CYP2W1 in colon tumors: regulatign b
gene methylatiorPharmacogenomics, 200%(10): p. 1315-25.

Karlgren M, Gomez A, Stark K, Svard J, Rodriguez-Antona Gw@, Bernal ML, Ramoén y Cajal S, Johansson |, Imgs-Sundberg M,
Tumor-specific expression of the novel cytochrodORenzyme, CYP2WRBiochem Biophys Res Commun, 20@81(2): p. 451-8.

Okino ST, Pookot D, Li LC, Zhao H, Urakami S, Shiina H, Wga M, Dahiya R, Epigenetic inactivation of the dioxin-responsive
cytochrome P4501A1 gene in human prostate ca@acer Res, 20066(15): p. 7420-8.

Tokizane T, Shiina H, lgawa M, Enokida H, Urakami S, KawakdmOgishima T, Okino ST, Li LC, Tanaka Y, NonomiaOkuyama A,
Dahiya R,Cytochrome P450 1B1 is overexpressed and regulatdd/pomethylation in prostate canc@lin Cancer Res, 20081(16): p.
5793-801.
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Etat actuel du sujet

On peut citer une étude montrant le réle d’une giation d’histones dans le controle
de I'expression du CYP3A mais seulement au cowselmaturation post-natalei (et al,
2009.

La mise en évidence de l'influence de I'impact @avironnement sur les altérations
épigénétiques impliquées dans la pharmacocinégtiada réponse a un médicament passera,
dans le futur proche, par la connaissance de lalatgn épigénétique par les microARNs
(miRNAs) (Choudhuri, 2010 ; Ingelman-Sundberg et al, 2007¢n®z et Ingelman-
Sundberg, 2009 ; Baer-Dubowska et al, 20llles miARNs font partie, avec les siRNAs
(small interfering RNAset les piRNAs f§iwi interfering RNA} des petits ARNs non codants
récemment découverts et dont I'intérét fait maiatd I'objet de nombreuses études.

Ces miARNSs sont des molécules d’ARN simple brirRdléx 24 nucléotides qui peuvent
provoquer une régulation post-transcriptionnelle I@ason aux régions 3-UTR des ARNm

ciblés et induire leur dégradation, leur cassuranterferer avec leur traductiomif. 25).

Quelgues exemples de régulation des CYPs existgatdhns la littérature. miR-27b régule
'expression du CYP1B1, dans les cellules MCF-7,senfixant sur une séquence cible du
CYP1B1-ARNm {suchiya et al, 2006 Dans des hépatocytes, les miARNs responsables de
la régulation de CYP2EL ont pu étre identifiésidder et Novak, 200&t surtout I'équipe de
Takagi (Takagi et al, 200Ba étudié la régulation de I'expression du CYP3Ade des plus
importantes enzymes du métabolisme des xénobiatiggponsables de la biotransformation
de 50 % des médicaments. Cette régulation impliqiiR-148 qui, en se liant a la région 3'-
UTR du PXR, conditionne I'induction de I'expressidn CYP3A4.

Il est donc maintenant tentant de suivre I'influemies xénobiotiques sur la biosynthese
et I'expression de ces miARNSs puisque ce mécanigmerait constituer le lien entre les
polluants de I'environnement et la réponse d'uriepata un médicament donné. Ce rble
potentiel des miARNs dans la toxicogénomique a d&areporté Hudder et Novak, 2008
Des équipes ont montré I'influence de la dioxines dradiationg, de I'arsenite de sodium,

du paracétamol et du tétrachlorure de carbonéestpression des miARNS.

Baer-Dubowska W, Majchrzak-Celiska A, Cichocki M,Pharmocoepigenetics: a new approach to predictidijvidual drug responses
and targeting new drug®harmacol Rep, 20163(2): p. 293-304.

Choudhuri S, Small noncoding RNAs: biogenesis, function, andrgimg significance in toxicology. Biochem Mol Toxicol, 201@R4(3):

p. 195-216.

Gomez A Ingelman-Sundberg Mgpigenetic and microRNA-dependent control of dytome P450 expression: a gap between DNA and
protein. Pharmacogenomics, 2009. 10(7): p. 1067-76.

Hudder A, Novak RFmiRNAs: effectors of environmental influences emegexpression and disea$exicol Sci, 20081032): p. 228-40.
Ingelman-Sundberg M, Sim SC, Gomez A, Rodriguez-Antona {Bfluence of cytochrome P450 polymorphisms on dheyapies:
pharmacogenetic, pharmacoepigenetic and clinicpleass. Pharmacol Ther, 200116(3): p. 496-526.

Li Y, Cui Y, Hart SN, Klaassen CD, Zhong XBynamic patterns of histone methylation are asged with ontogenic expression of the
Cyp3a genes during mouse liver maturatibtol Pharmacol, 2009/5(5): p. 1171-9.

Takagi S Nakajima M, Mohri T, Yokoi T,Post-transcriptional regulation of human pregnanereteptor by micro-RNA affects the
expression of cytochrome P450 344iol Chem, 200&883(15): p. 9674-80.

Tsuchiya Y, Nakajima M, Takagi S, Taniya T, Yokoi MicroRNA regulates the expression of human cytmuler P450 1BICancer Res,
2006.66(18): p. 9090-8.
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Etat actuel du sujet

lll. La prostate : siege d’'une métabolisation extra-hépmue

Le foie est quantitativement I'organe principal slé&métabolisme des xénobiotiques et
en particulier dans leur élimination. Cependanisties autres organes expriment des EMX et
il existe une trés grande variabilité qualitativee quantitative de cette distribution tissulaire
(Pavek et Dvorak, 2008 Ainsi, lI'expression, basale ou induite, des eney de
biotransformation et de transport des xénobiosqgpeut contribuer a la formation de
meétabolites dont la production situ peut étre a I'origine d’une toxicité spécifiquenda
certains organedfng et Kaminsky, 20Q03Mais cette expression peut également affecter de
maniére significative la réactivité locale des Xd@intiques ou des composés endogéenes au
sein des tissus périphériques et ainsi modifiersieffets pharmaco/toxicologiques ou encore

influer sur leur absorption dans la circulation ¢eéte Pavek et Dvorak, 2008

Un certain nombre d’études ont montré que, darsaseparticulier de la prostate, la
présence d’enzymes de métabolisation de phasds étetle transporteurs pouvait influencer
notamment l'efficacité et/ou la toxicité des médiemts ciblant le cancer et I'hyperplasie

bénigne de la prostate (HBR)Igligacion et al, 2006

Des travaux ont mis en évidence l'existence deacers de ces EMX dans le tissu
prostatique Nlishimura et Naito, 2006 ; Biéche et al, 2007 ; deret al, 2008 ; Rendic et
Guenguerich, 200)0mais d'autres études ont permis d’aboutir a demées plus précises
guant a la répartition de ces enzymes en fonctela chature du tissu (sain, hyperplasique ou
cancéreux) Kinnstrom et al, 2001 ; Leskela et al, 2007 ; Fujna et al, 2009 et de la

localisation dans I'organe.

Biéche |, Narjoz C, Asselah T, Vacher S, Marcellin P, Letar R, Beaune P, de WazierRReverse transcriptase-PCR quantification of
mRNA levels from cytochrome (CYP)1, CYP2 and Ca8iés in 22 different human tissu&harmacogenet Genomics, 2007(9):731-
42.

Ding X, and L.S. KaminskyHuman extrahepatic cytochromes P450: function inokéotic metabolism and tissue-selective chemical
toxicity in the respiratory and gastrointestinahtts. Annu Rev Pharmacol Toxicol, 20083: p. 149-73.

Finnstrom N, Bjelfman C, Soderstrom TG, Smith G, Egevad L, I8lorBJ, Wolf CR, Rane ADetection of cytochrome P450 mRNA
transcripts in prostate samples by RT-PERr J Clin Invest, 20081(10): p. 880-6.

Fujimura T, Takahashi S, Urano T, Kumagai J, Murata T, Takay#, Ogushi T, Horie-Inoue K, Ouchi Y, Kitamura Muramatsu M,
Homma Y, Inoue SExpression of cytochrome P450 3A4 and its clingighificance in human prostate cancérology, 2009.74(2): p.
391-7.

Leskeld S Honrado E, Montero-Conde C, Landa I, Cascon AonéR, Talavera P, Cézar JM, Concha A, Robledo btriyuez-Antona C,
Cytochrome P450 3A5 is highly expressed in normadtate cells but absent in prostate candardocr Relat Cancer, 20074(3): p. 645-
54,

Nishimura M, Naito S,Tissue-specific mMRNA expression profiles of huptese | metabolizing enzymes except for cytochfe4b€ and
phase Il metabolizing enzym&sug Metab Pharmacokinet, 20@8.(5): p. 357-74.

Obligacion R, Murray M, Ramzan, IDrug-metabolizing enzymes and transporters: exjoass the human prostate and roles in prostate
drug disposition2006.27(2): p. 138-50.

Pavek P, Dvorak Z,Xenobiotic-induced transcriptional regulation afnobiotic metabolizing enzymes of the cytochron®® Rdiperfamily

in human extrahepatic tissugSurr Drug Metab, 2008(2): p. 129-43.

Rendic § Guengerich FRJpdate information on drug metabolism systems-92p@rt Il: summary of information on the effectsiiseases
and environmental factors on human cytochrome R€x®P) enzymes and transporte@urr Drug Metab, 201A.1(1): p. 4-84.

Zencir S, Alptekin D, Celiktas M, Canturk P, Colak D, CangrLuleyap UH, Topcu ZPetection of cytochrome P450-2A6, -3A5 and -4B1
with real-time polymerase chain reaction in prosttissueZ Naturforsch, 20083(9-10): p. 780-4.
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La prostate est essentiellement constituée dezames rig. 2¢) :

- la zone périphérigL (PZ), composée de tissu sécrétoireprésente 70% de
glande. Elle essituée a l'arriere de la prostate. C’est dans cetbme que naisse
70% des cancers de la prost:

- la zone de transitic (TZ) représente 5% de la masse totale de la glande. 284
des cancers prennent naissance dans ce terri

- la zone central€C2), au contact de l'uretre, qui représente 25% dglende, voit

se développer 5 a 10% des cancers prostati

Vesicule
séminale

| Conduit
éjaculatoire

Urétre
proximal

Stroma
fibromusculaire
antérieur

Zone périurétrale

Uretre distal <

Flg. 26 : Schéma général représentant les trois zones dedtaf

La zone périphériquglus sujett & développer un cancer est également la plus e
enzymes d’activation et/ou de détoxificaticRagavan et al, 2004 Cependant, il a &
démontré que la présence d'adduits a 'ADN formpses exposition aux Hydrocarbul
Aromatiques Polycycliques AP), était observée aussi bien dans la zpériphérique que
dans la zone de transitiodofr et al, 2009.

De part l'intérét clinique évident que cela poureaioir, un nombre croissant de trave
visenta relier un polymorphisme ou une surexpressiol EMX a un risque accru de canc

prostatique.

John K, Ragavan N, Pratt MM, Singh PB,-Buheissi S, Matanhelia SS, Phillips DH, Poirier M@artin FL, Quantification of phase /Il
metabolizingenzyme gene expression and polycyclic aromaticdegabor-DNA adduct levels in human prosti Prostate, 20069(5): p.
505-19.

Ragavan N Hewitt R, Cooper LJ, Ashton KM, Hindley AC, Nidson CM, Fullwood NJ, Matanhelia SS, Martin CYP1B1 expression
in prostate is higher in the peripheral than in tin@nsition zon¢ Cancer Lett, 2002151): p. 69-78.
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Une surexpressiomivosu et al, 2001 ; Tokizane et al, 2005 ; Martiale 2010 ; Singh
et al, 2010 ou un polymorphismeMurata et al, 2001 ; Tanaka et al, 2002Suzuki, 2003 ;
Beuten et al, 2008du géne CYP1B1 ont été associés au risque deutsnpeostatiques. Le
méme type de conclusions ressort d’études menéds GYP2B6 Kumagai J et al, 2007 le
CYP2D6 Wadelius et al, 1999t les CYP3A Zeigler-Johnson et al, 2004 ; Stone et al,
2005 ; Daly, 200%

Par contre, deux équipdsitfia et al, 2008 ; Kumar et al, 20L.6nt montré I'absence de
corrélation entre les polymorphismes du CYP1Alaesusceptibilité a développer un cancer
de la prostate. De plus, il faut bien sir avoité&e que les différences d’expression en CYPs
sont fortement dépendantes de I'exposition devithas au tabac, a I'alcool et/ou a différents
polluants environnementaux tels que les amines aiques [uresky, 2004 les HAPs
(Sterling et Cutroneo, 2004 les polychlorobiphénylsGreen et al, 2008ou la dioxine
(Schaufler et al, 2002

Beuten J Gelfond JA, Byrne JJ, Balic I, Crandall AC, Jobmgais TL, Thompson IM, Price DK, Leach RJYP1B1 variants are
associated with prostate cancer in non-Hispanic biigpanic Caucasians. Carcinogenesis, 208%9): p. 1751-7.

Daly AK, Significance of the minor cytochrome P450 3A isofo Clin Pharmacokinet, 20085(1): p. 13-31.

Green RM, Hodges NJ, Chipman JK, O'Donovan MR, GrahanRkgctive oxygen species from the uncoupling ohwytochrome P450
1B1 may contribute to the carcinogenicity of diekike polychlorinated biphenyl8/utagenesis, 20023(6): p. 457-63.

Kumagai J, Fujimura T, Takahashi S, Urano T, Ogushi T, Hdmeue K, Ouchi Y, Kitamura T, Muramatsu M, BlumbeB, Inoue S,
Cytochrome P450 2B6 is a growth-inhibitory and prostic factor for prostate canceprostate, 200%67(10): p. 1029-37.

Kumar V, Yadav CS, Singh S, Goel S, Ahmed RS, Gupta SyéerBK, Banerjee BDCYP 1A1 polymorphism and organochlorine
pesticides levels in the etiology of prostate canCeemosphere, 20181(4): p. 464-8.

Lima MM Jr, Oliveira MN, Granja F, Trindade AC, De Castro 8anLE, Ward LSLack of association of GSTT1, GSTM1, GSTO1,
GSTP1 and CYP1A1 polymorphisms for susceptibifity @utcome in Brazilian prostate cancer patiefslia Biol (Praha), 200&%4(3): p.
102-8.

Martin FL , Patel Il, Sozeri O, Singh PB, Ragavan N, Nichol€M, Frei E, Meinl W, Glatt H, Phillips DH, Arlt M, Constitutive
expression of bioactivating enzymes in normal humpeostate suggests a capability to activate proegawgens to DNA-damaging
metabolitesProstate, 201(000(14): p. 1586-99.

Murata M, Watanabe M, Yamanaka M, Kubota Y, Ito H, NagaoKdioh T, Kamataki T, Kawamura J, Yatani R, Shiaig, Genetic
polymorphisms in cytochrome P450 (CYP) 1A1, CYPTAR2EL, glutathione S-transferase (GST) M1 andT@SAnd susceptibility to
prostate cancer in the Japanese populat@ancer Lett, 20011652): p. 171-7.

Nwosu V, Carpten J, Trent JM, Sheridan IReterogeneity of genetic alterations in prostaéeaer: evidence of the complex nature of the
diseaseHum Mol Genet, 200110(20): p. 2313-8.

Schaufler K, Haslmayer P, Jager W, Pec M, ThalhammerTie environmental toxin 2,3,7,8-tetrachlorodibepzdioxin induces
cytochrome P450 activity in high passage PC 3 abidl@5 human prostate cancer cell lings.J Mol Med, 20029(4): p. 411-6.

Singh PB Ragavan N, Ashton KM, Basu P, Nadeem SM, Nichol€dl, Krishna RK, Matanhelia SS, Martin FQuantified gene
expression levels for phase I/1l metabolizing erezyamd estrogen receptor levels in benign prostaten fcohorts designated as high-risk
(UK) versus low-risk (India) for adenocarcinomathis organ site: a preliminary studgsian J Androl, 201012(2): p. 203-14.

Sterling KM Jr, Cutroneo KR Constitutive and inducible expression of cytoctesrR4501A (CYP1Al and CYP1A2) in normal prostate
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p. 169-80.
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Il est donc bien établi que la prostate possédesysteme de meétabolisation des
xénobiotiques qualitativement proche de celui etéoau niveau hépatique. Cependant, d’'un
point de vue quantitatif, les CYPs sont bien entiepids abondants dans le tissu hépatique.

Le profil d’expression et/ou le polymorphisme pentvdonc retentir sur la réponse des
tissus prostatiques aux traitements qui leur sppligués. Une revuedbligacion et al, 2006
reporte a la fois I'influence des principaux traients (anti-androgenes, inhibiteurs deda 5
réductase, antagonistesadrénergiques, agents cytotoxiques) sur certai®s@résents dans
la prostate (3A4, 1B1, 2C8) et les CYPs responsatke leur métabolisation au niveau
prostatique.

Tout ceci justifie donc encore notre objectif : naftire I'influence de I'environnement
et en particulier du cadmium, sur un maximum deac#@s métabolisantes présentes au
niveau de la prostate.

Obligacion R, Murray M, Ramzan, IDrug-metabolizing enzymes and transporters: exjoass the human prostate and roles in prostate
drug disposition2006.27(2): p. 138-50.
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PARTIE 3 : INFLUENCE DU CADMIUM SUR LA METABOLISATION DES
XENOBIOTIQUES

L'organisme humain est susceptible de subir dgostons multiples a des agents
physiques, chimiques et biologiques, au contacdd&sents compartiments (air, sol, eau) de
I'environnement dans lequel il évolue. L'impact iaine potentiel de ces expositions peut se
manifester a court, moyen ou long terme et se tracar des effets toxiques, infectants et
allergisants.

Les contaminants chimiques peuvent étre classés $elir structure, on distinguera
alors, par exemple, les hydrocarbures aromatiqoggyxliqgues (type benzo(a)pyrene), les
organochlorés et organobromés (pesticides, dioxif&SB, polybromés), les amines
aromatiques, les organophosphorés (sarin, chldgsyyiles nitrosamines, les fibres (amiante),
les métaux lourds, les toxines (aflatoxine), ledamges (fumées de cigarettes, particules
fines, goudrons...) ou selon leur mode d’action pbidaon distinguera alors les agents
génotoxiques (directs ou apres meétabolisation)qeésle benzo(a)pyréne, les aflatoxines, les
fibores d’amiante... des agents non génotoxiques dels les dioxines (action par une
signalisation cellulaire propre), les pesticideger(prbateurs cellulaires), les perturbateurs
endocriniens (inhibition ou activation d’'une sigeation cellulaire), les organophosphorés
(perturbateurs enzymatiques), les métaux, les dégdtparticules (stress cellulaire de type
oxydant) (NSERM, 2008

Les effets de certains de ces polluants sur désrimes du cytochrome P450 ont déja
été décrits au niveau hépatigie(dic et Guenguerich, 2010u extra-hépatiqueP@vek et
Dvorak, 2008. L'exposition a la fumée de cigarettes a étéiparérement étudiée et des
modifications dans I'expression et l'activité CYPZLALB1 et 3A5 ont pu étre démontrées.
Toutefois, les résultats obtenus sur l'activité tdess mélanges complexes ou a partir de
prélevements d’échantillons atmosphériques dans zdees polluées, sont difficilement
interprétables en terme de mécanisme d’action. Pette raison, nous avons décidé de nous
focaliser sur un élément trace, le cadmium, paicement présent dans I'environnement de
notre région (0,56 ng/m3 en 2006 avec des maximd,dé ng/m3 dans la région de
Dunkerque) et également au niveau de lI'organe aibliea retenu notre attention dans ce
travail de these.

Pavek P, Dvorak Z,Xenobiotic-induced transcriptional regulation afnobiotic metabolizing enzymes of the cytochron®® Rdiperfamily
in human extrahepatic tissuedurr Drug Metab, 2008(2): p. 129-43.

Rendic § Guengerich FRJpdate information on drug metabolism systems-92p@rt Il: summary of information on the effectsiiseases
and environmental factors on human cytochrome R€X(P) enzymes and transporte@arr Drug Metab, 201A.1(1): p. 4-84.
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I.  Sources d’exposition au cadmium et métabolisme

Le cadmium est un meétal lourd peu répandu a l'étturel et présent a I'état
d’'impuretés dans divers minerais tels que le Zm@lomb et le cuivreAndujar et Nemery,
2009. On le retrouve sous plusieurs formes : oxydeQ¥dchlorure (CdG), bromure
(CdBr), nitrate (Cd[NG2), cyanure(Cd[CN), sulfure (CdS) ou méme séléniure (CdSe). Ce
meétal est en grande partie utilisé dans les battet accumulateurs ou piles électriques
alcalines sous forme de nickel-cadmium (Ni-Cd), dé&s pigments pour peintures, des
matieres plastiques et également, & moindre medains,le cadmiage de surfaces métalliques
(Directives 91/157/CEE, 91/338/CEE et 20002/95/GEndujar et Nemery, 2009 On
retrouve également le cadmium en tant que poll@nbmobile dans la combustion de
produits pétrochimiques, dans les engrais phosph®#n et al, 201 et dans la phase
particulaire de la fumée de tabadidla et Botta, 200pdont I'apport dans I'organisme est
d’environ 1 pg/cigarette. De plus, le cadmium ¢éstle dans de nombreux aliments tels que
les fruits de mer, les abats, les céréales, lemgigmons, les Iégumes et en gquantités plus
faibles dans le poisson, les fruits et la viandadujar et Nemery, 2009Les principales
sources d’exposition de la population au cadmiunt donc I'alimentation (apport quotidien
en cadmium compris entre 15 et 20 pg/jour) et bagésme ce qui lui confére a la fois une
pénétration par les voies digestives et respirdoir

Le cadmium est une substance toxique cumulative ldafemi-vie dans I'organisme est
de 20 a 40 ansK{m et al, 2002; Jarup et Akesson, 2p08t qui s’accumule
préférentiellement dans le foie et les reins, négalement au niveau des poumons, de la
prostate, des cheveux et des phanéres. A la nagsdarcharge en cadmium est inférieure a 1
ng (le cadmium franchit difficilement la barrieréagentaire) mais a I'age de 50 ans, on
estime qu’elle se situe entre 5 et 30 mg et qujgdlet atteindre 200 a 300 mg chez les sujets

professionnellement exposeés.

Le cadmium circule dans le sang lié a I'hémoglobfoencentration normale < 0,5
Hg/L) et se fixe dans un premier temps au niveatoruou il est d’abord métabolisé sous la
forme d’'un complexe Cd-glutathion puis remis en circulation sous la forden complexe

Cd**-métallothionéine. Ce complexe est réabsorbé gaeiaes ou il est rapidement dégradé.

Andujar P, Nemery B[Acute and subacute chemical pneumonitigv Mal Respir, 20026(8): p. 867-85.

Jarup L, Akesson ACurrent status of cadmium as an environmentalthgaloblem.Toxicol Appl Pharmacol, 2002383): p. 201-8.

Kim BJ, Kim MS, Kim KB, Kim KW, Hong YM, Kim IK, Lee HW,Jung YK, Sensitizing effects of cadmium on TNF-alpha- aRAIL-
mediated apoptosis of NIH3T3 cells with distingiression patterns of p58arcinogenesis, 20023(9): p. 1411-7.

Pan J, Plant JA, Voulvoulis N, Oates CJ, Ihlenfeld @admium levels in Europe: implications for humaalth. Environ Geochem Health,
2010. 32(1): p. 1-12. )

Viala A et Botta A (Coordonateursfpxicologie 2°™ édition, 2009. Edition Tec & Doc, Lavoisier, Paris
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Les ions C@' ainsi libérés stimulent & leur tour une nouvellentsgse de
métallothionéines et, notamment au niveau des leslldu tubule proximal, un équilibre

dynamique Ct libre/ Cd*- métallothionéine s'installe.

Le complexe CH-métallothionéine n'est pas toxique mais une liténade Cd* par
exemple en présence de zinc peut engendrer desgcameéquences si I'accumulation de ce

complexe est importante notamment chez les fumeurs.

Les individus présentant une faible expression d&alothionéines sont donc sensibles
a la toxicité du cadmiumK(aassen et al, 2009 Ces petites protéines ont pour réle de
protéger les cellules contre les dommages indugts lps agents alkylants, les especes
réactives de I'oxygene (ERO) et les radiationssantes Kusakabe et al, 2008 ; Endo et al,
2004 ; Jasani et Schmid, 1997 ; Garrett et al, 1960 2000. Les fonctions des
métallothionéines telles que le maintien de I'hostasie de métaux essentiels comme le zinc,
le «scavenging> d’ERO, la régulation génique et la régénératissulaire Cherian et Kang,
2009 contribueraient a la protection des métallothioeg¢ envers le cadmium et les
différences inter-individuelles de I'expressionads protéines pourraient avoir un impact sur

la susceptibilité des hommes envers la toxicitéatimium Klaassen et al, 2009

[I. Toxicité du cadmium

Les premiers effets du cadmium sur la santé @ntagtportés en 1858I¢rdberg, 2009
et au fil des années, des troubles respiratoieetrigues, 0sseux, rénaux, cancérigenes ont été
décrits. La toxicité du cadmium résulte de phénasaomplexes, parfois indirects et dépend

de la voie, de la durée et de la dose d’exposition.

Cherian MG, Kang YJ,Metallothionein and liver cell regeneratioBxp Biol Med (Maywood), 2006231(2): p. 138-44.

Endo T, Yoshikawa M, Ebara M, Kato K, Sunaga M, FukudaHdyasaka A, Kondo F, Sugiura N, Saisholimunohistochemical
metallothionein expression in hepatocellular caosima: relation to tumor progression and chemoresista to platinum agents)
Gastroenterol, 20089(12): p. 1196-201.

Garrett SH, Sens MA, Shukla D, Nestor S, Somji S, Todd JH)sSeA, Metallothionein isoform 3 expression in the hurpaostate and
cancer-derived cell line®rostate, 199911(3): p. 196-202.

Garrett SH, Sens MA, Shukla D, Flores L, Somji S, Todd JHaSBA, Metallothionein isoform 1 and 2 gene expressiothiz human
prostate: downregulation of MT-1X in advanced patesstcancerProstate, 200013(2): p. 125-35.

Jasani B Schmid KW,Significance of metallothionein overexpressiohuman tumoursHistopathology, 199731(3): p. 211-4.

Klaassen CD Liu J, Diwan BA,Metallothionein protection of cadmium toxicifyoxicol Appl Pharmacol, 2002383): p. 215-20.
Kusakabe T, Nakajima K, Suzuki K, Nakazato K, Takada H, Safol®ikawa M, Kobayashi K, Koyama H, Arakawa K, dagine T,The
changes of heavy metal and metallothionein distidouin testis induced by cadmium expos®iemetals, 200821(1): p. 71-81.

Nordberg GF, Historical perspectives on cadmium toxicologgxicol Appl Pharmacol. 2002383): p. 192-200.
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1. Intoxications aigle et chronique

La toxicité aigle est associée a de sévéres dsulabdominales, nausées,
vomissements, diarrhées, maux de téte, vertigasygnd conduire a la mort dans les 24
heures ou une a deux semaines plus tard selostbexie de dommages rénaux et hépatiques
(Pan et al, 201 Elle survient lors d’inhalations de fumées d’dgeyde cadmium (généréees
lorsque les éléments cadmiés sont portés a hautpétature) ou en cas d’ingestion
d’aliments ayant été au contact avec des objetsniéad La dose |étale par voie orale pour

’'Homme se situe entre 350 et 500 mg.

L’intoxication chronique se traduit surtout pareuatteinte rénale. La néphropathie
cadmique consiste d’'abord en une tubulopathie prald qui provoque une protéinurie
tubulaire caractérisée par une excrétion accruprdeines de faible poids moléculaire qui
doivent normalement étre réabsorbées au niveaulduet proximal. A un stade avance, cette
dérégulation fonctionnelle peut s’étendre au tubdistal et une insuffisance rénale
progressive peut s’installer. Une concentratiomaire en cadmium de 2 a 2,5 ug/g de
créatinine serait associée a des modifications igoiement significatives de la fonction
rénale. Cette néphropathie a été observée cheatiesits souffrant de la maladie « Itai-Itai »
apparue au Japon chez des femmes agées de 45a Vivant le long d’une riviere en aval
d’'une mine de zinc et consommant donc de I'eauuetizl fortement contaminés par le

cadmium.

La toxicité chronique du cadmium se traduit égaleimpar des atteintes osseuses
(osteomalacie, fractures spontané®¥HO, 1992 a et bet respiratoires (dyspnée, toux,
douleurs rétrosternales). Des effets hypertensitsiesur le systeme reproducteur n'ont pu
étre attribués de fagon certaine a une intoxicgieomle cadmium.

Enfin, le cadmium a été classé comme agent cgy@@iet génotoxique de catégorie 1
en 1993 par Ihternational Agency for Research on Can¢&RC) bien qu’il ne soit pas

directement génotoxique.

Pan J, Plant JA, Voulvoulis N, Oates CJ, Ihlenfeld @admium levels in Europe: implications for humaalth. Environ Geochem Health,
2010. 32(1): p. 1-12.

WHO, Cadmium : Environmental health criteria, 134 GeneWorld health Organisation. 1992a.

WHO, Cadmium : Environmental aspect, environmentaltheaiteria, 135 Geneva : World health Organigatibd92b.
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2. Mécanismes d’action au niveau cellulaire

Les meécanismes de toxicité aiglie impliquent lalat@m du glutathion et de
groupements sulfhydryls liés aux protéines, ca@slilte en la production d’especes réactives
de I'oxygene (ERO) tels que ions superoxydes, petexd’hydrogéne, radicaux hydroxyles
(Manca et al, 1994 ; Bagchi et al, 1997 ; Liu et Ja800Q. Les ERO induits par le cadmium
produisent a leur tour une peroxydation lipidigueeagendre des dommages a I'ADN.
Contrairement & la toxicité aigie, le réle des ER@s la toxicité chronique du cadmium et la
cancérogenese sont controversées. Durant une 8gpoadilong terme et a concentrations
faibles, I'accumulation d’'ERO n’est pas forcémessaciée avec une toxicité chronique
induite par le cadmium. Des mécanismes adaptatifsant I'induction de métallothionéines,
de glutathion et d’anti-oxydants cellulaires poian& diminuer le stress oxydant induit par le
cadmium. Cependant, le cadmium inhibe lui-mémeethzymes anti-oxydantes telles que les
catalases, les glutathion peroxydases et les sxyue dismutases qui régulent la production
d’ERO (Waisberg et al, 2003 ; Filipic et Hei, 2004 ; Valkbal, 200%. La formation d’'ERO
via le cadmium induit des perturbations des chainedralesfert des électrons dans la
mitochondrie et endommage les membranes lysoson(idisisrud et Krgkje, 2009 Le
cadmium interfére avec des meécanismes de répardeoiADN tels que la réparation
d’excision des nucléotides, probablement en corgétavec le zinc dans les protéines a
doigts de zincKartwig, 1998 ; Asmuss et al, 200Q’équipe d’Oliveira 200§ a montré que
le cadmium peut se lier directement a '’ADN. Asmudsal (2000 montre que la co-
exposition de zinc et de cadmium induit moins diiition de la réparation de '’ADN qu’une
exposition seule de cadmium, le zinc ayant desr@t#s anti-oxydantes liées a la synthese de
métallothionéinesGhan et Cherian, 1992

AsmussM, Mullenders LH, Hartwig Alnterference by toxic metal compounds with isal&iac finger DNA repair proteing.oxicol Lett,
2000. 112-113: p. 227-31.
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63.

Manca D, Ricard AC, Tra HV, Chevalier QRelation between lipid peroxidation and inflamroatin the pulmonary toxicity of cadmium.
Arch Toxicol, 199468(6): p. 364-9.

Oliveira SC, Corduneanu O, Oliveira-Brett AM,In situ evaluation of heavy metal-DNA interactiamsing an electrochemical DNA
biosensorBioelectrochemistry, 20082(1): p. 53-8.
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3): p. 95-117.
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Un schéma résumé des conséquences biologiquéistdgitation par le cadmium au
niveau cellulaire a été proposé Bertin et Averbeclen 2006 fig. 27). Les dommages a
’ADN, la résistance a I'apoptose, I'épigénétiqua fa méthylation de I'’ADN et I'expression
aberrante de génes, peuvent jouer un réle impodans la cancérisation liée au cadmium
(Liu et al, 2009 et I'exposition professionnelle au cadmium aagéociée a I'apparition de
cancers pulmonaires, prostatiques, pancréatiguénatx.

Comme le cadmium ne forme pas d’adduits avec I'AWhalkes et Poirier, 1984il
agirait par des mécanismes épigénétiquem(, 2008 ; Baccarelli et Bollati, 2009 ; Ding et
Zhu, 2009 ; Arita et Costa, 2009 ; Martinez-Zamueio Ha, 201). Le cadmium inhibe
l'activité de la DNMT Poirier et Vlasova, 2002 Cependant, le réle de la méthylation dans
'effet cancérigene du cadmium est mal connu. DBEapdiang Z008, une exposition
chronique au cadmium des cellules HUIfufnan embryo Lung Fibroblagtprovoque des
hyperméthylations de I'ADN et la surexpression d8RNm de DNMT1, DNMT3a et
DNMT3b. La transcription de ces trois DNMTs estratiée par les facteurs de transcription
Spl et Sp3Kishikawa et al, 2002 ; Jinawath et al, 200& I'expression du facteur Spl est
corrélée avec une augmentation de I'expression NMTL et DNMT3a chez des souris
traitées au diéthylstilbestrobato et al, 2006 La régulation de la DNMT pourrait passer par
cette voie. Le cadmium peut activer des oncogenedes genes associés a la prolifération

cellulaire tels que ayg cjun et cfos (Joseph et al, 2001 ; Spruill et al, 2002

Arita A, Costa M Epigenetics in metal carcinogenesis: nickel, aisechromium and cadmiuriVletallomics, 20091(3): p. 222-8.
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consequences (a review). Biochig2€06. 88(11): p. 1549-59.
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La méthylation de I'ADN joue un rdle important daliactivation de ces génes
(Papaggeli et al, 2003

Les altérations de la méthylation de I'ADN induitesr des expositions chroniques de
cadmium peuvent causer une expression aberrangérts importante dans la prolifération
cellulaire qui peut résulter aussi bien dans lassemce cellulaire que dans l'altération de la
progression du cycle cellulaire. Par conséquerd, deeurs de méthylation de I'ADN
engendrées par le cadmium, pourraient induire ds®ris moléculaires conduisant a la
malignité et pourraient ainsi expliquer les méaaais cancérigenes du cadmiudra(g et al,
2008.

3. Cas particulier de I'implication du cadmium dans tEncer de la prostate

A I'heure actuelle, quatre métaux (ou métalloidem)t connus pour étre des acteurs
importants dans la survenue du cancer de la peostat fer, le zinc, le cadmium et le
sélénium $arafanov et al, 2031

Comme déja évoqué précédemment, le cadmium estidésé comme un agent
cancérigene de classe 1 par le CIRC (Centre Irttenz de Recherche sur le CancéfRC
monographs..., 1993 Cependant, peu d’études ont montré I'implicatden métaux lourds
tels que le cadmium dans la survenue du cancea geoktate Sarafanov et al, 2031 Le
cadmium issu de la fumée de cigarettes, de I'enmement et de I'alimentation s’accumule
dans la prostate humaine ou il induit, comme daagtiees organes la production d’Espéces
Réactives a I'Oxygene, altere le métabolisme desnboes stéroidiennes et stimule la
croissance des cellules épithéliales prostatiquasaines engendrant ainsi leur transformation
maligne Jamba et al, 1997 ; Benbrahim-Tallaa et al, 200&chanzar et al, 2001 ; Zeng et
al, 2009. Au niveau de la prostate, le cadmium interagécale sélénium de fagon a former

un complexe protéique cadmium-sélénium (Cd-Sehgpfer et al, 2030

Achanzar WE, Diwan BA, Liu J, Quader ST, Webber MM, Waalkes ,MRdmium-induced malignant transformation of humeostate
epithelial cellsCancer Re2001.61(2): p. 455-8.
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Sarafanov AG, Todorov Tl, Centeno JA, Macias V, Gao W, Liang WBéam C, Gray MA, Kajdacsy-Balla ARrostate cancer outcome
and tissue levels of metal iofyostate2011.71(11): p. 1231-8.

Schopfer J Drasch G, Schrauzer GSelenium and cadmium levels and ratios in prostdieers, and kidneys of nonsmokers and smokers.
Biol Trace Elem Res, 201034(2): p. 180-7.
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population study in Chin&iometals, 200417(5): p. 559-65.
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A de faibles concentrations de cadmium, cetterasteon peut étre bénéfique dans le
sens ou cela conduit a sa détoxificatiBnefnner et Campbell, 19Y.8ar contre, a des doses
plus importantes, le cadmium abolit les effets-aaticérigénes du sélénium et augmente ainsi
le risque de cancer prostatiquigclirauzer, 2008 Ceci explique pourquoi les fumeurs ont un
plus grand risque de développer un cancer prge@iCoughlin et al, 1996 ; Plaskon et al,
2003.

De plus, dans ce tissu, la détoxification du casmpar les métallothionéines est peu
probable ou moins efficace (la prostate préseneefaible expression de métallothionéine-1
et 2 ; Albrecht et al, 2008 poussant ainsi le cadmium a interagir avec lérsém d’ou
augmentation du risque de cancer de la prostatger@ant, alors que la prostate fait partie
des organes qui accumulent de grandes concensal®rtadmiumAchanzar et al, 2000 ;
Bakshi et al, 2008 ; Satarug et al, 2Q,Léquipe de Wu\\u et al, 201)Ln’a pu montrer qu’il
existait un lien entre le taux de PSA, I'expositthncadmium et le cancer de la prostate, alors
gu’on sait qu’un taux élevé de cadmium peut prédirgphénotype avancé de candenén et
al, 2009. Dans leur étude, environ 41,7 % des hommes mitvaie taux de PSA > 4 ng/mL,
avec des taux de cadmium sanguins et urinaireke$aibe qui a montré qu’'un taux élevé de
PSA pouvait étre associé de maniére significatisec ale faibles concentrations de cadmium

urinaire et sanguint@bleaw 5). Cependant, des taux de PSA élevés peuvent égaleitre

liés a une exposition en cadmium bien plus éleWe ¢t al, 201)L

Achanzar WE, Achanzar KB, Lewis JG, Webber MM, Waalkes MFdmium induces c-myc, p53, and c-jun expressioroimal human
prostate epithelial cells as a prelude to apoptoBaxicol Appl Pharmacol, 200Q64(3): p. 291-300.

Albrecht AL, Singh RK, Somiji S, Sens MA, Sens DA, Garrett 8dHsal and metal-induced expression of metallo#iiisoform 1 and 2
genes in the RWPE-1 human prostate epithelialliogll J Appl Toxicol, 200828(3): p. 283-93.

Bakshi S Zhang X, Godoy-Tundidor S, Cheng RY, Sartor MAed¥edovic M, Ho SMTranscriptome analyses in normal prostate
epithelial cells exposed to low-dose cadmium: oeoégand immunomodulations involving the actiortushor necrosis factorEnviron
Health Perspecf008.116(6): p. 769-76.

Bremner I, Campbell JKEffect of copper and zinc status on susceptitititgadmium intoxicatiorEnviron Health Perspect, 19735: p.
125-8.

Chen YC, Pu YS, Wu HC, Wu TT, Lai MK, Yang CY, Sung FCadmium burden and the risk and phenotype of prestancerBMC
Cancer, 20090: p. 429.

Coughlin SS Neaton JD, Sengupta Aigarette smoking as a predictor of death fromspate cancer in 348,874 men screened for the
Multiple Risk Factor Intervention TriaAm J Epidemiol, 199614310): p. 1002-6.

Plaskon LA, Penson DF, Vaughan TL, Stanford &ligarette smoking and risk of prostate cancer iddie-aged menCancer Epidemiol
Biomarkers Prev, 20032(7): p. 604-9.

Satarug S, Garrett SH, Sens MA, Sens D&admium, environmental exposure, and health outsoBnviron Health Perspect, 2010.
1182): p. 182-90.

Schrauzer GN Interactive effects of selenium and cadmium on mmary tumor development and growth in MMTV-infedtadale mice. A
model study on the roles of cadmium and seleniumiiman breast canceBiol Trace Elem Res, 2008231-3): p. 27-34.

Wu CC, Pu YS, Wu HC, Yang CY, Chen Y®eversed association between levels of prostaafgpantigen and levels of blood cadmium
and urinary cadmiumChemosphere, 20183(8): p. 1188-91.
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PSA, ng.riL p-value
<4 >4
n (%) n)(%
Cadmium sanguin (ugi)
CdS< 0,493 63 (23,4) 10 (41,7) 2@,
0,493 < Cd 0,843 69 (25,6) 5 (20,8)
0,843 < Cd 1,413 69 (25.6) 4 (16,7)
CdS > 1,413 68 (25,3) 5 (20,8)
Cadmium urinaire (ug:9
CdU< 0,45 64 (23,6) 10 (41,7) ®,2
0,450 < CdUs 0,945 69 (25,5) 5 (20,8)
0,945 < CdUk 1,73 68 (25,1) 6 (25,0)
CdU > 1,73 70 (25,8) 3 (12,5)

Tableaw 5 - Relations entre le PSA et le cadmium retrouvé dmsang et les urines

(D>'apres W et al, 2011).
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De maniere opposée, de nombreuses études onténtudrdes concentrations accrues
en cadmium au niveau prostatique étaient assoaé@espoint de vue clinique, au cancer de
la prostateKeustel et al, 1982 ; Ogunlewe et Osegbe, 1989s Bt al, 199¥

D’aprés Sarafanov, le cadmium a longtemps étéestsl’étre un facteur de risque
dans ce type de cancer bien que ses concentrafionseau prostatique soient en deca des
concentrations dites cancérigenes dans des madéles de cancer de la prostaMdalkes
et Rehm, 1994 D’autres travaux vont dans ce sens puisque oesries présentant un cancer
prostatique ont une augmentation du taux de cadndams la circulation systémique et dans
les tissus prostatiques par rapport aux hommesntuit pas de pathologies ou une
hyperplasie bénigne de la prostatalib et al, 1976 ; Ogunlewe et Osegbe, 1989 ;etes,
2009 ; Golovine et al, 2010 De méme, des étudas vitro ont mis en avant une
transformation en tumeurs malignes des celluleshéjmles prostatiqgues humaines non
tumorigénes aprés exposition au cadmiwoh@nzar et al, 2001 ; Nakamura et al, 2002 ;
Zhang et al, 2008 D’autres résultats montrent que le cadmium augenéagressivité du
cancer dans différents model&dalkes et Rehm, 1994 ; Abshire et al, 1996 ; Heigal,
1996 et probablement chez 'HommEI¢ghany et al, 1990

La question de savoir si le cadmium induit plusnmoins directement la survenue du

cancer de la prostate reste donc encore irrésolue.

Abshire MK, Devor DE, Diwan BA, Shaughnessy JD Jr, Waalkes MRitro exposure to cadmium in rat L6 myoblasta cesult in both
enhancement and suppression of malignant prognessivivo.Carcinogenesis, 19967(6): p. 1349-56.
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Des mécanismes d’action cancérigenes ont été g@spalassiquement tels que
I'expression de génes aberrants, I'inhibition det&yes de réparation de ’ADN ainsi que
I'induction de stress oxydanidseph, 2009 Golovineet al (2010 ont mis en évidence le fait
gue le cadmium diminue I'expression de la protéidP (X-linked Inhibitor Apoptosis

Protein) dans des cellules cancéreuses prostatiques.

De nombreuses études ont mis en évidence uneiassoentre I'expression de la
protéine XIAP et la cancérogeneddrén et al, 1999 ; Hofer-Warbinek et al, 2000 ; Yaat
al, 2000 ; Eckelman et al, 2006 ; Schimmer et @0&. Une augmentation de I'expression de
XIAP est reconnue dans de nombreux cancers notameoedu du cancer de la prostate
(Berezovskaya et al, 2005 ; Nomura et al, 20@& diminution de I'expression de XIAP,
protéine régulée par le facteur de transcriptionkBHStehlik et al, 1998 par le cadmium
s’effectue au niveau post-transcriptionnel par aExanismes médiés par le protéasome et
indépendants de NiB. L’inhibition de cette protéine dans des cellutascéreuses induirait
ainsi la mort cellulaire et/ou l'accélération deeffet cytotoxique de chimiothérapies
(Golovine et al, 2010 Leur étude a également révélé qu’un pré-traitimpendant 16 heures
avec 30 uM de cadmium suivi d’'une stimulation enFIdN(Tumor Necrosis Factos) (20
ng/mL) pendant 20 heures induisait une résistari@paptose dans des cellules cancéreuses
prostatiques PC3. On peut expliquer ce phénomeéneesistance par I'augmentation de
'expression de métallothionéines en réponse d'aiteiment au cadmium avec pour
conséquence la chélation intracellulaire des iormmiques. Le complexe formé
métallothionéines/cadmium n’est pas toxique. D’apfétude de Leelfee et al, 2009
'expression de métallothionéines dans I'hypergdsénigne de la prostate est trois a quatre

fois plus importante que dans le cancer prostatique
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Cela signifie que de plus grandes concentrationee domplexes
métallothinonéines/cadmium et de plus faibles cottaéons de cadmium libre chez des
patients atteints d’hyperplasie ménent a moinogieité de cadmium et de cancérisation que
chez les patients présentant un cancer prostatizpi@lus, 'adénome présente de plus hauts

taux de cadmium que la prostate norm&ez{ki et al, 1991

Un autre mécanisme d’action a été proposé liéasactere perturbateur endocrinien du
cadmium [acorte et al, 201)l Ce métal présente des activités déléteres sypdreil
reproducteur puisqu’il exerce des effets androgérsget cestrogéniques en activant les
récepteurs aux androgenes et aux cestrogenes iages hu site actif endogensgtgica et al,
2000 ; Martin et al, 2002 ; Johnson et Wang, 20(rins, 2008 ; Byrne et al, 20D9Ceci
engendre une augmentation de [I'expression des teiosp aux androgénes apres
'administration de cadmium. Cela suggere le faie gle faibles doses de cadmium peuvent
mimer |'effet des androgénes dans les cellulehéligties prostatiques et augmenter ainsi leur
activité proliférative [(acorte et al, 2011 Cette méme équipe a d’autre part démontré qu’une
exposition a de faibles concentrations et a camnhé durant la puberté (étape biologique
pendant laquelle la maturation et la croissancedylire sont importantes) peut induire des
changements précoces dans la prolifération celyléiapoptose, I'expression des récepteurs
aux androgénes et I'organisation stromale de latpte. Ces modifications seraient un facteur

favorisant dans la survenue de Iésions prostatiguesurs de la vie.
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lll. Effets du cadmium sur les enzymes de métabolisatiordes

Xxénobiotiques

Alors que la toxicité du cadmium est connue depanigtemps, son impact sur les systemes
de métabolisation n'a été recherché que depuigheitddes années 2000 et cet effet a plus
particulierement été discuté dans le monde végétadarin. C’est ainsi que l'inhibition de la
Glutathion-S-Transférase par le cadmium a été gbserhez la crevett&élazar-Medina et

al, 2010 et le ver marin\(Von et al, 201}l Bozcaarmutlu et Aring2007 ont également
montré un effet inhibiteur du cadmium sur la NADB¥techrome P450 réductase chez le
poisson.Certaines études ont toutefois montré taptexité de l'influence du cadmium sur
l'activité cytochrome P450 globale ou sur les d#fiis isoformes impliqués dans le

métabolisme des xénobiotiques.

II semble que le cadmium en exposition chroniquedifie les concentrations en
cytochrome P450 et l'activité de la réductase areau rénal Rlewka et al, 2004 Cette
méme activité inhibitrice sur les enzymes oxydaii@édehyde oxydase, xanthine oxydase et
monoamine oxydase) a été mise en évidence danss$ess hépatiques et rénaux de rats
exposésAsagba, 2010

Par contre, un effet inducteur a été plus souwargervé sur les isoformes du
cytochrome P450. Plusieurs auteurs ont suivi leglifications au niveau du CYP1A1,
enzyme hépatique et extra-hépatique régulée pavitade signalisation du récepteur AhR
(Aryl hydrocarbon Recepthr L'importance du CYP1AL vient du fait qu'il a towrs été
associé avec le métabolisme de composés pro-cgenés aier et al, 2000; Vakharia et
al, 200) en métabolites hautement cancérigenes. CYP1Ades&nu un outil thérapeutique
dans la bioactivation de prodrugs et tout partarelinent des agents cytotoxiqués\yar-
Mohamed et al, 2009

Anwar-Mohamed A, Elbekai RH, El-Kadi AORegulation of CYP1A1 by heavy metals and conseqaéior drug metabolisnExpert
Opin Drug Metab Toxicol, 200%(5): p. 501-21.
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reductase purified from leaping mullet (Liza saigioxicol In Vitro, 2007.21(3): p. 408-16.
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Le cadmium induitin vitro I'expression constitutive de TARNm de cet isoforrde
maniere dépendante du temps d’incubation aux nkwe&anscriptionnel et post-
transcriptionnelia I'activation d’AhR par un mécanisme indirect.

Par contre, I'activité du CYP1ALl est inhibée pac#&imium, la dégradation de la protéine
intervenant par un mécanisme non encore élucidéepaiit indépendant du protéasome et
dans lequel seraient impliquées les EROs et laisol au fer (&) de 'héme Elbekai et El-
Kadi, 2007. Des inductions au niveau des ARNm, de la pret@h de l'activité ont été
rapportées pour CYP2A5, lors d’expositions aiguieszcla sourisAbu-Bakar et al, 2004
Enfin, un article-revue de 2010 de Rendic et Guerigh met en avant des travaux
concernant 'effet du cadmium sur les CYPs 2A6, ZC2E1 (augmentation de I'expression
de la protéine et de son activité) et sur les CX¥®8 et 2C19 (inhibition de I'expression de la
protéine dans les microsomes hépatiques).

Il faut toutefois noter que des taux éleves déagwes isoformes de CYPs observées en
paralléle d’'une accumulation de cadmium peuverfofsétre la cause et non la conséquence
d’une telle accumulation. Ces différents résulétenent donc de travaux ponctuels menés le
plus souventn vitro (sur microsomes ou cellules hépatiques transfa)née en exposition
aigue chez les rongeurs. L’effet du cadmium acpatre, été étudié de facon plus exhaustive
sur l'activité N-Acétyl-Transférase (NAT) aux niwveamoléculaire, cellulaire eh vivo chez
la souris. Ces enzymes sont capables de détoxified’activer les amines aromatiques
canceérigenes par N-acétylation (détoxification)®acétylation des composeés préalablement
hydroxylés par les CYPs 1Al ou 1A2 (activation spezes électrophiles capables de se lier a
I’ADN) (Hein et al, 1988 Une co-exposition environnementale par des asnamematiques
et le cadmium par exemple dans la fumée de cigarqtistifie I'intérét de connaitre I'effet du
métal sur cette enzyme. Plusieurs auteipos$tolova et al, 2006 ; Huff et al, 2007 ; Glalin e
al, 2008 ; Joseph, 200@nt montré I'effet inhibiteur du cadmium sur NATet NAT-2.

Abu-Bakar A, Satarug S, Marks GC, Lang MA, Moore MRcute cadmium chloride administration induces hiepand renal CYP2A5
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Cette inhibition médiée par la liaison du cadmiunrésidu cystéine du site actif de I'enzyme,
est irréversible et NAT-1 est plus facilement irdglgque NAT-2Ragunathan et al, 20)0De
plus, le cadmium réagit plus rapidement avec NARepc GSH.

Toutes ces études montrent que l'effet du cadmsumles EMX est le résultat de
mécanismes complexes intervenant a différents nweéas voies de régulation des EMX et
des CYPs en particulier. L'existence de modificasigpost-transcriptionnelles voire post-
traductionnelles pourrait plaider en faveur d'urégulation épigénétique induite par le
cadmium.Via un effet inhibiteur sur les ADN méthyltransférag@sirier et Vlasova, 2002
le cadmium pourrait modifier les niveaux de méttigla de 'ADN et ainsi intervenir sur

I'expression des CYPs.

Poirier LA and Vlasova TIThe prospective role of abnormal methyl metabolismadmium toxicityEnviron Health Perspect, 2002.
110(5): p. 793-5.

Ragunathan N Dairou J, Sanfins E, Busi F, Noll C, Janel N, BaipJM, Rodrigues-Lima FCadmium alters the biotransformation of
carcinogenic aromatic amines by arylamine N-acedyléferase xenobiotic-metabolizing enzymes: maecuellular, and in vivo studies.

Environ Health Perspect, 201101812): p. 1685-91.
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Objectifs du travail

OBJECTIFS DU TRAVAIL

Sur la base de toutes les données bibliographiouésentées ci-dessus, les objectifs de

ce travail de thése ont été de trois ordres :

i) confirmer l'intérét de la Phenstatine, y com@és sa meétabolisation hépatique, sur

la cible retenue a savoir la polymérisation de dbutine d’ou l'intérét éventuel dans

I'inhibition de la prolifération des cellules prasijues cancéreuses,

i) identifier les différentes isoformes du cytoochre P450 impliquées de facon plus ou
moins importante dans la métabolisation de ce didile et suivre leur évolution (au niveau

du gene et de la protéine) sous l'effet d’'un tragat par le cadmium,

iii) aborder une explication possible de I'activéigigénétique du cadmium en suivant la
formation de microARNs pouvant étre impliqués dsschangements post-transcriptionnels

qui interviennent dans la synthese de ces EMX.
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MATERIELS ET METHODES

I. Evaluation pharmacologique de la Phenstatinet de ses métabolites
La Phenstatine et ses métabolites potentiels owuété fournis par Alina Ghinet (HEI
Lille) qui les a synthétisés dans le cadre de éaetlile Doctorat es Sciences du Médicament
portant sur la conception de nouveaux inhibiteurden de la polymérisation de la tubuline et

de I'activité ras-farnésyltransférageh(inet et al, 2011

1. Mesure de I'inhibition de la polymérisation da tubuline
1.1. Principe
La capacité de polymérisation de la tubuline paumkrin vivo des microtubules peut
se traduiren vitro par une augmentation de I'absorbance d’'une soluétialon de tubuline (a
340 nm). Afin dévaluer le potentiel inhibiteur da polymérisation de la tubuline, des
mesures spectrophotomeétriques ont donc été réal{séas la responsabilité du Docteur Jean

Pommery). La polymérisation de la tubuline s’effecen trois phasesify. 2<), une phase

lente de nucléation suivie d’une étape rapide dgnpérisation, et d’'une phase correspondant
a un état stationnaire. Pour quantifier I'inhibitide polymérisation, on compare &B.0O.
entre le premier et le deuxieme plateau et, eaneslifférentes concentrations, on peut ainsi
établir des G, c’est-a-dire déterminer la concentration de Platimg et de ses métabolites
qui inhibe de 50 % la polymérisation de la tubuline

Bien que ce test se réalise assez classiquemestdgamombreux laboratoires, il a
nécessité une mise au point rigoureuse pour opimés conditions expérimentales. Il est
nécessaire de contréler rigoureusement la tempérdtui pH de la solution tampon et nous

avons de plus cherché a miniaturiser au maximumealaipulation.

1.2. Protocole

La polymérisation de la tubulin@ vitro est suivie par turbidimétrie & une longueur
d’'onde de 340 nm. La Phenstatine et ses métabalitet solubilisés dans le DMSO pour
obtenir une concentration finale de®l. Chaque composé est déposé dans une micro-cuve
en quartz (concentrations finales dé°#010’ M), nous ajoutons la tubuline froide et nous
homogénéisons tres rapidement le mélange. La twbbbvine lyophiliséeQytoskeleton Inc
a été préalablement reprise dans un tampon cortémaM de GTP, 80 mM de PIPES (pH
6,9), 2 mM de MgGl 0,5 mM d’EGTA et 5% de glycérol afin d’obtenir @iigconcentration

finale en tubuline de 5 mg/mL.

Ghinet A, Rigo B, Hénichart JP, Le Broc-Ryckewaert D, Pomynde Pommery N, Thuru X, Quesnel B, GautreSinthesis and biological
evaluation of phenstatin metabolit@&oorg Med Chem, 2011.9(20): p. 6042-54.

68



—_—

o tubulin subunits in
microtubule polymer

nucleation elongation steady state

microtubule with ea
subunits coming
on and off
growing
microtubule
individual
subunits Ears
@ o
2B e oligomers
time at 37°C

,

Flg. 2¢ : Etapes de polymérisation de la tubuline



Matériels et Méthooes

Cette solution a été «aliquotée » avec les volumésessaires pour éviter des
congélations/décongélations successives de la ibghubui perdrait alors ses capacités
initiales a polymériser. Les « aliquots » sont adég brutalement dans I'azote liquide puis

conserves a -80°C ; ainsi la tubuline reste stabl@ant 6 mois.

La polymérisation de la tubuline est ensuite éwalpér lecture des densités optiques
(spectrometre UV-visibleelios Gamma toutes les 30 secondes a une longueur d’onde de
340 nm pendant 45 a 60 minutes a 37°C. Leg €nt ensuite calculées a I'aide du logiciel

GraphPad Prism VALes tests sont réalisés en triplicate pour chagueentration.

2. Mesure de I'inhibition de la prolifération celilaire

2.1. Modeles cellulatres utilisés

Pour rechercher l'activité de la Phenstatine (ese&® métabolites) et les modifications
induites par le cadmium sur I'expression des g&¥Rs, nous avons dans un premier temps

envisageé l'utilisation possible de plusieurs typelulaires prostatiques :

- Lignée de cellules normales : RWPE-1
- Lignées de cellules cancéreuses hormono-indépesslaRIC3 et DU145

- Cellules en cultures primaires, issues de tissu®taux

Les cellules PC3 (isolées de métastases osseusearasome prostatique humain
Kaighn et al, 197P et les cellules DU145 (issues de meétastases dieaie; Stone et al,
1978, sont toutes deux représentatives du stade dtmoAndépendance du cancer
prostatique. Ces deux lignées sont cultivées enogmrche dans un milieu RPMI-1640
(InVitrogen supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Feoetal) (8WVE mM de glutamine.
Le milieu est tamponné a pH 7,4 par du bicarbodatesodium a une concentration de 26
mM. Le milieu RPMI-1640 est également supplémemtamtibiotiques, streptomycine (100
pg/mL) et pénicilline (100 Ul/mL). Les cellules R\BA nécessitent un milieu plus
complexe. On utilise un milieu PrEGMProstate Epithelial Cell Growth Medium
(Clonetics® supplémenté en enzyme pituitaire bovine (BPEuline, hydrocortisone, EGF
(Epidermal Growth Factgr humain, gentamicine/amphotéricine-B, acide rétoe,

transferrine, triiodothyronine et épinéphrine.

Kaighn ME, Narayan KS, Ohnuki Y, Lechner JF, Jones [B&tablishment and characterization of a human tistcarcinoma cell line
(PC-3).Invest Urol, 197917(1): p. 16-23.

Stone KR, Mickey DD, Wunderli H, Mickey GH, Paulson Dolation of a human prostate carcinoma cell lifid) 145).Int J Cancer,
1978.21(3): p. 274-81.
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Les cultures primaires prostatiques ont été olee@dupartir de deux biopsies de tumeurs
prélevées par le Pr. A. Villers (Service d’Urolog@HRU Lille) et caractérisées par le Pr. X.
Leroy (Tumorotheque CHRU-COL). Ces tissus ont itgdférés, au bloc opératoire, dans un
milieu de culture adéquat a la culture primairetenant du milieu RPMI-1640 supplémenté
en Hepes (20 mM), 5 % de SVF, streptomycine (100njLy pénicilline (100 UI/mL) et L-
glutamine (2 mM). Les tissus sont rapidement diésén piéces d’environ 1 mm l'aide
d’'un scalpel dans ce méme milieu. Ces tissus swuie lavés deux fois au PBS 1X froid,
puis incubés dans le milieu de culture précédeditiadné de 0,5 mg/mL de collagénase de
type la Sigma Aldrich. La digestion a la collagénase est effectuéesttaunuit a 37°C sous
agitation puis suivie par deux lavages au PBS 6. tissus une fois digérés sont centrifugés
a 2 000 rpm pendant 10 min. Le culot est lavé wedu PBS 1X puis centrifugé a 700 rpm
pendant 1 min afin d’éliminer les fibroblastes jgréts dans le surnageant. Le culot de cellules
épithéliales est ensuite repris dans du milieu RMEGonzg. Les cellules ainsi obtenues sont
ensuite incubées dans des boites de culture den25aus atmosphére humidifiée & 37°C
avec 5 % de C®

Pour des raisons dordre technique (vitesse ddifgmation, accessibilité des
prélevements tissulaires...) ou de représentatidtégpport aux tissus vivo, I'essentiel des

résultats reportés dans ce manuscrit concerngytesels PC3.

2.2. Test d’évaluation de la proLL{éthow cellulalve

La mesure de la prolifération cellulaire s’effectw&a la mesure de lactivité
enzymatique de la succinyl deshydrogénase mitociadadenzyme active dans les cellules
vivantes et pouvant cliver le MTT ou bromure de 43B{Diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazoliumLe MTT est un tétrazole de couleur jaune solublesdaau, réduit en
un dérivé formazan de couleur violette insolublexsdéieau, dans les mitochondries des
cellules vivantes. Les cristaux sont ensuite dissmeec une solution de dodécylsulfate de
sodium (SDS) dans de l'acide chlorhydrique (SDSJHChbsorbance de la solution colorée
peut étre quantifiee par spectrophotométrie a wmgueur d’onde de 570 nm avec une

correction a 630 nm.

A noter que cette réduction s'effectue uniquementsdque les réductases
mitochondriales sont actives, et par conséquerite anversion est liee au nombre de

cellules vivantes (aucune concentration testéelnitrde mortalité cellulaire).
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N ,
Q\(/ ,N/@ Réductase

N=N+ N/NH
Br- =N mitochondriale | NN
e e
s/
MTT (jaune) MTT réduit (violet)

Les cellules sont ensemencées dans des microplatpuéd puits (exemple : 2600
cellules par puits pour les PC3). Elles sont cééisydans un milieu supplémenté de 10 % de
SVF durant trois jours. Les cellules sont enswateeés au PBS avant I'ajout de milieu sans
sérum qui leur permet d’entrer dans une phase teEsapnce. Cette étape dure 24h. Les
cellules sont alors traitées durant 72h avec I#érdhts composés. Ceux-ci sont ici encore
dissous dans du DMSO afin d’obtenir une solutiomer#@10¢ M. Ces solutions sont ensuite
diluées dans le milieu correspondant a chaquedigadditionné de 10% de SVF, dans le but
d’obtenir des concentrations finales &1, 10° M et 10’ M. Ces différentes dilutions sont
effectuées afin d’obtenir une concentration de DM&® n’excéde pas 1%. et donc qui
n'altére pas la croissance cellulaire. Une attengiarticuliere est apportée a la solubilité des

différents composés.

Apres 72 h d’incubation, les cellules sont misegpeesence de 80 pL de milieu sans
sérum et 20 pL de MTT, dissous dans 4 mg/ml de HB& sur un filtre de porosité 0,2 pm.
Au bout de 4h d’incubation a 37°C, les cristauxrfés correspondant a la réduction du MTT
sont dissous dans une solution de SDS/HCI (7g d& 8&ns 1 mL d’acide chlorhydrique
0,01N). Apres 18h a 37°C, on procede a une leceseplaques au spectrophotoméBeiek

instruments inc, Elx 800

L’élévation de I'absorbance est le marqueur derddiferation cellulaire. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de croissance ealesrs obtenues sont ensuite rapportées au
pourcentage de croissance du témoin (fixé a 100c&6)qui permet d’en déduire les
pourcentages d’inhibition de la prolifération cédive et ainsi de déterminer la sgldu

COMpOose.
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(AJ‘AJO) x 100
A

avec A : la valeur de I'absorbance
d:le premier jour du traitement

J : le dernier jour du traitement

[I. Etude in vitro de la métabolisation de la Phenstatine par des
microsomes hépatiques de rat et humains
Difféerents modeles plus ou moins complexes peugaet utilisésn vitro pour prévoir
le métabolisme hépatique d’'une molécule. Le chair dnodele est conditionné par la nature
des enzymes d'intérét, par la faisabilité technidjée entre autres au nombre de tests
envisagés (nombre de composés, nombre de condexpérimentales, durée des tests...).

Nous avons résumé dans Hevleaw & les avantages et limites des principaux modeéles

utilisables.

En complément de certains de ces modeles, il essilge d’utiliser des outils
pharmacologiques capables d’ « éteindre » plus ounsrspécifiqguement certaines voies de
métabolisation. Ces sondes pharmacologiques (iebifsi chimiques) ou immunochimiques
(anticorps d’especes variables) sont complémestalee I'utilisation de supersomes avec
laquelle on peut souvent obtenir des résultatsstipar I'absence de compétitivité entre les
différentes isoformesL( et al, 2003 Toutefois, la seule utilisation d’inhibiteursietiques
est impossible étant donné le peu de spécificittagdupart de ces composéd¢hpjasteh et
al, 201).

En fonction de nos objectifs, nous avons retentilifation de microsomes pour suivre
I'activité des cytochromes P450 dans la métabatisate la Phenstatine et de ses métabolites.
Les supersomes (microsomes préparés a partir deleseld’'insectes infectées par un
baculovirus et contenant 'ADNc d’'une isoforme CYd)les inhibiteurs chimiques nous ont
permis d’approcher l'identification des isoformessponsables de ces différentes voies de

transformation.

Khojasteh SC Prabhu S, Kenny JR, Halladay JS, Lu AOhemical inhibitors of cytochrome P450 isoform&imman liver microsomes: a
re-evaluation of P450 isoform selectiviBur J Drug Metab Pharmacokinet, 2036(1): p.1-16.

Lu AY, Wang RW, Lin JH,Cytochrome P450 in vitro reaction phenotyping: aekaluation of approaches used for P450 isoform
identification.Drug Metab Dispos, 20031(4): p. 345-50.
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Micro-tranches
hépatiques

-Préservation de l'architecture et des
communications inter-cellulaires
-Large panel d’enzymes (phases | et Il)

-Obtention d'épaisseurs minimales
reproductibles

-Diffusion dans I'ensemble des cellules
-Pas de cryoconservation possible

et

Cultures cellulaires

Hépatocytes en
culture primaire

-Proches deiih vivo

-Ensemble des enzymes du métabolisme
-Possibilité de réaliser des études d’interacti
et d'inductions

- Durée limitée d’utilisation malgreé
différentes optimisations (DMSO, co-

posltures...) sinon dé-différenciation (pert
des activités métaboliques et
d’inductibilité)

D

Lignées cellulaires
hépatiques

-Culture facile

-Concentration en EMX stable

-Lignée HepaRG assez proche des hépatog
(Fig. 29 ; Guillouzo et al, 200y

-Profil enzymatique incomplet

ytes

Lignées cellulaires
transgéniques

-Production de métabolites, études structural
et pharmacologiques a partir d'une seule
enzyme

2sCulture lente, délicate et onéreuse
-Niveau d’expression faible

Fractions sub-cellulaires

14

(Flg. =20)

Microsomes -Enzymes membranaires (CYPs, UGTS) -Ajout de co-facteurs

hépatiques -Préparation facile -Nécessité d’obtenir un pool de

-Souplesse d'utilisation microsomes pour avoir une activité

moyenne
-Métabolisme quantitativement surestimg
-Cryoconservation aisée

Fraction S9 -Enzymes microsomales + enzymes -Ajout de co-facteurs

cytosoliques
-Réactions séquentielles possibles (Phase | /
Phase II)

Fraction cytosolique

-Etudes spécifigues des NATs, GSTs

sulfotransférases

efjout de co-substrats
-Uniguement des transférases

Enzymes recombinantes

Transfection

des bactéries, levures,
cellules d'insectes ou de
mammiféres

(Kollock et al, 2009 ;
lkushiro et al, 2004 ;
Crespi et al, 199y

-Evaluation de I'activité des isoformes
enzymatiques

-Etude d’enzymes faiblement expriméesivo
-Facilité d'utilisation

-Activités = fonction des cellules support
(partenaire oxydo-réducteur, membrane
lipidique...)

-Difficulté d’extrapolation aux systémes
contenant plusieurs isoformes

Tableaw & @ Principaux modéles permettant les études de miétahon

Crespi CL, Penman BW\Use of cDNA-expressed human cytochrome P450 enzymstsidy potential drug-drug interaction&dv
Pharmacol, 199743: p. 171-88.
Guillouzo A, Corlu A, Aninat C, Glaise D, Morel F, Guguen-Gailzo C,The human hepatoma HepaRG cells: a highly difteatsd
model for studies of liver metabolism and toxioitxenobioticsChem Biol Interact, 2007L68(1): p.66-73.

Ikushiro S, Sahara M, Emi Y, Yabusaki Y, lyanagi Functional co-expression of xenobiotic metaboyjzimzymes, rat cytochrome P450
1A1 and UDP-glucuronosyltransferase 1A6, in yedstasomesBiochim Biophys Acta, 2004.67232): p. 86-92.

Kollock R, Rost K, Batke M, Glatt Hxffect of pentachlorophenol and 2,6-dichloro-4-ofthenol on the activity of cDNA-expressed human
alcohol and aldehyde dehydrogenasksxicol Lett, 2009191(2-3): p. 360-4.
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Fig. 29 : Expression des ARNm des CYPs 1A2, 2CE1 et 3A4
dans différents modéles de cellules hépatic
(paprés quillouzo et al, 2007)

Les transcrits sont mesurés a partir d'un pool gibécytes humains a différents temps de cultu Tljours)
de cellules HepG2 confluentes et HepaRG a différearps de culture et maintenues 15 jours en absaun
présence de 2% de DMSO.

Tissu \ Broyage tissulaire

et lyse cellulaire

v

1900 g

Débris cellulaires

et noyaux
‘ l 1, 1900g

Centrifugation
différentielle Mitochondries —— Fraction S9

surnageant

/ ] \, 100000
Fraction S100
Microsomes —>  surnageant

= fraction cytosolique

’

Flg. 20 : Préparation des fractioisub-cellulaires par tracentrifugation différentiel

Guillouzo A, Corlu A, Aninat C, Glaise D, Morel F, Gugt-Guillouzo C,The human hepatoma HepaRG cellshighly differentiated
model for studies of liver metabolism and toxioitenobiotics Chem Biol Interact, 2007.68(1): p.66-73.
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1. Incubation des microsomes hépatiques
Le milieu réactionnel initial est constitué d’'un lardge contenant 0,4 mM NADPWa
3,3 mM glucose 6-phosphate, 0,4 U/mL glucose 6-phate deshydrogenase et 1,3 mM
MgCl, dans 0,1 M de tampon phosphate pH 7.4 contenannll Titriplex, 0,84 mg/mL de
Tween 80 et 1 mM du composé étudigpiile et al, 200). Le volume de ce milieu
réactionnel est de 3 mL. L'incubation est démamée ajout d’l mg/mL de suspension
microsomale, et s’effectue a 37°C pendant 1 heows agitation. Les microsomes de rat et
humains proviennent dBD BiosciencegPont de Claix, France). Les microsomes humains
ont un contenu protéiqgue de 20 mg/mL et un tauxCdd> 450 de 250 pmol/mg. Les
microsomes de rat proviennent de I'espéce Spraguddy. Leur contenu en protéines est de
20 mg/mL et le taux de CYP 450 de 710 pmol/mg. duipat contréle est réalisé dans les
mémes conditions, mais apres avoir bouilli préaliadant les microsomes a 100°C pendant 2
minutes.
2. ldentification et quantification des métabadis
Les incubats sont extraits directement en utilidanmélange chloroforme / acétate

d’éthyle / isopropanol (45: 45: 10) puis cengi#s a 3 000 g pendant 3 min. La phase
organique est évaporée sous un courant d’azotésidu sec est repris par 40 pl de phase
mobile et 20 pl sont analysés a température andb@art CLHP-UV (Waters 600 équipé d’un
spectrophotometre UV-Visible Waters 2487) dansteglitions suivantes :

* Colonne Hypersil (G ; 150 x 4,6 mm ; 5 um)

* Phase mobile : Eau / Méthanol (A / B)

* Gradient d’élution :

Temps (min)| A (%) | B (%)

0 60 40
20 40 60
30 40 60

* Débit : 1 ml.min*
* Détection UV :A =340 ou 270 nm

Les résultats chromatographiques sont traitésg@el'du logiciel Empower.

Aprile S, Del Grosso E, Tron GC, Grosa I8,vitro metabolism study of combretastatin A-4ahand human liver microsomeBrug Metab
Dispos, 200735(12): p. 2252-61.

74



Matériels et Méthooes

Les éluats sont récupérés, concentrés a 3 ml Bmigvapor avant l'analyse en
CLHP/SM.

Apres une premiére analyse en CLHP, a I'aide ddaboétes potentiels synthétisés, la
détermination des métabolites a été effectuée pal.M Wiart au laboratoire de toxicologie
au Centre de Biologie et Pathologie de Lille pacspmétrie de masse grace a I'appareillage
Acquity UPLC (Waterg. La séparation des différents métabolites a &ectaée sur une
colonne HSSHligh Strength SilicaC18 (150 x 2,1 mm ; 1,8 um). La phase mobile ¢ave
débit de 4 mL/min) constituée d’'un mélange de tamijoomiate d’ammonium 50 mM (pH =
3) / acétonitrile (dans de l'acide formique 0,1 %3t distribuée en mode gradient linéaire
pendant 10 minutes, de 13 & 95 % d’acétonitriledétzction est effectuée par le détecteur de
masseAcquity TQ(utilisé en mode simple masse). Quatre valeunmgent d’obtenir quatre
spectres de masse correspondants aux composésch&shel’ionisation a été réalisée en

mode positif avec les conditions suivantes :
* Electrospray capillaire a 1 kV
* Quatre valeurs de voltage de cone (35, 50, @Dar)
* Température source : 150°C
* Température de désolvatation : 350°C
* Débit gazeux : 50 L/h
* Débit gazeux de désolvatation : 1000 L/h

Les spectres de masse ont été obtenus sur une gaemiede 80 a 650

3. Identification des CYPs intervenant dans la taéolisation de la Phenstatine

=.1. Utilisation de supersomes (BD gentest, le Pont de CIQix

Les supersomes, issus de cellules d’insectes @d@sau baculovirus de type BTI-TN-
5B1-4 pour ceux exprimant les CYPs 1A1, 1A2, 2AB622C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 et
3A5 ou issus de cellules de type HI5 pour le CYP2@® été co-exprimés avec un systeme

enzymatique NADPH-CYP oxydoréductase.

Le protocole d’incubation retenu est celui proppaé BD Gentest. La Phenstatine est
incubée a une concentration deu dans un tampon phosphate de potassium a un pgtiide
(concentration finale de 100 mM) et avec le systdmeégénération comprenant le cofacteur

NADPH afin d’assurer 'activité des cytochromes B43.a réaction est initiée par I'ajout de
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20 pmol de supersomes apres 15 min de pré-incubatBy °C sous-agitation. L’incubat reste
sous agitation pendant 60 min et on effectue déeyements a 0, 5, 10, 20, 30, 40 et 60
minutes. De plus, dans le but de déterminer I'erisé ou non de bruit de fond dans I'analyse

chromatographique, nous avons effectué deux cestsilpplémentaires :

* un premier essai avec la Phenstatine seulessisteéme régénérant NADPH

* un deuxieme essai avec les supersomes seulsyttieme régénérant NADPH

Afin de pouvoir quantifier la réaction, nous avoengoduit au moment de I'extraction,
un standard interne a 0,5 uM, de structure proghéadPhenstatine mais n’interférant pas
avec les pics correspondants aux métabolites. amgule de I'analyse chromatographique
est ensuite identique a celui utilisé pour la mdliahtion par les microsomes.

3.2. Utilisation dinhibiteurs sélectifs des CYPs

La Phenstatine est incubée avec des microsomegidi@g®sm humains en présence de

différents inhibiteursi(ableaw 7) des différents CYPE-Lg.21). Les inhibiteurs choisist les

concentrations utilisées ont été sélectionnés rectifn de la littérature.

CYP450 Inhibiteurs Concentrations (mol.L?) Références

1A1 Ellipticine 10°
1A2 Furafylline 2.10*
2A6 Méthoxsaléne 10 Xia et al, 2010
2B6 ThioTepa 2.10° Xia et al, 2010
2C8 Triméthoprime 16
2C9 Sulfaphénazole 2.10° Xia et al, 2010
2C19 Fluconazole 10
2D6 Quinidine 2.10° Xia et al, 2010
2E1 DDTC 5.10 Xia et al, 2010

3A4 et 3A5 Itraconazole 10° Tranet al, 2002

Tableaw 7 : Liste des inhibiteurs choisis afin de détermieerCYPs potentiels impliqués
dans le métabolisme de la Phenstatine

En effet, les inhibiteurs ont été choisis selomr sdlectivité dépendant de la constante
d’inhibition (K;), correspondant a la concentration nécessaire ipbibber I'enzyme. Les K
correspondant a chaque enzyme sont répertoriésleaaisleau suivant (d’aprézelkonen et

al, 2008 et ont été obtenus a partir des microsomes fgpeihumainsr@bleav ):

Pelkonen Q Turpeinen M, Hakkola J, Honkakoski P, HukkaneRalinio H,Inhibition and induction of human cytochrome P£5zymes:
current statusArch Toxicol, 200882(10): p. 667-715.

Tran TH, Von Moltke LL, Venkatakrishnan K, Granda BW, GibMA, Obach RS, Harmatz JS, Greenblatt Blicrosomal protein
concentration modifies the apparent inhibitory pate of CYP3A inhibitorBrug Metab Dispos, 20030(12): p. 1441-5.

Xia B, Wang D, Fox LM,Preclinical pharmacokinetics and metabolism of MNP, a piperidine analog of 3-carbamyl compounds.
Biopharm Drug Dispos, 20182(1): p. 25-37.
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Enzymes Inhibiteurs Ki (UM) Sélectivité
CYP1Al Ellipticine n.d. n.d.
CYP1A2 Furafylline 0,6 -0,7 Haute
CYP2A6 Méthoxsaléne 0,2-0,8 Modérée
CYP2B6 ThioTEPA 2,8-3,8 Haute
CYP2C8 Triméthoprime 29 - 32 Haute
CYP2C9 Sulfaphénazole 0,3 Haute
CYP2C19 Fluconazole n.d. n.d.
CYP2D6 Quinidine 0,018 - 0,06 Bonne
CYP2E1 DDTC n.d. n.d.
CYP3A4/5 Itraconazole 0,013 -0,27 Haute

n.d. : non déterminé

Tableaw € : Présentation des; Kt sélectivité des inhibiteurs sélectionnés

Ces molécules sont des inhibiteurs sélectifs etsp@tifiqgues comme le montre, pour
certains, lenbleaw 9 (Khojasteh et al, 2011

Les microsomes (1 mg/mL) sont incubés dans un tanpbosphate de potassium (pH
7,4) a une concentration finale de 100 mM contedamimM de Titriplex/EDTA, 60 mM de
bicarbonate de sodium, 0,6 mM de NADP disodiqué,r6M de Glucose-6-Phosphate, 1,5
U/mL de Glucose-6-Phosphate deshydrogénase etibifiatr sélectif du CYP étudié
(préalablement dissous dans I'eau sous ultra-sbas)action est initiée par I'ajout de 1 pM
de Phenstatine aprés 15 min de pré-incubation & 36us agitation. L'incubat reste sous
agitation pendant 60 minutes et des préléevementse$i@ctués a 0, 10, 20, 40 et 60 minutes.

Comme précédemment, nous avons introduit un steridi@rne, a la concentration de 5
MM. Dans le but de déterminer I'existence ou norbdet de fond dans notre étude, nous

avons eégalement effectué deux controles supplémesta

* un premier essai avec la phenstatine seulestd®&me régénérant NADPH
* un deuxieme essai avec l'inhibiteur de CYPs nhésrosomes hépatiques et le systeme
régénérant NADPH afin de s’assurer que les métaisoformés étaient bien issus de la

biotransformation de la Phenstatine et non deibidur d’intérét.

Khojasteh SC Prabhu S, Kenny JR, Halladay JS, Lu ADhemical inhibitors of cytochrome P450 isoform&iuman liver microsomes: a
re-evaluation of P450 isoform selectiviur J Drug Metab Pharmacokinet, 2036(1): p.1-16.
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Inhibitors CYPIAZ (uM) CYP2AG (uM) CYP2B6 (uM) CYP2CS (uM) CYP2CY (uM) CYPICIO (uM) CYP2ZD6 (uM) CYP3IA (uM)
Furafylline Kz 0.6-0.73%, 0.67°,  1Cs =1,000' ICsp: 519, 10000 1Csq: =1.000 1Csq: =1,000' ICsq: 262, 983 1Csq: = 1.000" ICsy: 138"
15.6°, 4.7
Kz 06, 45 08"
ICsy 2, 2.9, 0.4,
1.76°
Tranyleypromine K- 47™, 30, 25" K: 0.02-027, 0.04, K:5210" ICapr 127, 357 K 10,307, 56, 15.8™ KD 37, 87% 237, Kz 43™ 30, 357, K;: 450, 280"
A bl B T T S e i T oA
ICap 1647, = 100°,  205% Q177 ICs: 5,277 ICs: 23.67, 38 15, 557, 8¢ 367
=507 0.2, 0.05" ICs: 517, O, 1Cs 417
ICsy: 0.895* 1357
2-FPhenyl-2- 1Csq: >300% 1Cs: >300% K 12" 1Cap: =300 ICsq: =300™ 1Cs: >300% ICag: 74" 1Csq: 200, =300
(1-piperdinyljpropane ICsg: 5.1", 2.02,
(PPP) 7. 74%
Ky 56", 1.2
Montelukast ICsy: 16™ ICsq: 117 ICs: 5.05%, 11 K 0.0092, 0.019,  Ki: 15% ICsq 32 Gy = Kz 2007
0.014, 015, 0.019, ICs: 122 ICe: 7.9°% 1,27
0.11% 0.015°
ICs 0.00922,
0.01967, 0.022%
Sulfaphenazole 1Csq: >1,000", 1Cso: =1,000', 1Csy: 1446, 4432, Kz 637 K 0.3° 007, 018 Kp =100, 43.7* 1C50: =1.000", 1C50: = 1.000",
=007, =500 =100°, =507 = 1,000 ICage 172, =1.000", OWE" _ 1Cay: >100%, =100, =507 =100, =507
R Y 5 ¢ 1 S0P
0.5, 091, 0.2° : .
. 189379 >1.000', 319,
ICsy 01695, 0.7 0.8, —370a —
0.5%, 1.57
(~)-N-3-Benzyl- 1Csq: =100 ICsq: =100 15,627 IC s34 IC 500 107 K 0079, 1Csg: 1007 1Cso8
phenoharhital (NBP) 0.0857", (.12
1Csp: 0.25%
Quinidine K;: =80F K 0.027-0.4%, K 53,149, 90%
0.00078-0.0038™, 0.008, 0.14°,
00359950026, 0055
Ketoconazole K 3r K 7, 249 K 142 K 11a™ K:7.0™ 15-1.8%% Ki: 69™, 0.230%% Ki 129, 497, 10,3 Ki 0.0037-0.15", 0.0478,
N = A R o SPE— - ganbb B
[Csor 433, 510' 117, 1Csg: >100° =507  1Csp: 3.7.23°  ICsy 25™ 97 A ICs: 28°, 27°, 1Cs0: = 1.000", 177, 337 0.0368%, 0.046°, 0.I",

137%, 227, o¥

ICso: 20F, 137, 460

148

Q1™ 00037, 0.0054%,
.05, 0.0457, 0.0133,
L0267, 0.028™

Tobleaw 9 : Résumé des propriétés inhibitrices de quelquiebiteurs chimiques sélectifs d'isoformes de clgtomes P450
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[ll.  Suivi de I'expression des genes et des prot@s correspondant aux
CYPs impliqués dans la métabolisation de la Phengtae

1. Détermination de I'expression protéique

1.1. Dosage de protéines

Le BCA Assay Pierce, Optima est un test colorimétrique basé sur la réductem,
milieu alcalin, des ions Gl en ions Cii par les liaisons peptidiques des protéines et la
chélation avec une trés forte spécificité de cas i©BU par le BCA (Acide bicinchoninique),
d'ou formation d’'un complexe soluble coloré en egiolLa réaction est mesurée par
'absorbance du complexe cuivrique a une longuéamd® A = 570 nm, I'absorbance étant
proportionnelle & la concentration protéique (langee de sensibilité étant de 20 a 2000
pag/mL).

Les échantillons sont traités selon les instrustido fournisseur et incubés 30 min a

37°C dans des plaques 96 puits.

1.2. Western blot

Les fractions protéiques obtenues a partir d’eterallulaires (30 pug de protéines) sont
diluées dans 7.5 pl de tampon LD8v{trogen et 3 ul d’agent réducteumgitrogen. Les
échantillons sont chauffés 10 min a 70°C, refroidentrifugés puis déposés sur un gel de
polyacrylamide 3-8 % Tris-Acétatényitrogen). La migration s’effectue pendant 1h a 150V.

Les protéines sont ensuite transférées sur une raemlae nitrocellulose 1h a 30V
dans un tampon constitué de 5% de tampon de trar¥X, 20% de méthanol et 1%o

d’antioxydant

La membrane est saturée dans du tampon de bas@aeea additionné de lait a 5%
pendant une heure. Elle est ensuite incubée lhlaveicorps primaire dilué dans le tampon
de base avec Tween. Apreés trois lavages de 15lanmembrane est incubée une heure avec
'anticorps secondaire couplé a I'HRP (Horserad®éroxydase). La membrane est de
nouveau lavée trois fois puis la révélation esteatfée par une technique de

chemoluminescence, 'ECLAMersham
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2. Détermination du profil d’expression des genes

L’expression des genes correspondant aux CYPgBina été suivie dans des lignées
cellulaires PC3 et DU145 et dans des échantillengsgus prostatiques.

Cette étude a, en fait, été menée par une technmpus permettant d'étudier
simultanément 380 génes : TagMarn.ow Density Arrays ou TLDA Applied Biosystems

La sélection de ces 380 genes candiflats.cxe 1) a été effectuée a partir d'une analyse

minutieuse de la littérature et des banques dedimndisponibles. Ces genes sont connus ou
fortement suspectés de coder pour 220 enzymes thabaiéme des xénobiotiques (dont 146
enzymes de phase | et 74 enzymes de phase Il), Jibirprotéines du transport des
xénobiotiques [principalement des membres des esnABC ATP-Binding Casset}eet
SLC (Solute Carriery, ainsi que pour 46 facteurs ou co-facteurs raigé impliqués dans la
régulation de I'expression des génes précédentass Da premier temps, seuls les genes
correspondant aux CYPs ont été analysés. Le miipression de I'ensemble des génes
nous a par contre permis de choisir de travaillerPC3, modéle cellulaire semblant étre le

plus proche des tissus tumoraux tout au moins pegui concerne les EMX(unexe 2).

Les échantillons de tissus prostatiques non pagigples et tumoraux utilisés dans cette
étude proviennent de piéces opératoires prélevées des patients atteints de cancer de la
prostate et opérés dans le service d’Urologie HRQ de Lille (Pr J. Biserte, Pr A. Villers).
Les prélevements sont effectués avec l'accord duitéod’évaluation scientifique de la
tumorotheque CHRU/COL, plateau technique du Campédéeo Nord-ouest, lI'accord du
Comité de Protection des Personnes et avec le m@nsent éclairé de chaque patient. Les
prélevements sont accompagnés de renseignemenigueb concernant I'age, le sexe, les
traitements médicamenteux, la consommation de talesc habitudes alimentaires, la
profession, I'origine ethnique, le type histologiget le stade d'évolution de la maladie. Les
modalités de prélevement, transport et conserval@snéchantillons ont été mises en place de
la maniére suivante : les pieces opératoires a¢ékscau décours de l'intervention chirurgicale
sont transmises et caractérisées au service d’ Amatpathologie (Pr MC Copin responsable
du Pole de Pathologie et de la tumorotheque CHRWU/C®r X Leroy, Dr D Buob,
responsables de la collection urologique de la totheéque). Les fragments tissulaires
nécessaires a I'étude sont alors préparés et inate@aent immergés dans une solution de
stabilisation et de conservation des ARMRNAlate™, Qiagen), puis, aprés 12h

d’'imprégnation a 4°C, sont conservés a -20°C jusqtilisation.

79



Matériels et Méthooes

2.1. Extractlon des ARNS totaux et détermination de leur gqualité

L’homogénéisation tissulaire (30 mg de tissuspdys$e cellulaire sont réalisées a l'aide
d'un broyeur gentleMACY' Dissociator en présence d'un mélange de thiocgamuiat
guanidium et dgg—mercaptoéthanoliagen. Les ARN totaux sont ensuite extraits a partir
des différents prélévements tissulaires (envirod m@ de tissu) en utilisant le KRNeasy®
fibrous Tissue Midi Ki{Qiagen) ou a partir de cellules prostatiques @abemou cancéreuses
en utilisant le kiRNeasy® Mini Kit(Qiagen). Les ARN extraits sont recueillis apriegién
dans 30 pl d’eaRRNase freet stockés a -80°C

La pureté des ARN est évaluée en utilisant le baeur Experiol! RNA standard
sens (Biorad) par micro-électrophorése capillaire. ldbse de I'électrophérogramme,
résultat obtenu en électrophorese capillaire, pemeedéterminer la quantité d’ARN par
rapport a un ARN de référence, ainsi que la qudiéee méme ARN en déterminant l'aire
des pics des ARN ribosomaux 28S et 18S et la valaurapport des intensités des pics
28S/18S(Fig. =2). La qualité de 'ARN est déterminée par l'algorithiRQ! (RNA Quality
Indicator), pour notre étude, nous considérons qu’'un ARNegptoitable lorsque le RQI est
supérieur a 8 (RQL=10).

Welle 4 RWPEL

— 135

= 188

Welld 4 RWPE1 :
Frnszwiz Finsnesi fun |- Bl At feal
Febe = T | T Taldm
: - 7.4 4B LEL.4 10,08
Fihla, Areq ETT
Febh ConcenTaton: 13590 npfh
Rato{253ERE] 23

Rl 100 B

Flg. =2 : Exemple d’un électrophérogramme effectué avéxdanalyseur
Experiod™ RNA standard ser{®iorad)
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2.2. RT-PCR quantitative en tewmps véel

a. Rétro-transcription ou Transcription inverse

La rétro-transcription est réalisée sur les ARMuat a I'aide du kitHigh-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kipplied Biosystems, Courtaboeuf, France) dansalame
final de 20 ul obtenu par mélange de 10 pl d'udatem aqueuse contenant 2 ug d’ARN
extrait et de 10 pl d®T Master Mix" 2X (Applied Biosystems) composé de 2 pl de RT
Buffer 10X, 0.8 ul de dNTP (désoxynucléoside triphosphiex 25X, 2 ul deRandom
Primers10X, 1 pl deReverse Transcriptasé pl deRNase Inhibitoret 3,2 ul d’eau &nase
free».

La réaction de rétro-transcription s’effectue anistétapes : une étape d’hybridation (10
min a 25°C) suivie d’'une étape d’élongation (2h7aQ et d’'une étape a 85°C pendant 5

secondes. Les ADN complémentaires (ADNc) obtenasaors stockés a -20°C.

b. PCR quantitative en temps réel sur TagNdmow Density Arrays

Les sondes et les amorces synthétisées et chpaids fabricantApplied Biosystems
pour éviter toute amplification d’ADN génomique taminant (donc placées dans les régions
codantes a la jonction exon-exon) générent desiemmgl d’'une taille comprise entre 60 et
110 paires de bases.

L’analyse de l'expression génique des geénes cibkldsréalisée par la technique
Tagman™ Low Density Arrays ou TLDA Applied Biosystens une technique de PCR
quantitative en temps réel sensible, qui est ceuplé’automate ABI PrishY 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems)

Les TLDA, appelées égalemehticro Fluidic Card™, concues pour I'appareil ABI
Prism™ 7900 HT, sont des microplaques de 384 puits corapbrthacune 8 réservoirs afin

de permettre le dépot des echantillons d’AONg). ==). Chaque puits contient une sonde

MGB (Minor Groove Binder) TagMdf' et un couple d’amorces de PCR spécifiques d’un
gene cible. De plus, afin de normaliser les rémjltehaque plaque contient des amorces
spécifiques d’'un géne de référencdn@uisekeeping gene$ qui est dans notre cas, le géne de
'ARN ribosomal 18S. Ces génes ont pour avantagdaiaer une image de la quantité de
matrice (ADNc) apportée afin d’étre présent en ¢jteaconstante dans tous les échantillons
et de normaliser les biais d’extraction et de cmmation par des inhibiteurs (ADN) et les

variations d’efficacité de transcription inverse.
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Flo. == : Microplagues de 384 puits comportant les 8 k&ses de dépot

* Principe de la gPCR en utilisant les sondes TauMario. =4)

Les sondes MGB TagMa¥ comprennent un fluorochromeportera leur extrémité 5’
et unquenchernon fluorescent a leur extrémité 3’ associé a moécule MGB ayant une
affinité pour le petit sillon de 'ADN. Le princgpde détection en temps réel est le méme que
pour les sondes TagM&ah classiques. L'introduction d’une molécule MGB awte la
température de fusion (Tm) de la sonde et stalsliseinteraction avec la matrice d’ADN ce
qui permet de dessiner des sondes de plus petilies (12 a 20 nucléotides au lieu de 25 a
30 pour les sondes classiques). Les sondes dévi@i:permettent d’éviter au maximum les
désappariements et favorisent égalememjulenchingpuisque ces sondes sont plus courtes.
Ces caractéristiques permettent ainsi d'augmenigifas la spécificité et la sensibilité de la

technique.

Comme pour la PCR, on utilise deux amorces (uner@nsens et une amorce anti-
sens) nécessaires a I'amplification de 'ADN. PauPCR en temps réel, on ajoute, en méme
temps que les amorces, une sofi@égMan™, complémentaire d'une séquence interne du
fragment d'’ADN a amplifier située entre les deuxoeres (appariement de la sonde et des
deux amorces au cours de ['étapaylfidation). A son extrémité 5' se trouve un
fluorochromeReporter (R) et a son extrémité 3' se trouve un groupeni@rgncher(Q).
Lorsque le fluorochrome et I®uenchersont proches, la fluorescence est absorbée par le
Quencher Durant I'étape dlongationde la PCR, il y aura séparation du fluorochroméade
sonde suite a l'activité 5'-3' exonucléasique dpdigmérase thermostable. Il y aura alors
émission d’un signal de fluorescence car le flubrome s'éloigne du groupemeptiencher
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L'intensité de la fluorescence est directement gntagnnelle a la quantité d'ADN
amplifié au cours de la réaction de PCR. On pewtrsainsi I'amplification de la séquence
cible apres chaque cycle, d'ou le terme de "PCiRraps réel".

Le systéme ABI PrishY' 7900 HT est un appareil de PCR quantitative empseréel qui
est composé d’'un thermocycleur et d’'un module deatién fluorimétrique, pilotés par une
station de travail informatique permettant I'aciios, le suivi en temps réel des données
ainsi que leur traitement. L'amplification, au se€i@s puits de la microplaque, est mesurée a
I'aide d’'un module de détection fluorimétrique carsp d’'une source lumineuse d’excitation
(laser argon 480-560 nm) et d’'un systeme de déteate la fluorescence émise (caméra
CCD-Charged Coupled Devige

* Protocole

Les plaques comportent 8 réservoirs permettarsi die déposer dans chacune 100 pl
d’'un mélange contenant 5 pl d’ADNc obtenu par RTRPCorrespondant & environ 100 ng
d’ADNCc), 45 pl d’eau dépourvue de nucléases et I5@efTagMar™ Universal PCR Master
mix (2X) du fournisseuApplied Biosystem&e mélange contient deux enzyme&nipliTaq
Gold™ ADN polymeraset 'AmpEras®& Uracil N-glycosylasUNG), référence permettant
la normalisation du signal de fluorescence, et éfange de dNTP contenant du dUTP au lieu
du dTTP (pour I'expression génique). Une fois lépdats effectués, les microplagues sont
centrifugées deux fois 1 minute a 1200 rpm afin lggesolutions déposées dans les réservoirs
soient distribuées dans les 384 puits. Les cumdas ensuite individualisées par un passage

dans le scelleur de plaque, évitant ainsi d’évelasiéuites entre les différentes cupules.

La réaction d’amplification s’effectue aprés uréeahtamination de 2 minutes a 50°C
par 'enzyme Uracile N-glycosylase (AmpErd8dJNG). La PCR se réalise en trois étapes :
une étape de 10 minutes a 94,5°C, étape prélimimis cycles de PCR, suivie d’'une étape
de dénaturation (30 secondes a 97°C) et d'une défdpdridation/élongation a 59,7°C
pendant 1 minute, et ceci pendant 40 cycles.

2.2. uantification de L'expression des génes sélectionmnés

Le niveau d’expression des différents genes adétérminé de maniére relative par

rapport a un géne de référence endogene.

La quantification des ARNm présents dans les difftes cellules prostatiques traitées

ou non au cadmium a été réalisée par la méthodepamative des cycles seuil ou encore
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appelées CtQycle thresholfd Le cycle seuil correspond au nombre de cycleessaires
pour obtenir un signal de fluorescence d’émissian fldlorochrome statistiguement et
significativement différent du bruit de fond. Le &irrespond a la quantité de genes cibles
présents initialement dans I'échantillon. L'express des 380 genes est mesurée par
comparaison des Ct. Pour cela, on effectue une almation du géne par rapport au gene
controle (18S) en calculant IACt (avecAACt = ACt echantilon— ACt standard€t ACt = Ctgene

cible — Cl controle endogene D€ plus, la variation du nombre de copies (CN¥)genes cibles est

calculée par la relation mathématiqua**“'.

IV. Identification de microARNs exprimés lors d'un traitement au
cadmium

1. Extraction des microARNs et détermination de leurajité

Les microARNs ont été extraits a partir de celluscéreuses prostatiques PC3
traitées ou non au cadmium en utilisant lerkiRNeasy® Mini Kit(Qiagen). Les miARNs
extraits sont recueillis et élués dans 30 ul d'&Nase freeet stockés a -80°C jusqu’a
utilisation

La concentration des microARNs est déterminée idd’a’'un spectrophotométre de
type Nanodrop (Labtech) afin de connaitre s’ilrestessaire d’effectuer une préamplification
des ADNc obtenus aprés rétro-transcription, c'edir@ si la quantité de microARNs est

inférieure a 350 ng.

2. RT-PCR quantitative en temps réel

2.1. Rétro-tra wscriptiow ou Tva wscriptiow LnVerse

Afin d’effectuer la rétro-transcription sur les mo&RNs, nous avons utilisé le kit
TagMar? MicroRNA Reverse Transcription Kit des amorceBrimers (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, Frandedans un volume final de 7,5 pl obtenu par mélatey8 pl de miARNs
extrait et de 4,5 pl d®T Reaction Mi¥! (Applied Biosystemiscomposé de 0,8 pl de
Megaplex RT Primers10X, de 0,2 pl de dNTPs avec du dTTP (100 mM)1depl de
MultiScribe™ Reverse Transcriptas@0 U/uL), de 0,8 ul d&®T Buffer 10X, de 0,9 pl de
MgCl, (25 mM), de 0,1 pl dBNase Inhibitoi(20 U/uL), et 0,2 ul d’eau Rnase free.

La réaction de rétro-transcription s’effectue sOrcgcles comprenant trois étapes : une
étape d’hybridation (2 min & 16°C) suivie d’'unepétal’élongation (1 min a 42°C) et d’'une
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étape d'1 s a 50°C. Ces 40 cycles sont ensuitésstiime étape a 85°C pendant 5 minutes.

Les ADN complémentaires (ADNc) obtenus sont altoskes a -20°C.

2.2. PCR guantitative en temps réel sur TagMan™ Low Density Arvays

Dans le cas de la détermination de I'expressionnti@édRNs, nous avons déposé dans
les 8 réservoirs 0,6 pl d’ADNc, 45 ftagMar™ Universal PCR Master Migans AmpErase
UNG et 44 pld’eau «RNase free. Les génes de référence utilisés sont les m\Rd-let-
7d et RNU44.

3. Quantification de I'expression des microARNSlectionnés

La détermination de l'expression des 700 microARMsuiexe =) obtenus aprés

traitement des cellules PC3 au cadmium a été égatle la méme maniére que celle effectuée
pour établir le profil d’expression génique de o&ames lignées.

Afin d'effectuer I'analyse de I'expression des genmpliqués dans la métabolisation
ainsi que I'expression des microARNs dans la lignaecéreuse prostatique humaine PC3

traitées ou non au cadmium, nous avons utilisé degiciels SDS 2.4 Softwaret RQ
ManagerApplied Biosystenms
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RESULTATS

|. Evaluation pharmacologique de la Phenstatine ele ses métabolites

1. Inhibitions de la polymérisation de la tubuknet de la prolifération cellulaire

Dans nos conditions expérimentales, la Phenstatihibbe la polymérisation de la
tubuline avec une g4 de 15,0 = 0,2 uM. Cette valeur est voisine deecelitenue dans les
mémes conditions avec la CA-4 qui est de 9,4 #10/8 Nos résultats sur la Phenstatine sont
proches de ceux retrouvés dans la littératR@r{agnoli et al, 2005 et 2006 ; Alvarez et al,
2007.

L’activité de cet inhibiteur a ensuite été teswe differents modéles de cellules

prostatiques :

Inhibition de la prolifération celidire
(Cdoen pM)
PC3 DU145 RWPE-1 Culture primaire de
cellules cancéreus®s
2,8+1.3 9,0+1,7 29+a0,3 40+1,0

@ moyenne de deux tests faits sur deux biopsiesrdeurs prostatiques
2. Etude du métabolisme de la Phenstatine

2.1. ldentification des wmétabolites formés par incubation de Lo Phenstatine
avec Les wicrpsomes hépatiques (Le Broc et al, 2011

a. Analyse en LC/UV des incubats de microsomesatigmes de rats et
humains

L'analyse en LC/UV des incubats de microsomes tgpes €ig. =5) de rats et

humains en présence de Phenstatine a révélé lanpees’au moins neuf métabolites (M1-
M9) qui n'ont pas été observés dans les incubattr@es avec les microsomes bouillis ou

sans le systeme régénérant NADPH.

Alvarez C, Alvarez R, Corchete P, Pérez-Melero C, Pelae&arde M,Synthesis and biological activity of naphthalemalagues of
phenstatins: naphthylphenstati&oorg Med Chem Lett, 2001.7(12): p.3417-20.

Le Broc-Ryckewaert D, Pommery N, Pommery J, Ghinet A, Farce A, Wiart GRutret P, Rigo B, Hénichart JB, vitro Metabolism of
Phenstatin: Potential Pharmacological Consequenbesg Metab Lett, 20115(3): p. 209-15.

Romagnoli R, Baraldi PG, Jung MK, laconinoto MA, Carrion MDeRusat V, Preti D, Tabrizi MA, Francesca F, De &€, Balzarini J,
Hamel E,Synthesis and preliminary biological evaluationngfw anti-tubulin agents containing different bemterocyclesBioorg Med
Chem Lett, 200515(18): p. 4048-52.

Romagnoli R, Baraldi PG, Pavani MG, Tabrizi MA, Preti D, Fautblo F, Piccagli L, Jung MK, Hamel E, Borgatti Mambari R Synthesis
and biological evaluation of 2-amino-3-(3',4',5ifrethoxybenzoyl)-5-aryl thiophenes as a new cldgsotent antitubulin agentsl Med
Chem, 200649(13): p.3906-15.
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Résultats

Apres incubation et extraction par le mélange rditome / acétate d'éthyle /
isopropanol, les échantillons ont tout d’abord atéalysés en CLHP pour observer et
guantifier la formation des métabolites.

De Iégéres difféerences existent entre les deugoespau niveau du taux de Phenstatine
meétabolisée et des proportions des métabolites dsua biotransformation de ce compose.
Aprées une incubation de 60 minutes, nous avonsnab®2 % et 11,3 % de métabolisme
respectivement avec les microsomes de rats et hemiiest a noter que dans les mémes
conditions d’incubation, la Combrétastatine-A4 lesaucoup moins stable. En une heure, 60
% de la CA-4 de configuratiormis et 80 % de la CA-4 de configuratiamans sont
métabolisés.

Une analyse quantitative a ainsi été effectuéelL @V (Tableaw 10). Cette analyse

montre également que la quantité Mé& est trois fois plus importante avec la Phenstatine
incubée avec les microsomes humains que de ratgesgectivement 24,12 nmol/mg et 8,23
nmol/mg. Cependant, la quantité de métabdlizest six fois plus importante dans l'incubat
avec les microsomes de rats (0,02 nmol/mg cheznidin contre 0,12 nmol/mg chez le rat).
Les métabolited16, M8 et M9 n’ont pas pu étre quantifiés par LC/UV puisdué est dans

I' “épaulement” du pic de la Phenstatim8 est sous l'influence de diverses interférences et
M9 n’a pas été identifié par LC/UV.

Pour faciliter la quantification, les mesures oatére réalisées a une longueur d’onde
de 340 nm (valeur d’absorbance maximale de la paegns) et de 270 nm (valeur
d’absorbance maximale des benzhydroles).(z¢). La Phenstatine et les métabolitdg,
M3, M4, M5, M6, M7 etM9 (benzophénones) sont convenablement détectés mn34élors
queM1 etM8 (benzhydroles) sont observés de facon optimakDangh.
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AU [
141

AU

M1

300 400 500
nm

Flo. z¢ : SpectreUV de la Phenstating et du benzhydrol1

b. Analyse en L-ESI-MS des incubats de microsomes hépatiques de ri
humains

A partir de ce qui est connu dans la littéraiconcernant les métabolites obtenus a
incubation de la Combrétasta-A4 dans des microsomes hépatiques, nous avons @itré
I'hypothése que ces métabolites résultaient derguaties de métabolisati: () la O-
déméthylation() la (méthylation,Ql’hydroxylation aromatique suivie d’'une-méthylation
et () la réduction du carbonylles symboles indiquant la place et le type de igas

métaboliquest(nbleaw 10).

La déterminationdes structures des meétabol présents dans les incuk a été
confirmée erspectrométrie de masstableaw 11). Les analyses en LESI-MS des incubats
microsomaux ont montré que parmi les moléculeshgjisiees, trois composés dans
microsomes hépafues humains et quatre composés dans ceux de oatsemt les méme
propriéés chromatographiques et les mémes spectres e mas les ntabolitesM2, M3,
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Quantification des metabolites de la
phenstatine
(10'9 mol/mg de protéine microsomale)

rat humain
‘ o
o OH
Phenstatine ~o O O ?
_0
&
(‘) J OH
w1 0
o ? 8,23 24,12
_0

\ Q ﬁ
O. OH
M2 @ O O o 0,12 0,02
/o ‘
‘ o
O. OH
M3 @ ‘ ‘ o 2,71 0,68
‘ , ,
/O
(o]
® o
M4 O O 4,42 5,21
o o
o [

ot
M5 @ o non quantifié 0,18
/O ‘

o (o7
e OH
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Tableaw 10 : Structure et évaluation quantitative des métatmotiela Phenstatine
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M4 et particulieremenM8 qui n'a pas été quantifié par LC/UV. Ces analyges. =#) ont

ete effectuées avec umn/z de 305 permettant ainsi la détection M8 [(4-hydroxy-3,5-
diméthoxyphényl) (3-hydroxy-4-méthoxyphényl) métbag et M4 [(3-hydroxy-4,5-
diméthoxyphényl) (3-hydroxy-4-méthoxyphényl) métbae).

La méme analyse réalisée avecnuizde 335 £ig. =7#) permet la détection dd2 [(3-
hydroxy-2,4-dimethoxyphenyl) (4-hydroxy-3,5-dimédlyphényl) méthanone] et déi8
[(3,4-diméthoxyphényl) (3,4,5-triméthoxyphényl) rmabhol]. M1 (5-[hydroxyl (3,4,5-
triméthoxyphényl) méthyl]-2-méthoxyphénol) eM7 (3,4-diméthoxyphényl) (3,4,5-
triméthoxyphényl) méthanone) n’ont pas été déetemésC-ESI-MS, ceci étant peut-étre dd a
une possible transformation 88. Les analyses avec um/zde 319 et 349 n’ont pas permis
de détecteM5 (3,4-dimethoxyphenyl)(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphgnymnéthanone) eM6
(3-hydroxy-2,4-dimethoxyphenyl)-(3,4,5-trimethoxystyl) méthanone), sans doute a cause
d’'un probleme de sensibilité. Néanmoins, les paips chromatographiques observées a 340
et 270 nm, ainsi que les résultats publiés parlédmi al concernant l'identification des
structures des métabolites de la CA-4 nous ont igadmdéterminer de la méme maniére les
structures des métabolitbtl, M2, M3, M4, M5, M6, M7 et M8 (Anwnexe 4).

Poids Pic de MS [M + H] Fragment
moléculaire corrélation d’ion
318 Phenstatine 319 151-195
320 M1 321 153-197
334 M2 335 181
304 M3 305 181-151
304 M4 305 151-181
318 M5 319 165-181
348 M6 349 181
332 M7 333 165-195
334 M8 335 167-197

Tableaw 11 : Résultats LC-ESI-MS en mode ion positif obtepaar les métabolites M1
a M8 de la Phenstatine
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Relative ion intensity (%)
M8
a m/z
8.8 335
IDO: 0.52e6
] 8.34
] 6.69
| M2
1 6.11
(- R R L SRESERA R e - - i )
5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50
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1o 7.96e7
6.32
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M4
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0 e e A e o e —— —— -
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Flg. =7 : Analyse par LC-ESI-MS des principaux métaboliteda Phenstatine produits par

les microsomes hépatiques de rats (a, b) et d’msiaj d). LC-ESI-MS en mode ion positif :
m/z 335(a,c) etm/z 305b,d).



Résultats

2.2. Bvaluation pharmacologigue des métabolites

a. Etude sur la polymérisation de la tubuline

Afin de déterminer I'activité de ces composés leur cible biologique, nous avons
étudié I'effetin vitro des différents métabolites de la Phenstatine ifitshsur I'inhibition de

la polymérisation de la tubulinedbleaw 12). Les résultats sont présentés sous forme de

moyennes avec la déviation standard calculée a gartleux (a) ou quatre (b) tests séparés.

Aucun effet n’a été observé sur I'inhibition deplalymérisation de la tubuline avec les
composeM5, M7 etM8 (Clsp > 100 M) contrairement a la moléci, ou nous obtenons
une activité d’inhibition de la polymérisation de tubuline significativement meilleure que
celle mesurée avec la Phenstatingd€13,2 uM).M1 n’a que peu d’effet inhibiteur avec une
Clso de 73,4 uM alors quel2, M3 et M4 présentent des activités similaires a la Phenstati
avec des Gp respectives de 14,9 ; 15,9 et 14,2 uM.

b. Etude sur la prolifération cellulaire

Les résultats, obtenus sur l'inhibition de la pofyimation de la tubuline pour ces
métabolites sont a corréler & ceux obtenus suriliition de la prolifération cellulaire sur la
lignée PC3ia le test MTT. Les métabolites portant difféerentbstiiuants sur les cycles A et
B montrent des activités variables sur les celldascéreuses prostatiques PC3 avec des

valeurs de Gb de I'ordre du micromolairer@bleaw 12). M2, M3 etM4, avec respectivement

des valeurs de gdde 9,4 ; 8,7 et 6,5 UM, gardent une activité aperenalgré I'absence du
groupement méthoxy au niveau des carbones 3 au &ae A. Ceci va a I'encontre de
certaines affirmations rencontrées dans la littéeatlL,’O-méthylation du carbone 3’ du cycle
B (M5, M7 et M8) induit une perte d’activité importante ggb 10 uM, concentration pour
laquelle aucune activité n’a été détectée). De mémeeéduction du groupement carbonyl
(M1 et M8) diminue lactivité sur la polymérisation de labtdine et la prolifération

cellulaire. L’O-méthylation sur le carbone 2’ ducky B (M6), jamais décrit dans la

littérature, induit une activité plus importamevitro que la Phenstatine.

Nous avons, par la suite, comparé les résultaenabtsur les PC3 a ceux obtenus sur
des cultures primaires issues de deux biopsiesralamhumaines, prélévées et caractérisées
au CHRU de Lille. Cette expérimentation nous a [eihe nous rapprocher au mieux da I
vivo. Les résultats sur I'efficacité de la Phenstatheses métabolites sur les deux cultures

primaires sont répertoriés dansevleaw 1=. Aprés analyse de ces résultats, nous avons

constaté qu'il existait des différences de répoase différents traitements. En effet, les
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Tableaw 12 : Activité des métabolites sur la polymeérisation a¢ubuline et la prolifération

des cellules cancéreuses prostatiques PC3
(déviation standard calculée a partir de 2 (a) @) 4ests séparés)




Résultats

composédM2, M3 et M7 ont des activités similaires sur les deux patiaiiss que les
métabolitesM1 et M8 présentent une meilleure efficacité pour les tedlyprovenant du
patient 1017127M6 montre une fois de plus sa trés bonne efficade@ Bupérieure a la
Phenstatine. D’'une maniére globale, les métabobiasdes effets plus probants sur des

cellules issues de biopsies que sur les PC3:

Cko (LM)
Patients | Phenstatine M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
1017127 | 51 19 2,7 19 <01 | 26 1,5
1016409 3,0 4,9 3,1 2,5 3,6 6,7
PC3 2,8 10,4 9,4 8,7 6,5 >10 2,3 >10 >10

Tableaw 12 : Etude de la cytotoxicité de la Phenstatine eteemétabolites sur des cellules
tumorales prostatiques issues de biopsies

Les patients 1017127 et 1016409 ne répondentg&sméme maniere aux metabolites
M1 et M6. En effet, ces composés montrent une plus graatiét@ sur I'inhibition de la
prolifération des cellules tumorales issues duepatil017127. Aprés étude des profils
d’expression génique de ces patients par la teakrdg TLDA, nous avons pu remarquer que
le patient 1016409 présentait une surexpressiorCéxs 2A6, 2A7, 2B6, 2C8, 2D6 et 2E1
respectivement 84, 4, 14, 16, 2 et 3 fois supéiemais également une sous-expression pour
les CYPs 2C18 et 3A5 respectivement 12 et 2 fois péprimés. Les différents niveaux
d’expression des CYPs cités préecédemment pourréteatune premiere explication au vu
des résultats obtenus chez les deux patients. famenéanmoins pas négliger le fait que
d’autres systemes de régulation soient égalemegagés dans ces différentes réponses
pharmacologiques.

c. Apport de la modélisation moléculaire

Les activités cellulaires obtenues sont en accawdc les prédictions faites en
modélisation moléculaire (Docteur Amaury Farce,draloire de Chimie Thérapeutique) qui
semblent fournir des explications sur I'activitdiimitrice de ces composés. Afin d’expliquer
la meilleure activité dé4 vis-a-vis deM1 et M7, des simulations de “docking” avec ces
composeés ont été recherchées dans le site denlidésta colchicine de la tubuline en utilisant

le logiciel GOLD Software(rig. =g). Ces résultats suggérent qud4 présente une

conformation stable et interagit par un pont hyéragavec un groupement phénol du cycle B

et la Vall81 dans le site actif)( Le métaboliteM1 présente un centre assymeétrique et les
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deux énantiomeres ont été caractérisés. La coafignrR deM1 (n) va se loger dans le site
actif et la modélisation révéle la méme interaceotre le groupement phénolique libre et la
Vall81 de la colchicine. Cependant, nous n'avors giatenu les mémes résultats avec la
configuration S deMi1l (b) puisque ce composé se lie au site actif par tegsphydrogéne
entre le groupement méthoxy en position 3 sur tdeckx et Asn101. Le métabolitd7 (o) ne

se loge pas correctement dans le site de la colehét ceci peut rendre compte de la faible

activité de ce composé en tant qu’inhibiteur dedigymeérisation de la tubuline.

- Asn101 4 1 ESrAsn101

Val181 Val181

vAsn101

Val181 Val181

Flo. =2 : Mode de liaison di1 [(a): configuration R; (b): configuration S{14 (c) etM7 (d)
dans le site colchicine de la tubuline et supetmrsde la Combretastatine A-4<(f)

[l. ldentification des CYPs intervenant dans le mébolisme de la
Phenstatine

Afin de déterminer les cytochromes P450 engagés da métabolisme de notre
molécule d’intérét, nous avons dans un premieptewoulu discriminer les CYPs permettant
cette biotransformation par I'utilisation de plias recombinantes en systeme hétérologue,

les supersomes. Puis, dans un second temps, noas agulu connaitre si certains CYPs
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pouvaient agir conjointement et ainsi induire lanfation des métabolites précédemment

identifiés, en inhibant sélectivement un par und&#®s les plus probablement impliqués.

1. Par l'utilisation de supersomes
Apres incubation de la Phenstatine avec des smupess exprimant les cytochromes
P450 CYPs 1A1l, 1A2, 2A6, 2B6, 2C19, 2C8, 2C9, 2RE]1, 3A4 et 3A5, seuls ceux
exprimant les CYPs 1A1, 1A2 et 2C19 ont montré actévité intéressante. En effet, ces trois
CYPs sont capables de métaboliser la Phenstaticghngrmétabolites M3, M4, M5, M7 et
M8.
Apres analyse des résultats, nous avons pu cenggae le CYP1Al induisait la

formation de cing métabolite®@ etM5) et dans une moindre mesulk&4, M7 etM8 (Fio.

39).

0,5
Cinétique de formation de métabolites avec les supersomes
0,4 exprlmanAt le CYP1A1
_________________ . eM3
.0,3 R P — == M4
(0] - -
; A .- - A M5
50,2 o . N— . ¢ 3
.& ’ . - nd * M7
” .~
0,1 : —= = *x M8
[ ]
0 P =g == '-*' m—— h-l" T e R ® §= TR e e e . e L T g Temps
0 10 20 30 40 50 60  (min)

Flo. =9 : Etude cinétique de la formation des métabolgsss de la Phenstatine

Le CYP1A2 semble impliqué dans la production désatmolitesM3, M4 et M8 (rig.
40) etle CYP2C19, les métabolitst3 etM5 (Fig. 41).

0,6 Cinétique de formation de métabolites avec les supersomes
05 exprimant le CYP1A2
W T T T~
0,4 — m== =~ .u
I_ -~ -’ ¢ M3
0,3 — =
3 i .- T ¢ M4
0,2 3 /.’ ”.: == = M8
. " -
01 +—— ==
f"f
v
0« T T T T T 1 Temps
0 10 20 30 40 50 60 (min)

Flg. 40 : Etude cinétique de la formation des métaboigsss de la Phenstatine
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2
Cinétique de formation de métabolites avec les supersomes
exprimant le CYP2C19
1,5
A - " "a
1 P M3
T -
5 A .o ... A M5
PR .
- 3
0,5 L -z -
- .’ -
. * ‘ -
v P
0 & & T T T T ! Temps
0 10 20 30 40 50 60 (min)

Flg. 41 : Etude cinétique de la formation des métabolésss de la Phenstatine

D’une maniére générale, les métabollté3 et M5 se forment en plus grande quantité
que les métabolited4, M7 etM8. Ainsi, CYP1Al a tendance a induire une O-démétith
sur le cycle A de la Phenstatind3, M4 et M5), une O-méthylation sur le cycle B1% et
M7) ainsi qu'une réduction du carbony@). Le CYP1A2, quant a lui, engendre une O-
déméthylation sur le cycle A pour formei83 et M4 et également une réduction du carbonyl
(M8). Enfin, le CYP2C19 va induire la formation &3 et M5 par le biais d’'une O-
déméthylation sur le cycle A et d’'une O-méthylatsom le cycle B.

Cependant, ces differents CYPs ne sont sans gastées seuls enzymes métaboliques
a étre capables de biotransformer la molécule &@&tpuisque les autres CYPs analysés dans
notre étude pourraient également contribuer, egragissant les unes avec les autres, a la
métabolisation de la Phenstatine. En effet, lesabudites formés par un CYP donné peuvent
étre également le substrat d’'un autre CYP présenvo. Nous voyons, par conséquent, toute
limportance de déterminer si dans des incubatsideosomes hépatiques il n'existe pas en
effet de telles réactions. Pour ce faire, nous s\dmnc utilisé une autre méthode d’étude qui
est l'utilisation d'inhibiteurs sélectifs des diféhts CYPs. Ceci nous a donc permis de
déterminer si ces inhibiteurs permettaient la dution ou I'abolition de la formation des
meétabolites et ainsi mettre en avant les CYPs pdmox a la métabolisation de la

Phenstatine.
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2. Par l'utilisation d’inhibiteurs spécifique
Par cette méthode, nous avons voulu déterminefet’efe différents inhibiteurs c
cytochromes P450 sur le métabolisme de la Phemstgtar les microsomes hépatiq
humains. Pour cela, la Phenstatineté incubée avec ces microsome des inhibiteurs

sélectifs des CYPs d'intéréur une période « 60 minutes {igures ci-apres). Bien que les

inhibiteurs choisisdans cette epérimentation interagissent giltanément avec plusieu
isoformes de CYPINewton et al, 199), les inhibiteurs utilisés sont ceux dont la si@éée
avec leur cible est la plus importantede plus, les concentratisnutilisées sondéfinies de
maniére a éviter toutes interactions potentielleecal’autres CYF. Ces concentrations o
éte sélectionnées dans le bllinduire un pourcentage d’inhibitiosuffisant pour obtenir u
effet su I'activité enzymatique totaledonnées existantes dans la littére). La concentration
de Phenstatine utilisée dans cette étude est@a MO

La Phenstatie montre un taux d’élimination plus faible aves iehibiteurs tels que
Méthoxsalene YP2A6), le Thiotepa (CYP2B6),e Triméthoprime (CYP2CS8),
Sulfaphénazole (CYP2C9), la Quinidine (CYP2D6),DDTC (CYP2EL) et I'ltraconazol
(CYP3A4/5). Le profil de stabilité métaboligue ob&een présence d’autres inhibiteurs
CYPs présentent des différences de métabolisatamm rgpport aux incubats contrdl
(Phenstatine sans inhibiteurs). Des inhibitionsificatives ont été tout de méme observé:
différents temps alors ques CYP n’avaient pas d’effetavec I'utilisation de superson.

L’inhibition du CYP1Al révéle une diminutiorprononcéede la formationdes
meétabolited4 etM8 et celle deM3 dans une moindre mesured. 42).

Cinétique de formation des métabolites en présence d’Ellipticine, inhibiteur du CYP1A1
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Flo. 42 : Analyse quantitative des meétaboliissus de |diotransformation de IPhenstatine
en présence ou non d’Ellipticine.

Newton DJ, Wang RW, Lu AY,CytochromeP450inhibitors. Evaluation of specificities in the iitremetabolism of therapeutic agents
human liver microsomeBrug Metab Dispc, 1995.23(1): p. 154-8.
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De méme, une inhibition du CYP1A2 présente une mitmwn de la production cM3
(a 60 min), deM4 etM8 (Fig. 4=).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Furafylline, inhibiteur du CYP1A2
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Flg. 4= : Analyse quantitative des métabolites i: de labiotransformation de IPhenstatine
en présence ou non Furafylline.

Le Méthoxsalene, inhibiteur de CYP2A6, dimirde fagcon importantla formation de

M4 etM8 et Iégérement celle (M5 & 60 min £ig. 44).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Méthoxsaléne, inhibiteur du CYP2A6
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Flo. 44 : Analyse quantitative des métabolites it de labiotransformation de IPhenstatine

en présence ou non de Méthoxsal
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Le Thiotepa, inhibiteur du CYP2B6, n'a pas de réffets sur le métabolisme de
Phenstatine méme si nous pouvons observer une utionindes métaboliteM4 et M8 a 40
minutes €ig. 45).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Thiotepa, inhibiteur du CYP2B6
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Flg. 45 : Analyse quantitative des métaboliissus de la biotransformation de la Phenst
en présence ou non d’inhibiteurs de Thiot

En présence de Fluconazole, inhibiteur du CYP2@b8s avons également une ni
diminution des métabolitdd3, M4 etM8, a 20 min (et 10 min pow8) d’'incubation §io.

46).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Fluconazole, inhibiteur du CYP2C19
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Flg. 4¢ : Analyse quantitative des métabolites it de labiotransformation de IPhenstatine
en présence ou non de Flucona:
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En présence de Trint@&prime, nous avons observé diminution deM4 a 40 min et
deM8 a 20 et 60 minf(g. 4 7).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Triméthoprime, inhibiteur du CYP2C8
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Flg. 47 : Analysequantitative des métabolites is de labiotransformation de IPhenstatine

en présence ou non de Triméthopr

Nous avons pu remarquer que le sulfaphénazole dela formation di métaboliteM8

et n'a par contrpas de réels effets sur les autresabolites £ig. 4<).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Sulfaphénazole, inhibiteur du CYP2C9
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Flg. 42 : Analyse quantitative des métabolites it de labiotransformation de IPhenstatine
en présence ou non de Sulfaphéna
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La quinidine, inhibiteur du CYP2D6, montre un effgressant pour IM8 dont la

formation est diminuée a partir de 10 minutes dilvatior (Fig. 49).

Cinétique de formation des métabolites en présence de Quinidine, inhibiteur du CYP2D6
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Flg. 49 : Analyse quantitative des métaboliissus de la biotransformation de la Phenst
en présence ou non d’inhibiteurs de Quinic

Cependantle diéthyldithiocarbama, inhibiteur du CYP2E1 diminue la formation s
métabolitesM4 (a 40 min) eM8 (Fig. 50).

Cinétique de formation des métabolites en présence de DDTC, inhibiteur du CYP2E1
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Flg. 50 : Analyse quantitative des métabolites i: de labiotransformation de IPhenstatine
en présence ou non de DDTC.

De plus, l'itraconazole, inhibiteur des isoforme¥R3A4/5 empéche la formation

métaboliteM8 au terme des 20 minuterig. 51). Il ed & noter que nous n'avons pas

déterminer la quantité de métabolites for en présence d'itraconazole -dela de 20
minutes suite a udécalage des temps de réten
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Cinétique de formation des métabolites en présence d’ltraconazole, inhibiteur du CYP3A4/5
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Flg. 51 : Analyse quantitative des métaboliissus de la biotransformation de la Phenst
en présence ou non Itraconazole.

Au vu de ces différents résultats, nous avdonc pu remarquegue d’une maniere
générale les CYPs 2B6, 2C8 et 3A4/5, ne participastde facon marquau métabolisme de
la Phenstatine. Par contre, les CYPs 1Al et 1ARqgyaeraient activement a ce métabolis

Nous avons pu constater que les différents inhibsteilisés avaient suout un impact

sur la formation des métabiesM4 et M8.

Nous avons également montré l'intérét d’étudianttabolisation de la Phenstatine i
fois avec l'incubation de cette molécule en présete supersomes et en l'incubant ales
microsomes hépatiques humains combinés avec disténiis sélectifs des CYPs. En eff
la technique des superses a permis de montrer qu CYP1ALl induigit la formation de:
métaboliteaVi3, M4, M5, M7 etM8, CYP1A2, celle daM3, M4 etM8 ,et, CYPIC19, celle
deM3 etM5. Cependant, en inhibant sélectivement les troi®€ités précédemment, nc
avons pu mettre en avant le fait que ces trois CfRssurtout un effet sur la formation ¢
métabolitesVi4 etM8.

Les supersomes permettent d’ident les CYPs impligués dans le métabolisme
médicament candidat de fagon plus aisée et plestdir L'utilisation d’inhibiteurs sélectif
est une bonne techniqgue mais elle a comme limitéaiteque certains inhibiteurs vo
également inhiber d’autres Cs de maniére moins sélective. De plusest important
d’utiliser en parlele ces deux techniques dans le sens ou lestaésme sont pas toujoL
corrélés Kot et Daniel, 2009

Kot M, Daniel WA, Effect of diethyldithiocarbamate (DDC) and ticloid on CYP1A2 activity and caffeine metabolism:irvitro
comparative study with human cDN&pressed CYP1A2 and liver microsol Pharmacol Rep, 20081(6): p. 121(-20.
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La connaissance des CYPs impliqués dans le méafmlde nouveaux meédicaments
tels que la Phenstatine permet de prédire d’évlesueteractions médicamenteuses qui
risquent de survenir lors de multi-thérapies maisosit de prévoir les éventuelles inhibitions

et inductions enzymatiques.

[ll.  Impact du cadmium sur la prise en charge dela Phenstatine et de
ses métabolites
1. Evaluation pharmacologique des composés sanfluence du cadmium
Nous avons utilisé le test MTT afin d'étudier l'efffcytotoxique du cadmium sur la
lignée cancéreuse prostatique PC3 mais égalemeantdgterminer I'effet du cadmium sur le

traitement de cette méme lignée avec la Phenst@ines=) a une concentration €gale a son

ICs0 (2,8 uM). Pour ce faire, nous avons utilisé défées concentrations de cadmium a 0,
2.5, 5 et 10 pM. Afin de faire notre choix de camtcations en cadmium, nous nous sommes
inspirés des résultats obtenus par I'équipe delBgBskshi S et al, 2008

Les cellules prétraitées a 5 puM de cadmium montoert I'effet cytotoxique de la
Phenstatine est potentialisé de maniere signifiegp < 0,05) alors que celles prétraitées a
2,5 UM de cadmium révelent une diminution de l\@tdi de la Phenstatine (p < 0,1). Des
concentrations supérieures ou égales a 10 uM dmigad sont cytotoxiques sur les PC3,

ainsi I'influence du cadmium a 10 uM est difficilent interprétable sur les PC3.
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Flo. 52 @ Effet d’'un prétraitement de 3 jours par le caaimisur la cytotoxicité de la
Phenstatine (2,8 uM) (*p < 0,1 ; **p < 0,05 : difédrce significative par rapport au controle).

Bakshi S Zhang X, Godoy-Tundidor S, Cheng RY, Sartor MAedwiedovic M, Ho SMTranscriptome analyses in normal prostate
epithelial cells exposed to low-dose cadmium: oeoégand immunomodulations involving the actiortushor necrosis factorEnviron
Health Perspect, 200816(6): p. 769-76.
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Ces résultats révelent qu’il existe bien une infhee de I'environnement chimique
notamment du cadmium sur la croissance cellul@itest la raison pour laquelle nous avons
voulu mettre en exergue l'effet d’'une expositioncadmium sur une période de 10 jours sur

I'activité biologique de la Phenstatine et de sedatmolites sur la lignée PC8i§iues ci-
apres). Pour cela, nous avons utilisé le test MTT afie determiner s’il existait des

modulations de la croissance des cellules PC3 @sepce ou non de cadmium lorsque ces
mémes cellules sont traitées avec les différentgposés. Ainsi, d’'un point de vue pratique,
nous avons souhaité étudier ces modifications éedlas au terme de 3, 7 et 10 jours
d’exposition. Nous n’avons malheureusement padfpataer ces observations au-dela de ces

temps d’exposition car le cadmium était cytotoxigoer les cellules.

Au bout de trois jours d’exposition, I'effet de Rhenstatine et de ses métabolites

diminue a une concentration de 2,5 UM en cadmiwrsau’une concentration de 5 uM de

ce métal, semble potentialiser I'effet des compesegpte pour le métabolikd2 pour lequel
I'effet est diminué de presque 50 %. Cependarfiguil savoir que d’apres Bakshi, la viabilité
cellulaire sur les cellules prostatiques sainesCPaigmentent de 150 a 270 % aprés 24, 48 et
72 heures de traitement avec des concentratiocslerure de cadmium de 1; 2,5 et 5 uM.
Cette augmentation pourrait étre la conséquenda geomotion de la croissance cellulaire.
Le métabolitaM5 présente un effet a 2,5 uM de cadmium et une itntnibde la prolifération
cellulaire d’environ 50 % a 5 uM de cadmium alote qge composé n'avait pas d’activité
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Flg. 5= : Effet d’'un prétraitement de 3 jours par le cadmisur la cytotoxicité de la
Phenstatine et ses métabolites (*p < 0,5 ; *pXk;**p < 0,01: différence significative par
rapport aux résultats obtenus avec la Phenstatine).

102



Résultats

Apres sept jours d’exposition au cadmium, l'effetld Phenstatine et des métabolites
correspondants est d’'une maniére générale poteatialdes concentrations en cadmium de
2,5 et 5 uM. En effet, les cellules exposées apbde cadmium ont une inhibition de
prolifération cellulaire améliorée lors d’un traitent avec la Phenstatine, et ses métabolites a
'exception deM7 en réduisant la croissance cellulaire de 10 % peirhenstatineM4 et
M6, et jusqu’a plus de 30 % poil, M2, M3 et M5, en comparaison avec les résultats
obtenus sur les cellules PC3 non traitées au cadnitar contre, lors d’un prétraitement avec
5 uM de cadmium, nous avons pu constater qu'unenantation de la concentration en
cadmium accentuait I'effet des compodk, M3, M4, M7 etM8 et une perte d’activité de la
PhenstatineM2, M5 etM6 (Fig. 54).

En comparant, les deux graphes (3 et 7 jours), remms pu remarquer qu’en
augmentant le temps d’exposition du cadmium sucédisiles PC3, le métabolitd2 a une

activité améliorée pour les deux concentratiorsigbut avec 5 uM de cadmium.

ST
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Flg. 54 : Effet d’'un prétraitement de 7 jours par le cadmisur la cytotoxicité de la
Phenstatine et ses métabolites (*p < 0,5 ; *pXK;**p < 0,01: différence significative par
rapport aux résultats obtenus avec la Phenstatine).
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Au terme de 10 jours de traitement, en comparantéeix graphes (7 et 10 jours), nous
avons pu constater qu’il existait de nouvelles rications dans la réponse aux différents
traitements tant a 2,5 uM qu’'a 5 uM de cadmiumeEet, une exposition pendant 10 jours
des cellules PC3 montrent qu’une concentration,Blgi® de cadmium améliore I'activité de
M7 mais diminue celle dM1, mais I'activité reste inchangée pour la Phenstai2, M3,
M4, M5, M6 etM8. Cependant, une concentration en cadmium de 5iplihde I'activité de
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la Phenstatine et des métabolites sauf pdGret M8 qui présentent un meilleur effet sur

I'inhibition de la prolifération des cellules PC84. 55).
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Flg. 55 : Effet d’un prétraitement de 10 jours par le cagmisur la cytotoxicité de la
Phenstatine et ses métabolites (*p < 0,5 ; *pXKk;**p < 0,01: différence significative par
rapport aux résultats obtenus avec la Phenstatine).

Nous avons ainsi mis en évidence une différencesafesibilité pour ces différents
composeés en présence de cadmium, ceci pourraplsjaer par un effet de ce métal sur la
métabolisation de ces différents composés dangleses prostatiques. Cette hypothése sera
étayée, un peu plus tard dans le mémoire, grat@alyse des différentes expressions des
genes dans des lignées cellulaires cancéreusesatfoss prétraitées au cadmium aux
mémes concentrations que précédemment.

Bien qu'il soit difficile de transposer les réstitanétaboliques obtenus sur le foie sur ce
qui pourrait réellement s’effectuer au sein derastate, on sait aujourd’hui que la prostate
possede un systéme de meétabolisation des xénalsetiqualitativement proche de celui
présent au niveau hépatique. C’est pourquoi noosisavoulu déterminer s’il existait des
différences d’expression protéique en présenceiffierahtes concentrations de cadmium,
notamment sur les trois cytochromes P450 (CYPs 1IAR et 2C19) impliqués de facon

prépondérante dans la métabolisation de la phamestat
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2. Analyse de I'expression protéique des CYPsliouygés dans la métabolisation
de la Phenstatine

Nous avons déterminé I'expression protéique de®LYAL, 1A2 et 2C19 sur les
cellules cancéreuses prostatiques humaines PC3é@pale facon chronique a différentes
concentrations de cadmium (0; 2,5; 5 et 10 uM) lpaechnique d'immunodétection, le
Western Blot.

Dans un premier temps, nous avons voulu détermirlercadmium avait un impact sur
la lignée PC3. Pour cela, nous avons utilisé deuarqoeurs, la MMP2 Matrix
MetalloProteinase-Ret la DNMT-1 DNA MethylTransferase}lqui sont des protéines dont
'expression augmente en présence de cadmium.

En effet, les cellules exposées au cadmium ontatesel a perdre leur inhibition de
contact avec les autres cellulesclianzar WE et al, 20Q1Les cellules ainsi transformées
sécrétent d'autant plus de MMP2, phénoméne obselxds les tumeurs humaines
prostatiques. Les MMPs sont des enzymes qui dégragefacon sélective la matrice extra-
cellulaire et permet ainsi I'invasion tumoraléattam D et al, 1993 Une hypersécrétion de
MMPs est en corrélation avec une aggressivité talaaccrie.

De méme, I'expression de la DNMT-1 est significathent élevée aprés exposition au
cadmium Zhang J et al, 2009 Le fait que le cadmium augmente la méthylatie ADN et
'expression de DNMT-1 laisse présager que cettéhyhation est impliquée dans l'action
cancérigene du cadmium.

L'expression de ces deux protéines augmentent dermaniére dose-dépendante dans

les cellules pC3 prétraitées au cadmium.

Apres 24 heures de prétraitement au cadmium gliages présentent une diminution de
'expression de CYP1Al, une augmentation de l'espin de CYP1lA2 et un niveau
d’expression peu modifié pour le CYP2C19 pour dmscentrations croissantes en cadmium
(Fig. 5¢). De plus, lorsque les temps d’exposition sonspangs (48 heures), I'expression
protéigue de ces CYPs d'intérét reste inchangédleguque soient les concentrations en
cadmium.

Achanzar WE, Diwan BA, Liu J, Quader ST, Webber MM, Waalkes MRdmium-induced malignant transformation of humeostate
epithelial cellsCancer Res, 20061(2): p. 455-8.

Cottam D, Rees RRegulation of matrix metalloproteinases - theilerm tumor invasion and metastadist J Oncol, 19932(6): p. 861-72.
Zhang J, Fu Y, Li J, Wang J, He B, Xu,Effects of subchronic cadmium poisoning on DNA wtation in hens Environ Toxicol
Pharmacol, 20027(3): p. 345-9.
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Ces résultats mettent en avant le fait que I'emwvieznent chimique a court et moy
terme a une influence sur I'expression d’enzymegliquées dans la métabolisation de
Phenstatine. En effet, le niveau d’expression deecegymes dépend norulement du temps
d’exposition mais également de la concentratiortatimium ave laquelle les cellules so
exposees. Darle cas de la protéine CYP1A1l, une exposition aa des doses croissantes
cadmium va diminuer son expression et ainsi madifh métabolisation de la molécL
d’intérét Nous pouvons dés lors envisager le fait que ceite-expressio serait susceptible
d’empécherla formation ds métabolitesM3, M4, M5, M7 et M8. De méme, une
surexpression de CYP1Asurrait induircla formation de plus grande quantiteM3, M4 et
M8.

Temps d’exposition avec le cadmium (uM)

24 h 48 h
0255 10 0 25 5 10
Actine e e~ o
CYP1A1 P s e e i
CYP1A2 T R | e - -
CYP2C19 = . | D
Contrdles MMP-2 frr————
cadmium DNMT P —
Actine T e

Flo. 5¢ : Analyse de I'expression protéique par Western Bést CYPs 1A1, 1A2 et 2C

Nous avons pu montrer qu’il existait des differendé&expression protéique d’enzym
du métabolisme lors d’'une exposition au cadmiurnurfconfirmer ce résult, nous avons
souhaité pousser notre étude en déterminant I'egjme génique d’'un panel de 380 enzyi
impliquées dans l'inflammation la métabolisation. Le choix d’'une lignée compatialec
notre étude était primordial afin de rapprocher au mieux des mécanismes biologiin
Vivo.

Pour cela nous avons effectué I'analyse du proéikmresion génique de deux ligné
cancéreuses prostatiques humaines disponiblesrades@otre laboratoire en comparaisc

celui obtenu avec dessus issus de biopsies de patients atteins @ooer de la prosta
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3. Analyse du profil d’expression des génes irgpks dans la métabolisation des
xénobiotiques par RT-PCR quantitative en temps réel

Afin de mesurer I'expression des 380 génes{¢xe 1), nous avons utilisé le CCycle

Threshold de chaque gene. Nous avons donc établi des $irddé@s le niveau d’expression

comme le montre le tableau ci-dessous basé swgtddss antérieureK¢vorkian L, 2001

Valeur Ct | Niveau d’expression
20<Ct<25 Tres éleveée
25<Ct<30 Elevée
30<Ct<35 Modéree
35<Ct<40 Faible

Ct=40 Non détectee

L’'analyse complémentaire de ces mesures a ététue@vec les logicielSDS 2.4

SoftwareetRQ manager 1.2.(Applied Biosystems).

=.1. validation du wmodele cellulatre

Nous avons étudié les profils génétiques de degméds cancéreuses prostatiques
humaines, les PC3 et les DU145. En effet, 'obtentle tissus prostatiques étant soumis au
Comité de Protection des Personnes (CPP), il da#té plus aisé pour nous de travailler dans
un premier temps sur ces lignées. Cependant, paiissde se rapprocher au mieux des
conditionsin vivo, nous avons voulu déterminer s’il y avait de gendisparités d’expression
génique entre des tumeurs prostatiques humaineestdeux lignéesAfurexe 2). Les
résultats sont représentés sous forme d’histogranmrhes barres des histogrammes

correspondent aux RQ (exprimées ét9) des différents génes cibles des cellules PC3 et

DU145 par rapport a la moyenne des six biopsiestal®es humaines obtenues au préalable.

Kevorkian L, Young DA, Darrah C, Donell ST, Shepstone L, Ro8eBrockbank SM, Edwards DR, Parker AE, Clark Bkpression
profiling of metalloproteinases and their inhibitoin cartilage Arthritis Rheum, 200450(1): p. 131-41.
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En analysant les profils d’expression des 380 gegrésélectionnés des PC3, des
DU145 et des tumeurs prostatiques, on remarquelaepé®C3 correspondent a la lignée
cancéreuse prostatique la plus proche des tumeersajsoient pour les enzymes de Phase |,
de Phase I, les transporteurs ainsi que les xéseses. Ainsi, nous avons pu valider
l'utilisation du modele cellulaire PC3 pour détemeri l'influence du cadmium sur

I'expression géniqgue des EMX qui ont fait I'objet dotre étudeAnexe 2).

2.2. Wfluence du cadmivm sur L'expression génioue des EMX

Apres un traitement cadmique de 24 et 48 heuresARNs totaux issus de culture
cellulaire ont été extraits puis quantifiés et aottanscrits dans le but d’obtenir les ADNc
nécessaires a la technique du TLDA. Le gene endoggiisé chez les PC3 comme contrble
est le géne 18S. Les résultats obtenus ont ététéspsous forme d’histogrammes dont les
barres correspondent a I'expression des genesneg@ren quantité relative (RQ) pour les

cellules exposées au cadmium par rapport aux eslhubn traitées (ligne de base).

Parmi les 380 genes analysés, nous nous sommepaudidulierement intéressés aux
géenes correspondant aux cytochromes P450 implidags la métabolisation de composés

exogenes (CYP appartenant a la famille 1, 2 et 3).

Les cellules PC3 ont été traitées a deux concémeate cadmium (2,5 et 5 uM). Une
concentration égale ou supérieure a 10 uM n’a fEaprése en compte puisque, comme nous
'avions vu précédemment, cette concentration séegirée cytotoxique pour les cultures
cellulaires étudiées au bout de 72 heures.

L’étude du profil d’expression des génes CYRs (57#) met en avant une derégulation

de ces genes puisque, d'une maniere générale,eledes PC3 présentent une certaine
sensibilité lors d’'une exposition a difféerentes aamtrations de cadmium (2,5 et 5 uM). En
réponse a une exposition cadmique de 2,5 et 5 ridaee 24 heures, nous obtenons de fagon
générale une sous-expression des genes CYPs étiratirs qu’aprés un traitement de 48
heures, on observe plutdt une sur-expression dmégges genes.

Les CYPs sous-exprimés lors d’'une exposition déées sont les CYPs 2A6, 2A7,
2B6, 2C18, 2D6, 2J2 et 2S1 et ceux sur-expriméslesrCYPs 1A1, 1B1, 2E1, 2R1 et 2U1,
parmi lesquels certains ont un réle primordial dammétabolisation de la Phenstatine.

De méme, lors de prétraitement au cadmium pendahthdures, les CYPs

précédemment cités sont tous sur-exprimés a I'déixcepdu CYP2C18 qui n’est alors plus
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exprimé et le CYP2C19 qui est sur-exprimé a uneeoination de cadmium de 5 uM
par rapport aux cellules témoins non traitées. @msvelles données montrent ainsi toute
limportance de ne pas négliger 'impact environeatal sur I'expression de génes impliqués
dans la métabolisation de molécules a visée theatigppe. En effet, une exposition chronique
ou aigle au cadmium peut modifier I'effet pharmagaue de composés tels que la
Phenstatine puisqu’'une surexpression de CYPs peettemle plus souvent a une
augmentation de la métabolisation et ainsi ind@om élimination plus rapidement en
diminuant ainsi son activité biologique. A l'invetsune sous-expression de CYPs peut
induire une diminution de la métabolisation et aagter 'accumulation du médicament et
de certains métabolites issus de sa biotransfoomati plus ou moins actifs / toxiques pour
I'organisme. Ainsi, I'environnement chimique inflm®n seulement sur I'expression génique
et protéique mais également sur la meétabolisatiencdmposés exogenes tels que la

Phenstatine.

In fing, nous avons porté un grand intérét sur I'expresgjénique des trois CYPs
intervenant directement dans la formation de mditalsoissus de la biotransformation
hépatique de la Phenstatine : CYPs 1A1, 1A2 et 2B8pges analyse des quantités relatives,
nous avons remarqué que les CYPs 1A2 et 2C19 edtgias exprimés dans la lignée
cellulaire PC3. Cette constatation nous a, danspuamier temps, intrigué puisque la
détermination de I'expression protéique de ces Cj#sla technique du Western Blot, a
montré que ces protéines étaient exprimées damelletes PC3 et leur expression protéique
était modifiée par une exposition au cadmium deienardose-dépendante. C’est pourquoi,
afin de s’affranchir de ces résultats surprenaiitserait intéressant, a court terme, de
déterminer a nouveau par RT-PCR quantitative leeauv d’expression des geéenes
correspondant aux CYPs1A2 et 2C19 en utilisant tlegucouples d’amorces que ceux
utilisés dans les plaques TLDA et en maintenant d¢escentrations en cadmium
précédemment utilisées. Ainsi, nous pourrons détemsi les transcrits correspondants a ces

génes ont été amplifiés ou non.

Toutefois, au vu des résultats obtenus par les oauicays et le Western Blot,
notamment concernant le CYP1A1l présentant des &sipres différentes au niveau génique
et protéique, nous avons voulu comprendre s’iltaitisles modulations d’expression génique
possibles au niveau de ce géne et des autresrisegate CYP450. Pour ce faire, nous avons
voulu mettre en avant l'existence de modificatiodpigénétigues en étudiant, plus

particulierement, I'expression de microARNs. Nowusres ainsi essayé de déterminer dans le
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chapitre suivant quels étaient les niveaux d’exgpoesdes miARNs ayant pour cible les CYPs

impliqués directement et indirectement dans le bwitsme de la Phenstatine.

4. Implication des microARNs sur I'expression d€Y Ps d’'intérét

L’étude de I'expression des miARNs dans les ceiUPC3 a pour finalité de mieux
comprendre l'impact de facteurs épigénétiques nséda une exposition au cadmium sur

I'expression des transcrits et par conséquenckasynthese protéigue des CYPs.

Apres étude des profils d’expression des 700 miARMsélectionnés\(urexe =), dont

les amorces ont été pré-définies dans deux miajapkde 384 puits, 52 miARNs nous ont
tout particuliéerement intéressés puisque ceux-til'amantage d'avoir pour cible les CYPs
d’'intérét. C’est la raison pour laquelle, nous aoroulu déterminer s’il existait des
dérégulations lors d’'une exposition au cadmium e période de 24 heures a différentes

concentrations (0 ; 2,5 et 5 uM).

Les niveaux d’expression de chaque miRNA ont éténabisés par rapport a deux
contrbles internes : les mMiIARNSs let7a et RNU44estduantités relatives ont été obtenues en
comparant les cellules PC3 exposées au cadmiunajpaort a celles non traitées.

Comme nous I'avons indiqué dansdéleaw 14, parmi les 52 miARNs étudiés, 30 sont

sur-exprimésrpugg, 14 sont sous-exprimés=(1) et 8 dont le niveau d’expression est un peu
particulier dans le sens ou ces miARNSs sont réienéne concentration de cadmium de 2,5
UM puis re-induits a 5 uM ou, a l'inverse, surerpss a 2,5 UM et sous-exprimés a 5 uM de

cadmium.

Dans ce tableau, nous avons également répertsrié¥es cibles pour chagque miARN

étudié (matérialisé par une croix

Les miARNSs présentant une sur-expression en présga@,5 et 5 uM cadmium sont
les miR-15b, 106b, 1254, 1274 a et b, 1275, 12891,1148b, 181c, 183, 200a, 20a, 24, 26b,
29a, 320b, 454, 564, 590-3p, 601, 625, 661, 66466, 92a, 93, 939 et 941.

Ceux étant sous-exprimés lors d’'une exposition ¢qaena ces deux concentrations,
sont les miR-1201, 1255b, 1300, 181a, 18a, 22, 24%,573, 650, 663b, 922, 92b et 942.

Les miARNs possédant des niveaux d’expression Masalinduction ou répression)
en fonction de la concenration de cadmium sontmd®-1227, 24, 26a, 27a, 409-3p, 424,
550, 577 et 629. En effet, les miR-1227, 424, 5729 sont sous-exprimés a une
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concentration de cadmium de 2,5 uM et sur-exprim@gM. A l'inverse, les miR-26a, 27a,

409-3p et 550 présentent une sur-expression al\2,8tjune répression a 5 pM.

CYP1A1 | CYP1A2 | CYP2A6 | CYP2B6 | CYP2C8 | CYP2C9 | CYP2D6 | CYP2E1 | CYP3A4 | CYP3AS5
X
X
X
X X
X
X
X
X X X
X
X
X X
X X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X X
X X
X
X X
X X X
X
X
X
X
X
X
X X
X
X
X
X
X
X
X
X X
X
X
X
1227 X
24 X X
26a X
27a X
409-3p X
424 X
550 X X X
577 X
629 X

Tableaw 14 : MIARNS exprimés dans la lignée PC3 ciblant 1&€ d’intérét
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Les dérégulations au niveau des miARNs ont desécuences non négligeables sur
I'expression protéique des enzymes du métabolisieelles sont les cibles.

Par exemple, les résultats obtenus par la techniqud LDA et par Western Blot
mettent en exergue le fait que I'expression de NhiRdu gene CYP1ALl est augmentée et son
expression protéique diminuée lors d’une expositier24 heures au cadmium. Nous avons
dans un premier temps était surpris de ce résubi lorsque nous avons étudié les miARNs
ciblant le CYP1A1, nous avons remarqué que cewtaient préférentiellement sur-exprimeés
(miR-1254, 1274 a et b, 1291, 661 et 766) avec el miARN réprimé (miR-663b).
L’induction de miARNSs lors d’'une exposition au cadm a pour finalit¢ d’empécher la
synthése protéique. Ceci pourrait expliquer queC¥P1Al soit moins exprimé a des

concentrations croissantes de cadmium.
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DISCUSSION

Contrairement a la Combrétastatine-A4 et surtold @rodrug Combrétastatine-A4
phosphate (CA-4P, Zybrestat) actuellement en esdagjues de phases Il et I, la
Phenstatine qui présente pourtant des avantagésmnseau niveau de ses propriétés de
solubilité et de stabilité structurale (pas d’isoisetion possible etransstilbenes), n'a pas
jusqu’alors présenté suffisament d’'« atouts » poanvenir aux phases d’essais cliniques.
Nous avons cependant pu montrer son efficacit€ishibition de la prolifération des cellules
cancéreuses prostatiques que celles-ci soientsigheidignées établies (PC3 et DU145) ou
isolées a partir de tissus tumoraux. Il est insaes de noter a ce niveau que nous avons
obtenu des résultats d’activité différents sur ombre bien sr encore beaucoup trop limité
de biopsies. Un plus grand nombre d’échantillondigkis prostatiques nous aurait permis

d’essayer déja de corréler efficacité de la moketllocalisation géographique du patient.

De plus, nous avons observé sa plus grande stalgifit présence de microsomes
hépatiques (11,3 % de Phenstatine métaboliséeappont a 60 % deissCA-4 et 80 % de
transCA-4). Les métabolites formés présentent en majepartie, une activité sur la
polymérisation de la tubuline et la prolifératioallalaire, identique voire supérieure a la
molécule mere. Il est intéressant de soulignerpearniculier, I'intérét du métabolite (3-
hydroxy-2,4-diméthoxy-phényl) — (3,4,5 triméthoxiggmyl) méthanone (métabolikd6) qui
posséde une gdde 3,2 + 0,2 uM vis-a-vis de la polymérisationlaé¢ubuline et une G4 de
2,3 + 1,6 uM vis-a-vis de la prolifération des alds PC3. Cette molécule a par ailleurs été
testée par le NCI sur un panel de cellules canséeed’origines diverses et les résultats

présentés dans tebleaw 15, montrent sa tres bonne activité de I'ordre dea1l®0 nM sur
pratiguement toutes ces lignées.
Il a été montré en cytométrie en flux, grace aulkaborations de notre équipe, que ce

métabolite bloquait le cycle cellulaire en phasgMssur des cellules de leucémie murine
DA1-3b Ghinet et al, 201)1(Fig. 5¢). Cet effet semble indépendant de la dose. Ceftats

sont en accord avec les propriétés inhibitricedad@olymérisation de la tubuline de ce
métaboliteM6.

Ghinet A, Rigo B, Hénichart JP, Le Broc-Ryckewaert D, Pomynde Pommery N, Thuru X, Quesnel B, GautreSinthesis and biological
evaluation of phenstatin metabolit@&oorg Med Chem, 2011.9(20): p. 6042-54.
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Type cellulaire Lignée cellulaire M6
Leucémie HL-60(TB) 2.35E-8
K-562
Cancer NCI-H322M
Pulmonaire NCI-H460 5.07E-8
Non a petites NCI-H522
Cellules
Cancer du HCT-15 1.06E-8
Colon KM12
Mélanome M14
MDA-MB-435
Cancer OVCAR-3 2.22E-8
ovarien NCI/ADR-RES
SK-OV-3 8.96E-8
Cancer CAKI-1 1.20E-7
Rénal RXF 393 1.59E-8
UO-31 4.89E-8
Cancer DU145 2.09E-8
Prostatique
Cancer du SF-295 1.99E-8
Systeme SF-539 1.51E-8
Nerveux
Central
Cancer du MDA-MB- 2.46E-8
Sein 231/ATCC 2.46E-8
HS 578T
MDA-MB-468 2.49E-7

Tableaw 15 @ Effets du métabolit®16 sur la prolifération de cellules cancéreuses hnesaftests

réalisés par le NCI)
La valeur indiquée est la concentration molairexdtamposé qui cause 50% d'inhibition de croissamadi@laire selon le test
NCI (Boyd, 1997 ; Skehan et al, 1990

Boyd RB, The NCI in vitro anticancer drug discovery screknAnticancer Drug Development Guide : Preclihseeening, Vlinical trials, and Approval ;
teicher, B, Ed. ; Humana Press Inc : Totowa, N971%. 23-42.

Skehan B, Storeng R, Scudiero D, Monks A, McMahon J, Vistie, Warren JT, Bokesch H, Kenney S, Boyd N\Rw colorimetric cytotoxicity assay for
anticancer-drug screening.Natl Cancer Inst, 19962(13): p. 1107-12.
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Comme cela a souvent été montré lors d’études debwiésation Fura et al, 2004 ;
Huttunen et al, 2008 ce métabolite pourrait étre a I'origine de ndlesétudes de relation
structure-activité portant plus particulierement $occupation de la position C2' de la
Phenstatine.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous swveoherché a identifier les
cytochromes P450 impligués dans la formation defalnoéites, cette étape pouvant par
ailleurs étre importante dans la recherche d’éwstaomposés susceptibles, par induction
des enzymes du métabolisme des xénobiotiques, ddiendefficacité et / ou la toxicité de
la molécule meére. Les résultats obtenus en uttlidas supersomes, c’est-a-dire en procédant
a la métabolisation de la Phenstatine par une ssolerme de CYP, ont mis en evidence
l'importance de trois isoformes, les CYPs 1Al, 1AR 2C19 dans la biosynthése des
meétabolites retrouvés en CLHP-UV et LC-MS apresuliation avec des microsomes
hépatiques. Quelques études sur biopsies prostatiqu’il nous a été possible de réaliser

nous ont montré une certaine diversité dans I'esgioa de ces isoformesi. 59).

L’étude complémentaire par l'utilisation d’inhibites sélectifs a mis en évidence la
participation d’'un plus grand nombre d’isoformessia biotransformation de la Phenstatine.
Les isoformes responsabliesvivo de la métabolisation d’'un grand nombre de médicasne
telles que les CYPs 2A6, 2D6 et 2E1 sont impliguees stade sans doute intermédiaire du
schéma métabolique et plus particulierement daagrithése des métabolitiekl etM8.

Ces résultats restent bien évidemment prélimingmgsque les essais n‘ont pu étre
réalisés, a I'heure actuelle, qu’une seule foisudN'avons donc pas cherché a les interpréter
de facon approfondie en réalisant les calculs saoes a une transposition quantitatine
vivo. On peut également imaginer qu'une étude de migakbion sur un modeéle plus
complexe tels que des hépatocytes isolés nous douani des données plus exhaustives sur
la métabolisation de la Phenstatine.

Nous avons pu toutefois observer que certainesns@s impliquées étaient également
présentes dans le tissu prostatique et pouvaiealerdgnt a ce niveau extra-hépatique

modifier le devenir de la molécule originale.

Fura A, Shu YZ, Zhu M, Hanson RL, Roongta V, Humphreys Wiiscovering drugs through biological transformatiorole of
pharmacologically active metabolites in drug disegv J Med Chem, 2004.7(18): p. 4339-51.

Huttunen KM, M&@hoénen N, Raunio H, Rautio Cytochrome P450-activated prodrugs: targeted ddaliveryCurr Med Chem, 2008.
15(23): p. 2346-65.
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Apres avoir élucidé en partie le schéma métabolideida Phenstatine, nous avons
abordé le probléme de l'impact de I'environnemant ette métabolisation en recherchant
directement I'effet du cadmium sur les expresspdisique et protéique des CYPs impliqués.
Le résultat le plus notable est la différence eoér® deux expressions, notamment dans le cas
du CYP1AL : surexpression génique et régulatioratiég de la protéine.

Ce résultat a pu étre étayé par I'observation daitaxpression d’'un nombre important
de microARNs connus pour cibler le géne CYP1Al et ppurraient donc bloquer sa

synthese protéique.

Le travail effectué au cours de cette thése offrecdbeaucoup de perspectives pour
compléter les résultats obtenus :

i) sur un modele hépatique ne possédant pas tdatesapacités métaboliques (en
particulier absence d’un grand nombre d’enzymegpluse I1)

i) sur un modéle de lignées cancéreuses prostesique nous aurions voulu comparer
avec un plus grand panel de tissus provenant dermtat

iii) sur une seule classe dEMX : les cytochromeb® les plus impliqgués dans la

métabolisation de composes exogenes

Sur ce dernier point et grace a I'évaluation siamée de 380 genes du métabolisme par
la technique du TLDA, nous avons déja pu progrestenbserver les modifications
engendrées par le cadmium sur d’autres genes daboisime sur des cellules PC3. Nos
premieres interprétations concernent certains diestele transcription et certains genes
impliqués dans le transport des xénobiotiques.

A l'exception du CYP2EL1, linduction de CYPs s’aftae par I'activation de facteurs
de transcription spécifiques tels que AhR et deeptsurs nucléaires permettant la
transcription tels que CAR et PXR. Les principaggeapteurs impliqués dans la régulation
des EMX sont donc AhR qui régule les CYPs 1A1 e I8afe et Krishnan, 1995CAR
pour les CYPs 2B6, 2C%(eyoshi et Negishi, 200&t 2C19 Guéguen et al2009 et PXR
pour les CYPs appartenant a la familld-aifcette et al, 2004 ; Sugatani et al, 2R05

Faucette SR, Wang H, Hamilton GA, Jolley SL, Gilbert D, Lingi€, Yan B, Negishi M, LeCluyse ERegulation of CYP2B6 in primary
human hepatocytes by prototypical induc&mig Metab Dispos, 20082(3): p. 348-58.

Guéguen Y, Mouzat K, Ferrari L, Tissandie E, Lobaccaro JMattBAM, Paquet F, Voisin P, Aigueperse J, GourmdinSouidi M,
Cytochromes P450: xenobiotic metabolism, regulatind clinical importanceAnn Biol Clin (Paris), 200664(6): p. 535-48.

Safe S, Krishnan V.Cellular and molecular biology of aryl hydrocarb@Ah) receptor-mediated gene expressidrch Toxicol Suppl,
1995.17: p. 99-115.

SueyoshiT, Negishi M.Phenobarbital response elements of cytochrome Bé5@s and nuclear receptonnu Rev Pharmacol Toxicol,
2001.41: p. 123-43.

SugataniJ, Sueyoshi T, Negishi M, Miwa MRegulation of the human UGT1A1 gene by nucleagptees constitutive active/androstane
receptor, pregnane X receptor, and glucocorticadeptorMethods Enzymol, 200800 p. 92-104.
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L’'analyse de l'expression de ces facteurs de trgstgmn par TLDA révéle que
I'expression de AhR n’est pas modifiée en présateeadmium et que les genes CAR et

PXR ne sont pas exprimés dans ces mémes conditions.

Nous avons également porté un grand intérét syprassion de génes impliqués dans
le transport des xénobiotiques notamment les ro#t@inéines, protéines connues pour
détoxifier 'organisme de métaux tels que le cadmil’analyse en TLDA montre une
expression modifiée de ces transporteurs. En gféeti les métallothionéines, MT 1B, 1F,
1M, 1X, 2A et 3 ont un niveau d’expression augmed¢é maniére dose-dépendante en
cadmium (données retrouvées dans la littéeraturemBme, les cellules PC3 surexpriment, en
présence de cadmium, certains transporteurs appatté la famille ABC ATP Binding
Cassettgtels que ABC C2, C6, C9 et G2 et SL&b(ute Carrierytels que SLC 22A4, 28A1,
38A5, 3Al et 7A7 fnnexe 5).

Une interprétation automatique et donc plus exliaiste tels profils pourrait permettre
d’approcher des pronostics relatifs a la réactigd#é individus face a telle ou telle substance
médicamenteuse, a condition bien sir de connajtedetent les voies métaboliques de

médicaments candidats et 'activité et / ou ladid&ides métabolites potentiels.

Un « fichage » des individus les plus susceptildasonction de leur environnement et
de leurs habitudes de vie (pollution atmosphérigabac, alcool, polymédication...), de
développer des anomalies dans leur capacité desfdramtion de substances
médicamenteuses, devrait permettre de progresses tabtention de thérapies plus
personnalisées. Ceci répondrait €également auxjuesi actuelles concernant bien souvent le
manqgue d’apports supplémentaires dans nombre deaoxy médicaments actuellement mis

sur le marché.
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ANNEXE 1 (1)

Liste des 380 géwnes btudiés en gPCR :

ENZYMES DE PHASE | (FONCTIONNALISATION)

Mono-oxygénases a Cytochromes P450 :

CYP1A1
CYP1A2
CYP1B1
CYP2A6
CYP2A7
CYP2A13
CYP2B6
CYP2C8
CYpP2C9
CYP2C18
CYP2C19
CYP2D6
CYP2E1
CYP2F1
CYP2J2

Oxydases :

ABP1
ADH1A
ADH1B
ADH1C
ADH4
ADH5
ADH6
ADH7
ADHFE1
ALDH1A1
ALDH1A2
ALDH1A3

Hydrolases :

AADAC
BCHE
BLMH
CES1

Réductases :

AFAR3
AKR1A1
AKR1B1
AKR1B10
AKR1C1/2
AKR1C3

CYP2R1
CYP2S1
CYP2U1
CYP2W1
CYP3A4
CYP3A5
CYP3A7
CYP3A43
CYP4A11/22
CYP4B1
CYP4F2
CYP4F3
CYP4F8
CYP4F11
CYP4F12

ALDH1B1
ALDH1L1
ALDH2

ALDH3A1
ALDH3A2
ALDH3B1
ALDH3B2
ALDH4A1
ALDH5A1
ALDH6A1
ALDH7A1
ALDH8A1

CES2
CES3
CES4
CES7

AKR1C4
AKR1CL1
AKR1CL2
AKR1D1
AKR7A2
AKR7A3

CYP4F22
CYP4V2
CYP4X1
CYP4z1
CYP5A1
CYP7A1
CYP7B1
CYP8A1
CYP8B1
CYP11A1
CYP11B1
CYP11B2
CYP17A1
CYP19A1
CYP20A1

ALDH9A1
ALDH16A1
ALDH18A1
AOC2
AOC3
AOF1
AOF2
AOX1
DHRS2
DHRS4
DHRS9
DPYD

EPHX1
EPHX2
ESD

GZMA

CBR1
CBR3
CBR4
KCNAB1
KCNAB2
KCNAB3

CYP21A2
CYP24A1
CYP26A1
CYP26B1
CYP26C1
CYP27A1
CYP27B1
CYP27C1
CYP39A1
CYP46A1
CYP51A1
CYB5A
POR

FMO1
FMO2
FMO3
FMO4
FMO5
HSD17B10
MAOA
MAOB
PAOX
SUOX
XDH

GZMB
PON1
PON2
PON3

MTHFR
NQO1
NQO2
SPR
TXN
TXN2
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ANNEXE 1 (2)

ENZYMES DE PHASE Il (CONJUGAISON)

Acétyltransférases :

AANAT NAT1 NAT5
BAAT NAT2

Glucuronyltransférases :

UGT1A1 UGT1A8 UGT2B4
UGT1A4 UGT1A9 UGT2B7
UGT1A5 UGT1A10 UGT2B10
UGT1A6 UGT2A1 UGT2B11
UGT1A7 UGT2A3 UGT2B15

Glutathion S-transférases :

GSTA1 GSTK1 GSTM5
GSTA2 GSTM1 GSTO1
GSTA3 GSTM2 GSTO2
GSTA4 GSTM3 GSTP1
GSTAS GSTM4 GSTT1

Meéthyltransférases :

AS3MT GNMT INMT
CoOMT HNMT NNMT

Sulfotransférases :

SULT1A1 SULT1B1 SULT1C4
SULT1A2 SULT1C2 SULT1E1
SULT1A3/4 SULT1C3 SULT2A1

Autres transférases :

GGT1 GLYAT MPST

UGT2B17
UGT2B28
UGT3A1
UGT3A2
UGT8

GSTT2/B
GSTZ1
MGST1
MGST2
MGST3

PNMT
TPMT

SULT2B1
SULT4A1
SULT6B1

TST
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ANNEXE 1 (2)

TRANSPORTEURS

Transporteurs ABC :

ABCA1 ABCB3 ABCB11 ABCC9
ABCA2 ABCB4 ABCC1 ABCC10
ABCA3 ABCB5 ABCC2 ABCC11
ABCA4 ABCB6 ABCC3 ABCC12
ABCA7 ABCB7 ABCC4 ABCD4
ABCA8 ABCB8 ABCC5 ABCG2
ABCB1 ABCB9 ABCC6 ABCG8
ABCB2 ABCB10 ABCC8

Transporteurs de métaux :

MT1A MT1H MT2A

MT1B MT1M MT3

MT1F MT1X MT4

Solute Carriers :

SLC1A1 SLC10A1 SLC22A9 SLC38A5
SLC1A2 SLC10A2 SLC22A11 SLC47A1
SLC1A3 SLC15A1 SLC22A12 SLC47A2
SLC1A6 SLC15A2 SLC22A16 SLCO1A2
SLC1A7 SLC16A1 SLC22A19 SLCO1B1
SLC2A1 SLC18A2 SLC25A13 SLCO1B3
SLC3A1 SLC19A1 SLC28A1 SLcoi1ci
SLC3A2 SLC19A2 SLC28A2 SLCO2A1
SLC5A4 SLC22A1 SLC28A3 SLCO2B1
SLC6A3 SLC22A2 SLC29A1 SLCO3A1
SLC6A4 SLC22A3 SLC29A2 SLCO4A1
SLC7AS5 SLC22A4 SLC29A3 sLCo4cC1
SLC7A6 SLC22A5 SLC29A4 SLCO5A1
SLC7A7 SLC22A6 SLC31A1 SLCO6A1
SLC7A8 SLC22A7 SLC38A1

SLC7A11 SLC22A8 SLC38A2

Autres Transporteurs :

ATP6VOC AQP1 KCNK9 VDAC2
ATP7A AQP7 MVP VDAC3
ATP7B AQP9 VDAC1

XENOSENSEURS

AHR NCOA1 NROB2 THRA
AHRR NCOA2 PPARA THRB
AIP NCOA3 PPARD TRIP11
ARNT NCOR1 PPARG VDR
ARNT2 NCOR2 PPARGC1A

EP300 NFE2L2 PPARGC1B

ESR1 NR1H2 PPRC1

ESR2 NR1H3 PTGES3

GRIP1 NR1H4 RARA

HIF1A NR112 RARB

HIF3A NR1I3 RARG

HNF4A NR3C1 RXRA

HSP90 NR3C2 RXRB

KEAP NR5A2 RXRG
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HRQPC3
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NNEXE 2

>€

100,000 -
10,000
1,000
0,100 -
0,010 -
0,001

CYP27B1-
CYP27A1-
CYP26C1-
CYP26B1-
CYP26A1-
CYP24A1-
CYP21A2-
CYP20A1-
CYP1B1-
CYP1A2-
CYP1A1-
CYP19A1-
CYP17A1-
CYP11B2-
CYP11B1-
CYP11A1-
CYB5A-
CES7-
CES4-
CES3-
CES2-
CES1-
CBR4-
CBR3-
CBR1-
BLMH-
BCHE-
AOX1-
AOF2-
AOF1-
AOC3-
AOC2-
ALDHO9A1-
ALDHB8A1-
ALDH7A1-
ALDH6A1-
ALDH5A1-
ALDH4A1-
ALDH3B2-
ALDH3B1-
ALDH3A2-
ALDH3A1-
ALDH2-
ALDH1L1-
ALDH1B1-
ALDH1A3-
ALDH1A2-
ALDH1A1-
ALDH18A1-
ALDH16A1-
AKR7L-
AKR7A3-
AKR7A2-
AKR1D1-
AKR1CL2-
AKR1CL1-
AKR1C4-
AKR1C3-
AKR1C1;AKR1C2-
AKR1B1-
AKR1B10-
AKR1A1-
ADHFE1-
ADH7-
ADH6-
ADH5-
ADH4-
ADH1C-
ADH1B-
ADH1A-
ABP1-
AADAC-

H RQPC3

N
<
—
-]
(]
g
o
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XDH-
TXN2-
TXN-
TBXAS1-
SUOX-
SPR-
PTGIS-
POR-
PON3-
PON2-
PON1-
PAOX-
NQO2-
NQO1-
MTHFR-
MAOB-
MAOA-
KCNAB3-
KCNAB2-
KCNAB1-
HSD17B10-
GZMB-
GZMA-
FMO5-
FMO4-
FMO3-
FMO2-
FMO1-
ESD-
EPHX2-
EPHX1-
DPYD-
DHRS9-
DHRS4-
DHRS2-
CYP8B1-
CYP7B1-
CYP7A1-
CYP51A1-
CYP4Z1-
CYPAX1-
CYPAV2-
CYP4F8-
CYP4F3-
CYP4F2-
CYP4F22-
CYP4F12-
CYP4F11-
CYP4B1-
CYP4A11;CYPAA22-
CYP46A1-
CYP3AT7-
CYP3A5-
CYP3A4-
CYP3A43-
CYP39A1-
CYP2W1-
CYP2U1-
CYP251-
CYP2R1-
CYP2J2-
CYP2F1-
CYP2E1-
CYP2D6-
CYP2CO-
cYpP2cs-
CYP2C19-
CYP2C18-
CYP2B6-
CYP2AT7-
CYP2A6-
CYP2A13-

100,000
10,000
1,000
0,100
0,010
0,001

CYP27C1-

m RQ DU145
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UGTS8-
UGT3A2-
UGT3A1-
UGT2B7-
UGT2B4-
UGT2B28-
UGT2B17-
UGT2B15-
UGT2B11-
UGT2B10-
UGT2A3-
UGT2A1-
UGT1A9-
UGT1A8-
UGT1A7-
UGT1A6-
UGT1A5-
UGT1A4-
UGT1A10-
UGT1A1-
TST-
TPMT-
SULT6B1-
SULT4A1-
SULT2B1-
SULT2A1-
SULTI1E1-
SULT1C4-
SULT1C3-
SULT1C2-
SULT1B1-
SULT1A3;SULT1A4-
SULT1A2-
SULT1A1-
PNMT-
NNMT-
NAT5-
NAT2-
NAT1-
MPST-
MGST3-
MGST2-
MGST1-
INMT-
HNMT-
GSTZ1-
GSTT2;GSTT2B-
GSTT1-
GSTP1-
GSTO2-
GSTO1-
GSTM5-
GSTM4-
GSTM3-
GSTM2-
GSTM1-
GSTK1-
GSTAS-
GSTA4-
GSTA3-
GSTA2-
GSTA1-
GNMT-
GLYAT-
GGT1-
CcoOMT-
BAAT-
AS3MT-
AANAT-

100,000
10,000
1,000
0,100
0,010
0,001
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NNEXE 3

Liste des 700 micrpARNS étudiés en gPCR :

ath-miR159a-000338
ath-miR159a-4373390
dme-miR-7-000268
has-miR-155-4395459
hsa-let-7a#-002307
hsa-let-7a-4373169
hsa-let-7b#-002404
hsa-let-7b-4395446
hsa-let-7c#-002405
hsa-let-7c-4373167
hsa-let-7d-4395394
hsa-let-7e#-002407
hsa-let-7e-4395517
hsa-let-7f-1#-002417
hsa-let-7f-2#-002418
hsa-let-7f-4373164
hsa-let-7g#-002118
hsa-let-7g-4395393
hsa-let-7i#-002172
hsa-miR-100#-002142
hsa-miR-100-4373160
hsa-miR-101#-002143
hsa-miR-101-4395364
hsa-miR-103-4373158
hsa-miR-105#-002168
hsa-miR-105-4395278
hsa-miR-106a#-002170
hsa-miR-106a-4395280
hsa-miR-106b#-002380
hsa-miR-106b-4373155
hsa-miR-107-4373154
hsa-miR-10a#-002288
hsa-miR-10a-4373153
hsa-miR-10b#-002315
hsa-miR-10b-4395329
hsa-miR-1178-002777
hsa-miR-1179-002776
hsa-miR-1180-002847
hsa-miR-1182-002830
hsa-miR-1183-002841
hsa-miR-1184-002842

hsa-miR-1197-002810
hsa-miR-1200-002829
hsa-miR-1201-002781
hsa-miR-1203-002877
hsa-miR-1204-002872
hsa-miR-1205-002778
hsa-miR-1206-002878
hsa-miR-1208-002880
hsa-miR-122#-002130
hsa-miR-122-4395356

hsa-miR-1224-3P-002752
hsa-miR-1225-3P-002766

hsa-miR-1226#-002758
hsa-miR-1227-002769
hsa-miR-1228#-002763
hsa-miR-1233-002768
hsa-miR-1236-002761
hsa-miR-1238-002927
hsa-miR-124#-002197
hsa-miR-1243-002854
hsa-miR-1244-002791
hsa-miR-124-4373295
hsa-miR-1245-002823
hsa-miR-1247-002893
hsa-miR-1248-002870
hsa-miR-1249-002868
hsa-miR-1250-002887
hsa-miR-1251-002820
hsa-miR-1252-002860
hsa-miR-1253-002894
hsa-miR-1254-002818
hsa-miR-1255A-002805
hsa-miR-1255B-002801
hsa-miR-1256-002850
hsa-miR-1257-002910
hsa-miR-1259-002796

hsa-miR-125a-3p-4395310
hsa-miR-125a-5p-4395309
hsa-miR-125b-1#-002378
hsa-miR-125b-2#-002158

hsa-miR-125b-4373148

hsa-miR-126#-000451
hsa-miR-1260-002896
hsa-miR-1262-002852
hsa-miR-1263-002784
hsa-miR-1264-002799
hsa-miR-126-4395339
hsa-miR-1265-002790
hsa-miR-1267-002885
hsa-miR-1269-002789
hsa-miR-1270-002807
hsa-miR-1271-002779
hsa-miR-1272-002845

hsa-miR-127-3p-4373147

hsa-miR-1274A-002883
hsa-miR-1274B-002884
hsa-miR-1275-002840

hsa-miR-127-5p-4395340

hsa-miR-1276-002843
hsa-miR-1278-002851
hsa-miR-1282-002803
hsa-miR-1283-002890
hsa-miR-1284-002903
hsa-miR-128-4395327
hsa-miR-1285-002822
hsa-miR-1286-002773
hsa-miR-1288-002832
hsa-miR-1289-002871
hsa-miR-129#-002298
hsa-miR-1290-002863
hsa-miR-1291-002838
hsa-miR-1292-002824
hsa-miR-1293-002905

hsa-miR-129-3p-4373297

hsa-miR-1294-002785

hsa-miR-129-5p-4373171

hsa-miR-1296-002908
hsa-miR-1298-002861
hsa-miR-1300-002902
hsa-miR-1301-002827
hsa-miR-1302-002901
hsa-miR-1303-002792
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hsa-miR-1304-002874
hsa-miR-1305-002867
hsa-miR-130a#-002131
hsa-miR-130a-4373145
hsa-miR-130b#-002114
hsa-miR-130b-4373144
hsa-miR-132#-002132
hsa-miR-1324-002815
hsa-miR-132-4373143
hsa-miR-133a-4395357
hsa-miR-133b-4395358
hsa-miR-134-4373299
hsa-miR-135a-4373140
hsa-miR-135b#-002159
hsa-miR-135b-4395372
hsa-miR-136#-002100
hsa-miR-136-4373173
hsa-miR-137-4373301
hsa-miR-138-2#-002144
hsa-miR-138-4395395
hsa-miR-139-3p-4395424
hsa-miR-139-5p-4395400
hsa-miR-140-3p-4395345
hsa-miR-140-5p-4373374
hsa-miR-141#-002145
hsa-miR-141-4373137
hsa-miR-142-3p-4373136
hsa-miR-142-5p-4395359
hsa-miR-143#-002146
hsa-miR-143-4395360
hsa-miR-1-4395333
hsa-miR-144#-002148
hsa-miR-144-002676
hsa-miR-145#-002149
hsa-miR-145-4395389
hsa-miR-146a#-002163
hsa-miR-146a-4373132
hsa-miR-146b-3p-4395472
hsa-miR-146b-5p-4373178
hsa-miR-147-4373131
hsa-miR-147b-4395373
hsa-miR-148a#-002134
hsa-miR-148a-4373130
hsa-miR-148b#-002160
hsa-miR-148b-4373129
hsa-miR-149#-002164

hsa-miR-149-4395366
hsa-miR-150-4373127

hsa-miR-151-3p-002254
hsa-miR-151-5P-002642

hsa-miR-152-4395170
hsa-miR-153-4373305
hsa-miR-154#-000478
hsa-miR-154-4373270
hsa-miR-155#-002287
hsa-miR-15a#-002419
hsa-miR-15a-4373123
hsa-miR-15b#-002173
hsa-miR-15b-4373122
hsa-miR-16-1#-002420
hsa-miR-16-2#-002171
hsa-miR-16-4373121
hsa-miR-17#-002421
hsa-miR-17-4395419

hsa-miR-181a-2#-002317

hsa-miR-181a-4373117
hsa-miR-181c#-002333
hsa-miR-181c-4373115
hsa-miR-182#-000483
hsa-miR-182-4395445
hsa-miR-1825-002907
hsa-miR-1826-002873
hsa-miR-183#-002270
hsa-miR-183-4395380
hsa-miR-184-4373113
hsa-miR-185#-002104
hsa-miR-185-4395382
hsa-miR-186#-002105
hsa-miR-186-4395396
hsa-miR-187-4373307

hsa-miR-188-3p-4395217

hsa-miR-18a#-002423
hsa-miR-18a-4395533
hsa-miR-18b#-002310
hsa-miR-18b-4395328
hsa-miR-190-4373110
hsa-miR-190b-002263
hsa-miR-191#-002678
hsa-miR-191-4395410
hsa-miR-192#-002272
hsa-miR-192-4373108

hsa-miR-193a-3p-4395361

hsa-miR-193a-5p-4395392

hsa-miR-193b#-002366
hsa-miR-193b-4395478
hsa-miR-194#-002379
hsa-miR-194-4373106
hsa-miR-195#-002107
hsa-miR-195-4373105
hsa-miR-196a#-002336
hsa-miR-196b-4395326
hsa-miR-197-4373102
hsa-miR-198-4395384

hsa-miR-199a-3p-4395415

hsa-miR-199a-5p-4373272

hsa-miR-199b-5p-4373100

hsa-miR-19a#-002424
hsa-miR-19a-4373099

hsa-miR-19b-1#-002425

hsa-miR-19b-4373098
hsa-miR-200a#-001011
hsa-miR-200a-4378069
hsa-miR-200b#-002274
hsa-miR-200b-4395362
hsa-miR-200c#-002286
hsa-miR-200c-4395411
hsa-miR-202#-002362
hsa-miR-202-4395474
hsa-miR-203-4373095
hsa-miR-204-4373094
hsa-miR-205-4373093
hsa-miR-206-000510
hsa-miR-208-4373091
hsa-miR-208b-4395401
hsa-miR-20a#-002437
hsa-miR-20a-4373286
hsa-miR-20b#-002311
hsa-miR-20b-4373263
hsa-miR-21#-002438
hsa-miR-210-4373089
hsa-miR-211-4373088
hsa-miR-212-4373087
hsa-miR-213-000516
hsa-miR-214#-002293
hsa-miR-21-4373090
hsa-miR-214-4395417
hsa-miR-215-4373084
hsa-miR-216a-4395331
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hsa-miR-216b-4395437
hsa-miR-217-4395448
hsa-miR-218-1#-002094
hsa-miR-218-2#-002294
hsa-miR-218-4373081
hsa-miR-219-1-3p-4395206
hsa-miR-219-2-3p-4395501
hsa-miR-219-5p-4373080
hsa-miR-22#-002301
hsa-miR-220-4373078
hsa-miR-220b-4395317
hsa-miR-220c-4395322
hsa-miR-221#-002096
hsa-miR-221-4373077
hsa-miR-222#-002097
hsa-miR-222-4395387
hsa-miR-223#-002098
hsa-miR-223-4395406
hsa-miR-22-4373079
hsa-miR-224-4395210
hsa-miR-23a#-002439
hsa-miR-23a-4373074
hsa-miR-23b#-002126
hsa-miR-23b-4373073
hsa-miR-24-1#-002440
hsa-miR-24-2#-002441
hsa-miR-24-4373072
hsa-miR-25#-002442
hsa-miR-25-4373071
hsa-miR-26a-1#-002443
hsa-miR-26a-2#-002115
hsa-miR-26a-4395166
hsa-miR-26b#-002444
hsa-miR-26b-4395167
hsa-miR-27a#-002445
hsa-miR-27a-4373287
hsa-miR-27b#-002174
hsa-miR-27b-4373068
hsa-miR-28-3p-4395557
hsa-miR-28-5p-4373067
hsa-miR-296-3p-4395212
hsa-miR-296-5p-4373066
hsa-miR-298-4395301
hsa-miR-299-3p-4373189
hsa-miR-299-5p-4373188
hsa-miR-29a#-002447

hsa-miR-29a-4395223
hsa-miR-29b-1#-002165
hsa-miR-29b-2#-002166
hsa-miR-29b-4373288
hsa-miR-29¢-4395171
hsa-miR-301a-4373064
hsa-miR-301b-4395503
hsa-miR-302a#-002381
hsa-miR-302a-4378070
hsa-miR-302b#-002119
hsa-miR-302b-4378071
hsa-miR-302c#-000534
hsa-miR-302c-4378072
hsa-miR-302d#-002120
hsa-miR-302d-000535
hsa-miR-30a-3p-000416
hsa-miR-30a-5p-000417
hsa-miR-30b#-002129
hsa-miR-30b-4373290
hsa-miR-30c-1#-002108
hsa-miR-30c-2#-002110
hsa-miR-30c-4373060
hsa-miR-30d#-002305
hsa-miR-30d-000420
hsa-miR-30e-3p-000422
hsa-miR-31#-002113
hsa-miR-31-4395390
hsa-miR-32#-002111
hsa-miR-320-4395388
hsa-miR-320B-002844
hsa-miR-323-3p-4395338
hsa-miR-32-4395220
hsa-miR-324-3p-4395272
hsa-miR-324-5p-4373052
hsa-miR-325-4373051
hsa-miR-326-4373050
hsa-miR-328-4373049
hsa-miR-329-4373191
hsa-miR-330-3p-4373047
hsa-miR-330-5p-4395341
hsa-miR-331-3p-4373046
hsa-miR-331-5p-4395344
hsa-miR-335#-002185
hsa-miR-335-4373045
hsa-miR-337-3p-002157
hsa-miR-337-5p-4395267

hsa-miR-338-3p-4395363
hsa-miR-338-5P-002658
hsa-miR-339-3p-4395295
hsa-miR-339-5p-4395368
hsa-miR-33a#-002136
hsa-miR-33a-002135
hsa-miR-33b-4395196
hsa-miR-340#-002259
hsa-miR-340-4395369
hsa-miR-342-3p-4395371
hsa-miR-342-5p-4395258
hsa-miR-345-4395297
hsa-miR-346-4373038
hsa-miR-34a#-002316
hsa-miR-34a-4395168
hsa-miR-34b-000427
hsa-miR-34b-002102
hsa-miR-34c-5p-4373036
hsa-miR-361-3p-002116
hsa-miR-361-5p-4373035
hsa-miR-362-3p-4395228
hsa-miR-362-5p-4378092
hsa-miR-363#-001283
hsa-miR-363-4378090
hsa-miR-365-4373194
hsa-miR-367#-002121
hsa-miR-367-4373034
hsa-miR-369-3p-4373032
hsa-miR-369-5p-4373195
hsa-miR-370-4395386
hsa-miR-371-3p-4395235
hsa-miR-372-4373029
hsa-miR-373-4378073
hsa-miR-374a#-002125
hsa-miR-374a-4373028
hsa-miR-374b#-002391
hsa-miR-374b-4381045
hsa-miR-375-4373027
hsa-miR-376a#-002127
hsa-miR-376a-4373026
hsa-miR-376b-4373196
hsa-miR-376¢-4395233
hsa-miR-377#-002128
hsa-miR-377-4373025
hsa-miR-378-000567
hsa-miR-378-002243
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hsa-miR-379-4373349
hsa-miR-380-4373022
hsa-miR-380-5p-000570
hsa-miR-381-4373020
hsa-miR-382-4373019
hsa-miR-383-4373018
hsa-miR-384-4373017
hsa-miR-409-3p-002332
hsa-miR-409-5p-4395442
hsa-miR-410-4378093
hsa-miR-411#-002238
hsa-miR-411-4381013
hsa-miR-412-4373199
hsa-miR-422a-4395408
hsa-miR-423-5p-4395451
hsa-miR-424#-002309
hsa-miR-424-4373201
hsa-miR-425#-002302
hsa-miR-425-4380926
hsa-miR-429-4373203
hsa-miR-431#-002312
hsa-miR-431-4395173
hsa-miR-432#-001027
hsa-miR-432-001026
hsa-miR-433-4373205
hsa-miR-448-4373206
hsa-miR-449a-4373207
hsa-miR-449b-4381011
hsa-miR-450a-4395414
hsa-miR-450b-3p-4395319
hsa-miR-450b-5p-4395318
hsa-miR-451-4373360
hsa-miR-452#-002330
hsa-miR-452-4395440
hsa-miR-453-4395429
hsa-miR-454#-001996
hsa-miR-454-4395434
hsa-miR-455-3p-4395355
hsa-miR-455-5p-4378098
hsa-miR-483-3p-002339
hsa-miR-483-5p-4395449
hsa-miR-484-4381032
hsa-miR-485-3p-4378095
hsa-miR-485-5p-4373212
hsa-miR-486-3p-4395204
hsa-miR-486-5p-4378096

hsa-miR-487a-4378097
hsa-miR-487b-4378102
hsa-miR-488-001106
hsa-miR-488-4395468
hsa-miR-489-4395469
hsa-miR-490-3p-4373215
hsa-miR-491-3p-4395471
hsa-miR-491-5p-4381053
hsa-miR-492-4373217
hsa-miR-493-4395475
hsa-miR-494-4395476
hsa-miR-495-4381078
hsa-miR-496-4386771
hsa-miR-497#-002368
hsa-miR-497-001043
hsa-miR-499-3p-4395538
hsa-miR-499-5p-4381047
hsa-miR-500-001046
hsa-miR-500-4395539
hsa-miR-501-3p-4395546
hsa-miR-501-5p-4373226
hsa-miR-502-3p-4395194
hsa-miR-502-5p-4373227
hsa-miR-503-4373228
hsa-miR-504-4395195
hsa-miR-505#-002087
hsa-miR-505-4395200
hsa-miR-506-4373231
hsa-miR-507-4373232
hsa-miR-508-3p-4373233
hsa-miR-508-5p-4395203
hsa-miR-509-3-5p-4395266
hsa-miR-509-5p-4395346
hsa-miR-510-4395352
hsa-miR-511-4373236
hsa-miR-512-3p-4381034
hsa-miR-512-5p-4373238
hsa-miR-513-5p-4395201
hsa-miR-513B-002757
hsa-miR-513C-002756
hsa-miR-515-3p-4395480
hsa-miR-515-5p-4373242
hsa-miR-516-3p-001149
hsa-miR-516a-5p-4395527
hsa-miR-516b-4395172
hsa-miR-517#-001113

hsa-miR-517a-4395513
hsa-miR-517b-4373244
hsa-miR-517¢-4373264
hsa-miR-518a-3p-4395508
hsa-miR-518a-5p-4395507
hsa-miR-518b-4373246
hsa-miR-518c#-001158
hsa-miR-518c-4395512
hsa-miR-518d-3p-4373248
hsa-miR-518d-5p-4395500
hsa-miR-518e#-002371
hsa-miR-518e-4395506
hsa-miR-518f#-002387
hsa-miR-518f-4395499
hsa-miR-519a-4395526
hsa-miR-519b-3p-002384
hsa-miR-519¢-3p-4373251
hsa-miR-519d-4395514
hsa-miR-519e#-001166
hsa-miR-519e-4395481
hsa-miR-520a-3p-4373268
hsa-miR-520a-5p-4378085
hsa-miR-520b-4373252
hsa-miR-520c-3p-002400
hsa-miR-520D-3P-002743
hsa-miR-520d-5p-4395504
hsa-miR-520e-4373255
hsa-miR-520f-4373256
hsa-miR-520g-4373257
hsa-miR-520h-001170
hsa-miR-521-4373259
hsa-miR-522-4395524
hsa-miR-523-4395497
hsa-miR-524-001173
hsa-miR-524-5p-4395174
hsa-miR-525-3p-4395496
hsa-miR-525-5p-4378088
hsa-miR-526b-4395493
hsa-miR-532-3p-4395466
hsa-miR-532-5p-4380928
hsa-miR-539-4378103
hsa-miR-541#-002200
hsa-miR-541-4395312
hsa-miR-542-3p-4378101
hsa-miR-542-5p-4395351
hsa-miR-543-002376
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hsa-miR-544-4395376
hsa-miR-545#-002266
hsa-miR-545-4395378
hsa-miR-548a-3p-4380948
hsa-miR-548a-5p-4395523
hsa-miR-548b-3p-4380951
hsa-miR-548b-5p-4395519
hsa-miR-548c-3p-4380993
hsa-miR-548¢-5p-4395540
hsa-miR-548d-3p-4381008
hsa-miR-548d-5p-4395348
hsa-miR-548E-002881
hsa-miR-548G-002879
hsa-miR-548H-002816
hsa-miR-5481-002909
hsa-miR-548J-002783
hsa-miR-548K-002819
hsa-miR-548L-002904
hsa-miR-548M-002775
hsa-miR-548N-002888
hsa-miR-548P-002798
hsa-miR-549-001511
hsa-miR-550-001544
hsa-miR-550-002410
hsa-miR-551a-001519
hsa-miR-551b#-002346
hsa-miR-551b-4380945
hsa-miR-552-001520
hsa-miR-553-001521
hsa-miR-554-001522
hsa-miR-555-001523
hsa-miR-556-3p-4395456
hsa-miR-556-5p-4395455
hsa-miR-557-001525
hsa-miR-558-001526
hsa-miR-559-001527
hsa-miR-561-4380938
hsa-miR-562-001529
hsa-miR-563-001530
hsa-miR-564-001531
hsa-miR-566-001533
hsa-miR-567-001534
hsa-miR-569-001536
hsa-miR-570-4395458
hsa-miR-571-001613
hsa-miR-572-001614

hsa-miR-573-001615
hsa-miR-574-3p-4395460
hsa-miR-575-001617
hsa-miR-576-3p-4395462
hsa-miR-576-5p-4395461
hsa-miR-577-002675
hsa-miR-578-001619
hsa-miR-579-4395509
hsa-miR-580-001621
hsa-miR-581-001622
hsa-miR-582-3p-4395510
hsa-miR-582-5p-4395175
hsa-miR-583-001623
hsa-miR-584-001624
hsa-miR-585-001625
hsa-miR-586-001539
hsa-miR-587-001540
hsa-miR-588-001542
hsa-miR-589-001543
hsa-miR-589-4395520
hsa-miR-590-3P-002677
hsa-miR-590-5p-4395176
hsa-miR-591-001545
hsa-miR-592-001546
hsa-miR-593-001547
hsa-miR-593-002411
hsa-miR-595-001987
hsa-miR-596-001550
hsa-miR-597-4380960
hsa-miR-598-4395179
hsa-miR-599-001554
hsa-miR-600-001556
hsa-miR-601-001558
hsa-miR-603-001566
hsa-miR-604-001567
hsa-miR-605-001568
hsa-miR-606-001569
hsa-miR-607-001570
hsa-miR-608-001571
hsa-miR-609-001573
hsa-miR-613-001586
hsa-miR-614-001587
hsa-miR-615-3p-4386777
hsa-miR-615-5p-4395464
hsa-miR-616-001589
hsa-miR-616-4395525

hsa-miR-617-001591
hsa-miR-618-4380996
hsa-miR-620-002672
hsa-miR-621-001598
hsa-miR-622-001553
hsa-miR-623-001555
hsa-miR-624-001557
hsa-miR-624-4395541
hsa-miR-625#-002432
hsa-miR-625-4395542
hsa-miR-626-001559
hsa-miR-627-4380967
hsa-miR-628-3p-002434
hsa-miR-628-5p-4395544
hsa-miR-629-001562
hsa-miR-629-4395547
hsa-miR-630-001563
hsa-miR-631-001564
hsa-miR-633-001574
hsa-miR-634-001576
hsa-miR-635-001578
hsa-miR-636-4395199
hsa-miR-637-001581
hsa-miR-638-001582
hsa-miR-639-001583
hsa-miR-640-001584
hsa-miR-641-001585
hsa-miR-642-4380995
hsa-miR-643-001594
hsa-miR-644-001596
hsa-miR-645-001597
hsa-miR-646-001599
hsa-miR-647-001600
hsa-miR-648-001601
hsa-miR-649-001602
hsa-miR-650-001603
hsa-miR-651-4381007
hsa-miR-652-4395463
hsa-miR-653-4395403
hsa-miR-654-3p-4395350
hsa-miR-654-5p-4381014
hsa-miR-655-4381015
hsa-miR-656-001510
hsa-miR-657-001512
hsa-miR-658-001513
hsa-miR-659-001514
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hsa-miR-660-4380925
hsa-miR-661-001606
hsa-miR-662-001607
hsa-miR-663B-002857
hsa-miR-664-002897
hsa-miR-665-002681
hsa-miR-668-001992
hsa-miR-671-3p-4395433
hsa-miR-672-4395438
hsa-miR-674-4395193
hsa-miR-675-002005
hsa-miR-708#-002342
hsa-miR-708-4395452
hsa-miR-7-2#-002314
hsa-miR-720-002895
hsa-miR-744#-002325
hsa-miR-744-4395435
hsa-miR-758-4395180
hsa-miR-765-002643
hsa-miR-766-001986
hsa-miR-767-3p-001995
hsa-miR-767-5p-001993
hsa-miR-769-3p-002003
hsa-miR-769-5p-001998
hsa-miR-770-5p-002002
hsa-miR-802-002004
hsa-miR-871-4395465
hsa-miR-872-4395375
hsa-miR-873-4395467

hsa-miR-874-4395379
hsa-miR-875-3p-4395315
hsa-miR-875-5p-002203
hsa-miR-876-3p-4395336
hsa-miR-876-5p-4395316
hsa-miR-885-3p-4395483
hsa-miR-885-5p-4395407
hsa-miR-886-3p-4395305
hsa-miR-886-5p-4395304
hsa-miR-887-4395485
hsa-miR-888#-002213
hsa-miR-888-4395323
hsa-miR-889-4395313
hsa-miR-890-4395320
hsa-miR-891a-4395302
hsa-miR-891b-4395321
hsa-miR-892a-4395306
hsa-miR-892b-002214
hsa-miR-9#-002231
hsa-miR-920-002150
hsa-miR-921-002151
hsa-miR-922-002152
hsa-miR-924-002154
hsa-miR-92a-1#-002137
hsa-miR-92a-2#-002138
hsa-miR-92a-4395169
hsa-miR-92b#-002343
hsa-miR-93#-002139
hsa-miR-933-002176

hsa-miR-934-002177
hsa-miR-93-4373302
hsa-miR-935-002178
hsa-miR-936-002179
hsa-miR-937-002180
hsa-miR-938-002181
hsa-miR-939-002182
hsa-miR-941-002183
hsa-miR-942-002187
hsa-miR-943-002188
hsa-miR-9-4373285
hsa-miR-944-002189
hsa-miR-95-4373011
hsa-miR-96#-002140
hsa-miR-96-4373372
hsa-miR-98-4373009
hsa-miR-99a#-002141
hsa-miR-99a-4373008
hsa-miR-99b#-002196
hsa-miR-99b-4373007
MammU6-4395470
mmu-let-7d#-001178
rno-miR-29c#-001818
rno-miR-7#-001338
RNU44-001094
RNU44-4373384
RNU48-001006
RNU48-4373383

U6 snRNA-001973
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ANNEXE 5
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RESUME

Le cancer de la prostate est la troisieme causeattlité par cancer chez 'homme aprés les carsmosectaux et
broncho-pulmonaires avec, en 2010, prés de 150d806s. On voit donc tout I'intérét d’élaborer deuvelles stratégies
thérapeutiques en essayant de prendre en comptéoss | i) la métabolisation qui peut modifier vivo I'efficacité de la
molécule initiale et ii) les différences individiesd intervenant a ce niveau du fait de la naturéedeironnement du patient.

Nous avons porté notre étude, en collaboration BEeole HEI de Lille, sur I'intérét de la Phenstet (molécule en
développement pré-clinique) et de ses métabolilésgpe qu’au cours de ces dernieres années ddmtreshérapeutiques
prometteurs ont été obtenus, dans les cancersapoests hormono-résistants avec les taxanes, dadld est de stabiliser
les microtubules en inhibant leur dépolymérisation.

L'objectif de ce travail de these a donc été danpremier temps d’'étudier 'effet pharmacologigeela Phenstatine
et de ses métabolites issus de sa biotransformptiordes microsomes hépatiques humains sur la golyation de la
tubuline ainsi que sur la prolifération de la Bgncancéreuse prostatique humaine PC3. Nous avnsungecessayé de
déterminer les CYPs responsables de la formationnd&mbolites identifiés et quantifiés. Enfin, noasons abordé
l'influence de certaines conditions environnemesgaplus particulierement la présence de cadmiumgesmétabolisme de
ces composés originaux et donc sur leur activééawis de cellules cancéreuses prostatiques.tBotar de comprendre la
réponse ou la non réponse a ces différents traitesmeous avons suivi les profils d’expression deeg impliqués dans la
prise en charge cellulaire des xénobiotiques disarit une technologie fonctionnant a haut débliastee sur le principe de
la PCR quantitative en temps régagman™ Low Density Arrays

Un modéle d’étude a pu ainsi étre élaboré afin datrer I'implication de I'environnement sur I'efficité d’'une
molécule a visée anticancéreuse. Ce modele devaailapsuite pouvoir étre élargi a d’autres agerddigpant a la
métabolisation des xénobiotiques et déboucher aumike en évidence des mécanismes génétiques ganépgues
responsables de ces réponses particulieres ateatsits anticancéreux.

ABSTRACT

Prostate cancer is ranked third among fatal canedrsr bronchial and colorectal cancers, with @80, deaths
recorded in 2010. The design of new prostate catheegs should take into account : i) the metabokgmch can alter the
efficiency of an active compounith vivo, and ; ii) the individual differences in metabalisresulting from patients’
environments. Our study, in partnership with thel I5€hool of Lille, is concerned with Phenstatinc@mpound in pre-
clinical development) and its metabolites : indgaomising therapeutic results have recently besained with taxanes in
hormone-resistant prostate cancers which stabilizeotubules by inhibiting their depolymerization.

The aim of this work was firstly to study the phaxulogical effect of Phenstatin and its metabalitdgained after
biotransformation by human liver microsomes, orutimbpolymerization and the proliferation of humarostate cancer cells
(PC3 cell line). Secondly, we attempted to deteatgirthe CYPs responsible for the formation of therBtatin metabolites
we have identified and quantified. Thirdly, we aeklred the influence of environmental conditionstenapecifically the
presence of cadmium, on the metabolism of theselremmpounds and their activity towards prostateceacells. In order
to understand the response or non-response ofafifféereatments, we determined expression profifggenes involved in
the metabolism of xenobiotics by using high thrqughtechnology based on real time quantitative PT&yhan™ Low
Density Arrays

A study model was designed in order to show thecefbf environmental factors on anticancer compsund
efficiency. This model should subsequently be tpasable to other agents involved in xenobiotic imgliam and reveal

genetic or epigenetic mechanisms responsible fviofuals’ responses to anticancer treatments.
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