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Avant-Propos

Au regard de sa surface et de sa masse, la peau est 'organe le plus important du corps
humain. Plus qu’une simple enveloppe, la peau est un systéme complexe qui assure de
nombreuses fonctions de protections de l'organisme. En contact permanent avec les
molécules de I'environnement, elle est également exposée aux substances ingérées par voie

orale comme les médicaments, qui peuvent diffuser a travers I'organisme jusqu’a I'épiderme.

De nombreux traitements médicamenteux ont été mis sur le marché ces cinquante
dernieres années. Cependant, les innovations thérapeutiques s’accompagnent d’un
probleme majeur de santé publique : les effets indésirables médicamenteux. En France,
'étude EMIR (Effets Indésirables des Médicaments : Incidence et Risque) estime a 3,6% la
proportion d’hospitalisations liées a ces effets.™” Il existe plusieurs types d’effets indésirables
médicamenteux. Parmi eux, les réactions idiosyncratiques, rares et imprévisibles, sont
généralement constatées tardivement pendant la phase Il des essais cliniques, parfois
méme apres la mise sur le marché. Elles peuvent affecter tous les organes, avec le foie, la

peau et la moelle osseuse comme cibles privilégiées.

La plupart des réactions de toxicité cutanée sont modérées, mais les patients atteints des
formes les plus séveres (syndrome de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell) souffrent d’'une
douloureuse et traumatisante nécrolyse de I'épiderme qui menace leur vie. A I'heure
actuelle, aucune thérapie ne permet de soigner les toxidermies. Seuls les traitements
symptomatiques peuvent soulager les patients qui gardent souvent des séquelles

psychologiques importantes.®

La chimie joue un rble important dans I'étude des phénomeénes qui induisent les
toxidermies. Ces derniéres seraient déclenchées par une réaction exagérée du systéeme
immunitaire face a une molécule non protéigue de faible poids moléculaire, appelée hapténe.
Les mécanismes immunologiques des toxidermies ne sont pas totalement élucidés. lls sont
complexes et varient d'une molécule a l'autre, mais, selon la théorie de I'hapténe, ils
passeraient par la formation d’un complexe antigénique entre I'hapténe et une protéine
épidermique.® La compréhension des phénoménes & l'origine des toxidermies passe donc

par I'étude de cette étape clé.

Il existe peu de modéles permettant d’étudier a I'échelle moléculaire I'interaction des
substances potentiellement toxiques avec I'épiderme. En ce qui concerne les toxidermies,
les modéles animaux sont peu hombreux car les réactions idiosyncratiqgues sont aussi rares

chez I'animal que chez 'lhomme.
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Depuis de nombreuses années, le laboratoire de Dermatochimie cherche a élucider les
mécanismes chimiques qui aboutissent a des pathologies dermatologiques telles que
l'allergie de contact et la photosensibilité chronique. Ces travaux passent nécessairement
par le développement de modéles se rapprochant le plus possible de la réalité des

phénomeénes se produisant chez 'Homme.

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans la suite des études
précédentes. Il est basé sur l'utilisation des épidermes reconstruits, hautement comparables
aux épidermes humains par leur structure et leur composition grace aux progrés de
lingénierie. Ce modéle a montré de bons résultats dans I'étude de l'allergie de contact
déclenchée par plusieurs hapténes!*® et a été étendu a l'analyse d’une autre catégorie
d’allergénes, appelés pro-hapténes.’® Nous proposons d’élargir I'utilisation des épidermes
humains reconstruits a I'étude d’'un médicament a l'origine de graves toxidermies. A la
différence des allergénes de contact précédemment étudiés, cette molécule n’entre pas en
contact avec la surface de la peau. Elle est administrée par voie orale et subit des

transformations métaboliques dans le foie avant de rejoindre I'épiderme.

Dans le premier chapitre qui suit seront introduites les toxidermies médicamenteuses, d’'un
point de vue immunologique et chimique. Une attention particuliéere sera accordée au

métabolisme des xénobiotiques. Enfin, nous présenterons le sujet de ce travail de thése.
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Introduction genérale
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Chapitre | : Introduction générale

Les toxidermies médicamenteuses : notions de base

Une toxidermie médicamenteuse est une réaction de toxicité cutanée déclenchée par la
prise d’'un ou plusieurs médicament(s). La plupart des réactions sont modérées et
disparaissent aprés l'arrét du traitement. Cependant, dans le cas des toxidermies bulleuses,
I'épiderme nécrosé se décolle du derme. La peau, privée de son intégrité et incapable
d’assurer sa fonction de barriére de protection, laisse I'organisme vulnérable aux agressions
du monde extérieur (Figure I-1). Selon I'étendue des Iésions, on parle de syndrome de
Stevens-Johnson (moins de 10% de la surface corporelle touchée) ou de syndrome de Lyell

dans les cas les plus extrémes.

Figure I-1 : Patient atteint d’'une toxidermie avec un détachement de I'épiderme au niveau des bras!”!

Les nécrolyses épidermigues toxiques menacent la vie des patients, s’accompagnent de
séquelles psychologiques graves, et sont trés difficiles a prendre en charge par le personnel
hospitalier. Les mécanismes a l'origine des toxidermies sont souvent méconnus. Il existe
cependant plusieurs hypothéses impliquant pour chacune d’entre elles une réaction
exagérée du systeme immunitaire déclenchée soit par une molécule entrant dans la

composition du médicament, soit par un de ses métabolites.

|. La peau, premiere barriére de protection de I’organisme

La peau est un organe essentiel de I'organisme. Avec sa surface et sa masse (1,8 mz
correspondant environ a 16% du poids du corps), la peau représente I'organe le plus
important du corps humain.® Ses fonctions sont nombreuses et toutes aussi indispensables
les unes que les autres.® Elle maintient I'intégrité de I'organisme en assurant la régulation
de sa température et en limitant les pertes de fluides corporels. Elle protége les tissus des

chocs, des toxines, des rayonnements ultraviolets et des agents pathogénes.
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Constamment soumise aux agressions extérieures, la peau est la premiere barriere de
défense de l'organisme. Cet organe complexe posséde €également de nombreuses
terminaisons nerveuses a l'origine de notre sensibilité a la chaleur, a la pression et a la

douleur. Enfin, la peau agit comme un organe immunitaire a part entiere.

La peau est composée de trois couches principales ayant chacune leurs spécificités

(Figure I-2) : I'épiderme, le derme et '’hypoderme.
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' E horripilateur

Glande sébacée 2
Graisse sous-cutanée
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Artére

Veine

Muscle

Glande
sudoripare

Figure I-2 : Coupe schématique de la peau (source : CNRS“O])
I.1. L’épiderme

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau. Epais de 0,1 a 1 mm, il est hautement
organisé et se renouvelle en permanence. Il est constitué de plusieurs types de cellules : les

kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel.®9*!]

Les kératinocytes représentent 80% des cellules épidermiques. Ces cellules produites a la
jonction dermo-épidermique migrent vers la surface de I'épiderme en trois semaines environ
pour y former une couche de cellules mortes appelée la couche cornée. L’épiderme est ainsi

continuellement renouvelé.

Les mélanocytes sont chargés de la production de la mélanine qui donne sa couleur a la

peau et la protége du rayonnement ultraviolet.

Les cellules de Langerhans (CL, 3 a 8% des cellules épidermiques) assurent la fonction de
cellules présentatrices d’antigéne (CPA) et participent a I'immunité cutanée. Ces cellules,
dérivant de la moelle osseuse, sont réparties sur la totalité de I'épiderme et interagissent
grace a leurs prolongements cytoplasmiques (appelés dendrites) avec les kératinocytes en

formant un véritable réseau. Elles ont un role crucial dans 'immunité cutanée.

Les cellules de Merkel interviennent dans la perception sensorielle.
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L’épiderme ne renferme pas de vaisseau sanguin mais il est alimenté par diffusion depuis

le derme.

[.2. Le derme

Le derme se situe en-dessous de I'épiderme. Il est trés vascularisé et assure la nutrition
de la peau. Riche en fibres de collagéne et d’élastine, le derme confére a la peau sa

résistance et son élasticité.™"
|.3. L’hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Véritable tissu nourricier, il est
constitué de cellules adipeuses! (cellules graisseuses) riches en énergie qui permettent

notamment d’amortir les chocs et d’isoler 'organisme du froid.

Il. Métabolisme cutané

L’'organisme est constamment exposé a des molécules étrangeres, appelées
xénobiotiques. Les xénobiotiques peuvent provenir de I'environnement, de la nourriture, des
cosmeétiques ou encore des traitements médicamenteux. Le contact permanent avec des
xénobiotiques peut conduire a des réactions de toxicité dues a l'accumulation de ces

substances dans I'organisme.

Premiére interface moléculaire de I'organisme, la peau est particulierement exposée a ces
molécules, qu’elles soient appliquées a la surface de I'épiderme ou administrées par voie
orale. Autrefois réduite a un simple rbéle de barriére physique, la peau est aujourd’hui
reconnue comme un organe meétaboliqgue a part entiére au méme titre que le foie. En effet,
en plus d’'un systéeme immunitaire performant, la peau posséde pour se défendre une
machinerie enzymatique chargée de rendre les xénobiotiques plus faciles a éliminer. Ces
systémes enzymatiques constituent les systémes métaboliques de détoxication et sont

particuliérement développés dans la peau.*?
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L’élimination des xénobiotiques se fait majoritairement par excrétion dans la bile ou dans
les urines, qui sont composées a plus de 95% d’eau. Les systémes métaboliques de

détoxication ont donc pour objectif de transformer les xénobiotiques lipophiles en molécules

by

hydrosolubles, plus faciles a excréter. Une molécule xénobiotique subit généralement
plusieurs transformations classées en deux grandes étapes : le métabolisme de phase | et le
métabolisme de phase Il (Figure I-3).

Xénobiotique Xénobiotique
lipophile hydrophile

f

PHASE |
Fonctionnalisation
Oxydation
Réduction
Hydrolyse

Métabolites primaires

f

PHASE Il
Conjugaison

Y

Métabolites secondaires » Elimination / Excrétion

hydrophiles
Figure 1-3 : Processus de détoxication
II.1. Métabolisme de phase | : phase de fonctionnalisation

Le métabolisme de phase | a pour fonction soit de fonctionnaliser une molécule non

réactive, soit de transformer une fonction existante pour la rendre plus réactive.

Les principaux systémes enzymatiques de phase | sont des systémes d’oxydoréduction
(oxydoréductases, EC1). Parmi eux, on peut citer les mono-oxygénases a cytochrome P-
450, les flavines mono-oxygénases, les alcools et les aldéhydes déshydrogénases, les

monoamines oxydases ou encore les peroxydases.

Les mono-oxygénases a cytochrome P-450 (CYP) sont bien connues dans le foie et sont
également présentes dans d’autres organes dont la peau,™** en particulier dans I'épiderme

et les glandes sébacées.!*®

Les CYP peuvent prendre en charge des molécules tres
diverses, comprenant aussi bien des xénobiotiques auxquels la peau est exposée que des
substances endogenes (hormones stéroidiennes, acides gras, vitamine A, vitamine D...).
Les cytochromes P-450 sont des hémoprotéines capables d’activer 'oxygéne moléculaire
pour réaliser de nombreuses transformations dont quelques-unes sont illustrées par la figure

-4.17
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Figure 1-4 : Exemples de réactions enzymatiques catalysées par les cypi*d

Certains cytochromes ont été mis en évidence par immunohistochimie et par PCR dans
des kératinocytes humains en culture, d’autres n’ont été détectés que par I'expression de

leurs ARNs messagers.®

Les flavines mono-oxygénases (FMO)™ peuvent oxyder les hétéroatomes (N, S, P)
présents dans les molécules azotées, soufrées, ou phosphorées. Elles utilisent également
une molécule d’oxygeéne, un cofacteur (le NADPH) et la flavine adénine dinucléotide (FAD)
comme groupement prosthétique. Les ARNs messagers de ces enzymes sont localisés dans

I'épiderme, les glandes sébacées et les follicules pileux.>!

Les alcools et les aldéhydes déshydrogénases (ADH et ALDH),”*!! couplées a la réduction
du cofacteur NAD+ en NADH, sont chargées de l'oxydation des fonctions alcools en

aldéhydes, et des fonctions aldéhydes en acides carboxyliques.

Les monoamines oxydases (MAO), dont la présence a été observée dans des fibroblastes
en culture,” sont responsables de la formation d’aldéhydes & partir d’amines par
désamination oxydante. Elles utilisent la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme

groupement prosthétique.

Les peroxydases,®® lors de la réduction des hydroperoxydes, sont capables de former des

intermédiaires électrophiles a partir de molécules riches en électrons.

Cette liste reste non exhaustive puisque d’autres systémes enzymatiques participent au
métabolisme de phase I. On peut notamment citer les estérases, trés présentes dans la
peau,® qui métabolisent par exemple des prodrogues contenant la fonction ester,?*?! ou

encore les azoréductases impliquées dans la détoxication de certains colorants azoiques.
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Les molécules obtenues a I'issue du métabolisme de phase | sont appelées métabolites
primaires. S’ils sont suffisamment hydrophiles, ils peuvent étre excrétés. Sinon, ils entrent

dans le métabolisme de phase II.
Il.2. Métabolisme de phase Il : phase de conjugaison

Les fonctions chimiques mises en place ou dévoilées lors du métabolisme de phase | sont
mises a profit lors du métabolisme de phase Il afin d’étre conjuguées avec des groupements
hydrosolubles.

Les systemes enzymatiques de phase Il appartiennent essentiellement a la famille des
transférases (EC2). Comme leur nom lindique, elles transférent des groupements
hydrophiles sur les métabolites primaires. Tandis que les activités épidermiques des
cytochromes P-450 dans la peau atteignent 1 a 5% de celles mesurées dans le foie, les
activités des transférases dans la peau peuvent atteindre 10% des activités hépatiques.”
Ce ratio plus élevé montre que la peau posséde une capacité importante de détoxication.
Parmi les systéemes métaboliques appartenant a la famille des transférases, on peut citer les

UDP-glucuronyl-transférases, les N-acétyltransférases et les sulfotransférases.

Les UDP-glucuronyltransférases (UGT)?® sont impliquées dans la conjugaison de
métabolites primaires nucléophiles avec l'acide glucuronique. Elles transforment par
exemple le triclosan, composé tres utilisé pour ses propriétés antifongiques et
antibactériennes dans des centaines de produits d’hygiéne courants (dentifrices, savons,

déodorants, gels hydro-alcooliques...), en son dérivé glucuronide.?

Les N-acétyltransférases catalysent le transfert d’'un groupement acétyle sur un atome
d’azote. Il a par exemple été montré que la peau pouvait N-acétyler des amines aromatiques
contenues dans les colorants capillaires tels que le para-aminophénol et la para-

phénylénediamine.®"!

Les sulfotransférases®® peuvent par exemple sulfater certains stéroides dans la peau.®?

On peut également a nouveau citer le triclosan dont la conversion en sulfate dans la peau a
été montrée (Figure [-5).%°)

Il peut arriver que la présence des systémes enzymatiques cutanés soit mise a profit dans
le cadre d’un traitement local. Ainsi, le minoxidil, prescrit contre la chute de cheveux, est une
prodrogue prise en charge dans les follicules pileux par une sulfotransférase (SULT1A1)

pour étre convertie en sa forme active, le sulfate de minoxidil (Figure 1-5).53
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Figure I-5 : Sulfatations enzymatiques du triclosan et du minoxidil dans la peau

[ll. Chimie et toxicité cutanée : les haptenes

Le point de départ des réactions de toxicité est souvent la formation d’'un complexe
antigénigue entre un hapténe et une protéine cutanée, par création d’'une liaison chimique
covalente ou de coordination entre ces deux entités. La structure de la protéine ainsi
modifiée n’est plus reconnue par le systéme immunitaire comme appartenant au soi. Le
systeme immunitaire peut alors répondre de facon inappropriée, ce qui déclenche les

symptdmes cutanés (rougeurs, prurits, papules...).
lll.1. Caractéristiques des haptenes

Pour modifier les protéines de la peau, les hapténes doivent posséder des propriétés
physico-chimiques particuliéres.

Un hapténe est une molécule de faible poids moléculaire (généralement inférieur a 1000
dalton) qui n’est pas immunogéne en tant que telle mais qui le devient aprés liaison avec une
molécule porteuse plus volumineuse telle qu’une protéine.®" Lorsque la sensibilisation est
due a l'application de I'hapténe a la surface de la peau, ce dernier doit étre suffisamment
lipophile et avoir des paramétres physico-chimiques (propriétés électroniques et facteurs
stériques) lui permettant de traverser la couche cornée et de pénétrer dans la peau.

L’haptene doit également posséder dans sa structure moléculaire des groupements
suffisamment réactifs pour former une liaison plus ou moins forte avec une macromolécule
biologique. En chimie, on distingue les liaisons faibles, facilement réversibles, des liaisons
fortes qui sont beaucoup plus stables (Figure 1-6).
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Figure 1-6 : Niveaux d’énergies des différents types de liaisons chimiques[34]

Les liaisons faibles (forces de Van der Waals, interactions hydrophobes, interactions
électrostatiques...) ont une énergie de quelques joules a 50 kJ par mole et sont cruciales
dans de nombreux mécanismes biologiques comme la reconnaissance moléculaire entre un
récepteur et son substrat. La liaison entre un hapténe et une macromolécule biologique est
beaucoup plus stable et appartient a la catégorie des liaisons fortes avec des énergies
supérieures a 200 kJ par mole. Les liaisons fortes sont généralement des liaisons covalentes

ou des liaisons de coordination.
[1l.2. Formation d’un complexe antigénique par liaison de coordination

Un complexe antigénique peut étre stabilisé par des liaisons de coordination. Ces liaisons
sont relativement fortes en énergie (de 50 kJ & 100 kJ par mole pour une seule liaison de
coordination dans un complexe en contenant plusieurs). Elles se forment lorsqu’un
groupement chimique riche en électrons présent dans une protéine cutanée (oxygene, azote,
soufre...) devient le ligand d’'un métal ou d’'un sel métallique pauvre en électrons (nickel,
chrome, cobalt, mercure...) (Figure I-7). Les complexes de coordination ainsi formés sont
caractérisés par le nombre des ligands et la géométrie qui dépend du métal et de son degré
d’oxydation.B4 Ils sont assez stables pour modifier la structure de la protéine cutanée qui
n’est plus reconnue par le systtme immunitaire. L’allergie de contact au nickel Il contenu
dans les bijoux fantaisie est un exemple classique de réaction du systéme immunitaire face a
un sel métallique.®®

ah /L’--i&/L IT\’Z‘Il-\ /L/-l-?&/L
/,/M'”\IL // Mr // :I 'NL%L // ’ //I
Le--y - | L=
L L
Tétraédre Carré plan Blpyramlde Octaédre
trigonale

Figure I-7 : Exemples de géométries de complexes de coordination formés entre un métal M et des ligands L
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l1l.3. Formation d’un complexe antigénique par liaison covalente

Le complexe antigénique peut également se construire par formation d’'une liaison

covalente entre I'hapténe et la protéine cutanée.

Les liaisons covalentes, avec une énergie supérieure a 400 kJ par mole, sont plus fortes
que les liaisons de coordination. Elles se forment habituellement par un mécanisme a deux

électrons de type nucléophile - électrophile entre I'hapténe et les protéines de la peau.

De maniere générale, les hapténes électrophiles réagissent avec les chaines latérales
nucléophiles d’acides aminés constituant les protéines. Les acides aminés les plus souvent
impliqués sont ceux qui possedent un hétéroatome riche en électrons grace a un ou
plusieurs doublet(s) non liant(s) (soufre, azote, oxygéne). Ainsi, le groupement thiol de la
cystéine et 'amine primaire de la chaine latérale de la lysine sont particuliérement
nucléophiles.m Les acides aminés comme [histidine, la méthionine et la tyrosine sont

également réactifs (Figure 1-8).

Cystéine

Méthionine

Histidine Né\NH Tryptophane

o]

OH
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Figure -8 : Principaux acides aminés nucléophiles
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La liaison covalente peut aussi se former par un mécanisme radicalaire a un seul électron.
C’est par exemple le cas des hydroperoxydes contenus dans le mélange d’autoxydation a
air du d-limonéne, utilisé comme parfum et comme solvant dans de nombreux produits
d’'usage courant (Figure 1-9). Ces hydroperoxydes peuvent former des radicaux au sein de la
peau. Cette étape pourrait étre le point de départ de réactions radicalaires avec les protéines
épidermiques.®® En 2006, le terme de pré-hapténe a été introduit pour définir les substances
non réactives devenant allergisantes aprés exposition a I'environnement, comme c’est le cas

pour les terpénes odorants qui s’oxydent a I'air.*

OOH
OOH
d-Limonéne Hydroperoxydes du d-limonéne

Figure 1-9 : Le d-limonéne, exemple de pré-hapténe, et ses hydroperoxydes principaux
lll.4. Les pro-haptenes : implication du métabolisme dans la toxicité cutanée

Il peut arriver que le métabolisme cutané soit impliqué dans la bioactivation d’une
molécule non réactive en molécule toxique. En effet, plus d’'un tiers des sensibilisants
connus ne sont pas initialement réactifs vis-a-vis des protéines de la peau. Ces molécules,
appelées pro-hapténes, acquiérent leurs propriétés électrophiles par voie métabolique.” A
lissue des mécanismes de détoxication, les métabolites intermédiaires sont souvent plus
électrophiles que la molécule initiale. Si la détoxication s’effectue dans de bonnes conditions
et que l'élimination est efficace, les métabolites ne s’accumulent pas dans la peau.
Malheureusement, il peut arriver que les intermédiaires réagissent avec les protéines et
conduisent & des réactions de toxicité.'? Trés souvent, le métabolisme précis des pro-
hapténes n’est pas entierement connu et les métabolites réactifs sont déduits d’études de

métabolisme hépatique.

Pour illustrer le concept de pro-hapténe, on peut évoquer le cas du sulfaméthoxazole
(SMX), un agent anti-infectieux de la famille des sulfamides administré par voie orale. Sa
détoxication passe par une réaction de N-acétylation. Il a été postulé que cette voie
métabolique était en compétition avec la formation d’'une hydroxylamine (SMX-OH) par
oxydation enzymatique. L’hydroxylamine, oxydée dans un second temps en nitroso, pourrait

se lier aux protéines de la peau et induire une toxidermie.***

Il a d’ailleurs été montré que
les individus classés en acétyleurs «lents», dont la capacité a acétyler les xénobiotiques (et
donc a détoxifier le sulfaméthoxazole) est plus faible que celle des acétyleurs «rapides»,

étaient prédisposés & cette réaction toxique (Figure 1-10).13
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Figure 1-10 : Bioactivation proposée du sulfaméthoxazole™”!

[11.5. L’allergie de contact

La conséquence la plus générale de la modification des protéines épidermiques est

I'allergie de contact.

Classée dans la catégorie des hypersensibilités de type IV (ou retardées) selon Coombs et
Gell,* rallergie de contact est une réaction inflammatoire inappropriée et exagérée du
systéme immunitaire face a un xénobiotique. Elle se manifeste sous la forme d’eczéma,
d’cedémes (gonflements), d’érythémes (rougeurs) et de prurits (démangeaisons) (Figure I-
11). Elle touche pres de 20% de la population des pays développés et est aujourd’hui

considérée comme un probléme de santé publique.®
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La liste des allergénes potentiels est longue et contient aussi bien des molécules
naturelles que des produits de synthese. Ces molécules sont de plus en plus présentes dans
notre environnement. Vétements, cosmeétiques, bijoux, matiéres plastiques, médicaments
administrés par voie topique, pesticides et plantes sont autant de sources d’allergenes de
contact potentiels.

Figure I-11 : Patiente atteinte d’eczéma de contact causé par un déodorant contenant du Lyral®[46]

IV. Les toxidermies induites par les médicaments : mécanismes

immunologiques

Dans le cas de l'allergie de contact, 'hapténe ou le pro-hapténe est appliqué localement
sur la peau. En ce qui concerne les toxidermies médicamenteuses, la molécule est le plus
souvent administrée par voie orale. Elle passe donc par les étapes pharmacocinétiques

d’absorption, de distribution, et de métabolisme avant d’arriver dans I'épiderme.

Les événements immunitaires a l'origine de la nécrose de I'épiderme dans les syndrome
de Stevens-Johnson et de Lyell ne sont pas complétement élucidés. Cependant, dans

certains cas, on peut établir des similitudes avec le mécanisme de l'allergie de contact.

IV.1. Les évenements indésirables médicamenteux : vue d’ensemble et

classification

De grands progres ont été réalisés ces cinquante derniéres années dans le traitement des
maladies grace au développement de nombreux médicaments. Malheureusement,
'augmentation du nombre de molécules disponibles sur le marché a une conséquence
inévitable : les événements indésirables médicamenteux, ou effets indésirables.
L’organisation mondiale de la santé et la Communauté européenne définissent un effet
indésirable comme «une réaction nocive et non voulue a un médicament, se produisant aux
posologies normalement utilisées chez I'homme pour la prophylaxie, le diagnostic ou le
traitement d'une maladie ou pour le rétablissement, la rectification ou la modification d'une

fonction physiologique».
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En 2008, I'étude EMIR (Effets indésirables des Médicaments : Incidence et Risque) menée
par les centres régionaux de pharmacovigilance dans 63 services hospitaliers tirés au sort et
incluant 2 692 malades, a évalué a 3,6% la proportion des hospitalisations dues a la
survenue d’un effet indésirable médicamenteux.!! Leurs conséquences peuvent étre graves,
voire fatales pour les patients. De plus, ils représentent un codt important pour le systeme de
santé. La survenue d’'un effet indésirable signalée dans le cadre de la pharmacovigilance
peut amener a modifier les conditions d'utilisation du médicament, a les restreindre, parfois a
retirer la molécule du marché. Les conséquences du retrait d'un médicament sont
importantes non seulement pour le laboratoire pharmaceutique qui a investi des sommes
considérables dans son développement, mais également pour les patients qui ne sont pas
affectés par Tleffet indésirable et qui se voient interdire l'usage d’un traitement
potentiellement bénéfique. Avec le développement des réseaux sociaux et des médias
d’'informations, le grand public est aujourd’hui rapidement informé de la dangerosité
potentielle d’'un médicament, ce qui peut déclencher des polémiques a grande échelle
comme ce fut le cas pour la nouvelle formule du Lévothyrox mise sur le marché en mars
2017.

Le systeme de classification original des effets indésirables a été publié en 1977 par
Rawlins et Thompson."" Il fait la distinction entre un effet indésirable de type A et un effet de

type B.

Un effet indésirable médicamenteux est de type A («augmented») lorsque la réponse de
'organisme au médicament est plus élevée que celle prévue par la méme posologie. Par
exemple, la survenue d’une hypotension due a la prise d’antihypertenseurs. Il est
généralement prévisible par la courbe dose-réponse établie lors des études
pharmacologiques effectuées pendant le développement du médicament. Il est facilement

réversible par diminution de la dose.

Un effet indésirable médicamenteux est de type B («bizarre») ou «idiosyncratique»
lorsqu’il est imprévisible a partir des propriétés pharmacologiques du médicament. Il est rare
et donc trés peu souvent identifié pendant les essais cliniqgues. Les réactions
idiosyncratiques sont également difficiles a détecter chez I'animal, puisqu’elles y sont tout
aussi inhabituelles que chez I'humain. Les toxidermies médicamenteuses font partie de cette

catégorie.

En 2000, Edwards et Aronson ont publié une classification plus précise en ajoutant quatre
types d’effets indésirables : la réaction chronique due a I'effet cumulatif («chronic reaction»),
I'effet retardé («delayed effect»), l'effet survenant aprés l'arrét du traitement («end of

use effect»), et 'échec de la thérapie («failure»).!*®
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IV.2. Les événements indésirables de type B

La majorité des effets indésirables (80%) sont de type A. Cependant, les effets de type B

sont les plus alarmants par leur caractére imprévisible et souvent tres sévere.

Les évéenements indésirables de type B peuvent toucher de nombreux organes.
Cependant, le foie, la peau et la moelle osseuse sont leurs cibles privilégiées.®! La raison la
plus fréquente du retrait d’'un médicament est sa toxicité hépatique. Les atteintes hépatiques
peuvent aller de I'augmentation asymptomatique des enzymes du foie a une hépatite
fulgurante et fatale. En ce qui concerne la peau, on lit par exemple sur la notice d’une boite
de comprimés d’ibuproféne 400 mg que des réactions allergiques cutanées telles que des
«éruptions sur la peau, démangeaisons, cedémes» peuvent survenir et que «tres
exceptionnellement» les lésions cutanées peuvent aller jusqu'a «des manifestations
bulleuses de la peau ou des muqueuses (sensation de brllures accompagnée de rougeurs
avec bulles, cloques, ulcérations)». Cet avertissement apparait dans les notices de
nombreux autres médicaments courants (aspirine, paracétamol, antibiotiques...). Dans le
pire des cas, les atteintes cutanées vont jusqu’a I'apparition d’'un syndrome de Lyell, fatal

chez 30% des patients touchés."!
IV.3. Mécanismes immunologiques des effets indésirables de type B

Les effets indésirables de type B ont un mécanisme souvent méconnu. Plusieurs
hypothéses basées sur une réaction exagérée du systéme immunitaire similaire a celle qui

déclenche I'allergie de contact ont été étudiées.

L’'organisme est en contact permanent avec de nombreux agresseurs de I'environnement.
Pour se protéger et se défendre, il posséde un systéme complexe et trés organisé : le
systéme immunitaire. Le systéme immunitaire est composé de I'immunité naturelle et de

limmunité adaptative, qui agissent de maniere complémentaire.

L'immunité naturelle est une barriere anatomique (par l'intermédiaire de la peau et des
mugueuses), chimique (par exemple grace aux constituants des larmes et de la salive), et
cellulaire (par l'action des phagocytes capables d’'ingérer et d’éliminer les agents infectieux).

Elle est indispensable a I'activation de 'immunité adaptative.

L'immunité adaptative permet quant a elle une réponse spécifique face a un agresseur,
tout en amplifiant cette réponse et en créant une mémoire permettant une défense plus

efficace contre le méme agent infectieux lors d’'une rencontre ultérieure.
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Les mécanismes immunitaires précis des réactions idiosyncratiques aux médicaments
sont méconnus. Il a cependant été montré que lors du contact cutané avec la molécule
incriminée, des lymphocytes T sont activés. C’est donc le systéme immunitaire adaptatif qui
est mis en jeu. Trois hypothéses différentes ont été émises : I'hypothése de I'hapténe,

I'hypothése de danger, et 'hypothése de l'interaction pharmacologique.™

IV.3.a. L’hypothése de I’hapténe

Cette hypothése repose sur la formation d’'un complexe antigénique stable entre un

hapténe et une protéine de la peau®”

par création d’une liaison forte (covalente ou de
coordination) difficilement réversible. Elle permet par exemple d’expliquer la survenue d’'une
allergie de contact. Son mécanisme est composé de deux phases distinctes : la phase de

sensibilisation et la phase de révélation.
e La phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation (Figure I-12) intervient lors d’'un premier contact cutané avec
le sensibilisant. Cette phase est asymptomatique d’'un point de vue clinique et permet de

créer une mémoire immunologique.

Les cellules dendritiques de Langerhans (CL) jouent un réle crucial dans la sensibilisation
en occupant la fonction de cellules présentatrices d’antigeéne (CPA). Elles sont les seules
dans [I'épiderme a exprimer a leur surface les protéines du complexe majeur
d’histocompatiblité de classe Il (CMH 1), capable de présenter un antigéne aux acteurs de la

réponse immunitaire.*>?
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Figure 1-12 : Phase de sensibilisation*®
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Dans un premier temps, la molécule doit pénétrer dans I'’épiderme. Dans lallergie de
contact, elle doit posséder pour cela des caractéristiques physico-chimiques indispensables
au passage de la couche cornée.®® Dans les toxidermies otl la molécule n’est pas appliquée

a la surface de la peau, elle doit pouvoir diffuser a partir du derme jusqu’aux couches
superficielles.

Le complexe haptene-protéine se forme ensuite dans I'épiderme par une réaction de type
nucléophile-électrophile ou par une réaction radicalaire. Les cellules de Langerhans sont
capables de capter le complexe antigénique grace a leurs nombreuses dendrites et le
reconnaissent comme faisant partie du non-soi.” Le complexe est ensuite internalisé par les
CL pour y étre clivé en peptides.® Cette prise en charge s’accompagne de la migration des
CL a travers I'épiderme et le derme en direction du systéme lymphatique proximal. Au cours
de la migration, les CL perdent leur caractére dendritique et donc leur capacité de capter les
antigénes mais acquiérent la faculté de stimuler les lymphocytes T naifs. La migration des
CL n’est pas précisément comprise mais il semblerait que des substances épidermiques de
signalisation cellulaire, appelées cytokines, jouent un réle dans linitiation et la régulation de

ce mécanisme.®

Arrivées dans les ganglions lymphatiques, les CPA présentent les peptides issus de la
dégradation de I'antigéne a des lymphocytes T (LT) naifs. Les LT se différencient en deux
populations : les LT effecteurs (capables de sécréter des substances cytotoxiques pour
détruire 'antigéne) et les LT mémoires.®™ Les LT, spécifiques a I'antigéne, proliférent et
migrent vers la circulation générale par les canaux lymphatiques en direction des tissus et en
particulier vers le derme et I'épiderme. L'individu est alors sensibilisé a I'hapténe et son
systéme immunitaire est prét a déclencher une réponse inflammatoire lors des prochains

contacts avec la substance chimique.
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e La phase de révélation (Figure 1-13)

Deuxiéme contact avec I'hapténe
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;:/)(’Cellule de Langerhans (CL)
.
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(* LMonocyte / Macrophage

@ Kératinocyte

Figure 1-13 : Phase de révélation®®

Lors d’un nouveau contact, I'hapténe arrive dans I'épiderme et forme un complexe
antigénique pris en charge par les cellules présentatrices d’antigéne. Les CPA présentent le
complexe aux LT spécifiques de ce dernier, présents dans I'épiderme et le derme depuis la
phase de sensibilisation. Les LT reconnaissent immédiatement le complexe antigénique. lls
sécrétent des cytokines pro-inflammatoires permettant de recruter d’autres lymphocytes et
d’autres acteurs de la réaction inflammatoire qui sécrétent également des cytokines. Les

57 inflammation et les

kératinocytes eux-mémes finissent par sécréter des cytokines.
symptémes cliniques deviennent visibles (rougeurs, cedémes, prurits, décollement de

I'épiderme dans le cas des nécrolyses épidermiques toxiques...).
IV.3.b. L’hypothése de danger

L’hypothése de danger est Iégérement différente de celle de I'hapténe. En 1994, Matzinger
propose une théorie distincte du schéma classique basé sur 'opposition entre le soi et le
non-soi.”® Elle émet I'hypothése selon laquelle le systéme immunitaire ne se préoccupe pas
de la reconnaissance du soi ou du non-soi, mais qu’il est programmé pour protéger
I'organisme contre les dangers. Le systéme immunitaire n’est donc pas stimulé par la seule

présence d’'un xénobiotique mais par un signal d’alarme émis par les cellules de I'organisme.

D’un point de vue mécanistique, la théorie du danger démarre de la méme fagon que celle
de I'hapténe. Le complexe antigénique est pris en charge pas les CPA, internalisé, dégradé
et les peptides sont présentés dans le sillon du CMH II. Il s’agit d’'un premier signal. En
'absence d’'un second signal, les LT ne proliférent pas et le systtme immunitaire devient
tolérant vis-a-vis de I'haptene (Figure 1-14).
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Figure I-14 : Tolérance vis-a-vis de I'hapténe en I'absence d'un signal de danger’®®

La différenciation et la prolifération des LT a lieu uniquement en présence d’'un signal de
co-stimulation ou «signal de danger» (Figure I-15).
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Figure 1-15 : Réponse inflammatoire a un signal de danger[38]

Les signaux de danger ne sont pas complétement connus, mais il est probable qu'ils

soient endogénes et différents pour chaque type cellulaire.™

Selon Matzinger, des composés endogénes peuvent par exemple activer le systéme
immunitaire s’ils déclenchent un signal de danger tandis que des xénobiotiques peuvent étre
parfaitement tolérés si ce signal n’est pas émis.

D’aprés cette théorie, la réponse immunitaire dépend donc du tissu affecté. Ceci pourrait
expliquer pourquoi certains effets indésirables de type B ne s’expriment que dans un seul

tissu tandis que les hapténes peuvent se lier aux protéines dans d’autres organes.
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IV.3.c. L’hypothése de I'interaction pharmacologique

L’hypothése de Tlinteraction pharmacologique va a l'encontre de la formation d’un
complexe antigénique hapténe-protéine. En 1998, Pichler et son équipe découvrent que des
lymphocytes T isolés et issus de patients ayant souffert d’'une réaction idiosyncratique
proliferent in vitro en présence du pro-hapténe incriminé mais en Il'absence de
métabolisme.® I en déduit que la molécule est capable de former des liaisons faibles et
réversibles a la fois avec le CMH d’une cellule présentatrice d’antigéne, et avec un récepteur
particulier situé sur un lymphocyte T, formant un «super antigéne» (Figure I-16). Cette
structure serait capable de déclencher la réponse immunitaire. Ainsi, un «hapténe» n’a pas
besoin de former un complexe antigénique covalent ou de coordination avec une protéine
pour stimuler le systtme immunitaire.®® Par conséquent, selon cette théorie dite de
linteraction pharmacologique, un «pro-hapténe» non réactif vis-a-vis des résidus
nucléophiles des protéines de la peau peut se passer de métabolisme pour induire une

toxidermie.

Cellule de
Langerhans

Médicament

Récepteur

Lymphocyte T

Différenciation des LT
Prolifération
Formation de LT mémoires

Symptémes cutanés

Figure 1-16 : Formation d’un super antigéne a l'origine de la réponse immunitaire™”

Méme si 'hypothése de la formation d’'un complexe antigénique hapténe-protéine est la
plus développée, l'existence de théories différentes montre que I'étude des réactions
idiosyncratiques reste complexe. De plus, ces hypothéses peuvent s’associer : il n’est pas
impossible qu’'un métabolite puisse agir a la fois comme un hapténe et provoquer par lui-

méme I'émission d’un signal de danger.
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V. La Névirapine

Les travaux présentés dans cette these de doctorat portent sur la toxicité cutanée induite
par la Névirapine 1 (Figure 1-17).

12 4

HN

4 HN 6 7
73 N A\ B J o)
A AT
Névirapine 1

Figure I-17 : Structure de la Névirapine et numérotation officielle

La Névirapine (NVP) est une molécule antirétrovirale qui inhibe la transcriptase inverse du
virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). Elle a été mise sur le marché en juin
1996.1%" Entre les mois de novembre 1997 et d’avril 1999, un essai clinique nommé HIVNET
012 réalisé en Ouganda a montré I'efficacité de la Névirapine dans la prévention de la
transmission du virus de la mére a I'enfant, lorsqu’une premiére dose était administrée a la
mére pendant 'accouchement et une seconde dose au nouveau-né.® Depuis, la Névirapine
est l'inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse le plus prescrit au monde, en
particulier dans les pays en voie de développement. Elle est non seulement tres utile en
dose unique pour empécher la transmission du virus de la mére a I'enfant, mais également
en association avec dautres types d’antirétroviraux dans le cadre de polythérapies
antirétrovirales.

Malheureusement, elle peut déclencher de graves effets secondaires hépatiques et surtout
cutanés. Une étude menée en 1998 sur 906 patients traités par la NVP a montré que 19,8%
des patients souffrent d’effets secondaires cutanés et que 20,1% d’entre eux présentent des
formes séveres de toxidermies (syndrome de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell)

provoquant une apoptose massive des kératinocytes.!®®

L’épiderme nécrosé se décolle du derme pour former des bulles et peut se détacher
complétement du corps sous forme de lambeaux. Les nécrolyses épidermiques toxiques
s’accompagnent d’une défaillance de nombreux organes et d’infections, la peau n’étant plus
capable d’assurer ses fonctions de protection.

En 2000, la Food and Drug Administration américaine (FDA) ainsi que son équivalent
européen, I'Agence Européenne des Médicaments (AEM), ont ordonné [Iajout d'un
avertissement («black box warning») bien visible dans la notice des médicaments contenant

la Névirapine. 545!
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V.1. Métabolisme de la Névirapine

En 1999, le devenir de la Névirapine dans l'organisme a été analysé chez 'animal®®

puis
'homme.®” Plusieurs voies métaboliques ont été identifiées. La plus importante est
'hydroxylation de la molécule en position 12 dans le foie par un cytochrome P450. Les
oxydations des positions aromatiques 2, 3 et 8 conduisent quant a elles a des métabolites
assez stables pour étre détectés. Les isoformes des cytochromes P450 impliqués dans ces
réactions ont ensuite été identifiées.®® Ces biotransformations métaboliques de phase | sont
suivies d’'une conjugaison a l'acide glucuronique en phase I, ce qui permet de rendre la
Névirapine suffisamment hydrosoluble en vue de son excrétion. Les auteurs ont également
montré la formation de 4-carboxynévirapine, produit d’oxydation de la 12-OH-Névirapine
(Figure 1-18).
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Figure 1-18 : Métabolisme hépatique de la Névirapine
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V.2. La Névirapine comme pro-hapténe ?

L'origine de la toxicité cutanée et hépatique de la Névirapine n’est pas encore
completement élucidée. Cependant, les études publiées depuis les années 2010 classent la
Névirapine dans la catégorie des pro-haptéenes.

En effet, la plupart des réactions idiosyncratiques aux médicaments sont dues a des
métabolites réactifs générés par le métabolisme des xénobiotiques.'® De plus, d’un point de
vue chimique, la Névirapine n’est pas une molécule réactive. Pourtant, il a été montré dés
2008 par un groupe japonais qu’elle pouvait modifier in vitro des microsomes hépatiques
humains par liaison covalente.™ Plus tard, des adduits entre la Névirapine (en position 12 et
en position 3) et la N-acétylcystéine ont été découverts et quantifiés par résonance
magnétique nucléaire (RMN) et spectrométrie de masse dans les urines de patients traités a
la NVP.Y De la méme facon, des adduits entre ’'hémoglobine et la position 12 de la NVP
ont été identifiés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse dans le
sang de patients sous traitement.”? Or, d’un point de vue chimique, la NVP n’est pas assez

réactive pour former de tels adduits sans avoir été bioactivée par le métabolisme.

Enfin, en 2004, un patient a été guéri rapidement d’un syndrome de Lyell induit par la
Névirapine grace a des injections d'immunoglobuline et de N-acétylcystéine a haute dose
(300 mg par jour).™! Il a été postulé qu’il s’agissait d’une preuve clinique indirecte que la
Névirapine était transformée en un ou plusieurs métabolite(s) toxique(s) hautement
électrophile(s), pieégé(s) par la nucléophilie de la N-acétylcystéine.

Plusieurs voies de bioactivation de la NVP ont été proposées. Ces réactions concernent
différentes positions de la NVP comme le groupement cyclopropylamine qui est connu pour
sa réactivité radicalaire ainsi que les noyaux pyridines et le méthyle benzylique qui peuvent

étre oxydés.
V.2.a. Réactivité du groupement cyclopropylamine

En 2008, la modification covalente des microsomes hépatiques humains, détectée au
Japon, a été attribuée a la formation d’un radical cation ammonium a partir du groupement

cyclopropylamine.[’®

L’intermédiaire radicalaire ainsi que [l'acroléine et/ou la
cyclopropanone libérés pourraient réagir avec les acides aminés des protéines épidermiques

(Figure 1-19).
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Figure 1-19 : Métabolites réactifs hypothétiques formés par bioactivation du groupement cycloropylamine de la

Névirapine

Ce type d’activation sur un cycle tendu a trois chainons peut étre catalysé par plusieurs
types d’enzymes d’oxydation. La N-déalkylation de la N-cyclopropyl-N-méthylaniline par un
cytochrome P450 a par exemple déja été étudiée.”™ Les peroxydases sont également
capables de catalyser cette réaction” et il a été montré que l'oxydation de la N-

cyclopropylbenzylamine par une monoamine oxydase menait & la formation d’acroléine.[’”"®

Cependant, toujours en 2008, le groupe canadien de Jack Uetrecht a réfuté I'implication
du groupement cyclopropylamine dans la toxicité cutanée induite par la NVP. En effet, il a
montré que le remplacement de ce groupement par une éthylamine non réactive n’avait

aucun effet sur la toxicité cutanée de la Névirapine chez le rat.["

V.2.b. Oxydation des métabolites phénoliques en quinones imines

Les métabolites phénoliques possédant un groupement OH en para d’'un azote pourraient

former des dérivés réactifs de type quinone imine.

Afin de tester cette hypothése, Alexandra Antunes et son équipe sont parvenus en 2011 a
oxyder le métabolite 2-OH-NVP en quinone imine.®” Cette réaction a été réalisée par voie
chimique grace a l'utilisation du sel de Frémy ou du periodate de sodium, puis par voie
enzymatique grace a la lactoperoxydase. En 2015, le méme groupe a poursuivi ses études
par I'oxydation de la 3-OH-NVP.B!

Les quinones imines obtenues sont suffisamment réactives pour former des adduits
covalents avec le valinate d’éthyle (qui mime la partie N-terminale de I'hémoglobine), mais

pas avec la N-acétylcystéine (Figure 1-20).
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Figure 1-20 : Activation de la Névirapine en gquinones imines et formation d’adduits avec le valinate d’éthyle

comme nucléophile modeéle®?!

A I'heure actuelle, ces réactions ont uniquement été testées par voie chimique. La
formation de quinones imines toxiques a partir des métabolites phénoliques de la NVP n’a

pas été montrée in vivo mais reste biologiquement plausible.

En 2008, le groupe de Jack Uetrecht a réussi a inhiber chez le rat la formation de 2-OH-
NVP, de 3-OH-NVP et de 4-carboxy-NVP en utilisant un inhibiteur non spécifique des
cytochromes P450, le 1-aminobenzotriazole.™ Cependant, l'incidence de la toxidermie
induite par la Névirapine n’a pas diminué. D’apres eux, la voie métabolique responsable de
la formation de molécules électrophiles réagissant avec les protéines de la peau ne semble
donc pas étre celle de I'hydroxylation des positions aromatiques, méme si les phénols

formés pourraient étre des précurseurs de quinones imines réactives.
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V.2.c. Epoxydation des noyaux pyridines

La NVP pourrait étre sujette a des réactions d’époxydation réalisées par des mono-

oxygénases a cytochromes P-450 sur les noyaux pyridines.

Cette voie métabolique a été proposée en 2009 pour expliquer la présence d’adduits entre
la NVP en position 3 et la cystéine dans les urines de patients sous traitement!" (Figure I-
21). Les deux époxydes électrophiles proposés peuvent étre piégés par le glutathion, en
présence ou non de glutathion-S-transférase. Les adduits avec le glutathion peuvent ensuite
se dégrader en perdant les résidus glutamate et glycine, pour donner un dérivé d’acide
mercapturique aprés acétylation de la cystéine. Si les époxydes n’étaient pas piégés, ils
garderaient leurs propriétés électrophiles et pourraient étre capables de former des adduits

covalents avec des protéines.
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Figure 1-21 : Formation d’époxydes piégés par le glutathion

Cette hypothése n’a pour le moment pas été évoquée dans les études de la toxidermie

induite par la Névirapine.
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V.2.d. Estérification de la 4-carboxy-NVP

La 4-carboxy-NVP, estérifiée par un bon groupe partant tel que I'acide glucuronique ou le
coenzyme A lors du métabolisme de phase Il, serait une bonne candidate pour une réaction
de type addition-élimination avec les protéines (Figure 1-22).52
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Figure 1-22 : Estérification du métabolite 4-carboxy-NVP

Cette hypothése a néanmoins été réfutée dans le cas de la toxidermie induite par la
Névirapine. En effet, lorsqu’on administre a des rats de la NVP tout en diminuant la formation
de 4-carboxy-NVP par l'utilisation de 1-aminobenzotriazole, inhibiteur non spécifique de

cytochromes P-450, l'équipe de Jack Uetrecht n'a pas observé de diminution des
symptdmes cutanés.[™
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V.2.e. Activation de la 12-OH-NVP en dérivé sulfate

Le groupe de Jack Uetrecht a montré que la 12-OH-NVP, métabolite hépatique primaire
majeur, pouvait étre sulfatée pendant la phase Il du métabolisme chez le rat pour former un
sulfate benzylique électrophile (Figure 1-23). L’hypothése de la bioactivation de la
Névirapine en un métabolite 12-OH-Névirapine sulfate toxique a alors été émise.
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Figure 1-23 : Bioactivation de la NVP en 12-OH-NVP sulfate

Dans un premier temps, Jack Uetrecht et ses collaborateurs ont montré que la position 12
de la Névirapine avait un réle majeur dans I'induction de la toxidermie en comparant I'effet
de 'administration de 12-OH-NVP avec l'effet de 'administration de NVP.'® Quatre rattes
ont recu une injection sous cutanée de 12-OH-NVP en utilisant plusieurs dosages (25, 50, ou
75 mg/kg/jour). Quatre autres animaux ont recu des injections de NVP (50 ou 75 mg/kg/jour).
Les symptdbmes cutanés déclenchés par ces traitements ont été comparés. Les résultats de
cette étude sont illustrés dans la figure [-24.

Injections sous-cutanées de Névirapine <[NVP >0

doses : 50 et 75 mg/kg/jour NVP 75
12-OH-NVP 25
Injections sous-cutanées de 12-OH-Névirapine 12-OH-NVP 50
doses : 25, 50 et 75 mg/kg/jour
12-OH-NVP 75
0% 50% 100%

Incidence des toxidermies
(n = 4 rattes)

Figure 1-24 : Résultats obtenus par I'équipe de Jack Uetrecht en 20089 sur I'effet de I'administration de 12-OH-
NVP chez 4 rattes Brown Norway. Traitements administrés : 12-OH-NVP injectée par voie sous-cutanée a des
doses de 25, 50, ou 75 mg/kg/jour. NVP injectée a des doses de 50 ou 75 mg/kg/jour.
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Cette étude montre que la 12-OH-NVP provoque une toxidermie chez les quatre animaux
traités a une dose de 50 mg/kg/jour (incidence de 100%). La NVP, quant a elle, provoque
une toxidermie chez seulement trois animaux sur quatre (75%) alors qu’elle est administrée
a une dose plus élevée (75 mg/kg/jour). La toxidermie induite par la Névirapine serait donc
liée a la formation de la 12-OH-NVP.

Dans une autre expérience, les auteurs ont injecté a des rats un analogue deutéré de la
Névirapine, la 12-trideutéro-NVP (DNVP). Le remplacement des atomes d’hydrogene par
des atomes de deutérium diminue la formation de 12-OH-NVP par effet isotopique. Comme |l
a été montré que la Névirapine était un inhibiteur des CYP, les animaux ont également regu
une dose d’inhibiteur non spécifique de cytochrome P-450, le 1-aminobenzotriazole. Cette
propriété inhibitrice de la NVP n’affecte donc pas les résultats. Les auteurs ont montré que le
1-aminobenzotriazole diminue la formation des autres métabolites (2-OH-NVP, 3-OH-NVP et
4-COOH-NVP) et augmente celle de la 12-OH-NVP (Tableau I-1).

Traitements administrés

NVP NVP + ABT* DNVP* + ABT*
Niveaux sanguins des
métabolites )
++ -- Non étudié
2-OH-NVP, 3-OH-NVP
et 4-COOH-NVP
Niveau sanguin de 12-
++ +++ --
OH-NVP
+++ --
++ 100% 20%
Incidence des 75% 5 rattes sur 5 co-traitées 1 ratte sur 5 co-traitées
symptdmes cutanés 3 rattes sur 4 traitées par par la NVP par la NVP

la NVP (75 mg / kg / jour)

(60 mg / kg / jour) et par
'ABT (50 mg / kg / jour)

(60 mg / kg / jour) et par
'ABT (50 mg / kg / jour)

ABT* = 1-aminobenzotriazole, inhibiteur non spécifique des CYP450
DNVP* = 12-trideutéro-NVP

Tableau I-1 : Résultats obtenus par I'équipe de Jack Uetrecht en 2008 sur I'effet de I'administration de 12-

trideutéro-NVP chez le rat

Cette étude montre que lincidence des symptémes cutanés diminue lorsque le niveau

sanguin de 12-OH-NVP diminue par I'administration de I'analogue deutéré de la NVP.
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Ces premiers résultats constituent une preuve indirecte de I'importance d’'un métabolite
primaire majeur de la NVP, la 12-OH-NVP, dans la toxicité cutanée. On peut noter que c’est
dans cette méme étude que la 12-OH-NVP sulfate a été détectée pour la premiére fois dans

la bile et les urines des rats sous traitement.

En 2013, le méme groupe a poursuivi ses investigations afin de démontrer le réle de la 12-
OH-NVP sulfate, métabolite secondaire issu de cet alcool.®® En particulier, leurs études ont
apporté un début de réponse a deux questions essentielles :

-La 12-OH-NVP sulfate est-elle le métabolite toxique responsable des symptémes

cutanés ?

-Le foie et la peau contiennent tous les deux des sulfotransférases capables de sulfater les
alcools benzyliques. La 12-OH-NVP sulfate toxique se forme-t-elle dans le foie ou dans la

peau ?

Au préalable, la capacité de la 12-OH-NVP sulfate a se lier in vitro de facon covalente aux

protéines contenues dans des homogénats de peau humaine a été vérifiée et validée.®”

Des études d’inhibition de la sulfatation ont été réalisées chez le rat. Les animaux ont regu
une dose de NVP associée a un inhibiteur de la sulfatation. Deux inhibiteurs différents ont
été utilisés : le salicylamide, qui diminue la formation du sulfate dans le foie, et le 1-phényl-1-
hexanol, qui a été appliqué localement pour inhiber la sulfatation uniguement dans la peau.
La 12-OH-NVP sulfate a ensuite été dosée dans le sang des animaux soumis a ces
traitements et leurs symptdmes cutanés ont été observés. Les niveaux sanguins de 12-OH-
NVP sulfate et 'incidence du rash ont été comparés avec les résultats obtenus avec la NVP
seule. Enfin, I'épiderme isolé des rats aprés sacrifice a été analysé pour vérifier la présence
d’'une modification des protéines épidermiques due a la liaison covalente de la 12-OH-NVP

sulfate.

Les résultats sont résumés dans le tableau I-2.
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Traitements administrés

NVP + Salicylamide NVP + 1-phényl-1-hexanol

_ Inhibiteur de
Mécanisme d’inhibition Déplétion du PAPS* 3
sulfotransférase
o . NVP : Orale NVP : Orale
Administration . o .
Inhibiteur : Orale Inhibiteur : Topique

Diminution de la sulfatation Seulement dans le foie Localement dans la peau

Niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate Diminution Pas deffet

. ) 3 Absente sur la zone
Liaison covalente dans la peau Toujours présente , o
d’application

_ ) Moins importants sur la zone
Toujours présents

d’application

Symptémes cutanés

PAPS* : 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate, coenzyme de la sulfotransférase

[83]

Tableau I-2 : Résultats des études d’'inhibition réalisés par Sharma et al.”* mettant en évidence la formation du

métabolite sulfate toxique dans la peau

Lorsqu’on administre aux rats de la NVP associée a un inhibiteur de la sulfatation, deux

résultats différents sont obtenus :

-Si l'inhibition de la sulfatation s’effectue dans le foie, les symptédmes cutanés sont toujours
présents alors que le niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate est plus faible que celui mesuré

lorsque la NVP est administrée seule.

-Si l'inhibition de la sulfatation s’effectue dans la peau, les symptdmes cutanés diminuent
alors gue le niveau sanguin de 12-OH-NVP sulfate est similaire a celui mesuré lorsque la

NVP est administrée seule.

Ces résultats montrent, de fagon indirecte, que la 12-OH-NVP sulfate serait a l'origine de

la toxidermie médicamenteuse induite par la Névirapine en se formant dans la peau.

Toutefois, il convient de préciser que les activités des sulfotransférases dans la peau
pourraient varier d’'une espéce a une autre. A I'heure actuelle, il existe trés peu d’études
guantitatives comparant 'activité des sulfotransférases épidermiques humaines a celles des

rats vis-a-vis d’'un méme substrat.*®
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VI. Présentation du travail de these

Comme nous l'avons vu, I'implication de la 12-OH-NVP sulfate formée dans la peau dans
la toxicité cutanée a été indirectement montrée, essentiellement par des études d’inhibition.
Cependant, le mécanisme chimique qui méne a la formation du complexe antigénique doit

encore étre élucidé a I'échelle moléculaire.

Dans ces travaux de thése, nous proposons d’aller plus loin en essayant d’observer in situ
I'activation de la Névirapine en métabolites de phase | et/ ou de phase Il. Cette molécule
constitue un modele particulierement intéressant pour refléter le métabolisme cutané. Notre
objectif est dans un second temps d’identifier la nature des adduits formés, afin de

comprendre les interactions entre les métabolites réactifs et les protéines épidermiques.

Pour cela, nous avons décidé de combiner deux outils :
-un modéle d’épiderme humain reconstruit ;
-une technique d’analyse adaptée : la résonance magnétique nucléaire HRMAS (High-

Resolution Magic Angle Spinning).
VI.1. Hypothése de travalil

Notre hypothése de travail s’appuie sur 'activation hépatique de la Névirapine en 12-OH-
NVP par un cytochrome P450. Cette molécule pourrait alors diffuser dans I'organisme
jusqu’a I'épiderme pour y étre sélectivement transformée en 12-OH-NVP sulfate par une
sulfotransférase épidermique. Le sulfate benzylique réactif pourrait alors alkyler les protéines
épidermiques pour former un complexe antigénique a