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Le cytochrome P450 est un systéme enzymatique décou-
vert il ¥ a une quinzaine d'années.Son importance est
de plus en plus grande car il participe aux phénoménes de

détoxification de 1'organisme.

A l'heure actuelie,on parle des ovtochromes P450
car il existe de nombreuses isoenzymes décrites tout
d'abord dans les cellules hépatiques puis au niveau de
différents organes comme la peau, le poumon, le cerveau, les

macrophages. . .

L'utilisation de plus en plus grande de molécules
hydrophobes telles que les dérivés du pétrole, les hydrocar-
bures polycycligues aromatiques,le disulfure de carbone
nécessite. la présence dans 1l'organisme de systémes
permettant de solubiliser ces divers composés-cés systémes
‘(cytochrome PA50, monooxygénase, NADPH, cyt:ochrome P450

réductase) en oxydant ces dérivés les rendent plus hydro-

philes donc plus solubles dans l'eau et ainsi facilement

éliminables.

Ces systémes indispensables aux organismes vivants

présentent aussi des inconvénients;l'oxydation de certains
dérivés peut entrainer une augmentation proviscire de

leur toxicité vis a vis des cellules de 1'organisme.
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L'étape cytochrome P450 dépendante peut étre modulée
par le phénoméne important 4'induction enzymatigque dans le-

quel une molécule peut modifier le métabolisme de tel ou

tel autre composé.
Dans 1'élaboration de nouvelles molécules médicamen-

teuses,on tient compte de 1'induction des cytochromes

P450 car ils peuvent modifier 1'efficacité thérapeutique

dans de fortes proportions.
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2.1 Définition du cytochrome P450 et rappels sur les svsté-

mes de métabolisation (7).

Le terme cytochrome désigne une substance colorée dans
ia cellule.
"P450" fait référence A un pigment dont le spectre d'absorp-
tion préseﬁte un maximum a 450 nanométres (pic de Soret) ap-~

rés réduction et combinaison & 1'oxyde de carbene (Omura et

Sato, 1964).

Le cytochrome P450 est une protéine catalvtique faisant
partie d'un systéme plurienzymatique d'oxyvdation comprenant:
- uné monocoxygénase qui oxyde des molécules exogénes en
leur transférant un atome d'oxygéne A partir de 1'oxygéne
moléculaire,
- une source d'électrons:NADPH,

-un systéme de transport d'électrons {cytochrome P450 réduc-

tase), ' —
- et une protéine catalysant la réaction d’'oxydation: le cy-
tochrome PA4A50.
Plus rarement et en absence d'oxygéne le cytochrome P450 peut

agir comme réducteur en transférant ses électrons (métabolisa-

tion du tétrachlorure de carbone en carbéne,nitroarénes ré-

duits en nitroscarénes).
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Ce systéme plurienzymatique fait partie du systéme de
métabolisation des composés lipophiles (donc hyvdrophobes)
exogénes (pesticides,poiluants de 1'environnement,nédica-
ments, additifs alimentaires) ou endogenes (hormones stéroi-
des, acides gras...J}.

Cette métabolisation rend les molécules hydrophiles,
elles peuvent donc étre éiiminées de 1'organisme,ce qui
est le but final.On distingue deux phases dans ce métabo-

lisme:la phase I et la phase IT.

2.1.1 La phase 1:

Les molécules lipophiles regoivent ou extériorisent
des groupements polaires (type OH) ceci grice & des enzyﬁes
de vhase I gqui sont:

~-des réductases (azo et nitroréduction},

-des hydrolases festérases),

~des enzymes d'oxydation mitochondriales (monoamincoxy-

dases),

-des enzymes d'oxydation cvtosoliques (déshydrogénases &

NADJ,

-des enzvmes d'oxydation du réticulum endoplasmigue (mono-

oxvgénases a fonction mixte, prostaglandines synthétases).
L.e cytochrome P450 associé aux moncoxvgénases a fonction

mixte fait donc partie de cette phase 1.
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2.1.2 La phase II:

Les produits de phase I (souvent des alcools ou des quino-
nes) qui ne sont pas assez hydrophiles sont conjugués a des
groupements hydrophiles (acide glucuronique, acide sulfonique
ou glycocolle).

Ces produits de phase 11 devenus suffisamment polaires et so-
lubles dans 1'eau sont alors excrétés par 1l'organisme.
Parmi les enzymes de phase II on trouve:

-1'époxyde hydrolase,

~la superoxyde dismutase,

-les enzymes de conjugaison (glucuronyltransférase, sulfo-

tranéférase,glutathiontransférase,acétylase).

2.2 Répartition du cytochrome P450 (7).

Chez les mammiféres,il a été mis en évidence dans les
microsomes hépatiques puis dans les mitochondries et dans de
nombreux tissus et organes:intestin,peau,0vaire,poumon,rein,
glande surrénale et gonade.On le trouve également chez les
insectes, les bactéries de type pseudomonas et les levures de
type saccharomyceés.Enfin, certains végétaux supérieurs possé-

dent aussi des cytochromes P450.
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2.3 Structure du cvtochrome P450 (7)

¥n fait il existe un grand nombre de cytochromes P450
qui ont une structure commune mais qui réagissent spécifique-
ment avec tel ou tel composé exogéne ou endogéne (c¢f 1'induc~
tion enzymatique).
Le cytochrome P450 est une hémoprotéine de poids moléculaire

de 43000 a60000 daltons:elle est formée d'une apoprotéine et

‘d'un groupement prosthétique:l'héme.
2.3.1 L'héme.

L'héme est un noyau tétrapyrrolique, appelé protoporphy-
rine IX associé & un atome de fer (cf figure n°1).
L'atome de fer héminique est & 1'état oxydé Fe 3+,il est lié
aux atomes 4d' azote du cvcle porphyrinique et a aeux ligands
provénant_ d'acides aminés de la protéine.Ces deux ligands
sont un thiolate (SH)d'une cystéine et probablement un hydro-
xyle (OH) d'un autre acide aminé.

Le fer serait le site catalytique

2.3.2 La protéine.

La protéine posséde un cycle hydrophobe &loigné du
fer héminique oU se fixent les molécules exogénes par liai-

son hydrophobe non spécifique.
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o o
COOH  COOH

Farroprotoporphyrine 1%

FIGURE 1. Schéma de 1'héme du cytochrome P-450

X = ligand 5 {groupement thiol -SH d'un résidu cystéine
“de la protéine) |
Y = ligand 6 (groupement hydroxyle -OH ?}
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2.4 Mode d'action du cytochrome P450 dans un  systéme

plurienzymatique d'oxydation a monooxygénase (7).

Les monooxygénases incorporent un atome d'oxygéne dans
un substrat,alors que les oxydases permettent seulement le
transfert d'un ou plusieurs électrons sur un oxygéne accep-
teur.

Le systéme plurienzymatique d'oxydation comprend donc des
donneurs d'électrons (NADH et NADPH),hne flaveprotéine trans-
porteuse d'électrons (la NADPH cytochrome P450 réductase) et
une oxvgénase ferminale (le cytochrome P450)catalysant la

réaction (cf figure n®2).

Le-cycle catalytique du cytochrome P450 commence par
une interaction du substrat a oxyder (RH) avec le cytochro-
me P450 (cf figure n°®2).

I1 se forme un complexe [RH—dytochrome P450(Fe 3+5](phase I.
Ce complexe subit ensuite une réduction de son fer héminique:
[RH-cytochrome P450(Fe 2+)J(phase'II).

La réduction se passe ainsi:les électrons des pyridines
nucléotides (NADPH et NADH)réduisent la NADPH cytochrome P450
réductase qui a son tour donne ses électrons a plusieurs cyto-
chromes P450 ayant ainsi leur fer héminique réduit a 1'état
Fe 2+ (c¢f figure n®°2).Les hydrogénes du NADPH proviennent

du glucose 6 phosphate par 1'intermédiaire de la glucose 6

phosphate déshydrogénase.



.- H «— NADPH

/

Réductase

T
X RH O

2
NADPH — Cyt’bs

Reductase

ou

Reductase

NADH—T

Fonctionnement du cytochrome P450 : figure n°2

RH: substrat ROH:produit
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Le cycle catalytigue se poursuit par une interaction entre

1’ oxygéne moléculaire et la 6é&me position de coordination de
1'atome de fer héminique,on a alors un complexe [oxyucytochro—
me]puis formétion d'un anion superoxvde avec oxfdation du fer
Fe 2+ en Fe 3+.L'atome de fer est ensuite & nouveau réduit en
Fe 2+ par un Z2éme éleétrons du NADPH (ocu du NADH via le
cytochrome bb5) (phase 4).

On a alors réoxydation du fer Fe 2+ en Fe 3+ avec formation
d'un oxygéne actif d; trés instable et réagissant donc rapide-
ment avec le substrat voisin (AH)associé au cytochrome P450.
Om a ainsi une oxydation du substrat (A~OH)et séparation
entre ce substrat et le cytochrome P450(Fe 3+){qui est ainsi
régénéré) avec libération d'une molécule d'H, 0 dont les hydro-

génes proviennent de NADPH.

L.e ¢cycle catalytique est terminé et on a donc bien
eu incorporation d'un atome d'oxygéne dans le substrat.
La réaction globale est:

AH + O, + 2¢"+ 2H____,A-OH + H,0
N

substrat NADPH ou prodult

NABH
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2.5 Claséement des cytochromes P450 (4).

La biologie moléculaire a permis le c¢lBnage et le sé-
quencage de plusieurs génes cecdant pour un certain nombre
de cytochromes P450.Une certaine homologie dans la séquen-
ce des acides aminés composant ces protéines a été mise
en évidence et autorise a penser que les différents cvto-
chomes P450 ont une origine commune.

Le coytochrome P450 est composé de multiples isoenzy-
mes différentes tant chez 1'homme que chez 1'animal.Ces
isoenzymes ont toutes un méme centre actif, le fer et
1'héme, sur lequel se fixe 1'oxvgéne oxydant les substrats.

C'est au niveau de la structure de leurs apoprotéines
qu'il v a modification, ce qui entfaine des propriétés
immunoclogiques différentes.Il en résulte des sites cataly-
tiques variés qui présentent des affinités difféfentes
pour les substrats de toutes sortes.Suivant l'isocenzyme,
un substrat X sera orienté dans plusieurs positions vis a

vis du fer de 1'héme et sera oxydé en plusieurs endroits.

Les différences et les homologies entre les apoprotéi-

nes, ont permis de classer les cvytochromes P450 en familiies
et sous-familles en fonction des génes codant pour ces

apoprotéines.



En premiére approche,on a deux groupes de cytochro-
mes P450:

-ceux & spécificité large,responsables de la synthése

d'hormones stéroides et de proétaglandines.ﬂe sont les

formes constitutives des cytochromes P450.
-les isoformes inductibles.
L'ensemble des cytochromes P450 est divisé en douze

familles de génes,dont huit pour les mammiféres.

Exemples de familles de cytochromes P450 inductibles:

cytochrome P450 I:inductible par les hydrocarbures

polycycliques aromatiques
cytochrome P450 II:inductible par le phénobarbital

cgytochrome P450 III:inductible par les glucocorticoi-

des et la rifampicine

cytochome P450 IV:inductible par les fibrates
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3.1 Introduction (10)(15)(16).

Des différences individuelles marquées existent dans
le métabolisme des drogues et autres Xénobiotigques qui sont
présents dans notre environnement.Ces différences sont
causées par des facteurs génétiques et environnementaux
qui influent, entre autre, sur le taux d'enzymes cytochromes
P450 ainsi que sur les voies de biotransformations des
Xénobiotiques.

Quelques drogues, hydrocarbures aromatigues polyeycli-
dques et beaucoup d'autres molécules chimiques de 1'environ-
nement induisent la synthése de cytochromes spécifiques
qui métabolisent ie composé administré ou d'autres molécu-
les.

Ainsi 1l'activité, de beaucoup d'enzymes aboutissant
a2 la biotransformation de drogues ou de Xénobiotigques peut
étre augmentée par une premiére exposition des humains, ou
des animaux & une large variété de produits chimiques

étrangers.

Certains cytochromes P450 sont inductibles comme le
sont certaines enzymes de conjugaison teiles que la gliuta-
thion-S-transférase, la glucuronyl transférase (enzyme de

phase Il de détoxification).
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Ces cytochromes P450 ne s'expriment qu'en réponse 3
un stimulus chimigque ou hormonal alors que d'autres peu-
vent s'exprimer sans qu'il ¥ ait induction.

On suppose aussi gue les cytochromes P450 auraient une
forme actiﬁe et une autre non active appelée P420.Le passa-
ge du cytochrome P420 au P450 se ferait par pression hydro-
statique en présence de potassium (K*),de épermine (polyca-

tion ayant une charge +4)et de cystéine.

3.2 Conditions d'étude de 1'induction enzvmatique (5).

Les connaissances sur les mécanismes d'induction des
enzymes de métabolisation des drogues proviennent surtout
des expériences faites sur les animaux de laboratoire ou

sur des cultures cellulaires.

I} n'y a pas de doute gquant & l'induétion chez 1'homme,
mais les connaissances des mécanismes,chez celui-ci, sont
nécessairement limitées par mangque de méthodes 4d'études con-
venables non traumatisantes.La démonstration directe
de 1'induction enzymatique chez les humains nécessiterait
un prélévement de tissu humain avant et aprés exposition a
des inducteurs potentiels.Pour des raisons évidentes
cela n'a été fait que rarement, spécialement chez les

individus sains;:;de méme,l'utilisation de cellules isolées
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en cultures élimine 1'influence de leur environnement tis-
sulaire qui existe normalement in vivo.Ce n'est pas non
plus nécessairement le méme type d4d'inducteur enzymatique
agissant in vivo qui est susceptible d'induction sur les

cultures cellulaires.

Ainsi de maniére générale,les cellules en culture ré-
pondent bien aux inducteurs enzymatiques de type 3-méthvi-
chiolanthréne mais perdent leur sensibilité aux inducteurs
de type phénobarbital, aprés gquelques jours seulement de

culture (cf 3.5 classement des inducteurs de cytochromes

P4503.

L'induction chez 1'homme n'a été mise en évidence que
par la mesure de la demi.vie plasmatigque des drogues,mails

celle-ci doit étre interprétée avec précaution car beau-

coup d'autres facteurs que 1'induction peuvent modifier |

la résorption, la distribution, le métabolisme et 1'élimina-
tion des drogues.
Plus récemment on s'est servi du "CQLbreath test"pour

mesurer 1'induction enzymatique chez 1'homme:il s'agit

d'un marquage des atomes de carbone des drogues avant leur

administration, soit par 1'isotope radicactif Cid4,soit par

1'isotope stable C13.Un certain temps aprés leur adminis-



32

tration on mesure dans l'air expiré le taux de CQ, ayant
un carbone marqué par spectrophotométrie de scintiilation
(Si on a utilisé Cl4)ou par spectrométrie de masse (si on
a utilisé Ci13).

Mais 13 aussi il v a possibilité de variations non
lides & 1'induction.On a égaiement étudié 1'induction par
mesure dans l'urine de certains margueurs potentiels de

ltactivité de métabolisation des drogues par les enzymes.

Donc tout résultat est a4 exploiter avec prudence, sans
généralisation hative,ainsi que toute extrapolation de

1'animal & 1'homme.

3.3 Induction enzymatique:bénéfique ou non? (b)({1i5].

3.3.1 BEfficacité altérée des agents thérapeutiques.

L'induction d'une enzyme métabolisant une drogue par-
ticuliére peut altérer l'efficacité d'autres agents théra-
peutiques et souvent les drogues induisent les enzymes de
leur propre métabolisme;de telles drogues sont a la
fois inducteur enzyvmatigque et substrat de 1°enzyme induit,
et stimulent donc leur propre biotransformation,réduisant
ainsi leur propre efficacité par augmentation de la

clairance.
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Par exemple,la tolérance des Dbarbituriques est
basée sur cet effet:ils sont métabolisés de plus en pius
rapidement,car il y a induction enzymatique, donc le pour-
centage de molécules actives arrivant aux sites d'action
est plus faibie et il faut alors augmenter les doses pour
conserver une fraction efficace suffisante.

En stimuiant leur propre métabolisme, beaucoup d'in-
ducteurs accélérent égaiement celui de molécules adminis-
trées simultanément.Ainsi le phénobarbital augmente la
clairance de l'antipyrine,de la phénitoine (DIHYDAﬁ‘:anti—
épiieptique),des cestroprogestatifs et de la warfarine
(COUMADINE*:antivitaminique k) .Fréquemment c'est sans con-
séquence sur l'effet thérapeutique du médicament mais si

celui-ci ainsi biotransformé a un index thérapeutique bas
" dose .létale: 50%

c'est 4 dire une zone d'efficacité étroi-
dose efficace 50% '
te, cela peut compromettre son action thérapeutique:c'est

. .. e e c. . . .
le cas de la rifampicine (RIFADINE :antituberculeux)iqui

inactive plus rapidement un anticoagulant tel la warfarine

entrainant donc un risque de trombose.

3.3.2 Action de 1l'induction sur la toxicité des dro-

gues et des moiéculies chimigques de 1'environ-

nementc.

Certains cytochromes P450 générent des intermédiaires

métaboliques toxiques a partir de composés relativement
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reu réactifs.L'induction serait-elle une réponse adaptative
ayant une valeur de survie pour l'organisme?

En fait, 1'induction des enzymes métabolisant ies dro-
gues n'est ni universellement bénéfique,ni universellement
au détriment des animaux et des hommes exposés aux molécu-
les chimiques de 1'environnement et aux drogues.

Les circonstances spécifiques dictent si 1'induction
est bénéfique ou non.Mais globalement, beauccup pensent gue
1'induction est positive et offre de formidables possibi-
lités.Pour savoir si 1'induction sera bénéfique ou pas,on
peut se poser les gquestions suivantes:

1.Quel objectif spécifique est en guestion:organe ou

‘systéme biochimique?
2.0uel substrat est concerné?

3.a.Quel xénobiotique ou drogue agit comme inducteur?

b.Quel potentiel génétigue doit avoir 1'animal con-

cerné pour répondre a cet inducteur particulier,

et de 1a,quelest le "gspectre des enzymes" gqui vont

étre induits chez 1'animal?

4.0uel est le "timing" d'administration de 1'inducteur

par rapport & l'administration du substrat?

5.Quelle est la voie d'administration de la drogue

substrat?
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3.4 Mécanisme de 1'induction des enzymes métabolisant

les drogues{1){5){15).

I1 faut déja rappeler que 1'induction ne se passe pas
seuiement dans le foie mais aussi dans les poumons, les
reins, le placenta et la mugqueuse intestinaie,donc dans les
lieux ol se trouve le cytochrome P450.

Il est étabil gque 1l'induction de quelques types de
cytochfomés P450 nécessite une synthése de protéines
de "novo".L'activité catalytique augmentée des monooxygé-
nases cytochrome P450 dépendantes, est la conséquence d’'une
synthése accrue d'apoprotéine P450 piutdt que d'une stabi-
lization des enzymes ou d'une activation d'enzvmes latentes.
Ainsi,la régulation de 1'induction de cytochrome P450 se
fait principalement au niveau de 1la transcription généti-
que.

De nombreux laboratoires ont montré, lors de 1'induc-
Lion,une rapide augmentation de la transcription du RNA
messager qui code pour les apoprotéines P450 induites spé-
cifiquement.Par contre,le mécanisme initial par lequel une
cellule peut reconnaitre la présence d'inducteurs enzyma-
tigques et Lransmettre cette information aux sites de trans-

cription est moins bien connu.Dans ie cas de i'induction

- 1 v

du cytochrome PA50 par des composés du type 3-méthylichlo-

lanthréne (M), le mécanisme giobal de 1'induction sembie
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relativement bien compris:lies inducteurs de type MC sont

trés hydrophobes et passent donc probablement dans la
cellule par simple diffusion & travers la membrane plasmi-
que.lLe premier événement spécifique du processus d4'induc-
tion enzymatique est la fixation d'un inducteur du type MC

4 une protéine soluble intracellulaire:le récepteur Ah

(aromatic hydrocarbon};celui-ci apparait comme étant un

composé cytosoligue dans sa forme inoccupée;une étude plus

récente suggére que le récepteur Ah est localisé & 1'inté-

rieur du compartiment nucléaire, toujours sous sa forme libre,

avant d'étre libéré de ce compartiment durant le fraction-

nement cellulaire.

Par contre,il est admis que le site final du récepteur,
a4 partir dugquel il régule 1'induction enzymatiquefest a
l1'intérieur du noyau.Beaucoup de protéines cellulaires
portent des groupements hydrophobes du type MC; la signifi-
cation fonctionnelle de g?tte fixation par la plupart des
protéines celiulaires est inconnue mais il a été clairement
montré que le récepteur Ah remplit toutes les conditions
nécessaires pour étre considéré comme un vrai récepteur
qui régule 1'induction du cytochrome P450 par les produits

chimiques du type MC.
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La relation entre le récepteur Ah et la régulation de

i'induction du cytochrome P450 est mise en évidence par
une forte relation structure activité.l.'affinité de la plu-
part des molécules, pour le récepteur Ah,est proportionnel-
le au potentiel in vivo de ces molécules a induire le cy-
tochrome P450 chez les animaux de laboratoire.Cela a été
corroboré par une approche génétique du mécanisme de régu-

lation des enzymes métabolisant les drogues.

Apres la liaison des inducteurs chimiques avec le
récepteur Ah,lé complexe formé subit une activation (dépen-
dant de la température) qui le convertit en une forme com-
prétente pour entrer dans le compartiment nucléaire et se
lier avec une haute affinité a une région spécifique des
génes;celle-ci a été récemment identifiée par des techni-
ques moléculaires génétiques appliquées a des céllules
hépatiques en culture.On s'est servi en particulier du ra-
dioligand 2,3,7,8—tétrachlorodibenzo-pwdioxine (TCDD) tri-
tié qui est 1l'inducteur a poteﬂtiel le plus élevé et qui a
une activité spécifique;le complexe[?CDDurécepteur Aé]se
fixe sur une région du géne appelé locus Ah en amont
de la région contrdéliant la structure du cytochrome P450;

1200 alb500 paires de bases les séparent.
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Le récepteur Ah existe dans beaucoup d'espéces de
mammiféres dont 1'homme et les primates.Sa désignation Ah
vient d'ailleurs de sa découverte chez des souris sauvages
qui étaient toutes "Aryl hydrocarbon" inductibles:c’est a
dire qu'elles ont une activité aryl hydocabon hvdoxvlase

{AHH) cytochrome P450 dépendante pouvant é&tre induite par

des inducteurs de cytochrome P450.L'AHH métabolise, rend
toxigque les hydrocarbures polveyecliques aromatiques (PAHg )

(cf 3.6.2 inductibilité de AHH et risgue cancéreux).

Le mécanisme d'action du récepteur Ah est proche de
celui des récepteurs des hormones stéroides.Les deux
récepteurs ont de nombreuses propriétés physicochimigques

en commun.

3.5 Classement des inducteurs du cytochrome P450 (2)(15).

Jusqu'a ces derniéres années, deux catégories majeures
d'inducteurs existaient:ceux agissant comme le 3-méthyl-
chlolanthréne (3MC)et ceux agissant comme le phénobarbital.
Mais avec 1'amélioration des techniques de caractérisation
des cytochromes P453,1i1 est devenu clair qu'il vy avait
beaucoup plus d'espéces de cytochromes P450 inductibles

que celles induites par le 3-MC et le phénobarbital.
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Iinducteurs Autres composes de Substrats préférentiellement
prototypes la catégorie meétaboiisés par les cyto-
chromes P450 induits
. Phénobharbital iLa plupart des barbituri- « d-benzphétamine

» 3-méthyichio-

lanthréne

. Isosafrole

. Prégnenolone-16
s-carbonitriie

. Ethanol

. Clofibrate

matiques, TCDD (tétrachlordi-

benzo-p-dioxine);3,3 4,4 tétra-

ques et anticonvulsivants,la
phénitoine (antiépiieptique),
ie DDT (dichlorodiphényitri-
chioroéthane),le 2,2:&,&Ltétra~

chiorobiphényl

Hydrocarbures polycycliques
argmatiques: benzo(a)pyrene,
benz{a)anthracéne

Hydrocarbures halogénes aro-

chlorobiphényil ,B naphtoflavone

Glucocorticoldes:déxamé-

thasone

héxabarbital

. Benzo(a)pyrene

acétanilide

+ Ispsafrole
. Etiyl morphine

aminopyrine

Catégories majeures des composés induilsant des cytochromes

P450 chez les animaux de laboratoire:figure n°3%,
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Tous les inducteurs du cytochrome P450 actuellement
connus ne rentrent pas dans le tableau précédent:comme de
nouveaux composés sont découverts et qu'ils induisent uni-
quement une espéce de cytochrome P450 ou d'autres enzymes
métabolisant les drogues, le nombre des catégories d'induc~
teurs s'élargit.Il sera toujours inférieur au nombre
d'espéces de cytochromes P450 induits car quelques composés
induisent simuitanément plusieurs espéces de cytochromes
P450 ou peuvent aussi induire des enzymes de phase Il?yto—
chromes P450,réductases,hydrolasesj et des enzymes de phase
II de détoxification [?lutathion—8~transférases,glucuronyl-

transférases,sulfotransférases,acyltransférases].

3.6 Bxemples d'induction enzymatigque (5}(15).

L'induction peut é&tre bénéfique ou non selon ies induc-
teurs, selon les toxiques.Les facteurs génétiques ainsi que

la voie d'administration interviennent aussi.

3.6.1 Hépatoxicité de 1'acétaminophéne (paracétamol)

et du bromobenzéne.

De fortes doses d'acétaminophéne causent des nécroses

hépatiques sévéres wvoire fatales chez les animaux de




laboratoire et chez i'homme;un traitement préalable par
un inducteur enzvmatigue de type méthylchlcolanthréne ou
phénobarbital aggrave la sévérité des nécroses chez les
rongeurs.On observe ici une réponse qui n'est pas adap-

tive..

Le traitement préalable par le phénobarbital potentia-
lise aussi 1la toxicité hépatique du bromobenzéne , car
il v a formation du 3, 4-époxyde bromobenzéne qui cause des
dommages aux composants cellulaires hépatiques.

Par contre le "prétraitement"par un inducteur de type
3- méthylchlolanthréne 3MC) n'augmente pas 1'hépatotoxici-
té du bromobenzéne car il y a formation du 2, 3-époxyde bro-

mobenzéne qui,lui,est moins toxique.

Ce double exemple montre que pour déterminer si 1'in-
duction est bénéfique ou pas il faut au moiné connaitre:
-1'identité de 1'inducteur:ici le 3- méthylchlolanthréne
ou le phénobarbital.
~it'identité du substrat (qui est souvent 1'inducteur lui-

méme):ici 1'acétaminophéne ou le bromobenzéne.
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3.6.2 Inductibilité de 1l'aryl hydrocarbon hydroxy-

lase (AHH) et risque cancérigéne.

3.6.2.1 Chez la souris.

L'activité enzymatique de 1'AHH s'exerce en associa-
tion avec un cytochrome P450 qui est induit par les compo-
sés de type 3-méthylchlolanthréne.

L'AHH est une voie majeure pour la convefsion des
précarcinogénes comme les hydrocarbures polycycliques aro-
matiques, type benzopyréne, en intermédiaires chimiquement
réactifs:diols et surtout époxydes.Les diols et époxydes
d'hydrocarbures polycycliques aromatiques sont hautement
toxiques et mutagénes;ils agissent probablement comme
initiateurs de carcindémes par leur possibilité de se lier
aux sites critiques du DNA de maniére covalente.

L'induction de 1'AHH est régulée par un récepteur Ah

(cf 3.4 étude du mécanisme de 1'induction).Il existe des

souris ‘“sensibles génétiquement” qui ont un récepteur Ah

normal & haute affinité:1'induction de 1'AHH se fait alors
normalement et de maniére importante lors d'exposition au
3~ méthvlchlolanthréne (3-MC),au benzopyrene ou au benz-
(a)antracéne. Il existe aussi des souris "résistantes géné-
tiquement":elles ont un récepteur Ah défectueux qui ne
permet pas une inductibilité correcte de 1'AHH.Les souris
"résistantes" différent des "sensibles" par leur suscepti-

bilité aux effets toxiques et carcinogénes des hydrocarbu-




res polycycliques aromatiques.Certains tissus sont plus
sensibles que d'autres aux effets toxiques de ces molécu-
les:ce sont les tissus cibles.
Les souris "sensibles" sont plus prédisposées aux:
wfibrosarcémes induits rar injection sous-cutanée de 3-
MO ou de benzopyreéne, |
-tumeurs pulmonaires induites par instiliation intra-
trachéale de 3-MC ou de benzopyrene.
Les souris "résistantes” sont,elles, plus prédisposées aux:
-lymphosarcomes induits par injection intrapéritonéale
de 7,12-diméthylbenzanthracene,
-leucémies induites par injection sous-cutanée de 3-
méthylchlolanthréne ou par administration orale de

benz{a)pyréne.

Ces phénoménes illustrent 1'importance de la voie

d'administration qui détermine si 1'induction sera bonne

ou pas pour l'organisme.Ces expériences accentuent aussi

le ro6le de la génétique déterminant 1'issue d'une exposi-

tion & des xénobiotiques:

-chez une souris "sensible" gqui a donc un potentiel
génétique élevé pour une haute inductibiliité de 1'AHH,
le risque le plus grand se situe lorsque ie précarci-
nogéne est placé en contact relativement direct avec

le tissu cible,
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-chez une souris "résistante” ,au contraire le lieu de
la tumeur est distant du site d'application du précar-

cinogéne.

Si on donne un précarcinogéne, comme le benzopyreéne,
oralement ou par injection intrapéritonnéale a des souris

"sengibles" (donc par deux voies d'administration ne tou-

chant pas directement des tissus c¢ibles),il arrive rapide-

ment au foie par la circulation sanguine et induit de hauts
niveaux d'activité de 1'AHH hépatique.Cette haute activité
hépatique de 1'AHH permet de métaboliser efficacement lie
benzopyréne lors de ce premier passage a4 travers le foie.
Le foie transforme le précarcinogéne en carcinogéne par un
, cytochrome P450 et 1'AHH (phase 1I)puis le conjugue (par
les enzymes de phase II)ce qui permet de l1'éliminer avec
des produits hydrosolubles:ie foie joue son rdle de filtre,
de détoxifiant.C'est une "first pass clearance "efficace
réduisant la délivrance du précarcinogéne aux tissus péri-
phériques tels que le poumon,la moelle osseuse ou la
peau.Cela limite donc le risque de carcinogénése dans ses

tissus.Par contre, toujours chez la souris "sensible",si

un précarcinogéne est appliqué directement sur un tissu

sensible périphérique tel le poumon (par voie intratraché-

ale) ou la peau (par voie sous-cutanée), ies niveaux élevés

de AHH induits ici sont indé€sirables car ils convertissent
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ie précarcinogéne en métabolites réactifs et carcinogénes
(diols et surtout époxydes),comme au niveau du foie,mais
ici ils ne sont pas conjugués,ni excrétés aussi prompte-
ment qu'ils le seraient dans le foie.Bn effet,ce dernier
prosseéde une activité AHH, comme les autres tissus cités,
rendant les précarcinogénes actifs et toxiques mais aussi
rlus rapidement conjugables excrétables car il posséde un
systéme enzymatique de conjugaison efficace associé (enzy-

mes de phase II de détoxification},que ne possédenit. pas

les autres tissus.

On explique ainsi le risque plus élevé de cancer aux sites
d'application quand ils sont proches des sites sensibles
du précarcinogéne,la "first pass clearance® hépatiqﬁe ne
pouvant intervenir chez la souris "sensible" (AHH hautement
inductible).La "first pass clearance” hépatiqué joue éga-
‘Jement un réle important dans la détermination de la poso-
logie de nombreuses molécules médicamenteuses.lette clea-
rance métabolise et élimine une parftie de la molécuie
avant méme qu'elle ait atteint le tissu cible;il faut donc
en tenir compte pour établir les posologies et ainsi obte-
nir l'effet thérapeutique réellement attendu.

On donne 4 une souris "résistante"(c'est & dire avant

un taux de AHH faiblie et peu inductible) du benzopyréne:ie

faible taux 4d'AHH n'augmente pas ce qui peut expliquer les
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faibles taux de cancers au point d'application (quand il
est un tissu cible du précarcinogéne).®En contrepartie, le
foie ne peut épurer efficacement le benzopyréne, car la
premiére partie de la détoxification ne se faisant pas ou
peu (il s'agit de 1l'activation du précarcinogéne en carci-
nogéne par 1'AHH et un cytochrome P450), la deuxiéme partie
consistant en une conjugaison ne pourra é&tre réalisée
correctement. Le benzopyréne ne sera pas éiiminé et restera
dans la circulation sanguine,expiiquant l'apparition de car-
cindmes distants du point d‘applicatién chez les souris
résistantes (ces cancers étant souvent localisés au niveau
sanguin).On peut en effet supposer que dans le temps, au
niveau des tissus cibles, 1'induction continuera faiblement
mais durablement, permettant ainsi & une fraction suffisan-
te de benzopyréne d'étre activée en carcinogéhe (diol et
surtout époxydelavec élimination hépatique ralentie.Ce
mécanisme parait peu probable aﬁ roinkt d'application du
benzopyréne:apreés administration, le précarcindme est
diiué dans ia circulation sanguine, empéchant & ce niveau
un processus cancéreux méme avec une induction enzymatique

faible mais durable.

En conclusion:pour le métabolisme du benzopyréne,l'in-

duction enzymatique est bénéfique quand elle siége au ni-

veau du foie mais elle est nocive au niveau des tissus



cibles car ils ne possédent pas de conjugaison efficace

permettant d'éliminer le toxique.

3.6.2.2 Chez 1'homme.

La variation génétique dans l1'inductibilité de 1°‘AHH
et l'association de l'inductibilité au risgue cancéreux
chez la souris onticonduit a faire le méme examen chez
1'homme avec toutes les réserves que cela comporte comme

nous 1'avons déja vu.

On a donc réalisé un classement par phénotype des
populations humaines pour i'inductibilité de 1'AHH par des
composés de type é—méthylchlolanthréne {(3-MC),ceci princi-
palement par exposition de lymphocytes humains en culture
a4 l1l'inducteur de type MC et en comparant l'activité AHH
de ces lymphooyvtes exposés avec celle des lymphocytes de
contrdie.Par cette technique Kellerman et ses collabora-
teurs (14) ont rapporté que 1'induction de 1'AHH chez
les lymphocvtes humains suivalt une triple distribution
dans la population.On a trois phénotypes possiblies:

-individus a indﬁctibilité basse,
~individus a inductibilité intermédiaire,

—-individus a inductibilité haute.
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Ceci est en accord avec une hypothése selon laquelle
1'inductibilité de 1'AHH s'exprime génétiquement par deux
alléles possibles sur un méme locus génétique.Cette hypo-
thése est aussi valable pour expliquer 1'existence de sou-
ris "sensibles ou résistantes" (vis 4 vis de 1'AHH et de
son induction).Kellerman a aussi défini les risques reia-
tifs de développer un carcindéme pulmonaire humain en asso-
ciation avec le tabagisme:les personnes ayant une inducti-
bilité moyenne ou haute ont respectivement 16 et 36 fois
plus de risques de développer un carcindme pulmonaire
qu'une personne avant une inductibilité basse (confirmé
par les statistiques sur les cancers primaires. du poumon}.
LA encore,il existe une similitude avec 1'étude menée
chez les souris:celles a4 AHH hautement inductible présen-
tent aussi un risque augmenté de développer une tumeur pul
monaire (quand 1l'inducteur est donné par voie ihtratraché-
ale doné prés du tissu sensible).

Chez l'homme les inducteurs de 1'AHH se trouvent dans la
fumée de cigarette qui elle aussi est délivrée prés de
I1'épithélium pulmonaire sensible:on trouve en particulier
le benzopvyréne et le benzanthracéne, deux hydrocarbures
aromatiques polycyciiques inducteurs de type 3-MC.(Ces

deux moliécules,chez les individus & phénotype & haute in-

ductibilité, peuvent efficacement stimuler leur proprecon-

version en carcinogénes en induisant 1l'activité AHH direc-
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tement dans les cellules pulmonaires;ceci expligque que ce
soit des molécules trés dangereuses car elles donnent eiles-

mémes, par auto-induction, des dérivés carcinogénes.

Chez 1'homme aussli la voie d'administration du précar-
cinogéne est trés importante:la toxicité,chez les individus

hautement inductibles,est augmentée lorsgque le précarcino-

géne est administré prés du site sensible,mais il n'est
pas sGr gque la toxicité soit augmentée si le précarcino-

géne est administré loin du tissu cible.

3.6.3 Aflatoxine B1 et hépatocarcindme.

Chez le rat,un traitement préalable par le 3 naphto-
flavone (inducteur enzymatique de type 3-méthylchlolanthreé-
nelou par le phénobarbital diminue fortement 1'effet hépa-
tocarcinogéne de l'aflatoxine B81.C'est un exemple bénéfi-

que de 1'induction.

3.6.4 Un exemple utilisé en thérapeutique (18).

On administre parfois du phéncbarbital a une mére
avant 1'accouchement et/ou au nouveau-né,dans 1'intention

-

de réduire la fréquence et 1'intensité de 1'ictére physio-
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iogique a bilirubine non conjuguée.

Le phénobarbital diminue aussi e taux de bilirubine lors

de l1'ictére hémolytique du nouveau-né.

3.7 Conclusion et perspectives (5)(16)(18).

Un traitement préalable des rats avec du diphénvyldi-

chlorotrichloréthane (DDT:inducteur de cytochrome P453)

réduit significativement 1'incidence des carcindémes mammai-

res (et des leucémies)causés par 1'exposition ultérieure
au diméthylbenz{a)anthracéne (DMBA:hydrocarbure polycycli-
que aromatique).

Le mécanisme apparait &tre encore une "first pass
clearance",c'est & dire une conjugaison au niveau hépati-
que permettant d'augmenter 1'élimination du DMBA avant
qu'il n'atteigne les tissus cibles (la moelle oéseuse et

le tissu mammaire).

L'induction enzvmatique peut donc dans certains cas,
étre bhénéfique et on peut méme essaver de la provoquer par.

des molécules qui ont alors un réle prophylactigue.L'uti-

lisation,dans ce cas la,de plusieurs inducteurs enzvmati-

ques est reconnue comme augmentant la détoxification.

Les agents les plus chimioprophylactiques sont souvent des

inducteurs potentiels des enzymes de la phase II de déto-

9




xification, tels que 1'époxyde hydrolase et 1a glutathion-
S~transférase. |

Les individus avec des déficits en enzymes de phase
IT sont & haut risque lors d'exposition aux métabolites
réactifs formés a partir de drogues ou de produits chimi-
ques de 1'environnement:ces métabolites sont rendus réac-
tifs par un cytochrome P450 lors de la phase I de détoxi-
fication,pour qu'ils soient piﬁs alsément conjugués et
rendus hydrophiles par la phase II.Cette phase I est néces-
saire a 1'élimination hors de 1'organisme,et si elie ne
se réalise pas,on a donc des métabolites plus toxiques que
la drogue de départ qui n'est souvent qu'un précarcinogéne
{ex:le benzopyréne).

C'est donc 1'équilibre entre le taux de formation de
métabolites réactifs lors de la phase I et le taux de leur
inactivqtion par la phase II qui détermine prinéipalement

lerisque réel de toxicité d'un xénobiotique.

Les recherches actuelles et futures dans ce domaine
portent sur plusieurs points:
-essaver d'induire les voies de détoxification et de
supprimer les voies toxifiantes,
~exploiter 1'induction enzymatique pour augmenter 1l'ef-

ficacité thérapeutique et/ou réduire les effets secon-




daires d'une molécule médicamenteuse.en se rappelant
que 1'induction enzymatigue peut protéger d'une classe
de xénobiotigues tout en augmentant la toxicité d'agents

d'autres classes.

L'inhibition enzymatique en quelgques mots:plus rare
que l'induction enzymatique mais a action presque immédia-

te,elle peut aussi avoir des conséquences redoutables.

L'une des plus connue concerne l'inhibition par la trolé-
andomycine (TAO:antibiotique macrocolide)du catabolisme
des dérivés de 1'ergot de seigle,ce qui entraine un risque
de vasoconstriction généralisée.lLa troléandomycine inhibe
aussi la théophyiline et la carbamazépine (TEGRETOﬂ*:anti—
épileptique).,ce qui entraine le maintien prolongé dans
l1'organisme de la substance active,l'élimination retardée
et l'augmentation de la concentration plasmatiqﬁe pouvant
entrainer 1'apparition de phénoménes toxiques.

Mais, comme pour 1'induction, cette inhibition peut &tre bé-

néfique, par exemple au niveau cutané dans le cas de tumeurs

malignes (cf 4.1 le cytochrome P450 épidermique).

Exemples d'inhibiteurs enzymatiques:

” - *
chloramphénicol (TIFOMYCINE :antibiotique)

ey s »*
cimétidine {(TAGAMET :antiulcéreux)
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clofibrate (LIPAVLOﬁézlipolytique)

disulfirame (ESPERAff:désintoxication alcoolique)
nortriptyline UﬂOTiVAﬂ¢:antidépresseur)

isoniazide (RIMIFON#:antituberculeux)
rhénvlibutazone (ALPHA'KADOﬁ%:antiinflammatoire)
sulfadiazine (FLAMMAZINE*:antidnfectieux)
sulfaméthoxazole (BACTRIE#:antiinfectieux)

¥
triméthoprime (BACTRIM :anti-sinfectieux)
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4.1 Le cytochrome P450 cutané(3)(17).

4.1.1 Le cytochrome_PdSO épidermigque:son role.

.La peau est l'interface majeure entre le corps et 1'envi-
ronnement.Elle posséde une structure complexe gui constitue
une yéritable barriére évitant la pénétration de nombreux
toxiques de 1'environnement.Elle n'est pas inerte,elle est le
site de multiples activités métaboliques dont beaucoup dépen-

dent de cytochromes P450.

Le cytochrome P450 cutané pveut détoxifier des substrats
exogénes mals aussi endogénes.
Une autre activité du cytochrome P450 cutané est la conversion
de substrats précurseurs relativement inertes en métabolites
hautement réactifs pouvant entrainer des phénoménes toxiques,
ceci par 1l'intermédiaire d'une enzyme particuliére:l'aryl
hydrocarbon hydroxylase (AHH){cf 1'induction).L'AHH est dépen-
dante d'un cytochrome P450 et permet la transformation d'hy-
drocarbures polycycliques aromatiques {(PAHg )tels le benzopy-
réne en une gamme de métabolites comme les phénols, les quino-
nes et les dihydrodiols plus ou moins toxiques.Ces hydrocar-
bures polycycliques aromatiques,relativement inertes par eux-

mémes, sont des polluants de 1'environnement provenant de la

combustion incompléte de substances organiques.
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- Ces hydrocarbures sont donc des précarcinogénes devant d'abord
étre activés par 1'aryl hydrocarbon hydroxylase en métabolites
biclogiques réactifs qui sont eux des agents oncogénes, mutagé-
nes el cytotoxiques.Certains de ces métabolites sont a4 1'ori-
gine de cancers de la peau.

Les ultimes métabolites sont des époxydes hautement réactifs
et des diols pouvant se lier de maniére covalente aux macro-
molécules cellulaires comme 1'acide ribonucléique et désoxyri-
bonucléique (RNA et DNA)et aux protéines.

Ces liaisons covalentes surtout avec le DNA représentent un

niveau essentiel dans 1'induction de tumeurs.

4.1.2 Mécanisme de 1'activation métabolique cancérigene

par 1'aryl hydrocarbon hydroxylase et le cytochrome

P450 épidermique.

On prend 1'exemple du métabolisme du bénzopyréné (hydro-
carbure polycycligue aromatique).Le cytochrome P450 et 1'AHH
agissent en trois étapes lors de la phase I de métabolisation
(cf figure n°4j.

-production de benzopyréne-époxyde par 1'AHH et une MONQOXY-
génase cytochrome P450 dépendante,

-conversion de 1'époxyde en dihydrodiol par une époxyde hy-
droxylase:.

-métabolisation du dihydrodiol en diol et époxvde par 1'AHH.



57

Ce dernier métabolite peﬁt étre détoxifié par conjugaison avec
un sulfate ou par glucuronoconjugaison,ou bien alors étre acti-
vé plus loin sous forme d'un dérivé électrophile pouvant se
lier de maniére covalente avec 1'acide désoxyribonucléique,

On a récemment découvert le processus de formation de la
liaison benzopyréne-acide désoxyribonucléique (BP-DNA).Il v a
d'abord formation d'un complexe préliminaire BP-DNA, puis il y
a oxydation (par perte d'un électron) du BP, ceci catalysé par
un cytochrome P450.Enfin la liaison covalente se fait entre le
benzopyréne oxydé et le DNA.

Il semble que 1'électron perdu lors de l'oxydation irait sur
1'héme du cytochrome P450,ceci serait en accord avec 1'hypothé~
se selon laquelle le cytochrome P450, sous sa forme active, est
un radical cation Fez#, avec sa charge délocaliéée{sur ila
périphérie de 1'héme. |

I1 faut souligner que,dans un tissu cible exposé aux car-
cinogénes comme le benzopyréng,l'importance de l'activité et
de 1'inductibilité de 1'AHH sera un facteur de risque majeur

de cancer dans ce tissu.
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4.1.3 Approche de la prévention des tumeurs cutanées mali-

gnes & 1'aide d'anticarcinogénes.

Lfanimal de référence, pour cette étude,est le rat SPRAGUE
DAWLEY agé de quelques jours,car la majorité de son cytochrome
P450 se trouve au niveau de la peau ou dans les organes déri-

vés embrvoiogiquement de la peau.

La mesure de 1'activité cytochrome P450 épidermigue se
fait sur les produits formés/par chromatographie liquide hau-

tes performances (HPL().

De multiples niveaux ou sites d'activation métabolique
des carcinogénes peuvent étre des cibles pour les anticarcino-
génes.On a trouvé deux grandes classes de molécules chimiques
ppuvant limiter le développement ou diminuer le risgque de tu- -
meurs_cutanées:les dérivés phénoliques et les dérivés imidazo-

1és.

4.1.3.1 Les dérivés phénoliques.

4.1.3.1.1 Les acides férulique .,chlorogénique,

cattféique et ellagique.

Ils sont contenus dans de nombreuses plantes communes.Ils

ont une activité antimutagéne vis a vis des diols et des époxy-
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des des hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAHS)tels le
benzopvreéne. En e}fet,Muktar et ses collaborateurs (3) ont mon-
tré gque 1'acide ellagique est-un inhibiteur potentiel de 1'ac-
tivité de 1'aryl hydrocarbon hydroxylase épidermique; il empé-
che aussi la liaison du benzopyréne avec 1'acide désoxyribonu-
cléique du thymus d'un veau (in vitro)ou avec le DNA épidermi-
que (in vivo).Cela empéche,d deux niveaux métaboliques diffé-
rents, 1'induction d'une tumeur cutanée:

~absence d'activité de 1'aryl hydrocarbon hydroxylase donc

pas de transformation de précarcinogénes. (dérivés polycycli-

ques aromatiques)en carcinogénes,

-pas de liaison benzopyréne-DNA.

Shugar et Kao (3} ont montré que 1'acide ellagique inhibe
la liaison covalente entre le benzopyréne et 1'acide désoxyri-
bohucléique épidermique d'une souris {in vitro)..

Muktar et sescollaborateurs ont obtenu le méme résultat
sur des kératinocytes de souris.Ils ont aussi prouvé que l'aci-
de ellagique est un inhibiteur potentiel du métabolisme du ben-
zopyréne, en particulier de sa sulfo ou glucuronoconjugaison.

Enfin, 1'application d'acide ellagique sur la peau de sou-
ris procure une protection substantielle contre les carcindmes
de la peau induits par le 3-méthylchlolanthréne (inducteur de
cytochrome P450 et de 1'aryl hydrocarbon hydroxylase)en retar-

dant la période de latence qui précéde toujours le développe-

ment d'une tumeur.Cette explication a été confirmée par lesca(3).
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Une telle moduiation du métabolisme des dérivés polycycli-
ques aromatiques par 1'acide ellagique ne peut étre expliquée
que par ses effets anticarcinogénes au niveau de la peau.

L'acide ellagique est 1'un des meilleurs composés phénoli-
ques anticarcinogénes au niveau de la peau mais aussi parfois

au niveau d'autres tissus (poumons,moelle osseuse et foie).
4.1.3.1.2 Les flavonoides.

Les acides gallique, tannique, anthraflavique, 1a myricétine,
itaiizarine | 13 monolactone et la purpurogalline sont présents
dans de nombreux fruits comestibles et dans des végétaux.Dans
un repas normalement équilibré on consomme en moyenne un Jgram-

me par jour de ces flavonoides.

Stick et ses collaborateurs (3) ont montré gue 1'acide
tannique inhibe l'effet mutagéne de la méthylurée en empéchant

la formation de produits de nitrosation.

Buening et ses collaborateurs (3) ont observé que 1'addi-

tion de flavonoides polyvhydroxylés, tels que 1'apigénine, la

chrvsine, la myricétine, la fisétine et ie kaempférol,a un systéme

microsomal hépatique humain inhibe le métabolisme du benzopy-
réne.Le kaempfércl et la quercétine sont, eux, des inhibiteurs

potentiels de la NADPH cytochrome P450 réductase, enzyme néces-

‘saire a l'activité cgatalytique du cytochrome P450 (cf 2.4

mode d'action du cytochrome P450).8i le cytochrome P450 ne
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peut égir,il n'y aura pas activation des hydrocarbures po-
iveveliques aromatiques et donc pas de toxicité (ef 4.1.2
mécanisme de 1'activation métabolique cancérigéne par
' 1'AHH et le cytochrome P450 épidermique).

Huang et ses collaborateurs (3) ont récemment montré
que certains flavonoides inhibent 1'effet mutagéne du dihy-
droépoxytétrahydrobenzopyréne, qui est l1'ultime métabolite
du benzopvréne et qui est le plus carcinogéne et le plus

mutagéne.

L'acide tannique et la myricétine, flavonoides hydroxy-
1és,sont les plus actifs;les flavonoides sans groupement
hyvdroxyle (OH) ou les flavonoides hydroxyméthylés (OCHJ
sont eux inefficaces.Ces derniéres constatations suggérent
que 1'activité antimutagéne des flavonoides est dGe a leurs
groupements hydroxvles (quand ils en possédent) et ceci par
interaction directe avec les diols-époxydes des hydrocarbu-
res polycoycliques aromatiques blogquant ainsi leur activation

métabolique toxique.
4.1.3.1.3 Conclusion

Ces expériences ont convaincu que les polyphénols en
général, les flavonoides hydroxvlés et l‘acidé ellagique en
particulier,ont un réle posftif dans la prévention des
cancers induits par des hydrocarbures polyeyeliques aroma-~

tiques, tout particuliérement au niveau cutané.
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figure n®4.

Acide galique

Alizarine

Acide tannigue
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Jguelques flavonoides
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OH

OH Myricétine

figure n®5.

Purpurogailine



Acide eliagique

Acide féruligue

CH—CHCOOH

Acide cafféique

~OH

HOOC

I Acide chlorogénigue
HO OH
) OH

Jueliques dérivés phénoliques : figure n"6.
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4.1.3.2 Les dérivés imidazolés (3)(9){(14)(19).

Kahl et ses collaborateurs (3) ont émis 1'hypothése que
- certains médicaments imidazolés tels la cimétidine {TAGAMET®
antiuiééreux),le benzimidazole, le kétoconazole (NIZORAL®:anti-
”fonéique)et le clotrimazole (TRIMYSTEN*:antifongique)pourraient
avoir un effet bénéfique sur le métabolisme carcinogéne au ni-
veau de 1'épiderme en inhibant les moncoxygénases a cytochrome
P450 microsomaux.

Muktar et ses collaborateurs (3) ontensuite montré que le
cibtrimazole(TRIMYSTEN*)appliqué sur la peau d'un rat (agé de
guinze joufs)est un inhibiteur potentiel de l'activation mé&ta-

bolique épidermique.

On empéche ainsi l'activation du précarcinogéne, qu'est
le benzopyréne,en carciniogéne (diol ou époxyde ae benzopyréne)
en bloquant le cytochrome P450 associé éil'aryl hydrocarbon
hydroxylase épidermigue.Cette inhibition est dépendante de 1la
dose de clotrimazole et nécessite un certain délai.De plus cet-
te simple application topique de clotrimazole augmente de 80%
1'activité épidermique et de 30% 1l'activité hépatique de la
glutathion-S-transférase, qui est une enzyme de la phase II
de détoxification, ceci permettant une meilleure conjugaiéon'

et une meilieure élimination du toxique.
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cancer cutané

liaisons covalenteSavec 1'acide

désoxyribonucléique cutané

N

Arvyl hydrocarbon glutathion-8-
hydrozylase transférase
._l...
cytochrome P450 épidermique
(=
. & —

cutané l Lk . l

BENZOPYRENE ————————3 DIOL et EPOXYDE s conjugaison et
phase I—— ——| phase 11

(hydrocarbure 2] de BENZOPYRENE élimination
polycycliique

aromatique ).

précarcinogéne carcinogéne et

toxique

\ CIL.LOTRIMAZOLLE \

Métabolisation du benzopyréne au niveau cutané et

roéle du clotrimazole {(chez le jeune rat):figure n°3
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On a donc une inhibition de la phase I de "détoxification"’

cytochrome P450 dépendante aboutissant &8 des carcinogénes et
une induction de la phase II de détoxification qui augmente ie
taux de conjugaison et d'élimination des hydrocarbures polycy-

~

cliques aromatiques (cf figure n°3)

Le bilan de l1'action du clotrimazole est une diminution
de la production de fractions carcinogénes,une augmentation de
1'élimination des fractions carcinogénes déja produites et
une diminution des liaisons covalentes entre ces fractions car-
cinogénes et 1'acide désoxyribonucléique cutané,

Les médicaments imidazolés et le clotrimazole en particulier
semblent é&tre des agents efficaces pour diminuer le risque des
cancers cutanés lors d'exposition & des hydrocarbures polycoy-

cligques aromatiques carcinogénes.

_4.1.4 Conclusion.

Le cytochrome P450 est généralement considéré comme un
agent détoxifiant lors de la phase 1 de métabolisation des xé-
nobiotiques, ici dans le cas du métabolisme cutané des hydrocar-
bures polycycliques aromatiques, le cytochrome P450 métabolise
ces hydrocarbures en dérivés toxiques et carcinogenes.

Néanmoins cette phase I c¢ytochrome P450 dépendante est
nécessaire pour la conjugaison et 1'élimination ultérieure des

9

hydrocarbures lors de la phase II.



68

Le cytochrome P450 cutané pris isclément n'a pas un rdle
bénéfique lors de la métabolisation des hydrocérbures polycy-
cliques aromatigques,mais il est une étape obligatoire et né-
cessaire.

Les dérivés imidazolés et phénoliques possédent un poten-

tiel anticarcinogéne certain et de nombreuses études sont
faites pour développer ces propriétés et essaver de les ren-

dre utilisables en thérapeutique.
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4.2 Le cyvtochrome P450 aux poumons (13)(23).

4.2.1 Bvaluation et causes du risque toxigque puimo-

naire.

Le poumon est un organe responsabie de tous les i
échanges gazeux nécessaires au métabolisme oxydatif
des mammiféres.

Sa structure est falite de telle fagon gque sa trés

large surface (environ la taille d'un court de tennis)
est exposée 4 l'air extérieur par son épithélium et
cela nécessite un trés large réseau capillaire pour
transporter les gaz a partir du lieu de diffusion et
pour les ramener & ce méme lieu.

Les éxigences de protection d'une telle surface
aussi vaste font que le poumon a de nombreux types de’
celliules avec des fonctions spécifiques:quarante types
cellulaires sont identifiables.(Quelgques unes de ces
cellules comme les cellules épithéliiales,alvéolaires
et endothéliales sont plus sensibles et vulnérables
car elles sont le premier site ou du moins le site
le plus important exposé aux toxiques de 1'air ou du
flux sanguin.

La vulnérabilité sélective des cellules pulmonai-

res dépend aussi de la voie d'administration du toxi-
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que,des différences de structure biochimique ou de sa

voie de métabolisation.Le mécanisme d'évacuation des
toxiques des autres tissus peut avoir une éncrme influence
sur la dose délivrée aux cellules particuliéres du poumon:
suivant le &type de cellules pulmonaires atteintes en
premier par le toxique,les conséquences pourront &tre
différentes:par exemple une prolifération cellulaire ou

bien un oedéme au niveau des alvéoles.

4.2.2 Biocactivation des molécules chimigues.

Beaucoup de molécules sont métabolisées au niveau du
poumon modifiant ainsi leur activité thérapeutique, toxico-
logique ou phafmacologique.Le poumon métabolise les molécu-
les chimiques par un grand nombre de voies incluant les

réactions d'oxydation,de réduction et de conjugaiszon.

Suivant les enzymes présentes dans une cellule ou un
organe particulier,on peut envisager le type de métabolisme
susceptible de s'y réaliser;en connaissant les enzymes on
connaltra aussi leur substrat,c'est 3 dire les molécules
chimiques susceptibles d'étre métabolisées.On pourra savoir
dans quel sens s'oriente le‘métabolisme:vers une augmenta-

P

tion ou une diminution de toxicité.




Ainsi ie fait que la plus grande partie du cytochrome
P450 pulmonaire soit concentrée dans les cellules épithé-
liales non ciliées des bronchioles {ceiiules CLARA)} permet
de mieux comprendre la susceptibilité de ce type de celliu-
‘les vis & vis des toxiques pulmonaires tels que le naphta-
lene et le 3-méthylfurane,molécules rendues toxiques
par le coytochrome P450 nécessaire & leur métabolisme.La
raison de cette haute concentration en cytochrome P450
dans les celiules CLARA n'est toutefois pas clairement ex-
pliquée mais peut étre reiiée a une fonction physiclogique,
normale de ces celliules:elies ont une activité oxydative
marquée gquli nécessite donc des oxydants comme le sont
les cytochromes P450,ce qui expliquerait leur présence en
grande quantité.

Le cytochrome P450 est trouvé aussi dans les cellules
alvéolaires de type II,dans les cellules épithéliales des
bronches et de-la trachée et dans les macrophages des al-

véoles pulmonaires.

Dans le poumon de lapin,il existe au moins deux iso-
enzymes du cytochrome P450 avec des spécificités de sub-
strat extrémement marquées;ainsi une molécule chimique
sera rendue toxigue par activation métabolique die & une

isoenzyme précise de cytochrome P4A50 et aucune autre.
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Ces isoenzymes ont une spécificité celliulaire a 1'intérieur
du poumon.Le toxigque obtenu exercera donc son action au
niveau de ce type de cellule donné.Cela expligque la spéci-

ficité cellulaire de quelques toxigques du poumon.

4.2.3 Classement de quelques molécules chimiques

causant. des pathologies puimonaires.

4.2.3.1 Molécules acgtives sur les cellules de

I1'épithélium alvéolaire.

-L.'ozone (04 J:antiseptique entrainant une toux,un oedéme
pulmonaire veoire un coma s'il est inhalé.

-Le paraquat: désherbant organique.

4,.2.3.2 Molécules actives sur les cellules de

1'endothélium pulmonaire.

~L'oxygéne:a forte dose.

~Les alcaloides dérivés de la pyrollizidine:risque d'encom-

brement bronchique ou d4d'apnée.




4.2.3.3 Molécules actives sur les cellules non
ciliées de 1'épithélium des bronchioles

{celiules CLARA).
-Bromobenzéne (CyHgBr):solvant,additif d'huile moteur.
-Naphtaléne (CMHW):insecticide,vefmicide,lubrifiant moteur.

-Tétrachliorure de carbone (0014).

4.2.4 Conciusion et perépectives.

Le coytochrome P450 pulmonaire oxyde de nombreuses
molécules en métabolites toxiques;ceci correspond & la pha-
ge I de métabolisation et d'élimination des molécules chi-
miques.Puis ces métabolites toxigues,mais plus faciles a
conjuguer donc & éliminer, réagissent directement avec le
glutathion et la glutathion-S-transférase qui forment un
systéme de protection clé au niveau du poumon et font_par—
tie de 1la phase II de détoxification,c'est a dire la
conjugaison.le giutathion est un composé celiulaire nuciéo-
phile majeur qui protége la ceilule pulmonaire contre les

radicaux libres, les dérivés électrophiles réactifs et les

dérivés a oxygeéne réactif.

Donc pris dans 1'ensemble du processus d4'élimination

des moliécules (phase I + phase 11}, ie cytochrome a bien un
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réle détoxifiant en étant facilitateur de ia conjugaison:
mais pris seul, pour sa seule action oxvdative,il a un réle
toxigue au niveau pulmonaire.

La détoxification passe donc d'abord par une augmen-

tation de toxicité obligatoire.

Le rbéle toxique du cytochrome P450 sera augmenté si le

glutathion est altéré par des toxiques tels gue le paragquat

(désherbant) gqui est aussi un substrat du cytochrome

P450.

Dans l'avenir,il reste & comprendre en particulier
i'action, le statut du giutathion au niveau des différents
types de celiules du poumcon ainsi que sa réponse vis a

vis des toxiques chimigques.




75

4.3 Le cytochrome P450 des macrophages.

4.3.1 Mise en évidence de la présence de cytochrome

P450 dans les macrophages (26).

De récentes études ont montré dque des monocytes
sanguins, dérivés de macrophages humains, sont capables de
métaboliser 1'éthanol en acétate & un taux considérable.
Cette oxydation métaboligue est inhibée de maniére marquée
pour ie monoxvde de carbone (C0O) et par le SKF~525A qui
sont deux inhibiteurs de_cytochrome P450.

Donc, 1 'oxydation de 1'éthanol par les macrophages est
probablement cytochrome P450 dépendante;ceci améne a penser
que d'autres réactions cytochrome P450 dépendantes, telles
que la métabolisation oxyvdative de certaines drogues, peu-
vent exister au niveau des macrophages. |

L.es macrophages sont,en effet, capables de métaboliser
des drogues 1in vitro lorsqu'ils sont présents aux mémes
concentrations que c¢elles rencontrées dans le plasma des

individus avant servi a 1l'expérimentation.

4.3.2 Effets du cyvtochrome P450 des macrophages sur

les molécules toxiques (26).

La toxicité de certaines drogues pourralt étre diie au

moins partiellement,a leur métabolisme cytochrome P450
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dépendant au niveau des macrophages.
Les dommages sont causés par la libération,par ce
métabolisme, de molécules toxigues qui perturbent les cel-

lules hématopoiétiques environnantes.

Mais ce métabolisme des drogues au niveau des macro-
rhages peut aussi é&tre bénéfique:la phénitoine (antiépilep-
tigque) et la chlorpromazine (neuroleptique tricyclique)
sont toxiques pour les cellules K562 (cellules humaines
d'une lignée érythroleucémique) ;aprés interaction avec
des macrophages d'origine humaine,les sclutions de sel
sodique de phénitolne et de chlorhydrate de chlorpromazine
montrent une toxicité réduite vis a vis de ces celliules

K562.

Cet abaissement de cytotoxicité étant partiellement
supprimé en présence de tétrahydrofurane,inhibiteur connu
du cytochrome P450,cela prouverait encore qué le métabolis-
me des drogues au niveau des macrophages est cytochrome
PA50 dépendant.Donc comme au niveau du foie,selon 1la
molécule concernée et selon le niveau d'action, ie métabo-
lisme cytochrome P450 dépendant pourrait étre "toxifiant®
ou "détoxifiant”.

Les métabolites obtenus aprés action des macrophages
ne sont pas encore iééntifiés;au niveau du fole a partir de
la phénitoine on obtient la 5-(4d~hydroxyphényl)-5-phényli-

?

hvdantoine et a partir de la chlorpromazine on obtient 1a
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T-hydroxycecniorpromazine via donc un mécanisme cytochrome
P450 dépendant.
On peut s'attendre & trouver les mémes métabolites ou

des métabolites veoisins dans les macrophages si le mécanis-

me coytochrome P450 dépendant est confirmé.

4.3.3 Conclusion (Z6).

Ces expériences sur les macrophages permettent de
suggérer que dguelques accidents sanguins pourraient étre
dus au métabolisme de certaines drogues par les macrophages
et 3 la libération consécutive d'une génération de petites
molécules cytotoxiques telles 1'oxygéne réactif et les sul-
foxydes (qui causent des dommages aux cellules hématopoié-
tigques voisines).

Si des réactions cytochrome P450 dépendantés,activant
des précarcinogénes en carcinogénes,se passent dans les
macrophages, ceux-ci jouéﬁt alors un role dans la génése des
leucémies et des carcindmes ,car les macrophages étant
iargement distribués dans le corps humain,il peut se
produire des dommages dans d'autres tissus.

Donc les macrophages seraient doublement responsables
par transformation de précarcinogénes et exposition de

ces carcinogénes aux cellules environnantes.
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Récemment on a découvert une activité aryl hydrocarbon
hydroxylase cytochrome P450 dépendante (cf induction
enzymatigue) dans les monocytes de porcs,de rats et dans
les macrophages de souris,ce qui confirme 1'existence

du cytochrome P450 dans les macrophages des mammiféres.

Dans 1l'avenir,on étudiera les macrophages des patients
avant un traitement comportant des médicaments , a effets
secondaires hématologiques;on saura ainsi si ces effets

secondaires risquent réellement de se développer.
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4.4 Le cytochrome P450 au cerveau (16).

On a récemment étudié ia distribution locorégionale

et subcelliulaire du cytochrome P450 du cerveau.

4.4,.1 Distribution subcellulaire.

Le cytochrome P450 se trouve a des taux trés élevés

dans les fractions mitochondriales du cerveau.Chez le

singe, les taux sont quatre fois plus élevés dans les

mitochondries gque dans les microsomes du cerveau.Chez le

rat les taux sont seulement trois fois plus élevés.

Paraliélement 1'aryl hydrocarbon hydroxylase, enzyme
couplée & un cytochrome P450,a aussi une activité mitochon-

driale 4 3 5 fois supérieure & celle microsomale.

4.4.2 Distribution locorégionaie.

L! activité aryl hydrocarbon hydroxyiase (AHH) est
supérieure au niveau du bulbe olfactif,que ce solt aux
microsomes ou aux mitochondries, par rapport aux autres

parties du cerveau.

Ceci se vérifie chez le singe et le rat.
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4.4.3 Conclusion.

Un 1l'a vu précédemment les hydrocarbures polycycliques
aromatigques sont métabolisés par le cytochrome P450 et
1'AHH en dérivés toxiques.Donc une activité AHH augmentée,
comme c'est le cas au niveau du bulbe olfactif, peut Tendre
cette partie du cerveau plus sensible aux effets cytotoxi-
que des hydrocarbures polycycliques aromatiques.

Cela peut aider & mieux comprendre les maladies

idiopathiques neurovégétatives chez les primates supérieurs.
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ROLE DU CYTOCHROME 450

DANS LA TOXITCCITE DE
DIFFERENTES MOLECULES
CHIMIOURS
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5.1 Détoxification du dichlorodiphényltrichlioroéthane (DDT).

5.1.1 Le DDT:présentation et toxicologie(12)-

C'est un insecticide de la famille des corganochlorés
et plus particuliérement un dérivé du chlorobenzeéne.(C'est
un poison nerveux pour i'insecte,agissant par contact et

ingestion.Pour 1'homme, il n'est toxigque que par ingestion.

Il existe sous 3 formes:poudre, émulsion agqueuse ou solution.

Cnez 1'homme, la dose mortelle est de 10 a 20 grammes.
L'intoxication, aprés une phase de début marquée par des
troubles digestifs,des vomissements et de la diarrhée , se
manifeste par des signes nerveux prépondérants:céphalées,
tremblements, convulsions généralisées,coma.La mort survient
4 la suite d'un collapsus ou d'une apnée.lne attéinte“ des

reins,du foie ou des troubles du rythme cardiéque exis-
tent parfois et interdisent 1'emploi de sympathomimétiques.
Le traitement consiste en un lavage d'estomac et une purge
4 l'aide de sulfate de soude ou de magnésium; les purgatifs
huileux, ie iait, les graisses alimentaires sont contre-indi-
qués,car ils favorisent 1'absorption du produit.De plus des

prescriptions symptomatiques complétent le traitement.
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5.1.2 Mécanisme d'action du DDT (22).

Le mécanisme d'action de détoxification du DDT au ni-

veau de 1'hépatocyvie de rat est le suivant:

-une premidre réaction consiste en une déchloration (perte
d'un chlore)réductive aboutissant au dichlorodiphényldi-
chloroéthane (DDD),

~-une autre vwvoie est une déhydrochlorination (perte
de HCL)aboutissant & du dichlorodiphényléthyléne (DDE),

-enfin, une chaine métabolique assez longue transforme le

DDE en un composé soluble éliminable dans les urines.

Bien que toutes les enzymes impiiquées & des stades
variables de la détoxification ne soient pas connues,il est
pratiquement admis que ces réactions sont régulées par un

systéme enzymatique contenant un cytochrome P450.

Le DDD est formé dans le fole par au moins deux voies:
une thermosensible et 1'autre thermorésistante.La voie ther-

mosensible est une voie enzvymatique plus rapide que 1'autre.
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5.1.3 Conditions optimalies de détoxification (observéesg

sur 1'hépatocvie de rat) (22).

-La concentration en DDT:c'est lorsque le DDT est & 50mg/

kg de poids que la déchloration réductive est la plus

importante.Avec des doses plus fortes, on observe une réduc-

tion inférieure.

-Le Ph:la déchloration réductive exige un Ph égal a 7,8.

Cette activité est trés faible en dehors de cette valeur.

-La température:elle est optimale a 50°C.

Toutes ces conditions sont uniquement valabies pour
1l'hépatocyte de rat.D'importantes variations existent dans
ies différentes espéces animales.

L'activité des enzymes est maximale dans des conditions
bien précises n'admettant que peu de variations:ceci
explique de nombreux déréglements possibles et aussi
les difficultés auxquelles on se heurte pour mettre en évi-
dence 1'action du cytochrome P450, en particulier chez 1'hom-
me ol toutes les enzymes fonctionnent & 37°C (et non pas

a 50°C).




85

5.1.4 Action des inducteurs et des inhibiteurs de

cytochrome 2450 (22).

h.1.4.1 Les inducteurs in vivo.

Le phénobarbital et le 3-méthylchliolanthréne n'augmen-
Cent pas 1l'activité réductase (la déchloration réductive)
de maniére significative;par contre, le DDT agit comme auto-

inducteur.

- 5.1.4.2 Les inhibiteurs in vivo.

Les inhibiteurs spécifiques de la synthése de RNA (aci-
de désoxyribonucléique), que sont 1'amanitine et 1'ACTH,
n'ont pas d'effet sur la Cransformation du DDT en DDD.Mais
il a été prouvé que cette activité réductase est régulée
par la synthése de novo de la protéine enzymatique plutdt
que par l'activation de l'enzyme.

On peut rapprocher ceci du mécanisme de 1'induction
du cytochrome P450 wvu avant:il y a synthése d'apoprotéine
P450 de novo plutdét qu'une stabilisation d'enzyme ou

une activation d'enzyme latente.Ceci aussi permet ae
penser que l'activité réductase, qui enléve le chlore

du DDT,est cytochrome P450 dépendante.
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5.1.4.3 Les inhibiteurs in wvitro.

La benzoflavone,la métyrapcne réduisent 1'activité
réductase respectivement de 52% et 56%.Ces inhibiteurs in
vitro peuvent affecter le systéme P450 soit par interaction
spécifigque avec 1'héme ou ia protéine du cytochrome p450
soit en servantt de substrat compétitif (interaction P450-
inhibiteur), le DDT se fixant préférentiellement sur ces

inhibiteurs plutdt que sur le cytochrome P450.

5.1.5 Conclusion (22).

Une augmentation ou une baisse du métébolisme hépati-
que du DDT chez le rat traité in vivo avec des inducteurs
ou des inhibiteurs ainsi que la découverte de la nécessité
absolue de NADPH (coenzyme transporteur d‘hydrogéne néces-
saire & l'action du cytochrome P450)suggérent fortement un
réle du cytochrome P450 dans la déchloration du DDT en DDD
bien gque le mécanisme ne soit pas totalement connu.Baker
et Van-Dyvke (22) ont suggéré,en raison de la similitude
structurale entre le DDT, le CC14 (tétrachlorure de carbone)
et 1'halothane,que le DDT est déchloré de maniére réductive
en DDD en passant par un radical libre intermédiaire dans
une voie similaire & celle observée dans la formation du
CE3CH01 a partir de 1i'halothane (anesthésiant).lLe radical
iibre intermédiaire perdrait alors un hydrogéne pour

former le DDD.
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I1 est important de signaler qu'ici le cytochrome P450
aurait une action réductrice par transfert d'électrons et
cecl en absence d'oxygéne;c'est le méme type d'action pour
le CCla réduit en CCl1 (carbéne)et pour les dérivés nitrés
tels que les nitro-arénes réduits en nitrosc-arénes.

Au contraire,dans un plus grand nombre de cas, le cvyto-

chrome P450 a une activité monooxygénase donc oxydante. Ici

le cytochrome aurait réellement une action détoxifiante:le
DDD obtenu étant moins toxique que le DDT de départ tout
en permettant de se rapprocher de composés plus facilement

éliminables dans les urines.

?
s
3
:
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5.2 Détoxification des insecticides organophosgphorés.

5.2.1 Mode d'action et effets des insecticides orga-

nophosphorés (11).

Beaucoup d'insecticides organophosphorés ne sont pas
directement actifs, ils doivent subir une activation métabo-
lique par une monooxygénase a cytochrome P450.

Les organophosphorés exercent leur action insecticide
par effet anticholinestérasique;les molécules possédant un
groupement thionosulfure doivent subir une désulfuration
pour &tre actives.L'activité anticholinestérasique se tra-
duit par une accumulation d'acétylcholiine dans tout le
systéme nerveux:systéme nerveux central, systéme nerveux
parasympathique et plagques motrices (jonctions neuromuscu-
laires).En effet, les récepteurs cholinestérasiques vont
&tre blogués par 1'insecticide, entrainant une augmentation
du taux d'acétylicholine libre.Pratiquement,l’activité anti-
cholinestérasique se fait par phosphoryl;%ion au niveau des
récepteurs a acétylcholine, ce qui empéche la consommation
et la dégradation de 1'acétylcholine.Chez 1'homme Iia
dose léthale d'insécticide organophosphoré est trés faibie:
un gramme environ.

Les effets toxiques aigus sont d'abord de type para-

gympatomimétiques (action muscarinique)puis surtout de
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type parasympatholytique (action nicotinique);ce sont ces
derniers effets les plus dangereux.Il existe un antidote:

ie contrathion.

5.2.2 Action du disulfure de carbone (1i1).

On a prouvé récemment que le disuifure de carbone (CS,)
inhibe spécifiquement les monooxygéhases contenant un cyto-

chrome P450 microsomal et ceci méme & dose faible;a des

doses plus élevées, le disulfure de carbone perturbe les
différents métabolismes de la cellule hépatique et il ne
pourrait donc pas étre utilisé pour les expérimentations
animales ni éventuellement en thérapeutique.les dithiocgar-
bamates, précurseurs de CSz,ont les mémes propriétés que le
CS, a condition d'étre administrés par voie orale car ils
ont besocoin de 1'acidité de 1'estomac pour se traﬁsformer

en CS, qui est la seule forme active.A faible dose,le

disulfure de carbone n'a aucun effet sur les autres enzy-
mes microsomales:les monooxygénases a flavine, les glucuro-
nyltransférases, les glutathion-S-transférases, ies estérases
et les transporteurs d'éiectrons.
Le disulfure de carbone modifie 1'activité anticholi-
nestérasique des organophosphorés gqui nécessitent un
cytochrome P450 pour étre activés,mais il n'y a pas d'effet

sur l'activité cholinestérasique vraie du cerveau ni sur
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1'activité pseudocholinestérasique plasmatique et hépati-
que. Il n'interfére donc pas avec les autres métabolismes

physiologigues, ceci toujours & faible dose.Ainsi le disul-
fure de carbone pourrait servir & diminuer la toxicité des
organoprhosphorés nécessitant un cyvtochrome P450 pour étre
actifs,en inhibant ce dernier, et ceci a des doses ne per-
turbant pas les autres mécanismes physiologiques et n'en-
trainant pas d'hépatotoxicité.Cependant,on ne peut généra-
liser car,si on administre a une souris une dose de disul-
fure de carbone suivie une heure aprés par une dose sublé-
tale d'organophosphoré, on peut effectivement obtenir une
baisse de toxicité ou au contraire une augmentation de
toxicité de 1'organophosphoré.La toxicité varie selion ie

type méme d'organophosphoré empliovyé (cf figure n®qg).

51 on fait ia méme expérience en rempiacant ie disui-
fure de carbone par un inducteur de cytochrome P450 tel lie

phénobarbital, le tolbutamide ou le 3-méthylchlolan thréne,

on obtient les résultats inverses (cf figure n’8j).

Pour avoir un abaissement de la toxicité d'un organo-

rhosphoré, il faudra le concours, selon la molécule méme

d'insecticide,d'un inducteur enzymatique ou au contrai-

re d'un inhibiteur enzymatique de type CSz {(cf figure n’9).

Ceci s'explique difficilement.L'hypothése la plus probabie
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est la suivante:ia voie de métabolisation différe qualita-
tivement et/ou quantitativement d'un organophosphoré
a l'autre.LeS'organophosphorés ne seraient pas métabolisés
selon le méme mode:ainsi pour certains le fait d'inhiber
la moncoxygénase & coytochrome P450 pourrait empécher
""" 1'activation de la molécule,mais diminuerait aussi la déto-
xification ultérieure de celle-ci d'oll une persistance
de la molécule dans l'organisme (exemple du parathion);ceci
en supposant que 1'élimination et la détoxification sont
prlus fortement diminuées que 1'activation métabolique.
La molécule toxique est toujours plus ou moins métabolisée
soit par le coytochrome P450,qui n'est jamais totalement
inhibé dans tous les organes ol 1l est présent,soit par
une auktre wvoie d'oxydation (gqui reste a définirj-c'est
cette faible proportion activée qui est responsable de

la toxicité (son élimination étant retardée).

On peuhformuler une deuxiéme hypothése pour expliquer

1'abaissement de toxicité constaté sur certaines molécules
(diazinon, diméthoate) en présence de disulfure de carbone.
Le disulfure de carbone est lui-méme métabolisé par un cy-~

tochrome P450:;il peut ainsi exister une compétition entre

1'organophosphoré et le disulfure de carbone vis a vis du
méme cytochrome P450.81 le disulfure de carbone est métabo-
iisé préférentielliement, 1'organophosphoré n'est pas activé
et sa toxicité est done moindre.l.e disulfure de carbone

agit ici comme un inbhibiteur compétitif.
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INSECTICIDES
URGANOPHOS-
PHOSPHORES

PARATHION

ETHYLNITROPHE-
NYLPHENYLPHOS
PHONOTHIOATE
{EPN)

DIAZINGN

DIMETHOATE

DISULFURE DECARBONE

PHENDOBARBITAL

(innibiteur enzymatigque) (inducteur enzymatigque)

non significatif

/ : augmentation de l'activité de 1'organphosphoré

¢ diminution de 'activité de i'erganophosphoré

Incidence du disulfure de carbone et du phénobarbital

sur l'activité de divers insecticides organophosphorés:

figure n° 9




34

Dans le cas du parathion et de l'éthvinitrophénylphé~
nyiphosphonothicate (EPN), 1'augmentation de toxicité par
le disulfure de carbone serait die a une inhibition de 1ia
production de p-nitrophénoi (NADPH dépendant);le p-nitro-
rhénol étant une des molécules de détoxification de 1'EPN
et du parathion formée par 1'intermédiaire d'une monocoxygé-
nase a cvtochrome P450 qui est donc inhibée ici par le

disulfuare de carbone.

Cet exemple corrobore la premiére hypothése gqui
expliquait 1'augmentation de toxicité de certains organo-

phosphorés en présence de disulfure de carbone.

5.2.3 Exemple de détoxification d4'un organophospho-

ré:le chlorfenvinphos (1i).

LLe chiorfenvinphos est actif directement,il n'a pas
besoin 4d'étre métabolisé par un cytochrome P450.

Mais lors de sa détoxification, la réaction la plus
importante est catalysée par une moncoxygénase microsomale
hépatigque a cytochrome P450;elle‘permet d'aboutir a un
phosphodiester gui n' a plus d'action anticholinestérasique

donc qui n'est pas toxigque.
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Cette réaction de dééthvlation a &té mise en évidence
chez ie rat, la souris, le lapin et le chien.C'est ia premié-
re rééction d'une chaine aboutissant & la glucuroncconju-
gaison des métabolites,mais dés cette premiére réaction la

toxicité est éliminée.

5.2.4 Conclusion. |

n a vu par ailieurs (cf 3.3 Induction:bénéfique ou
nondque l'induction du cytochrome P450 ne peut étre définie
comme universellement bénéfique ou négative.

Cette arfirmation est largement confirmée par le méta-

bolisme cytochrome P450 dépendant des organophosphorés, ou

au sein d'une méme familie de molécules, les conséquences

d'une exposition & un cytochrome P450 sont différentes

voire opposées.
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5.3 Détoxification de 1'aflatoxine Bi.

5.3.1 Toxicité de 1'aflatoxine Bl (8).

L'aflatoxine Bl (AFB1) est un agent hépatotoxique et
hépatocarcinogéne produit par Aspergillus fiavus (champi-
gnon moisissure):l’'AFB1 est donc responsable de mycotoxi-
coses,

Chez 1'homme, les mycotoxicoses sont rares mais graves,
elles peuvent induire un hépatocarcindme primitif puis un
cancer du foie dd 4 une consommation d4d'arachides contaminés
par Aspergillus flavus.lLa susceptibilité varie selon des
facteurs génétiques,raciaux et alimentaires (une forte pro-
portion de protéines dans 1'alimentation diminue les ris-
gques).

Les mycotoxicoses humaines sont aussi responsables du
syndrome de Reve qui comprend fiévres, convulsions,vomig-
sements, oedéme cérébral, troubles respirateires, hypoglycé-
mies et dégénérescence graisseuse du foie et du rein, tout
cela étant dd a une consommation de riz contaminé par Asper-
gillus Flavus (phénoméne observé surtout en Australie et

Thailande).
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5.3.2 Métabolisme de l'aflatoxine 31 (8).

IL'aflatoxine 81 est inactive par elle-méme,elle néces-

site une activation par un cytochrome P450 pour donner des

métabolites toxigues, carcinogénes et mutagénes.

l.e principal métabolite impliqué dans les carcindmes
est 1l'oxyde-2,3 d'aflatoxine B1;il se lie de maniére pré-
pondérante & la guanine (N-7)de 1l'acide désoxyribonucliéique
(DNA),cette liaison détruisant le groupement imidazole de
cette guanine et conduisant & la formation d'un dérivé for-
myl in vivo plus stable et plus persistant.

Le début d'un processus de cancérisation est souvent
caractérisé par la formation d'une 1liaison covaiente
(deone scolide) entre le carcinogéne et un acide nucléigue
(DNA ou RNA)Yce qui perturbe les synthéses protéiques ulté-
rieures.Cecl peut expliquer la propagation cellulaire anar-
chique et rapide dans leﬁicancers.

La formation de 1l'oxyde-2,3 d'aflatoxine Bi n'est pas
la seule voie de biotransformation de 1'AF3] catalysée par
les microsomes hépatiques, d'autres métabolites sont égale-
ment synthétisés par 1'intermédiaire d'un cytochrome P450:
ce sont des dérivés hydroxylés de 1'AFB1,on trouve ainsi

les aflatoxines M1l,P1,01 (AFM1,AFP1l,AFQ1l).Tous ces métabo-
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lites primaires d'AFB1 conservent la double liaison entre %
. \
les carbones Cl et C2 (Cl=C2).d'ou la formation éventuelle

d'époxydes (composés treés réactifs et carcinogénesg). Les

aflatoxines M1, P1, (i, qui sont donc des dérivés primaires
d‘'hydroxylation de AFB1,sont moins Ctoxiques que AFB1:la
toxicité du produit ultime de leur dégradation est toujours
inférieure a celle de AFB1.I]l existe un trés faibie taux de
formation in vivo,d'époxydes (oxyde entre Cl et 7

O
\C{;ft')qui eux sont trés toxiques et ceci & partir de
re N

AFM1, AFFP1, AFQ1.

La toxicité de 1l'aflatoxine B1 vient donc en majorité
de la formation de 1l'oxyde-2,3 4'AFR1;1a formation 4'AFMI,
d'AFP1l,d'AFQL semble &tre plutdt une voie de détoxification .
(malgré la trés faible formation d'époxydes toxiques a
partir de AFM1,AFP1,AFQl).Ce métabolisme de l'aflatoxine 1
a été établi & 1l'aide d'expériences in vivo et in vitro sur

les rongeurs .

5.3.3 Effets bénéfiques des inducteurs. enzvmatiques (8).

5.3.3.1 Le B naphtoflavone {hiydrocarbure polycy-

clique aromatique).

* 4'aflatoxine Bl-4-hydroxylase, enzyme dépendante

d'un cytochrome P450,est responsable de la conversion de
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1'aflatoxine 31 en aflatoxine Mi,métabolite de détoxifica-
tion de AFBl1 (malgré gquelques liaisons toxigques AFMi-

DNA in vivo).

L'aflatoxine Bl-4-hydroxylase est inductibie par les
carbures polycycliques aromatiques tels que le tétrachioro-

dibenzo-p-~dioxine (TCDD)et le 3 naphtoflavone, tous deux

inducteurs enzymatiques des cytochromes P450.
Cette induction aboutissant a AFM1l est donc bénéfique,

elle a un effet anticarcinogéne par augmentation de la

détoxification de AFBl:Nixon et ses collaborateurs (8)

ont trouvé jusqu'ad 80% de diminution dans 1'incidence des
hépatocarcindmes chez la truite traitée par le B naphtofla-
vone, ainsi qu’une diminution de 50% des liaisons toxiques

AFB31-DNA.

Certains végétaux de la famille des cruciféres, tels

le chou et le chow-fleur ont ces mémes propriétés anticar-

cinogénes:cela est di & la présence de flavones et d'indo-
les chez ces végétaux.Cles groupements indoles et flavones
se trouvent aussi au niveau du B naphtoflavone.Ces groupe-
‘ments seraient donc responsables des propriétés anticarci-

nogénes du B naphtoflavone et de certains cruciféresg. Les

végétaux de la famille des cruciferes sont actuellement
étudiés pour une éventuelle application alimentaire dans
la prévention des carcindmes dis a 1'AFR1 dans les régions

du monde ou la contamination par 1'AFB1l est forte et ol on

observe un nombre élevé de maladies hépatigques et de cancers.



100

Il est possible que le B naphtoflavone soit actif sur
d'autres stades du processus carcinogéne et 1inhibe ou

retarde 1'expression des cellules cancéreuses déja formées

mais encore latentes.

Il est aussi possible gu'ad hautes doses le B naphto-

flavone induise les enzvymes de phase 11 de détoxification
(glucuronyltransférases et glutathion-S-transférases:enzy-
mes de conjugaison)augmentant ainsi (‘'élimination
de AFB1.

Le taux d'induction varie suivant le phénotype de
1"individu (cf 3. induction enzymatique:inductibilité de

AHH et risque cancéreux}et ainsi fait wvarier le taux de

détoxification .
5.3.3.2 Le phénobarbital.

C'est un inducteur ée cytochrome P450;il1 induit la
métabolisation, cytochrome P450 dépendante;de 1'aflatoxine
Bl en oxvde-2,3 d'AFBl toxique et en hyvdroxyles d'aflato-
Xines (AFP1l,AFQ1,mais pas AFMI Jmoins toxigques.

Certains de ces métabolites sont aussi de bons sub-
strats pour les glucuronyltransférases (enzymes de phase
IT de détoxification)qui sont aussi induites par le phéno-
barbital:on a ainsi une détoxification accélérée a deux
niveaux différents (hydroxylation et conjugaison par les

transférasesy}.
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bonc un traitement par le phénobarbital, préalable a
1'ingestion d'AFB1, augmente l'activation métabolique
d'AF31 { formation ddoxyde—2,3 d'AF3]1 toxique)et accélére
l1'élimination 4d'AFB1l par des voies de détoxification uti-
lisant le cytochrome P4AL0 (hydroxylation)et les enzymes
conjugantes (transférases).

Malgré 1l'activation métabolique toxique d'AFSBi, le
phénobarbital inhibe la toxicité et 1'effet carcinogéne
de l1'aflatoxine B1 car la détoxification par hydroxylation
et par conjugaison est nettement supérieure a l'activation

métabolique toxique.

5.3.3.3 Conclusion.

Les hépatocarcindmes dis a 1'aflatoxine peuvent étre
fortement réduits soit par diminution de l'activation toxi-
gue d'AFB1,soit par augmentation de la détoxification
d'AFR1.

D'autres facteurs,nutritionnels (exemple des crucifa-
res ),génétiques (type d'inductibilité), environnementaux,
pourront aussi empécher ces hépatocarcindémes par inhibition
ou retardement de l'expression des cellules cancéreuses
initiales formées lors de 1'activation, par le cytochrome

P450,de 1'aflatoxine Bl.
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Le cytochrome P450 a ici un double réle, il augmente
la toxicité par biocactivation métabolique (par oxydation)
et 11 détoxifie par hydroxyvlation.Les facteurs extérieurs
orientent plus ou moins vers l'une ou i‘'autre voie.

Les propriétés anticarcinogénes des cruciféres pdur—
ront peut-&tre dans 1'avenir prévenir des propriétés toxi-
ques de ]'aflatoxine RB1 surtout dans les pays pauvres ou
1'incidence des cancers hépatiques dis a l'aflatoxine 81

est trés forte.




5.4 Détoxification et hépatotoxicité du disulfure de carbo-

ne (CS,).

H.4.1 Rbéles du disuifure de carbone (12).

Le disulfure de carbone est utilisé dans 1'agriculture
comme antiparasitaire et dans 1'industrie de la rayonne, des
colles et du caoutchouc.C'est un solvant des graisses se

fixant surtout sur le systéme nerveux.

. . - 1] £ » * 3
5.4.2 Syndrome des intoxications aigues et chroni-

ques (12).

e disulfure de carbone est rarement la cause d'into-
Xications car on l'utilise en circuit fermé pour limiter

le risque de maladies professionnelles.

5.4.2.1 L'intoxication aigue

L'individu atteint est agité,a des vertiges,une démar-
che Citubante, descéphalées et parfois des hallucinations et
des délires.1I]l s'y associe des nausées,des irritations ocu-
laires et un coma peut survenir.

Cette intoxication peut survenir par ingestion ou par

projection sur la peau (risque de brilures).
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5.4.2.2 L'intoxication chronique.

Le sujet touché ressent des paresthésies des exirémi-

tés, une asthénie,une perte de mémoire,un changement de
caractére,une vision trouble avec névrite optique possible.
L'intoxication chronique se fait toujours par des va-

peurs;pour éviter cela il faut que la concentration de

disulfure de carbone dans l'air ne dépasse pas 20% .Le
danger réel commence & 100%, 0OU 200%, .11 n'existe pas d'an-

tidote &t le lait est totalement contre-indiqué apreés une

ingestion accidentelle car il favorise 1'absorption du to-
xigue.
1.e traitement des intoxications se falt principalement

par oxvgénothérapie et administration de sédatifs nerveux.

5.4.3 Mécanisme de détoxification du disulfure de

carbone (20).

Il a été étudié chez le rat in viveo et in vitro.Le
disulfure de carbone subit une désuifuration séquentielle
dans le foie pour donner du dioxyde de carbone (GOZ):la

désulfuration initiale est catalysée par un systéme enzyma-

tique microsomal ayvant un cytochrome P450.I1 v a libération

e

d'un atome de soufre électrophile et d'un carbonylsulfure
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(COS).La seconde désulfuration est catalysée par une
anhydrase carbonique soluble qui peut étre inhibée par
l'acétazolamide (DIAMOX*),le résultat étant la libération
de dioxyde de carbone (C0, )et de sulfure d'hydrogéne

(HZS).MaiS il est possible gqu'il existe d'autres intermé-

diaires entre le 8 et C0S (cf hépatotoxicité et induction

enzymatigue).
S H,S
CSI-L————) cos —-—4-—+a CO,
cytochrome P450 anhvdrase
microsomal carbonique
soluble

Ceci ne représente alors que le mécanisme simplifié.

La cinétique du métabolisme de CS, en COS par les
microsomes de foie de rat est compatible avec l'existence
d'au moins deux forﬁes de cytochromes P450:

-une forme de faible affinité pour le substrat mais de
grande capacité (low affinity,high capacity:LA/HC),
~une forme de grande affinité pour le substrat mais de
faible capacité (high affinity, low capacity:HA/LC).
La forme HA/LC est la plus sensible & 1'induction enzymati-
que par administration d'alcools in vivo (tels 1'éthanol
ou l'isopropanol);c'est aussi la forme la plus sensible a

1'inhibition.
9
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5.4.4 Hépatotoxicité et induction enzymatique (20).

L'hépatotoxicité du disulfure de carbone est die a la
libération de 1'atome de soufre pendant ia premiére désul-
furation qui aboutit & CO0S.Cetbte réaction consomme du dyta—
chrome P450.L'atome de soufre 1ibéré est électrophile et
réactif, il peut donc réaliser une liaison covalente,solide,
avec les macromolécules des cellules hépatiques;c'est une

étape décisive dans le processus toxique hépatique.

L'administration d'isopropanol 18 heures avant 1'inges-

tion de disulfure de carbone augmente significativement le
‘métabolisme in vitro du CS, en COS.L'hépatotoxicité est
ainsi accentuée mais il n'y a pas d'augmentation du taux
sanguin des enzymes hépatiques,en particulier le taux de
glutamate pyruvate transaminase (GPT:TGPmalanine-aminotrans—
férase=ALAT)reste stable.L'hépatotoxicité est augmentée par
itisopropancl, qui a ici un rdéie d'inducteur sur le
cytochrome P450,plus particuliérement sur la forme HA/LC

du cytochrome P450.

Les deux paramétres d'évaluation de 1'hépatotoxicité

que sont le taux de transaminases et le taux de destruction

du cyvtochrome P450,ne sont ici pas liés:on a une augmenta-

tion de la destruction du cytochrome P450 au départ de




1'effet Goxique (iibération du soufre électrophilelen

-

1! absence: d'une altération de membrane de 1'hépatocyte car

les transaminases ne sont pas élevées.Les transaminases ne

sont donc pas toujours suffisantes pour évaluer une hépato-

toxicité.Le taux de cytochrome P450 permet une évaluation

plus précoce d'un . risque toxigque hépatique.On en est in-

formé lorsque les atomes de soufre électrophiles sont libé-

rés, avant méme qu‘il y ait des liaisons covalentes, donc
encore bien avant gu'il y ait destruction de ia membrane

des hépatocyvtes.

L'administration simultanée, in vivo,chez le rat,

d'isopropanol (5 une concentration suffisante pour é&tre
métabolisée par le foielet de disulfure de carbone diminue
significativement 1'hépatotoxicité du disulfure de carbone;
cecl est établi par le taux de glutamate pyruvate transami-

nase plasmatique particuliérement faible et par le taux de

destruction de cytochrome P450 normal.L'isopropanol joue-
rait,en apparence, le rdle d'inhibiteur enzymatique.On.Qb-
serve encore une dissociation des paramétres d'hépatotoxicité.
a4 un taux de cytochrome PF450 normal correspond un taux de

transaminases effondré.
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Pour expligquer cette différence d'hépatotoxicité en
présence d'un méme alcool mais avec un protocoie d'adminis-
tration différent,on a formulé dJdeux hypothéses:ies deux
partent du principe gque le métabolisme du disulfure de
carbone comporterait des intermédiaires chimiques avant
1'obtention de COS.

~-Hypothése n°1:11 existe deux composés intermédiaires

possibles formés a3 partir du disulfure de carbone (avant

. ‘ 4 a1 - .
C0S),chacun d'eux etant responsable d'une réponse toxi-

que différente (abaissement ou augmentation de toxicité).

Les protocoles expérimentaux (administration simultanée

ou non du disulfure de carbone et de l'iscopropanol)in-
duisent la formation de 1'un ou 1l'autre.

-Hypothése n°2:1les deux réactifs intermédiaires sont for-

més séquentiellement a partir d'un métabolite intermé-

diaire initial commun avec synthése de 1'un ou 1'autre

suivant le taux de formation de ce méme Iintermédiaire

initial commun.

Pans ces deux hypothéses,on ne connait pas la nature
des réactifs intermédiaires,maisz 1ils seraient formés

4 partir d'un cytochrome P450.Une iscenzyme du cytochrome

P450 permettrait la formation de i'un de ces deux réactifs

intermédiaires. 2 deuxiéme isoenzyme rermettrait 1a forma-
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tion de i'autre.On a justement vu précédemmeont gu'il v
avait au moins deux isocenzymes du cytochrome P450 pour le
métabolisme du disulfure de carbone.Les deux réactifs
intermédiaires moduleraient la toxicité en favorisant ou
non 1la libération de soufre électrophile a partir de

leur molécule.

Le disulfure de carbone est un inhibiteur du cytochro-
me P450 (cof 5.2 Détoxification des insecticides organophos-
phorés).Donc le disulfure de carbone peut inhiber son pro-
pre métabolisme qui dépend d'un cytochrome P450 pour
le passage du CS,4 en COS,cecil en supposant que le disulfure
de carbone inhibe toutes les lisoenzymes existant pour son
propre métabolisme.De 14a,on peut envisager une troisiéme
hypothése pius simple que les précédentes:si on donne i'iso-
propancl avant le disulfure de carbone,l'effet inducteur de
i'alcool l'emporte sur l'effet inhibiteur du disulfure de
carbone:si on donne le disulfure de carbone et 1'isopropa-
nol simuitanément, i1l se produit le contraire.Ce phénoméne
pourrait &tre di & l'existence d'un nombre limité de récep-
teurs pour 1°'inducteur ou l'inhibiteur_ dans lie systéme
enzymatique covtochrome P450 dépendant qui métabolise

le disulfure de carbone.
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Lorsque l'on traite des rats préalablement avec

de 1'isopropanol, l'augmentation de toxicité est encore plus

marquée si on utilise des doses faibles de disulfure de

carbone (de l'ordre de img/kg).0On a un effet interactif

fort malgré un faible taux de disulfure de carbone.De

|

|

\

|
récents rapports médicaux (20) sur les maladies profession- - !
nelles vont également dans ce sens:il y a une augmentation

de 1'incidence des dysfonctionnements hépatigques chez les

personnels exposés,dans leur travaii,a la fois a des fai-
bles doses de disulfure de carbone et a une variété d'au-

rres solvants organiques.

5.4.5 Conclusion.

Lors du métabolisme du disulfure de carbone , le cyto-
chrome P450 permet la libération d4'un atome de soufre élec- .

trophile responsable de 1'hépatotoxicité par iiaison cova-

lente avec les macromolécules hépatiques.

Le cytochrome P450 pris isolément a un réle toxifiant
dans le métabolisme du disulfure de carbone,méme s'il peut
gtre modulé. Il entraine aussi sa propre destruction.Mais

i'étape cytochrome P450 dépendante est nécessaire pour ob-

tenir le dioxyde de carbone qui est alors éliminé, permet-
tant aini la détoxification de 1l'organisme.
Le métabolisme complet du disulifure de carbone n'est

pourtant pas encore totalement expliqué.On salitbt seulement

que 1'effet toxique n'est pas dose dépendant.
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5.5 Détoxification de ia caféine:effets de 1'induction

enzvmatique,

5.5.1 Toxicité de la caféine (12)(29).

~

La caféine est toxique & haute dose.Elle entraine une
série de symptémes caractéristiques de 1'intoxication aigue.
Le syndrome de 1l'intoxication aigue comporte:

~des troubles neuropsychiques:céphalées,agitation mania-
que, insomnie, anxiété, convulsions, vertiges.

-des nausées, des vomissements (centraux).

-des troubles sensoriels:éblouissements, tintements de
cloches.

-une tachycardie,ﬁne hypertensidn artérielle,une hyperpnée.

-une polvurie entrainant une déshvdratation importante

accompagnée d'une soif profonde (symptdme de 1'intoxi-
cation établiej.
L'intoxication chronique est considérée comme une manie et

donc traitée comme telle par sevrage.

5.5.2 Tératogénicité de 1la caféine (123(29).

La caféine a4 haute dose est aussi tératogéne.Elle en-
traine chez le foetus des malformations des membres (doigts

manquants)et du palais (fentes paliatines}.
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P Acide triméthyi-1,3,7
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] | urigue
CH, H
oxvdation en 8
H,C—
Caféine

/\

Déméthylation en 1.3,7

Thépbromine Paraxanthnine Théophyiiline

Métabol isme de la caféine : figure n®i0.
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Elle peut entrainer également des hématomes sous-cu-
tanés a 1la face et aux extrémités.

Ces effets ont été mis en évidence chez la souris.

5.5.3 Métabolisme de la caféine (29).

il est cvtochrome P450 dépendant et consiste en une

déméthylation ou en une oxvdation (cf figure n%o).

Ce n'est pas un métabolite mais la caféine elle-
méme qui est toxique, car une métabolisation accélérée de
la caféine s'accompagne d'une baisse concomittante de la
toxicité.On a aussi montré que les dérivés déméthvlés

étaient inactifs.

5.5.4 Réduction de la tératogénicité par ie B8 naphto-

flavone (29).
5.5.4.1 Le B naphtoflavone et le récepteur Ah
Le B naphtoflavone est un hydrocarbure arcmatique ha-
logéné, inducteur de cytochrome P450.11 est du méme type que

le 3-méthylchlelanthréne (c¢f 3.5 classement des inducteurs).

L'influence du B naphtofiavone sur la tératogénicité

de la caféine est étudiée sur des souris en gestation.
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Elles ont un récepteur Ah (aromatic hydrocérbon)qui est une
protéine solubie cytosoliigque ou nucléaire (cf induction:3.4
ie mécanismej-Sur ce récepteur Ah viennent se fixer les
inducteurs de type 3-méthylchlolanthréne que sonit les hydro-
carbures arcmatiques polycgcliques ou le B naphtoflavone. Ce
récepteur Ah détermine deux phénotypes différents chez la
souris.Ii peut é&tre défectueux,c'est a dire & faible affi-
nité pour lies inducteurs,il ne permet pas 1'inductiocon des
enzymes du systéme cytochrome P450 microsomal,cecli chez ia
souris a phénotvype "sensible” (c¢f 3.6.2 inductibilité de
1'AHH et risque cancéreux).Ces, souris a phénotype "sensible”
ont donc un cvtochrome P450 non inductibie:c'est le cyto-
chrome P,450.

Ce récepteur Ah peut avoir une haute affinité, pour ies
inducteurs; il permet ainsi l‘induction.du systéme enzvmatbti-
que microsomal cytochrome P450 dépendant et en barticuiier
il permet la métabolisation des hydroéarbures polycyceliques
aromatiques (PAHg )par 1taryl hydrocarbng hydroxyiase
{(AHH) :dans ce cas les souris ont un phénotype "résistant®.

C'est sur ces derniéres que 1'on étudie 1'effet

du B naphtoflavone sur la tératogénicité de la caféine.
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5.5.4.%7Z Effets de l'induction par le 8 naphto-

flavone.

Le B naphtofiavone induit le métabolisme cytochrome

P450 dépendant de la caféine.

On donne des doses de 20 ou 80mg/kg de 3 naphtoflavone
a deé_souris 3 rhénotype "résistant",par volie intrapérito-
néale,le 9%9éme et le 10&éme Jjour de la gestation.Puis on
donne aux souris des doses de 175mg/kg de caféine le
lléme et le 1Z2eéme jour de la gestation.La caféine seule est
tératogéne & cette dose.On sacrifie les souris le 18éme
jour:1'étude du squelette et des tissus des embryons de
souris ne décéle aucune anomalie.

Une expérience similaire,mais sans administration

préalable de B naphtoflavone,entraine la mort des souris

ou des effets tératogénes sur les embryons.

Le 8 naphtoflavone a donc un réle protecteur en accé-
lérant le métabolisme,la détoxification de 1a caféine.
Lewitt et ses collaborateurs (29) ont falit une expérience
similaire en prenant le 3-méthylchlolanthréne, inducteur
enzymatigue de méme type que le 3 naphtoflavone et en uti-
lisant 1la théophylline,molécule de la méme rfamilie gque

la caféine mais ayant un groupement méthyle en moins{cf5.5.3
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métabolisme de la caféine).Ils sont arrivés aux mémes
conclusions:les inducteurs enzymatigues de type 3-méthyl-
‘chlolanthréne ont un réle favorable dans la métabolisation
des xanthines telles la caféine, la théophylline, la théobro-
mine.Toujours selon Lewitt, les huiles de céréales protége-

raient les souris des convulsions induites par la caféine,

Shum et ses collaborateurs (29) supposent que le taux
d'inductibiliité des enzymes de métabolisation des drogues

~

varie suivant 1'époque de 1'année.

Terada et Nishimura (29) ont expliqué gue 1'ingestion
gquotidienne et répétée de caféine peut induire une toiéran-
ce;on a donc une baisse des effets de la molécule et
en particulier une baisse des effets tératogénes.Mais ceci
n'est pas valable pour de trés hautes doses de.caféine;ae
plus ces effets tératogénes ne sont jamais complétement

éliminés.

5.5.5 Conclusion.

De nombreuses recherches et hypothéses sont donc fai-

Ces sur la caféine et ses effets toxigques et tératogénes.

Mais avec la caféine, on démontre pour la premiére fois

que la toxicité d'une molécule métaboliisée par un cyhochro-
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me P450 dépend du phénotype de 1'individu visé:les souris
a phénotype "résistant",c’'est & dire avant un récepteur An
inductible, pourront, en présence d'un inducteur enzymatique,

avoir une diminution des effets toxigues et tératogénes

~
~

dus & la caféine par accélération du métabolisme détoxi-

fiant.

i.e cytochrome P450 dans la phase I de métabolisation
de la caféine a non seulement un réie facilitateur de lia
conjugaison et de l'éiimination (phase II),mais il diminue
aussi la toxicité de la caféine.Donc son action est doubje-
ment bénéfique.

Contrairement a d'autres molécules, le métabolisme de

la caféine ne passe pas par une augmentation de toxicité.




5.6 Détoxification du paracétamol (253(26).

5.6.1 Métabolisme du paracétamol et mécanisme de 1'hé-

patotoxicité.

L'acétaminophéne ou N-acéthyl-p-aminophénol ou paracé-
tamol est un antipyrétigue, antalgique largement utilisé

(DAFALGAN™, DOLIPRANE*, EFFERALGAN™) .

A haute dose,il peut causer des nécroses hépatidgques
ou des cvtolyses hépatiques.Cette hépatotoxicité serait due

a4 une biocactivation,catalysée par le cvtochrome P450

d'une petite partie de 1'acétaminophéne (5 & 10%)en un to-
xique;on a alors un métabolite intermédiaire toxigue et
réactif, alors que 60% de 1'acétaminophéne est éliminé nor-
malement (sans hépatotoxicité)par une voie de glﬁcuronocon~
jugaison compétitive (¢f Tfigure n"44).La suifoconjugaison
ne représente gu'une faible partie.

Dans les conditions normales, 1'intermédiaire toxique
est éphémére,étant immédiatement détoxifié par une conjugai-
son enzymabtique avec le glutathion réduit, hétatique (GSH), puis
excrété sous forme de conjugué avec la cyéféine ou avec
1'N-acétylcystéine. L 'hépatotoxicité n'a alors pas ile
temps de se produire,mais si le taux d'acétaminophéne
biocactivé est augmenté ou si la détoxification de 1l'inter-

médiaire réactif est réduite,alors le réactif intermédiaire
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libre dgreffe des groupements arvissur les macromolécules
hépatigues provoquant ie départ du processus de nécrose

hépatoceliulaire.

5.6.2 Potentialisation de 1'hépatotoxicité par un

£

inhibiteur:i'éther, mécanisme.

Le diéthyl éther est largement utilisé pour 1'anesthé-
sie des animaux de iaboratoire.Un traitement préalable avec
1'éther ou 1l'halothane ({autre anesthésique)potentialise

fortement 1'hépatotoxicité du paracétamol donné uitérieu-

rement (quelques heures aprés).L'éther peut initiaiement

diminuer 1l'activité de la glucuronoconjugaison non toxique
(et de la wvoie Mineuré de sulfoconjugaison)elb de la bioac-
tivation par le cytochrome P450.Q0uand 1'effet inhibiteur
commence & se dissiper (au bout de 38 heuresj,seule ia
voie de bicactivation redevient totalement active.A ce
moment la,on peut dire gue 1'hépabtotoxicité du paracétamol
est potentialisée par 1'éther,mais seulement si 1'acétami-
nophéne est administré pendant cet intervalle de Lemps
(ie cytochrome P450 a retrouvé son activité et la glucuro-
noconjugaison est toujours inhibée) (cf figure n™y).

Ainsi une faible réduction de la voie de glucuronocon-

jugaison peut augmenter de facon importante la voie de

bicactivation toxique qui est quantitativement mineure mais




Activiteé

enzymatique

e e v Aeie oo cmame

Temps
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I'administration d'acétaminophéne
entraine une hépatotoxicité

potentialisée par l'ether

--- Bipactivation toxique du paracétamol par ile cytochrome P450

--- Détoxification du paracétamol par la glucuronyltransférase

Hypothése biochimique de potentialisation de 1 'hépato-

toxicité de 1'acétaminophéne par 1'éther: figure n°4%
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critique du point de vue toxicologique -
La réduction,8 heures aprés 1'introduction de 1'éther, de

l1'activité in vitro de la glutathion-S-transférase ainsi

gue la diminution du contenu hépatique en glutathion (GSH)
suggére que des mécanismes additionnels pourraient contri-

buer 4 potentialiser 1'hépatotoxicité du paracétamol

par 1'éther:il pourrait s'agir d'une déplétion des réserves

intracellulaires de glutathion (GSH)qui aboutirait a

un affaiblissement de la détoxification de 1'intermédiaire

toxique dont la proportion est déja augmentée par rapport

a4 la normale.

Ces expériences ont été faites sur des souris méles,
in vivo et in vitro:on a mesuré l'activité in vitro des
enzymes d'élimination, de bioactivation et de détoxification.
On a mesuré in vivo,la concentration des produits de .

dégradation,dans le sang et les urines,de 1'acétaminophéne

par chromatographie liquide haute performance (HPLC).
On a mis en évidence, in vivo, les liaisons covalentes entre
les macromolécules hépatigues et 1'acétaminophéne marqué

par un isotope radioactif.
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5.6.3 Conclusion.

Le cytochrome P450 catalyse une bicactivation toxique
et 11 a ici un rdie néfaste.

11 v a une faible baisse du contenu hépatique en cyto-
chrome P450 lorsque l'éther inhibe les voies de conjugaison
et de la biocactivation du paracétamol; inversement, la concen-
tration en cytochrome P450 augmente lorsque la wvoie de
bicactivation fonctionne et lorsque la voie de Conjugaison
est encore inhibée.

Le cytochrome P450 est en effet nécessaire a 1'activation
métabq;ique,ce gui expligque son augmentation au niveau

hépatidue (la synthése hépatigque est activée).

On a donc des variations gquantitatives de cytdchome P450
dans ie temps,mais il n'y a pas de variations dans 1‘'activité
enzymatique du cytochrome P450;0or on a vu qu'il y avait une
variation de la bicactivation cytochrome P450 dépendante
dans le temps qui devrait logigquement s'accompagner d'une

variation d'activité du cytochrome P450.

Pilusieurs hypothéses peuvent expliquer ce phénoméne:
il existe plusieurs isocenzymes du cytochrome P450 et
i'activité que 1l'on mesure est globale;elle ne refliéte
donc pas l'activité de telle ou telle iscenzyme.

L'isoenzyme de la bicactivation métabolique du paracé-
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tamol peut ainsi avoir une activité nulle alors qu'une
autre iscenzyme responsable d'une autre métabolisation
hépatique cytochrome P450 dépendante peut avoir une activi-
té norméle,tout cela n'entrainant aucune wvariation de
1'activité enzymatique globale.

Une autre hypothése est que l'activité du cytochrome
P450 n'est pas limitante pour 1'effet toxicologique,c'est

~

a dire quiune activité donnée, fixe peut moduler des répon-

a

ses toxicologigues différentes si un autre facteur,qul iuil
est limitant,varie.
On peut ainsi avolir une variation de la bicactivation

toxique et du taux d'intermédiaire toxique sans gqu'il y ait

variation de l'activité du cytochrome P450.
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Les cytochromes P450 sont 1les oxyvdants lies plus

puiszsants de l'organisme.Ils participent au métabolisme de

détoxification des xénobiotidques hydrophobes en les rendant

prius hydrosolubles.

Paradoxalement les cytochromes P450 entrainent souvent

une augmentation temporaire de la toxicité des xénobioti-
gues, particuliérement pour les hydrocarbures polycycliques,
les pesticides et certains médicaments.

Cette étape cytochrome P450 dépendante est néanmoins
nécessaire,mais elle peut étre modulée par le phénoméne
important de 1'induction, les inducteurs é&tant souvent ces

mé&mes hydrocarbures polyvcvcliques ou ces pesticides.

Ainsi dans 1'avenir 1l sera important de_connaitre
1'environnement chimique dans lequel vivent les individus,
pour suivre l'orientation gque prendront leurs métabolismes
cytochromes P450 dépendants,une fois gu'ils sont induits

par tel ou tel xénobiotigue.

Comme le dit Conney A.H (5) il y aura peut-étre des

médecins spécialistes du cytochrome P450, qui détermineraient

pour chagque patient,selon 1'environnement chimique ou
il wvit, les iscenzymes de cytochromes P450 a induire pour

une meilleure deétoxification des xénobiotiquesi
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Peut-étre pourrons nous aussi débarasser 1'organisme
de molécules endogénes telles que le cholestérol en indui-

sant une isoenzyme spécifigue.
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