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RESUME

Le foie est impliqué dans ’homéostasie de la vitamine D3 (D3) et exprime son récepteur
(VDR). La production de la 25-hydroxyvitamine D3 (250HD3), précurseur de la forme
active 1,25-hydroxyvitamine D3 (1,25(0OH);D3), nécessite le CYP27A1, aussi impliqué
dans la synthése d’un précurseur de l'acide lithocholique (ALC), qui est un puissant
produit hépatotoxique. Le foie participe €également, via les cytochromes P450 des
familles CYP3A et CYP2B, au processus de détoxication de substances comme I’ALC.
I1 a été suggéré que le VDR est, comme le récepteur des pregnanes (PXR), un médiateur
de I’ALC ciblant les CYP3A. L’objectif de cette étude est d’analyser I’influence de la
carence en D3 et de la non-fonctionnalité du VDR sur les niveaux d’ARNm hépatiques
codant pour les CYP3A411, CYP2BI0, CYP27A1 et PXR. A cette fin, des souris normales
(VDR™) ou possédant un VDR non-fonctionnel (VDR™), carencées ou non en Ds, ont
été traitées avec I’ALC, le PCN (pregnenolone 16a-carbonitrile) ou la 1,25(OH),Ds, puis
comparées aux souris non traitées. Chez les VDR, la carence provoque une forte
baisse des niveaux d’ARNm codant pour le CYP2BI0 et une inductibilité accrue des
CYP2B10 et CYP3A411. La fonctionnalit¢ du VDR a une influence moindre, mais les
souris VDR” présentent de plus faibles niveaux d’ARNm codant pour le CYP2BI0.
L’ALC n’ayant pas induit le CYP3411, nos travaux ne permettent pas de confirmer le
role de médiateur du VDR hépatique dans sa détoxication. Nes résultats illustrent
I’importance du systéme de la vitamine D3, et particuliérement de son statut nutritionnel,

dans le processus de détoxication-cytoprotection.

Mots clé : CYP3A11, CYP2B10, CYP27A1, PXR, VDR, carence, foie, ALC, PCN



ABSTRACT

The liver plays a role in vitamin D3 (D;) homeostasis and expresses the vitamin D
receptor (VDR). The production of 250HDs;, the precursor of the active form
1,25(0OH),;Ds, requires CYP27A1, which is also implicated in the synthesis of a precursor
of the strongly hepatotoxic lithocholic acid (LCA). The liver also participates, via the
CYP3A and CYP2B cytochrome P450 families, in the detoxification process of
substances like LCA. It has been suggested that VDR is, like the pregnane X receptor
(PXR), a sensor of LCA targetting CYP3A. The aim of this study was to analyse the
influence of vitamin D deficiency and assess the contribution of VDR on hepatic mRNA
levels coding for CYP3A411, CYP2B10, CYP2741 and PXR. For this purpose, normal
(VDR™) or VDR null (VDR"") mice were fed a regular or D; deficient diet and were
treated with LCA, PCN (pregnenolone 16a-carbonitrile) or 1,25(OH);D3 and compared to
untreated mice. Vitamin D deficiency caused a strong reduction in the basal levels of
CYP2B10 mRNA in wild-type mice and increased the induction of CYP2B10 and
CYP3A411 mRNA following treatments. Loss of VDR had a less dramatic effect on gene
expression, although VDR™ mice displayed reduced expression of the gene coding for
CYP2B10. LCA did not induce the gene coding for CYP3A11. Thus our work cannot
confirm the sensor role of hepatic VDR in its detoxification. Our results provide a better
understanding into the importance of the vitamin D3 system and its nutritional status in the

detoxication-cytoprotection process.

Key words: CYP3A11, CYP2B10, CYP27A1, PXR, VDR, deficiency, liver, LCA, PCN
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L.- INTRODUCTION
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1. ROLE ET ORGANISATION CELLULAIRE DU FOIE

Une des fonctions importantes du foie consiste a stocker et transformer les substrats
endogénes et exogénes lui arrivant via la veine porte et a retourner leurs métabolites
dans le sang et la bile par la veine cave. Le foie est également impliqué dans la
biotransformation des xénobiotiques, des médicaments et des métabolites endogénes (1).
Il joue un réle primordial dans I’homéostasie du systéme endocrinien de la vitamine D;
(D3) (2), participant a I’extraction, la biotransformation, la conjugaison et 1’excrétion
biliaire de tous les dérivés de la D3, y compris la forme active du systéme endocrinien de

la vitamine, la 1,25-dihydroxyvitamine D; (1,25(0OH),D;) (3-9).

Le foie est un organe hétérogéne composé de deux classes cellulaires majeures: les
cellules parenchymateuses et non-parenchymateuses. Les cellules parenchymateuses
comprennent les hépatocytes, qui sont de loin les plus nombreux dans le foie, constituant
78% du volume hépatique total (10). Unités fonctionnelles du foie, les hépatocytes
remplissent un grand nombre de fonctions, incluant ’emmagasinage des hydrates de
carbone, des protéines et des vitamines. Ils synthétisent également plusieurs composés
comme le glucose, les acides gras et le cholestérol et jouent un rdle primordial dans la
détoxication et le métabolisme des substances endogénes et exogénes (11). De plus, ils
permettent la synthese des acides biliaires a partir du cholestérol, lesquels sont sécrétés
dans la bile (12). La bile est un véhicule essentiel pour la sécrétion de nombreuses
substances comme les lipides, les vitamines, de méme que les médicaments et leurs
métabolites (13). Les cellules non-parenchymateuses, occupant 6,3% du volume
hépatique, sont de trois types: les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer et les
cellules de Ito, également appelées cellules stellaires (10). Les cellules endothéliales
forment une barriére semi-perméable entre le sang et la surface des hépatocytes,
permettant ainsi la régulation de ’entrée des lipides dans le foie (14). Les cellules de
Kupffer, qui ont quant a elles une forte capacité de phagocytose des particules
étrangeres, participent a I’élimination d’endotoxines et d’autres substances nocives.
Elles modulent la réponse immunitaire par la libération de médiateurs et d’agents
cytotoxiques (14, 15). Les cellules d'Tto, des cellules périsinusoidales riches en graisses,

emmagasinent quant a elles la vitamine A (15).



2. LA VITAMINE D

2.1. Généralités

La vitamine D englobe un groupe de composés sécostéroidiens possédant une activité
antirachitique. On distingue la vitamine D, et la vitamine Ds: la vitamine D,, ou
ergocalciférol, est la forme retrouvée dans les plantes, tandis que la vitamine Ds, ou
cholecalciférol, est synthétisée par les vertébrés. Le systéme de la vitamine Dj est
considéré comme un systéme hormonal stéroidien plutét qu’un systéme vitaminique, car
la vitamine Dj est synthétisée, chez les mammiféres, a partir du 7-déhydrocholestérol de
la peau, le précurseur du cholestérol. Elle est ensuite hydroxylée dans le foie et le rein,

ou elle acquiert tout son potentiel hormonal. (16).

2.2. Roles de la vitamine D

La vitamine D joue un rdle majeur dans 1’absorption intestinale du calcium et du
phosphore. Elle favorise également leur réabsorption du filtrat glomérulaire au niveau du
rein (17). Elle est impliquée, de concert avec la parathormone (PTH), dans la
mobilisation du calcium des os (18, 19). Elle joue également un role dans I’utilisation du
calcium, la résorption ostéoclastique des os, la différentiation des promyélocytes, la
suppression de la croissance cellulaire de la glande parathyroide et dans la régulation de
I’expression du gene de la PTH (16, 20, 21, 22). De plus, la 1,25(OH),D; a des
propriétés  anticancéreuses: elle posséde une activité antiproliférative, pro-
différentiatrice, pro-apoptotique et elle peut arréter la croissance cellulaire via le blocage
du cycle cellulaire en phase GO/G1 (23, 24, 25-30). La 1,25(0OH),D;, par sa capacité
d’induire I’expression de plusieurs génes ayant des propriétés immunomodulatoires,
empéche le développement de maladies auto-immunes et agit de fagon synergique avec

des agents anti-rejets des greffons (31).



2.3. Synthése de la vitamine D

La vitamine D peut provenir de deux sources: I’alimentation (D, et Ds) et la synthése
endogeéne (Ds) grice a I’action des rayons ultra-violets du soleil sur la peau. Les sources
alimentaires de vitamine D étant relativement limitées (poissons, abats, ceufs), les
besoins en vitamine D sont généralement comblés par I’exposition solaire ou par la

consommation d’aliments supplémentés en vitamine D, tel le lait (32).

La vitamine D3 est dérivée, chez les mammiféres, du 7-déhydrocholestérol, le précurseur
du cholestérol, présent dans la peau. Les rayons ultraviolets provoquent le clivage du 7-
déhydrocholestérol (33), formant la prévitamine D3, qui deviendra la vitamine D3 aprés
isomérisation thermique (34). Cependant, la vitamine D; est dépourvue d’activité
biologique avant son activation. Elle doit subir deux réactions métaboliques successives
afin d’acquérir tout son potentiel biologique hormonal. Ces réactions et les enzymes

impliquées sont décrites dans les sections suivantes et sont illustrées a la figure 1.

2.3.1. La 25-hydroxylation

La premiére étape de I’activation transforme la vitamine D3 en 25-hydroxyvitamine Dj
(250HD3). Elle a lieu suite a la capture de la D3 par le foie, séquestration dont sont
capables les hépatocytes et les cellules non-parenchymateuses (35, 36). Il s’agit d’une
hydroxylation en position C-25, provoquée par Daction de la 25-hydroxylase
mitochondriale, ou CYP27A1, membre de la superfamille des cytochromes P450 (37).
La production hépatique de la 2SOHDj; est peu régulée et dépend principalement de la
concentration du substrat. La mesure de la 250HD; sérique refléte 1’état nutritionnel en

vitamine D lorsque la fonction hépatique et le cycle entérohépatique sont normaux (38).

Le CYP27AI est surtout impliqué dans la synthése des acides biliaires et posséde,
secondairement, une activit¢ Ds;-25-hydroxylase (39). Il se retrouve dans les
mitochondries des hépatocytes. Des ARN messagers du géne de cette enzyme ont été
également trouvés dans les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules de Kupffer et

les cellules de Ito du foie (35). Le CYP27A1 est également retrouvé dans d’autres tissus,



dont I’intestin, les reins, les poumons (35). Le géne du CYP27A41 est régulé par plusieurs
hormones (ex: I’insuline), des produits endogénes (ex: les acides biliaires), les facteurs
nucléaires des hépatocytes et les xénobiotiques (40, 41, 42). L'équipe du docteur
Gascon-Barré a déja montré que les niveaux d’ARNm du CYP2741 hépatique chez le rat
sont indépendants du statut nutritionnel en vitamine Ds, mais qu’ils sont régulé par la
1,25(0H),;D; (figure 1) (35).

D’autres enzymes peuvent également hydroxyler la vitamine D3 en position C-25. Chez
le porc, ’enzyme microsomale CYP2D25 est a la fois capable d’hydroxyler la vitamine
en C-25 et en C-1a. Cependant, son homologue chez ’humain, le CYP2D6, n’a aucune
activité¢ 25-hydroxylase (43). Chez la souris et I’humain, le cytochrome microsomal
CYP2R1, enzyme bien conservée au cours de D’évolution et présentant 89%
d’homologie de séquence entre les deux espéces, semble également pouvoir hydroxyler
la vitamine en position C-25 (44, 45). Il se retrouve en grande quantité dans le foie et les
testicules (46). L’enzyme CYP2C11 chez le rat (ou CYP2C9 chez I’humain), ayant elle
aussi une activité D3-25-hydroxylase, est spécifique aux maéles chez le rat et le lapin,

mais non chez I’humain (47).

2.3.2. La la-hydroxylation

La seconde étape d’activation, effectuée par la 250HDs-1a-hydroxylase ou CYP27Bl,
un cytochrome P450, transforme la 250HD; en 1,25-dihydroxyvitamine Ds
(1,25(0H),D3), la forme active du systéme endocrinien de la vitamine D. Le rein, dont la
membrane interne des mitochondries renferme I’enzyme, est le site majeur de
production de celle-ci (48). Les deux importants régulateurs de la 1a-hydroxylase sont la
PTH, qui en stimule la production rénale, et la 1,25(OH),;Ds, qui a une action répressive
(49). D’autres substances peuvent, cependant, influencer le métabolisme de la 250HD;:
la calcitonine, la concentration de phosphore sérique et, possiblement, certaines

hormones stéroidiennes dont les glucocorticoides (50,51).
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2.4. La 24-hydroxylation

La 24-hydroxylase, ou CYP24Al, est exprimée dans presque toutes les cellules,
quoiqu’il semble que le site majeur de la 24-hydroxylation soit le rein (52). Cette
enzyme participe a la régulation des concentrations ambiantes de 1,25(OH),;D; en la
dégradant par des réactions d’oxydation des chaines latérales (53). Il est possible que
I’hydroxylation de la 1,25(OH),D3; en C-24 la rende inactive, mais le concept de
Pinactivité de la 1,24,25(OH);Ds reste encore controversé. D’autre part, le CYP24A1
peut hydroxyler la 250HD3; pour former la 24,25-dihydroxyvitamine D;
(24,25(0OH),Ds), généralement considérée sous son angle catabolique, jouant un role clé
dans I’homéostasie de la vitamine D. Par ailleurs, des indices portent a croire que la
24,25(OH),D3 pourrait avoir des actions biologiques, incluant la stimulation de la
minéralisation osseuse, la suppression de la sécrétion de PTH et le maintien du
développement embryonnaire (54 a 57). La 1,25(OH),Ds active le CYP24A1, tandis que
la PTH bloque son expression (53).

2.5. La carence en vitamine D

La présente étude vise notamment 1’observation des possibles déréglements de la
capacité de biotransformation par le foie chez un modeéle animal carencé en vitamine D.
La carence en vitamine D est causée par un apport alimentaire insuffisant ou par un
manque d’exposition au soleil (58). Cependant, outre un apport extérieur insuffisant, la
carence en vitamine D peut parfois résulter d’une malabsorption, de certaines

pathologies ou d’une altération du métabolisme de la vitamine (59).

La carence en vitamine D se traduit par des concentrations anormalement basses de 25-
hydroxyvitamine D (250HD) circulante (60). Elle se caractérise par une hypocalcémie
et/ou le rachitisme chez ’enfant et I’ostéomalacie chez 1’adulte. La rareté des sources
alimentaires de vitamine D fait de ’exposition solaire le meilleur moyen de prévenir la
carence (61). Ainsi, la fréquence des cas de carence en vitamine D est principalement
influencée par la latitude, la saison, la pigmentation de la peau et les facteurs culturels

ayant un impact sur le degré d’exposition solaire, tel I’habillement (62, 63). La



prévalence de la carence est plus élevée dans les tranches plus 4gées de la population,
car I’épaisseur et I’élasticité de la peau diminuent avec 1’4ge, abaissant ainsi la capacité
de synthése cutanée de vitamine D (64). De plus, I’absorption intestinale et
I’hydroxylation dans le foie de la vitamine D s’amenuisent au cours du vieillissement
(65, 66). La forte consommation de médicaments est également un facteur de risque

important (67).
3. LE RECEPTEUR DE LA VITAMINE D
3.1. Généralités

La 1,25(OH),Ds agit en se liant avec haute affinité (Kp = 107%) au récepteur spécifique a
la vitamine D (VDR) (68). Ce récepteur, d’une taille de 50 kDa et contenant 427 acides
aminés, est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires stéroidiens qui
régule ’expression de geénes cibles en réponse a la liaison de I’hormone (69). Le géne
codant pour le VDR est situé sur le chromosome 12 chez ’humain. Hautement conservé
d’une espece a l’autre, il présente, entre la souris et I’humain, une homologie de
séquence de 89% dans le domaine de liaison au ligand et de 100% dans le domaine de

liaison a I’ADN. (69).

3.2. Localisation

Le VDR est présent en quantité variable dans de nombreux tissus, notamment dans les
cellules du tubule rénal distal, les entérocytes de I’intestin gréle, les cellules de la paroi
osseuse et les ostéoblastes. C’est dans ces types cellulaires que la vitamine D joue son
rdle dans le métabolisme du calcium. Le VDR est également retrouvé dans la glande
parathyroide, les cellules des ilots du pancréas, les cellules de la moelle osseuse

(promy€locytes), les lymphocytes et certaines cellules neuronales (70).

Le foie a longtemps €té reconnu comme un organe n’exprimant pas le VDR. Cependant,

on sait aujourd’hui que plusieurs de ses types cellulaires, les cellules sinusoidales,



biliaires, épithéliales et faiblement les hépatocytes, expriment le VDR, tel qu’illustré a la
figure 2 (71). La présence du VDR dans le foie permet a la 1,25(OH),D3 de réguler son
propre métabolisme via I’inhibition de la 25-hydroxylase (72, 73). De plus, la
1,25(OH),D3 semble contribuer au processus de régénération hépatique via son contrdle
de l’activit¢ de I’ADN polymérase o de méme que certaines protéines kinases

impliquées (74-77) .

3.3. Structure

Le géne du VDR comprend deux sites initiateurs potentiels de la région codante, 1’un
situé 3 codons en amont de [’autre. Il existe un important polymorphisme chez I’humain,
consistant au changement d’une paire de base (ATG a ACG) sur le premier des deux
sites, produisant un VDR légérement plus court (424 acides aminés) (78, 79). Cette
forme se retrouve dans des proportions de 37% et 48% de la population pour les formes
homozygote et hétérozygote respectivement. Les implications de cette différence sur les

propriétés biochimiques ou la fonction du récepteur demeurent cependant méconnues

(78, 79).

Le VDR est composé de cinq principales régions. A I’extrémité N-terminale se trouve
un domaine de transactivation (A/B), une séquence non-conservée. Juxtaposé a celui-ci,
on retrouve le domaine de liaison &4 I’ADN (C), région trés conservée. Celui-ci consiste
en deux modules constitués de doigts de zinc ou les atomes de zinc sont coordonnés par
quatre résidus cystéine (80). Chacun de ces modules a une fonction différente: le module
amino-terminal lie I’ADN dans le sillon majeur du site de liaison a I’ADN tandis que le
module carboxy-terminal constitue I’interface de dimérisation avec les partenaires
protéiques (80). Plus loin, a I’extrémité C-terminale, se trouve le domaine de liaison au
ligand, une région modérément conservée remplissant diverses fonctions: dimérisation,
liaison au ligand, transactivation et répression (80). Ce domaine exerce une régulation
absolue du domaine de liaison & I’ADN. Certaines des hélices o. du domaine de liaison

au ligand offrent une surface de liaison au RXR, le récepteur aux
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Figure 2: Localisation du VDR dans le foie chez le rat. L’hétérochromatine (HC) des
cellules sinusoidales (A) est uniformément et plus intensément marquée avec un
anticorps anti-VDR que ’hépatocyte (A et B), suggérant une expression plus forte dans
les cellules sinusoidales. En C), les incubations contrles avec un IgG et la protéine
A/ «gold » montrent trés peu ou aucune particule d’or dans 1’hétérochromatine de
I’hépatocyte, confirmant la nature spécifique de la liaison. Reproduit de Gascon-Barré et
coll., Hepatology, 2003, volume 37, No. 5, p.1039-1040 (71) avec la permission de

I’ American Association for the study of Liver diseases.
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rétinoides, partenaire du VDR intervenant lors de la liaison 4 I’ ADN. D’autres servent de
site d’amarrage aux comodulateurs transcriptionnels (coactivateurs p160 SRC-1, SRC-2
et SRC-3, DRIP205) permettant la liaison de plus gros complexes coactivateurs (p160
histone acétyltransférase et complexe D-médiateur) (81, 82). Finalement, une région
charniére comprend les acides aminés siégeant entre le domaine de liaison a I’ADN et le
domaine contenant le site de liaison au ligand. Cette région, malgré qu’elle soit peu

conservée, est essentielle a une liaison intacte de I’hormone (83).

3.4. Signalisation par le VDR

L’hormone 1,25(OH),D; doit préalablement se dissocier des protéines transporteuses
(vitamin D binding protein (DBP) ou autres telle 1’albumine) qui la lient dans le sérum
pour entrer dans la cellule. Elle interagit ensuite avec le VDR : les étapes principales
impliquées dans le controle de I’expression génique médiée par le VDR sont
représentées a la figure 3. L’activation du VDR passe par un changement
conformationnel du domaine de liaison au ligand dépendant de la 1,25(OH),D3, créant
un domaine fonctionnel AF-2. Cela permet le recrutement de complexes de
coactivateurs comme SRC/CBP/p300 histone acétyltransférase ou le complexe
médiateur DRIP205, qui facilitent les changements de structure de la chromatine et
’entrée de I’ARN polymérase II. La fonctionnalité du récepteur requiert cependant son
hétérodimérisation avec 'une des trois formes du RXR. Certaines études suggérent
également I’existence d’homodiméres du VDR ou sa capacité a former des
hétérodimeres avec d’autres récepteurs, tels les récepteurs a ’acide rétinoique et a
I’hormone thyroidienne, mais la question est controversée (84). L’activation de la
transcription a lieu sur un élément de réponse & la vitamine D (VDRE), souvent
constitué d’un hexanucléotide répété avec, au milieu, une séquence de trois (DR3) ou six
nucléotides (ER6) (85). Les VDREs sont retrouvés sur plusieurs génes, dont la 24-
hydroxylase (CYP24), I’ostéocalcine et I’ostéopontine (80).
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Exemples de génes cibles :

24-hydroxylase

ostéocalcine
1,25(OH),D;
la-hydroxylase
A PTH

\

A
VDR

Figure 3. Modéle schématique de l'action de la 1,25(OH),D; contrdlée par son récepteur
nucléaire, le VDR (récepteur a la vitamine D). Une liste de génes connus cibles de la
1,25(OH),;D; peuvent étre sur-régulés (1) ou sous-régulés (]) au niveau transcriptionnel.
(Tiré de : Brown Al et coll. Am. J. Physiol. 277(86) : F157-F175, 1999 ; Akutsu N. et
coll. Mol Endocrinol. 15(7): 1127-39, 2001).
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3.5. Mutations délétéres du VDR

Malloy et coll. (87, 88) ont identifié chez I’homme des mutations délétéres du VDR
causant le rachitisme hypocalcémique résistant a la 1,25(0OH),D3;, une maladie
monogénique autosomale récessive rare caractérisée par une résistance partielle ou
complete a I’hormone (87,88). Chez la souris, la création d’animaux transgéniques pour
le VDR (VDR™) a permis de constater que 1’inactivation du VDR provoque chez elles
des symptdmes similaires au rachitisme hypocalcémique résistant a la 1,25(OH),D; chez
I’humain. Ces animaux manifestent des symptémes caractéristiques dont les principaux
sont un faible poids, une hypocalcémie et une hypophosphatémie, une
hyperparathyroidie, une absorption intestinale du calcium fortement altérée et un niveau
élevé de 1,25(0OH),D; (89,90, 91).

4. DETOXICATION DES ACIDES BILIAIRES
4.1. Généralités

L’acide lithocholique (ALC), un acide biliaire toxique et cancérigéne, est associé au
cancer du colon. Il en est de méme pour les diétes riches en matiéres grasses, ces
dernicres stimulant la sécrétion biliaires et étant par conséquent associées a de hauts
niveaux d’ALC (92). A Iinverse, il existe une corrélation négative entre la vitamine D et

le cancer du colon, suggérant le role protecteur de la vitamine D.

Makishima et coll. (68) ont démontré que la 1,25(OH),D; n’est pas le seul ligand du
VDR. En effet, ’ALC et son dérivé, I’acide 3-ketolitocholique, peuvent également le
lier, suggérant une possible implication de ce récepteur dans la protection contre ’effet

cancérigene de I’ALC.
4.2. Les acides biliaires

Les acides biliaires, synthétisés par le foie, sont sécrétés dans 1’intestin gréle ou ils

remplissent diverses fonctions, comme la solubilisation et 1’absorption des lipides, du
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cholestérol et des vitamines liposolubles (93, 94). Environ 95% des acides biliaires sont
récupérés par le foie via la circulation enthérohépatique, puis sont réexcrétés. Les 5%
perdus sont remplacés par la conversion de cholestérol en acides biliaires (95). Ce
processus constitue un moyen important permettant a 1’organisme d’excréter I’excés de

cholestérol (96, 97).

4.3. Synthése des acides biliaires

La formation des acides biliaires primaires a lieu dans le foie, ou le cholestérol est
hydroxyl€é par la cholestérol 7a-hydroxylase (CYP7A1) (93, 94). Une voie secondaire
(ou voie "acide"), est également responsable de la formation des acides biliaires. Elle
utilise la CYP27A1 et donne lieu a la transformation des acides biliaires primaires,
I’acide cholique et ’acide chénodéoxycholique (98, 99). Avant d’étre reldchés dans
’intestin, ces derniers sont conjugués aux acides aminés (taurine ou glycine). Une fois
dans le colon, les bactéries présentes déconjuguent et déshydroxylent en position 7a
I’acide cholique et I’acide chénodéoxycholique pour former des acides biliaires
secondaires moins polaires et plus toxiques, [’acide déoxycholique et ALC

respectivement (93, 94).

4.4. Toxicité des acides biliaires secondaires

Etant plus hydrophobes que les acides biliaires primaires, les dérivés secondaires se
concentrent plus aisément a l’intérieur des cellules, ou leurs propriétés, qui sont
similaires a celles des détergents, menacent ainsi I’intégrité cellulaire. Les acides
biliaires secondaires sont des carcinogenes potentiels, car tout porte & croire qu’ils
peuvent endommager I’ADN par des réactions d’addition, des bris de brins ou
I’inhibition des enzymes réparatrices (100). Les hauts niveaux d’ALC sont associés au
développement de la cholestase, une pathologie diminuant ou entravant la sécrétion de la
bile. Les travaux de Yu et coll. (101) suggérent que I’implication de ’ALC dans le
blocage du cholédoque résulterait d’une forte répression, via le récepteur des acides

biliaires FXR (farnesoid X receptor, aussi connu sous le nom de bile acid receptor,
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BAR), de I’expression de la pompe exportatrice de sels biliaires BSEP. Cela résulterait
en une diminution de I’excrétion des acides biliaires, lesquels se concentreraient dans le
foie et causeraient une obstruction du canal et des dommages au foie (101). La
corrélation entre I’apparition de la cholestase et la présence de taux élevés d’ALC dans

le foie et le sérum a d’ailleurs déja été observée. (102).

4.5. Régulation des acides biliaires

4.5.1 Role du PXR

Plusieurs récepteurs nucléaires interviennent dans la régulation des acides biliaires,
notamment le récepteur aux pregnanes (pregnane X receptor, PXR). Ce récepteur
protége I’organisme contre ’accumulation de xénobiotiques et d’endobiotiques (103).
Fortement exprimé dans le foie, il est également modérément présent dans I’intestin
(104). 11 peut se lier & une grande variété de composés, incluant de nombreux
médicaments et produits naturels, de méme que les stéroides (105). Le PXR empéche
’accumulation de ces produits en activant ’expression génique des enzymes capables de
les métaboliser : les sulfotransférases et les cytochromes P450, en particulier la sous-
famille des CYP3A (103, 105). La sulfation ou I’hydroxylation des acides biliaires
secondaires facilite leur détoxication et leur élimination de I’organisme (103).
Staudinger et coll (103). ont mis en évidence le role du PXR comme médiateur de

I’ALC dans le foie, protégeant ainsi contre 1’hépatotoxicité de celui-ci.

4.5.2 Autres récepteurs

En réponse aux acides biliaires, a I’exception de I’ALC, le FXR induit I’expression de la
BSEP (106). 1l transactive également plusieurs génes codant pour des enzymes
modifiant les acides biliaires, tels UGT2B4, BACS (bile acid-CoA synthetase) et BAT
(bile acid-CoA:aminoacid N-acetyltransferase) (107, 108). Le CAR exerce quant & lui

un rdle protecteur contre ’ALC en induisant fortement le géne de la sulfotransférase
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cytosolique SULT et de I’enzyme PAPSS2, qui sont impliquées dans la sulfation de la

phase II de détoxication des acides biliaires (109).

4.6. Le VDR comme médiateur des acides biliaires toxiques

Plusieurs équipes ont démontré que la vitamine D pouvait inhiber la croissance cellulaire
et induire la différentiation et 1’apoptose dans les cellules malignes (25-30). Cependant,
les mécanismes responsables de cet effet protecteur sont inconnus. Des études ont
montré que, chez des souris dont le géne du PXR a été inactivé, il y avait induction de
I’expression des CYP3A par I’ALC (110). C’est dans cette voie indépendante du PXR
que pourrait intervenir le VDR. Des publications précédentes ont en effet suggéré que
les CYP3A étaient des génes cibles du VDR (111, 112). Plusieurs génes codant pour ces
cytochromes chez I’humain possédent des VDREs. De plus, une trés grande similarité a
été observée dans les séquences d’acides aminés du PXR et du VDR, particuliérement
dans les domaines de liaison a I’ADN et du ligand (113, 114). Makishima et coll (68).
ont, en effet, montré que non seulement le VDR était activé par I’ALC et ses

métabolites, mais qu’il était aussi plus sensible que le PXR.

5. LES CYTOCHROMES P450

5.1. Généralités

Les cytochromes P450 appartiennent a une superfamille d’enzymes formées d’un noyau
héme. IlIs sont principalement exprimés dans le foie (115,116). Ils sont impliqués dans la
biotransformation oxydative de composés lipophiles, comme les acides gras, les
stéroides, les rétinoides et les acides biliaires, de méme que certains xénobiotiques,
comme les médicaments ou les polluants environnementaux, donnant ainsi lieu a
I’activation ou a I’inactivation de ces composés (115,116). Ceux-ci sont convertis en
composés plus hydrophiles, facilitant la conjugaison et I’excrétion. Ce rdle majeur dans
la détoxication fait des cytochromes P450 un élément clé de la cytoprotection, c’est-a-

dire de la défense de la cellule contre les composés nocifs endogenes ou exogenes. Outre
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le métabolisme des médicaments, les cytochromes P450 jouent également un role dans
la biosynthése du cholestérol et des acides biliaires, le métabolisme de la vitamine D et

le catabolisme des stéroides (115).

5.2. Le CYP3A11

La sous-famille des CYP3A représente les cytochromes P450 les plus abondants dans le
foie humain adulte. IIs comptent pour environ 30% du contenu total des cytochromes
P450 hépatiques. Les CYP3A sont également présents en plus faibles quantités dans le
cerveau, l’intestin, les reins, les poumons et les leucocytes (117-122). Leur niveau
d’expresston est cependant trés variable et dépend de plusieurs facteur comme le sexe,
certains facteurs génétiques, et I’induction ou la répression par certains agents
thérapeutiques ou xénobiotiques (123). Leur expression est régulée par de nombreux
produits, notamment le pregnenolone 16a-carbonitrile (PCN), la dexamethasone, le

clotrimazole et le phénobarbital (122, 124-127).

Le plus important membre de la famille des CYP3A, le CYP3A4 humain ou son
homologue chez la souris, le CYP3A1l, est un cytochrome P450 bien conservé qui
métabolise environ 50% des médicaments (115,128). Il a également de nombreux
substrats endogenes, incluant les hormones sexuelles et les acides biliaires. Le géne du
CYP3A4, situé sur le chromosome 7, est activé par plusieurs composés, dont le
phénobarbital, la dexamethasone, les glucocorticoides synthétiques, de méme que par la
vitamine D (115, 129, 130). L’induction de la famille des CYP3A implique les
récepteurs nucléaires VDR, PXR, RXRa et le récepteur aux androstanes (CAR) (115).
Le PXR agit sous forme d’hétérodimére PXR-RXR en liant les éléments de réponse du
CYP3A4, notamment DR3; et ERg (131). Similairement, le CAR hétérodimérise
également avec le RXR pour lier le ER¢. De plus, bien que le mécanisme d’action reste a
€lucider, le récepteur aux glucocorticoides (GR) semble également jouer un réle dans
’activation transcriptionnelle du géne du CYP3A4 et ce, possiblement via une action
indirecte interférant avec les voies de signalisation du PXR et du CAR (130). Il a été
montré antérieurement que le VDR est capable de lier et transactiver différents motifs

reconnus par le PXR et le CAR sur les promoteurs des génes de plusieurs cytochromes
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P450, dont le CYP3A4. Ces observations suggérent que la 1,25(OH),D; aurait la
capacité d’induire le CYP3A4 via le VDR (132). Une étude a d’ailleurs démontré que la
1,25(0OH),D; pouvait induire le CYP3A4 dans les cellules HepG2 (133).

5.3. Le CYP2B10

On a longtemps cru que le CYP2B6 humain (ou CYP2B10 chez la souris) ne jouait
qu’un rble mineur dans le métabolisme des médicaments. Or, on sait aujourd’hui que
cette enzyme hautement polymorphique est responsable de la biotransformation de prés
de 25% des médicaments, malgré que celle-ci ne constitue que de 2 4 10% du contenu
hépatique total en cytochromes P450. Le géne du CYP2B6, situé sur le chromosome 19,
est principalement exprimé dans le foie, mais également en faibles quantités dans
Iintestin, le rein, les poumons, la peau et le cerveau (134-136). Des différences
interindividuelles significatives ont cependant été observées dans son expression (116,

137).

Le CYP2B6 est fortement inductible par un grand nombre de composés structurellement
différents comme la rifampicine, la cyclophosphamide, le clotrimazole, la phénytoine, la
carbamazepine et le phénobarbital (138, 139, 140). La régulation de I’induction de
Pexpression génique des CYP2B se fait principalement au niveau transcriptionnel.
L’ensemble des connaissances actuelles suggére que I’induction des CYP2B par ses
inducteurs passe par I’activation du CAR ou du PXR. Des études ont montré que le PXR
pouvait lier le module activateur du géne du CYP2B6 et que plusieurs ligands connus du
PXR pouvaient induire I’expression du CYP2B6 dans I’hépatocyte humain (138,141).
En réponse aux composés semblables au phénobarbital, I’activation transcriptionnelle du
CYP2B6 est principalement régulée par le CAR (116). Celle-ci se fait via I’élément de
réponse au phénobarbital PBREM (phenobarbital-responsive enhancer module), situé
approximativement a 2kb en amont du site d’initiation de la transcription du géne du
CYP2B (116). Cependant, plus récemment, un nouvel élément de réponse, le XREM
(xenobiotic-responsive enhancer module), a été identifié a 8,5kb en amont de la région
codante du CYP2B6 (116). Celui-ci peut étre activé par le PXR et le CAR et permet

d’obtenir, de concert avec le PBREM, une induction optimale du CYP2B6 en réponse
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aux inducteurs (116). De plus, certaines études suggérent I’implication du GR dans la
régulation du CYP2B6 par le PXR et le CAR (142, 143, 144). Le GR activé pourrait
notamment agir comme un cofacteur facilitant la liaison du PXR et du CAR aux
€léments de réponse du CYP2B6 (143). Les mécanismes détaillés de I’implication du

GR dans la régulation du CYP2B6 n’ont cependant pas été élucidés.
5.4 Induction des cytochromes P450 par le pregnenolone 16a-carbonitrile

Le PCN est un dérivé de stéroide synthétique et un anti-glucocorticoide (123). C’est un
puissant inducteur des cytochromes P450. Sa forte capacité a contrer 1’effet de certains
produits toxiques en fait I’un des produits chimiques les plus catatoxiques (145).
Agissant via le PXR, il induit la famille des CYP3A, produisant un effet protecteur
contre les produits détoxiqués par les CYP3A. L’induction est perceptible dans les
niveaux d’ARNm et de protéine (118, 127, 146). Il a également ét€¢ démontré que le
PCN augmente le renouvellement du cholestérol, réduit I’activité de la 7a-hydroxylase

et réduit I’excrétion des acides biliaires. (147).
6. HYPOTHESE ET OBJECTIFS
6.1. Hypothése de recherche

Nos travaux reposent sur I'hypothése selon laquelle le systéme de la vitamine D est un
élément clé de I’activité de détoxication et de cytoprotection du foie. Nous postulons
donc qu’une perturbation du systéme de la vitamine D, causée par un apport nutritionnel
insuffisant en vitamine D ou par I’inactivation du VDR, affectera négativement la
capacité de biotransformation du foie en altérant I’expression des génes codant pour les
enzymes CYP3A11 et CYP2B10. Cette altération pourrait résulter en un accroissement
de la sensibilité de 1’organisme aux effets nocifs de certains endobiotiques, dont I’ALC,
qui serait la conséquence directe de la déficience du systéme de la vitamine D, et non
d’une variation de I’expression du geéne codant pour un autre récepteur nucléaire

impliqué tel le PXR. Nous émettons aussi ’hypothése qu’une perturbation du systéme
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de la vitamine D aura peu d’influence sur son propre métabolisme, particulierement sur

I’expression geéne codant pour I’enzyme CYP27A1.
6.2. Objectifs

Le but de notre étude est d’analyser I’influence de la carence en vitamine D ou de
I’inactivation du VDR (génotype VDR ™), en conditions basales et en réponse a divers
inducteurs enzymatiques, sur I’expression génique hépatique 1) de cytochromes P450
impliqués dans la détoxication et la cytoprotection, les CYP3A411 et CYP2B10, 2) d’un
cytochrome P450 impliqué dans le métabolisme de la vitamine Ds, le CYP2741 et 3)
d’un récepteur nucléaire jouant un rdle majeur dans la biotransformation des
endobiotiques et des xénobiotiques, le PXR. L’effet d’un acide biliaire toxique (ALC),
d’un inducteur enzymatique (PCN) et de I’hormone 1,25(OH),D3 sur le processus de

détoxication seront évalués.



II.- MATERIEL ET METHODES
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7. Modéles animaux utilisés et traitements
7.1 Présentation générale

L’ensemble des protocoles expérimentaux fut réalisé en utilisant des souris VDR""
(C57BL/6, Charles River, Saint-Constant, Qc) et VDR™" dérivées de la souche C57BL/6.
La colonie de souris VDR™ nous a été gracieusement fournie par le docteur Marie

Demay du Massachusetts General Hospital (Boston, MA) (89).

Tous nos protocoles ont été¢ approuvés par le Comité Institutionnel de Protection des
Animaux (CIPA) du CHUM et respectent les standards d’éthique pour I’expérimentation

animale du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA).
7.2 Inactivation fonctionnelle du VDR

La souris VDR”" que nous avons utilisée provient de I’équipe du docteur Demay et
exprime un VDR portant une délétion génique menant a la perte de sa fonctionnalité
(89). Ce modele animal a donc été utilisé afin d'étudier I'impact de la fonctionnalité du
récepteur sur l'expression des cytochromes hépatiques et par inférence sur la capacité

potentielle de détoxication du foie.
7.3 Description des diétes

Les animaux VDR et VDR (males seulement) ont regu soit une diéte normale, soit

une diéte carencée en vitamine D, tel que décrit dans les sections suivantes.
7.3.1 Diete normale

Les animaux VDR"* et VDR soumis, dés leur sevrage, a une dieéte normale ont regu
une diete Teklad Global 18 % protein rodent diet (Harlan, Indianapolis, IN). Les
animaux VDR avaient a leur disposition de I’eau provenant du robinet, alors que les

souris VDR ont recu de I’eau contenant 1,5% (p/v) de gluconate de calcium. L’ajout de
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calcium dans I’alimentation des souris VDR est nécessaire a la normalisation de leurs

concentrations sanguines en minéraux ioniques (148).
7.3.2 Diéte carencée en vitamine D

Afin d'évaluer l'importance du systétme de la vitamine D dans les mécanismes de
détoxication, une carence en vitamine D a été induite chez les deux groupes de souris
suivant un protocole bien établi dans notre .laboratoire (149). La carence a été induite
selon le protocole suivant: une femelle allaitante carencée en vitamine D et sa portée ont
été nourries avec une diéte déficiente en vitamine D (150), qui contenait 0,9% (p/p) de
calcium élémentaire pour les souris VDR™" et 0,5% pour les VDR, Cette différence est
due au fait que les souris VDR™ carencées ont besoin d’un apport en calcium supérieur
pour survivre. La diéte a été préparée dans notre laboratoire. Les souris VDR ont recu
de I’eau déminéralisée et les animaux VDR de ’eau distillée contenant 1,5% (p/v) de
gluconate de calcium. Tous les animaux carencés ont été gardés dans une piéce a
atmosphére contr6lée et avec un cycle d’éclairage constant (12h de clarté, 12h de
noirceur) dépourvu de rayons ultra-violets, présents dans I’éclairage normal, pour
empécher la synthése cutanée de vitamine Ds. Les souriceaux furent sevrés a ’Age de 28
jours et furent maintenus dans les mémes conditions jusqu’au traitement, soit & 1’4ge de
8 semaines. Cette attente est nécessaire au développement d’une carence.

La figure 4 illustre les modéles animaux utilisés.
7.4 Conditions générales de traitement

Seules les souris males furent traitées. Les traitements, effectués a I’Age de 8 semaines,
étaient précédés de la prise de poids de I’animal et de la mesure du calcium ionisé
sanguin a I’aide de ’analyseur Rapidlab 348 (Bayer, Toronto, ON). Tous les gavages,
les injections, les prises de sang et les sacrifices ont été réalisés sous anesthésie au
forane® (Isoflurane, Baxter Corporation, Toronto, ON). Les animaux ont été sacrifiés par
exsanguination, suite a laquelle les échantillons de foie ont été prélevés et

immédiatement congelés dans l'azote liquide, puis stockés a4 —80°C. Des échantillons de
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sang ont été recueillis pour la mesure du calcium ionis€¢, de méme que des
concentrations sériques de 250HD; et 1,25(0OH);,D; a laide des trousses
d'Immunodiagnostic Systems par immunoextraction (Boldon, UK). La 25(OH)D; a été
analysée par essai radio-immunologique (RIA) a I’aide d’un anticorps polyclonal de
mouton marqué a 1’iode 125 reconnaissant la 25(OH)D;. La 1,25(OH),D; a quant a elle
€té analysée par essai immuno-enzymatique compétitif avec un anticorps monoclonal
reconnaissant la 1,25(OH),;D;. Les coefficients de variation inter-essais sont de 16% et
15% pour la 25(OH)D; et la 1,25(OH),D; respectivement (résultats obtenus en
laboratoire et non publi€s). Les coefficients intra-essais n’ont pas été calculés dans notre
laboratoire, mais le laboratoire de biochimie clinique de I’Hopital St-Luc (Montréal, Qc)
en charge de ces dosages rejette les résultats de tous les échantillons on les duplicata ont

des concentrations divergentes de plus de 10%.

7.5 Traitements

Dans le but d'étudier l'influence d'un acide biliaire toxique dans I'élaboration des
mécanismes de détoxication, des traitements a l'acide lithocholique (ALC) ont été
effectués. L'effet d'un puissant inducteur des cytochromes P450, le pregnenolone-16a-
carbonitrile (PCN), a également été évalué. L'influence d'une dose aigué¢ de I'hormone
1,25(0OH);D; a été étudiée afin de comprendre son rdle dans le métabolisme des

endobiotiques et des xénobiotiques.

Les animaux ont regu les traitements suivants :

e Véhicule: 200puL de propyléne glycol par jour, par gavage durant 3 jours

e ALC: 4mg dans 200uL de véhicule par jour, par gavage durant 3 jours (103, 110)

e PCN: 7,5mg (dans du propyléne glycol) par jour, par gavage durant 3 jours (103,
110)

e 1,25(OH),;D;: injection intraveineuse (veine jugulaire) d’une dose aigué de
28pmol six heures avant le sacrifice. Celle-ci a été effectuée en combinaison
avec un traitement au véhicule tel que décrit précédemment. La 1,25(OH),D; a
été administrée en solution dans un véhicule d’injection contenant 65% (v/v) de

propyléne glycol, 20% (v/v) de solution physiologique a 0,9% de NaCl et 15%
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(v/v) d’éthanol 95% tel que décrit précédemment (149). La dose et la durée du
traitement ont été déterminés a partir de travaux déja réalisés dans le laboratoire
et correspondent aux paramétres permettant d’atteindre rapidement les
concentrations physiologiques circulante de 1,25(OH),D; mesurées chez
I’animal normal. Le délai de 6 heures est suffisant a 1’activation des génes qui
codent pour des protéines qui sont sous la dépendance directes de la
1,25(OH);D3, comme le CYP27B1 et le CYP24 (151, 152).

Les animaux recevant 1’un ou ’autre de ces traitements furent sacrifiés au quatriéme

jour.



Figure 4: Description des modeéles animaux. Légende : 6 male
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8. Méthodes: Analyse de Pexpression génique

8.1 Matériel

La trousse "RNeasy Mini" provient de Qiagen (Mississauga, ON). La trousse "First-
Strand cDNA Synthesis" provient de GI Healthcare (Baie d'Urfé, QC). Les amorces et
I’enzyme Taq ADN polymérase proviennent de Sigma (Mississauga, ON). Les amorces
ont été élaborées a 1’aide du logiciel "Primer 3" (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi). L’appareil PCR Touchdown Thermal Cycling system
provient de Hybaid (Teddington, UK). Le vecteur pCR II-TOPO provient de Invitrogen
(Mississauga, ON). L’ADNc de I’ARN ribosomal 18S provient de American Type
Culture Collection (#77242), Manassas, VA. Les produits chimiques utilisés sont

conformes aux normes de I’American Chemical Society.

8.2 Analyse de I’expression génique

8.2.1 Extraction des ARN

Les ARN totaux des échantillons de foies ont été extraits en présence d’isothiocyanate
de guanidine et de chlorure de lithium selon la méthode de Chirgwin et coll. (153)
décrite précédemment par Lemay et coll. (151). Les échantillons ont subi une digestion
avec la protéinase K afin de digérer les contaminants protéiques, ont été extraits avec un
mélange de phénol-chloroforme-alcool isoamylique puis ont été précipités avec de
I’acétate de sodium et de 1’éthanol. La concentration en ARN des échantillons a été

dosée par spectrophométrie a 260 nm.
8.2.2 Electrophorése et transfert de Northern
Quinze microgrammes d’ARN totaux ont été dénaturés, séparés par électrophorése sur

gel d’agarose et transférés sur une membrane de nylon suivant le protocole décrit par

Lemay et coll. (151).
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8.2.3 Synthése des sondes

La séquence des amorces requises est exposée au tableau L. Elles proviennent de Tamasi
et coll. (154) pour le CYP3411, Mootha et coll. (155) pour le CYP27A1, Saito et coll.
(156) pour le CYP2B10 et Lehmann et coll. (157) pour le PXR. Les programmes PCR
utilisés et la taille des fragments générés sont indiqués dans le tableau II. Les fragments
obtenus pour ces génes ont été clonés dans le vecteur pCR II-TOPO, amplifiés et leur
séquence a été vérifiée. L’ARN ribosomal 18S, un fragment excisé du vecteur
pBluescript SK’, a été utilisé comme contréle interne. Il permet une normalisation en
¢liminant I’impact, sur les résultats, des variations des quantités d’ARN déposées sur les
gels.

Les sondes ont été synthétisées avec du [o->’P]dCTP par ’enzyme ADN Polymérase
Klenow (GI Healthcare, Baie d'Urfé, QC )(152) par la méthode des hexaméres aléatoires

décrite précédemment (151).
8.2.4 Hybridation avec les sondes

Les niveaux d’ARNm a 1’état d’équilibre des génes codant pour le CYP3411 et le
CYP27A1 ont été analysés par hybridation avec une sonde radiomarquée correspondante
selon un protocole de buvardage de type Northern décrit précédemment (152). Dans le
cas des genes codant pour le CYP2BI0 et le PXR, ’hybridation a été réalisée dans un
tampon phosphate suivant la méthode décrite par Provencher et coll. (158).

Toutes les membranes ont été exposées sur des films Kodak a —~80°C avec des écrans
amplificateurs CRONEX pour une période de 1 & 7 jours. Les films ont été analysés par

photodensitométrie a 1’aide du logiciel Collage V 4.0 (Fotodyne Inc., New Berlin, WI).



Tableau 1. Description des séquences d'amorces.
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Genes Séquences Positions
CYP3411 5'-CTTGCTGTCACAGACCCAGA-3' 337-318
5'-TCCACGTTCACTCCAAATGA-3' 635-654
CYP2741 5'-GAGAGTGAATCAGGGGACCA-3' 666-647
5'-AGGAAGTGCAGGTAGCCAGA-3' 1005-986
CYP2BI0 5'-GCCATACACAGAGGCAGTCA-3' 1041-1060
5'-AAGCGGATCTGGTATGTTGG-3' 1466-1445
PXR 5'-CAAATCTGCCGTGTATGTGG-3' 417-437
5-CGGAAATTCTTGAAATGGGA-3' 321-301
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Tableau II. Description des cycles de PCR des génes amplifiés et taille des fragments

obtenus.

Genes Cycles de PCR Tailles de I’amplicon

CYP3411 95°C (3min), 1 cycle ; 95°C (30 sec), 59°C (1min), 72°C 337 pb
(1min30), 35 cycles ; 72°C (10min), 52°C (2min) 1 cycle

CYP27A41 95°C (3min), 1 cycle ; 95°C (30 sec), 62°C (45 sec), 72°C 359 pb
(1min 30), 30 cycles ; 72°C (10min), 52°C (2min) 1 cycle

CYP2B10 95°C (3min), 1 eyele ; 95°C (30 sec), 59°C (1min), 72°C 425 pb
(1min), 30 cycles ; 72°C (10min), 52°C (2min) 1 cycle

PXR 95°C (3min), 1 cyele ; 95°C (30 sec), 59°C (45 sec), 72°C 136 pb

(1min 30), 35 cycles ; 72°C (10min), 52°C (2min) 1 cycle
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9. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes et d’erreur-types a la moyenne
(E.T.). L’analyse des résultats fut réalisée en deux étapes afin d’évaluer I’importance
globale 1) du génotype (VDR et VDR™) et 2) de la diéte (normale ou carencée en
vitamine D) sur les niveaux d’ARNm des génes codant pour le PXR et trois CYPs
étudiés a 1’état basal et aprés traitement. Les effets de la diéte, du génotype et des
différents traitements ont été évalués par ’analyse de variance (ANOVA). Par la suite,
les variations inter-groupes ont €té évaluées par le test « t » de Student, qui a permis de
décomposer les résultats présentant des différences significatives de ’ANOVA. Les
différences entre les groupes dont la probabilité d’erreur était inférieure a 0,05 (p<0,05)
furent considérées statistiquement significatives. Les comparaisons entre les groupes ont

permis d’évaluer individuellement:

a) L’importance du génotype: Les animaux VDR ™ soumis a une diéte normale ont été
comparés aux VDR soumis & la méme diéte et les animaux VDR™" soumis a une diéte

carencée ont été comparés aux VDR™ soumis a la méme diéte;

b) L’influence de la diéte Ca-D-: Les animaux VDR ayant recu une diéte normale
furent comparés a ceux de méme génotype ayant requ une diéte carencée en vitamine D
et en calcium. De méme, les animaux VDR™ soumis a une diéte normale ont été

comparés aux animaux VDR™ soumis & une diéte carencée;

c) L’effet des différents traitements sur les niveaux d’ARNm en comparaison avec ceux

observés a I’état basal (groupe de référence) pour chacun des groupes.



III- RESULTATS
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10. Concentrations sériques de calcium et des métabolites de la vitamine D

Le tableau III présente les concentrations sériques de calcium, de 25(OH)D et de
1,25(OH);D3 chez les animaux a I’état basal. Les résultats indiquent que le génotype
influence significativement la calcémie. En effet, nous observons une calcémie plus
basse chez les animaux VDR que les animaux VDR™". Par ailleurs, le génotype, ainsi
que la di¢te, modifient significativement les concentrations circulantes de 25(OH)D ainsi
que les concentrations sériques de 1,25(OH),D;. En effet, les concentrations de
25(0OH)D des animaux VDR soumis & une diéte normale ainsi que carencée sont
nettement plus élevées que celles observées chez les animaux VDR”". Nous observons
des concentrations extrémement élevées de 1,25(0OH),D; chez les VDR™ nourris a la
diéte normale, comparativement a celles observées chez les VDR™". Ce méme effet du
génotype est également présent chez les animaux carencés, bien qu’il soit moins
accentué, car les animaux VDR’ carencés présentent des concentrations de

1,25(0H),D; significativement inférieures a celles des VDR nourris 4 la diéte normale.

11. Les niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre

Les figures 5 a 8 illustrent les niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre des génes codant
pour les trois cytochromes P450 étudiés, soit le CYP3411 (fig. 5); le CYP2B10 (fig. 6);
le CYP27A411 (fig. 7), et pour le PXR (fig. 8) chez les animaux a 1’état basal et aprés
avoir recu les différents traitements (1,25(OH),D; ALC et PCN) chez les quatre groupes
d’animaux. Elles mettent en évidence I’effet du génotype, de la diéte et des traitements.
Les différences significatives dues au génotype sont indiquées par une accolade entre les
animaux VDR"" et VDR, alors que les différences significatives dues a la diéte sont
indiquées par des astérisques entre les di¢tes normale et carencée d’un méme génotype.
Les différences significatives dues aux traitements sont indiquées aux tableaux IV a VII
ot elles sont illustrées par une hausse (1) ou une baisse (V) indiquant les différences en
comparaison avec les valeurs obtenues a 1’état basal pour les animaux de méme

génotype et de méme diéte.
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Tableau III. Concentrations sériques de calcium ionisé, de 25(OH)D; et de
1,25(OH),Ds.

Paramétres sériques Ca” 25(OH)Ds | 1,25(0H).D;
mmol/L mmol/L pmol/L

o " 1,15 170,41 75,38

g VDR +0,01 + 14,86 +2323
(@]

i . 0,95 ° 13,37 ° 6794,75 ¢

. VDR + 0,02 + 0,50 + 1821,25
, " 1,16 24,82° 31,95

R VDR +0,02 1322 +3.76

@]

2 b d, e

B . 0,96 13,11 5433 &

a VDR +0,02 +0,83 +8.07

a : p<0,0001 comparativement a I’animal VDR™" diéte normale;

b :p<0,0001 comparativement 4 I’animal VDR*" diéte CaD";

¢ : p<0,01 comparativement & I’animal VDR™* diéte normale;

d : p<0,01 comparati- vement  I’animal VDR™* diéte CaD";

e : p <0,01 comparativement a 1’animal VDR diéte normale.

Calcémie : ANOVA effet du génotype : p <0,0001; effet de la diéte : N.S.
25(0OH)D : ANOVA effet du génotype : p < 0,005; effet de la diéte p < 0,0001.
1,25(0OH),D3 ANOVA effet du génotype : p < 0,005; effet de la diéte p < 0,005.

11.1 CYP3A11
A. Effet de la diéte

-Animaux VDR*"*

A I’état basal (fig. 5Alet 5B1) nous observons une baisse importante des
niveaux d’ARNm du géne codant pour le CYP3A11 chez les animaux soumis a
la diete Ca-D- comparativement aux animaux ayant recus la diéte normale
(p<0.0005). Par ailleurs, chez ces animaux, aucune différence associée a la diéte

n’est observée suite aux différents traitements.
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Figure 5. Niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre du géne codant pour le CYP3411 a I’état
basal et apres exposition aux différents traitements (1,25(OH),D;, ALC et PCN) chez les
quatre groupes d’animaux selon le génotype et selon la diéte. Les significations entre les
groupes sont indiquées sur la figure selon la méthode décrite dans la section «Analyses
statistiques» du chapitre précédent. L’effet du génotype, de la di¢te et du traitement

sont :

A Pétat basal: ANOVA : p<0,0001 ; effet de la diéte : p<0,005.
1,25(OH),D3 : ANOVA : N.S.

ALC: ANOVA : p<0,005 , effet du génotype : p<0,005.

PCN: ANOVA :N.S.

Les différences dues a la diéte chez les animaux d’un méme génotype sont illustrées par
le symbole "*" (*p <0,05; ***p<0,0005). Les nombres d'animaux a I’état basal sont les
suivants: VDR™" diéte normale (n=13); VDR** diéte Ca-D- (n=5); VDR diéte normale
(n=7); VDR diéte Ca-D- (n=4). Les nombres d'animaux apreés traitement sont les
suivants: VDR*" diéte normale (n=5); VDR** diéte Ca-D- (n=5); VDR™" diéte normale
(n=5); VDR di¢te Ca-D- (n=2).
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-Animaux VDR

Chez les animaux VDR™", aucune différence attribuable a la diéte n’est observée
a I’état basal suite a I’administration de 1,25(OH);D3; ou d’ALC. Par contre,
comparativement a la diéte normale, la diéte carencée induit une baisse
significative dans I’effet inducteur du PCN (voir section C ci bas) tel qu’indiqué
par des niveaux de CYP3A11 plus élevés pour la diéte normale comparativement

a ceux observés pour la diete carencée (p<0,05).

Effet du génotype

Le génotype n’influence pas les niveaux d’ARNm du géne codant pour le
CYP3A11 a I’exception d’une baisse importante des niveaux d’ARNm chez les
animaux VDR™" ayant recu la diéte normale et un traitement 4 PALC. Cette
baisse se traduit donc par une différence significative dans les niveaux d’ARNm

codant pour ce géne entre les deux génotypes lors d’une exposition a ’ALC
(p<0.005).

Effet des traitements

Comme [’illustrent la figure 5 et le tableau IV, I’ALC provoque une baisse dans
les niveaux d’ARNm codant pour le CYP3A11 chez les animaux VDR soumis
a une diete normale alors qu’il n’a aucun effet en présence d’une diéte carencée.
Par contre, le PCN est un puissant inducteur du CYP3A11 et ce, de fagon

indépendante du génotype et de la diete.
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Tableau IV. Effet des traitements comparativement a 1’état basal sur les

niveaux d’ARNm codant pour le CYP3A411.

Traitements 1,25(0H),D; ALC PCN
% 4 Fkkk LY .3

: VDR - 160% 1178%
Z

:g - %k ok
A VDR - - 1333%
a) VDR"* - - o
3 1514%
P

9 o~ *

a VDR - - 1157%

Seuls les pourcentages d’augmentation ou de diminution significatifs ont été
indiqués et ceux-ci sont accompagnés du symbole "*" selon le degré de signification

statistique (*p <0,05; *¥***p<0,001 ; ****p<0,0001 ).

11.2 CYP2B10

A. Effet de la diéte

-Animaux VDR""*

Un important effet de la diéte est observé chez les animaux VDR™ ou, a I’état
basal, nous observons que les animaux nourris a la diéte carencée montrent des
niveaux d’ARNm du CYP2BI0 prés de 22 fois plus bas que les animaux
recevant la diéte normale. Cet effet de la diéte perdure aprés traitement a la
1,25(OH)2D3 ou a ’ALC. Aucun effet de la diéte n’est observé aprés exposition
au PCN.
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-Animaux VDR™

Aucune différence significative due a la di¢te n’est observée chez les animaux
VDR dans les niveaux du CYP2BI0 a ’état d’équilibre ou suite a I’exposition
au PCN. Chez ce groupe, le traitement a la 1,25(OH),D3 provoque, tout comme
chez les animaux VDR, une différence significative dans les niveaux d’ARNm
codant pour le CYP2B10 (p<0,05) due a la diéte se caractérisant par de plus
faibles niveaux d’ARNm chez les animaux carencés. Par contre, I’exposition a
PALC induit un effet de la diéte contraire a celui observé chez les animaux
VDR se traduisant par des niveaux d’ARNm codants pour le CYP2B10 plus

importants chez les animaux carencés (p<0,005).
B. Effet du génotype

A Tétat basal, le génotype VDR diminue significativement les niveaux
d’ARNm du geéne codant pour le CYP2BI0 chez les animaux nourris a la diéte
normale, alors qu’il augmente en présence d’une diéte carencée. Cette
observation est de plus confirmée par I’interaction significative entre la diéte et le
génotype révélée par P’ANOVA (p<0.005). Ce phénoméne est également observé
aprés le traitement a la 1,25(OH);D; et a I’ALC ou des niveaux accrus d’ARNm
sont observés chez les animaux VDR™ carencés, alors que la diéte normale

n’entraine aucun effet. Par ailleurs, I’effet du PCN est indépendant du génotype.
C. Effet du traitement

Aucun effet des traitements n’est observé chez les animaux VDR soumis a une
diéte normale, alors que chez les animaux VDR™, la 1,25(OH);D3 a un effet
inducteur significatif (p<0,0001). Par contre, chez les animaux VDR, la diéte
carencée augmente significativement les niveaux d’ARNm du géne codant pour
le CYP2BI0 suite a des traitements a la 1,25(OH),Ds (p<0,001), ’ALC (p<0,01)
et le PCN (p<0,0001). Cet effet est aboli chez les animaux VDR™".
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Figure 6. Niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre du géne codant pour le CYP2B10 a I’état
basal et aprés exposition aux différents traitements (1,25(OH),D3;, ALC et PCN) chez les
quatre groupes d’animaux selon le génotype et selon la diéte. Les significations entre les
groupes sont indiquées sur la figure selon la méthode décrite dans la section «Analyses
statistiques» du chapitre précédent. L’effet du génotype, de la diéte et du traitement

sont :

A Pétat basal: ANOVA : p<0,01 ; interaction diéte-génotype : p<0,005.

1,25(0OH);Ds : ANOVA : p<0,005 ; effet de la diéte : p<0,005.

ALC: ANOVA : p<0,0001 ; effet de la diéte : p<0,005 ; effet du génotype : p<0,005 ;
interaction diéte-génotype : p<0,0001.

PCN: ANOVA : p<0,05 ; effet de la diéte : p<0,05.

Les différences dues a la diéte chez les animaux d’un méme génotype sont illustrées par
le symbole "*" (*p <0,05; **p<0,005 Les nombres d'animaux a 1’état basal sont les
suivants: VDR diéte normale (n=13); VDR di¢te Ca-D- (n=5); VDR™" diéte normale
(n=7); VDR diéte Ca-D- (n=4). Les nombres d'animaux aprés traitement sont les
suivants: VDR diéte normale (n=5); VDR diéte Ca-D- (n=>5); VDR”" diéte normale
(n=5); VDR di¢te Ca-D- (n=2).
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Tableau V. Effet des traitements comparativement a 1’état basal sur les niveaux

d’ARNm codant pour le CYP2B10.

Traitements 1,25(OH),D; ALC PCN

L
E VDR'* - - -
g
o
Z
8 Sk
2 - - -
A VDR 1245%

, VDR+/+ F* ok %% kkkk
A 1567% 1638% 12975%
O
2
] -

A VDR - - i

Seuls les pourcentages d’augmentation ou de diminution significatifs ont été
indiqués et ceux-ci sont accompagnés du symbole "*" selon le degré de signification
statistique (**p <0,01; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ).

11.3 CYP27A1

A. Effet de la diéte

-Animaux VDR

Aucun effet de la carence en vitamine D n’a été observé chez les animaux

VDR a I’état basal ainsi que suite a I’un ou 1’autre des traitements administrés.

-Animaux VDR™"

Alors qu’aucun effet de la carence n’a été observé chez I’animal VDR & 1’état
basal, une importante augmentation dans les niveaux d’ARNm du géne codant

pour le CYP2741 a été observée suite a 1’administration de 1,25(OH);D;
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(p<0,005), d’ALC (p<0,005) et de PCN (p<0,005) chez l’animal carencé

comparativement a celui ayant regu la diéte normale.
B. Effet du génotype

Aucun effet du génotype n’a été observé dans le cas de la diéte normale. Par
contre, un effet inducteur significatif du génotype VDR a été observé suite 2 la
carence en vitamine D chez les animaux soumis a un traitement a la
1,25(OH),D3 et a I’ALC, alors que l’exposition au PCN a entrainé une
diminution (quoique statistiquement non significative) des niveaux d’ARNm

codant pour le CYP27A1 chez ce méme groupe.
C. Effet des traitements

Comme Dillustrent la figure 7 et le tableau VI, les niveaux d’ARNm du
CYP27A41 sont peu affectés par les différents traitements. En effet, les analyses
indiquent que seule la 1,25(OH),D; abaisse les niveaux d’ARNm codant pour le

CYP27A1 et ce, uniquement chez 1’animal VDR soumis 4 la diéte carencée.
11.4 PXR
A. Effet de la diéte
-Animaux VDR**

A Détat basal, la diéte n’exerce aucun effet sur les niveaux d’ARNm du PXR
chez les animaux VDR™. Toutefois, I’exposition & la 1,25(0H),D; (p <0,05),
I’ALC (p <0,005) et le PCN (p <0,0005) induit une différence importante dans
les niveaux d’ARN codant pour le PXR qui résulte en des niveaux d’ARNm
supérieurs chez les animaux carencés. Cette augmentation n’est pas observée

chez les animaux recevant la diéte normale.
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Figure 7. Niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre du géne codant pour le CYP2741 a I’état
basal et aprés exposition aux différents traitements (1,25(0OH);D3; ALC et PCN) chez les
quatre groupes d’animaux selon le génotype et selon la diéte. Les significations entre les
groupes sont indiquées sur la figure selon la méthode décrite dans la section «Analyses
statistiques» du chapitre précédent. L’effet du génotype, de la dicte et du traitement

sont :

A P’état basal: ANOVA : N.S.

1,25(OH);D;5 : ANOVA : p<0,01, effet de la diéte ou du génotype : N. S.
ALC: ANOVA :N.S.

PCN: ANOVA : N.S.

Les différences dues a la diéte chez les animaux d’un méme génotype sont illustrées par
le symbole "*" (**p<0,005). Les nombres d'animaux a 1’état basal sont les suivants:
VDR diéte normale (n=13); VDR™" diéte Ca-D- (n=5); VDR diéte normale (n=7);
VDR™ diéte Ca-D- (n=4). Les nombres d'animaux aprés traitement sont les suivants:
VDR ditte normale (n=5); VDR™* diéte Ca-D- (n=5); VDR™ diéte normale (n=5);
VDR diéte Ca-D- (n=2).
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Tableau VI. Effet des traitements comparativement a 1’état basal sur les

niveaux d’ARNm codant pour le CYP27A41.

Traitements 1,25(OH),D; ALC PCN
2 +/+
s VDR - - -
g
5
Z
ot
L -+ - - -
A VDR
A VDR . . -
S 169%
s
g
& VDR - - -

Seuls les pourcentages d’augmentation ou de diminution significatifs ont été
indiqués et ceux-ci sont accompagnés du symbole "*" selon le degré de signification

statistique (*p <0,05).

-Animaux VDR™

Aucun effet de la carence en vitamine D n’a été observé chez I’animal VDR™".
. Effet du génotype

A D’état basal, aucun effet du génotype n’a été observé chez les animaux soumis
a une diéte normale. Par contre, la diéte carencée en vitamine D induit un effet
du génotype résultant en des niveaux d’ARNm codant pour le PXR plus bas chez
les animaux VDR™ (p<0,05) Chez les animaux nourris a la diéte normale,
I’exposition a ’ALC entraine une différence significative entre les groupes
VDR et VDR, ces derniers montrant des niveaux d’ARNm codant pour le
PXR significativement plus élevés. Chez les animaux carencés, une baisse

. . . s . /- 1z . . < I \
significative liée au génotype VDR™ a été observée suite a ’exposition a la
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1,25(OH),D; (p <0,001) et a ’ALC (p <0,05), alors que le a PCN induit une
différence semblable mais qui n’a pas atteint un niveau statistiquement

significatif.

C. Effet des traitements

Comme I’illustrent la figure 8 et le tableau VII, les niveaux d’ARNm du géne
codant pour le PXR sont peu affectés par les traitements. En effet, seul le PCN
augmente ces niveaux d’ARNm et ce, uniquement chez 1’animal VDR soumis

a la diéte carencée.

Tableau VII. Effet des traitements comparativement a 1’état basal sur les

niveaux d’ARNm codant pour le PXR.

Traitements 1,25(OH),D; ALC PCN

= /

8 VDR - - -

g

Q
Z.
]
2 -
A VDR - - -

. +/+
a VDR - - -

<
Q
L
2 VDR i i .
A 149%

Seuls les pourcentages d’augmentation ou de diminution significatifs ont été
indiqués et ceux-ci sont accompagnés du symbole "*" selon le degré de signification

statistique (*p <0,05).
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Figure 8. Niveaux d’ARNm a I’état d’équilibre du géne codant pour le PXR a I’état basal
et aprés exposition aux différents traitements (1,25(OH);D3;, ALC et PCN) chez les
quatre groupes d’animaux selon le génotype et selon la diéte. Les significations entre les
groupes sont indiquées sur la figure selon la méthode décrite dans la section «Analyses
statistiques» du chapitre précédent. L’effet du génotype, de la diéte et du traitement

sont :

A Détat basal: ANOVA : N.S.

1,25(0OH);D; : ANOVA: p<0,01; effet de la di¢te: p<0,01; effet du génotype :
p<0,05 ; interaction diéte-génotype : p<0,005 .

ALC: ANOVA: p<0,005; effet de la diéte: p<0,05; interaction diéte-génotype :
p<0,005 .

PCN : ANOVA : p<0,005; effet de la diete : p<0,005 ; interaction diéte-génotype :
p<0,05

Les différences dues a la diete chez les animaux d’un méme génotype sont illustrées par
le symbole "*" (*p <0,05; **p <0,005; ***p<0,0005). Les nombres d'animaux a 1’état
basal sont les suivants: VDR™" diéte normale (n=13); VDR™"* di¢te Ca-D- (n=5); VDR™
diéte normale (n=7); VDR™" diéte Ca-D- (n=4). Les nombres d'animaux aprés traitement
sont les suivants: VDR diéte normale (n=5); VDR'* diéte Ca-D- (n=5); VDR~ diéte
normale (n=5); VDR diéte Ca-D- (n=2).
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12. DISCUSSION

Cette étude avait pour but d’évaluer les différences dans la réponse de quatre génes (les
cytochromes P450 3411, 2B10, 2741 et le PXR) a trois composés (la 1,25(OH),Ds,
I’ALC et le PCN) pouvant modifier leur expression génique. De plus, elle a été réalisée

chez des souris présentant un génotype VDR

ou VDR ainsi qu’en présence d’un
statut nutritionnel normal ou carencé en vitamine D. Le calcium ionisé, la 25(OH)D; et
la 1,25(0OH),;D5 sériques, qui sont des marqueurs de I’état nutritionnel ou endocrinien en
vitamine D, se sont montrés sensibles a la carence en vitamine D, alors que la 25(0OH)Ds
et la 1,25(OH),;D; se sont également montrées sensibles au génotype. Ces résultats
confirment [’atteinte de la carence en vitamine D chez les animaux et illustrent ’effet du

génotype VDR™ sur les métabolites circulants de la vitamine D.

Les résultats de 1’étude réalisée indiquent que la réponse des cytochromes P450 et donc
la capacité de détoxication et de cytoprotection du foie peuvent étre influencées par
Pintégrité du systéme de la vitamine D. Nos résultats montrent que, tant la carence en
vitamine D que la fonctionnalité du VDR sur les niveaux d’ARNm des génes codant
pour les CYPs évalués et le PXR sont influencées par ces deux conditions. Nous
pouvons de ce fait postuler que la fonction de cytoprotection du foie pourrait étre

affectée lorsque des altérations sont observées dans la transcription de ces génes.

Nos travaux ont mis en évidence des variations entre les différents groupes d’animaux
dans les niveaux basals d’ARNm du géne codant pour le CYP2B10. En effet, bien
qu’une baisse significative, comparativement au groupe témoin, ait été observée chez les
animaux VDR nourris avec une diéte normale, ¢’est chez les animaux VDR carencés
en vitamine D que la différence la plus frappante a été observée. Cette forte baisse du
niveau basal semble en accord avec ce qui a été rapporté dans la littérature, en particulier
par Drocourt et coll. (132), qui ont montré que la 1,25(0H),D; induit, bien que
faiblement, le CYP2B6 dans des lignées primaires d’hépatocytes humains. La carence en
vitamine D semble donc abolir cette induction basale du CYP2B10, un homologue

murin du CYP2B6. Une telle baisse, quoique moins importante, a été observée dans les
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niveaux d’ARNm du géne codant pour le CYP3411 chez les animaux VDR"* carencés

en vitamine D.

Les données obtenues suite aux traitements des animaux avec des composés métabolisés
par les cytochromes P450 ont ensuite permis d’évaluer I’intensité de la réponse en
fonction du statut nutritionnel ou de la fonctionnalit¢ du VDR. Elles ont permis de
déterminer dans quelle mesure un déréglement du systéme de la vitamine D pouvait

affecter la réponse de 1’organisme envers des composés potentiellement toxiques.

L’un des composés évalué, le PCN, est un inducteur bien connu des génes de la famille
de cytochromes P450 CYP3A. Ses effets ont notamment été documentés dans le foie et
intestin des rongeurs, de méme que dans les hépatocytes en culture (104, 159).
L’induction PXR-dépendante des CYP3A, voie notamment induite par le PCN, peut
protéger contre la toxicité de certains xénobiotiques en accélérant leur métabolisme
(131). Nos résultats confirment le potentiel inducteur du PCN sur les niveaux d’ARNm
du gene codant pour le CYP3411. En effet, nous avons noté une forte induction chez les
quatre groupes d’animaux. Nos travaux illustrent que le PCN demeure un fort inducteur
du CYP3A11 et que ni la carence ni le génotype ne perturbent cette induction, illustrant
ainsi que ce composé garde tout son effet protecteur contre des effets d'agents

cytotoxiques.

La capacit¢ du PCN a induire le CYP2BI0 a également déja été rapportée par
Jarukamjorn et coll. (160). Nos travaux montrent une trés forte induction chez les souris
VDR™ en état de carence seulement. Contrairement aux résultats obtenus par
Jarukamjorn et coll., nous n’avons pas observé cette induction chez les animaux VDR"™*
nourris a la diéte normale. Ceux-ci avaient effectué I’expérience dans des conditions
semblables aux nétres, a I’exception de la dose utilisée (0,1 mg/g/jour) qui était plus
faible que la nétre (7,5 mg/jour, correspondant a 0,3 mg/g/jour en moyenne). Le PCN,
de plus, était administré par voie sous-cutanée plut6t que par gavage. La divergence des
résultats pourrait s’expliquer par la différence des voies d’administration, qui peuvent

influencer les concentrations sanguines et tissulaires du produit.
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Par ailleurs, Drocourt et coll. (132) rapportent que I’activation du CYP2B6 par la
1,25(0OH);D3 se fait par l'intermédiaire de la liaison du VDR (sous forme
d’hétérodimere avec le RXR) a deux motifs DR4 (PXR/CAR responsive elements)
présents dans le promoteur du géne codant pour le CYP2B6. Cette activation induit
probablement un certain niveau basal de CYP2B6 dans I’hépatocyte. Or, il avait
auparavant ét¢ montré que le CYP2B6 est induit par la liaison du PXR et du CAR via
ces mémes éléments de réponse DR4 et, de surcroit, que ces deux motifs sont
nécessaires pour une réponse maximale & certains produits comme le phénobarbital
(138, 161). 1l est ainsi possible que I’activation du CYP2B10 par ’ALC et le PCN se
fasse, via le PXR, par liaison sur ces éléments de réponse DR4 et avec une affinité
différente de celle du VDR pour ces motifs. En outre, il est probable que les mécanismes
mis en jeu lors de l'activation de la transcription par le VDR et par le PXR/CAR soient
différents, notamment en ce qui concerne le recrutement des coactivateurs, qui
pourraient étre différents, expliquant ainsi les différences dans les niveaux d'induction
produits par les différents récepteurs. L’importante induction que nous semblons
observer chez les animaux VDR™" carencés suite au traitement  la 1,25(0OH;)Ds;, ’ALC
et le PCN pourrait donc s’expliquer par le fait qu’en état de carence en vitamine D, la
quantité de VDR activé par la 1,25(OH,)D; se trouve grandement diminuée, réduisant
ainsi la compétition entre le VDR et le PXR pour la liaison des éléments DR4. 11 y aurait
donc une libération des deux sites DR4, laissant libre place & une réponse optimale via le
PXR. De plus, comme I’activation par le VDR et le PXR est dépendante de leur
hétérodimérisation avec le RXR, la compétition pour le RXR se trouve sans doute

réduite en cas de carence en vitamine D.

En outre, Pascussi et coll. (162) ont montré que des agonistes du PXR comme le PCN
étaient capables d’induire, via ce récepteur, 1’expression de la 24-hydroxylase, ’enzyme
majeure du catabolisme de la vitamine D. Cette induction est rendue possible par la
capacité du PXR de lier et transactiver les deux VDRE proximaux du promoteur du
CYP24 et pourrait accentuer I’effet de la carence sur la potentialisation de la réponse

suite aux traitements a ’ALC et au PCN.
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L’ALC, autre composé évalué, est un acide biliaire secondaire hautement toxique dont
I’intérét majeur réside dans sa possible capacité d’interaction avec le VDR. En effet,
Makishima et coll. (68) ont publié en 2002 une importante étude étendant le réle du
VDR a celui d’un récepteur orphelin. Cette équipe a montré que I’ALC et ses
métabolites étaient des ligands du VDR dans D’intestin et que cette association,
indépendante de la 1,25(0OH,)D3; ou du PXR, menait & I’induction des CYP3A (68).
Cependant, la liaison de ’ALC ou de ses métabolites au VDR et une éventuelle
induction des CYP3A n’a jamais ét¢ montrée dans le foie. Nos résultats portant sur les
niveaux observés d’ARNm du géne codant pour le CYP3411 suite au traitement a I’ ALC
n’ont montré aucune induction du géne et ce, indépendamment du groupe d’animaux.
Nous avons méme observé une légeére baisse d’expression chez les animaux normaux. Il
semble que la sensibilité des cellules hépatiques a 'ALC soit moindre que celle observée
dans les cellules intestinales. Cette différence de sensibilité 4 I’ALC entre les
hépatocytes et les entérocytes pourrait provenir de différences dans le transport
membranaire de I’ALC et dans sa demi-vie selon le type cellulaire. Il est également
possible que la voie préférentielle de transduction du signal varie en fonction de
I’abondance relative du VDR dans chaque type cellulaire. En effet, ’intestin est un des
organes renfermant la plus grande quantité de VDR, contrairement au foie, dont
I’abondance varie selon le type cellulaire (163). Il est connu que dans le foie de rat méle,
la densité du VDR est 1300 fois inférieure a celle retrouvée dans I’intestin (163). 11
semble donc, du moins a la dose évaluée, que ce soit le PXR plutdt que le VDR qui soit
majoritairement impliqué dans les mécanismes hépatiques de détoxication des acides
biliaires via la voie des CYP3A. Etant donné la faible quantité de VDR dans le foie, la
compétition pour les ligands entre VDR et le PXR est probablement a 1’avantage de ce
dernier. Pour l’instant, nos résultats ne semblent pas confirmer 1’hypothése selon
laquelle le VDR hépatique jouerait un réle de médiateur des acides biliaires et serait
ainsi impliqué dans la cytoprotection contre la toxicité de I’ALC via I’induction du
CYP3All.

Parall¢lement, une étude récente de McCarthy et coll. (164) portant sur la régulation de

I’expression de la protéine Mrp3 (multidrug resistance-associated protein) semble
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confirmer ces résultats (164). Mrp3, également connue sous le nom de Abcc3, est un
transporteur multispécifique d’anions capable de transporter plusieurs acides biliaires
conjugués et non-conjugués. Cette protéine semble jouer un rdle de détoxication des
acides biliaires et son expression est augmentée dans des conditions pathologiques telle
que la cholestase intrahépatique (164). Les résultats de McCarthy et coll. (164) montrent
que le promoteur de Mrp3 est activé par la vitamine Ds et les acides biliaires secondaires
de fagon VDR-dépendante dans le colon chez la souris. Cependant, cette induction de
Mrp3 par ’ALC et la 1,25(OH),D; ne fut pas observée par cette équipe dans le foie
(164). Ces résultats semblent, comme les nétres, exclure le réle du VDR dans la réponse

hépatique aux acides biliaires.

Par ailleurs, en plus de I’ALC, la 1,25(OH);D3 a également été identifiée comme
inducteur du CYP3A11. Plusieurs équipes ont en effet observé cet effet inducteur chez
des lignées cellulaires de carcinome du colon (Caco-2) et d’intestin humain (LS180)
(165, 166). Cette induction a également été rapportée avec des cellules HepG2, une
lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain, et chez des hépatocytes humains normaux
(132, 167). Drocourt et coll. (132) ont montré que le VDR était capable de lier et de
transactiver différents motifs reconnus par le PXR et CAR sur le promoteur de plusieurs
génes de CYPs dont le CYP3A4, suggérant ainsi que la 1,25(OH;)D; peut induire le
CYP3A4 via le VDR. IIs ont, en outre, noté une légere induction du CYP2B6 par la
1,25(0OH),D; tel que mentionné plus haut. Dans ces conditions, il apparait normal de ne
pas voir d'effet de la 1,25(OH),D; sur I'induction du CYP3A411 hépatique chez nos souris
VDR™, puisquun récepteur fonctionnel est obligatoire pour obtenir une réponse
adéquate de la cellule exposée a la 1,25(OH),;D;. Cependant, 1’observation illustrant que
les animaux VDR™* n’ont pas répondu au traitement est quelque peu surprenant,
puisqu’ils possédent un VDR fonctionnel. Il est possible qu’une dose plus élevée de
1,25(OH),;D3; ou un délai plus long avant le sacrifice auraient été nécessaires pour
observer une induction. A cet égard, Drocourt et coll. (132) avaient obtenu leurs
résultats aprés une incubation en présence de 1,25(OH),D; de 24 heures, soit quatre fois
la durée du traitement que nous avons effectué. Du c6té des animaux carencés, une autre

explication possible réside dans le fait que, chez 1’humain, la 1,25(OH),D3; augmente la
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quantit¢ de VDR en bloquant la voie de dégradation du récepteur médiée par
I’ubiquitine/protéasome (168). Si tel est le cas chez la souris, il est légitime de croire que
la condition prolongée de carence en vitamine D de ces animaux nuit & la fonction de
blocage de la voie de dégradation du récepteur. Par conséquent, la diminution de la
quantité de VDR pourrait étre a I’origine d’une certaine résistance au traitement aigu de
1,25(0OHz)D;. La comparaison, par des analyses immunohistochimiques ou des
immunobuvardage de type western, de la quantité de VDR hépatique présente chez les
animaux soumis & une di¢te normale et les animaux carencés permettrait d’apporter une

réponse a cette hypothése.

L’hypothése de la durée insuffisante du traitement pourrait expliquer que nous n’avons
observé aucune induction du CYP2B10 chez les animaux VDR nourris a la diéte
normale. Par contre, les animaux VDR""* carencés ont fortement répondu au traitement,
ce qui laisse croire que le géne codant pour le CYP2BI10 est plus sensible aux effets
inducteurs de la 1,25(OH;)D3 que le CYP3A11 chez ces animaux. D’autre part, il est
surprenant de constater que les animaux VDR soumis a la diéte normale ont répondu a
la 1,25(OH),D3 malgré le fait qu’ils possédent un récepteur VDR non fonctionnel. Ce
résultat suggere qu’il est possible que cette hormone puisse étre un ligand pour un autre
récepteur comme le CAR, un récepteur orphelin qui est fortement exprimé dans le foie et
souvent impliqué dans I’activation transcriptionnelle du CYP2B6 et du CYP344 (115).
Ce rdle de récepteur alternatif n’est probablement pas attribuable au PXR qui, malgré sa
grande homologie de séquence avec le VDR concernant le domaine de liaison 4 ’ADN
(63%), ne présente que 37% d’homologie dans le domaine de liaison au ligand (115). De
plus, son réle de médiateur des effets de la vitamine D; semble exclu car 1) chez
I'humain, le PXR n’est pas activé par la vitamine D et ses dérivés hydroxylés et 2) son
expression n’est pas augmentée par ces composés (115,132). L’existence d’un autre
récepteur capable de lier la 1,25(0OH,)D; pourrait expliquer pourquoi les animaux VDR
n’ont pas montré une sensibilit¢ aux traitements comparable a celle des animaux
carencés contrairement & ce que I’on pourrait avancer selon le modéle de compétition
entre VDR et PXR/CAR que nous proposons. En effet, la liaison de la 1,25(0H;)D3 4 un

autre récepteur pourrait impliquer une compétition avec le PXR pour les sites de liaison
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qui soit VDR-indépendante. Ce résultat suggére qu’il pourrait étre pertinent, dans des
perspectives futures, d’envisager |’existence d’actions VDR-indépendantes de la
1,25(OH,)D; et, par conséquent, d’un autre récepteur capable de lier 1’hormone,

notamment par I’utilisation de tests de liaison et d’affinité avec les candidats potentiels.

De fagon complémentaire a I’étude du CYP3A11 et du CYP2B10, nous avons évalué les
niveaux d’ARNm du géne codant pour le PXR. Ceux-ci se sont révélés quasi
indépendants du traitement utilisé, avec pour seule réponse une faible diminution
d’expression chez les VDR nourris 4 la diéte normale. Cela permet de croire que les
inductions observées pour le CYP3411 et le CYP2BI10 causées par les inducteurs
agissant via le PXR, comme le PCN, ne sont pas attribuables a une augmentation de la
quantité de ce récepteur suite au traitement, mais seulement a son activation. Le patron
des niveaux d’ARNm pour I’ensemble des groupes d’animaux est demeuré relativement
constant, malgré de légéres fluctuations qui ont influencé la signification statistique des
différences inter-groupes. Malgré que les différences ne soient pas toujours
significatives, il semble que les animaux VDR carencés ont tendance a présenter un
niveau d’expression plus élevé du PXR, ce qui pourrait expliquer en partie

I’hypersensibilité de ce groupe au PCN observée dans le cas de 1’expression génique du
CYP3A411 et du CYP2BI10.

Finalement, 1’é¢tude des niveaux d’ARNm du geéne codant pour le CYP2741 avait pour
but d’évaluer si la diéte carencée, 1’inactivation du VDR ou le traitement a ’un ou
lautre des inducteurs affectait le métabolisme de la vitamine D chez la souris. Nos
résultats semblent montrer que ce dernier dépend peu du statut nutritionnel en vitamine
D ou de la fonctionnalité du récepteur, tel que confirmé par 1’absence d’effet significatif
observé a I’état basal. Les traitements sont quant a eux restés sans effet, a I’exception de
la baisse des niveaux d’ARNm provoquée par la 1,25(OH),D; chez les VDR carencés.
Le métabolisme de la vitamine D, du moins a I’étape de la 25-hydroxylation, ne semble

donc presque pas affecté par les inducteurs enzymatiques évalués.
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13. CONCLUSION

Cette étude avait pour but d’analyser I’importance du systéme endocrinien de la
vitamine D en étudiant l'effet du statut nutritionnel en D ou de I’inactivation du VDR sur
Pexpression génique hépatique de deux cytochromes P450 majeurs impliqués dans la
détoxication et la cytoprotection, sur le métabolisme de la vitamine Ds, et sur
I’expression d’un récepteur nucléaire jouant un role majeur dans la biotransformation.
Nos résultats montrent que I’influence de la diéte carencée en vitamine D et en calcium
se reflete fortement sur I’expression des cytochromes hépatiques impliqués dans la
détoxifixation et la cytoprotection. Bien qu’un effet du génotype ait été souvent présent
chez les animaux nourris a la diéte normale, les animaux VDR™" se sont montrés moins

sensibles aux traitements que les animaux VDR**

carencés. D’une facon générale, nos
résultats semblent confirmer I’hypothése selon laquelle le systéme de la vitamine D est
un élément clé de la fonction de détoxication et de cytoprotection du foie dont la
dysfonction est susceptible d’accroitre la sensibilité de 1’organisme aux effets nocifs de
certains xénobiotiques ou endobiotiques. Toutefois, 'élément clé du systéme de la
vitamine D dans ce processus serait plutot le statut hormonal en D que la présence
fonctionnelle du récepteur a la vitamine D. En effet, la carence semble accroitre la
vulnérabilité aux agents toxiques et provoque des déréglements dans ’expression des
enzymes impliquées dans la biotransformation, laissant entrevoir des problémes liés au
métabolisme des médicaments. Nous avons proposé que I’explication de ce phénoméne
pourrait résider dans une compétition du VDR et du PXR pour la liaison aux éléments de
réponse des génes cibles et, possiblement, pour I’hétérodimérisation avec le RXR. A
I’opposé, la non-fonctionnalité du récepteur a la vitamine D semble avoir un impact
mineur sur ces mécanismes. De méme, nos résultats ne supportent pas le role de
médiateur des acides biliaires du VDR hépatique. L’ensemble de ces résultats permet de
mieux comprendre ’importance du systéme endocrinien de la vitamine D sur les
fonctions de détoxication et de cytoprotection du foie. Notre contribution a I’analyse des

perturbations métaboliques engendrées par la carence en vitamine D permettra peut-étre

une meilleure compréhension de ses conséquences chez les personnes atteintes.
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Les fortes inductions observées dans I’expression génique du CYP3A411 et du CYP2BI0
de méme que le faible niveau d’expression basale du CYP2BI0 chez les animaux
VDR carencés en vitamine D peuvent étre considérées comme des indicateurs d’une
hypersensibilité aux effets nocifs des produits évalués. Etendus a I’humain, ces résultats
permettent de croire que les patients souffrant d’hypovitaminose D auront une capacité
de biotransformation altérée. A D’état basal, on peut entrevoir une diminution de
I’efficacité de biotransformation causée par une expression anormalement basse de
CYP2BI10. En cas de prise de plusieurs médicaments, les fortes inductions des CYPs que
nous avons observées permettent d’appréhender d’importantes interactions entre les
médicaments, notamment lorsque des substances inductrices sont administrées avec des
médicaments normalement métabolisés par ces CYPs. En effet, les interactions associées
a la prise simultanée de plusieurs médicaments et associées aux enzymes P450 sont
parmi les plus importants facteurs a I’origine des graves effets secondaires chez
I’homme (169). Parallélement, I’interférence entre le PXR et le VDR illustre un des
effets indésirables des xénobiotiques qui, en augmentant le métabolisme ou Ie
catabolisme d’un composé endobiotique, comme la 1,25(OH),Ds, peuvent perturber le

systéme endocrinien.

A I’opposé, les patients présentant un rachitisme résistant a la 1,25(OH),D;, attribué a
des mutations du géne du VDR causant son inactivation, seraient probablement moins
affectés dans leurs capacités de biotransformation. De plus, nos résultats ne laissent pas
entrevoir de conséquences négatives majeures de cet état sur la détoxication des acides
biliaires par le foie. Cependant, comme il a été démontré que ce mécanisme de
détoxication VDR-dépendant était fonctionnel dans I’intestin et dans le colon, ces
patients seront probablement malgré tout enclins a souffrir de problémes reliés a
I’accumulation d’acides biliaires secondaires toxiques, allant de la cholestase hépatique

au cancer du colon.
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