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INTRODUCTION

Les retards d’élimination du méthotrexate (MTX) surviennent encore de manicre inattendue,
alors méme que les mesures préventives adéquates (hyperhydratation, alcalinisation, prise en
compte de la fonction rénale, éviction des interactions médicamenteuses, etc.) ont bien été
appliquées. Il persiste donc encore des sources de variabilité inexpliquées. Elucider les sources
de cette variabilité ou mettre au point un biomarqueur permettant de 1’anticiper constituerait
une avancée majeure pour optimiser 1’utilisation de ce médicament par la mise en ceuvre de

mesures préventives associées au traitement.

La sécrétion tubulaire apparaissant centrale dans la pharmacocinétique et la toxicit¢ MTX,

I’évaluation de biomarqueurs centrés sur ce processus constitue une piste intéressante.

Le postulat de départ sur la capacit¢ de l'approche métabolomique a prédire la
pharmacocinétique de MTX est que, parmi les centaines de métabolites endogeénes
naturellement excrétés dans 1’urine, certains pourraient 1’étre selon les mémes voies
d’¢élimination que le MTX. Dans cette hypothése, les capacités qu’aurait un sujet a éliminer
ce(s) métabolite(s), refléteraient celles qu’il aura a éliminer le MTX. L avantage majeur d’une
telle approche est que, mesuré juste avant 1’administration du médicament, ce biomarqueur
renseignerait sur les capacités d’élimination du sujet a I’instant T, quels que soient les facteurs
présents (connus ou inconnus) a méme de modifier ce processus. Un tel biomarqueur
phénotypique, prédictif de la pharmacocinétique du MTX et/ou de sa toxicité, pourrait alors

étre utilisé avant chaque nouvelle administration pour prévenir les surexpositions séveres.

Dans ce travail, aprés un rappel sur la pharmacologie du MTX et les moyens actuels de
prédiction et/ou de suivi de sa toxicité, nous présenterons 1’apport potentiel de 1’utilisation de
biomarqueurs métabolomiques sur la prédiction des effets du MTX et, de maniére encore plus

intéressante, sur I’identification des facteurs sous-jacents impliqués.
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METHOTREXATE

I. Pharmacologie du méthotrexate (MTX)

I.1. Généralités :

Le MTX est utilis¢ comme médicament anti-néoplasique depuis 1948. 11 est également indiqué

dans des maladies auto-immunes comme le psoriasis de 1’adulte et la polyarthrite rhumatoide.

I.1.1. Mécanisme d’action :

C’est un analogue de I’acide folique, agent de la classe des antimétabolites, qui inhibe la

réduction de 1’acide folique et, de ce fait, la prolifération cellulaire.

L'affinité du MTX pour la DHFR est environ 1000 fois supérieure a celle de 1’acide folique [1],
ce qui lui permet de bloquer efficacement la liaison normale de I’acide folique a la DHFR [2],
[3]. L’inhibition de la DHFR par le MTX entraine une inhibition de synthése des nucléotides
puriques, de 1’acide thymidylique et de la méthionine qui contribuent a I’inhibition de la
réplication de I’ADN, mécanisme principal de I’inhibition de la prolifération cellulaire par le

MTX [4].

Le MTX est donc un cytostatique sélectif de la phase S de la réplication cellulaire, qui agit de
facon plus active sur les cellules a prolifération rapide (telles que les cellules malignes, les
cellules de la moelle osseuse, des muqueuses buccale et intestinale, de 1'épithélium cutané ou
du feetus). Ainsi, le mécanisme d'action est responsable a la fois de l'efficacité du médicament
et de sa toxicité. Les cures de MTX sont généralement suivies par l'administration d’acide

folinique pour réduire la toxicité [5].

Le MTX (MTX) pénétre dans la cellule principalement par le transporteur de folate réduit
(RFC1) et dans une moindre mesure par I'endocytose médiée via un récepteur de folate (FR).
Dés son entrée dans la cellule, le MTX forme, via la folylpolyglutamate synthase (FPGS), des
polyglutamates de MTX (MTX(Glu)n) qui ont des propriétés antifolate supérieures par rapport
au MTX, et sont capables d'une inhibition hautement irréversible de la DHFR. De plus, le MTX
entraine l'inhibition d'autres enzymes comme TYMS et GART/ATIC, bloquant finalement les
synthéses de novo du thymidylate et de la purine. La y-glutamyl hydrolase (y-GH) élimine les
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résidus de glutamate du MTX, tandis que les transporteurs de la cassette de liaison a I'ATP

(ABC) aident a I'excrétion du MTX de la cellule.

Dans les cellules cancéreuses, une résistance au MTX se produit par des mécanismes tres variés
incluant une réduction de la pénétration du MTX par modification des RFC, une augmentation
de I’efflux par surexpression des transporteurs ABC, une surexpression de la DHFR par
amplification du géne DHFR, une affinité réduite pour le MTX par mutation de la DHFR ou

une combinaison de ces mécanismes (Figure 1).

MTX

Y s b | MTX
! e

| MIX(Gl), |~

DHF

THF

B o ——

el | ]| S10-meTHr [——— [

Figure 1:Voies des folates et cibles pharmacologiques du MTX par Zarou et al. [6]
[.1.2. Indications :

Le MTX est I'un des antimetabolites les plus utilisés dans les protocoles de chimiothérapie de
nombreux cancers comme les leucémies aigu€s lymphoblastiques (LAL), les lymphomes non

hodgkiniens et notamment les lymphomes cérébraux et les lymphomes de Burkitt, les cancers
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ORL ou des voies aéro-digestives supérieures (VADS), les cancers des ovaires, de la vessie et

les sarcomes de 1’adulte et de 1’enfant [7].

1.1.3. Utilisation :

Le MTX est utilisé a haute dose (HD-MTX), ¢’est a dire a une dose > 1 g/m?, dans le traitement
des leucémies aigu€s lymphoblastiques, des ostéosarcomes et des lymphomes non hodgkiniens.
Il est administré par perfusion intraveineuse a des doses et sur des durées variables selon les

protocoles.

Les protocoles a Haute Dose (1 a 8 g/m?, voire plus dans certains sarcomes et hémopathies),
nécessitent de respecter un certain nombre de précautions. Une hyperhydratation alcaline est
indispensable avant le début de la perfusion pour améliorer la solubilité
du MTX et de ses métabolites dans l'urine et permettre leur €élimination. Au décours du
traitement, il faut surveiller attentivement le pH urinaire, la fonction rénale, la fonction
hépatique, I’hémogramme et 1’état des muqueuses. De méme, un suivi thérapeutique
pharmacologique (STP) est régulierement effectué, principalement pour guider le sauvetage par
I’acide folinique. Le risque d’interactions médicamenteuses étant majeur, il convient d’éviter
I’association a certains médicaments tels que les AINS, les aminoglycosides, la cyclosporine,

le trimethoprime ou encore les agents de contraste radiographiques.

1.2. Pharmacocinétique

1.2.1. Pharmacocinétique normale :

Le MTX est partiellement li¢ a 1'albumine sérique (45-51 %). Il se distribue principalement dans
I’espace extracellulaire mais, a haute dose, est capable de traverser les membranes cellulaires
et la barriére hémato méningée [8]. Son passage a travers les membranes cellulaires est médié¢

par différentes protéines de transport appartenant a deux grandes familles (Figure 2) :

- Des transporteurs d’influx qui facilitent le passage du MTX a I’intérieur des cellules.
Outre le transporteur des folates réduits (RFC), interviennent également les
transporteurs OAT (Organic anion transporters) tels que OAT1 (codé par le gene
SL22A46) et OAT3 (gene SL2248) et les transporteurs OATP (Organic Anion
Transporting Polypeptides) tels que OATPIBI1 (géne SLCOIBI), OATP1B3 (géne
SLCOI1B3), OATP19A1 (geéne SLCO19A41) et OATP1A2 (géne SLCOI1A2).
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- Des transporteurs d’efflux, qui consomment de 1’énergie pour permettre la sortie du
MTX a I’extérieur des cellules. Ceux-ci appartiennent a la superfamille ABC (ATP
Binding Cassette) et sont plus particulierement les transporteurs MRP2 (géne ABCC?2),
MRP3 (gene ABCC3), MRP4 (géne ABCC4) et BCRP (géne ABCG?2).

Le métabolisme du MTX par une aldéhyde oxydase hépatique conduit a la formation d’un
métabolite majoritaire, le 7-hydroxyMTX [9] beaucoup moins hydrosoluble que le produit
parent et contribuant a augmenter sa néphrotoxicité [10]. Les concentrations sériques du 7-OH-
MTX sont supérieures a celles du composé parent des la fin de la perfusion de HD-MTX [11].
Plus de 90% de la dose administrée est ¢liminée dans l'urine en 24 heures, par filtration
glomérulaire et sécrétion tubulaire proximale. Chez ’homme, seule une faible quantité de MTX
(environ 10%) est excrétée dans la bile. Aprés administration par voie intraveineuse, le MTX
inchangé¢ est rapidement éliminé de la circulation (40% apres 6 heures et 90% apres 24 h), tandis
que le 7-OH-MTX est éliminé plus lentement [10]. La demi-vie d'élimination est dépendante
de la dose, traduisant une cinétique non linéaire, au moins si I’on considére les extrémes de la

trés large gamme de doses utilisées en thérapeutique [12].

Le role des transporteurs basolatéraux des tubules rénaux, OAT1 et 3, dans Ila
pharmacocinétique du MTX a été démontré par plusieurs auteurs [13] [14]. Vanwert et al. ont
comparé la clairance du MTX in vivo par comparaison entre des souris sauvages et des souris

knockout Oat3 (oat3-/-) [14]. Celle-ci était réduite chez les animaux KO.

Concernant les transporteurs ABC, la pharmacocinétique du MTX et de son principal
métabolite, le 7-OH MTX, ont été étudiés par Vlaming et al. 12,13). Chez différentes souris
transgéniques, les auteurs ont montré que chaque transporteur considéré séparément (Abcc2,
Abcc3 ou Abcg?) est impliqué dans 1’élimination du MTX et du 7-OH MTX mais qu’il existe
une compensation mutuelle de 1’absence de chaque transporteur, se traduisant par la
surexpression de 1’'un ou l’autres des transporteurs. Mrp2 et Bcerp sont les principaux
transporteurs impliqués dans [’élimination biliaire du MTX. L’absence de Mrp2 induit
effectivement une « up-regulation » de Mrp3 dans le foie, ce qui favorise I’efflux du MTX du
foie vers le sang portal, menant a une augmentation de I’élimination urinaire du MTX. Cela
peut expliquer pourquoi le risque de toxicité du MTX est finalement assez peu augmenté en cas
de dysfonctionnement isolé de I’un des transporteurs Abcc2, Abcc3 ou Abcg2. A D'inverse,

I’absence des trois transporteurs (Abcc2, Abcc3, Abcg?) induit une accumulation critique du
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MTX et du 7-OH MTX (environ 67% de la dose) au niveau hépatique, induisant une

hépatotoxicité sévere et une augmentation marquée (x 27) de leur excrétion rénale.

Blood
POOGG o o
SLC19A1 SLCO1B1 SLCO1B3 ABCC3 ABCC4 SLC22A6 SLC22A8
Hepatocyte Proximal renal cell
ABCC2 ABCB1 ABCG2 ABCC2 ABCC4 ABCG2
Bile Urine

Figure 2: Transporteurs membranaires intervenant dans la pharmacocinétique du MTX par
Huang et al. [18]

Les concentrations de MTX varient en fonction de la dose administrée et de la durée de la
perfusion mais se caractérisent par une forte variabilité inter-individuelle. Quelles que soient
les modalités d’administration, une concentration supérieure a 1uM 48 h apres le début de
I’administration ou la persistance de concentration > 0.2 uM au-dela de H72 constituent un
"retard d’élimination". Tout retard d’élimination justifie la poursuite du sauvetage par acide
folinique - afin de limiter la cytotoxicité associée a la toxicité muqueuse, hématologique et
digestive - et de I’hyperhydratation alcaline qui limitera la cristallisation et favorisera
I’¢limination du MTX et de ses métabolites, limitant ainsi la néphrotoxicité. La mise en ceuvre
de ces mesures a permis de réduire l'incidence de la toxicité grave et potentiellement mortelle

aprés HD-MTX de 10% a moins de 1% [19].
1.2.2. Principales situations pouvant modifier la pharmacocinétique du MTX

1.2.2.1. Influence de la fonction rénale :

Le HD-MTX est contre-indiqué en cas d’insuffisance rénale sévere (clairance de la créatinine

(Cleréat) < 30 ml/min/1,73 m?) et la posologie doit étre adaptée proportionnellement au débit
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de filtration glomérulaire. Pour autant, le MTX (et son métabolite 7-OH-MTX) étant
néphrotoxiques, il n’est pas rare que 1’administration de HD-MTX s’accompagne d’une
altération précoce de la filtration glomérulaire, dés les 24 premicres heures suivant le début de
la perfusion. Il a été montré que cette néphrotoxicité précoce était prédictive des retards

d’élimination au décours de I’administration de HD-MTX [20].

1.2.2.2. Interactions médicamenteuses :

Des interactions médicamenteuses pharmacocinétiques ont été décrites avec le MTX,
impliquant des médicaments interférant avec son métabolisme hépatique mais surtout son
excrétion urinaire. Parmi ces médicament, figurent les AINS pour lesquels 1’interaction avec le
MTX pourrait résulter principalement d’une compétition au niveau des transporteurs tubulaires
rénaux OATI1 et OAT3 [21], [22] mais aussi MRP2 et MRP4 [23]. Les bétalactamines entrent
¢galement en compétition au niveau des transporteurs tubulaires et pourraient également
interférer avec la circulation entérohépatique [24]. Le probénécide, par son effet inhibiteur sur
les transporteurs OATs, accroit considérablement la toxicité du MTX. Joerger et al. ont observé
que la coadministration d’IPP (inhibiteurs de la pompe a protons) induisait une diminution de
la clairance du MTX de 27%, alors celle induite par les AINS n’était que d’environ 16% [10].
Suzuki et al. ont émis I’hypothése que I’interaction résulte de 1’effet inhibiteur direct des IPP
sur les transporteurs MRP2 et BCRP mais il reste possible que d'autres transporteurs impliqués
dans l'excrétion rénale du MTX, tels que OAT3 ou MRP4/ABCCA4, soient également impliqués
dans cette interaction médicamenteuse [25]. Les IECA (inhibiteurs de 1'enzyme de conversion
de l'angiotensine) et les ARA (Antagonistes des récepteurs de l'angiotensine II), de par leurs
effets sur I’hémodynamique rénale ont le potentiel d’interférer avec 1’élimination rénale du
MTX en inhibant la vasoconstriction artériolaire rénale efférente afin de réduire le DFG [26].
Les diurétiques peuvent provoquer une déshydratation et des déséquilibres électrolytiques,
réduisant ainsi le flux sanguin rénal et le DFG. Certains peuvent également entrer en
compétition avec le MTX pour la sécrétion tubulaire rénale, entralnant une exposition
prolongée et une toxicité potentielle [26]. Dans une étude réalisée chez 59 patients ayant recu
200 cures de HD-MTX de juillet 2014 a aolt 2019, les diurétiques acidifiant 1'urine (par ex.
furosémide, hydrochlorothiazide) étaient significativement associés a ’atteinte rénale aigiie

induite par le MTX [26] .
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1.2.2.3. Polymorphismes génétiques :

Comme vu ci-dessus, 1’excrétion du MTX au pole apical des cellules tubulaires rénales fait
intervenir principalement BCRP, MRP2 et MRP4, tandis que les transporteurs SLC et SLCO
interviennent dans la pénétration intracellulaire basolatérale. Ces divers transporteurs
présentent pour la plupart un polymorphisme génétique qui explique une partie de la variabilité

inter individuelle [27] [28].

Les variations d'activité de transporteurs d’efflux tel que ABCC2 et/ou ABCG2 dues a des
polymorphismes génétiques peuvent affecter substantiellement 1'efficacité thérapeutique et la
toxicité chez les patients traités par MTX [16] [15] [29]. Il a été montré que divers
polymorphismes communs du géne ABCC2, non forcement associés a une pathologie, avaient
des répercutions sur la cinétique de médicaments substrats de MRP2, notamment le ténofovir

[30], ’irinotecan [31] et le MTX [32].

En ce qui concerne les transporteurs d’influx, le role des polymorphismes génétiques
impliquant les transporteurs SLC semble plus limité, au moins pour ceux exprimés par la cellule
tubulaire rénale. Erdman et al. ont montré que certaines mutations de OAT3 abolissent
totalement le transport (26), suggérant que des polymorphismes de OAT3 pourraient étre une
cause de variabilité de I’élimination du MTX. La découverte la plus marquante de ces derniéres
années est celle de Trevino et al. qui ont montré que les sujets porteurs de I'allele C du SNP
c.521T>C (1s4149056) de SLCOIBI1 avaient une clairance réduite par rapport aux sujets
homozygotes TT (27). Ce polymorphisme est connu pour diminuer l'activité¢ de transport de
OATPIBI et réduire la translocation des médicaments a partir du plasma dans les hépatocytes,
ce qui entraine des concentrations plasmatiques fortement augmentées (29). Depuis, plusieurs
¢tudes ont confirmé que le SNP ¢.521T> C (rs4149056) était un facteur limitant de la clairance
du MTX et influengait sa toxicité (29,30).

1.2.2.4. Autres facteurs :

Li et al. [33] ont décrit I’influence d’un "troisiéme secteur" (effusions pleurales, ascites) sur la
pharmacocinétique du MTX, le relargage progressif du MTX a partir de ce compartiment
périphérique provoquant un rebond des concentrations plasmatiques de MTX et une durée
d’élimination prolongée. La survenue d’un troisiéme secteur associ¢ a un dysfonctionnement
rénal dans les jours suivant une administration de HD-MTX devrait étre une indication pour un

suivi thérapeutique prolongé [34].
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[.3. Toxicités séveres et prise en charge

L’action cytotoxique du MTX n’épargnant pas les cellules non tumorales a renouvellement
rapide, il exerce sa toxicité sur de nombreux organes (aplasie, toxicités digestives, mucites,
etc.). D’autres propriétés non directement liées a son mécanisme d’action pharmacodynamique
(ex. insolubilité a pH acide et atteinte rénale) viennent s’y surajouter, conduisant a des toxicités

séveres mettant parfois en jeu le pronostic vital du patient.

L’aire sous la courbe des concentration mais aussi le temps d'exposition sont des déterminants
critiques de la cytotoxicité du MTX [35]. Des concentrations élevées de MTX peuvent étre bien
tolérées pendant de courtes périodes de temps, alors qu'une exposition prolongée a de faibles
concentrations peut entrainer une toxicité sévere. Le type de toxicité dépend lui aussi des
concentrations de MTX et de la durée d'exposition. Ainsi, 1'exposition a des concentrations
millimolaires de MTX sur quelques minutes a quelques heures peut conduire a une toxicité
rénale aigué, des effets neurotoxiques et une hépatotoxicité tandis que 1’exposition a des
concentrations faibles, de I’ordre de 0,05 4 0.1 uM pendant plus de 24 heures, induit davantage

une toxicité médullaire et gastro-intestinale [36] [37].

1.3.1. Toxicité rénale :

Comme le MTX est principalement éliminé chez I’homme par excrétion rénale, I'insuffisance
rénale aigué (IRA) induite par nécrose tubulaire aigué est une urgence médicale. Comme nous
I’avons vu, cette toxicité est en partie liée a la précipitation tubulaire du MTX et de ses
métabolites peu solubles. La déplétion du volume et I'acidité¢ de 1’urine sont les principaux
facteurs de risque d’IRA. Une brusque augmentation de la créatinine sérique, pendant ou juste
aprés la perfusion de MTX, indique le développement d'une dysfonction rénale qui peut
entrainer une surexposition importante en MTX. La détection rapide et le traitement de la
dysfonction rénale induite par le MTX sont essentiels pour éviter les risques accrus d'effets

indésirables supplémentaires et potentiellement mortels.

Les méthodes d’épuration telles que ’hémodialyse, la dialyse péritonéale, I’hémofiltration ou
I’échange plasmatique ont été largement utilisées dans le passé pour €éliminer le MTX. Une
analyse approfondie de la littérature effectuée par Widemann et al. montre une efficacité
variable et limitée de ces techniques [38]. Une des limites de cette méthode est le rebond

sensible des concentrations de MTX qui peut se produire lorsque I’épuration est arrétée.
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D'autres limites sont celles liées aux complications associées a ces méthodes (anémie et

thrombocytopénie, hypokaliémie, hypophosphatémie) [39] [40] [41].

La carboxypeptidase (glucarpidase) est une métalloenzyme bactérienne a zinc qui entraine une
diminution rapide, profonde et prolongée des concentrations plasmatiques du MTX. Cette

enzyme hydrolyse la liaison amide du MTX pour former un métabolite inactif et non toxique.

[.3.2. Toxicité neurologique :

Le MTX interfére avec des réactions cruciales pour la formation de myéline protégeant les
fibres nerveuses [42]. La complication aigué€ la plus fréquente apres administration d’une forte
dose est la leucoencéphalopathie (insomnie évoluant vers la confusion, la stupeur ou
I’agitation). Une toxicité retardée peut s’observer plusieurs mois, voire plusieurs années apres
le traitement. 11 s’agit le plus souvent d’une leucoencéphalopathie nécrosante et démyélinisante
(démence, déclin neuropsychologique, convulsions, ataxie pouvant évoluer vers un coma) [43],

[44], [45].

[.3.3. Toxicité hématologique :

La toxicité hématologique est une complication grave couramment observée avec le MTX-HD
[42]. 1l s’agit principalement d’une thrombopénie puis d’une leuconeutropénie de progression
rapide. Des hémogrammes réguliers permettent de suivre I’évolution des diverses lignées
sanguines afin de proposer d’éventuelles transfusions. Des facteurs de croissance
hématopoiétiques peuvent étre employés, notamment le granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF) pour réduire la période d’aplasie. La lymphopénie engendrée justifie un traitement

prophylactique de la pneumocystose pulmonaire.

1.3.4. Toxicité muqueuse :

Des ulcérations superficielles souvent trés douloureuses peuvent toucher tout le tractus digestif.
Le traitement symptomatique des mucites comporte des antalgiques (morphiniques) et des bains
de bouche. Les surinfections herpétiques sont fréquentes, a traiter ou prévenir par aciclovir ou

valaciclovir a une posologie adaptée a la fonction rénale [9].

1.3.5. Toxicité cutanée :

Le MTX a une variété d'effets secondaires cutanés, en particulier quand il est administré a
hautes doses [42]. Les réactions cutanées les plus fréquentes sont une sensation de brilure, une

photosensibilité, un érythéme polymorphe, une urticaire et une vascularite [46].
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1.3.6. Toxicité pulmonaire :

La pneumopathie est 1'un des effets secondaires les plus graves, heureusement peu fréquent du
MTX. Ces pneumopathies immunoallergiques peuvent évoluer vers la fibrose pulmonaire et
nécessitent une corticothérapie [9]. Une toux non productive insidieuse est le symptome le plus
commun. Fievre, dyspnée peuvent également se produire. Cette toxicité, observée méme avec
le MTX a faible dose sur de longues durées, peut étre une limite pour la poursuite du traitement

[43].
1.3.7. Toxicité hépatique :

L’apparition d’une cytolyse hépatique est fréquemment observée, elle est transitoire et
réversible en une a deux semaines a 1’arrét du traitement et n’empéche pas la reprise du MTX.
Le degré de I’atteinte hépatique augmente avec la durée d'exposition, une dose cumulée
importante, I’existence d’une hépatite B ou C, I’alcoolisme, le diabéte, 1’obésité et lors

d'irradiation hépatique [42].

1.3.8. Nausées et vomissements :

Les cures MTX présentent un risque relativement faible (10% a 30%) de nausées et
vomissements [47], [48]. Les vomissements sont bien contrélés lorsque des antiémétiques
appropriés, notamment les antagonistes des récepteurs de la sérotonine (5-HT3), sont utilisés

[47], [48].

[.4. Relation « exposition-effets » et justification du suivi

thérapeutique pharmacologique :
1.4.1. Relation exposition-effets :

Les administrations a haute dose et les expositions prolongées au MTX sont associées a une
cytotoxicité plus importante et donc a une toxicité systémique (principalement hématologique,

muqueuse et rénale) majorée par rapport aux doses conventionnelles.

En fonction de la dose administrée et de la durée de perfusion, des valeurs seuils de
méthotrexatémie, définissant une élimination retardée de MTX et un risque accru de toxicité,

ont ét¢ déterminées, mais elles varient selon les protocoles et les indications. Les cinétiques
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doivent donc étre interprétées en fonction du protocole d’administration car la concentration

attendue a un temps donné est différente selon les cas.

A cdté de la méthotrexatémie, on considere qu’une augmentation d’au moins 1,5 fois la valeur

de la créatininémie de base, associée ou non a une concentration d’au moins 0,1 pmol/l de MTX

au-dela de 72 heures apres le début de la perfusion, augmente les risques de toxicité [49].

Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) représente une des approches les plus
intéressantes pour maitriser le risque toxique et fait I’objet d’un consensus général car il permet
d’adapter les mesures correctives mises en ceuvre d’un patient a un autre ou méme d’une cure

a une autre chez un méme patient dés qu’une surexposition est rapportée.

En raison de lI'importante variabilité inter individuelle de la pharmacocinétique du MTX, le

suivi thérapeutique de ce medicament permet :

- L’adaptation de la posologie de I’acide folinique
- La détection précoce des patients chez qui 1’élimination du médicament est retardée et

qui présentent de ce fait un risque accru de toxicité.

Le monitorage des concentrations sériques de MTX est généralement fait & plusieurs moments,
soit 24 heures, 36 heures, 48 heures et 72 heures apres le début de la perfusion, conformément
aux protocoles. Des prélévements supplémentaires sont proposés si le seuil de non-toxicité n’est

pas atteint & H72. En parall¢le, les valeurs de créatinine sérique sont suivies de facon étroite

pour détecter une éventuelle altération de la fonction rénale [42] [50].

[.4.2. Sauvetage par I’acide folinique :

L’administration d’acide folinique (leucovorine, 5-formyltétrahydrofolate) au décours de la
cure de HD-MTX (généralement 24 a 36 heures aprés le début de la perfusion) permet de
restaurer le pool de folates intercellulaire et ainsi de limiter la toxicit¢ du MTX. Des
nomogrammes basés sur les concentrations de MTX plasmatique en fonction du la durée
d'administration du MTX sont utilisés en routine pour guider la durée et le degré du sauvetage
par leucovorine (Figure3)[49] [51]. La dose d’acide folinique ainsi que le temps du début
d’administration sont les deux critéres a considérer lors du sauvetage, puisqu’une
administration trop précoce pourrait altérer ’efficacité anti tumorale du MTX et qu’un retard

d’administration pourrait induire une toxicité sévere. L'hydratation et 1'alcalinisation doivent
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aussi étre poursuivis et adaptées selon les concentrations pour promouvoir la diurése et accroitre

I’excrétion rénale du MTX.
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Figure 3: Exemple d’un abaque pour le guidage de 1’administration de leucovorine en fonction
des concentrations de MTX par Howard et al [42].

1.4.3. Variabilité inter et intra-individuelle de la pharmacocinétique :

La difficulté a administrer de maniere optimale le MTX a haute dose réside dans la faible marge
séparant 1'efficacité et la toxicité. Une exposition systémique importante est prédictive d'une
plus grande efficacité [52] mais est également associée au risque de toxicité, d’autant plus que
la durée d'exposition est prolongée [53]. L’obtention de concentrations optimales chez un
patient est rendue difficile par la variabilité pharmacocinétique inter et intra-individuelle de ce

médicament [54].

Aujourd'hui, les principaux facteurs (age, interactions médicamenteuses, pathologies associées,
schéma d’administration ...) impliqués dans la variabilité pharmacocinétique du MTX sont
controlés autant que possible lors de I’administration d’une cure a haute dose. Comme nous
I’avons vu, la prise en compte de facteurs comme le DFG, la préparation rénale du patient
(hyperhydratation, alcalinisation des urines) et 1’administration d’acide folinique sont

désormais intégrées a tout protocole comportant du HD-MTX.
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Malgré cela, des phénomenes toxiques graves persistent et surviennent encore de fagon
inattendue chez certains patients, méme lorsque le MTX est administré de maniere optimisée.
De méme, des sujets ayant parfaitement toléré une cure de HD-MTX peuvent parfois présenter
une toxicité sévere lors d’une autre administration. Cette variabilité intra-individuelle peut
é¢videmment venir de médicaments associés ou d’une caractéristique pathologique (fonction
rénale altérée, troisiéme secteur,...) présents lors d’une cure et pas de 1’autre mais, dans la
majorité des cas, aucune cause n’est identifiée. Les principales hypothéses émises portent sur
des facteurs aussi divers que de nouvelles interactions médicamenteuses (antibiotiques divers,
levetiracetam, agents de contraste radiologique, ...), certains aliments (coca-cola, yaourts, jus
de cramberries,...) [55] ou encore le taux de folates pré-thérapeutique [56] [57]. L’influence

du statut nutritionnel, évoqué chez I’animal [58] ne semble pas avoir été étudiée en clinique.

Ainsi, on peut envisager que des facteurs liés au patient (polymorphisme génétique, état
physiologique particulier, ...) ou a son environnement (alimentation, mode de vie, exposition a
des toxiques environnementaux,...) un soient a I’origine de ces problémes. Certains, comme
les facteurs génétiques, peuvent expliquer la variabilité inter-individuelle mais pas intra-
individuelle, tandis que d’autres peuvent intervenir dans les 2 cas. S’agissant d’observations
individuelles survenant assez rarement, il est cependant tres difficile (voire impossible) de

regrouper ces cas pour tenter de rechercher un ou des facteurs communs pouvant étre impliqués.

Des études récentes se sont intéressées a explorer le rdle de nouveaux facteurs comme potentiels

biomarqueurs individuels prédictifs de la toxicité¢ du MTX.

[.5. Biomarqueurs prédictifs de toxicité

[.5.1. Facteurs génétiques :

L’identification de déterminants pharmacogénétiques impliqués dans la variabilité de réponse
au MTX permettrait de repérer a I’avance les patients risquant de présenter une toxicité et,
idéalement, d’ajuster la dose selon le génotype [59]. Nous avons vu précédemment que, parmi
les génes impliqués dans la pharmacocinétique du MTX, ABCC2 et SLCOIBI avaient fait
I’objet de plusieurs études montrant effectivement leur implication dans la variabilité

pharmacocinétique et/ou la toxicité du MTX a haute dose (MTX).

Sur le plan pharmacodynamique, le gene MTHFR, codant I’enzyme méthyléne tétra-hydro

folate réductase, a été plus particulierement étudié. Deux polymorphismes de ce gene
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(c.677C>T ; rs1801133 et c.1298A>C; rs1801131) ont été largement étudiés dans les
hémopathies malignes, chez 1’enfant et 1’adulte, comme facteur pharmacogénétique de
susceptibilité de toxicité au MTX, mais leur implication reste controversée. Les contradictions
entre les études pourraient étre dues a des différences dans les protocoles de traitement,
l'utilisation de différents critéres de toxicité, les petits effectifs ou les populations non-

homogenes (sexe, age, ethnie, etc..).

Afin de mieux préciser I’impact des polymorphismes de MTHFR, Campbell et al. ont effectué
une revue systématique regroupant les méta-analyses déja réalisées sur les déterminants
pharmacogénétiques de la toxicité induite par le MTX [60]. Les méta-analyses portaient sur des
patients adultes et pédiatriques, d’origine ethniques diverses et concernaient I’un [61] ou les
deux polymorphismes 677C>T et 1298A>C [62] [63]. Les toxicités étudiées comprenaient les
toxicités hématologique, cutanée et hépatique. Les résultats variaient considérablement selon
les groupes de patients et les sous-groupes étudiés, ainsi que selon les modeles génétiques
utilisés. Néanmoins, des associations significatives ont été trouvées entre I’allele ¢.677C>T et
la toxicité hépatique, hématologique, gastro-intestinale et cutanée ainsi que les mucites. En
outre, des données suggérent que le polymorphisme c.1298A>C peut étre associ¢ a une

diminution du risque de toxicité cutanée et de leucopénie.

La recherche de I’allele 677C>T pourrait dans le futur devenir un outil intéressant pour
sélectionner les patients a risque et proposer un suivi strict de la toxicité et des précautions plus

importantes dans la gestion du traitement, notamment pour adapter les doses d’acide folinique.

Les données relatives au polymorphisme ¢.1298 A>C sont variables mais, globalement, I’all¢le
muté semble protecteur vis-a-vis de la toxicité cutanée et hématologique. La encore, les

résultats divergent fortement selon la population étudiée et les modalités de traitement.

A titre indicatif, d’autres geénes impliqués dans pharmacodynamie du MTX ont été étudiés.
Ainsi, Gregers J. et al. ont montré que le polymorphisme 80G>A du transporteur

RFC/SLC19AL1 affecte a la fois 1'efficacité et la toxicité du MTX [64].

[.5.2. Facteurs épigénétiques :

Les mécanismes épigénétiques comprennent la méthylation de I'ADN, les modifications des
histones et la régulation de ' ARN non codant, qui jouent tous un role essentiel dans la régulation

de l'activité des genes et peuvent influencer le métabolisme et la toxicité du MTX.
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Des études récentes ont montré que des micro ARN (miARN), qui régulent I’expression post-
transcriptionnelle des geénes, jouent un role crucial dans la régulation de geénes cibles impliqués
dans le transport et le métabolisme du MTX [65]. Le transport cellulaire du MTX est également
médié par le polypeptide de transport d'anions organiques 1A2 (OATP1A2, codé par le géne
SLCOIA2)). Une ¢étude menée sur des enfants chinois atteints de LAL suggere que le
polymorphisme SLCO142 3’-UTR 1rs4149009 G>A pourrait affecter la pharmacocinétique du
MTX en interférant avec la fonction des miARN [66]. Deux polymorphismes du site de liaison
des miARN situés dans le 3'-UTR de MTHFR (rs3737966 G > A et rs35134728 DEL/TTC)
ainsi que celui du site de liaison du miARN rs1051296 G > T situé dans le 3 -UTR de SLC1941
ont été associés aux concentrations sériques de MTX, suggérant que les miARN pourraient étre
impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de MTHFR et SLC19A41 [67]. Certains
variants de miARN sont également associés a une hépatotoxicité ou a la leucopénie ou l'anémie

[68], [69].

Il existe une compréhension limitée de la maniere dont la méthylation de I’ADN sur des sites
spécifiques peut influencer les niveaux d’expression des geénes liés au métabolisme et a la
toxicité du MTX. Néanmoins, les recherches suggerent qu'une altération de la méthylation de
I'"ADN dans les cellules du cerveau ou du systéme nerveux central pourrait &tre un mécanisme
impliqué dans les neurotoxicités liées au MTX et dans les effets neurocognitifs tardifs chez les
survivants de LAL [70]. De plus, les niveaux de méthylation du promoteur GGH (gamma

glutamate hydrolase) peuvent affecter 1'exposition et les toxicités du MTX [71].

1.5.3. Biomarqueurs urinaires :

Nous avons vu que le MTX est éliminé par voie rénale et biliaire grace a ’intervention de
transporteurs parmi lesquels la protéine MRP2/ABCC2. Cette dernieére est impliquée non
seulement dans la sécrétion de nombreux médicaments mais aussi dans la sécrétion des
substances endogenes, telles que la bilirubine et ses dérivés conjugués, les conjugués

d’hormones stéroides ou encore les coproporphyrines.

Hulot et al. ont rapporté un cas de surexposition au MTX chez un sujet atteint du syndrome de
Dubin-Johnson [72]. Cette maladie bénigne est due a une mutation du géne ABCC2 se
traduisant par une absence de protéine MRP2 et conduisant a un défaut d’élimination de ses
substrats [73], [74]. Un des signes pathognomoniques de cette maladie est une augmentation de

sécrétion urinaire de I’isomere I des coproporphyrines, qui aboutit a une augmentation du
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rapport des isomeres I et III dans les urines (rapport CPU I/ (I+1II)), qui dépasse 80% chez les
sujets atteints de ce syndrome, alors qu’il est normalement inférieur a 30% chez les sujets sains

[75], [76].

Benz-de Bretagne et al. ont étudié la relation phénotype-génotype chez 74 volontaires sains en
mesurant le rapport CPU I/ (I+III) individuel et en analysant les 5 principaux polymorphismes
communs du geéne ABCC2 (c¢.—24C/T (rs717620), c.1249G/A (rs2273697), c.3563T/A
(rs17216324), ¢.3972C/T (rs37400606), et c.4544G/A (rs8187710)) [77]. Les sujets porteurs des
alleles 3972T ou -24T présentaient des rapports CPU I/ (I+111) plus élevés (p=0.04 et p=0.08,
respectivement) que ceux porteurs de ’alléle C pour ces deux polymorphismes, traduisant une
activité réduite. Les résultats de cette étude ont donc fourni une « preuve de concept » que le
rapport CPU I/(I+1III) pourrait étre utilis¢é comme biomarqueur de la fonction de MRP2 dans
des études cliniques, en permettant de quantifier in vivo 1’activité de MRP2 chez un sujet donné
[78]. Cette méme équipe a initié un programme de recherche visant a valider le rapport CPU I/
(I+III) comme biomarqueur de 1’activit¢ de MRP2, et donc de la pharmacocinétique du MTX
[78]. A l’issue de ces travaux, probablement en raison de la diversité des transporteurs
impliqués dans I’élimination du MTX, il est apparu que 1’étude isolée du fonctionnement d’un
transporteur particulier, était insuffisante pour prédire la pharmacocinétique individuelle.
Cependant, bien que non prédictif des retards d’élimination ou de la clairance du MTX, le
rapport CPU I/(I+1III) des sujets variait de maniére sensible pendant la perfusion. Ces résultats
indiquent que le rapport CPU I/(I+III) pourrait constituer un marqueur de la variation de
fonction de MRP2 sous I’effet d’'un médicament substrat, apportant ainsi des informations

importantes sur le fonctionnement et la régulation de ce transporteur in vivo.

I.6. Problématique :

Comme indiqué précédemment, I’une des caractéristiques de la pharmacocinétique du MTX est
d’étre tres erratique avec des différences d’élimination notables d’une cure a 1’autre chez un
méme patient. Cette observation indique que, au-dela de ses caractéristiques physiologiques,
pathologiques ou génétiques propres qui peuvent bien sir intervenir, une part importante de la
variabilité provient de facteurs liés a I’environnement du sujet, variable d’une cure a 1’autre

(facteurs alimentaires ? autres médicaments ? état métabolique particulier ?...).

Partant de ce constat, il apparait que seule une évaluation « phénotypique » des capacités

d’¢limination du MTX, devant étre renouvelée avant chaque cure, pourrait constituer un test
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prédictif fiable des retards d’élimination. C’est sur cette base qu’avait été initié le programme
de recherche visant a valider le rapport CPU I/ (I+III) comme biomarqueur de 1’activité¢ de
MRP2, et donc de la pharmacocinétique du MTX (73). La détermination du rapport CPU I/
(I+III) basal des patients ne suffisant pas a prédire la variabilité d’élimination du MTX, il
apparait nécessaire d’évaluer d’autres biomarqueurs, couvrant plus largement les diverses voies
d’élimination du MTX. Ainsi, une approche phénotypique beaucoup plus globale, c’est-a-dire
non restreinte au seul transporteur MRP2 et non restreinte a un seul substrat, pourrait permettre
d’avancer dans cette voie. L’approche métabolomique, qui permet d’analyser un trés grand
nombre de substances dans les liquides biologiques (sang, urine,...) reflétant potentiellement
les perturbations de systémes tres différents, semble une piste d’étude intéressante puisqu’elle
permet une analyse globale des perturbations et oriente vers 1’identification des systémes

affectés.
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L’APPROCHE METABOLOMIQUE :

II.1. Principe de I’approche :

La métabolomique, science en « omique » au méme titre que la génomique, la transcriptomique
ou la protéomique, est une approche émergente apparue vers la fin des années 1990. C’est une
méthode en pleine expansion pour la recherche de biomarqueurs dans de nombreuses pathologies
[79] [80] [81] ou dans le cadre du suivi thérapeutique (prédiction du risque de rejet de greffe [82],
prédiction de la réponse pharmacologique [83], [84] ou de la résistance aux médicaments [85]
[86] , évaluation des effets toxiques d’une molécule médicamenteuses [87], etc...) afin d’offrir a

chaque patient une prise en charge personnalisée et optimisée [88].

Dans des conditions biologiques données, la métabolomique décrit les différents métabolites
contenus dans les tissus ou dans les fluides biologiques (tels que les urines ou le plasma) afin les
identifier et/ou les quantifier. Le terme de métabolite inclut toutes les petites molécules (<1500Da),
aussi bien endogénes qu’exogeénes, impliquées dans les processus métaboliques. Ce sont
généralement des métabolites primaires tel que les acides aminés, des sucres, des acides gras, des
acides organiques, des nucléotides, des vitamines, des stéroides, etc...[89] et métabolites
secondaires spécifiques a leurs espéces comme les hormones chez les mammiféres par exemple
[90]. Il inclut également les xénométabolites, métabolites provenant d’autres systémes biologiques
[91] comme les métabolites produits par le microbiote intestinal. Les xénobiotiques (médicaments,
pesticides, chimiques environnementaux, ...), ainsi que leurs produits de dégradation, font
¢galement partie du métabolome. Cela rend le métabolome dynamique et lui permet de représenter
le reflet le plus précis de la réponse de 1’organisme a un facteur perturbant son fonctionnement

(effet indésirable d’un médicament, modification génétique, maladie, exposition a un toxique...).

Les métabolites extraits de différents échantillons biologiques tels que le sang, 1'urine, la salive ou
les tissus peuvent révéler des situations anormales ou des maladies (Figure 4). Ceci rend cette
méthode porteuse de nombreux espoirs dans la recherche de biomarqueurs a visée diagnostique,
pronostique ou pour établir des phénotypes biologiques utilisables pour la stratification des

patients dans les essais cliniques [92].
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Généralement, l'analyse métabolomique peut étre classée en deux approches; la

métabolomique ciblée et non ciblée :

En métabolomique ciblée, les métabolites sélectionnés pour 1’étude & mener sont
déterminés a priori en fonction du probléme biologique a analyser et peuvent représenter
une ou plusieurs voies métaboliques spécifiques ou une classe de molécules spécifique.
Cette approche implique une combinaison de techniques permettant d'analyser des
¢chantillons pour un petit nombre de composés a partir d’'une matrice complexe.
Souvent, les techniques de préparation des échantillons visent a pré concentrer et a
purifier les métabolites a I'étude, avant de les analyser avec une technique appropriée.
Cette approche est utilisée lors du test d'une hypothése spécifique ou lors des étapes de

validation et de mise en ceuvre [93].

La métabolomique non ciblée, quant a elle, est largement utilisée pour la découverte de
biomarqueurs. I1 est donc important d’analyser autant de métabolites que possible en se
basant sur une préparation d’échantillon la moins sélective possible. Cette approche dite
globale utilise souvent différents systémes analytiques afin d’identifier et quantifier le

plus grand nombre possible de métabolites.

Quel que soit le type d’analyse métabolomique, ciblée ou non ciblée, celle-ci repose sur

plusieurs ¢étapes telles que la préparation des échantillons, I'identification et/ ou la

quantification des métabolites, I’analyse statistique et finalement l'interprétation des

données [94].
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Figure 4: Comment la nutrition et I’environnement influencent notre état de santé par des
approches métabolomiques. Tirée de 'INRAE ; La biologie prédictive : une discipline entre
science et science-fiction, Publié le 28 octobre 2020 [95]

I1.2. Apercu historique :

Roger Williams a décrit le concept de « profil métabolique » pour la premiere fois a la fin des
années 1940 et a proposé que les individus aient leur propre « profil métabolique » caractérisé
via leurs fluides corporels [96]. Il a utilisé la chromatographie sur papier pour mettre en
¢vidence, dans l'urine et la salive, des métabolites caractéristiques associés a des maladies telles
que la schizophrénie [97]. Plusieurs décennies plus tard, entre les années 1960 et 1970, les
avancées technologiques permettant des mesures quantitatives des métabolites, les scientifiques
ont commencé a utiliser des métabolites comme biomarqueurs pour illustrer la relation entre
les métabolites et les maladies [98]. En 1984, Nicholson a montré que la spectroscopie RMN
du proton (RMN 1H) pouvait étre utilisée dans le diagnostic du diabéte, initiant I'application de

ces méthodes aux pathologies humaines [99].

La base de données METLIN a été créée en 2003 pour faciliter 1'identification des métabolites
et I'analyse des voies métaboliques, et il a été rendue publique en 2005. A cette €poque, aucune
base de données de ce type n'existait pour identifier les métabolites ou toute autre entité
chimique. METLIN est depuis passée d'une petite collection de spectres MS/MS sur 100
métabolites dans sa premiére version a plus de 10 000 métabolites en 2012. En 2017, METLIN,

avec plus de 942 000 spectres, est devenue une ressource essentielle dans les domaines
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pharmaceutique ou de la santé préventive. Aujourd’hui, elle comprend plus d'un million de
molécules incluant des lipides, des stéroides, des petits peptides, des glucides, des

médicaments/métabolites exogenes et des substances toxiques [100].

Depuis l'introduction de METLIN, et pour répondre a la nécessité d’une analyse rapide des
données, notamment 1’identification, la quantification et I’interprétation ultérieure de données
complexes sur les métabolites, et éventuellement a partir de plusieurs sources d’instruments,
plusieurs bases de données différentes ont été créées grace aux efforts collectifs dans le domaine
métabolomique, notamment la base de données sur le métabolisme humain (HMDB) [89],
[101], [102]. C’est une autre base de données destinée a étre utilisée pour des applications en
métabolomique, en découverte de biomarqueurs et en biochimie clinique. Elle accessible sur le

Web (www.hmdb.ca) et contient des informations détaillées sur les petites molécules présentes

dans I’organisme humain. Cette base de données est congue pour contenir ou relier trois types
de données : 1) des données chimiques, 2) des données cliniques et 3) des données de biologie
moléculaire/biochimie. La base de données contient actuellement 220 945 métabolites,
hydrosolubles et liposolubles. Quatre bases de données complémentaires ont été intégrées a la
plateforme : DrugBank, T3DB, SMPDB et FooDB. DrugBank contient des informations sur
environ 2832 médicaments et 800 métabolites de médicaments, T3DB contient des
informations sur environ 3670 toxines et polluants environnementaux courants, SMPDB
contient des diagrammes de voies pour 132 335 voies métaboliques, médicaments et maladies
humaines ainsi que pour 60 628 voies pour d'autres organismes, tandis que FooDB contient des
informations sur environ 70 000 composants alimentaires et additifs alimentaires. Depuis ce
projet, il y a eu plusieurs entreprises similaires avec des especes végétales, telles que Medicago

truncatula et Arabidopsis thaliana [101] (104) Table 1.

Les informations existantes sur le métabolome urinaire humain ont été publiées récemment
avec des informations détaillées sur chaque métabolite, y compris les niveaux de concentration
normaux et liés aux maladies (//www.urinemetabolome.ca). Les métabolomes urinaire et
sérique humain représentent une ressource importante pour les chercheurs, utilisables pour des

applications cliniques, notamment en médecine stratifié¢e [104].

Aujourd’hui, plus de 20 bases de données différentes sont disponibles. Leur impact a été
profond, transformant une approche initialement marginale en une technologie courante, qui

offre un apercu précieux dans des domaines divers tel que les diagnostics cliniques, la
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pharmacologie, la sécurité alimentaire, la médecine sportive, la toxicologie, la médecine 1égale,

les analyses environnementales et la microbiologie [100].

Tableau 1: Liste alphabétique non exhaustive des bases de données en ligne contenant des
informations sur les médicaments, les métabolites et les produits naturels pouvant étre utilisées
pour faciliter la découverte de composés principaux, Wishart D et al. [105].

Database name URL or web address

Comments

ChemSpider http://www.chemspider.com/

DrugBank http://www.drugbank.ca/

Dr Duke’s Phytochemical and http://www.ars-grin.gov/duke/
Ethnobotanical Databases

HMDB (Human Metabolome Database) http://www.hmdb.ca/

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes  http://www.genome.jp/kegg/
and Genomes)

PubChem http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

USDA (US Department of Agriculture) http://www.pl.barc.usda.gov/
Phytochemical Database

Meta-database containing chemical data from more than
100 other databases

More than 20 million compounds

Extensive search utilities and predicted property data

Contains drug and drug target data on 4800 drugs
including 1480 US FDA drugs and 3240 experimental
drugs

Extensive search utilities for in silico drug discovery
Collection of 3500 phytochemicals and plant secondary
metabolites

Searchable by known activities and enzyme targets

Contains metabolite and metabolite target data for 2900
human metabolites and 3300 enzymes or target proteins
Extensive search utilities

Extensive biomedical data

Best known and most complete metabolic pathway
database

Contains 75 000 pathways, 15 073 metabolites, 6850
drugs

Covers more than 750 organisms

Best known public database of chemical compounds
Contains 18 million compounds and 38 million
substances

Contains structures, physical properties and literature
links

Collection of more than 1500 phytochemicals and plant
secondary metabolites

Provides source, activity and target information — if
known

I.3. La notion de biomarqueurs métabolomiques

Selon D’institut national de la santé américain (National Institute of Health (NIH)), un

biomarqueur est défini comme « une caractéristique biologique qui est objectivement mesurée

de maniere précise et reproductible, ainsi évaluée comme un indicateur de processus

biologiques normaux ou pathogéniques, ou bien un indicateur de réponses pharmacologiques

provoquées par une intervention thérapeutique» [106].

On distingue généralement plusieurs types de biomarqueurs (Figure 5) [107] [108] :

- Les biomarqueurs diagnostiques, qui permettent de diagnostiquer une pathologie. Par

exemple le PSA (Prostate Specific Antigen) est un marqueur tumoral inclus dans le bilan

initial de diagnostic d’un cancer de la prostate.
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- Les biomarqueurs pronostiques, qui permettent de différencier des catégories de patients
selon la probabilité d’évolution de leur maladie, indépendamment d'un traitement
spécifique.

- Les biomarqueurs prédictifs, qui permettent de prévoir les éventuels bénéfices
(efficacité) et risques (toxicité) d'une thérapie spécifique.

- Les biomarqueurs de susceptibilité, qui décrivent des différences interindividuelles en

réponse a des facteurs environnementaux.

Marqueurs
diagnostiques
Métabolome Malade =L —

Métabolome Sain \\/\/I/, Marqueurs I
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Figure 5: Illustration des stades d’évolution d’une pathologie et types de biomarqueurs
caractérisant chaque stade.

Dans le domaine métabolomique, un biomarqueur peut étre non seulement un métabolite mais
aussi un ensemble de métabolites (profil métabolique) présents dans des échantillons d'urine,
de salive, de bile ou de tout autre fluide de 1’organisme [109], [110]. Ces matrices
physiologiques contiennent des métabolites hautement informatifs et peuvent étre facilement
analysées par empreinte ou profilage métabolomique, dans le but de découvrir des
biomarqueurs. La capacité de relier les modifications métaboliques aux geénes et protéines
altérés pourra parfois contribuer & mieux comprendre la physio-pathologie, ou encore les voies

modifiées par I’administration d’un médicament [111].

48



La composition métabolique des biofluides humains peut fournir des informations
diagnostiques et pronostiques importantes d’autant que les composées de ces matrices
biologiques et/ou leurs concentrations sont soumises a une série de facteurs tels que 1'age [112]
[113], le sexe [114], le régime alimentaire [115], le mode de vie [116], la flore intestinale [117],
la maladie [118] et I'obésité [119]. Il est important de garder a l'esprit que des facteurs
confondants d’origine biologique (contamination bactérienne, dégradation) ou analytique
(mode de prélévement et conservation, interférences analytiques,...) peuvent modifier les profils
métaboliques et par conséquent masquer le phénoméne biologique que 1’on souhaite étudier

[118].

II.4. Principe de I’analyse métabolomique

I1.4.1. Principales méthodes analytiques :
La métabolomique est une stratégie a haut débit ou des centaines d'échantillons peuvent étre

analysés par jour ou par semaine, en fonction de l'instrument analytique. Les développements
continus dans ce domaine nécessitent des approches chimiométriques spécialisées et des outils

bio-informatiques adaptés [120].

En raison de la complexité du métabolome, de I’abondance des métabolites, de leur diversité
chimique ainsi que de la grande variabilité des concentrations observées, aucune plateforme
analytique unique ne peut couvrir la détection compléete du métabolome étudié et la couverture
de cette vaste gamme de métabolites nécessite l'utilisation de plusieurs protocoles et
instruments analytiques [121] [122] [123]. Dans les études métabolomiques, les 2 techniques
analytiques les plus souvent mises en ceuvre sont la résonance magnétique nucléaire (RMN) et
la spectrométrie de masse (MS) couplée a la chromatographie gazeuse (GC-MS) ou a la
chromatographie liquide (LC-MS). La RMN et la MS permettent la détection de centaines de
métabolites dans divers fluides biologiques comme le sérum, ['urine ou les extraits tissulaires
[124]. Chacune de ces techniques a ses propres avantages et limites, ainsi que ses exigences
particulieres pour la préparation des échantillons (Annexe 1(Tableau Al)). De ce fait, certaines
techniques pourraient étre mieux adaptées que d'autres a l'analyse de certains types d'échantillon

mais elles sont parfois complémentaires (Figure 6).
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Figure 6: Les différentes étapes de I’analyse métabolomique.

Un des plus grands défis dans le domaine de la métabolomique est la grande quantité de données
qui sont générées par les méthodes analytiques mises en place. L'évaluation et la visualisation
des données sont des outils importants pour comprendre les résultats complexes obtenus avec
une expérience de métabolomique. Diverses approches statistiques et mathématiques sont
actuellement utilisées pour relever ce défi. Il est trés important de garder a 1’esprit que, pour
une ¢tude métabolomique, le choix de I'approche statistique dépend fortement de la question de
la recherche. Le principe des études métabolomiques étant d’établir des corrélations ou de
discriminer des groupes, deux grandes catégories d’analyses statistiques peuvent étre utilisées,
I’analyse statistique univariée & 1’analyse statistique multivariée (AMV). Antonelli et al. ont
résumé les méthodes qui ont été appliquées dans les études métabolomiques cliniques

antérieures ou en cours [125] Tableau 2.
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Tableau 2: Méthodes d'analyse statistique utilisées dans 1’analyse des données métabolomiques

humaines.

Univariate or

Method Multivariate Advantages Disadvantages
Nuluple tests (e.g., um\"anate ineas — Simple, easy to use and Very conservative and does not account
regression) with Univariate : i |
. . interpret results for intercorrelation
Bonferroni correction
Multiple tests with false discovery 5 Simple, easy to use, less conservative Does not account for intercorrelation
Univariate : s
rate (FDR) than Bonferroni correction among features
Principal component analysis (PCA) Multivariate Effective for variable reduction Ruiremgicalanty o twitniselstor
rank variables
Sparse partial least squares (SPLS) Multivariate Can quickly find a subset of variables  Multiple tuning parameters are needed to

that predicts the outcome well

be chosen via cross validation

Linear discriminant analysis (LDA)

Multivariate

Simple and works for
categorical outcomes

Can not handle large numbers of features

Least absolute shrinkage and
selection operator (LASSO)

Multivariate

Can quickly find a subset of variables
that predicts the outcome well

May not perform well for metabolite
selection when the features are
highly correlated

IL.5. Principales applications de la métabolomique :

La métabolomique est une approche qui présente des avantages par rapport aux autres
«omiques» [126]. Ses applications sont nombreuses et transverses, que ce soit en santé, en agro-

alimentaires, en microbiologie ou en biologie végétale (Figure 7).
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Figure 7: Les principaux domaines d’application de la métabolomique.
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La métabolomique a déja été utilisée pour identifier des biomarqueurs a petites molécules ou

des signatures multimétaboliques pour une grande variété d’applications :

- L'identification des IEMs (Inborn errors of metabolism) est l'application la plus réussie de
la métabolomique [105]. Les erreurs innées du métabolisme (IEM) sont un groupe de maladies
héréditaires avec des incidences variables. Leur prévalence différe d'un pays a l'autre,
probablement parce que des méthodes différentes sont utilisées pour le dépistage. Les IEM sont
causés par la perturbation d’activités enzymatiques dans des voies métaboliques spécifiques,
suite a des mutations génétiques, entrainant une altération des niveaux de composés associés a
ces voies. Un diagnostic précoce et précis des [EM est essentiel pour la santé a long terme des
sujets affectés. Actuellement, les programmes de dépistage néonatal utilisent exclusivement des
tests métaboliques ciblés qui se concentrent sur des panels limités de composés pour certaines
maladies IEM. Contrairement a la plupart des maladies chroniques (telles que le cancer,
l'arthrite, I'hypertension et la maladie d'Alzheimer), la plupart des IEM se caractérisent par des
niveaux inhabituels d'un ou deux métabolites seulement. Par exemple, la phénylcétonurie est
caractérisée par de faibles niveaux de tyrosine et la cystinurie par des niveaux ¢élevés de lysine
et de cystine. [105]. les données rassemblées par Ron Wevers au cours des deux derniéres
décennies ont montré que la métabolomique basée sur la RMN est capable de détecter et de
surveiller plus de 85 IEMS différents [127], [128]. De méme, les méthodes GC-MS et LC-MS
ont été utilisées pour détecter ou surveiller pres de 130 IEM [129], [130].

- Le diagnostic de maladies, notamment I'hypertension [131], I'insuffisance cardiaque [132],
la maladie de Parkinson [133], le cancer de la prostate [134], du sein [135], de l'ovaire [136],
la schizophrénie [137] la maladie d'Alzheimer [138] ou les maladies coronariennes [139]. Selon
les données disponibles dans la HMDB, des biomarqueurs a petites molécules ont été identifiés
ou associés a plus de 400 maladies différentes. Fait intéressant, certaines maladies sont
associées a seulement un ou deux métabolites caractéristiques, tandis que d'autres sont associées
a des niveaux altérés de dizaines de métabolites c’est-a-dire a une signature ou un profil
métabolique [105].

En cancérologie, la métabolomique a ouvert de nouvelles opportunités de recherche et
commence a avoir un impact sur le diagnostic et le traitement. Par exemple des analyses
prospectives des métabolites circulants ont révélé une forte association entre 1'acylcarnitine et

les phosphotidylcholines et le risque du cancer du sein [140], certains métabolites liés a la
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caféine sont inversement associés au cancer colorectal [141], des métabolites liés a 1'alcool, a
la vitamine E, et aux graisses animales sont associés au risque de cancer du sein a récepteurs
hormonaux positifs [142], de méme que les acides aminés a chaine ramifiée au cancer du
pancréas [143]. Le tableau 3 présente un apercu des opportunités de la métabolomique pour

améliorer le diagnostic, la surveillance et le traitement du cancer.

Les cellules cancéreuses ont un métabolisme cellulaire modifi¢é et les changements
métaboliques peuvent méme étre a la base de la résistance ou de la sensibilité aux médicaments.
La recherche se concentre sur la facon dont les cellules cancéreuses produisent I'énergie
nécessaire a la prolifération et a la survie, comment les nutriments essentiels tels que le glucose
et la glutamine sont utilisés par ces cellules, et quelles voies métaboliques sont essentielles a la

survie et pourraient potentiellement servir de cibles médicamenteuses [ 144].
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Tableau 3 : Résumé non exhaustif des métabolites liés au cancer[145].

Cancer type Technique | Biological sample Metabolite References
Increase: lactate, glutamate, alanine, choline, succinate,
Tumoral tissue taurine, glycine
Decrease: butyrate, glutamine, myoinositol, creatine, glucose
Colorectal RMN (Lin et al., 2019)
cancer
Increase: glutamate, lactate, alanine, succinate  Decrease:
Fecal sample .
butyrate, propionate, acetate
Increase: Glycerol-3-phosphate, proline, malate, fumarate,
Prostate cancer GC-MS Tumoral tissue succinate, 2-Hydroxyglutaric acid (2-HG), fatty acids, (Shao et al., 2018)
glycerolipids, Myo-inositol, alanine, uracil
Increase: valine, lysine, arginine, glutamine, creatine,
NMR Tumoral tissue " crgatln!n?, glucose . Cheung et al., 2019)
Decrease: lipoproteins, lipids, glycoproteins, acetone,
glycerol derived compounds, unsaturated lipids
Increase: valine, lysine, arginine, glutamine, creatine,
creatinine, glucose, norvaline . .
NMR Blood Decrease: lipoproteins, lipids, glycoproteins, acetone, (Llecuyer etal, 2019;
. . B Lécuyer et al., 2018)
glycerol derived compounds, unsaturated lipids, o-succinyl-
homoserine
UPLC-MS- Blood Increase: acetyI-L-aIanlr.me, indoxyl su!fate, kynurenine (Lyon et al,, 2018)
MS Decrease: 5-oxo-L-proline
Prostaglandin C1, ricinoleic acid, oleic acid amide, ethyl
LC-Ms Blood docosahexaenoic, hulupapeptide, (Lin et al., 2019)
lysophosphatidylethanolamine, cysteinyl-lysine,
methacholine, vitamin K2
1-HER2-positive: increase of carnitine,
Breast cancer NMR Blood lysophosphatidylcholine, proline, valine, 2- octenedioic acid | (Chen et al., 2019)
2-ER-positive: increase of glycochenodeoxycholic acid
LC-MSMS | o oral tissue Phosphatidylcholines
GC-TOF- - . . (Jacob et al., 2019)
MS Blood Cytidine-5 monophosphate, pentadecanoic acid
Increase: 5-hydroxymethyl-2-deoxyuridine, 8- hydroxy-2-
RMN . ) . f . .
MS Urine deoxyguanosine, succinyladenosine Decrease: valine, (Dinges et al., 2019)
leucine, succinate, hippurate, sucrose, uracile, alanine
CE-LC-MS Saliva Increase: Spermine (Murata et al., 2019)
RUN | Tumoraltissue, | ot e tine shoine, abyone, | (Yang ol 2020
MS blood, urine, saliva 9 »ysine, argin!ine ’ - gyene, 9 v

54



- La nutrimétabolomique, qui permet d’évaluer de manicre globale les effets des nutriments
et des aliments sur des systémes métaboliques complexes et comprendre ainsi les variations
interindividuelles de réponse a des nutriments [146]. Elle a été utilisée par exemple chez les
animaux pour étudier les effets métaboliques de la restriction calorique et leur impact sur la
longévité [147], ainsi que pour comprendre I’étiologie de I’obésité et des maladies métaboliques
associées ou encore mettre en évidence les liens entre la consommation d’acides aminés

ramifiés, leur métabolisme, et leur role dans le diabéte de type 2 [148] .

- En microbiologie : Le microbiote humain est un écosystéme d’une grande diversité et
considéré comme un facteur important en santé humaine. Cette diversité est notamment
influencée par le régime alimentaire et des défenses immunitaires. Ces derni¢res années, le
microbiome intestinal a été associé a une variété de maladies telles que le diabete [149], les
pathologies cardiovasculaires [150] la dépression [151] ou des maladies intestinales [152]. A
ce jour, le mécanisme sous-jacent de la fagon dont le microbiome affecte notre santé n'est pas
parfaitement compris. La métabolomique peut identifier des métabolites bactériens susceptibles
d’influencer la physiologie et les pathologies de 1’hote. Depuis la mise en évidence de
I’importance du microbiote intestinal dans le métabolisme des phosphatidyl-cholines d’origine
alimentaire [153], de nombreuses études mettent en lumiere des liens entre 1’activité du

microbiote, le métabolisme humain et les risques pour la santé [146].

- Biomarqueurs et traitement individualisé (médecine personnalisée): La médecine
personnalisée est un objectif clé des soins de sant¢ du XXle siccle, son but ultime est de
permettre aux cliniciens de prescrire le bon médicament au bon patient au bon moment avec
une efficacité maximale et une toxicité minimale. Ce concept, qui n'est pas si nouveau, présente
de grands avantages notamment en oncologie. Au cours de la derniére décennie, des études de
métabolomique ont identifié plusieurs biomarqueurs pertinents impliqués dans des phénotypes
cliniques complexes utilisant divers systemes biologiques. Le tableau 4 présente un bref résumé
des nouvelles applications de la métabolomique dans la prédiction des réponses aux
médicaments et la stratification des patients, ce qui éclaire la perspective de la métabolomique

dans la médecine personnalisée dans un avenir proche [120].
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Tableau 4: Bref résumé d’études métabolomiques portant sur la réponse aux médicaments.

Drugs Drug Efficacy Metabolomics Key Metabolite Responses
GC-MS-based untargeted T Increased in plasma of poor-responders at
Assit o ’ metabolomics post-treatment
spirin antiplatelet aggregation
MS-based targeted o Increased in plasma of poor-responders at both
metabolomics SETOROn baseline and post-treatment
ESt/a I:j;’:js: untargeted LCA, TLCA, GLCA, COPR Increased in plasma of good-responders at baseline
Simvastatin reducing plasma - -
LDL-cholesterol GC/TOFMS-based fructose Increased in plasma of poor-responders at baseline
untargeted metabolomics xanthine, 2-hydroxyvalericacld, Increased in plasma of good-responders at baseline
succinic acid, stearic acid P P
treating Alcohol Use UPLC-MS/MS-based . .
Acamprosate Disorders (AUDs) umtargeted metabolomics glutamate Increased in plasma of good-responders at baseline
GC-TOFMS-based . : y
Atenolol lower blood pressure untargeted metabolomics 5-methoxytryptamine Increased in plasma of good-responders at baseline
arachidonic acid, unknown : .
i % o Increased in plasma of poor-responders at baseline
Hydrochlorothiazide lower blood pressure GCTOFMS based . metabolite (223548) P P R
untargeted metabolomics
unknown metabolite (223548) Increased in plasma of good-responders at baseline
Sertraline antidepressant gg;;?gﬁf\i;:;i eigmics 5-Methoxytryptamine Increased in plasma of good-responders at baseline
L-carnitine treating sepsis NMR based untargeted acetylcarnitine/carnitine Increased in plasma of poor-responders at baseline

metabolomics

L’APPROCHE PHARMACO-METABOLOMIQUE :

Comme nous 1’avons vu, divers facteurs tels que la génétique, le sexe, I’alimentation et 1’état

de santé, influencent considérablement 1’efficacité des médicaments chez différents patients,

avec parfois des conséquences fatales. La pharmacométabolomique, branche de la

métabolomique appliquée a la prévision et au suivi des effets des médicaments, pourrait

permettre une meilleure prédiction de la réponse d’un individu a des médicaments sélectionnés

[104] [146]. A I’aide de plateformes analytiques a haut débit, des milliers de métabolites sont

quantifiés et constituent une empreinte métabolique caractérisant le phénotype du patient. Il

s'agit donc d'une approche complémentaire par rapport a la pharmacogénomique, a laquelle elle

est souvent associé¢e dans le cadre de la médecine de précision.

Cette approche présente un certain nombre d'avantages notables :

= Le phénotype métabolique refléte I'état physiologique réel du patient a un instant T
= Le profilage métabolique est sensible aux facteurs génétiques et environnementaux, y
compris I'é¢tat du microbiome intestinal, qui sont critiques pour l'expression du

phénotype.
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II1.1. Exemples d’application en pharmacologie

Une étape inaugurale dans ce domaine a consisté a tester chez le rat, en 2006, si le métabolisme
et la toxicité du paracétamol étaient liés aux différences de profil métabolique pré-thérapeutique
[154]. Depuis, toujours avec le paracétamol, ce concept a été étendu a I’homme [155], [156].
Plusieurs études concordantes ont ainsi montré que les capacités métaboliques (ici au sens des
biotransformations métaboliques hépatiques) d’un sujet vis-a-vis du paracétamol (glucurono-
et sulfo-conjugaison) étaient corrélées a un profil métabolomique urinaire particulier avant
toute administration du médicament. Un métabolite urinaire, le para-crésol-sulfate (PCS) fut
identifié¢ comme le principal biomarqueur de ces différences, une excrétion importante de PCS
¢tant inversement corrélée a la sulfo-conjugaison du paracétamol et positivement corrélée a la
production de paracétamol-glucuronide. Le PCS est un métabolite exclusivement produit par
les bactéries de la flore intestinale. Sa production excessive mobilise les capacités de sulfo-
conjugaison de 1’individu jusqu’a les saturer, provoquant un shift vers une voie métabolique
habituellement accessoire pour le métabolisme des autres substrats présents. Cet exemple a
montré que le métabolome urinaire pouvait effectivement refléter un « statut » individuel
particulier (ici les réactions de conjugaison des médicaments au niveau hépatique) mais aussi
les variations de ce « statut» sous 'influence de facteurs environnementaux (ici la flore

intestinale).

Depuis, d’autres études pharmaco-métabolomiques concernant le tacrolimus, les statines, les
antidépresseurs inhibiteurs de recapture de la sérotonine ou encore la capécitabine ont confirmé
I’existence de relations entre le métabolome et la réponse aux médicaments (I'innocuité et

l'efficacité des médicament) chez les animaux et les humains [157].

Outre son intérét pour développer de nouveaux biomarqueurs de réponse aux médicaments, la
métabolomique peut également apporter des informations sur les voies mises en jeu
(métabolisme, transport) et leur régulation par des facteurs génétiques. Ainsi, apreés avoir
démontré que le taux de glycine urinaire était prédictif de la réponse au citalopram, Ji et al. ont
montré que ce taux variable dépendait d’un polymorphisme génétique du géene GLDC, codant
la glycine deshydrogénase [158]. Song et al. ont pour leur part montré que plusieurs métabolites
urinaires, dont le tryptophane, étaient significativement moins excrétés dans les urines des
patients porteurs d’un variant muté du gene SLC2242 codant le transporteur tubulaire rénal
OCT2 que chez les sujets ayant un génotype sauvage [159]. Surtout, ces métabolites urinaires

prédisaient la clairance individuelle de la metformine, médicament excrété¢ dans 1’urine via
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OCT?2. Ainsi, ce travail a montré qu’il est possible de définir des marqueurs phénotypiques de

I’activité d’un transporteur par approche métabolomique, et de les utiliser pour prédire la

pharmacocinétique de ses substrats.

A ce jour, une trentaine d’études de pharmaco-métabolomique ont été conduites chez I'animal

et chez I'nomme. Everett et al. ont résumé la plupart des études publiées jusqu'en 2016 (Tableau

5) [157].

Tableau 5: Utilisation de la pharmaco-métabolomique pour prédire l'efficacité, la toxicité, le
métabolisme et la pharmacocinétique du médicament.

Phénoméne

étudié

Etudes chez ’homme

Pédiction de l'éfficacité des médicaments

VV VYV ¥V ¥V VY VV V VYV VY V VY

Prévision des effets antipsychotiques de 1'olanzapine, la rispéridone et
l'aripiprazole [160]

Prédiction de 1'efficacité de la simvastatine et lien avec la pharmacogénomique
[161][162]

Prédiction de la réponse au citalopram / escitalopram chez des patients présentant
un trouble dépressif majeur [158][163], [164]

Prédiction de la réponse a la sertraline et au placebo chez les patients atteints de
trouble dépressif majeur [165] [166], [167]

Prédiction de I'efficacité des antipsychotiques chez les patients atteints de
schizophrénie [168]

Prédiction de la réponse a 'aspirine chez des volontaires sains [169] [170] [171]
Prédiction de I’efficacité des traitements par anti-TNF dans la polyarthrite
rhumatoide[172]

Prédiction du phénotype de la thiopurine-S-méthyltransférase chez les volontaires
estoniens sains [173]

Prédiction de 1'efficacité de la L-carnitine chez des patients en choc septique
[174]

Prédiction de la réponse au traitement par acamprosate chez des patients
dépendants a I'alcool [175]

Prédiction de la baisse de la tension artérielle chez des patients hypertendus
traités par aténolol et hydrochlorothiazide [176]

Prédiction de la réponse chez des patients atteints de cancer du poumon[177]
Prédiction de la réponse a la thérapie néoadjuvante a base de trastuzumab-

paclitaxel dans le cancer du sein HER2 positif [178]
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Tableau 5 (suite) : Exemples d’applications en pharmaco-métabolomique : prédiction de
l'efficacité, de la toxicité, du métabolisme ou de la pharmacocinétique du médicament.

Phéno
meéne

étudié

Etudes chez ’homme

Etudes précliniques

Prédiction de la pharmacocinétique
(PK)

Prédiction de la pharmacocinétique (PK) du
Tacrolimus chez des volontaires sains [179]
Prédiction de la pharmacocinétique de
l'atorvastatine chez des volontaires sains [180]
Prédiction de la clairance du MTX chez des
tumeurs

patients  atteints  de

lymphoides [181]

malignes

» Prédiction de la pharmacocinétique du

Triptolide chez le rat [182]

Prédiction du métabolisme des
médicaments

Prédiction du métabolisme du paracétamol /
acétaminophéne chez des volontaires sains
[156]

Prédiction de l'induction du CYP3A4 chez des
jumeaux [183]

Prédiction de l'activit¢ du CYP3A chez des

volontaires sains [184]

» Prédiction du métabolisme du paracétamol

chez le rat [154]

Prédiction des evénements indésirables

Prédiction du gain de poids chez les patients
atteints d'un cancer du sein soumis a une
chimiothérapie [185]

des lésions

Prédiction des marqueurs

hépatiques chez les patients traités par
ximelagatran [186]

Prédiction de la toxicité du paracétamol [155]
Prédiction de la toxicité chez les patients atteints

d'un cancer colorectal inopérable traités par

capécitabine [187]

» Prédiction de la toxicité du paracétamol
chez le rat [154]

» Prédiction de l'apparition du diabéte chez
les rats recevant de la streptozotocine [188]

» Prédiction de la néphrotoxicité du
cisplatine chez le rat [189]

» Prédiction de la toxicité de l'isoniazide
chez le rat [190]

» Prédiction de la variabilité de réponse au
traitement par la galactosamine chez le rat
[191]

> Prédiction de la toxicité provoqué par
I’administration de lipopolysaccharides

chez le rat [192]
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[11.2. Application au méthotrexate :

Dans des travaux de Le Guellec et al cités plus haut, les performances du rapport CPUL/ (I+11I),
en tant que biomarqueur pour prédire les capacités d’élimination individuelles du MTX, se sont

révélées insuffisantes.

Compte tenu de la complexité de la pharmacocinétique du MTX et de la diversité des voies
impliquées dans son élimination, il apparait qu’un biomarqueur isolé, méme représentatif d’une
voie majeure, ne peut pas refléter a lui seul I’ensemble de ces processus. C’est pourquoi, plutot
que de s’intéresser a un métabolite ciblé, cette équipe a ensuite opté pour une approche de
« profil métabolique », c'est-a-dire d’un panel de substances qui, associées, pourraient refléter
le phénotype d’excrétion rénale du MTX. Mesuré juste avant une administration ce profil

métabolique pourrait alors étre utilisé a visée prédictive.

Une étude a été menée sur une cohorte de 62 patients adultes traités par HD-MTX pour une
hémopathie lymphoide et ayant fait ’objet d’une évaluation pharmacocinétique et d’un relevé
des toxicités liées au traitement [181]. L’analyse métabolomique a été conduite selon une
approche ciblée sur I’analyse des acides organiques urinaires puisque ce sont typiquement ces
métabolites qui sont substrats des voies de sécrétion coordonnées du MTX, impliquant les
OATs/MRPs, au niveau rénal. Les analyses ont été réalisées par une méthode GC-MS. Vingt-
huit métabolites ont présenté une bonne corrélation avec le délai d’élimination du MTX, avec
cependant une mauvaise prédiction de la survenue (oui/non) d’un retard d’élimination, défini
par une méthotrexatémie inférieure a un seuil 72 heures apres le début de la perfusion. Ce travail
a apporté la preuve de concept que la capacité de sécrétion d’anions organiques endogenes pré-
thérapeutique pourrait servir de biomarqueur prédictif de la fagon dont le médicament se
comporte chez un patient, sachant que jusqu'a présent, la clairance du MTX ne peut étre estimée
qu’a posteriori, apres que le médicament ait été administré. Une des limites a 1’utilisation de ce
profil de 28 métabolites est qu’il faudrait les doser en routine chez tout patient devant recevoir
une cure de HD-MTX ce qui n’est actuellement pas envisageable. En I’état, cette approche est
donc peu applicable en routine. Les futurs développements devront s’attacher, pour les
métabolites qui seront fermement confirmés comme prédictifs, a développer des outils

analytiques de mise en ceuvre facile.

L’analyse de ces résultats a montré que 6 métabolites (acide 3-hydroxypropionique, acide 3-

hydroxyisobutyrique, valérylglycine, acide 3-cétoglutarique, acide benzoique et pyruvate)
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¢taient connus pour étre substrats de OATI, que 2 autres (Hexanoic acid et 2-Methyl acetoacetic
acid) étaient chimiquement proches de substrats des OATs et que 1’acide hydroxycinnamique
est éliminé via OATI1, OAT3 et OAT4. Ces observations renforcent I’idée que la teneur en
anions organiques dans l'urine pourrait étre indicative du niveau de fonction des OATs et/ou
des autres transporteurs urinaires au moment de la mesure. Ainsi, les variations de fonction de
ces transporteurs in vivo pourraient étre traduites dans la sécrétion altérée de leurs substrats a la

fois endogenes et exogenes (y compris les médicaments tels que le MTX).

Dans un second travail, cette équipe a essayé d’identifier des métabolites endogeénes substrats
de MRP2/ABCC?2 qui pourraient a terme constituer des biomarqueurs applicables aux études
pharmacocinétiques des médicaments substrats de cette voie [193]. L étude a porté sur des
volontaires sains ne recevant aucun traitement et chez qui un recueil urinaire sur 24h limitait
les fluctuations d’excrétion au cours de la journée. Les auteurs ont de nouveau appliqué une
approche métabolomique ciblée dans le but d’identifier des anions organiques endogenes
excrétés de maniere différentielle dans les urines en fonction du génotype ABCC?2 des sujets.
Deux cent dix-sept métabolites urinaires ont été analysés sur chaque échantillon. Les sujets ont
été génotypés pour trois polymorphismes communs (SNP) d’ABCC2 (rs717620 (c.-24C>T),
1s2273697 (c.1249G>A) et rs3740066 (c.3972C>T), choisis sur la base d’arguments de
fréquence et de fonctionnalité. En effet, a c6té de travaux expérimentaux montrant des
différences d’activité du transporteur MRP2 en lien avec ces polymorphismes, leur impact est
également démontré sur la pharmacocinétique de substrats de MRP2. Les alléles mutés pour les
SNPs -24C>T et 3972C>T sont associés a une activité de transport réduite, tandis que 1’allele
muté du SNP 1249G>A confére une activité augmentée. Ainsi, un substrat de MRP2 devrait
étre excrété dans le méme sens (mieux ou moins bien) chez les sujets porteurs de 1’'un de ces
alleles mutés. Les résultats ont montré que 35 métabolites étaient présents de manicre
différentielle dans les urines en fonction de génotype et que 8 d'entre eux contribuaient le plus
a la différence entre les porteurs d'un all¢le a fonction réduite et celui a fonction augmentée.
Sept métabolites sur 8 sont des acides gras (acide dodécanoique; acide 3- hydroxypropanoique)
ou des métabolites de polyphénols (caféine; résorcinol; acide caféique; acide 2- (3,4-
dihydroxyphényl) acétique et acide 4-hydroxyhippurique). Fait intéressant, l'isomere I de la
coproporphyrine faisait également partie de la liste finale, bien qu'il ne soit pas discriminant de
maniere significative en analyse univariée. Cela suggere que la mesure simultanée d'un
ensemble de métabolites endogénes dans I'urine, plutot que celle de métabolites uniques, peut

potentiellement fournir une mesure phénotypique de la fonction de la MRP2 in vivo.
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Le transporteur MRP2 est impliqué dans l'excrétion d'anions organiques conjugués tels que les
conjugués sulfo-, glucurono- et glutathion (GSH) des endo et xénobiotiques [194]. A ce titre, il
aurait ét¢ intéressant de focaliser I’analyse sur des métabolites strictement endogénes, par
exemple des métabolites glucuroconjugués des hormones stéroidiennes. Un des substrats tests
les plus utilisés pour 1’étude du fonctionnement de MRP2 in vitro est effectivement 1’estradiol-
17B-glucuronide. L’¢étude de dérivés conjugués d’hormones aurait nécessité d’utiliser une
approche analytique différente de celle ciblant les anions et cations organiques. Ici, les auteurs
souhaitaient utiliser une approche homogeéne dans leurs travaux étudiant les facteurs prédictifs
de la clairance de substrats de MRP2 et le role potentiel des facteurs génétiques sur I’activité
du transporteur. L’analyse de I’ensemble des métabolites issus de travaux de cette équipe a
montré que 1’acide 3-hydroxy propénoique et I’acide dodecanoique, ainsi que des dérivés de
I’acide hippurique (respectivement 1’acide 4-hydroxyhippurique et I’acide benzoique) étaient
communs aux deux études [181] [193]. L analyse sur le site HMDB des différents métabolites
identifiés dans ces deux études a révélé que 14 métabolites (43%) sont purement d’origine
endogene. Les 19 métabolites restants (57%) viennent de 1’alimentation (polyphénols
notamment) ou sont des dérivés de métabolites endogenes, modifiés par le microbiote intestinal.
Les polyphénols par exemple, sont une classe de composés auxquels 1I’étre humain est exposé
quotidiennement. Ainsi, le fait de les trouver dans la liste prédictive soit de la clairance du
MTX, soit de l’activit¢ de MRP2, répond aux objectifs de ce travail puisque les auteurs
cherchaient a déterminer des métabolites indicatifs de I’état « instantané » des capacités
d’excrétion rénale (biomarqueur phénotypique a I’instant T), prenant en compte justement
I’ensemble des facteurs environnementaux pouvant le modifier. Si I’on reste sur le probléme
posé par la variabilité intra-individuelle de la clairance du MTX, il est hautement probable que
celle-ci résulte de facteurs alimentaires, méme si les aliments suspects ne sont pas connus a ce
jour. De méme, un état inflammatoire ou nutritionnel particulier, régulant le microbiote
intestinal, pourrait contribuer a cette variabilité [195]. Il est donc logique que ’analyse du
métabolome résultant de ces interactions mette en exergue des métabolites issus de

I’alimentation et/ou relevant du microbiote.

Une observation paradoxale a conduit cette méme équipe a poursuivre leurs investigations
combinant métabolomique et pharmacogénétique, en s’intéressant au transporteur OATP1B1
codé par le géne SLCO1B1. En effet, plusieurs études avaient clairement montré une association

entre des polymorphismes de SLCOIBI et a la clairance et/ou la toxicité du MTX alors méme
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que ce transporteur n’est pas exprimé par les cellules tubulaires rénales. L hypothése qu’ils ont
formulée était que cette association pharmacogénétique inattendue pourrait refléter une
communication a distance entre les transporteurs hépatiques et rénaux, conformément a la
théorie du « remote sensing and signaling » évoquée par Nigam et al [196] qui stipule qu'un
effecteur donné (transporteur, récepteur) peut étre modulé suite au dysfonctionnement d’un
autre, méme situ¢ a distance. Sous cette hypothese, des métabolites endogénes moins bien
excrétés suite au dysfonctionnement d’origine génétique de OATP1B1 au niveau hépatique
pourraient s’accumuler et interagir avec un autre transporteur impliqué dans I’¢limination
rénale du MTX. Le dysfonctionnement d’OATP1B1 influerait donc indirectement sur la

clairance (rénale) du MTX.

Sur la cohorte de patients traités par HD-MTX génotypés pour les alleles ¢.388A> G ou
c.521T> C de SLCOIBI, I’approche métabolomique ciblée a permis d’identifier 38 et 34
métabolites qui étaient excrétés de maniere différentielle dans les urines entre le type sauvage
et les porteurs des alleles ¢.388A> G ou ¢.521T> C, respectivement. Parmi les métabolites mis
en évidence par cette étude, certains étaient également associés a la toxicité de grade 3 a 4 chez
les patients de I’étude et étaient par ailleurs trés similaires a ceux montrés prédictifs de la
clairance du MTX dans 1’étude initiale [181]. Ces métabolites étaient principalement des
dérivés d’acides gras et de catabolites du microbiote, notamment des conjugués de glycine et

d’autres toxines urémiques, tous des substrats connus des OATs [197].

Ces résultats confirment que des interactions complexes se produisent in vivo entre les substrats
d’OATPIBI et ceux d’OAT et que le dysfonctionnement d'un transporteur affecte 1’excrétion
de substrats endogenes ou exogenes, éventuellement par le biais d'interactions médiées par des
métabolites impliquant d'autres systémes de transport, méme dans des organes distants. Cela
ouvre la voie & une meilleure compréhension de la pharmacocinétique complexe et des

interactions médicament-médicament ou nutriment-médicament médiées par les transporteurs.

Parmi les composés mis en évidence par cette étude, les dérivés d'acides gras et des métabolites
du microbiote, notamment les polyphénols, sont présents dans une alimentation normale
comprenant des fruits et des légumes et sont particulierement présents chez les consommateurs
de café et de thé noir. Apres ingestion, les polyphénols sont modifiés par le microbiote colique
et, suite a des réactions cataboliques et de conjugaison, apparaissent dans le sang puis sont
excrétés soit dans les urines, soit dans la bile. La conjugaison a la glycine est une voie

métabolique majeure pour les métabolites des polyphénols qui sont ensuite excrétés dans
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l'urine, certains préférentiellement par OATI1, d'autres par OAT3, et certains par les deux.
L’étude suggere qu’ OATP1BI1 contribuerait également a leur excrétion au niveau hépatique, ce
qui est a rapprocher de I’effet inhibiteur des toxines urémiques bien décrit sur l'excrétion
hépatique de médicaments in vivo et la diminution correspondante de leur clairance [198]. Dans
cette étude, trois des toxines urémiques identifiées (acide kynurénique, acide indole-3-acétique
et sulfate d'indoxyle) inhibaient de maniére significative le transport du MTX médié par

OATPIBI.

Ces résultats renforcent 1'idée selon laquelle les métabolites endogénes sont capables de
communiquer entre différents organes, contribuant ainsi a un réseau adaptatif dont la fonction
est de maintenir ou de restaurer I'homéostasie. Cette observation pourrait expliquer des cas de
surexposition sévere au MTX observés en l'absence de cause identifiée, qui dépendraient de
facteurs environnementaux ou nutritionnels non identifiés. Ainsi, des nutriments particuliers ou
autres molécules endo- ou exogenes pourraient interférer avec les transporteurs, soit sous leur
forme naturelle, soit aprés bioactivation dans le cdlon et contribuer aux modifications de
clairance. Les patients porteurs d’un alléle variant de SLCOIBI pourraient ainsi étre plus
enclins a accumuler de tels métabolites, ce qui viendraient a leur tour inhiber de manicre
compétitive les OAT. Le profil métabolomique urinaire, s’il n’identifie pas le ou les molécules
interférentes, permet toutefois d’en évaluer les effets résultants dans I’organisme et d’offrir a
I’instant T une mesure des capacités d’excrétion rénale globales du patient. Cette approche
métabolomique semble particuliérement intéressante pour avancer dans la compréhension de la
variabilité inter- mais surtout intra-individuelle de la pharmacocinétique du MTX mais aucune

nouvelle étude n’a été menée dans ce domaine depuis ces résultats initiaux.

La combinaison d’approches métabolomique et pharmacogénétique a toutefois été appliquée
aux traitements par HD-MTX par plusieurs auteurs, mais dans une perspective de prédiction

et/ou suivi de ses effets.

- Une premiére étude s’est intéressée aux caractéristiques individuelles impliquées dans la
réponse au traitement chez des enfants traités par HD-MTX. Des échantillons de plasma ont été
prélevés a jeun sur des enfants a deux moments (1) la veille du traitement par HD-MTX et (2)
apres la fin du traitement, soit 3 jours apres la fin de la chimiothérapie. Une sélection aléatoire
de 27 enfants a été effectuée pour l'analyse métabolomique. Celle-ci a révélé que les patients
hétérozygotes et homozygotes mutés pour ’allele 677C>T de MTHFR avaient un risque

significativement accru de clairance diminué¢e du MTX et une augmentation significative du

64



taux sérique de L-phénylalanine apres traitement. Ce qui signifie que la L-phénylalanine
pouvait potentiellement servir de marqueur prédictif des effets du polymorphisme 677C>T de

MTHEFR [199].

- Une seconde a étudi¢ les facteurs pronostiques chez des patients porteurs d’un lymphome
primitif du systéme nerveux central (PCNSL) traité par HD-MTX. Les auteurs [200] ont
appliqué une approche métabolomique ciblée dans une étude de cohorte prospective incluant
un groupe de « découverte » et un groupe de « validation». Six métabolites (acide
déhydroascorbique, AMP, acide 2-isopropylmalique, cholestérol, p-hydroxybenzoate et acide
4-pyridoxique), mesurés dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) avant le début du traitement,
ont pu étre intégrés dans un modéle de régression logique pour discriminer les patients avec
une durée de survie relativement bonne dans la cohorte de découverte (48 patients). Ce modele,
appliqué a la cohorte de validation (33 patients) a donné des résultats satisfaisants (AUC =
0,745). Un tel modele, a méme de prédire le pronostic des patients PCNSL avant les traitements
de chimiothérapie a base de HD-MTX, présente également un potentiel d’application future
pour orienter la recherche mécanistique dans les PCNSL. Ainsi, il est intéressant de noter que
parmi les métabolites modifiés dans le LCR, l'acide 4-pyridoxique, renvoie a une corrélation
précédemment montrée entre un risque réduit de lymphome non hodgkinien (LNH) et des

apports alimentaires plus élevés en vitamine B6 et en méthionine [200].
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DISCUSSION GENERALE

La médecine personnalisée vise a administrer un traitement médicamenteux « sur mesure »,
prenant en compte les variations inter et intra individuelles de réponse aux médicaments pour

traiter les patients efficacement et en toute sécurité.

Dans cette these, nous nous sommes intéressés au MTX, médicament qui constitue un excellent
modele de ce qu’il reste a faire dans ce domaine. En effet, sa toxicité dépend étroitement de son
niveau d’exposition et les facteurs impliqués dans sa pharmacocinétique ont été trés largement
¢tudiés et semblent bien intégrés a la pratique. Or, des accidents surviennent encore trop
souvent. Ce médicament est également un excellent modéle dans la mesure ou 1’origine rénale
des surexpositions ne fait quasiment aucun doute. On peut donc focaliser sur ce processus pour
tenter d’appliquer les principes de base de la pharmaco-métabolomique, tels qu’ils ont été
précisés dans une revue en 2017 [201]. Puisque les transporteurs tubulaires constituent une
¢tape limitante dans la pharmacocinétique de nombreux médicaments, la découverte de
biomarqueurs endogenes représentatifs de leur fonction aurait d'importantes applications

pratiques en pharmacologie.

Les travaux les plus récents sur le MTX ont porté sur les facteurs génétiques associés a la
variabilité de son élimination. Cependant, on a également constaté qu'il existe une variabilité
significative de sa pharmacocinétique, en cours de perfusion d’une part, et d’une cure a 1’autre
chez un méme patient d’autre part, ce qui signifie que des facteurs environnementaux sont
essentiels [157]. L'auto-inhibition de la sécrétion du MTX dépendante de MRP2 est une
explication plausible de la pharmacocinétique temps-dépendante de ce médicament [202], tout
comme peut I’étre la sensibilité particuliere d’un sujet a une interaction médicamenteuse en

fonction de son statut génétique [203].

Prévenir les surexpositions au MTX revient a prédire la facon dont il va étre éliminé chez le
patient auquel on I’administre, au moment ou on lui administre. Ainsi, soit on connait et on peut
mesurer tous les facteurs qui concourent a son élimination, ce qui n’est aujourd’hui pas le cas,
soit on utilise un critére intermédiaire, en I’occurrence un biomarqueur de son élimination. Dans
cette idée, ’administration d’une dose-test a été proposée pour évaluer la clairance du MTX
avant une cure mais cette méthode n’est pas applicable en routine. La métabolomique offre la

possibilité d’utiliser des biomarqueurs endogenes pour prédire la pharmacocinétique et
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comprendre les modifications physio-pathologiques sous-jacentes. Cette approche est
actuellement en plein essor en pharmacologie [204] [205] [206] [207] [208] [209]. La revue
présentée par cette thése montre que des métabolites endogénes pourraient répondre a 1’objectif
de prédiction de clairance. Néanmoins, pour une application en routine de ce type d’approches,
il faudrait que I’analyse permette d’identifier quelques métabolites particulierement
discriminants, qui pourront secondairement faire 1’objet d’une évaluation individuelle et de la

mise au point d’un test applicable en routine.

Le role des transporteurs en pharmacologie est aujourd’hui admis et fait 1’objet de nombreuses
¢tudes. Cependant, il n’existe pas beaucoup d’outil permettant d’évaluer leur contribution
effective a I’élimination des médicaments in vivo. La mesure de substances endogénes comme
biomarqueurs phénotypiques des processus d’élimination des médicaments est déja exploitée
pour les enzymes du métabolisme (rapport uracile/dihydrouracile et activité de la
dihydropyrimidine déshydrogénase ; 6-B-hydroxycortisol/cortisol et activité¢ du CYP3A4, test
au dextromethorphane et activit¢ du CYP2D6, etc) et bien sir pour 1’élimination rénale
(créatininémie et débit de filtration glomérulaire). En revanche, les travaux évaluant des
biomarqueurs de fonction des processus de sécrétion tubulaire sont parcellaires alors méme que
cette étape est limitante pour de nombreux médicaments comme [’attestent les études
pharmacocinétiques chez des animaux invalidés pour un transporteur ou, chez ’homme, les
interactions médicamenteuses séveres impliquant les OAT et les OCT et probablement aussi
les transporteurs d’efflux. La pertinence de s’intéresser a ce processus est d’ailleurs attestée par
les recommandations des autorités de santé (« guidance for industry » de la FDA ou de
I’EMA,..) qui rendent obligatoires les études d’interaction impliquant les transporteurs,
reconnaissant ainsi leur role majeur dans la variabilité de réponse aux médicaments. Quelques
travaux récents ont port¢ sur ’étude de métabolites endogénes comme biomarqueurs
d’interactions médicamenteuses impliquant les transporteurs chez I’homme. Ainsi, Imamura et
al. ont montré que le 6-B-hydroxycortisol s’accumulait dans le plasma de volontaires sains
recevant du probenecide (inhibiteur de OAT1/3), proposant ce métabolite comme biomarqueur
d’interactions impliquant OAT3 [210] . L analyse des urines est particulierement adaptée a la
recherche de biomarqueurs d’élimination rénale des médicaments car elles contiennent des
substances provenant des processus de filtration, réabsorption et sécrétion tubulaire. En théorie,
le plasma est également utilisable puisque la concentration des métabolites est inversement liée
a leur élimination, mais explore davantage 1’élimination globale, liée au métabolisme et a

I’ensemble des voies d’élimination. L’approche métabolomique, ciblée ou non ciblée, est
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intéressante si on ne fait aucune hypothése a priori sur les voies qui gouvernent 1’élimination
d’un médicament. Ainsi, quelques études pharmaco-métabolomiques ont analysé le lien entre
des métabolites endogenes et la pharmacocinétique de médicaments, montrant que des profils
métabolomiques plasmatiques étaient associés a 1’exposition au tacrolimus [179] et a
I’atorvastatine [180] . L’approche a également été utilisée pour rechercher des biomarqueurs
phénotypiques de voies enzymatiques particuliéres. Des métabolites urinaires endogeénes
¢taient ainsi associés au ratio 3-OH-quinidine/quinidine, marqueur de I’induction enzymatique
du CYP3A4 [183] ou de la clairance du midazolam, dépendante de cette méme enzyme [184] .
Cependant, contrairement aux espoirs fondés sur la « biologie des systémes », ces études n’ont
pas permis a ce jour de mettre en évidence des métabolites traduisant 1’implication de voies
biochimiques particulieres pouvant informer sur les processus précis impliqués dans la

pharmacocinétique des médicaments étudiés.

Contrairement a ces études, Le Guellec et al. ont utilisé une approche ciblée sur les acides
organiques, dans le but de définir I’implication des voies de transport tubulaire actif dans
I’élimination du MTX. Au niveau rénal, le MTX emprunte les transporteurs d’influx OATI et
3, tandis que Dl’efflux apical fait intervenir MRP2 et MRP4. Théoriquement, un set de
métabolites qui serait prédictif de I’élimination du MTX devrait donc inclure des substrats
endogénes éliminés dans 1’urine par 1’action coordonnée de ces mémes transporteurs [181].
Comme nous 1’avons discuté, les substrats endogénes de MRP2 ont été peu étudiés, hormis les
glucuronoconjugués de phyto-cestrogénes [211]. A ce jour, la preuve expérimentale que MRP2
transporte bien in vivo des petits anions organiques n’a pas été faite. En revanche, de tres
nombreuses études in vitro ou chez ’animal KO confirment que les médicaments (substrats
exogenes) qui sont substrats des OAT1/3 le sont aussi des MRP2/4. En se basant sur ces études,
on peut déduire que les substrats endogenes des OAT1 et/ou OAT3 sont trés probablement aussi
substrats de MRP2 et/ou 4. Les travaux de Le Guellec et son équipe portant sur 1I’analyse des
substrats endogénes associés a la variabilité de clairance du MTX ont permis de retrouver
certains des métabolites déja connus pour étre substrats des OAT1/3. De méme, dans 1’étude
comparant les profils d’excrétion en fonction du génotype d’ABCC2, les métabolites
discriminants étaient eux aussi connus pour &tre substrats (ou structuralement apparentés) de
OAT1/3 ou de MRP2. 1l est intéressant de noter que les substrats endogenes des OATs
comprennent de nombreux métabolites régulant des voies biochimiques majeures (o-
cétoglutarate, acide urique, métabolites issus du microbiote...) et des molécules de signalisation

(nucléotides cycliques, prostaglandines, stéroides conjugués...). Des observations similaires
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avaient conduit a la naissance du concept de « Remote sensing and signaling hypothesis » [196]
qui postule que les transporteurs membranaires ont un rdle majeur dans la régulation de
I’homéostasie globale de I’organisme en orchestrant 1’équilibre entre les divers organes
sensibles a ces substances. De méme, les résultats présentés dans cette these confortent dans
I’idée que les biomarqueurs phénotypiques sont les outils intéressants pour I’étude des
processus d’¢élimination des médicaments, tant sur un plan pratique que cognitif. Néanmoins,
le chemin restant a parcourir pour leur application clinique est encore long. En effet, nous
considérons les travaux menés par cette équipe comme une preuve de concept qui nécessite
impérativement une réplication et une validation indépendante dans un autre groupe de patients.
Il est probable que ces études donneront d’ailleurs des résultats en partie différents du fait de
I’influence des facteurs environnementaux sur le métabolome. L’idéal serait que, au sein de
différentes études, puisse émerger un (des) métabolite(s) commun(s), sa (leur) présence
systématique signant sa (leur) robustesse diagnostique. Alors, il sera nécessaire de développer
un test analytique simple, applicable a la routine, et qui pourra étre utilis¢ pour mesurer le

biomarqueur en vue de son application clinique.

L’approche métabolomique présente cependant quelques limites :

1- En métabolomique, il est possible d’adopter des approches non-ciblées reposant sur une
analyse sans a priori de trés nombreuses substances, identifiées chimiquement ou non,
pour identifier des biomarqueurs. Compte tenu de la complexit¢ du métabolome,
I’analyse non ciblée nécessite, si I’on veut qu’elle soit trés large, une combinaison de
plusieurs plateformes analytiques. Cette stratégie peut induire un biais dans I’analyse
selon le type et le nombre de méthodes analytiques utilisées. Les méthodes ciblées
(mono-plateforme analytique) peuvent étre, en fin de compte, une stratégie moins
biaisée que les méthodes non ciblées (multi- plateformes). Une autre difficulté
rencontrée au cours de 1’analyse non-ciblée concerne I’identification des métabolites
d’intérét. Ainsi, certains métabolites sont difficiles a identifier et ne sont définis que par
leur m/z et leur temps de rétention (pour les méthodes chromatographiques) ou par leur
déplacement chimique (9) et la multiplicité et I’intensité du signal (en RMN), rendant

toute interprétation biochimique impossible.
2- La normalisation des données constitue un défi majeur dans les approches

métabolomique quantitative, qu’elles soient ciblées ou non. Sans une normalisation

appropriée, les données de spectrométrie de masse et de spectroscopie peuvent fournir
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des données erronées et sous-optimales, ce qui peut conduire a des résultats biologiques
trompeurs et déroutants et ainsi entrainer un échec d'application aux soins de santé
humains, aux recherches cliniques et autres. Pour résoudre ce probléme, un certain
nombre d'approches statistiques et d'outils logiciels ont été proposés dans la littérature

et mis en ceuvre au fil des années [212].

3- Récemment, il a été reconnu que le microbiome intestinal humain pouvait contribuer a
des variations dans la réponse au traitement médicamenteux, par exemple par la
synthése bactérienne de métabolites uniques provenant de médicaments administrés ou
de leurs métabolites. Dans une étude sur le paracétamol, Clayton et al. ont démontré que
la formation de p-crésol par le microbiome intestinal entraine une interaction
compétitive pour la sulfatation systémique du paracétamol, provoquant une diminution
de la sulfatation relative du médicament [213]. Etant donné que la fenétre thérapeutique
du paracétamol est large, cette découverte n’est peut-&tre pas trés pertinente pour ce
médicament spécifique, mais elle peut avoir des implications importantes pour d’autres
médicaments qui ont une fenétre thérapeutique étroite et de grandes différences
interindividuelles dans leur métabolisme. La pharmacométabolomique peut aider a
prédire la pharmacodynamique et, a terme, le résultat du traitement clinique. Comme la
(patho)physiologie change au cours de la maladie et de la pharmacothérapie, il est
important de ne pas considérer les métabolites endogénes comme des variables statiques
isolées. L'influence de la dose du médicament et des changements temporels dans les
concentrations du médicament et les interactions entre les métabolites devraient
¢galement faire partie de ces études avant que les métabolites endogénes puissent étre
pris en compte pour éclairer la sélection du médicament ou la sélection de la dose du
médicament chez les patients. Par conséquent, la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique doivent étre incluses dans les études de pharmacométabolomique,
alors qu'actuellement, la pharmacocinétique n'est souvent pas prise en compte dans de

nombreuses études de pharmacométabolomique [213].

Perspectives :

1- Transférer la pharmacométabolomique d’un aspect théorique a la pratique clinique

Une recherche intense sur les approches « -omics », consacrées a la santé humaine, a conduit

au développement de la pharmacométabolomique, qui constitue un nouvel horizon en médecine
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personnalisée. De nombreuses données de recherche sur la métabolomique, la génomique et la
transcriptomique peuvent étre combinées et comparées aux dossiers de santé du monde entier
grace a de puissantes bases de données et biobanques collectant des données et des échantillons.
De nos jours, des logiciels et des systémes informatiques dotés d’algorithmes sophistiqués
d’intelligence artificielle permettent des analyses plus approfondies des données
pharmacométabolomiques et transforment la médecine générale en une approche personnalisée.
Les techniques analytiques, les bases de données et les biobanques constituent des tendances
générales qui doivent étre développées davantage. La sensibilité des plateformes analytiques
doit étre améliorée, et des améliorations supplémentaires liées au temps et aux colits globaux
doivent étre apportées. Une attention particuliere doit étre portée a la standardisation des
protocoles d'études. Le nombre de données et d'échantillons déposés dans les bases de données

et les biobanques doivent étre étendus.

Jusqu'a présent, les efforts majeurs en pharmacométabolomique se sont concentrés sur les
aspects de recherche et de validation de méthodes pour des applications médicales. Les résultats
présentés récemment montrent sans aucun doute que la pharmacométabolomique est essentielle
a la médecine personnalisée et doit étre transférée « du laboratoire aux hopitaux ». Néanmoins,
le personnel médical ne peut s’approprier la pharmacométabolomique que si les données sont
présentées de maniére simple et compléte. A I’avenir, des efforts supplémentaires seront
nécessaires pour accroitre la sensibilisation a la pharmacométabolomique parmi les patients et
le personnel du systtme de santé, et pour introduire les avantages de Ila

pharmacométabolomique dans la pratique clinique.
2- Les biobanques et leur impact sur les études de médecine personnalisée

Au cours de la derniére décennie, plusieurs biobanques de grande capacité ont été créées pour
servir d'outils de recherche de base et d'études cliniques utilisés par les institutions scientifiques
et les cliniques englobant un nombre élevé (c'est-a-dire des millions) d'échantillons nécessaires
a la recherche médicale. En outre, la normalisation des conditions de collecte et de stockage des
échantillons contribuera a réduire les biais de collecte d’échantillons et a surmonter les limites
imposées par les variations entre les différentes études, protocoles et pratiques. Les biobanques
collectent généralement également des données pertinentes, telles que des informations sur le
génome entier, le génotype, I'emplacement géographique, les préférences alimentaires, la
protéomique et I'imagerie médicale. En plus des registres nationaux, l'incorporation de dossiers

de santé ¢électroniques (DSE) existants devient de plus en plus courante, rendant les grands
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ensembles de données de biobanques plus applicables a un plus grand nombre d'utilisateurs. La
disponibilit¢ de ces informations supplémentaires, combinée a la collecte de plusieurs
¢chantillons sur des périodes plus longues auprés du méme individu, facilite une meilleure
interprétation des données expérimentales et permet de contrdler d'éventuels facteurs de
confusion. La création de biobanques nationales et internationales a grande échelle constitue
donc une étape essentielle et une ressource précieuse pour les praticiens cliniques et dans
I’¢élaboration de politiques de santé publique, en plus d’étre cruciale pour le développement de
traitements personnalisés. Ces mégabanques ont la capacité de stocker des échantillons
provenant d'une méme personne pendant de nombreuses années, qui pourront a l'avenir étre
collectés des I'enfance et suivis par la collecte périodique de nouveaux échantillons tout au long

de la vie.

Les biobanques représentant une ressource majeure dans les études mondiales a grande échelle,
nous pensons que l'impact des approches métabolomique deviendra de plus en plus important

dans les futures recherches médicales et de santé publique [104].

3- Analyses chimiques plus avancée révélant une signature métabolique beaucoup plus

complete :

Nous prévoyons que 1'étroite gamme d'analyses chimiques actuellement utilisées par la
communauté médicale sera remplacée a l'avenir par des analyses qui révelent une signature
métabolique beaucoup plus complete, censée décrire les altérations biochimiques globales. Ces
signatures métaboliques pourront devenir des biomarqueurs pour les phénotypes de réponse
médicamenteuse, fournissant un moyen de prédiction de la variation de réponse d'un sujet au
traitement (pharmacométobolomique) et définissant un métabotype pour chaque génotype
spécifique. La communauté de métabolomique croit que l'inclusion des données
métabolomiques dans les initiatives de médecine de précision fournira de précieuses données
qui compléteront celles obtenues par d’autres approches [214]. De telles études de phénotypage
métabolique sont en mesure de fournir de nouveaux apercus sur la pathophysiologie des
maladies et les mécanismes qui sous-tendent les différences dans les réponses aux médicaments
dans la population humaine, contribuant a prédire a la fois le risque de toxicité et les réponses

bénéfiques au traitement médicamenteux [215] [216].
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Conclusion

La génétique humaine et les variations du mode de vie influencent directement les traitements
pharmacologiques, dont 'effet peut étre amélioré positivement ou négativement chez certains
individus par rapport a la population statistique utilisée dans les essais cliniques [104].

De nombreux articles ont décrit la pharmacométabolomique comme un outil innovant capable
d'aider les chercheurs et le personnel médical de premicre ligne a établir des stratégies
thérapeutiques personnalisées. La pharmacométabolomique peut é&tre utilisée pour
personnaliser le type de traitement, la posologie, la durée et pour surveiller les profils des
métabolites pendant la pharmacothérapie. Les bases de données existantes « -omics » et de
dossiers de santé, ainsi que les biobanques d’échantillons de fluides et de tissus humains,
constituent une ressource précieuse pour la pharmacométabolomique, qui identifie les
biomarqueurs des effets thérapeutiques au cours de I’évolution d’une maladie. Les bases de
données métabolomique augmentent chaque jour leur base de données et sont inestimables pour
les chercheurs combinant les connaissances « -omiques » pour une pharmacothérapie meilleure
et personnalisée.

En conclusion, la pharmacométabolomique est trés prometteuse pour prédire la
pharmacocinétique et la pharmacodynamique, et si nous parvenons a intégrer les découvertes
dans ce domaine dans la pratique clinique, nous serons en mesure de tendre vers une

individualisation effective des traitements.
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ANNEXE

Annexe 1 :Avantages et inconvénients des techniques analytiques couramment utilisées dans
les études de métabolomique .

Techniques Avantages Inconvénients

¢ Puissance de résolution élevée + La volatilité peut étre une restriction

et haute précision s Les composés sensibles a la chaleur ne
GC-MS | % Temps de rétention reproductible peuvent généralement pas étre analysés

% Applicable aux composés volatils ¢ La dérivation peut compliquer la préparation
et semi-volatils (par dérivation) et I'identification des échantillons

+ Cout relativement bas

+ Bases de données exhaustives

<

+ Puissance de résolution élevée et haute | %+ Les informations structurelles sont limitées
précision, grande sensibilit¢ et | % Effets de matrice

LC-MS spécificité ¢ Formation d'adduits multiples

s La préparation des échantillons est
moins compliquée par rapport au GC-
MS

% Applicable aux mélanges complexes,
polaires et non polaires

% Robuste et hautement reproductible s Trés cher

+« Fournit des informations structurelles | % L'interprétation spectrale prend beaucoup de

RMN trés spécifiques temps

++ Non destructif (les échantillons peuvent | % Faible sensibilité (de I’ordre de micro molaire)
étre récupérés) par rapport a la MS (de l’ordre de pico

% Préparation facile des échantillons molaire)

s Trés quantitatif
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