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INTRODUCTION




Seule une minorité d’alcooliques développe une cirrhose hépatique suite a un abus
chronique durant plusieurs années ou décennies.

Les lésions précirrhotiques et fibreuses hépatiques sont courantes chez les alcooliques,
mais plus d’un tiers des alcooliques survivent aux effets toxiques chroniques de 1’alcool sans
développer aucun signe histopathologique de syndrome hépatique alcoolique.

Des agents environnementaux, nutritionnels et infectieux agissant, séparément ou de
maniére combinée, peuvent expliquer I’absence d’un effet dose-réponse de 1’alcool sur le foie.

Des études chez des jumeaux ont néanmoins montré que la susceptibilité a la maladie
alcoolique hépatique était au moins partiellement déterminée génétiquement.

Jusqu’a présent, les recherches sur la génétique du syndrome hépatique lié a I’alcool se
sont concentrées sur les enzymes impliquées dans le métabolisme de 1’éthanol.

Parmi ces enzymes, le cytochrome P450 2E1 (CYP2E]1) est le plus intéressant, dans la
mesure ou une importante consommation chronique d’alcool muliplie fortement son
expression, résultant en une augmentation de la formation de métabolites toxiques.

Plusieurs polymorphismes ont été observés sur le géne du CYP2E] et de nombreuses
études ont été réalisées afin d’établir une éventuelle association entre le polymorphisme

génétique du CYP2E] et la susceptibilité a Palcool.

Ainsi I’objet de ce travail sera-t-il d’expliquer le role du CYP2E] dans la susceptibilité
génétique a I’alcool.

Dans une premiére partie, nous présenterons le CYP2E] en précisant sa distribution
tissulaire, ses substrats, ses inducteurs et ses inhibiteurs.

La seconde partie de ce travail nous permettra d’étudier ’activité du CYP2E]1 : nous
aborderons la mesure et la régulation de cette activité.

La troisiéme et derniére partie de ce travail sera consacrée au polymorphisme

génétique du CYP2E] et a son implication dans la susceptibilité a I’alcool.



1. ACTIVITE ENZYMATIQUE




1.1 - PRESENTATION DU CYP2E1

Les cytochromes P450 constituent une superfamille d’enzymes jouant un role majeur
dans la détoxification de xénobiotiques et dans le métabolisme de lipides endogénes (1,2,3).
Douze familles de génes et vingt deux sous-familles ont été décrites chez I’homme (1).

Les protéines sont classées en familles et sous-familles, selon leurs similarités dans
les séquences d’acides aminés (4), mais chacun des membres de ces familles présente une
spécificité de substrat, une activité catalytique et des caractéristiques immunologiques
distinctes.

Parmi les différents cytochromes P450 humains, le CYP2E1 suscite beaucoup
d’intérét (5,6,7,8) en raison de son implication dans I’activation métabolique de plusieurs
composés chimiques toxiques et carcinogénes.

Le CYP2E1 est le principal composant du systéme d’oxydation microsomale de

I’éthanol : microsomal ethanol-oxidizing system (MEOS) (7).

Présentation du microsomal ethanol—oxidizing system (MEOS) :

L’éthanol n’est pas uniquement produit par les levures de biére mais il est également
présent chez les mammiféres en faible quantité (7). La fermentation bactérienne au niveau
intestinal constitue une des voies de production de I’éthanol.

Cependant, 1’éthanol est principalement un composé exogeéne facilement absorbé au
niveau du tractus gastrointestinal. Seuls 2 4 10 % de I’éthanol absorbé sont éliminés au niveau
rénal et pulmonaire (7), le reste est principalement oxydé au niveau hépatique. Une
hépatotectomie ou des lésions hépatiques provoquent une importante diminution du taux
d’élimination de I’éthanol dans le sang.

Jusqu’a ces trente derniéres années, un seul mécanisme significatif du métabolisme de
I’éthanol était supposé exister (7). Ce mécanisme impliquait de multiples formes d’alcool
déshydrogénase (ADH), qui est une enzyme cytosolique catalysant la conversion de 1’éthanol

en acétaldéhyde, couplée a la réduction du NAD en NADH (figure 1).



A

CH3CHz0H + NAD*—— CH3CHO + NADH + g+

ADH
B
CH3CHOH + NADPH + H' + Op——— CH;CHO + NADP* + 21,0
MEOS =
C
NADPH + H + Ope———8 NADP" + 1,0,
NADPH
4 Oxidase
l— H202 + CH3CH20H'——-. 2Hs0 + CHgCHO
Catalase
D
I—HYPOXAN'ITIINE+H20 + Og=——>XANTHINE + HyOy
Xanthine
+ Oxidase
I— H202 + CH3CHa OH——2Hy0 + CH3CHO
Catalase

Figure 1 : Oxydation de I’éthanol par I’alcool déshydrogénase (ADH) et le NAD (A),
le MEOS et le NADPH (B), une combinaison de NADPH oxydase et catalase (C), et

la xanthine oxydase et catalase (D) (d’aprés 7).

Le role de la catalase, localisée dans les péroxysomes, dans 1’oxydation de 1’éthanol in
vitro en présence d’un systéme générant du péroxyde d’hydrogene (H202) était connu (figure
1) mais cette catalase ne semble pas jouer un réle majeur dans les conditions physiologiques.

Cependant, certaines caractéristiques du métabolisme de 1’éthanol, telles que
I’augmentation adaptative aprés ingestion chronique, ne peuvent pas étre compatibles avec
I’ADH ou la catalase. Par conséquent ’hypothese de I’existence d’un autre mécanisme a été
émise (7).

La premiére indication sur la possibilit¢ d’une interaction de I’éthanol avec le
réticulum endoplasmique repose sur des observations morphologiques chez ’homme et les
rats : I’ingestion d’éthanol a pour conséquence une prolifération du réticulum endoplasmique
lisse (REL). Cette prolifération du REL était similaire a celle observée aprés administration
d’une grande variété d’hépatotoxines, de barbituriques, et autres agents thérapeutiques et
additifs alimentaires. Comme la plupart des substances provoquant une prolifération du REL

sont partiellement métabolisées par le systtme enzymatique du cytochrome P450 localisé



dans le REL, il a éte supposé que I’éthanol était métabolisé par un processus similaire (7). Ce
systéme est présent au niveau des microsomes hépatiques in vitro et il est inductible par une
ingestion chronique d’éthanol in vivo. Ce nouveau mécanisme de métabolisme de 1’éthanol
fait intervenir un cytochrome P450 : le CYP2EL.

Le CYP2EI est impliqué dans I’oxydation de I’éthanol ainsi que dans la production de
radicaux libres, pouvant initier une peroxydation lipidique (9,7,10,11). Il joue également un
role clé dans la toxicité de certains xénobiotiques tels que les N-nitrosamines, présentes dans
la fumée de cigarette et 1’alimentation et suspectées de jouer un role non négligeable dans
I’apparition de certains types de cancer. Le chlorure de vinyle, les hydrocarbures halogénés, le
benzeéne et certains de ses dérivés sont d’autres xénobiotiques métabolisés par le CYP2EI .

Le systéme enzymatique P450 est le plus important et le plus largement étudié. Bien
que le CYP2E] soit localisé dans plusieurs organes (12), les concentrations les plus élevées se

rencontrent dans le foie et en particulier dans la zone périveineuse (13).

1.2 - DISTRIBUTION TISSULAIRE

1.2.1 - Chez le rat

Le CYP2EI est présent dans les hépatocytes de la région périveineuse du lobule
hépatique, au niveau du reticulum endoplasmique ainsi qu’au niveau de la membrane
plasmatique.

Les cellules de Kiipffer présentent aussi du CYP2E1 mais en plus faible quantité que
les hépatocytes (7).

On observe aussi du CYP2E1 au niveau des tissus du tractus alimentaire, comme la
langue, ’oesophage, 1’épithélium squameux de I’estomac, et la surface épithéliale du colon
proximal.

Le CYP2EI est également localisé dans les poumons, les reins, et les microsomes de

la muqueuse nasale (7).



1.2.2 - Chez ’homme
1.2.2.1 - Distribution hépatique

Au niveau hépatique, le CYP2EI est essentiellement localisé dans la région
périveineuse du lobule hépatique (7).

Chez le nourrisson, il existe toujours une expression du CYP2EI, ainsi que chez le
foetus, a partir de seize semaines de grossesse. Cependant, dans ce dernier cas, la détection de
I’enzyme semble étre fonction de I’dge gestationnel : le CYP2E1 n’est pas présent a la
dixiéme semaine de gestation.

Le poids moléculaire du CYP2E1 foetal est légérement inférieur a celui du CYP2E1
adulte mais d’un point de vue fonctionnel, il est similaire a la forme adulte de CYP2E] : il est
capable d’oxyder I’éthanol et il est inductible par de nombreux xénobiotiques tels que
I’éthanol et le clofibrate (LIPAVLON®); ce qui implique que I’induction in utero du CYP2EI
pourrait survenir chez des meres alcooliques ou traitées pour hypercholestérolémie (14).
L’induction du CYP2E1 foetal pourrait augmenter la formation de métabolites toxiques
dérivés non seulement de 1’éthanol mais aussi d’autres substrats du CYP2E1 (comme le
paracétamol ou la N-nitrosodiméthylamine) et.pourrait alors augmenter la susceptibilité
foetale aux effets tératogénes de ces agents (14).

En outre, comme le CYP2EI intervient dans le métabolisme de I’acide arachidonique
et probablement dans celui des prostaglandines, I’induction du CYP2E]1 foetal risquerait de
perturber I’équilibre des prostaglandines impliquées dans la croissance et le développement
foetal (14).

En considérant les diverses conséquences possibles de I’induction du CYP2E]1 chez le
foetus, ces informations pourraient avoir un impact profond sur la compréhension de la

tératogénicité associée a la consommation d’alcool durant la grossesse (14).
1.2.2.2 - Distribution extra-hépatique

Le CYP2EI est également présent dans le mucus oesophagien, qui est un tissu capable
d’activer des produits chimiques carcinogenes en métabolites réactifs pouvant se lier 8 I’ADN
(15).

L’épithélium de I’endomeétre humain a la capacité¢ de produire du CYP2EI, connu

pour générer des métabolites pouvant affecter les récepteurs aux estrogénes (16).



Au niveau des macrophages, il existe aussi une expression du CYP2E1 (17).
Différentes méthodes ont permis de détecter le CYP2EI dans les lymphocytes et selon leur
sensibilité, on pourrait mesurer I'induction du CYP2El aprés exposition a différents
xénobiotiques métabolisés par ce cytochrome (18).

Enfin le CYP2EI est exprimé dans le cerveau et il est détectable dés la septiéme

semaine de gestation (19).

1.3 - LES SUBSTRATS

Le CYP2EI catalyse I’oxydation de plus de soixante-quinze substrats xénobiotiques et
leurs caractéristiques structurales permettent de déterminer si la catalyse par le CYP2E1
conduira a une détoxification ou a une toxification (20). Les métabolites produits au niveau
des microsomes peuvent dans certains cas étre plus toxiques que les précurseurs (7).

Ces substrats, qui peuvent étre des substances médicamenteuses ou non, appartiennent

a différentes classes chimiques (tableau I).

Substances médicamenteuses et leurs utilisations thérapeutiques

Paracétamol Antalgique et antipyrétique

Caféine Psychostimulant

Chlorzoxazone Myorelaxant d’action centrale

Théophylline Antiasthmatique

Isoniazide Antituberculeux

Tamoxiféne Antiestrogéne utilisé dens le cancer du sein
hormonodépendant

Enflurane, sévoflurane, halothane, méthoxyflurane, | Anesthésiques halogénés

isoflurane




Substances non médicamenteuses

1) Alcools, aldéhydes, cétones et nitriles :

Acétaldéhyde Isopropanol
Butanol Méthanol
Ethanol Propanol
Glycérol* Pentanol

2) Nitrosamines, composés azotés :
Azoxyméthane

N,N-Diéthylnitrosamine
N,N-Diméthylnitrosamine

3) Substrats réductibles :
Tétrachlorure de carbone
Chrome
Oxygene
4) Composés aromatiques :
Bromobenzéne p-Nitrophénol
Benzéne 3-Hydroxypyridine
Phénol Pyrazole
Pyridine Styréne
Toluéne
5) Ethers :

Diéthyle éther
Méthyle t-butyle éther

6) Acides gras* :

Acide arachidonique

Acide laurique

Acétone*
Acétol
Acétoacétate®
1,3-Butadiéne
Chloroforme

Chlorométhane

7) Alcanes et alcénes halogénes et non halogénés :

Dibromoéthane Pentane
Dichlorométhane 1,1,1,2-Tétrafluoroéthane
1,2-Dichloropropane 1,1,1-Trichloroéthane
1,2-Epoxy-3-buténe Trichloroéthyléne

Ethane Chlorure de vinyle
Hexane Bromure de vinyle

* Composés endogénes

Tableau I : Substrats métabolisés par le CYP2E1 (d’apres 7)




1.4 - LES INDUCTEURS

1.4.1 - Définition du phénoméne d’induction

Le phénoméne d’induction enzymatique est connu depuis longtemps pour ses
conséquences sur la réponse des enzymes de biotransformation d’autres médicaments. Une
substance inductrice est capable d’entrainer une activation des enzymes de biotransformation
d’autres médicaments.

De plus, certains inducteurs activent leur propre métabolisme (21).

Pour que I’induction se manifeste, il faut :

— que ’agent inducteur soit utilisé de maniére chronique ;

— que le médicament induit soit fortement métabolisé.

Un médicament dont le pourcentage de métabolisation est faible, sera donc peu sensible a cet
effet. Les principales conséquences de cette induction seront :
* une diminution des taux plasmatiques du médicament induit;

* une diminution de sa demi-vie avec augmentation de la clairance totale (21).

L’inducteur peut réduire I’efficacité des substances administrées de fagon concomitante.

1.4.2 - Mécanisme de I’induction enzymatique

L’activité d’une enzyme peut augmenter sous I’influence de différents phénomeénes
(22):
- par I’action de facteurs agissant sur le taux de protéines

— augmentation de la synthése des protéines et donc de I’enzyme;

— ralentissement de la dégradation et de 1’élimination de ces protéines;

- par |’action de facteurs agissant sur le niveau d’activité enzymatique.



Du point de vue expérimental, il a été prouvé que I'induction enzymatique est
indissociable d’une synthése protéique de novo. En effet, I’induction est inhibée par

I’actinomycine D et la piromycine qui sont des inhibiteurs de la synthése protéique.
1.4.3 - Les substances inductrices

Les inducteurs des enzymes du métabolisme des médicaments sont trés variés, au
niveau de :

- leurs stuctures chimiques;

- leurs effets inducteurs;

- les enzymes qu’ils induisent;

- leur mécanisme d’action;

- les animaux et les organes qui y sont sensibles;

- les phénomeénes annexes engendrés.

1.4.3.1 - Caractéristiques communes des substances inductrices

Si les substances inductrices sont trés hétérogénes en structure et en activité, elles

possedent néanmoins des points communs (22) :

- elles sont liposolubles, notamment pour pénétrer a I’intérieur de I’hépatocyte;

- elles se concentrent a des taux suffisants dans la cellule, avec une affinité pour le réticulum

endoplasmique;

- elles sont des substrats des enzymes qu’elles induisent, ou au moins sont liées a elles.

1.4.3.2 - Classification des inducteurs (21)

Les inducteurs de type hydrocarbure aromatique polycyclique qui agissent plus
particuliérement sur les cytochromes P450 de type 1A.

Les inducteurs de type phénobarbital qui vont augmenter la synthése des cytochromes

de type 2B et 3A.
Les inducteurs de type cyanoprégnénolone concernant plus particuliérement les
cytochromes P450 de type 3A.



Les inducteurs de type éthanol, connus pour induire les cytochromes P450 de type 2E.
Les inducteurs de type clofibrate, inducteurs des cytochromes P450 de type 1.

L’inducteur va stimuler la production de certaines isoenzymes du cytochrome P450

aprés qu’un signal soit transmis jusqu’a I’ADN afin d’en augmenter la transcription.
1.4.4 - L’induction du CYP2E1

Le CYP2E]1 est induit par une variété d’états chimiques et physiologiques. En effet,
I’un des traits les plus caractéristiques du CYP2E1, qui le distingue des autres mécanismes de
métabolisme de 1’éthanol, est son inductibilit¢ démontrée chez plusieurs espéces incluant
I’homme (7, 23).

L’induction du CYP2El est un phénomeéne complexe pouvant s’expliquer par
différents mécanismes : activation de la transcription, augmentation de I’efficacité de la
traduction de I’ ARNm , stabilisation de I’ARNm ou de la protéine (7).

De nombreux xénobiotiques augmentent le taux de CYP2E1 dans les microsomes
hépatiques. La plupart des composés induisant lg CYP2EI sont aussi des substrats pour cette
enzyme (20).

Les inducteurs du CYP2E1 sont donc nombreux et sont également des substrats pour
I’enzyme. Il s’agit par exemple de I’éthanol, I’acétone, 1’isoniazide, due benzéne, du
phénobarbital, et des hydrocarbures polycycliques présents dans la fumée de cigarette.

En raison de sa large consommation, 1’éthanol est 1’'un des plus importants composés
meétabolisés par le CYP2EL.

Le CYP2EI participe faiblement au métabolisme de 1’éthanol chez les individus non
alcooliques (24), mais a des concentrations alcooliques sanguines élevées et chez des
consommateurs chroniques, le CYP2E] joue un rdéle majeur dans le métabolisme de ce
substrat car 1’alcool multiplie son activité par dix (24).

Pendant I’administration d’éthanol, le pourcentage de métabolisme de cette drogue
chez des patients alcooliques, est supérieur a celui que I’on observe chez des sujets non
alcooliques, ce qui résulte probablement d’une augmentation du contenu hépatique en
CYP2E]I.

L’oxydation de I’éthanol catalysée par le CYP2E1 a pour conséquence la formation
d’acétaldéhyde, d’anions superoxyde, de peroxyde d’hydrogéne et de radicaux

hydroxyéthyles (24). La peroxydation lipidique résultante intervient dans le syndrome
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hépatique li¢ a I’alcool et la fibrose, et les radicaux hydroxyéthyles pourraient initier des
atteintes immunologiques par liaison covalente avec des protéines microsomales (24,11).

La consommation chronique d’alcool contribue a I'induction du CYP2E1 (6), en
agissant au niveau post-transcriptionnel (et donc sans élévation du taux d’ARNm) par
stabilisation protéique. Cette consommation excessive d’alcool multiplie par vingt
I’expression du CYP2EI in vivo, augmentant ainsi la formation des métabolites toxiques, des
radicaux oxygénés et la peroxydation lipidique au niveau hépatique.

De nombreux substrats du CYP2El sont bioactivés en hépatotoxines ou
hépatocarcinogeénes et I’induction du CYP2EI provoque une plus forte susceptibilité a la
toxicité de ces composés (25,26,23).

Le paracétamol, par exemple, est métabolisé par le CYP2EI en un métabolite réactif :
la N —acétyl-p benzoquinone imine (NAPQI). Cette activation conduit a une toxicité hépatique
chez des sujets non alcooliques, lorsque les doses de paracétamol sont élévées.

Cependant, des doses beaucoup plus faibles sont hépatotoxiques chez des sujets
alcooliques. On peut donc penser que I’ingestion chronique d’éthanol potentialise le
métabolisme du paracétamol en un métabolite réactif via le CYP2EI (20).

L’induction du CYP2EI par un produit chimique peut donc augmenter la toxicité d’un
autre composé chimique; c’est le cas, par exemple, du tétrachlorure de carbone, dont
I’hépatotoxicité est augmentée chez des rats traités avec de 1’acétone ou d’autres alcools

aliphatiques (25).



1.5 - LES INHIBITEURS
1.5.1 - Le disulfirame

Le disulfirame : ESPERAL®, utilisé comme adjuvant dans la prévention des rechutes
au cours du traitement de Ialcoolo-dépendance et son métabolite réduit, le
diéthyldithiocarbamate, ont été identifiés comme des inhibiteurs sélectifs du CYP2E1 in vitro
(27,3).

L’effet du disulfirame sur I’activité du CYP2EI in vivo a été étudié en mesurant les
paramétres pharmacocinétiques de la chlorzoxazone (drogue myorelaxante, utilisée comme
marqueur de ’activité du CYP2EI) (27) chez des sujets sains prétraités avec une dose unique
de 500 mg de disulfirame; la dose de chlorzoxazone administrée étant de 750 mg.

Les sujets de I’étude sont des hommes non fumeurs, ne présentant pas de signes de
maladie hépatique ou rénale et n’ayant pris aucun médicament pendant la durée de I’étude. De
méme, ils n’ont pris ni caféine, ni alcool. Chacun des sujets a regu 750 mg de chlorzoxazone
apres une nuit de jeline et 500 mg de disulfirame neuf a dix heures avant I’administration de
chlorzoxazone (27). _

Le tableau Il représente 1’effet d’une dose de 500 mg de disulfirame sur les parametres

pharmacocinétiques de la chlorzoxazone.

Sujets controles Sujets traités avec du disulfirame
Sujets Poids Cmax CL TVz(h) Cmax CL TY (h)
(kg) | (ug/ml) | (mVkg/mi (ug/m)) | (ml/kg/min)
n)
1 73 31,5 275 0,66 47,2 0,55 3,5
2 73 29,7 2,06 1,40 40,5 041 5,8
3 76 7.8 5,92 0,75 30,6 0,53 58
4 66 26,9 3,33 0,59 53,7 0,46 3,1
5 89 15,6 3,37 0,91 27,6 0,56 5,4
6 98 12,3 2,24 1,20 32,5 0,41 52
Moyenne+ | 79+12 | 20.6+9.9 | 3.28+1.40 | 0.92+0.32 | 38.7+ 10.3** | 0.49+0.07* | 5.1 +0.9%*
Ecart type

Cmax : Concentration plasmatique maximum; CL : clairance totale; T' : demi-vie d’élimination
** < 0.005 ; * p<0.001
Tableau II: Effet d’une dose unique de disulfirame (500mg) sur les parameétres

pharmacocinétiques dg la chlorzoxazone (d’apreés 27).
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Ce tableau montre que, par rapport aux sujets contrdles, les sujets traités avec du
disulfirame présentent une concentration plasmatique de la chlorzoxazone (Cmax) et une
demi-vie d’élimination de la chlorzoxazone (T'2) plus importantes ainsi qu’une clairance
totale (CL) moins élevée. Chez ces sujets, le métabolisme de la chlorzoxazone est diminué ;
I’activité du CYP2E] (qui métabolise la chlorzoxazone) est donc diminuée.

Chez les sujets controles, les concentrations plasmatiques de chlorzoxazone sont peu
homogénes, ce qui s’explique par la grande variabilité interindividuelle dans I’activité du

CYP2EL

> Le disulfirame est donc un inhibiteur efficace de I’activité du CYP2E1, comme le

montre I’importante diminution de la clairance de la chlorzoxazone.

L’administration d’une dose unique de disulfirame pourrait donc servir de moyen
efficace pour décrire I’implication du CYP2EI dans la biotransformation des xénobiotiques
chez I’homme (27). En outre, I’administration de disulfirame pourrait constituer une
alternative thérapeutique efficace dans le traitement des toxicités dues aux pro-toxines
activées par le CYP2EI. -

Cependant, le mécanisme d’inactivation n’a pas encore été démontré; le disulfirame
serait réduit en diéthyldithiocarbamate, produisant une forme soufrée active qui inactiverait le

CYP2EI (28).

En complément de I’étude précédente, des recherches ont été¢ menées afin d’évaluer

I’effet d’une administration au long cours de disulfirame sur le métabolisme de certains

médicaments chez I’homme (27). Dans ce cas, on observe une inhibition du métabolisme et
de la clairance de nombreux composés tels que I’antipyrine, la théophylline, la caféine, le
paracétamol ou encore la phénytoine.

Pour certains de ces composés (antipyrine, paracétamol et théophylline), le disulfirame
agirait par inhibition du CYP2EL. Cependant, les altérations du métabolisme de la phénytoine
(substrat du CYP2C9) et de la caféine (substrat du CYP1AZ), suggérent qu’une
administration au long cours de disulfirame se traduit par une inhibition généralisée des
cytochromes P450.

D’autres études sont nécessaires afin de confirmer I’inhibition spécifique du CYP2E1

par un traitement aigu au disulfirame (27).
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1.5.2 - Le chlométhiazole

Des études in vivo chez le rat ont montré que le chlométhiazole (drogue sédative et
anticonvulsivante) est un inhibiteur du CYP2EI agissant au niveau post-traductionnel (29).
Chez I’homme, ce produit est un inhibiteur efficace du métabolisme de la

chlorzoxazone et donc de I"activité du CYP2E1 (30).
1.5.3 - L’isoniazide

L’isoniazide, médicament antituberculeux, a été identifié comme un agent inducteur
chez le rat.

Le premier mécanisme majeur de métabolisme pour I’isoniazide est la N-acétylation
par la NAT-2: N-acétyl transférase de type 2, dont I’activité est distribuée de maniére
polymorphique et dont deux phénotypes sont communément présents dans la population :
acétyleurs lents et acétyleurs rapides. Ainsi, par rapport aux acétyleurs rapides, les
acétyleurs lents ont une concentration plasmatique d’isoniazide plus élevée aprés
administration orale et un taux réduit d’élimination du médicament (31).

De plus, chez I’homme, I’isoniazide a un effet d’inhibition- induction sur le CYP2E] :
une étude chez des volontaires sains (de phénotype acétyleur lent) reposant sur
I’administration concomitante d’isoniazide et de chlorzoxazone, a montré que I’isoniazide

provoque une diminution de la clairance de la chlorzoxazone (32).

Les sujets n’ont pris ni alcool ni médicament durant I’étude et la semaine précédant

I’étude.

L’isoniazide est administré a raison de 300 mg/jour pendant sept jours (J1 a J7).
La chlorzoxazone est administrée a trois moments :

- quatre jours avant le début de I’administration de I’isoniazide (J-4)

- le dernier jour d’administration de I’isoniazide (J7)

- deux jours aprés la derniére dose d’isoniazide (19).



La figure 2 présente les résultats de I’administration concomitante d’isoniazide et de

chlorzoxazone chez des sujets sains.

—A—J-4
—e—]J7
...m...J9

Chlorzoxazone Conc. (ug/ml)

Temps (heures)

Figure 2 : Concentration plasmatique de la chlorzoxazone en fonction du temps (d’aprés 32)

Lorsque la chlorzoxazone est administrée seule (J-4), le pic plasmatique est atteint en
2 heures et son élimination est terminée en 6 heures.

Lorsque I’isoniazide est administré de maniére concomitante (J7), I’élimination de la
chlorzoxazone se fait plus lentement (en 8 heures) alors que le pic plasmatique est aussi
atteint en 2 heures. L’isoniazide ralentit donc le métabolisme de la chlorzoxazone et, par
conséquent, inhibe I’activité du CYP2EI.

Quarante huit heures aprés ’arrét de I’isoniazide (J9), une nouvelle administration de
chlorzoxazone se traduit par un pic plasmatique toujours atteint en 2 heures, mais moins
élevé, ainsi que par une élimination plus rapide (4 heures environ).

[ semble donc que I'isoniazide agisse par un mécanisme d’inhibition-induction sur
I’activité du CYP2EI. Le mécanisme de cet effet biphasique est probablement une induction
par stabilisation protéique ( il s’agit donc d’un mécanisme post-transcriptionnel) (33), ce qui

provoquerait une inhibition de Iactivit¢ catalytique lorsque I’isoniazide est présent.
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Le tableau IIl présente I'effet de I’administration d’isoniazide sur la clairance plasmatique

totale de la chlorzoxazone.

CL Chlorzoxazone (L/h)
Sujet n° J-4 J7 J9
1 13,4 5.9 21,8
2 8,0 2,8 12,7
3 14,4 5.2 17,1
4 10,9 4,6 16,4
5 13,0 4,9 274
6 9,0 3,6 21,1
7 9,2 6,4 223
8 11,5 5.4 19,5
9 24,3 5,7 19,7
10 12,5 10,3 19,0
Moyenne + 12,6 + 4,6 55+2,0* 19,7+ 3,9
Ecart type
*p <0.001

Tableau I1I : Effet de I’administration d’isoniazide sur la clairance plasmatique totale de la

chlorzoxazone (CL) (d’aprés 32)

Dans ce tableau, on observe que pour tous les sujets, la clairance totale de la
chlorzoxazone diminue de maniére significative (56%) quand elle est administrée avec
I’isoniazide (J7), et augmente d’environ 56%, 48 heures aprés la derniére dose d’isoniazide
(J9). Cependant, on observe une exception : le sujet 9 présente la CL la plus importante a J-4;
cette clairance diminue a J7 mais contrairement aux autres sujets, a J9 elle est inférieure a
celle de J-4.

Ceci est le reflet de I’importante variabilit¢ individuelle dans I’activité du CYP2EI :
les facteurs environnementaux, tels que 1'état physiologique, le statut hormonal et

I’alimentation, sont déterminants (11).

> (ette étude a montré que I’apparente stabilisation du CYP2E1 par I'isoniazide
provoquerait une inhibition de I’activité catalytique pendant que I’isoniazide serait lié¢ a
’enzyme, et une diminution de I’activité entre le moment ou I’isoniazide est éliminé et le

moment ou I’enzyme retourne a sa valeur basale (32,34). On peut donc penser que d’autres



inhibiteurs, agissant par un mécanisme de stabilisation protéique, peuvent avoir des effets

similaires (32).
1.5.4 - Autres inhibiteurs
Il existe d’autres inhibiteurs du CYP2EI mais les mécanismes d’inactivation n’ont pas
encore ¢té établis (35): c’est le cas par exemple du 3-amino-1,2,4-triazole, de la

dihydrocapsaicine (présent dans le poivron rouge), du phénéthyl isothiocyanate (constituant

du chou), ou encore du diallyl sulfide (entrant dans la composition de I’ail) (34,7).
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2. MESURE DE L’ACTIVITE DU CYP2E] :
UTILISATION DE LA CHLORZOXAZONE




2.1 - TEST A LA CHLORZOXAZONE

Le CYP2E]1 est responsable de la bioactivation de plusieurs composés suspectés d’étre
carcinogénes, tels que le N-nitrosodiméthylamine, 1’aniline, les hydrocarbures fluorés, le
benzene et les N-alkylformamides (36). L’activité catalytique du CYP2EI pourrait étre un
important modulateur de la toxicit¢ ou du pouvoir carcinogéne de ces composés; par
conséquent, une méthode atoxique et sure d’évaluation de I’activité¢ de cette enzyme chez
I’homme, s’avére nécessaire.

La chlorzoxazone est un myorelaxant d’action centrale dont I’hydroxylation conduit a
la formation de la 6-hydroxychlorzoxazone (qui est ensuite glucuroconjuguée puis éliminée)
(37).

Cette réaction est essentiellement catalysée par le CYP2El in vitro, et la
chlorzoxazone est largement utilisée comme marqueur de I’activité in vivo du CYP2EI;
cependant, les caractéristiques de mesure et les doses utilisées varient largement (36).

Avant d’étudier la mesure de I’activité du CYP2EI], il est nécessaire de faire quelques

rappels de pharmacocinétique (38) :

Définitions :

> La clairance plasmatique totale d’un médicament représente le volume de plasma

complétement épuré du médicament par unité de temps. Elle est exprimée habituellement en
unité de volume par unité de temps (ml/min ou ml/min/kg).

La clairance plasmatique totale constitue ainsi le paramétre cinétique qui rend compte des
capacités d’élimination que posséde I’organisme pour ce médicament. Elle est aussi la somme

des diverses clairances d’organes (rein, foie, poumon....)
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> La clairance hépatique d’un médicament, correspond au volume de sang hépatique

totalement débarrassé du médicament par unité de temps. Elle s’exprime en unité de volume
par unité de temps ( ml/min ou ml/min/kg).

La clairance hépatique traduit la capacité de I’organisme & épurer un médicament par le foie.
Elle résulte de deux clairances distinctes : la clairance métabolique hépatique ou clairance
intrinséque, correspondant a I’activité de biotransformation enzymatique du foie, et la

clairance biliaire.

> La clairance rénale est la capacité de I’organisme a €liminer un médicament par

voie urinaire. Elle s’exprime en unité de volume par unité de temps : ml/min ou ml/min/kg.

> Le volume apparent de distribution (Vd) d’un médicament représente un volume

hypothétique dans lequel le médicament, uniformément réparti, est a la méme concentration
que celle mesurée dans le plasma. A I’état d’équilibre cinétique, il obéit a la formule

suivante :

Quantité de médicament dans I’organisme

V(d) =

Concentration de médicament dans le plasma

Calcul des principales constantes pharmacocinétiques :

Pour y parvenir, la méthode la plus simple consiste a administrer par voie intra-
veineuse ou orale, une dose unique du médicament a un groupe de volontaires sains, puis a
prélever des échantillons de sang, réguliérement espacés au cours du temps suivant la prise du
médicament. Le dosage des concentrations plasmatiques obtenues va permettre de bétir une
courbe représentant ’évolution de ces concentrations (en ordonnée) au cours du temps (en

abscisse) et de calculer les constantes cinétiques suivantes :

> La concentration plasmatique est la quantité de médicament présente, a un instant t

aprés I’administration, dans I'unité de volume plasmatique.



Cmax : concentration plasmatique ou pic plasmatique est la valeur la plus haute ; elle

se situe en général a la fin de la phase d’absorption et avant la phase d’élimination du produit.

Tmax : représente le temps nécessaire, aprés administration du produit, pour atteindre

le pic plasmatique.

> L aire sous la courbe (AUC : Area Under Curve) est la surface délimitée par les

axes et la courbe reliant les différentes concentrations au cours du temps. Elle représente la
quantité¢ de médicament qui se retrouve dans la circulation générale associée a la vitesse de
son élimination. Elle s’exprime par le produit des unités de temps et de concentration

(exemple : pg/ml/h)

> La demi-vie d’élimination est le temps nécessaire pour que la concentration du

principe actif diminue de moitié pendant la phase d’élimination. Elle peut étre également
définie comme étant le temps nécessaire a 1’élimination de la moitié de la quantité de principe

actif présent dans |’organisme.

Les résultats d’une étude récente ont permis d’évaluer les parameétres
pharmacocinétiques de la chlorzoxazone et de son métabolite chez des volontaires sains et de
valider ainsi un index phénotypique acceptable de la clairance de formation de la 6-

hydroxychlorzoxazone (36).

Les sujets :

‘¢ Seize volontaires sains non fumeurs agés de 18 4 38 ans, n’ayant pris aucun produit
contenant de la caféine ou de I’alcool dans les 3 jours précédant I’étude et aucun médicament.
¢ Aprés une nuit de jeline, les sujets ont regu 250 mg de chlorzoxazone par voie orale.
Six sujets ont regu, en plus de cette dose, 750 mg de chlorzoxazone afin d’évaluer une

éventuelle dose dépendance dans la biodisponibilité de la chlorzoxazone.

20



Le tableau IV présente les parametres pharmacocinétiques de la chlorzoxazone et de la

6-hydroxychlorzoxazone.

Paramétres Moyenne * écart type
(limites)
Chlorzoxazone

AUC (pg/ml/h) 11,8 +3,8 (3,5-19.4)

t¥a (h) 1,1 £0,2 (0,7-1,5)

Volume de distribution/F (1) 36 + 13 (20-73)

Cl totale/F (ml/min/kg) 5,1 +2.3(3,0-12,6)

Cl autre (ml/min/kg) 1,8 + 1,0 (0,5-4,3)

6 —hydroxychlorzoxazone

AUC (pg/ml/h) 5,5+ 1,2 (3,6-7,5)

2 (h) 1,4+0,4 (0,8-2,3)

Récupération urinaire (mg) 159 + 37 (97-220)

Cl formation (ml/min/kg) 32+1,6(1,3-8,3)
Cl rénale (ml/min/kg) 6,3 +2,0(2,9-10,7)

AUC : aire sous la courbe; t'4 : demi-vie d’élmination ; F : facteur de biodisponibilité; Cl : clairance

Tableau IV : Mesure des paramétres pharmacocinétiques de la chlorzoxazone et de la 6-

hydroxychlorzoxazone aprés administration orale de 250 mg (N=16) (d’apreés 36).

La demi-vie d’élimination de la 6-hydroxychlorzoxazone (1,4 + 0,4 heures) est plus

longue que celle de la chlorzoxazone (1,1 + 0,2 heures).

L’aire sous la courbe de la chlorzoxazone (11,8 + 3,8 ng/ml/h) est plus importante que

celle de son métabolite (5,5 + 1,2 pg/ml/h).

La figure 3 (A) présente les courbes concentrations-temps de la chlorzoxazone et de la

6-hydroxychlorzoxazone aprés administration orale de 250 mg de chlorzoxazone.

La figure 3 (B) présente ’excrétion urinaire cumulative de la 6-hydroxychlorzoxazone

en pourcentage de la dose de chlorzoxazone administrée.
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Figure 3 : (A) Concentrations en fonction du temps de la chlorzoxazone (o) et de la 6-
hydroxychlorzoxazone (m) aprés une administration orale de 250 mg de chlorzoxazone chez

16 volontaires sains. (B) Excrétion urinaire cumulative de la 6-hdroxychlorzoxazone en % de

la dose (d’aprés 36).

Aprées administration orale de 250 mg de chlorzoxazone, les pics plasmatiques sont
atteints en 1 héure 30 pour la chlorzoxazone et 2 heures pour la 6-hydroxychlorzoxazone
(figure 3 A)

La récupération urinaire de la 6-hydroxychlorzoxazone aprés 10 heures représente

_approximativement les deux tiers (63,5 + 14,8%) de la dose administrée; cependant, cette
récupération urinaire est I’objet d’une importante variabilité (figure 3 B).

Il n’y a pas de trace de chlorzoxazone inchangée dans les urines; environ 35 % de la

dose ne sont pas récupérés, suggérant donc ’existence de mécanismes alternatifs dans le

métabolisme de la chlorzoxazone ou une absorption incompléte.
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Cette étude pharmacocinétique a été réalisée afin de valider un unique point de mesure

d’index phénotypique de la clairance fractionnelle de la 6-hydroxychlorzoxazone.

Les rapports des concentrations plasmatiques de la 6-hydroxychlorzoxazone sur la
chlorzoxazone a 2 et 4 heures montrent les plus fortes corrélations avec la clairance de
formation de la 6-hydroxychlorzoxazone et, peuvent donc ainsi servir d’index de mesure de
’activité du CYP2EL.

La récupération urinaire totale de la 6-hydroxychlorzoxazone et [’index
d’hydroxylation*, ne sont pas corrélés de maniére significative avec la clairance de formation

du métabolite.

* . rapport dose de chlorzoxazone sur la récupération urinaire de la 6-hydroxychlorzoxazone.

Pour évaluer une éventuelle dose dépendance dans la biodisponibilité de la

chlorzoxazone, six des sujets de I’étude ont recu en plus 750 mg de chlorzoxazone.

La mesure des paramétres pharmacocinétiques de la chlorzoxazone et de la 6-
hydroxychlorzoxazone aprés administration des deux doses montre, une augmentation de 30%
de I’aire sous la courbe de la chlorzoxazone aprés une dose de 750 mg par rapport a une dose
de 250 mg. Bien que cette aire soit augmentée de maniére significative, il n’y a pas de
différence notable au niveau de 1’aire sous la courbe de la 6-hydroxychlorzoxazone entre les

deux doses, ce qui résulte d’une demi-vie d’élimination plus longue aprés une dose de 750

mg.

La figure 4 présente les courbes concentrations-temps de la chlorzoxazone et de la 6-
hydroxychlorzoxazone apres administration de 250 mg et de 750 mg de chlorzoxazone chez 6

des 16 sujets étudiés.
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Figure 4 : Courbes concentration-temps de la chlorzoxazone (A) et de la 6-

hydroxychlorzoxazone (B) aprés des doses de 250 mg (m) et de 750 mg (o) (d’aprés 36).

Quelle que soit la dose administrée (250 mg ou 750 mg), le pic plasmatique de la
chlorzoxazone est identique et il est atteint en 1heure 30.
Le pic plasmatique de la 6 hydroxychlorzoxazone est atteint en 2 heures pour les deux

doses mais, il est plus important lorsque la dose administrée est de 250 mg.
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La figure 5 illustre I’excrétion urinaire cumulative de la 6-hydroxychlorzoxazone en %

de la dose aprés administration orale de 250 mg et 750mg de chlorzoxazone.
100 ~

75+

Percent of Dose

Temps (heures)

Figure S : Excrétion urinaire cumulative de la 6-hydroxychlorzoxazone en % de la dose apres

administration orale de 250 mg (m) et 750 mg () de chlorzoxazone (d’aprés 36). * p <0.05

Bien que la récupération urinaire totale de la 6-hydroxychlorzoxazone a 10 heures ne
soit pas différente entre les 2 doses, la récupération fractionnelle aprés administration de 750
mg est plus faible les premiéres heures, suggérant que la clairance est saturée par ce
mécanisme quand les doses de chlorzoxazone sont plus fortes, ce qui pourrait
considérablement altérer les mesures de trait phénotypique a des doses élevées.

Ceci est illustré par une diminution d’environ 48% du rapport plasmatique de la 6-

hydroxychlorzoxazone sur la chlorzoxazone a 4 heures chez 5 des 6 sujets.

> Les résultats de cette étude montrent qu’une dose de 250 mg de chlorzoxazone doit
étre utilisée et qu’un rapport plasmatique obtenu dans les 2 a 4 heures suivant
I’administration, représente un index acceptable de la clairance de formation de la 6-
hydroxychlorzoxazone et peut étre utilisé pour évaluer le métabolisme in vivo de la

chlorzoxazone et donc ’activité du CYP2E1 (36).
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2.2 - VARIATIONS BIOLOGIQUES DU TEST

Le métabolisme de la chlorzoxazone, et donc I’activit¢é du CYP2EIL, peut étre
influencé par différents facteurs (39). Une étude incluant différents groupes d’individus a

permis d’évaluer I’effet de diverses conditions physiopathologiques et de style de vie.

2.2.1 - Sujets

- L’activité du CYP2EI a été mesurée en utilisant le test de la chlorzoxazone : aprés
une nuit de jeiine, les individus ont absorbé 500 mg de chlorzoxazone avec un verre d’eau ou
de jus de pamplemousse. Une prise de sang leur a été¢ faite 2 heures aprés la prise de
chlorzoxazone afin de mesurer le rapport métabolique de la chlorzoxazone (HCZX/CZX).

- Les sujets n’ont pris aucun médicament susceptible d’interférer avec I’activité du
CYP2El avant le test (tels que le paracétamol, le disulfirame, ou I’isoniazide). La

consommation tabagique et alcoolique a été évaluée au cours d’entretiens individuels (39).

¢ sujets controles :

- 42 Frangais (21 hommes et 21 femmes);
- 11 Italiens (5 hommes et 6 femmes);
- 16 Mexicains (8 hommes et 8 femmes).

Ces personnes se sont abstenues de prendre de I’alcool durant les 5 jours précédant le test.

¢ sujets alcooliques :

72 sujets (49 hommes et 23 femmes, dont la consommation alcoolique est de 162 £ 65 g/j ).
Ces personnes ont été admises a 1’hopital pour une cure de désintoxication et ont participé au

test de la chlorzoxazone le jour suivant leur admission a I’'hopital (“*CYP2EI induit par
I’éthanol”) et/ou aprés 21 jours d’abstinence alcoolique (“CYP2E1 non-induit”). Tous les

patients “CYP2E]1 induit par I’éthanol” avaient, au moment de leur admission, une alcoolémie
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de 1.45g/l + 0.95, et le test de la chlorzoxazone a été réalisé aprés vérification de toute

absence alcoolique sanguine.

¢ sujets fumeurs :

- 75 sujets fumant 23 + 11 cigarettes par jour et non alcooliques;

- 35 sujets fumant 30 + 12 cigarettes par jour et alcooliques.

¢ sujets obéses :

30 obéses dont 12 hommes et 18 femmes avec un BMI > 30 kg/m? ; parmi ces patients, 13

souffrent de diabéte non insulino dépendant (DNID).

¢ sujets travaillant dans une entreprise de chaussure et soumis a différents solvants :

10 Mexicains (6 hommes et 4 femmes), exposés a différentes quantités de solvants volatils
tels que le pentane, I’ acétone, I’hexane, I’alcool isopropylique, le toluéne et le xyléne.
Ces sujets ont également cessé toute absorption de boissons alcoolisées 5 jours avant le début

du test.

2.2.2 - Résultats

L’effet de différentes conditions physiopathologiques et de style de vie sur le

métabolisme de la chlorzoxazone, a été évalué au sein de plusieurs groupes d’individus.

2.2.2.1 - Effet du sexe sur le rapport métabolique de la chlorzoxazone

chez des sujets alcooliques et non alcooliques (figure 6)
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Figure 6 : Rapport métabolique de la chlorzoxazone chez des hommes versus des femmes
(d’aprés 39).

Les individus “CYP2E1 non-induit” regroupent les sujets contréles sains (21 hommes

et 21 femmes) et les alcooliques s’étant abstenus de boire depuis 21 jours (28 hommes et 21

femmes ).

Le rapport métabolique de la chlorzoxazone chez les femmes est légérement inférieur

a celui des hommes, aussi bien chez les sujets non alcooliques (“*CYP2E1 non induit”) que

chez les sujets alcooliques; cependant, la différence n’est statistiquement pas significative.
Des études antérieures ont suggéré que les femmes présentaient un plus faible rapport

métabolique de la chlorzoxazone que les hommes.

> Le sexe ne constitue pas un réel facteur de variabilité de I’activité du CYP2EI.

Les sujets alcooliques présentent un rapport métabolique de la chlorzoxazone plus

élevé que les sujets non alcooliques et ce, quel que soit le sexe.

> L’alcool provoque donc une augmentation du métabolisme de la chlorzoxazone et

donc de I'activité du CYP2EI.
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2.2.2.2 - Effet du tabagisme et de 1’alcool sur le rapport métabolique de

la chlorzoxazone (figure 7)
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Figure 7 : Rapport métabolique de la chlorzoxazone chez des fumeurs non alcooliques
(“CYP2EI1 non-induit") versus des non fumeurs, et chez des fumeurs alcooliques (“CYP2E1

induit”) versus des non fumeurs.

Les individus “CYP2E1 non-induit” incluent les sujets contrdles sains (n = 23) et les

alcooliques qui ont arrété de boire depuis 21 jours (n = 52) (d’apres 39).

Ce schéma montre que le tabac ne modifie pas de maniére significative
I’hydroxylation de la chlorzoxazone, aussi bien chez les fumeurs non alcooliques versus les
non fumeurs que chez les fumeurs alcooliques versus les non fumeurs.

Par opposition, ces données montrent que I’alcool provoque une nette augmentation de
cette réaction d’hydroxylation. En effet, le rapport métabolique de la chlorzoxazone chez les
sujets alcooliques est plus élévé que chez les non alcooliques, que ce soit chez les fumeurs ou
les non fumeurs.

D’autres études ont montré que le métabolisme de la chlorzoxazone était trois fois plus
rapide chez des sujets alcooliques que chez des sujets qui se sont abstenus de boire de 1’alcool
et qui présentent un syndrome alcoolique hépatique (26). Chez ces derniers, on observe une
diminution continue de I’activité du CYP2EI. Mais il reste a savoir si la cirrhose alcoolique

hépatique conduit 4 une diminution de I’activité du CYP2EI, et donc a une altération du
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métabolisme de la chlorzoxazone, ou si une lésion hépatique sévére est une conséquence de
’activité altérée du CYP2EI1 (26).

D’autres études doivent étre menées afin de déterminer si le métabolisme des drogues
par le CYP2E1 est diminué chez tous les sujets présentant un stade de maladie hépatique
avancé en dehors de toute étiologie. Néanmoins, il semble prudent de diminuer les posologies
des médicaments substrats du CYP2EI chez les patients souffrant de 1ésion hépatique sévére
(26).

L’activité du CYPE1 est induite aprés une consommation chronique d’alcool mais

retrouve sa valeur basale aprés 5 a 8 jours d’abstinence alcoolique chez des sujets alcooliques

(3.

> Contrairement a [’alcool, le tabac n’a donc pas d’incidence sur I’acticité du CYP2EI.

2.2.2.3 - Effet de ’obésité sur le rapport métabolique de la chlorzoxazone

(figure 8)
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Figure 8 : Rapport métabolique de la chlorzoxazone chez des sujets obéses avec ou sans
DNID (d’apres 39)

Cette figure montre que le rapport métabolique de la chlorzoxazone chez les sujets
\
obéses est supérieur a celui des sujets contrdles (0,4 versus 0,3). Lorsque I’obésité est associée
a un diabéte non insulino dépendant, ce rapport devient encore plus important : 0,5 contre 0,3

chez les sujets contrdles.
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Le CYP2E]1 est impliqué dans le métabolisme des corps cétoniques et son activité peut
étre modifiée par I’obésité.
Dans cette étude, 1’obésité augmente le rapport métabolique de la chlorzoxazone,

notamment quand elle est associée a un diabéte non-insulino dépendant (DNID).

> L’obésité et le diabéte sont des facteurs physiopathologiques provoquant une

induction du CYP2EI.

2.2.2.4 - Effet des solvants organiques sur le rapport métabolique de la

chlorzoxazone (figure 9)

De nombreux produits volatils courants sont des inducteurs et des substrats du
CYP2EI1(5). Par conséquent, le métabolisme de la chlorzoxazone a ét¢ évalué chez des
travailleurs exposés a des solvants organiques, tels que le toluéne, le xyléne, I’acétate d’éthyle

et I’acétone dans une entreprise de fabrique de chaussures mexicaine.
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Figure 9 : Rapport métabolique de la chlorzoxazone chez des travailleurs exposés a des

solvants organiques volatils dans une fabrique de chaussures au Mexique (d’aprés 39).

En dépit d’habitudes alimentaires et de maniéres de vivre présumées différentes,

aucune différence n’a été observée entre les sujets controles d’origine frangaise, italienne ou

mexicaine (39).
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> [’exposition a des solvants organiques a pour conséquence une diminution
significative du rapport métabolique de la chlorzoxazone suggérant que ces solvants sont
probablement in vivo des substrats compétitifs du CYP2E1; comme tous ces produits sont
sturement présents en méme temps dans le sang des sujets, il est probable qu’ ils n’aient pas
ét¢ complétement éliminés pendant la nuit. Par conséquent ils pourraient rentrer en
compétition avec la chlorzoxazone pour le métabolisme par le CYP2E1 (39). Aucune
corrélation n’a été observée entre les concentrations dans ’air de ces solvants et I’activité du
CYP2EI, ce qui peut s’expliquer par la diversité qualitative et quantitative de ces solvants
dans les différents lieux de travail, couplée aux différences inter-individuelles des taux de
CYP2EL.

Cette étude permet de renforcer I’hypothéese selon laquelle la chlorzoxazone serait un

marqueur biologique de I’exposition a des solvants organiques sur le lieu de travail (39).

2.2.2.5 - Effet du jus de pamplemousse sur le rapport métabolique de la

chlorzoxazone

Le jus de pamplemousse est connu pour augmenter la disponibilité orale d’une variété
de substrats du CYP3A4, incluant la félodipine (FLODIL LP®) et la nifédipine

(ADALATE®) (39). Le mécanisme de cette augmentation de la biodisponibilité est supposé
étre soit une inactivation de 1’enzyme par les composés du jus de pamplemousse, soit une
autoinhibition de I’enzyme.

Dans le but d’évaluer la contribution du CYP3A4 dans I’hydroxylation de la
chlorzoxazone, les individus ont regu simultanément 500 mg de chlorzoxazone et 200 ml de

jus de pamplemousse concentre.
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La figure 10 illustre les résultats de I’administration concomitante de jus de

pamplemousse et de chlorzoxazone chez 9 sujets controles.
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Figure 10 : Rapport métabolique de la chlorzoxazone chez 9 sujets contrdles ayant regu 500

mg de chlorzoxazone seule et avec 200 ml de jus de pamplemousse (d’aprés 39).

L’administration concomitante de jus d¢ pamplemousse et de chlorzoxazone ne
modifie pas de maniére significative le rapport métabolique moyen : 0,29 + 0,1 versus 0,31 +
0,1, respectivement sans et avec jus de pamplemousse, chez 9 sujets contrdles (39). La

différence moyenne entre les deux groupes est de 8% (39).

En outre, une étude in vitro a montré que le jus de pamplemousse naturel concentré a
10%, était capable d’inhiber I’oxydation de la nifédipine, une activité spécifique du CYP3A4.
Par opposition, la 6-hydroxylation de la chlorzoxazone, qui est spécifique du CYP2EI, n’est

pas modifiée par ce méme jus de pamplemousse.

Ces données suggérent que le CYP3A4 inhibé par le jus de pamplemousse est peu

impliqué dans le métabolisme de la chlorzoxazone, aussi bien in vivo qu’in vitro (39).
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> Cette étude permet de confirmer que la chlorzoxazone est un marqueur sélectif de
I’activité du CYP2E1 chez I’homme. Le choix de la chlorzoxazone repose aussi sur son
caractére sir et son absence d’effet pharmacologique dans les conditions du test du CYP2E].

Cependant, il existe de nombreux facteurs intervenant dans la régulation de I’activité
du CYP2EI, qu’il est nécessaire de connaitre afin d’interpréter correctement les résultats de
mesure d’activitt du CYP2EIl. Ces facteurs sont essentiellement endogénes (état

physiologique) et exogenes (39).
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2.3 - REGULATION DE L’ACTIVITE DU CYP2E1

Il existe une grande variabilité inter-individuelle dans I’activité du CYP2EI (34, 40) .
Cette observation repose sur des mesures in vifro (en utilisant des microsomes hépatiques) et
des mesures in vivo (en utilisant la chlorzoxazone comme marqueur).

Les facteurs modulant I’activit¢ du CYP2E]1, et contribuant par conséquent a cette
variabilité, peuvent étre d’ordre physiopathologique (obésité, jeline, dysfonctionnement
hépatique), ou environnemental (induction par I’éthanol, inhibition par certains médicaments
comme le disulfirame ou par des constituants alimentaires comme les isothiocyanates).

De plus, la régulation de I’expression du CYP2EI survient a de multiples niveaux :
transcription, stabilisation de I’ARNm, augmentation de la traduction de I’ARNm et
stabilisation protéique (19). Une telle complexité dans la régulation peut étre le reflet d’un
important role endogene pour le CYP2E1 (41).

Il semble donc intéressant de déterminer le degré de cette variabilité (41) afin

d’évaluer la susceptibilité individuelle a certaines maladies, ainsi que la toxicité des substrats

du CYP2EL.
2.3.1 - Physiologique
2.3.1.1 - L’age

Contrairement au sexe, I’dge est un facteur qui influence le taux hépatique de

CYP2EI; ce dernier diminue en effet de 5% tous les 10 ans (42).
2.3.1.2 - L alimentation

La consommation de fruits et de légumes est associée a un faible risque de développer
certaines formes de cancer. Les mécanismes pouvant expliquer cette protection sont
nombreux mais, dans la plupart des cas, I’inhibition des enzymes participant a 1’activation des
procarcinogenes est impliquee (34).

De plus, d’importantes études chez I’animal ont permis d’évaluer I’effet de composés
alimentaires sur certaines isoformes de cytochrome. Par exemple, les isothiocyanates présents

dans les choux de Bruxelles et les brocolis inhibent I’activité du CYP2E]1: il en est de méme
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pour [’ail et ses préparations contenant différents composés organo-soufrés, ainsi que pour les
constituants du thé noir et vert (43).

Chez I’homme, les données sont plus limitées. Il semblerait que le cresson de fontaine
soit un inhibiteur potentiel de I’activité du CYP2EI (34).

Une étude a montré que I’ingestion quotidienne de 500g de brocolis pendant 12 jours
conduisait 4 une diminution de I’activité du CYP2E1 d’environ 19% (34) .

Une autre étude réalisée chez 50 Japonais résidant 8 Hawai (33 hommes et 17 femmes
sains et non fumeurs) a montré que la consommation de brocolis et de thé noir était associée
a une réduction de l’activité du CYP2EI, et que la consommation de laitue induisait le

CYP2E]1 (le mécanisme d’une telle induction est cependant inconnu) (34).

> Les recherches en diététique pourraient donc avoir des implications sur la

prévention de certains cancers.

Le jéune prolongé provoque une augmentation des corps cétoniques et altere la
6-hydroxylation de la chlorzoxazone, conduisant a une diminution du métabolisme et donc de

Iactivité du CYP2E1 (44).

L’infiltration de graisse dans le foie, la stéatose, constitue probablement un facteur de
risque pour I’hépatotoxicité, liée a I’halothane ou au paracétamol, qui est connue pour étre

influencée par le niveau d’activité du CYP2E1 (45).

Afin d’évaluer I’effet du régime alimentaire et de la stéatose sur I’activité in vivo du
CYP2EI1, une étude a été réalisée chez 11 patients d’origine caucasienne (9 hommes et 2
femmes) présentant des tests de fonctionnement hépatique anormaux (45), tels que les décrit
le tableau V.

Aucun sujet n’a pris de médicament susceptible de provoquer des lésions hépatiques
ou d’influencer les activités cytochromes P450.

Un seul sujet (8) est fumeur (5 a 10 cigarettes par jour).

Aprés une nuit de jeiine, les tests standards de fonction hépatique ont été réalisés.
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Le tableau V présente les caractéristiques biochimiques et physiques des patients au
début de I’étude.

Sexe | Age Poids BMI Médicaments AST ALT yGT Cholestérol | Triglycérides Biopsie
(kg/m*)* (par jour) (um* (UIny* (um* (mmol/1)* (mmol/1)* hépatique
Patients compliants

M 48 87 30,1 - 36 73 62 5,2 1,9 Non
M 53 93 33,0 Timolol 33 69 111 5.3 1,8 Non

(collyre)
M 53 101 32,2 Nisoldipine 29 53 138 6,5 1.2 Non

Smg,
Kardégic 160
mg,
Lysanxia 10mg

M 51 103,5 31,9 - 25 34 67 44 8,0 Non
M 36 89 29,1 Orazamide, 32 74 27 4.6 13 Oui

100mg
M 37 69,2 223 Vitamine C 37 79 125 6,4 1,0 Oui

Patients non compliants

F 52 91 338 - 39 49 154 6,4 1,3 Oui
M 25 91,5 279 - 31 - 70 96 85 3,1 Non
M 64 100,5 324 - 38 65 452 52 1,7 Non
M 30 109,8 31,1 - 24 54 57 72 3,0 Non
F 45 77 29,7 Catapressan 21 52 32 43 1.4 Non

0,05mg

Tableau V : Caractéristiques biochimiques et physiques des patients au début de I’étude
(d’apres 45).

BMI : indice de masse corporelle; AST : aspartate aminotransférase; ALT : alanine aminotransférase; yGT : y-
glutamyl transférase;
* Valeurs physiologiques : BMI, 20-25kg/m? AST, < 25Ul/1; ALT, < 32 UV/I; yGT, < 45UV/l; cholestérol, 3,9-

5,7mmol/l; triglycérides, < 1,8mmol/l.
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L’activité¢ du CYP2EI est évaluée grace aux parameétres pharmacocinétiques de la
chlorzoxazone (CZX) et de son métabolite (6-hydroxychlorzoxazone), aprés ingestion de 500
mg de chlorzoxazone. Cette activité est mesurée au début de I’étude et aprés deux mois de

régime glucidique, consistant en une diminution de 1’apport en mono et disaccharides.

Sur la base d’entretiens répétés avec un méme diététicien (non informé sur les données

cliniques et biochimiques des patients), six patients sur onze sont restés compliants au régime

Aprés deux mois de régime, les six patients compliants présentent une diminution de
leur consommation énergétique totale avec une diminution de plus de 50% de leur
consommation en mono et disaccharides et une augmentation de leur consommation
protéique. Les cinq autres patients de I’étude ne présentent aucune modification de leurs

habitudes alimentaires.

La figure 11 présente I’effet du régime glucidique chez les patients compliants et non
compliants aprés administration orale de 500 mg de chlorzoxazone.
a0
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Durée du régime (mois)

Figure 11 : Effet du régime glucidique chez les patients compliants (m—m) et non compliants

(o---0) aprés administration orale de 500 mg de chlorzoxazone (d’apres 45).

Cette figure montre que le régime glucidique chez les patients compliants, se traduit
par une diminution significative de I’activité du CYP2E]1 comme le montre 1’augmentation

significative de I’aire sous la courbe.
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Le tableau VI compare certains parameétres chez les patients compliants et non

compliants, au début de I’étude et aprés deux mois de régime glucidique.

Au début de Aprés deux mois
I’étude
BMI (kg/m?) Patients 298+39 28,1+36
compliants
Patients non 30,0+2,3 30,1+1,9
compliants
ALT (UIN) Patients 63,7+ 17,0 41,7+83
compliants
Patients non 52,6 17,6 888+178
compliants
CZX AUC Patients 20,7+6,3 24,7+ 6,0
(ng/ml/h) compliants
Patients non 19,8 + 8,7 20,6 +11,2
compliants

BMI : indice de masse corporelle ; ALT : alanine amino transférase; CZX : chlorzoxazone

Tableau VI : BMI, ALT, et pharmacocinétique de la CZX chez les patients au début de

I’étude et deux mois aprés prescription d’un régime glucidique (d’apres 45).

Contrairement aux patients non compliants au régime, on observe chez les patients
compliants une diminution du BMI, une diminution du taux sérique d’ALT, ainsi qu’une
réduction de 1’activité du CYP2EI. Cependant, chez ces patients, le BMI et le taux sérique

d’ALT restent supérieurs aux valeurs physiologiques.

> En conclusion, un régime glucidique efficace permet, chez des patients présentant
des activités sériques élévées d’enzymes hépatiques, une perte de poids et une réduction de

I’activité du CYP2EI.

Les habitudes alimentaires devraient donc étre prises en compte lors de 1’évaluation de

la fonction hépatique et de I’administration de xénobiotiques (45).
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La variation d’activité du CYP2E], observée chez les patients de 1’étude, pourrait étre
directement liée au degré de stéatose et/ou a I’inflammation associée a la stéatose; en effet, les
médiateurs de I’inflammation interviennent dans la régulation de certains cytochromes : c’est
le cas par exemple de ’interleukine 4 qui induit I’expression et I’activité¢ du CYP2E] (45).

Cependant, les patients de cette étude sont pour la plupart obéses (10 sujets sur 11 ont
un BMI > 25 kg/m?), ils présentent également des activités d’enzymes hépatiques nettement
supérieures aux valeurs physiologiques. Leur cholestérolemie est également élevée ainsi que

leur taux de triglycérides.
2.3.2 - Pathologique
2.3.2.1 - Le diabéte

Chez des sujets souffrant de diabéte insulino-dépendant, le taux de CYP2E] est élevé
dans les lymphocytes et le degré d’induction du CYP2EI détecté dans ces cellules dépend de
la sévérité du dysfonctionnement métabolique (46). On peut donc penser que ces personnes
ayant des taux élevés de CYP2E1, peuvent présenter un risque plus important d’hépatotoxicité
liée au paracétamol ou a I’isoniazide, ou étre ialus sensibles a ces agents potentiellement

hépatotoxiques.

2.3.2.2 - L’obésité

Plusieurs études comparant I’activité du CYP2EI1 (par mesure de la clairance de la
chlorzoxazone) chez des sujets obéses et non-obéses, ont montré que le CYP2E1 est induit
chez les sujets obéses, mais le mécanisme d’une telle induction n’est pas clairement défini
(44).

L’obésité est I’une des conditions physiopathologiques conduisant a une induction du
CYP2E1; en conséquence, les sujets obéses sont exposés a un plus fort risque de toxicité liée
au métabolisme de composés exogénes par le CYP2El (44). De plus, I'efficacité d’un

médicament qui est un substrat du CYP2EI, peut étre diminuée chez ces patients.
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Le tableau VII présente I'influence de I’obésité sur I’activité du CYP2E1 et le

métabolisme de certains substrats de CYP2E]L.

Sujets
; Résultats
Substrats BMI (lg/m?) Mesures
Obéses Non obéses Obéses Non- obéses
Clairance
) )]
Chlorzoxazone orale 6,23 +1,7% 4,15+0.81=*
35-50 21-30
(ml/min/kg)
(26) (8)
27,8 +2,0%* 17,0 + 3,0%*
46 +2 2312 Conc max Fl
Enflurane (1)
(24) @) (M)
28,0 + 1,9%* 17,3 £ 1,3%*
46 +2 24 +2
(15) (16)
Akk
294+0,8 22,1+04 -
Sévoflorane (2) Conc Fl
(13) (10) PN
41 + 1 261 : NS -
Méthoxyflurane (19) a7
Conc Fl A= _
3) 153 +9,6¢ | 71,9+49¢
Conc TFA et
Conc Br 48h et
72 h apré:
prés s
(1n (8) administration -
Halothane (4)
45+ 1 22+2 d’halothane
(nM)
Conc max Br
1311 £ 114%x | 787 +£225%x*
(1M)

BMI : indice de masse corporelle; Conc: concentration sérique; Fl: fluorure; Br: bromure; Conc max :
concentration sérique maximale; TFA : acide trifluoro acétique.

* 1 p<0.05 ; ** : p<0.01 ; NS : non significatif ; ® : poids en kg

(1), (2), (3), (4) : anesthésiques halogénés.

Tableau VII : Influence de I’obésité sur le métabolisme de certains substrats du CYP2E1
(d’apres 47)
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Ce tableau montre que I’activité du CYP2EI est augmentée chez les sujets obéses ; en
effet, la clairance de la chlorzoxazone et le métabolisme des anesthésiques halogénés sont
augmentés chez ces sujets. Cependant, certaines données sont contradictoires : dans le cas du
sévoflurane, une premiére étude a montré qu’il n’y avait pas de différence significative dans
les concentrations sériques de fluorure entre les deux groupes , contrairement a une seconde
étude. Des facteurs, tels que la dose de sévoflurane administrée, le degré d’infiltration
d’acides gras au niveau hépatique et le type d’intervention chirurgicale, peuvent expliquer les

divergences observées.
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3. POLYMORPHISME GENETIQUE




3.1 - DEFINITION DU POLYMORPHISME

Le polymorphisme est la coexistence au sein d’une population de deux phénotypes, oy
plus, attribuable le plus souvent  la présence de deux alléles (ou plus) du méme géne (48)

Le géne du CYP2EI n’est pas particulirement polymorphique, la région codante du

géne est hautement conservée (41,49).

3.2 - LOCALISATION DU CYP2EI SUR LE GENOME

Chez I’homme, un seul géne a ét¢ détecté¢ dans la sous-famille du CYP2EI1. 1]
comporte neuf exons* et neuf introns* et il est localisé sur le chromosome 10 (13).

La localisation du géne du CYP2E], sur le chromosome, est 10g24.3 et le géne
comprend plus de 14761 paires de bases.

La figure 12 présente la structure exon-intron du géne du CYP2EI.

5 3
7 8

FHH—H+

e N

Figure 12 : Représentation schématique du géne du CYP2E] (daprés 50) :

* exons : séquences d’ADN contenant I’information héréditaire et qui en général s’expriment

en étant traduites en protéines.
* introns : séquences d’ADN qui sont interposées au milieu de la partie contenant

I’information; elles seront transcrites mais pas traduites.
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La fréquence de ces variants était également faible et aucune association n’a été
démontrée entre ces mutations et la cirrhose alcoolique hépatique (10).

Les résultats de cette étude montrent que les polymorphismes génétiques au niveau du
cadre de lecture ouvert du géne du CYP2EI ne sont probablement pas responsables des

différences interraciales dans I’expression du CYP2E1(10).

= screening de tous les exons et jonctions intron-exons du géne du

CYP2E] a partir d’échantillons d’ADN obtenus chez 198 individus
(51):

¢ Sujets :
- 78 Chinois contrdles;
- 78 Suédois controles;

- 42 Italiens souffrant de cirrhose alcoolique.

¢ L’analyse des échantillons révéle la présence de deux variants alléliques :

Le tableau IX représente les variants alléliques observés dans les populations étudiées.

Population étudiée Substitution d’acide aminé
G1168A G10059A
(CYP2E1*2) (CYP2EI*3)
Nombre d’alléles
Chinois contrles (n = 78) 2
Suédois contrdles (n=78) 0
Italiens cirrhotiques (n=42) 0 1

Tableau IX : Distribution des variants alléliques au sein de trois populations différentes

étudiées (d’apres 51).
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« L’allele CYP2EI* 2 avec une mutation sur I’exon 2 (G1168A) cause une substitution

d’acide aminé (R73H).

 Lallele CYP2EI* 3 présente une mutation sur I’exon 8 (G10059A) provoquant un

autre changement d’acide aminé (V3891)
Aucun variant allelique n’a été trouvé au sein de la population italienne.

L’allele sauvage est I’allele CYP2E]* 1.

Pour évaluer I’importance fonctionnelle de ces mutations, les ADNc du CYP2E1 ont

¢été construits puis sous-clonés dans un vecteur et enfin exprimés dans des cellules COS-1(51).

Les taux cellulaires d’ARNm du CYP2EI, de protéine du CYP2EI et le taux
d’hydroxylation de la chlorzoxazone ont été¢ monitorés (51).

Le variant ADNc CYP2E]*2 conduit a une diminution de I’expression protéique et de
I’activité catalytique,sans modification du taux d’ARNm.

Cependant, ces résultats obtenus au niveau des ADNc ne peuvent pas étre extrapolés a
la situation in vivo et nécessitent donc d’étre confirmés in vivo en réalisant une analyse
phénotypique avec la chlorzoxazone chez des sujets porteurs de I’allele CYP2EI*2, en

comparaison avec des sujets homozygotes pour I’all¢le sauvage (CYP2E1*I) (51).
> Ces variants alléliques sont rares, ce qui montre que la région codante du géne du

CYP2E] est bien conservée, aussi bien chez les Asiatiques que chez les Caucasiens (51).

Le CYP2EI1 pourrait donc avoir un important réle endogene chez I’homme.

= étude chez 36 femmes Afro-Américaines en dge de procréer (19) :

¢ Analyse des échantillons d’ADN :

La figure 13 représente la carte de restriction de la région en amont du géne du

CYP2EI en utilisant I’enzyme de restriction Xbal
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Figure 13 : Carte de restriction de la région en amont du géne du CYP2E] en utilisant
I’enzyme de restriction Xbal (d’apres 19).

L’utilisation de ’enzyme de restriction Xba/ a permis de montrer que 25 sujets
(69%) sont homozygotes pour la bande comprenant 1862 paires de bases depuis les positions
-2270 jusqu’a- 408.

Onze sujets (31%) ont cette méme bande de 1862 paires de bases, mais également une

plus grande bande d’environ 1962 paires de bases.

La figure 14 présente la carte de restriction de la région en amont du géne du CYP2E]

en utilisant I’enzyme de restriction Dral.

-2000 0
| | | [ | I | l ] |
.__-aioubp__l
650
Dral
-712
Dral
~2884 -784
Dral Dral

Figure 14 : Carte de restriction de la région en amont du géne du CYP2E] en utilisant

I’enzyme de restriction Dral (d’aprés 19).
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Chlorzoxazone Hydroxylation Index

i 2.0 -

1.5

Les résultats de I’analyse par I’enzyme de restriction Dral confirment ceux observés
avec I’enzyme Xbal : les sujets ayant le type sauvage d’aprés I’analyse Xbal, présentent un
fragment d’environ 2100 paires de base aprés coupure par [’enzyme Dral, situé
approximativement au niveau des positions -2884 et -784.

La combinaison de ces résultats permet de situer la mutation entre les positions -2270
et -784. Afin de localiser le site de la mutation, d’autres analyses ont été réalisées en utilisant
d’autres enzymes de restriction (Rsal, Spel, Apal, Stul) ; ce qui a permis de limiter la région

de I’insertion aux positions allant de 2270 a — 1672.

¢ Influence sur ’activité du CYP2E] :

L’impact potentiel de I’insertion de cette mutation est évalué en déterminant I’index

d’hydroxylation de la chlorzoxazone. .
La figure 15 représente la relation entre la présence de la mutation et I’activit¢ du

CYP2EI.

1.5

MANNNN

A\

DA\
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Wild Type Insertion Mutation Wild Type Insertion Mutation
Alcool Obésité

Figure 15 : Relation entre la présence de I’insertion de la mutation et ’activité
métabolique du CYP2E], décrite selon le rapport métabolique de la chlorzoxazone a 3 heures

en présence d’alcool (cases hachurées) et d’obésité (cases hachurées) (d*apres 19).

50



Cette mutation est associée a une augmentation du métabolisme de la chlorzoxazone,
mais cet effet n’est observé qu’en présence d’obésité ou de consommation d’alcool dans les 3

jours précédant I’étude.

Afin de déterminer si cette mutation est spécifique aux Afro-Américains et de définir
I’incidence de cette mutation, des analyses RFLP ont été réalisées sur des échantillons d’ADN
issus de 58 Caucasiens et de 35 Afro-Américains en utilisant les enzymes de restriction Dral
et Xbal (19) :

Chez les Afro-Américains, 10 personnes (31%) sont hétérozygotes pour la mutation.
L’incidence de la mutation est moins importante chez les Caucasiens, avec seulement 4

personnes (6.9%) hétérozygotes ; le reste étant homozygote (19).

> La fréquence relativement élevée de la mutation précédemment décrite au sein de la
population Afro-Américaine, qui est un groupe présentant un risque élévé de susceptibilité a
des toxiques, supposée liée au CYP2EI, donne un poids supplémentaire a I’importance
potentielle de cette mutation dans la susceptibilit‘e' aux maladies (19). En outre, la fréquence
élevée de cet alleéle parmi les Afro-Américains, confirme les observations de cette étude sur
une plus grande variation du métabolisme in vivo de la chlorzoxazone chez les Afro-

Américains par rapport a des populations Caucasiennes et Asiatiques (19).
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= une étude portant sur I’analyse d’échantillons d’ADN issus de 40

sujets Caucasiens a permis de détecter de nouveaux polymorphismes au niveau

du géne du CYP2E] :

Le tableau X représente les polymorphismes détectés chez les sujets

étudiés
Substitution de base Localisation sur le géne CYP2E1 Enzymes de restriction
A-316G Séquence en amont (upstream) Bfal
T-297A Séquence en amont (upstream) BspM1
G-35T Séquence en amont (upstream) Ddel
G1107C Intron 1 Hpal
G4804A Exon 4 Tail
C10157T Exon 8 Msel

Tableau X : Nouveaux polymorphismes au niveau du géne du CYP2E] (d’apres 49)

Parmi ces polymorphismes, la mutation silencieuse sur I’exon 8, le changement de
base sur I’intron 1 (G1107C) ainsi qu’au niveau de la région en amont 5°(T-297A et A-316G)
ne semblent pas étre significatifs d’un point de vue fonctionnel (49). Mais le polymorphisme
G-35T semble quant a lui associé a une légere augmentation de I’activité de transcription in

vitro. Cependant son effet précis sur Iactivité in vivo du CYP2E] nécessite des études

complémentaires (49).

3.4.2 - Influence du polymorphisme du site Rsal sur ’activité du CYP2E] et

sur I’inductibilité par I’alcool ?

Des études in vitro ont révélé que ce variant allélique était associé a une augmentation
de I’activité de transcription du CYP2EI (49) et certains auteurs ont suggéré que les individus
hétérozygotes ou homozygotes, pour ce variant allélique, présentent une plus grande
susceptibilité au syndrome alcoolique hépatique, ce qui serait compatible avec une activité
plus élevée du CYP2EI (49).

Le génotype homozygote c2c2 présente, in vifro, une €lévation de D’activité de

transcription (52). Ce qui pourrait expliquer les différences observées chez les individus au
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niveau de 1’oxydation microsomale de I’éthanol. Le métabolisme de I’éthanol par le CYP2EI
produit de I’acétaldéhyde et des radicaux libres, capables de peroxyder les membranes
lipidiques. Par conséquent, I’augmentation du taux enzymatique, suite a I’induction par
I’éthanol et I’élévation de I’activité de transcription du CYP2E1, pourraient jouer un role dans

le développement d’un syndrome alcoolique sévére (52).
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3.5 - FREQUENCES ALLELIQUES OBSERVEES AU SEIN DE DIFFERENTES
POPULATIONS

De nombreuses études réalisées au sein de diverses populations, ont permis d’évaluer

les fréquences alleliques du site polymorphique Rsal du CYP2E].

3.5.1 - Population saine
Le tableau XI présente les fréquences alléliques du site Rsal rencontrées au sein de

populations saines d’origine ethnique différente.

Fréquences alléliques
Nombre de
Groupes ethniques Références
sujets
cl c2
Caucasiens 32 0,980 0.020 in (52)
Suédois 148 0,950 0,050 in (53)
Anglais 100 0,985 0,015 in (54)
Espagnols 178 0,975 0,025 in (55)
Européens-
449 0,960 0,040 in (53)
Américains
Afro-Américains 126 0,990 0,010 in (53)
Chinois 100 0,750 0,250 in (53)
202 0,807 0,193 in (53)
Japonais 75 0,800 0,200 in (56)
60 0,817 0,183 in (9)

Tableau XI: Fréquences alléliques du site Rsal au sein de différentes

populations.
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3.5.2 - Population alcoolique
Dans ce groupe d’individus, les sujets alcooliques présentent différents signes de
Iésions hépatiques liées a I’alcool.
Le tableau XII présente les fréquences alléliques du site Rsal chez des sujets

alcooliques originaires de différents pays.

Fréquences alléliques

Nombre de
Groupes ethniques . Références
sujets
cl c2
avec syndrome
. 53 0,950 0,050 in (52)
hépatique
Caucasiens
sans syndrome
39 0,950 0,050 in (52)

hépatique

avec un syndrome
Anglais hépatique 95 0,900 0,100 in (54)

alcoolique sévére

Espagnols avec carcinome

101 0,945 0,055 in (55)
hépatocellulaire
avec hépatite
. . 31 0,790 0,210 in (53)
cirrhotique
avec pancréatite
23 0,783 0,217 in (53)

alcoolique

avec syndrome
Chinois . 33 0,803 0,197 in (53)
non hépatobiliaire

avec cirrhose

54 0,759 0,241 in (53)
alcoolique
80 0,806 0,193 in (9)
avec cirrhose
hépatique 0,720 0,297 in (9)
46
Japonais Alcooliques non cirrhotiques
0,869 0,130 in (9)
34
53 0,810 0,190 in (56)

Tableau XII : Fréquences alléliques du site Rsal chez des alcooliques de

nationalité différente.
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Ces deux tableaux montrent que la fréquence de I’all¢le c2 varie selon les différentes
populations : I’alléle c2 est plus fréquent chez les Chinois et les Japonais que chez les Afro-
Américains, les Anglais, les Espagnols, les Suédois et les Européo-Américains et ce, aussi

bien chez les sujets alcooliques que chez les sujets non alcooliques.

Dans la population chinoise, la distribution des fréquences all¢liques entre les sujets
alcooliques et les sujets sains ne différe pas de maniére significative, ce qui suppose que le
polymorphisme Rsal du CYP2E] n’affecte pas la prédisposition génétique a I’alcoolisme chez
les Chinois (53).

Chez les Caucasiens, il n’y a pas de différence dans les fréquences alléliques entre les
alcooliques avec syndrome hépatique et les alcooliques sans syndrome hépatique (52). De
méme, aucune différence significative n’est observée entre les alcooliques et les sujets non

alcooliques.
Une étude plus restreinte au sein d’une population Nord-Américaine n’a prouvé

aucune association entre le syndrome alcoolique hépatique et le polymorphisme Rsal (54).
> Les divergences observées entre les différentes études peuvent étre lies a des

dissemblances cliniques chez les patients étudiés, ainsi qu’aux différences de fréquences

alléliques au sein des populations (54).
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3.6 - SUSCEPTIBILITE A L’ALCOOL

Le CYP2E] est partiellement responsable du stress oxydatif et les radicaux oxygénés
générés par cette enzyme sont capables de provoquer une peroxydation lipidique avec une
production concomitante d’aldéhydes cytotoxiques (51). Ces différents produits sont
impliqués dans 1’hépatotoxicité due a 1’alcool.

Ainsi, tout polymorphisme fonctionnel de cette enzyme pourrait étre un important
facteur dans la détermination du risque relatif d’hépatotoxicité liée a I’alcool, de toute forme
de cancer ou de la susceptibilité a la toxicité des drogues (51).

La stéatose hépatique, 1’hépatite et la cirrhose alcooliques sont de sévéres
manifestations du syndrome alcoolique hépatique (26).

Le fait que seule une faible proprotion d’alcooliques (10 a 20%) développe une
cirrhose du foie, suggére une prédisposition génétique (52, 54, 57).

Le CYP2E1 semble avoir un lien avec la susceptibilité individuelle aux effets
hépatotoxiques de [I’alcool (26). Cependant, les résultats des études, associant le
polymorphisme génétique du CYP2E1 et la susceptibilité au syndrome alcoolique hépatique,

sont contradictoires.

Le CYP2E1 représente l’enzyme clé dans le systtme d’oxydation non-ADH
produisant une cytotoxine : ’acétaldéhyde (56, 26).

Il existe chez I’homme une grande variabilité inter-individuelle dans les taux d’ARNm
et de protéine du CYP2EI (13), ce qui pourrait expliquer les différences inter-individuelles
dans la susceptibilité aux carcinogénes activés par le CYP2EIL. Une telle variabilité pourrait
étre due soit aux polymorphismes génétiques observés au niveau du géne du CYP2E], soit a

une inductibilité variable par les xénobiotiques (5, 13).

3.6.1 - Implication du polymorphisme Rsal dans le syndrome alcoolique

hépatique ?

Ce polymorphisme est situé a —1019 paires de bases dans la région régulatrice du géne
du CYP2E] et il reconnait une substitution de nucléotide : 1019 (C—T). Des expériences de
transfection ont montré que cette mutation est responsable d’une multiplication par dix de

I’activité de transcription (54).
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De méme, il a été démontré que les taux d’ARNm du CYP2EI1 dans les lymphocytes
d’individus présentant un génotype hétérozygote clc2, étaient 1,7 fois plus élevés que dans
les lymphocytes d’individus de génotype sauvage clcl (54).

Au niveau hépatique, le génotype clc2 est associé a une augmentation du taux
d’ARNm, de protéine et d’activité fonctionnelle du CYP2E]1, par rapport au génotype clel.
De plus, chez les sujets porteurs de 1’alléle mutant, on peut supposer qu’une activité plus
importante du CYP2E1 puisse résulter en une augmentation de la conversion d’alcool en

intermédiaires toxiques (54).

Le CYP2E]l métabolise I’alcool en acétaldéhyde, un composé hautement réactif,
impliqué dans la pathogénicité du syndrome hépatique alcoolique. Cependant, le CYP2EI
métabolise ’acétaldéhyde en un composé moins réactif : ’acide acétique. En effet, le
CYP2E1 présente une plus forte affinité pour I’acétaldéhyde que pour I’éthanol. Il est
intéressant de noter que le CYP2E] a plus tendance a générer des réactifs oxygénés que les
autres isoformes de cytochromes P450. Contrairement a 1’alcool déshydrogénase, le CYP2E1
métabolise efficacement 1’alcool en radicaux libres hydroxyéthyles qui, en alkylant les
protéines hépatiques, pourraient initier des lésion:v. hépatiques (54).

En conséquence, les patients avec 1’allele mutant, en raison d’une activité élevée du
CYP2EI, pourraient présenter une forte quantit¢ de radicaux libres. Les mécanismes de

détoxification sont donc débordés, ce qui provoqueraient des lésions hépatiques (54).
3.6.2 - Etudes associant polymorphisme du site Rsal et susceptibilité a 1’alcool

L’alléle c2 est associé a une activité plus faible du CYP2E1 (34) ; de nombreuses
études ont suggéré que le risque de développer des cancers du foie ou de I’oesophage était
réduit chez les individus porteurs de 1’alléle c2, ce qui est compatible avec un taux réduit

d’activation des procarcinogénes par le CYP2E1 (34).

Cependant, d’autres études n’ont pu mettre en évidence une telle association, ce qui
refléte probablement les limites du pouvoir statistique et le manque d’ajustement de certains

facteurs de variabilité¢ du CYP2EI (34).
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Des études chez des Japonais ont montré qu’il existait une association entre la
possession de [’alléle c2 et le risque de syndrome alcoolique, alors que d’autres études ont
montré que 1’alléle cl était plus présent chez des alcooliques ayant une fibrose que chez des

alcooliques n’en ayant pas (24).

L’interprétation d’études similaires a été limitée chez les Caucasiens en raison de la rareté
de I’alléle c2 au sein de cette population; certaines études ont rapporté soit une association,

soit une absence d’association entre I’alléle c2 et le syndrome alcoolique (24).

D’autres études chez des Japonais, sur le polymorphisme de site Rsal ont révélé des
résultats contradictoires : I'une a montré une association entre I’alléle ¢2 et la maladie
alcoolique hépatique, une autre a montré une association de I’alléle ¢l avec le syndrome
alcoolique (54, 24). D’autres enfin, ont montré que les sujets alcooliques porteurs de I’alléle
cl étaient plus sensibles a la cirrhose alcoolique, mais I’explication d’un tel phénoméne n’est

pas encore connue (9).

Il semble donc que ni les études chez les Japonais, ni les études chez les Caucasiens, ne

mettent en évidence une association entre 1’alléle c2 et I’alcoolisme (24).

> Le syndrome alcoolique hépatique constitue un dysfonctionnement multifactoriel
et hétérogéne comme le montrent les résultats de ces différentes études. Des facteurs
génétiques combinés a Pinfluence variable de environnement peuvent étre impliqués

dans la détermination de Ia susceptibilité au syndrome alcoolique hépatique.
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CONCLUSION




Le CYP2EI est impliqué dans le métabolisme de nombreux composés endogénes et
exogenes. L’éthanol est I'un des plus importants composés métabolisés par le CYP2EI et sa

consommation chronique contribue a I’induction de cette enzyme.

L’activit¢ du CYP2El est mesurée en utilisant la chlorzoxazone, substance
myorelaxante. Les résultats de 1’étude ont montré qu’une dose de 250mg de chlorzoxazone
doit étre utilisée, et qu’un rapport plasmatique de la chlorzoxazone (HCZX/CZX) obtenu dans
les 2 a 4 heures suivant [’administration, permettent d’évaluer ’activité du CYP2E]. Cette
activité peut étre influencée par différents facteurs (alcool, solvants organiques) et sa
régulation peut étre d’ordre physiologique (4ge, alimentation) ou pathologique
(diabéte,obésité).

Plusieurs polymorphismes ont été détectés sur le géne du CYP2E] et de nombreuses
études ont été réalisées au sein de différentes populations afin d’établir une éventuelle
association entre le polymorphisme génétique du CYP2EI et la susceptibilité a I’alcool.

Le polymorphisme du site Rsal a été l’ob}et de plusieurs études mais ces dernieéres ne
sont pas consensuelles. Certaines ont mis en évidence une association entre polymorphisme

génétique et syndrome alcoolique; d’autres, pas.

La principale difficulté rencontrée dans ces différentes études, réside dans le faible
nombre de patients étudiés. D’ou la nécessité pour les études ultérieures, d’un plus grand
nombre de sujets avant d’établir un éventuel lien entre polymorphisme du CYP2EI et lésion
hépatique. De plus, la cirrhose est une caractéristique spécifique de la maladie hépatique
induite par I’alcool et plusieurs facteurs peuvent étre liés a4 son développement. Par
conséquent, il est nécessaire d’analyser un grand nombre de sujets pour inclure d’autres types
de syndromes hépatiques induits par I’alcool et des sujets alcooliques sans syndrome

hépatique, afin d’obtenir des conclusions claires.
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De plus, des études sur les facteurs génétiques, contribuant a la pathogénicité du
syndrome alcoolique hépatique, devraient étre réalisées auprés d’un méme groupe de patients
afin d’évaluer la contribution relative de ces différents facteurs par rapport a I’ensemble du

probléme.
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POLYMORPHISME GENETIQUE DU CYTOCHROME P450 2E1
ET
SUSCEPTIBILITE A I’ALCOOL

These soutenue le 12 décembre 2000
Par Rachida ELOUARDI
RESUME :

Chez I’homme, I’éthanol est métabolisé par différents systémeé; enzymatiques parmi
lesquels le cytochrome P450 2E1( CYP2E]) joue un role primordial. Cette enzyme hépatique est
capable de metaboliser des composes comme 1’acétone formée au cours du diabete ou du jetine
prolonge, des solvants industriels (benzene), des toxiques (nitrosamines) et des médicaments
(paracétamol, halothane, isoniazide):

La chlorzoxazone, substance utilisée en thérapeutique comme décontracturant
musculaire, est spécifiquement métabolisee en 6-hydroxychlorzoxazone par le CYP2E] et
permet de mesurer I*activite de cette enzyme. L’activité du CYP2E] est par ailleurs régulée par
différents etats hormonaux et nutritionnels.

Une consommation chronique d’alcool induit le CYP2ET. Il existe des différences de
susceptibilité a développer une cirthose hépatique consécutive a un abus chronique d’alcool, et le
polymorphisme génétique du CYP2E1 pourrait en éfre la cause.

Plusieurs polymorphismes génétiques ont €t€ observes sur le géne du CYP2E] et de
nombreuses etudes ont été réalisées afin de sayoir si les différences de génotype de cette enzyme
peuvent expliquer les différences de susceptibilité a 1’alcool: Les résultats de ces études'se sont
averes contradictoires, et il est difficile d’établir une association entre polymorphisme génétique
du CYP2E] et susceptibilité a 1’alcool,
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