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Résumé

Chez I'homme, les infections bactériennes et virales, de méme qu’une immuno-
stimulation induite par certains vaccins (antigrippal, BCG), diminuent la clairance de
médicaments tels que I’antipyrine et la théophylline, secondairement a la réduction de
I"activité des isoformes du cytochrome P450 hépatique. Chez I’animal in vivo, il a été
rapporté que 48 heures aprés la production d’une réaction inflammatoire aigué (RIA)
par Dinjection s.c. de térébenthine, ’inflammation diminue la vitesse de la
biotransformation de la théophylline. De plus, in vitro, le sérum d’animaux avec une
RIA (Swrra) réduit la quantité et I’activité du P450 et accroit la peroxydation lipidique
dans les hépatocytes de lapins avec une RIA (Hwgra). /7 vivo, ’administration i.v. du
21-aminostéroide U74389G prévient totalement la répression du cytochrome P450

hépatique et I’augmentation de la peroxydation hépatique provoquées par la RIA.

L’objectif de ce projet était d’¢tudier les mécanismes sous-jacents a la prévention par
I’aminostéroide U74389G de la diminution de I’expression et de I’activité de certaines

1soformes du cytochrome P450 lors d’une RIA.

Le protocole expérimental incluait 4 groupes de lapins, le premier groupe était le
groupe témoin. Le deuxiéme groupe de lapins a regu 3 mg/kg du U74389G par voie
intraveineuse chaque 12 heures sur une période de 72 heures. Le troisiéme groupe de
lapins a regu de la térébenthine pour déclencher une RIA. Finalement, le quatriéme
groupe de lapins a regu de la térébenthine et en méme temps du U74389G chaque 12
heures pendant 72 heures. Le foie des lapins a été isolé 48 heures aprés I'induction de

la réaction inflammatoire. /n vitro, les Hinria ont été incubés avec le sérum des lapins



des quatres groupes précédents en présence et en absence du U74389G et nous avons
évalué ’effet de ces conditions expérimentales sur Iactivité et la quantité de plusieurs

1soformes du cytochrome P450 et la peroxydation des lipides.

Les résultats montrent que in vivo, la RIA diminue Pactivité et 1’expression des
isoformes CYP1A1, CYP1A2 et CYP3A6. Cependant, lorsque les lapins regoivent le
U74389G, "activité et la quantité des isoformes 1A1 et 1A2 ne sont pas modifiées par
la RIA tandis que la quantité de CYP3A6 est augmentée significativement. /n vitro,
I’incubation de Spypa avec des Hipra pendant 4 ou 24 h produit une baisse d’activité
des CYP1ALI et 1A2 sans modification de leurs expressions. Toutefois, lorsque le
Smrra provient de lapins ayant recu du U74389G, l'incubation avec des Huypra
pendant 4 ou 24 h ne diminue pas Iactivité de CYP1A1 et 1A2. De méme, lorsque du
Smrra est incubé pendant 4 ou 24 h avec les Hrra de lapins ayant requ du U74389G,

I"activité des CYP1AT1 et 1A2 n’est pas diminuée.

In vivo, la RIA augmente la peroxydation des lipides intrahépatiques et
I’administration du U74389G prévient I’augmentation de MDA induite par la RIA. /n
vitro, le Siria @ augmenté la peroxydation des lipides dans les Heonr et dans les
Hmrra; toutefois, cette hausse de peroxydation était totalement absente lorsque le
Smerra provenait de lapins ayant regu du U74389G. Par ailleurs, le Spypa n'a pas
augmenté la concentration de MDA dans les Heonr de lapins prétraités avec le
U74389G; cependant, le Spyra @ augmenté la concentration de MDA dans des Hirra

d’animaux ayant regu du U74389G, mais lorsque le Sppra provenait de lapins ayant



regu du U74389G, la concentration de MDA n’a pas augmenté dans le Hnpra de

lapins traités avec le U74389G.

En conclusion, les résultats de cette étude démontrent que le prétraitement des lapins
avec du U74389G prévient I'inactivation et la répression du P450 hépatique par un
mécanisme mixte: il inhibe la production de médiateurs sériques pro-inflammatoires et
il exerce un effet protecteur dans les hépatocytes en interférant avec les voies de
signalisations intracellulaires menant a I’inactivation/répression du P450. Enfin, nos

résultats indiquent que le U74389G est un inducteur puissant du CYP3A6 hépatique.

MOTS CLES : INFLAMMATION, U74389G, 21-AMINOSTEROIDE,

CYTOCHROME P450, LAPIN.
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Résumé

In the rabbit, the 21-aminosteroid U74389G prevents cytochrome P450 (P450) down-
regulation produced by a turpentine-induced acute inflammatory reaction (TIAR). To
investigate the mechanism of action of U74389G, rabbits were segregated in four
experimental groups, controls, rabbits receiving U74389G (3 mg/kg i.v. every 12 h,
for 72 h), and the last two groups with TIAR (5 ml s.c.) without or with U74389G (3
mg/kg i.v. every 12 h, for 72 h). Hepatocytes were isolated 48 h later and incubated
for 4 or 24 h with the serum of the rabbits. The amount and activity of CYP1AlL,
CYP1A2 and 3A6, and lipid peroxidation were estimated. TIAR diminished (p<0.05)
the metabolism of theophylline because of a reduction in CYP1A1 and 1A2 amounts,
and malondialdehyde (MDA) was increased (p<0.05). U74389G prevented the
increase in MDA as well as the decrease in CYP1A1 and 1A2 amounts and activity,
and increased CYP3A6 expression by 40%. Compared with serum from control
rabbits (RScont), incubation of serum from rabbits with TIAR (RSpwrra) for 4 h with
hepatocytes from rabbits with TIAR (Hwria) reduced the output of theophylline
metabolites by approximately 25% (p<0.05) and increased MDA. Although, the serum
from rabbits treated with U74389G (RSprra+u743s9G) When incubated with Higia
failed to reduce theophylline metabolism or to increase MDA. Moreover, in
Hinrra+u743890, RSivera did not decrease theophylline metabolites but increased MDA.
In conclusion, U74389G prevents TIAR P450 down-regulation and decrease in
activity by hindering the release of serum mediators and by averting intracellular
events rather then acting as an antioxidant.

Key words: cytochrome P450, aminosteroid U74389G, down-regulation,

inflammation, turpentine, hepatocytes, rabbits.
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INTRODUCTION

Chez I’homme, certaines conditions physiopathologiques comme la maladie
pulmonaire obstructive chronique ou encore une réaction inflammatoire infectieuse ou
non-infectieuse peuvent réduire la clairance de médicaments tels que la théophylline.
La réduction de la clairance des médicaments peut conduire a une augmentation de
I’incidence de la toxicité et compromettre la vie des patients. Donc, il devient
important de connaitre les mécanismes qui sous-tendent la diminution du métabolisme
des médicaments dans des conditions pathologiques évoluant avec une réaction
inflammatoire pour éviter les effets adverses et améliorer la pharmacothérapie chez les

patients.

La diminution de la clairance de la théophylline lors d’une réaction inflammatoire
résulte d’une diminution de I’activité et de la quantité du cytochrome P450 hépatique.
Plusieurs études ont montré que les cytokines produites lors d’une réaction
inflammatoire sont les principaux médiateurs responsables de la dépression du P450
hépatique. Par ailleurs, la réaction inflammatoire aigué induite par la térébenthine peut
entrainer la production de substances oxygénées réactives (SOR) possiblement

responsables de I’inactivation du P450 hépatique.

Les 21-aminostéroides ou lazaroides sont des dérivés de corticostéroides qui possedent
des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Il a ét€ démontré que in vivo,
I’administration du lazaroide U74389G prévient complétement la dépression du P450

provoquée par une réaction inflammatoire aigu€. Considérant cette constatation, nous



nous sommes donné comme objectif de mettre en évidence le mécanisme d’action du
U74389G dans la prévention de la dépression du P450 lors d’une réaction

inflammatoire aigué induite par I’injection sous-cutanée de térébenthine au lapin.

Dans I’Introduction nous allons réviser les mécanismes de biotransformation des
médicaments, ’effet d’une réaction inflammatoire sur le cytochrome P450 ainsi que

les propriétés des 21-aminostéroides.



1. Généralités sur la biotransformation des médicaments

L’organisme humain est exposé quotidiennement a une variété de substances
étrangeres appelées xénobiotiques, substances absorbées par le poumon ou la peau ou
ingérées avec 1’alimentation ou encore, consommées comme médicaments dans un but
thérapeutique. Les médicaments et xénobiotiques qui pénétrent dans 1’organisme
doivent étre biotransformés afin d’augmenter leur hydrosolubilité, réaction qui
implique de nombreux mécanismes qui facilitent leur élimination (Katzung, 2001).
C’est le caractere lipophile des médicaments qui permet leur passage a travers les
membranes biologiques et ’accés a leurs sites d’action. L’excrétion rénale des
médicaments lipophiles joue un rdle plutét modeste dans 1’élimination globale de ces
substances. Ceci est dii au fait que ces composés une fois filtrés a travers le glomérule
rénal sont réabsorbés & travers les membranes tubulaires. La biotransformation ou le
métabolisme des médicaments et des xénobiotiques en composés plus hydrophiles est
donc essentiel pour permettre leur élimination de I’organisme. En général, les
médicaments et les xénobiotiques lipophiles sont transformés en substances plus
polaires et par conséquent, plus facilement excrétables par 1’organisme (Goodman et

Gillman, 1996).

Les médicaments ayant subis des réactions métaboliques sont souvent moins actifs que
la substance-mere et peuvent méme étre inactif. Par contre, dans certains cas, on peut
assister a la génération de métabolites qui ont une plus grande activité ou qui
possedent des propriétés toxiques comme la cytotoxicité, la mutagénicité, la

tératogénicité et la carcinogénicité. D’autre part, la synthése de substrats endogenes



tels que les hormones stéroidiennes, le cholestérol et les acides biliaires implique des
voies enzymatiques métaboliques communes au métabolisme des xénobiotiques

(Katzung, 2001).

1.1. Sites de biotransformation des médicaments

La transformation métabolique des médicaments est généralement de nature
enzymatique. Les systémes enzymatiques impliqués dans la biotransformation des
médicaments sont principalement situés au niveau du foie, bien que d’autres organes
comme le rein, le tractus gastro-intestinal, la peau et le poumon possédent aussi une
capacité métabolique significative. La plupart des enzymes qui catalysent la
biotransformation des médicaments est située au niveau du réticulum endoplasmique
et du cytosol des cellules hépatiques. Pendant I’homogénéisation et la centrifugation
différentielle des cellules, le réticulum endoplasmique est fragmenté et forme des
microvésicules appellées communément des ‘microsomes’. Les enzymes
microsomiales incluent le cytochrome P450, la majorité des oxydases, des réductases

de composés nitrés et des glucuronyl-transférases (Goodman et Gillman, 1996).

1.2. Réactions de phase I et réactions de phase I1

On peut classifier les réactions de biotransformation des médicaments en deux
catégories:

1) les réactions non-synthétiques ou de phase I

2) les réaction de synthese (conjugaison) ou de phase II.



Les réactions de phase I introduisent ou exposent un groupement fonctionnel sur la
substance-mere et génerent des métabolites qui sont souvent pharmacologiquement
actifs. Ces réactions peuvent précéder ou pas les réactions de phase II. Il s’agit de
réactions d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse. Les enzymes impliquées dans ces

réactions sont principalement localisées dans le réticulum endoplasmique.

Les réactions de phase II (ou de conjugaison) conduisent a la formation d’un lien
covalent entre un groupement fonctionnel sur la molécule médicamenteuse et une
substance endogéne telle que I’acide glucuronique, le sulfate, le glutathion, certains
acides aminés comme la glycine ou l’acétate. Les conjugués sont des molécules
polaires généralement inactives et rapidement excrétées dans 1’urine ou la bile.
Contrairement aux enzymes de la phase I, les enzymes de la phase II se trouvent libres

dans le cytosol (Goodman et Gillman, 1996).

1.3. Cytochrome P450

Le cytochrome P450 est une superfamille d’enzymes microsomiales retrouvée chez les
procaryotes et les eucaryotes. L’ensemble du cytochrome P450 comprend une
hémoprotéine hydrophobe et un systéme de support qui fournit les électrons donnés
par le NADPH via la flavoprotéine NADPH-cytochrome P450 réductase. Les enzymes
cytochrome P450-dépendantes sont localisées dans le réticulum endoplasmique de
plusieurs tissus. Elles constituent les principales enzymes du ‘systéeme de
monooxygénases a fonction mixte’. La fonction importante de ces enzymes consiste a

catalyser une réaction de monooxygénation pour rendre les substrats lipophiles plus



hydrophiles en introduisant un atome d’oxygéne dans la molécule du substrat. Bien
que le réle commun principal de ces enzymes soit de favoriser I’élimination des
xénobiotiques (ou des médicaments), il arrive fréquemment que ces enzymes donnent
naissance a des intermédiaires réactifs ou des radicaux libres capables d’entrainer de la

toxicité (Guengerich, 1992).

C’est en 1958 que Garfinkel a pu détecter la liaison d’un pigment des microsomes de
foie au monoxyde de carbone (CO) en présence de dithionite. Le complexe montrait
une absorption spectrophotométrique maximale a 450 nm, d’ou le terme P450
(Garfinkel, 1958). Cependant, ce n’est qu’en 1964 que la nature hémoprotéique du
complexe, ¢’est-a-dire du cytochrome P450, fut découverte par Omura et Sato (Omura
et Sato, 1964). Chez les mammiferes, ces enzymes sont retrouvées dans presque tous
les tissus, mais elles sont plus abondantes au niveau du foie. Les enzymes du P450
comprennent une large superfamille de protéines dont la biosynthése est controlée par
une superfamille de génes. La superfamille des enzymes du cytochrome P450 est, par
commodité, abrégée sous forme de P450 et elles ont été regroupées en différentes
familles selon le degré d’homologie de la séquence d’acides aminés de ces protéines.
Les enzymes ayant >40% d’homologie dans leur séquence d’acides aminés sont
classées en familles et identifi€es par un chiffre arabe, par exemple, CYP1. Chaque
famille est subdivisée en sous-familles d’enzymes. Les enzymes a I’intérieur d’une
sous-famille possédent >55% d’homologie de séquence et sont désignées par une

lettre majuscule, par exemple CYPIA. Finalement, un chiffre arabe est employé pour



désigner chaque enzyme individuelle a Iintérieur d’une sous-famille, comme

CYP1Al et CYP1A2 (Nebert et coll., 1989; Testa, 1995).

Les genes des familles 1, 2 et 3 du cytochrome P450 (CYP1,CYP2 et CYP3) encodent
pour les enzymes impliquées dans la biotransformation de la majorité des
médicaments, tandis que les autres familles sont importantes pour le métabolisme de
substances endogenes, telles que les hormones stéroidiennes et les acides gras. Le
CYP3A4 constitue I’isoenzyme le plus important pour la biotransformation d’un grand

nombre de médicaments (Goodman et Gillman, 1996).

1.4. Facteurs influencant la biotransformation des médicaments

Des facteurs d’ordre génétique, environnemental et physiologique sont impliqués dans
la régulation des réactions de biotransformation des médicaments. De fait, le
polymorphisme génétique des enzymes d’oxydation et de conjugaison, 1’usage
concomitant de plusieurs médicaments, I’exposition aux polluants environnementaux
et aux produits chimiques, les pathologies et 1’4ge sont des facteurs responsables de
I’altération du métabolisme des médicaments. Ces facteurs peuvent diminuer
I’efficacité, augmenter 1’effet pharmacologique ou encore accroitre la toxicité des
médicaments. Le tableau I illustre les principaux facteurs qui influencent 1’activité et

la quantité des enzymes du P450 impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques :



Tableau I

Facteurs influencant I’activité et la quantité des isoformes du cytochrome P450

1. 1a diete 1A1;1A2 ; 2E1 ; 3A4

2. la cigarette 1A1; 1A2

3. ’alcool 2E1

4. les médicaments 1A1,1A2; 2A6; 2B6; 2C ; 2D6; 3A4
5. I’'impact environnemental 1A1,1A2; 2A6; 1B ; 2E1; 3A4

6. le polymorphisme génétique 1A2; 2A6; 2C9, 2C19; 2D6

Tiré de: Rendic et Di Carlo, 1997.
N.B. les enzymes en caracteres gras sont impliquées dans le métabolisme de
nombreux médicaments.
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1.4.1. Conditions pathologiques et le cytochrome P450

La revue de la littérature indique que plusieurs états pathologiques influencent la
capacit€ métabolique d’un individu et peuvent ainsi altérer 1’élimination P450
dépendante des médicaments. Cependant, il faut noter que le métabolisme des
médicaments peut étre affecté différemment selon la pathologie en cause (Secor et
Schenker, 1987Bass et Williams, 1988; Howden et coll., 1989). Ceci peut étre
expliqué en partie par les différences qui existent dans les voies métaboliques
impliquées. De plus, le métabolisme de chaque médicament est altéré de fagon
différente par diverses pathologies (Troger et Meyer, 1995). Parmi les maladies qui
peuvent affecter la quantité et D'activité du cytochrome P450, mentionnons les
pathologies hépatiques telles que la cirrhose, ’insuffisance cardiaque, le diabéte,

I’inflammation.

Le métabolisme des médicaments au cours de maladies hépatiques peut étre influencé
par les changements histologiques (hépatite aigu€ ou chronique, cirrhose) mais aussi
par l'origine de ces dernieres (virale, toxique ou immunologique). La capacité
métabolique dépendra également de la sévérité de 1’atteinte hépatique. Les isoenzymes
du cytochrome P450 peuvent donc étre atteintes de facon différentielle lors de ces
affections (Paintaud et coll., 1996). Le mécanisme qui sous-tend la diminution de la
biotransformation induite par les maladies hépatiques est expliqué par une diminution
de la quantité des enzymes (due a une diminution du volume du foie) (Homeida et
coll., 1979) et par une diminution de I’expression des génes du P450 (George et coll.,

1995).
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Une étude réalisée par Teunissen et ses collaborateurs (1984) a montré que par rapport
aux sujets normaux, la clairance de I’antipyrine est réduite de facon marquée chez les
patients avec une cirrhose du foie. D’autres investigateurs ont rapporté que la cirrhose
hépatique exerce un effet sélectif sur 1’expression des cytochromes P450 hépatiques.
Ainsi, les CYP1A2 et CYP2E] étaient diminués dans les microsomes provenant des
patients cirrhotiques alors que ces enzymes n’étaient pas affectées par un carcinome
hépatocellulaire (Guengerich et Turvey, 1991). Quant a la quantité des CYP3A
(représentant les isoformes 3A3, 4, 5 et 7), elle n’était pas altérée significativement
méme si une tendance a la baisse était détectée lors d’une cirrhose (Murray, 1992). De
fagcon générale, la diminution de la biotransformation des médicaments est plus
importante chez les patients avec une cirrthose du foie que chez ceux qui souffrent
d’une dysfonction hépatique moins sévére telle que I’hépatite chronique ou la
cholestase hépatique (Schoene et coll., 1972 ; Guenguerich et Turvey, 1991; Meyer et

coll,, 1991; George et coll., 1995).

La diminution de la biotransformation hépatique des médicaments a également été
observée chez des patients avec une insuffisance cardiaque (Jenne, 1986; Patel et coll.,
1990; Huber et coll., 1992) et des patients avec une maladie pulmonaire obstructive
chronique (Hendeles et coll., 1977; du Souich et coll., 1989). Des études in vitro
révélent que le métabolisme hépatique des médicaments est trés vraisemblablement
sensible & une réduction, méme légere, de 1’apport d’oxygéne hépatique (Jones, 1981;
Angus et coll., 1995). De plus, Ng et ses collaborateurs ont démontré, a 1I’aide d’un

N

modele animal, qu’une congestion hépatique due a une insuffisance ventriculaire
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droite entrainait une diminution de la perfusion et de I’oxygénation du foie et que ces
changements pouvaient €tre corrélés avec la diminution du métabolisme hépatique des
médicaments (1995). D’autres études chez le lapin ont démontré que I’hypoxie
diminue le métabolisme de médicaments tels que la lidocaine (Marleau et coll., 1987),
la phénytoine (du Souich et coll., 1986) et 1a théophylline (Letarte et du Souich, 1984).
En effet, chez le lapin, suite a 24 heures d’hypoxie, il y a diminution des protéines des

isoenzymes CYP1A1, CYP1A2 (Kurdi et coll., 1999).

Le diabete mellitus de type I provoque une augmentation de la vitesse de
biotransformation hépatique des médicaments. Par exemple, chez les diabétiques de
type I, la clairance de l’antipyrine est augmentée de plus de 70% et I'index
métabolique de la caféine (un indicateur de l’activité de CYP1A2) est plus élevé
comparé a celui de sujets sains (Matzke et coll., 2000). Ces résultats sont en accord
avec des études qui a démontré une augmentation marquée de la quantité des
CYP1A1/1A2 chez des rats diabétiques (Bellward et coll., 1987; Ioannides et coll.,

1988, Yamazoe et coll., 1989).

La quantité¢ et 'activit¢ du cytochrome P450 hépatique peuvent également étre
modulées lors d’une réaction inflammatoire infectieuse ou non-infectieuse. Nous
aurons ’occasion d’en discuter davantage dans la section 2.1. portant sur I’effet de

I’'inflammation sur le cytochrome P450.
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1.5. Inhibition et induction des isoformes du P450

Une caractéristique importante des P450 est leur propriété d’étre induits et inhibés par
de nombreuses substances. L’induction est un processus ol une augmentation de la
synthése de novo des protéines des enzymes se produit suite 2 une exposition des
substances ou des polluants environnementaux. L’induction résulte en une
augmentation de la vitesse de la biotransformation et une diminution potentielle de
I’activité pharmacologique. Dans le cas des médicaments qui sont biotransformés en
métabolites actifs, I’induction peut entrainer une augmentation de 1’activité et/ou
toxicité. L’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (tels que le 3-
méthylcholanthréne et le TCDD) et la cigarette (le benzopyréne) conduit 2 une
induction dramatique des enzymes de la famille CYP1A hépatiques et extra-
hépatiques. Les glucocorticoides et les anti-convulsivants induisent 1’isoforme
CYP3A4. Par ailleurs, I’isoniazide, 1’acétone et la consommation chronique d’éthanol
produisent une induction de I’isoforme CYP2EL. 1l est a noter que plusieurs inducteurs
des enzymes du P450 peuvent également affecter les enzymes impliquées dans le
métabolisme de phase II, telles que les glucuronyltransférases et la glutathion-S-
transférase. L’induction peut se manifester par une augmentation de la transcription
des genes qui codent pour les enzymes du P450 (CYP1A1) ou par une stabilisation de
I’ARNm (CYP1AZ2) ou encore, une stabilisation de la protéine (CYP2E) (Goodman et

Gillman, 1996).

Dans le cas des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), un récepteur

cytoplasmique désigné AhR est activé et le complexe inducteur-récepteur est ensuite
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transloqué au noyau ou il se lie a une protéine nucléaire dénommée ARNT (Aromatic
Receptor Nuclear Translocator). Par la suite, le dimére AhR-ARNT se lie aux
éléments de réponse des génes du 450, ce qui entraine une augmentation de la

transcription des isoformes du P450 (Hankinson, 1995).

L’inhibition des enzymes de biotransformation des médicaments résulte en une
accumulation de la substance-mére, une augmentation de son effet pharmacologique et
une augmentation de sa toxicité. L’inhibition enzymatique peut étre compétitive et
réversible ou de type irréversible. L’inhibition compétitive se produit lorsque deux ou
plusieurs médicaments compétitionnent pour le site actif de ’enzyme, conduisant a
une diminution de la biotransformation de 1’un de ces substrats dépendant de la
concentration relative de chaque substrat et de leur affinité pour cette enzyme. Un
exemple d’inhibition compétitive est le cas de la cimétidine. La cimétidine inhibe le
métabolisme P450-dépendant de plusieurs médicaments incluant la warfarine, les
benzodiazépines, la phénytoine et la morphine (Sedman, 1984). Dans une étude ou la
cimétidine était administrée a des patients recevant du diazépam pour le traitement de
I’anxiété et I'insomnie, elle a augmenté les concentrations plasmatiques du diazépam
et de son métabolite actif 1.e. le desméthyldiazépam de 62 et 54%. Par conséquent, les
patients s’endormaient plus rapidement et bénéficiaient d’un sommeil plus profond
(Greenblatt et coll.,, 1984). L’inhibition irréversible, quant a elle, survient lorsque
certains médicaments sont métabolisés par le P450 et que les intermédiaires
métaboliques forment des complexes avec la partie héminique du P450, ce qui

I'inactive de facon quasi-irréversible. Ce type d’inhibition peut étre illustré avec
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I’exemple d’un antibiotique, la triacétyloléandomycine. Ce médicament qui est
similaire a I’érythromycine peut donner naissance a plusieurs interactions
médicamenteuses. Par  exemple, [’administration  concomitante de la
triacétyloléandomycine avec des contraceptifs oraux peut produire une cholestase
hépatique ou une toxicité neurologique lorsqu’elle est utilisée avec la carbamazépine

(Gibson et Skett, 1994).

On peut observer une inactivation irréversible des isoformes du P450 par des substrats
suicides qui sont biotransformés par le P450 en métabolites intermédiaires actifs qui se
lient de fagon covalente a la partie héminique du P450 et le détruisent (ex. 1’éthinyl

estradiol, le norethindrone) (Goodman et Gillman, 1996).
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2.- Réaction inflammatoire et P450

La réaction inflammatoire se définit comme 1’ensemble des manifestations
vasculaires, cellulaires et humorales stéréotypées intervenant au cours d’une réaction
immunitaire non-spécifique. C’est une réaction qui constitue un des moyens de
défense les plus efficaces de 1’organisme face & un agresseur comme un virus, une
bactérie, un traumatisme, une substance chimique etc. Il s’agit d’un processus qui vise
la cicatrisation du tissu blessé le plus rapidement possible. L’inflammation est
caractérisée cliniquement par de 1’oedéme, de la rougeur, de la chaleur, de la douleur
et une perte de fonction du tissu lésé. Le processus inflammatoire est mis en branle au
cours des minutes qui suivent une lésion tissulaire. Le développement de la réaction
inflammatoire est assuré par différents médiateurs sécrétés par les cellules
immunitaires et les plaquettes. Parmi ces médiateurs, citons les facteurs de
coagulation, les amines vasoactives (histamine, sérotonine), les protéases, la
bradykinine, le systtme du complément (C3a, C5a), les cytokines (interleukines,

interférons), les prostaglandines, les leucotriénes et le facteur d’activation plaquettaire.

La plupart de ces médiateurs agit localement bien que certains agissent a distance :
’action pyrogéne ou fieévre et la stimulation de la multiplication des macrophages et

des granulocytes dans la moelle osseuse en sont deux exemples.
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En regroupant I’ensemble des effets produits par ces médiateurs, on observe qu’ils :

- provoquent la vasodilatation des capillaires;

- augmentent la perméabilité vasculaire, c’est-a-dire I’exsudation plasmatique;

- assurent la chimiotaxie;

- provoquent la dégranulation des granulocytes basophiles et des mastocytes;

- stimulent la production de radicaux libres et d’ions superoxydes par les
granulocytes neutrophiles;

- provoquent la fievre;

- activent les macrophages (Regnault, 1988).

Durant le processus inflammatoire, les cytokines qui ont le r6le le plus important sont
I’interleukine-1 (IL-1), 'IL-6 et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a). Il s’agit de
polypeptides produits par plusieurs cellules mais principalement par les lymphocytes
et les macrophages activés. En plus de leurs roles régulateurs des réponses
immunologiques, ils assurent des actions additionnelles importantes dans la réponse
inflammatoire. L’IL-1, I'IL-6 et le TNF-a déclenchent les effets systémiques de
I’inflammation (fievre, leucocytose, réponses neurologiques, réponse de stress, et
effets hémodynamiques du choc septique). Au niveau de 1’endothélium, ils provoquent
une série de changements groupés sous le terme “d’activation endothéliale” (ex.:
synthése de protéines d’adhésion, de facteurs de croissance, d’autres cytokines,

d’oxyde nitrique) (Eli Benjamini et coll., 1996).
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2.1. L’inflammation et le cytochrome P450

Les premieres indications d’une relation entre le systeme de défense de 1’héte et le
métabolisme hépatique des médicaments ont été mises en évidence en utilisant des
modulateurs du systeme réticulo-endothélial, qui incluent les cellules de Kupffer
hépatiques. En 1953, Samaras et Dietz ont rapporté que le Trypan Blue (un stimulant
des cellules de Kupffer) prolongeait la durée du sommeil de rats traités au
pentobarbital. En 1978, Chang et ses collabarateurs ont rapporté une augmentation de
la demi-vie plasmatique de la théophylline chez des enfants asthmatiques atteints
d’une infection adénovirale ou de I'influenza. Au fil des ans, on a remarqué chez
I’homme que le choc septique et les infections des voies respiratoires supérieures
d’origine virale ou bactérienne comme hemophilus influenzae, Streptoccocus
pneumoniae, Legionella pneumonia, le virus de linfluenza B, plasmodium
falciparum sont tous associés a une diminution de la clairance et du métabolisme de
médicaments tels que la théophylline et 1’antipyrine (Sonne et coll., 1985; Morgan,
1997). De plus, plusieurs études ont montré que la clairance de la théophylline est
diminuée aprés une vaccination antigrippale ou une vaccination contre le BCG
(Renton et coll.,, 1980; Gray et coll.,, 1983). L’administration de faibles doses
d’endotoxine bactérienne (LPS) a également réduit la clairance de 1’antipyrine, de
I’hexobarbital et de la théophylline chez ’homme. Cette diminution de la clairance
était corrélée avec ’augmentation de la concentration de I’interleukine IL-6 et du

TNF-a. (Shedlofsky et coll., 1994).
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Le facteur commun dans toutes ces études est la réaction inflammatoire qui entraine
une régulation négative de plusieurs isoformes du cytochrome P450 hépatique par des

mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels (Morgan, 1997).

D’autres études ont montré que chez les animaux, les réactions inflammatoires non-
infectieuses i.e. celles induites par la térébenthine, la carragénine et 1’adjuvant de
Freund, réduisent la quantit¢ du P450 hépatique et diminuent la vitesse du
métabolisme de plusieurs substrats et médicaments comme la tolbutamide et la
théophylline (Beck et Whitehouse., 1974; Belpaire et coll., 1989; Ishikawa et coll.,

1991; Parent et coll., 1992; Barakat et du Souich, 1996).

2.2. Raoles des cytokines dans la régulation du P450 hépatique

En réponse a I'inflammation et ’infection, la concentration sanguine de plusieurs
cytokines est fortement augmentée et ces derniéres sont responsables de la sécrétion
des protéines de la phase aigu¢ (PPA) par le foie (Ramshaw et coll.,, 1997).
L’induction des PPA est surtout relayée par I'IL-6 qui agit en concert avec I'IL-1 et le
TNF-o (Baumann et Gauldie, 1990). Ce phénomeéne est accompagné d’une baisse de
la synthése de d’autres protéines comme 1’albumine et les enzymes du cytochrome
P450 (Morgan, 1997). En effet, plusieurs études ont proposé que des cytokines pro-
inflammatoires notamment I'IL-1B, I'IL-6 et l’interféron-y (IFN-y) qui sont les
médiateurs les plus importants de la phase aigué, contribuent a la diminution de
Iactivité et de la quantité du P450 hépatique (Chen et coll., 1992; Calleja et coll.,

1997). La capacité de ces cytokines a déprimer le P450 hépatique a été documentée in
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vivo suite a leur administration a des animaux et in vifro apres leur incubation dans des
hépatocytes. On assume que les cytokines sont responsables de la dépression du P450
parce que in vitro, elles peuvent déprimer plusieurs isoformes du P450 ainsi que leur

ARNm.

En 1986, Ghezzi et ses collaborateurs ont rapporté qu’une injection d’IL-1
recombinante humaine a des souris entrainait 24 heures plus tard une diminution dose-
dépendante de 1’activité de I’éthoxycoumarin O-dééthylase. Ils ont également
démontré que le transfert du sérum ou de macrophages péritonéaux des rats traités
avec le LPS a une souche de rats résistante au LPS causait une réduction de 1’activité
du 7-éthoxyrésurfine O-dééthylase chez ces derniers. Plus tard, Ghezzi et ses
collaborateurs (1986) ont pu démontrer que le TNF-o réprime le P450 et son activité
chez la souris diminuant ainsi I’activité de la 7-éthoxycoumarine O-dééthylase dans le
foie, le rein, le poumon et les glandes surrénales. Ces résultats ont conduit les
investigateurs a proposer que I'IL-1 libérée des monocytes est responsable des effets

in vivo sur le P450 hépatique du LPS ou du TNF-c.

Des preuves que I'IL-1 affecte les isoenzymes du P450 ont été présentées par d’autres
investigateurs. De fait, I’injection de trois doses quotidiennes d’IL-la réduisait
Pactivité métabolique des CYP3A2, 2C11 et 1A1 chez les rats males, mais n’affectait
pas l'activité du CYP1A1 chez les rates (Ferrari et coll., 1993). Par ailleurs, deux
injections d’IL-1a ont causé une diminution de ’expression du CYP2C11 et 3A2,

mais pas celle du CYP2E1, mesurée 24 heures plus tard dans le foie des souris males
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(Morgan et coll., 1994). Le traitement de rats avec le TNF-o produit également des
effets sur I’expression de plusieurs isoformes du P450. Ainsi, une baisse de 1’activité
des CYP2C11, 3A2, mais pas celle de CYP2A1 ou 2C6, a été observée apres 1 jour ou
3 jours de traitement avec le TNF-a (Nadin et coll., 1995). L’IL-6 affecte aussi
Iactivité et I’expression des P450 (Wright et Morgan, 1991; Morgan et coll., 1994;
Chen et coll., 1992) puisque trois injections d’IL-6 et d’IL-1 au temps 0, 2 et 4 heures
ont provoqué une dépression de I’ARNm et de la protéine du CYP2C11 et de I’ ARNm
du CYP2E1, mais elles n’ont pas affecté I’expression du CYP3A2 ou la quantité de
protéine du CYP2E1 dans les 24 heures qui ont suivi ces injections (Morgan et coll.,

1994).

D’autre part, différentes préparations d’interféron de méme que des inducteurs
d’interféron sont capables de réprimer 1’expression constitutive et inductible des
isoformes du P450. Par exemple, ’expression des enzymes constitutives telles que
CYP3A2, CYP2C11, CYP2C12, CYP2EI chez le rat (Craig et coll., 1990; Morgan et
Norman, 1990; Morgan, 1991; Sakai et coll., 1992) et les CYP1A2 et CYP2C6 chez la
souris (Stanley et coll.,, 1991) est réprimée par les interférons (IFNs) et/ou leurs
inducteurs. Une seule injection d’un inducteur de I’interféron diminue 1’expression
constitutive de plusieurs P450 hépatiques chez le rat, a savoir le CYP2C11 (Sakai et
coll,, 1992; Morgan et Norman, 1990), 2C12 (Morgan, 1991), 1A1 (Sakai et coll.,
1992), 1A2 (Cribb et coll.,1994; Sakai et coll., 1992) et 2E1 (Cribb et coll., 1994;

Sakai et coll., 1992; Cribb et Renton, 1993). D’autres investigateurs ont démontré que
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I’'IFN-y déprime les CYP1A2, 2A6, 2B6 et 3A4 (Tapner et coll., 1996; Donato et coll.,

1997).

Il existe également une autre maniere d’étudier I’effet des cytokines sur 1’expression
des enzymes du P450. Cela consiste a utiliser des inducteurs enzymatiques (tels que le
TCDD, le 3-MC, le B-naphthoflavone, la rifampicine ou la dexaméthasone) pour
augmenter la transcription de certains geénes du CYP450 et a ensuite incuber ces
cellules avec différents types de cytokines. Ainsi, I’induction de CYP3Al (par la
troléandomycine ou la pregnénolone 16-a-carbonitrile), du CYP1A (par la pyridine ou
le B-naphthoflavone), du CYP2EI (par la pyridine) et du CYP4A (par le clofibrate) est
déprimée par les inducteurs d’interféron (Delaporte et coll., 1993; Wu et coll., 1994;

Knickle et coll. 1992).

Dans les hépatocytes humains, le TNF-o et I’IL-6 diminuent substantiellement
I’expression de ’ARNm des CYP1Al et 1A2 induites précocément par le pB-
naphthoflavone tandis que I’IL-1a n’a que peu d’effet (Muntané-Relat et coll., 1995).
Il est intéressant de noter que 1’expression constitutive et induite (par le 3-MC) de
PARNm des CYPIA1 et 1A2 est fortement réduite dans des lignées cellulaires
d’hépatome humain exposées au préalable a 1’IL-6 (Fukuda et coll., 1992; Fukuda et
coll., 1994). Par ailleurs, I’IL-6 inhibe I’expression de I’ARNm des CYP1A1, 1A2 et
2A3 dans les mémes lignées cellulaires et I’expression inductible du CYP3A4 (par la
rifampicine) dans des hépatocytes humains en culture (Fukuda et coll., 1994). De

fagon similaire, une autre étude a démontré que lorsque les hépatocytes humains sont
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incubés avec le TNF-a, I’IL-1f et I'IL-6, ces derniers provoquent une diminution de
I’ARNm des CYP1A2, 2C, 2E1 et 3A et de Dactivité catalytique des CYP1Al,

CYP1A2 et CYP3A4 (Abdel-Razzak et coll., 1993).

D’autres travaux ont révélé que I'IFN o/f réprime tous les isoenzymes majeurs
inductibles du P450 incluant les CYP1A1, CYP1A2, CYP2EIL, CYP2B et CYP3Al
(Stanley et coll., 1991; Anari et Renton., 1993; Delaporte et coll., 1993; Cribb et coll.,

1994).

2.3. Mécanismes de modulation des cytochromes P450 par les cytokines

Différentes études ont démontré qu’un stimulus inflammatoire produit une répression
de 'ARNm d’un certain nombre d’isoformes du P450. Muntané-Relat et ses
collaborateurs (1995) ont pu démontrer un parallélisme entre la diminution des ARNm
et des protéines des CYP1A1, CYP1A2 et 3A4 en réponse aux cytokines. Ceci a
suggé€ré que les cytokines n’affectent pas la vitesse de transcription des ARNm des
isoformes du P450 mais par contre a soulevé la possibilité qu’elles réduisent les
niveaux d’ARNm en interférant avec I’activation transcriptionnelle des génes ou en
augmentant la vitesse de dégradation des ARNm du P450 (Muntané-Relat et coll.,
1995). Cette derniére possibilité parait peu probable parce que la dégradation de
’ARNm des CYP450 hépatiques n’est en général pas une conséquence de
I’inflammation; en effet, la dégradation de I’ARN est méme inhibée chez les rats

traités avec de la térébenthine (Saadane et coll., 1996).
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2.3.1. Volies de signalisation conduisant a Pinactivation/répression du P450

Lors d’une réaction inflammatoire aigué, les cytokines telles que 1I’IL-1B, le TNF-aq,
I'IL-6 et I'IFN-y peuvent interagir avec des récepteurs membranaires sur la surface des
hépatocytes. La liaison des cytokines pro-inflammatoires a leurs récepteurs active des
voies de signalisation qui partagent des similitudes.

1) Dans les hépatocytes, la liaison de I'IL-6 a son récepteur active les protéines
tyrosine kinase de type JAK (Schindler et coll., 1995) qui sont associées au récepteur
et entraine la phosphorylation subséquente des sous-unités de la protéine Stat (signal
transduction and activation of transcription). Ces sous-unités forment ensuite des
homo- ou hétérodimeéres qui constituent les facteurs de transcription actifs (Schindler
et Darnell, 1995; Ihle, 1996). Des concentrations faibles d’IL-6 activent surtout la
formation d’homodimeres de Stats3 qui augmentent I’expression d’un facteur de
transcription appelé c-myc et également la transcription des genes codant pour les
protéines de phase aigu€. D’autre part, I’'IL-6 peut activer la cascade des
MAPK(mitogen activated protein kinases) conduisant a I’activation du facteur
nucléaire NF-xB (Ihle, 1996; Hirano, 1998; Middeleton et coll., 2000; Kovalovich et
coll., 2000).

2) L’IFN-y active les protéines tyrosine kinases (PTK) de la famille JAK/STAT qui
induisent une surexpression de c-myc (Lee et coll., 1999). De plus, 'IFN-y induit la
production de céramide et active la protéine p38-MAPK (Faune et coll., 1999) qui a
leur tour activent le NF-kB (Zamanian et coll., 2000). L’IFN-y peut également induire

I’expression de I’oxyde nitrique synthase inductible (NOS2) en activant les protéines

tyrosine kinase (PTK) et les protéines kinase C (PKC) (Sales et coll., 1999).
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3) Le TNF-a peut activer plusieurs types de MAPKSs incluant les PKC et les PTK et il
stimule également les facteurs de transcription c-myc et NF-xB. (Kyriakis, 1999;
Saklatvala et coll., 1999; Georgakopoulos et coll., 1995).

4) L’IL-1PB stimule la cascade de signalisation qui implique la protéine kinase/c-Jun
kinase (SAPK/JNK) et la p38-MAPK qui par la suite activent le NF-kB (Reznikov et
coll,, 2000; Parikh et coll., 2000). L’IL-1B stimule également la PKA AMPc-
dépendante, la PKC (Bankers-Fulbright et coll., 1996), la PTK et il induit I’expression

de c-myc (Kaszkin et coll., 1998).

Des résultats d’études in vifro démontrent que les effets des cytokines produites lors
d’une réaction inflammatoire aigué sont relayés par des facteurs de transcription tels
que le NF-xB (Laflamme et Rivest, 1999; Wang et coll., 1999) et le c-myc (Kim et
Baumann, 1999). Par conséquent, une surexpression de ces protéines pourrait étre

associée avec la répression du P450.

2.3.2. Les seconds messagers impliqués dans I’inactivation/répression du P450

2.3.2.1. Les substances oxygénées réactives et I’'inflammation

Les substances oxygénées réactives (SOR) représentent un ensemble de molécules
dont la structure est caractérisée par la présence d’un ou de plusieurs atomes
d’oxygeéne ainsi que par une relative instabilité. Elles existent sous la forme de
radicaux libres ou sous forme non-radicalaire (Halliwell et coll., 1984). Un radical
libre se définit comme étant une espéce moléculaire instable en raison de la présence

d’un ou plusieurs électrons non-appariés au niveau de ses orbitales (Halliwell et coll.,



26

1992). Les SOR les plus importantes sont : le radical hydroxyle (OH"), le radical
alkoxyle (RQO"), le radical peroxyle (ROO"), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le

radical superoxyde (O,7) et I’oxyde nitrique (NO") (Pryor, 1986).

Les SOR produites lors d’une réaction inflammatoire ont été impliquées dans la
diminution de I’activité et/ou de la quantité des isoformes du P450. L’implication des
SOR dans la dépression du métabolisme hépatique des médicaments a été pour la
premiere fois documentée par Ghezzi et ses collaborateurs (1985). Ces investigateurs
avaient constaté que I'IFN et ses inducteurs pouvaient activer la xanthine oxydase
(XO) dans le foie, ce qui entrainait la génération de SOR, particulierement 1’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne (Ghezzi et coll., 1984). De plus, ils ont pu
démontrer que I’allopurinol (un inhibiteur de XO) et la N-acétylcystéine (un piégeur
de radicaux libres) pouvaient atténuer la dépression de I’activité du P450 induite par
I’administration d’un inducteur d’interféron i.e. le poly rl.poly rC (Ghezzi et coll.,
© 1985). Puisque le cytochrome P450 microsomial est particuliérement sensible aux
dommages peroxydatifs (Glende et coll., 1976; Kornburst et coll., 1980), Ghezzi et ses
collaborateurs ont émis 1’hypothése que I’induction de XO et le dommage oxydatif
causé par les SOR pourraient expliquer la diminution du P450 induite par I’interféron

(Ghezzi et coll., 1985).

Plus tard, plusieurs études ont révélé a I’aide de modéles animaux que les réactions
inflammatoires non-septiques augmentent les substances réagissant avec 1’acide

thiobarbiturique (SRATB) telles que le malondialdéhyde dans les microsomes
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hépatiques, les hépatocytes et le plasma (Proulx 1995a,b ; El-kadi et coll., 1997). Par

ailleurs, Chen et ses collaborateurs (1995) ont démontré que in vitro les SOR induites

par la réaction inflammatoire aigu¢ sont impliquées dans la voie de signalisation

conduisant a la régulation négative du P450.

Plusieurs mécanismes pourraient contribuer a la production des SOR lors d’une

réaction inflammatoire:

a)

b)

c)

d)

les cytokines telles que I'IFN-y, 'IL-1B et I'IL-6 sont capables d’activer la
xanthine oxydase qui peut générer I’O," (Ghezzi et coll., 1985),

I’augmentation de I'IL-1 et du TNF-a induit la production de prostaglandine E,
(Zarco et coll., 1992), ce qui entraine la réduction de prostaglandine G, en H, et
conduit a la formation des SOR telles que le H,O; et 1’0, (Cadenas et coll., 1983;
Flohé et coll., 1985, Haliwell et coll., 1988),

les polymorphonucléaires activés stimulent la myéloperoxidase qui génére 1’acide
hypochloreux, un agent oxydant qui pénétre dans les hépatocytes (Wasil et coll.,
1987),

I'IL-6, I'IL-1B et 'IFN-y peuvent activer la phospholipase A2 (McPhail et coll.,
1993) qui produit 1’acide arachidonique. Ce dernier sera transformé la 5-
lipoxygénase en leucotrienes qui générent des SOR (Bonizzi et coll., 1999). Par
ailleurs, I’acide arachidonique et les leucotriénes pourraient activer la NADPH
oxydase membranaire ou cytosolique qui est une source importante de SOR (Rhee,

1999),
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e) en réponse a différents stimuli comme la septicémie, les cytokines et la céramide
activent les complexes I, II et III de la chaine respiratoire mitochondriale qui va
générer des SOR; ces SOR jouent le role de second messagers pour activer des
facteurs de transcription, ’expression de manganése superoxyde dismutase,
I’oxyde nitrique synthase et/ou entrainer 1’apoptose (Degali Esposti et Mclennan,
1998),

f) finalement, dans les hépatocytes, plusieurs isoformes du P450 sont capables de
générer des SOR (Serino et coll., 1993), plus spécifiquement le CYP2E1 peut
produire le HyO, (Gergel et coll., 1997); les CYP3A4, 1A1, 1A2 et 2B6 produisent
1’0, (Puntarulo et Cederbaume, 1998) et le CYP3A peut former le NO" (Kuo et
coll., 1995).

Les SOR peuvent affecter 1’activité et/ou la quantité des isoformes du P450 par

différents mécanismes. Par ailleurs, il a ét€ démontré que les générateurs de SOR sont

capables de réduire I’activité du P450 (Flowers et Miles, 1991; Barker et coll., 1994).

La quantité accrue de SOR dans le noyau pourrait endommager directement les génes

du P450 (Kim et coll., 1985; Southorn, 1988). Le H,O, réduit I’ARNm de plusieurs

1soenzymes du P450 hépatique, effet qui est partiellement renversé par 1’addition de

N-acétylcystéine, suggérant que le HyO, agit via deux mécanismes : 1) il entraine la

régulation négative de I’expression des génes du P450 (Pasco et coll., 1994), ce qui

accroit davantage la production de SOR dans les hépatocytes (Bernhardt, 1995), 2) le

H,0; formé dans le centre actif de I’hémoprotéine du P450 pourrait interagir avec le

Fe’* de ’enzyme conduisant 2 sa destruction et son inactivation (Karuzina et

Archakov, 1994).



29

2.3.2.2. Les sphingolipides

Dans plusieurs types cellulaires, I'IL-1 et le TNF induisent I’hydrolyse de
sphingomyéline ce qui génére de la céramide qui pourrait jouer le role de second
messager dans la dépression du P450 (Hannun, 1994). L’élévation des niveaux
intracellulaires de céramide produite lors de I’incubation de cellules avec la
sphingomyélinase (SMase) peut mimer plusieurs des effets biologiques des cytokines,
incluant les effets antiprolifératifs, la différentiation cellulaire et 1’apoptose (Hannun,
1994) ainsi que I’activation des MAPKs (Wiegmann et coll., 1994) des jun-kinases
(Kyriakis, 1994). Par ailleurs, la D-erythro-N-acétylsphingosine (un C,-céramide) et la
SMAase miment I’effet de I’IL-1 dans la répression de 1’expression du CYP2C11 et
elles induisent I'ei-1 glycoprotéine acide (protéine de la phase aigu&) dans les
hépatocytes (Chen et coll., 1995), suggérant que les sphingolipides pourraient servir
de second messagers dans la régulation du P450 hépatique et des génes des protéines

de la phase aigué (Morgan, 1997).

2.3.2.3. Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique

L’oxyde nitrique (NO) est un messager cellulaire de courte demi-vie qui joue des rdles
importants dans la régulation du tonus des systémes cardiovasculaire et immunitaire.
L’oxyde nitrique est généré a partir de L-arginine par I’enzyme oxyde nitrique
synthase (NOS). Cette réaction chimique requiert des cofacteurs comme le NADPH, la
flavine adénine dinucléotide et la tétrahydrobioptérine. 11 existe 3 isoformes de NOS
qui ont été identifiées a ce jour, les isoformes I, II et III (Katzung, 2001). Les

isoformes I et III sont constitutives et se retrouvent au niveau des cellules neuronales
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et des cellules endothéliales. L’isoforme II ou NOS2 est inductible et elle est
principalement exprimée dans les macrophages (incluant les cellules de Kupffer) et
dans les hépatocytes en réponse aux stimuli inflammatoires (Bredt et Snyder, 1994;

Morris et Billiar., 1994) et également dans le muscle lisse vasculaire (Katzung, 2001).

Le NO peut former un complexe de type fer-nitrosyl avec les hémoprotéines et les
modifier de fagon irréversible (Wink et al., 1993). De plus, le NO peut réagir avec le
superoxyde pour produire le peroxynitrite qui donne naissance a des radicaux libres

hautement toxiques comme le radical hydroxyl (Nathan., 1992).

Durant I’endotoxémie, les niveaux plasmatiques des produits d’oxydation du NO i.e.
le nitrate et le nitrite, augmentent en raison de I’induction de 1’expression de NOS2

dans le foie et les macrophages (Nathan, 1992; Geller et coll., 1994).

Lors d’une réaction inflammatoire, le foie est une source majeure de NO'. Plusieurs
groupes ont proposé€ que le NO produit dans les cellules de Kupffer et/ou dans les
hépatocytes puisse étre responsable de la diminution de I’activité et de la quantité du
P450 ainsi que des niveaux d’ARNm du P450 (Khatsenko et coll., 1993; Stadler et
coll., 1994; Carlson et Billings., 1996; Donato et coll., 1997; Khatsenko et Kikkawa.,
1997). En effet, le NO libéré suite a I'induction de NOS2 pourrait potentiellement
affecter I’expression et I’activité du P450 a plusieurs niveaux. L’oxyde nitrique peut
inactiver les isoformes du P450 par deux mécanismes. Premiérement, le NO interagit

avec les atomes de fer (Fe** Fe’*) du groupement héminique du P450 (Khatsenko et
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coll., 1993), une réaction de nitration qui entraine I’inactivation de I’enzyme
(Khatsenko et coll., 1997, 1998). Deuxieémement, I’oxyde nitrique peut nitrer les
résidus tyrosine situés a la proximité du site actif du P450, ce qui entraine son
inactivation (Janig et coll., 1987, 1988). De plus, il est également possible que les
protéines ainsi nitrosylées soient dégradées par la cellule, ce qui diminuerait la

quantité du P450.

Plusieurs laboratoires ont rapporté que les inhibiteurs du NOS peuvent prévenir la
diminution de I’activité et de la quantité de P450 induite par I’exposition des animaux
ou des cellules en culture a des stimuli inflammatoires comme le LPS, I'IL-1,
I’interféron-y ou un mélange de ces agents (Khatsenko et coll., 1993; Stadler et coll.,
1994; Carlson et coll., 1996; Donato et coll., 1997; Khatsenko et Kikkawa., 1997). Par
ailleurs, les inhibiteurs de NOS sont capables de bloquer partiellement ou totalement
la répression de I’ARNm des CYP450 causée par I’incubation d’un mélange de
cytokines avec des hépatocytes ou par I’administration de LPS in vivo (Stadler et coll.,

1994; Donato et coll., 1997; Khatsenko et Kikkawa., 1997).

24. La réaction inflammatoire locale induite par Dinjection de
térébenthine

Un modele classique d’inflammation locale consiste a injecter de la térébenthine par

voie sous-cutanée. L administration sous-cutanée de la térébenthine entralne une

réaction inflammatoire locale aigué (RIA) qui induit la production du TNF-a et de

I’IL-1 par les macrophages et les mastocytes. L’IL-1 et le TNF-a agissent ensuite sur
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les cellules stromales, comme les cellules endothéliales et les fibroblastes, et ils
stimulent la libération de I’'IL-1 (auto-stimulation), de I'IL-6 et d’autres cytokines
incluant I’IL-8, qui est un facteur chimiotactiques qui active les neutrophiles. Bien que
I'IL-1 et le TNF-a puissent étre détectés dans le plasma, les niveaux de 1’IL-6 sont
ceux qui sont le plus élevé (Lowry, 1993). Lors d’une réaction inflammatoire initiée a
un site éloigné du foie, on peut s’attendre a ce que I'IL-6 atteigne ses plus hautes

concentrations dans le voisinage des hépatocytes (Morgan, 1997).

En 1984, Mahu et Feldmann ont rapporté que la réaction inflammatoire induite par la
térébenthine diminuait la concentration totale du cytochrome P450 chez le rat. Dans
I’étude effectuée par Kobusch et ses collaborateurs (1986), I’injection sous-cutanée de
térébenthine a entrainé la réduction de la N-déméthylation de 1’aminopyrine, de la O-
déalkylation du 7-éthoxycoumarin et de ’hydroxylation de I’aniline. Plus tard, des
travaux de recherche effectués chez le lapin ont démontré que I’inflammation induite
par I'injection de térébenthine diminuait la clairance de la tolbutamide en diminuant
les isoenzymes du cytochrome P450 hépatique (Parent et coll., 1992). De plus, 48
heures aprés la production d’une réaction inflammatoire par I’injection sous-cutanée
de térébenthine chez le lapin, la vitesse du métabolisme de la théophylline est
diminuée. La cause de cette diminution est une régulation négative des CYP1Al et

1A2 (Kurdi et coll., 1999).

Des études effectuées dans notre laboratoire ont permis de démontrer que le sérum de

lapin avec une réaction inflammatoire aigué (RIA) et le sérum de patient avec une
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infection virale des voies respiratoires supérieures contient des médiateurs capables de
diminuer [Dactivité catalytique du cytochrome P450 d’hépatocytes en culture
provenant de lapins avec une RIA (El-Kadi et coll., 1997). Chez le lapin avec une
RIA, le médiateur sérique primordial responsable de cette inactivation est la cytokine
IL-6 alors que I’inactivation induite par le sérum de patient avec une infection des
voies respiratoires supérieures est relayée par I'IFN-y, I'IL-15 et I'IL-6 (Bleau et coll.,

2000).

Les résultats des études in vivo et in vitro suggerent fortement que les SOR et
spécialement 1’oxyde nitrique jouent un role central dans I’inactivation du P450 par le
sérum de lapin avec une RIA. Par ailleurs, la co-incubation de L-NAME (un inhibiteur
de NOS) ou de N-acétylcystéine (un antioxydant) dans le milieu de culture des
hépatocytes de lapin avec une RIA prévient partiellement la diminution de I’activité et
de la quantité totale du P450 induite par le sérum de lapin avec une RIA et le sérum de
patient avec une infection virale des voies respiratoires supérieures, Ces résultats
expérimentaux indiquent que plusieurs SOR comme le NO', le H,O, et le O,”

contribuent a la diminution de I’activité du P450 hépatique (El-Kadi et coll., 2000).

Plusieurs observations supportent le fait que la réaction inflammatoire induite par la
térébenthine induit une surproduction de SOR dans le foie. En effet, la RIA est
associée avec une augmentation de la peroxydation lipidique intrahépatique, une
diminution de D’activité¢ du catalase, de la superoxyde dismutase et du glutathion

peroxydase et une réduction des niveaux du glutathion réduit (GSH) (Proulx et du
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Souich, 1995b). La diminution de la quantité totale du P450 induite par le sérum de
lapin avec une RIA et le sérum de patient avec une infection virale des voies
respiratoires supérieures dans des hépatocytes de lapins avec une RIA est directement
associée a une augmentation de la peroxydation des lipides suggérant que les SOR

sont impliquées dans la réduction du P450 total (El-Kadi et coll., 1997).
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3. Les 21-aminostéroides

3.1. Historique de I’usage des 21-aminostéroides

Les 21-aminostéroides ou lazaroides constituent une nouvelle famille de composés
synthétiques dont la structure est analogue aux glucocorticoides. Les glucocorticoides
(prednisone, méthylprednisone et dexaméthasone) sont des agents anti-inflammatoires
et immunosuppresseurs trés utiles dans le traitement des rejets d’allogreffe et des
maladies auto-immunes (Buttgereit et coll.,, 1995). Cependant, les glucocorticoides
entrainent des effets secondaires qui sont reliés au dosage et a la durée de
I’administration (Seale et Compton., 1986). Les glucocorticoides répriment 1’axe-
hypothalamo-hypophyso-surrénalien, diminuent la résistance aux infections et
induisent de I’hyperglycémie. En raison de la gravité de ces effets adverses, 1'usage
des glucocorticoides pour le traitement des maladies non-inflammatoires demeure trés
limité (Antonini et coll.,1995). Dans ce contexte, les lazaroides ont été développés
dans le but de disposer de stéroides qui miment les effets neuroprotecteurs de fortes
doses de méthylprednisolone (MP) pour le traitement des traumatismes craniens sans

effets secondaires graves (Buttgereit et coll., 1995).

Le tirilazad mesylate (U74006F) est le prototype des 21-aminostéroides (21-AS). Par
rapport a la MP, les groupements hydroxyles des positions C-11 et C-17 ont été
substitués par des fonctions —CHs. L’addition d’une chaine latérale contenant plusieurs
groupements amino- a la position C-21 a réduit I’affinit¢ de la molécule pour les
récepteurs des glucocorticoides et a augmenté son effet antioxydant (Figure 1)

(Spapen et coll., 1997).
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Figure 1: Structures chimiques de la méthylprednisolone et des 21-aminostéroides U74006F et U74389G
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3.2 Mécanismes d’action des 21-aminostéroides

Les 21-aminostéroides sont avant tout reconnus pour leurs propriétés antioxydantes. Il a été
démontré que, comparé a une forte dose de MP, I’'U74006F est 10000 fois plus puissant pour
inhiber la peroxydation fer-dépendant des lipides membranaires (Braughler et coll., 1987).
Essentiellement, 1’U74006F exerce ses effets cytoprotecteur par deux mécanismes
coopératifs : 1) il piege des radicaux libres (un effet antioxydant chimique), tels le radical
hydroxyl (Althaus et coll., 1991) et le lipide peroxyl (Braughler et Pregenzer., 1989) et le NO’
(Fernandez Rodriguez et coll., 1997) et 2) il exerce un effet stabilisateur puissant sur les
membranes cellulaires (effet physico-chimique), ce qui contribue a limiter la prppagation des
réactions de peroxydation lipidique (Hall et coll., 1994). En effet, en raison de leur grande
liposolubilité, les 21-AS possédent une haute affinité pour la bicouche lipidique de la
membrane cellulaire. Ces composés s’incorporent dans la bicouche lipidique ot ils occupent
des positions et orientations bien définies (Hinzmann et coll., 1992). La partie stéroide du
tirilazad se localise a lintérieur du domaine hydrophobique de la membrane et les
groupements amines de la partie pyrimidine se localisent entre les tétes hydrophiles des

phospholipides membranaires (Hall et coll., 1994).

Gréce a leurs effets cytoprotecteurs, les 21-AS peuvent inhiber la libération de I’acide
arachidonique (Braughler et coll., 1987) et prévenir I’activation des cellules de Kupffer
(Currin et coll., 1993). D’autre part, les lazaroides pourraient étre efficaces en tant qu’agents
anti-inflammatoires en atténuant la production des cytokines (Zhang et coll., 1995; Semrad et
coll., 1993; Shenkar et Abraham., 1995), en réprimant 1’expression des molécules d’adhésion

(Meyer et coll., 1992) et en inhibant I’infiltration transendothéliale (Kitt et coll., 1989) et
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I’activation des neutrophiles (Gadaleta et coll., 1994). Les 21-AS inhibent également la
NADPH oxydase des neutrophiles activés (Thomas et coll., 1993) et préviennent la formation

des eicosanoides par les neutrophiles (Gadaleta et coll., 1994).

4. L’objectif de I’étude

Une étude effectuée par Galal et du Souich (1999) a démontré que in vivo I’administration a
des lapins du 21-aminostéroide U74389G (Figure 1) prévient totalement la répression du

P450 induite par la réaction inflammatoire aigug.

Notre projet de recherche avait pour objectif de déterminer le mécanisme par lequel
I’U74389G protege le P450 chez des lapins avec une RIA. En tenant compte des effets
rapportés de 1’U74389G, nous pouvons postuler que cette molécule prévient in vivo la
régulation négative du P450 hépatique induite par une RIA par un effet antioxydant et/ou en

inhibant les médiateurs sériques pro-inflammatoires.

Pour investiguer le site d’action de 1’U74389G, antioxydant ou médiateurs sériques, nous
avons incubé du sérum de lapins avec une RIA (Swrra) avec des hépatocytes de lapins
témoins et de lapins avec avec une RIA. Ces résultats ont été comparés a I’effet produit par du
sérum de lapins avec une RIA mais ayant recu du U74389G. Par ailleurs, nous avons réalisé
les mémes expériences mais en utilisant des hépatocytes de lapins ayant recu du U74389G.
L’effet du sérum a été évalué en mesurant I’activité des CYP1A1 et 1A2 a I’aide d’une sonde
métabolique, la théophylline. La théophylline est métabolisée par plusieurs isoenzymes du

cytochrome P450 hépatique (Robson et coll.,, 1987). Chez I’humain, la théophylline (1,3
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diméthylxanthine) est biotransformée en trois métabolites : 1) I’acide 1-méthylurique, 2)
I’acide 1,3-diméthylurique (le métabolite principal) et 3) le 3-méthylxanthine (Figure 2). De
plus, nous avons évalué I’effet de 1’U74389G sur I’expression des isoenzymes CYP1Al, 1A2
et 3A6. Finalement, I’effet antioxydant de 1’U74389G a été évalué en mesurant la quantité de

malondialdéhyde (un sous-produit de la peroxydation lipidique) dans les hépatocytes.
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Figure 2. Schéma de la biotransformation de la théophylline chez I'humain adulte et les isoformes du
cytochromes P450 qui sont impliquées dans la formation de ces métabolites (adapté de Sarkar et Jackson,
1994; Ha et al., 1995 et Zhang et Kaminsky, 1995)
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Si le sérum des lapins avec une réaction inflammatoire recevant 1’U74389G n’inhibe
pas D'activité catalytique du P450 in vitro, cela indiquerait que 1’U74389G agit en
bloquant la formation des médiateurs sériques pro-inflammatoires (I’IL-6). D’autre
part, si le Siwrra ne diminue pas ’activité du P450 d’hépatocytes de lapins avec une
RIA recevant le U74389G (HineLa+u743soc), ceci suggérerait un effet direct du
U74389G dans les hépatocytes. In vitro, 1’absence d’une augmentation de MDA
causée par le Sinra dans les Hinpra+u743soc indiquerait que le U74389G agit en tant

qu’antioxydant.
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Introduction

In human, viral and bacterial infections as well as influenza and BCG
vaccinations decrease the clearance of exogenous substances such as theophylline and
antipyrine, secondary to a decrease in activity of multiple isoforms of the cytochrome
P450 (P450) (Morgan, 1997). In animal models, infectious and non-infectious acute
inflammatory reactions, such as those induced by endotoxin and turpentine, also
diminish the rate of metabolism of xenobiotics (Morgan, 1997; Parent et al., 1992;
Kurdi et al., 1999). The down-regulation of P450 triggered by a turpentine-induced
inflammatory reaction is completely prevented by pretreatment of the rabbits with a
21-aminosteroid, the U74389G, (Galal and du Souich, 1999). The mechanism
underlying the prevention of P450 down-regulation by U74389G remains unknown.

Turpentine-induced inflammatory reaction decreases hepatic P450 total content
and activity and precipitates systemic as well as hepatic oxidative stress. Turpentine-
induced oxidative stress is characterized by enhanced plasma antilipoperoxidant
activity (Proulx et al., 1995a), and increased liver lipid peroxidation with concomitant
diminution in reduced glutathione, and activity in superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase (Proulx et al., 1995b). Interestingly, the decrease in hepatic
P450 total content is directly associated with the amount of hepatic lipid peroxidation
(Proulx et al., 1995b). Incubation of hepatocytes from rabbits with turpentine-induced
inflammatory reaction (Hinpra) with serum from rabbits with turpentine-induced
inflammatory reaction (RSmgra) for 4 h reduces P450 total content and activity and
increments lipid peroxidation in Hingra (El-Kadi et al., 1997). The effect of RSinrra

on P450 content and activity is dose-dependently prevented by N®-nitro-L-arginine
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methyl ester (L-NAME), a nitric oxide synthase inhibitor, and by antioxidants such as
N-acetylcysteine and dimethythiourea, and potentiated by inhibitors of superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase (El-Kadi et al., 2000). These
observations clearly suggest that the decrease in P450 content and activity is closely
associated to the activation of intracellular oxidative stress. On the other hand, the
effect of RSinea on P450 is prevented whenever RSinga 18 incubated with anti-
interleukin-6 (IL-6) antibodies, strongly suggesting that IL-6 is the serum mediator
responsible for the RSinpra-induced decrease in P450 content and activity (Bleau et
al., 2000).

21-Aminosteroids elicit an anti-lipid peroxidation effect through several
mechanisms, among them, a vitamin E-like membrane antioxidant activity, inhibition
of iron-catalyzed lipid peroxidation and superoxide anion scavenging (Braughler et al.,
1988). In rabbits, U74389G completely averted the increase in lipid peroxidation
produced by turpentine-induced inflammatory reaction (Galal and du Souich, 1999).
On the other hand, 21-aminosteroids are potent inhibitors of the synthesis of several
pro-inflammatory cytokines, such as IL-1f (Fisher et al., 1993), IL-2 (Salahudeen et
al., 1996), IL-6 (Lorenzl et al., 1995), IL-8 (Miniati et al., 1996), interferon-y (IFN-Y)
(Salahudeen et al., 1996), and tumor necrosis factor-o. (TNF-a) (Semrad et al., 1993).

Based on the fact that 21-aminosteroids are potent antioxidants and inhibit the
synthesis of IL-6, we postulated that in vivo, U74389G prevents turpentine-induced
inflammation down-regulation of hepatic P450 through an antioxidant effect in the
HinrLa and by inhibiting the synthesis of serum mediators. To assess the antioxidant

effect of U74389G in Hinpra, RSiwpLa was incubated for 4 and 24 h with Hinga from
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rabbits with and without pretreatment with U74389G; to document the effect of
U74389G on serum mediators, RSinea from rabbits with and without pretreatment
with U74389G was incubated with Hineia for 4 and 24 h. In both instances activity

and amount of CYP1A1 and 1A2 proteins were measured.



48

Materials and Methods

Experimental protocol

Male New Zealand rabbits (1.8-2.2 kg), were obtained from Ferme Charles River (St-
Constant, Québec, Canada). Rabbits were housed in separate cages and fed water and
rabbit chow ad libitum for at least 7 days before being used. Rabbits were randomly
allocated to one of the following 4 groups: 1) Control group, where the rabbits (n = 3)
were given an intravenous injection of saline (1 ml) every 12 h for 72 h, and in addition,
these rabbits received subcutaneously (s.c.) 5 ml of saline at two distinct sites of their
back 24 h after initiating the cycle of injections of saline; 2) Group of rabbits (n =3)
receiving the 21-aminosteroid U74389G, 3 mg/kg every 12 h for 72 h, and a s.c. injection
of 5 ml of saline 24 h after instituting the regimen with U74389G; 3) Group of rabbits (n
=3) given an intravenous injection of saline (1 ml) every 12 h for 72 h, with an
inflammatory reaction induced locally by injecting 5 ml turpentine (Recochem, Montréal,
Québec) s.c. at two distinct sites of their back (Ashton et al., 1970; Parent et al., 1992) 24
h after the start of the saline injections; 4) Group of rabbits(n =3) receiving the 21-
aminosteroid U74389G, 3 mg/kg every 12 h for 72 h, and a s.c. injection of 5 ml of
turpentine at two sites of their back 24 h after instituting the regimen with U74389G .
The dose of U74389G was determined in preliminary studies where it was demonstrated
that this regimen achieved a response similar to that described elsewhere (Galal and du
Souich, 1999). All the experiments were conducted according to the Canadian Council
on Animal Care guidelines for use of laboratory animals.

Blood (10 ml) was withdrawn from the rabbits 72 h after initiating the cycle of

saline/U74389G in a sterile Vacutainer Brand SST (Becton Dickinson, Mississauga,
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Ontario, Canada), left at room temperature for at least 2 h, and thereafter centrifuged
at 2500 r.p.m. for 5 min to obtain the serum. Rabbit’s hepatocytes were isolated 48 h
after the induction of the inflammatory reaction according to the two step liver

perfusion method of Seglen (1976), with minor modifications (El-Kadi et al., 1997).

Hepatocytes (4 x 106/ml) were placed into 12-wells plastic culture plates (Falcon,
Becton Dickinson Labware, NJ) coated with Type I rat-tail collagen (Sigma Chemical
Company, St. Louis, USA); cells were suspended in William's medium E (WME)
(Sigma Chemical Company) supplemented with 10% calf serum and insulin 1 uM
(Boehringer Mannheim GmbH, Germany). The plastic culture plates were incubated at
37°C in a humidifier with 95% O, and 5% CO,. Viability was assessed before and
after the incubation period by the trypan blue (0.2%) exclusion method, and in both
instances the viability was over 90%.

Activity of CYP1A1 and 1A2 was documented by incubating with the hepatocytes
theophylline for 4 h and 24 h, and measuring the formation of its metabolites, 3
methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid (IMU) and 1,3-dimethyluric acid (1,3DMU).
Theophylline was dissolved in serum-free WME, and 50 pl were added to each well
containing the hepatocytes to attain a final concentration of 176 uM. Theophylline was
selected because it is primarily metabolized by CYP1A1 and 1A2 P450 isoforms (Sarkar
and Jackson, 1994; Kurdi et al., 1999). At time zero, 350 ul of the supernatant were
collected from each well (control sample), and following 4 and 24 h of incubation, the
remaining supernatant was collected and frozen at -20°C until theophylline, 3MX,

IMU and 1,3DMU were assayed by HPLC (du Souich et al., 1989).
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The amount of CYP1A1l, 1A2 and 3A6 proteins were assessed by Western blot
analysis. Fifty pug of cell extract was separated by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (7.5% polyacrylamide) under non-reducing conditions (Smith, 1994).
Separated proteins were electrophoretically transferred to a nitro-cellulose membrane
using a semi-dry transfer process (Bio-Rad, Hercules, CA, U.S.A.). CYP1Al and 1A2
were detected with a polyclonal anti-rabbit CYP1A1 (Oxford Biochemical Research,
Oxford, MI, U.S.A.) diluted 1:100 in 5% nonfat milk in PBS/0.1% Tween 20 and
visualized with an alkaline phosphatase conjugated secondary antibody using nitro
blue tetrazolium as substrate (Kruger, 1994). CYP3A6 was detected with a
monoclonal anti-rat CYP3A1 (Oxford Biochemical Research, Oxford, MI, U.S.A.)
diluted 1:500 in 5% nonfat milk in PBS/0.1% Tween 20 using a secondary antibody
conjugated with chemiluminescence reagent (horseradish peroxidase enzyme) and
visualized by autoradiography (Thorpe et al., 1985). The intensities of the bands were
measured with the software Un-Scan-It-Gel (Silk Scientific Inc., Orem, Utah).

Lipid peroxidation in the hepatocytes induced by the turpentine-induced
inflammation and the experimental conditions was assessed measuring the amount of
malondialdehyde formed in hepatocytes by the thiobarbituric acid reaction (Ohkawa et
al., 1979). The protein content in the hepatocytes was determined by the method of

Lowry et al. (1951).

In vitro studies
These studies aimed to document whether U74389G prevented the down-

regulation and decrease in activity of the P450 by protecting the cell or by suppressing
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the release of serum mediators. To this purpose, 1) hepatocytes from control rabbits
receiving saline (Hcont), 2) hepatocytes from control rabbits receiving U74389G
(Hconts+u743896), 3) hepatocytes from rabbits with the turpentine-induced inflammatory
reaction and treated with saline (HingLa), and 4) hepatocytes from rabbits with the
turpentine-induced inflammatory reaction and treated with U74389G (HinpLa + U74389G)
were incubated with 200 ul of 1) serum from control rabbits receiving saline (Scont) 2)
serum from control rabbits receiving U74389G (Sconrt + u74389G), 3) serum from rabbits
with the turpentine-induced inflammatory reaction and treated with saline (SinpLa),
and 4) serum from rabbits with the turpentine-induced inflammatory reaction and treated
with U74389G (Sivrra + u743s9) for 4 h and 24 h. Each of the sixteen experiments
included n = 9. It has already been demonstrated that incubation of Hyygra With Sinera for
4 h decrease the activity of CYP1A1l and 1A2 (El-Kadi et al., 1997). With the present
experimental protocol, whenever Sivera cannot decrease P450 activity of Hivpra + u743s96
it shall indicate that U74389G prevents the decrease in P450 activity by an intracellular
mechanism. On the other hand, whenever SineLa + u74389G cannot decrease P450 activity

of Hynrra it shall indicate that U74389G reduces the release of serum mediators.

Drugs and chemicals

Insulin was purchased from Boehringer Mannheim GmbH (Germany), while Hepes,
EGTA, WME, trypsin inhibitor, type IV collagenase, type I rat-tail collagen, calf
serum, theophylline and its metabolites, and other chemicals were purchased from
Sigma Chemical Company (St. Louis, USA). U74389G was obtained from Biomol

Research Laboratories, Inc., PA, USA.
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Statistical analysis

All results are reported as mean =+ s.e. The comparison of the results from the various
experimental groups and their corresponding controls was carried out using a one way
analysis of variance (ANOVA) followed if necessary by Newman-Keuls post hoc tests.

The differences were considered significant when p<0.05.
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Results

Effect of U74389G in vivo on the activity and expression of CYPIAI, 142 and 346

Compared with rabbits receiving NaCl every 12 h for 72 h, the injection of
U74389G did not modify the biotransformation of theophylline (Figure 3).
Turpentine-induced acute inflammatory reaction (TIAIR) reduced the output of 3MX,
IMU and 1,3DMU by 23, 32 and 34%, respectively (p<0.05). In the hepatocytes of
rabbits that were pretreated with U74389G for 72 h and had a TIAIR, the
biotransformation of theophylline was not different from that observed in hepatocytes
from control rabbits.

The reduction in the rate of theophylline biotransformation 48 h after the initiation
of the TIAIR, was secondary to the decrease in the expression of CYP1A1 and 1A2
proteins (Figure 4). Pretreatment of the rabbits with U74389G completely prevented
the down-regulation of CYP1A1 and 1A2 produced by the TIAIR. By comparison
with hepatocytes from control rabbits, in hepatocytes from rabbits with TIAIR, the
expression of CYP3A6 was reduced by approximately 50% (Figure 4). Interestingly,
pretreatment with U74389G, not only prevented the CYP3A6 down-regulation by the
TIAIR but it increased its expression by 40%.

Hepatic lipid peroxidation, assessed by the production of malondialdehyde
increased from 0.050 + 0.003 nmol/mg of protein in hepatocytes of control rabbits to
0.107 = 0.004 nmol/mg of protein in hepatocytes harvested from rabbits with TIAIR
(p<0.05). Pretreatment of the rabbits with U74389G prevented the increase in lipid
peroxidation promoted by the TIAIR, i.e. malondialdehyde concentrations were 0.510

+ 0.002 nmol/mg of protein.
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Effect of U74389G on the serum mediators responsible for the reduction in P450
activity

When SiveLa was incubated for 4 h with Heonr, the output of theophylline
metabolites tended to decrease, i.e. 3MX by 39%, IMU by 9% and 1,3DMU by 21%
(p>0.05) (Figure 5). On the other hand, this trend was not apparent when Heont were
incubated with SinrLa + U74380G, 1.€. the relative change in 3MX, 1IMU and 1,3DMU
was 0, 0 and 9%, respectively. Compared to Scont, incubation of Singra for 4 h with
HineLa reduced the production of theophylline metabolites by around 25% (p<0.05)
(Figure 6). The SinrLa-induced decrease in P450 activity was totally prevented when
the serum was from rabbits with a TIAIR and been pretreated with U74389G for 72 h.
That is, in vivo pretreatment of rabbits with a TIAIR with U74389G abrogated the
ability of the serum to inactivate P450.

Incubation of Siwra with Heont increased hepatic lipid peroxidation by 40%
(p<0.05) (Figure 7). Compared to Hconr, lipid peroxidation in Hpra was two fold
greater (p<0.05), and addition of Sppra further increased the production of
malondialdehyde by 25% (p<0.05). However, the incubation of Sinpra + u743s9c With
Hinera did not promote any increase in lipid peroxidation (Figure 7), supporting that
pretreatment of rabbits with TIAIR with U74389G prevents the release of serum
mediators.

Incubation of Heont and Hingra with Singra for 24 h resulted in a reduction in the
production of IMU and 1,3DMU by 37 and 21%, respectively (p<0.05) and an

increase in hepatic lipid peroxidation (p<0.05) (Table II). However, incubation of



55

SINFLA + U74389G With Heont and Hingra did not reduce the rate of biotransformation of

theophylline and did not promote hepatic lipid peroxidation.

Effect of U74389G on the modulation of hepatic P450 activity

When control rabbits were pretreated with U74389G, Sinpra did not modify the
rate of theophylline biotransformation in Hconr + u743s96 after 4 or 24 h of incubation
(Figure 8; Table II). In addition, pretreatment of rabbits with TIAIR with U74389G
prevented the decrease in P450 activity in Hinpra + u74380c prompted by Sinera after 4
or 24 h of incubation (Figure 9; Table II), suggesting that pretreatment of rabbits with
U74389G prevents the decrease in activity secondary to the serum mediators.

Incubation of SingLa for 4 and 24 h with Heont + u743s9Gg did not result in an
increase in hepatic lipid peroxidation (Figure 7; Table II). Pretreatment of the rabbits
with TIAIR with U74389G did not prevent the increase in malondialdehyde when
SineLa Was incubated with Hinpra+ u743soc (Figure 7) even if the biotranformation of
theophylline was normalized (Figure 9). However, when Hingra + u74389G Was incubated
for 4 or 24 h with SinrLa + U74389G hepatic lipid peroxidation did not increase (Figure 7;

Table II).
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Figure 3. Effect of 21-aminosteroid U74389G on the production of theophylline
metabolites, 3-methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid (IMU) and 1,3-
dimethyluric acid (1,3DMU) when hepatocytes from control rabbits (Hcont) and
rabbits with a turpentine-induced inflammatory reaction (Hingra) pretreated or not
with U74389G are incubated for 4 h with serum of control rabbits (Scont).* p<0.05
compared to Hcont + Scont. Vertical bars are s.e.m.
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Figure 5. Effect of 21-aminosteroid U74389G on the production of theophylline
metabolites, 3-methylxanthine (3MX), I-methyluric acid (IMU) and 1,3-
dimethyluric acid (1,3DMU) when hepatocytes from control rabbits (Hcont) are
incubated for 4 h with serum of control rabbits (Scont) and serum from rabbits with
a turpentine-induced inflammatory reaction (Sinpa) pretreated or not with
U74389G. * p<0.05 compared to Hecont + Scont. Vertical bars are s.e.m.
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Figure 6. Effect of 21-aminosteroid U74389G on the production of
theophylline metabolites, 3-methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid (1IMU)
and 1,3-dimethyluric acid (1,3DMU) when hepatocytes from rabbits with a
turpentine-induced inflammatory reaction (Hinpra) are incubated for 4 h with
serum of control rabbits (Scont) and serum from rabbits with a turpentine-
induced inflammatory reaction (SinrLa) pretreated or not with U74389G.
*p<0.05 compared to Hinpra + Scont. Vertical bars are s.e.m.
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Figure 7. Effect of 21-aminosteroid U74389G on hepatic lipid peroxidation
assessed by the formation of malondialdehyde when hepatocytes from control
rabbits (Hcont) and from rabbits with a turpentine-induced inflammatory reaction
(HmvrLa) are incubated for 4 h with serum of control rabbits (Scont) and serum
from rabbits with a turpentine-induced inflammatory reaction (Singra) in presence
or absence of in vivo pretreatement with U74389G. * p<0.05 compared to Hcont
or Hnpa incubated with Scont, SiNera, Scont + u7a3so and SiNpLa + u743seG § &
p<0.05 compared to mean values estimated in Hconr; J p<0.05 compared with
Scont and SiNFLA + U743g0G. Vertical bars are s.e.m
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Figure 8. Effect of 21-aminosteroid U74389G on the production of theophylline
metabolites, 3-methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid (1IMU) and 1,3-dimethyluric
acid (1,3DMU) when hepatocytes from control rabbits pretreated with U74389G (Hcont
+ U74380G) are incubated for 4 h with serum of control rabbits (Scont) and serum from
rabbits with a turpentine-induced inflammatory reaction (SivgLa) pretreated or not with
U74389G. Vertical bars are s.e.m.
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Figure 9. Effect of 21-aminosteroid U74389G on the production of

. theophylline metabolites, 3-methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid

(1IMU) and 1,3-dimethyluric acid (1,3DMU) when hepatocytes from
rabbits with a turpentine-induced inflammatory reaction pretreated
with U74389G (Hinpa + u743soc) are incubated for 4 h with serum of
control rabbits (Scont) and serum from rabbits with a turpentine-
induced inflammatory reaction (SinpLa) pretreated or not with
U74389G. Vertical bars are s.e.m.
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Table II. Effect of the 21-aminosteroid U74389G on the biotransformation of
theophylline to 3-methylxanthine (3MX), 1-methyluric acid (1MU) and 1,3-dimethyluric
acid (1,3DMU) and lipid peroxidation in hepatocytes from control rabbits or rabbits with a
turpentine-induced acute inflammatory reaction (TIAIR) receiving or not U74389G and
incubated for 24 h with serum from control rabbits or rabbits with a turpentine-induced
inflammatory reaction receiving or not U74389G.

3IMX IMU 1,3DMU Malondialdehyde
(ng/ml) (nmol/mg protein)
Hepatocytes from control rabbits receiving vehicle
Scont 0.15 = 0.004 0.19 £0.012 4.52 £0.142 0.12 +£0.007
SINFLA 0.14 +0.005 0.12£0.011*  3.58 £0.223° 0.16 £ 0.004*

SCONT+U74389G 0.14 £0.004 0.18 £0.012 4.00 £ 0.078 0.12 £ 0.005
SINFLA+U74389G 0.15 = 0.006 0.20+0.011 4.31 £ 0.199 0.12+0.005

Hepatocytes from control rabbits receiving U74389G

Scont 0.14 £ 0.003 0.17 £ 0.008 4.15+£0.135 0.12 £ 0.006
SINFLA 0.14 £ 0.002 0.15 +£0.003 3.96 +£0.077 0.12 £ 0.003
SCONT+U74389G 0.14 = 0.003 0.17 £ 0.008 4.09 +0.121 0.12 £0.006
SINFLA+U74389G 0.15 +0.003 0.16 = 0.007 3.87 +0.259 0.11 +0.006

Hepatocytes from rabbits with TIAIR receiving vehicle

Scont 0.05 £ 0.001 0.11 = 0.005 2.21 £0.079 0.22 £0.007
SINFLA 0.04 = 0.002* 0.07 £ 0.001* 1.46 +0.024* 0.24 + 0.006*
SCONT+U74389G 0.05 £ 0.003 0.10 £ 0.004 2.22 +£0.073 0.20 £ 0.004
SINFLA+U74389G 0.05 +£0.002 0.10 £ 0.009 2.15+0.098 0.22 +0.007

Hepatocytes from rabbits with TIAIR receiving U74389G

Scont 0.14 = 0.004 0.17 £ 0.008 4.25 +0.037 0.13 +£0.003
SiNFLA 0.13 £0.003 0.15 £ 0.002 4.1510.037 0.13 £ 0.005
SCONT+U743SQG 0.13 £0.002 0.16 £0.004 4.16 +0.054 0.12 £0.004
SINFLA+U74389G 0.14 + 0.004 0.17 +£0.007 4.18 +0.064 0.13 £0.005

* p<0.01 compared to Scont, ScoNT + U74389G and SINFLA + U74389G

@ p<0.05 compared to SCONT and SINFLA + U74389G

ScoNT, SINFLA, SCONT + U74389G, and SiNFLA + U74380G are serum from control rabbits
and from rabbits with a TIAIR without or with pretreatment with U74389G.
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Discussion

In the rabbit, turpentine-induced inflammatory reaction reduces the rate of
biotransformation of theophylline by decreasing the expression of CYP1A1 and 1A2,
and in addition it down-regulates CYP3A6 (Kurdi et al., 1999). In vivo, pretreatment
of rabbits with the 21-aminosteroid U74389G prevents the decrease in rate of
biotransformation of theophylline as well as the increase in intrahepatic lipid
peroxidation (Galal and du Souich, 1999). The present results extend these
observations showing that pretreatment of the rabbits with U74389G prevents the
down-regulation of CYP1A1 and 1A2; moreover, U74389G increases the expression
of CYP3A6 in hepatocytes from control rabbits as well as from rabbits with a
turpentine-induced inflammatory reaction.

To date, little is known about the mechanisms underlying the pre-translational
down-regulation of P450 isoforms. Cells respond to inflammatory stimuli by
selectively expressing a wide range of genes. These proinflammatory signals bind to
receptors and initiate intracellular signalling cascades, which result in the activation of
proinflammatory deoxyribonucleic acid-binding proteins such as activator protein-1
(AP-1) or nuclear factor-kB (NF-kB), or increases in expression of the proto-
oncogene c-myc (Rahman, 2000; Hirano et al, 2000; Karin and Chang, 2001). Hepatic
cytochrome P450 down-regulation by turpentine-induced inflammatory reaction is IL-
6-dependent (Bleau et al., 2000; Siewert et al., 2000), and IL-6 is known to activate
AP-1 (Leu et al., 2001), NF-kB (Meng et al., 2001), and c-myc (Daino et al., 2000).

These proteins can modulate expression and activity of P450 isoforms, specifically
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AP-1 can modulate the expression of P450 isoforms of the CYP1A subfamily, but it is
believed to increase the expression of CYP1A2 (Quattrochi et al.,, 1998). The
transcription factor NF-kB is a negative regulatory element of CYP2B1/2 and
CYP2C11 (Lee et al., 2000; Iber et al., 2000). The overexpression of c-myc induced
by IL-2 down-regulates CYP1A1l, CYP2B1/2, CYP2C11, CYP2Dl1, and CYP3A
(Tinel et al., 1999).

In vivo, in this study U74389G prevents the down-regulation of CYP1A1 and 1A2
produced by the turpentine inflammatory reaction by two distinct mechanisms. Firstly,
the fact that in vitro SingLa + u743896 does not decrease P450 activity in Hinpra indicates
that pretreatment with U74389G prevents the release of the serum mediator. In the
turpentine-induced inflammatory reaction, the primary serum mediator is IL-6 (Bleau
et al., 2000; Siewert et al., 2000) and it has been shown that U74389G reduces the
synthesis of IL-6 (Lorenzl et al., 1995), supporting that U74389G may have prevented
the effect of Sera by inhibiting the release of IL-6. Secondly, the present results
support that U74389G must also elicit an effect at the cellular level: a) by its
antioxidant effects, blocking the activation of signal transduction pathways (Villa and
Gorini, 1997), b) by impeding the activation of NF-kB (Fukuma et al., 1999; Okada et
al., 2000), or c) by reducing the expression of c-myc (He and Na, 2001). Incubation of
Hcont with Sinpra for 4 h increases lipid peroxidation without decreasing the output of
theophylline metabolites. Moreover, in Hinrra of rabbits pretreated with U74389G
(HineLa + u743ge) the addition of Sinera does not reduce the biotransformation of

theophylline but still increases intrahepatic lipid peroxidation. These results suggest
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that U74389G prevents the decrease in P450 activity by a mechanism independent of
its antioxidant effects.

In vitro, Sweia incubated for 4 or 24 h with Hinea decreased the activity of
CYP1Al and 1A2 mainly secondary to a reduction in activity and not the quantity of
these isoforms. The observation that the Sinea did not further down-regulate the
expression of CYP1A1 and 1A2 proteins in HineLa following 24 h of incubation is in
agreement with the fact that the serum mediator IL-6 reduces preferentially the
expression of CYP3A6 (Muntané-Relat et al., 1995).

There is evidence supporting that under the present experimental conditions, P450
decrease in activaty is associated to the presence of nitric oxide (NO®) and possibly
other oxygen reactive species (El-Kadi et al., 2000; Barakat et al., 2001). NO® can
inactivate P450 isoforms by several mechanisms, such as forming dissociable NO-
P450 adducts, the ferric form of P450 decreases meanwhile the inactive five-
coordinated ferrous nitrosyl form increases, adducts that inactivate the P450 reversibly
or irreversibly without affecting the expression of P450 isoforms (Khatsenko et al.,
1993; 1997; 1998). In addition, NO® can nitrate tyrosine residues in the proximity of
the active site resulting in P450 inactivation (Janig et al., 1987; 1988). Probably the
two mechanisms of inactivation are sequential, with an early binding to Fe**/Fe** and
a later nitration of tyrosine residues (Park et al., 1999). Local tissue injury by
turpentine activates the transcription factor NF-xB (Bazel et al., 1999) and increases
the expression of nitric oxide synthase-2 (NOS2) and the release of NO® in the
hepatocyte (Freeswick et al., 1994). During inflammation, activation of NF-xB plays

an important role in the induction of NOS2 and the production of NO* (Taylor et al.,
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1998; Galea and feinstein, 1999). On the other hand, it has been shown that U74389G
reduces the expression of NOS2 and production of NO® by inhibiting the activation
and translocation of NF-xB (Fukuma et al., 1999). Taken together, we may speculate
that U74389G prevented the serum-induced decrease in activity of P450 in the
hepatocyte by inhibiting NF-xB translocation, and consequently overexpression of
NOS2 and release of NO®. According to this hypothesis, the fact that Syrra did not
reduce P450 activity in control hepatocytes may be explained by low levels of
expression of NOS2, in contrast with the high levels in primed hepatocytes.

It is of interest to note that U74389G not only prevented CYP3A6 down-
regulation but also increased the expression of CYP3A6 even in presence of the
turpentine inflammatory reaction. The expression of CYP3A6 is modulated by several
nuclear receptors, such as constitutive androstane receptor, pregnane X receptor,
retinoid X receptor, hepatocyte nuclear factor 4, and glucocorticoid receptor (El-
Sankary et al., 2000; Pascussi et al., 2000; Jover et al., 2001). The mechanism
underlying CYP3A6 induction by 21-aminosteroids, such as U74389G, may not be
direct, since contrary to other CYP3A6 inducers, such as dexamethasone, it does not
bind or increase the expression of the glucocorticoid receptor (Gonzalez-Deniselle et
al., 1996). There is no information concerning the effect of U74389G on constitutive
androstane receptor, pregnane X receptor, retinoid X receptor, and hepatocyte nuclear
factor 4. However, being U74389G a pregnatriene derivative, we might speculate that
U74389G activates pregnane X receptor which is able to bind dexamethasone,
rifampicin, and numerous pregnane derivatives which are CYP3A4 inducers (Kliewer

et al., 1998; Lehmann et al., 1998; Bertilsson et al., 1998).
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In conclusion, in vivo pretreatment of rabbits with U74389G prevents P450 down-
regulation triggered by a turpentine-induced inflammatory reaction. /n vitro studies
demonstrate that the mechanism of action underlying the effect of U74389G is double;
on the one hand, it inhibits serum mediators and on the other hand, it prevents the
activation of intracellular signal transduction pathways rather than acting as an
antioxidant. Probably, by the same mechanism U74389G prevents the decrease in
P450 activity produced by the serum mediators. Finally, U74389G is a potent inducer

of CYP3AG.
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Discussion

Chez I’homme, les infections virales et bactériennes de méme qu’une réaction
inflammatoire, entrainent une diminution de la clairance de médicaments tels que la
théophylline, secondairement a une réduction de I’activité des isoformes du
cytochrome P450 hépatique. La réduction de la biotransformation hépatique d’un
médicament est liée a une augmentation de ses concentrations plasmatiques, ce qui
peut causer une toxicité méme lorsque des doses thérapeutiques de ce médicament
sont administrées. Par conséquent, la connaissance des mécanismes sous-jacents a la
diminution du métabolisme hépatique lors d’une réaction inflammatoire est essentielle

afin de diminuer I’incidence des effets secondaires et d’instaurer des stratégies pour

améliorer le traitement des patients.

Chez le lapin, une réaction inflammatoire aigué peut étre produite par 1’administration
sous-cutanée de térébenthine. De fait, il a été observé qu’in vivo, 48 heures apres avoir
induit une réaction inflammatoire aigué chez le lapin, la clairance métabolique de la
théophylline est diminuée secondairement a la répression des isoenzymes 1A1, 1A2 et
3A6 du P450 hépatique (Kurdi et coll., 1999). De plus, in vitro, le sérum de lapins
avec une RIA et le sérum d’humains atteints d’une infection virale des voies
respiratoires supérieures sont capables de diminuer I’activité catalytique des
isoenzymes 1A1 et 1A2 des hépatocytes de lapin avec une RIA (El-Kadi et coll.,
1997). Les mécanismes d’action de cette diminution d’activité et de la répression des

isoformes du P450 demeurent inconnus, mais les substances oxygénées réactives
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(SOR) produites lors d’une réaction inflammatoire aigu& ont été impliquées dans la

diminution de I’activité et de la quantité du P450 hépatique (Proulx et coll., 1995b).

Des études antérieures dans notre laboratoire ont démontré qu’in vivo le pré-traitement
de lapins avec un dérivé des 21-aminostéroides, le U74389G, confére une protection
totale de fagon que la RIA n’affecte pas le P450. De plus, le U74389G empéche
I’augmentation de la peroxydation lipidique intrahépatique provoquée par une réaction
inflammatoire aigué (Galal et du Souich, 1999). A la lumiére de ces résultats
expérimentaux, nous voulions élucider le mécanisme par lequel 1’'U74389G empéche
la diminution du P450 de lapins avec une réaction inflammatoire induite par

I’injection de térébenthine.

Les résultats de la présente étude suggerent que le U74389G agit a deux niveaux,
premiérement, en inhibant/diminuant la libération de médiateurs sériques pro-

inflammatoires et deuxi€émement en modifiant la réactivité de I’hépatocyte au SingLa-

La réaction inflammatoire est un phénomeéne complexe résultant d’un dommage
tissulaire causé par des facteurs endogénes ou exogenes. Ce processus est initié par
I’activation des cellules inflammatoires (e.g. les macrophages et les neutrophiles)
présentes au si¢ge de !’inflammation et conduit a la production d’une variété de
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-o, I’IL-1, I’interféron gamma (IFN-y)
et des facteurs chimiotactiques. Ces substances, a leur tour, stimulent la synthése de
cytokines de seconde phase telles que I'IL-6. Les cytokines ainsi libérées peuvent se

disséminer dans I’organisme via la circulation sanguine et atteindre leurs organes
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cibles, comme le foie, ou elles modulent I’expression de plusieurs genes (Koj, 1996;

Moshage, 1997).

De nombreuses études in vitro et in vivo ont proposé que les cytokines pro-
inflammatoire notamment, 'IL-1B, I’'IL-6 et 'IFN-y, contribuent a la diminution de
I’activité et de la quantité du P450 hépatique (Chen et coll., 1992; Calleja et coll.,
1997). Ces cytokines semblent agir principalement au niveau transcriptionnel
(Morgan, 1997). Parmi ces cytokines, I’IL-6 joue le r6le le plus important en ce qui
concerne I’induction de I’expression des protéines de la phase aigué¢ (Heinrich et coll.,
1990; Geiger et coll., 1988; Castell et coll,, 1989). De plus, plusieurs études
démontrent que I'IL-6 est le médiateur sérique primordial responsable de Ia
diminution de l’activité et de la quantité du cytochrome P450 observée suite a
I’administration s.c. de térébenthine. Fukuda et ses collaborateurs ont rapporté que
P’expression constitutive de I'’ARNm des CYP1A1, CYP1A2 et CYP3A4 était réduite
par I'IL-6 dans des lignées cellulaires d’hépatocarcinomes humains (1992). Par
ailleurs, la présence des éléments de réponse de I'IL-6 dans la région 5’ flanquante des
genes des CYP1AL/CYP1A2 suggere que I'IL-6 joue un rdle dans la régulation
transcriptionnelle de ces genes (Abdel Razzak et coll.,, 1993). Siewart et ses
collaborateurs (2000) ont démontré que la diminution des niveaux d’ARNm des
CYP1A2, CYP2AS et CYP3AL11 lors d’une RIA induite par I’injection de térébenthine
est abolie chez les rats génétiquement déficients en IL-6. Finalement, il a ét€ démontré
par immunoneutralisation en présence d’anticorps anti-IL-6 que le SinpLa ne diminue

pas Dlactivité des CYP1A1l et 1A2 de Hinpra (Bleau et coll., 2000). Ces résultats
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confirment que I'IL-6 est indispensable a la répression du P450 hépatique observée

lors d’une inflammation aseptique.

L’IL-6 libérée suite a I’induction d’une réaction inflammatoire se lie a son récepteur a
la surface des hépatocytes et déclenche ainsi plusieurs voies de signalisation
intracellulaire. La liaison de I'IL-6 & la sous-unité gp130 du complexe réceptoriel
entraine I’homodimérisation du gp130 ainsi qu’une hétérodimérisation avec d’autres
récepteurs du méme type, ce qui résulte en une activation des kinases de type Janus
(JAK1, JAK2 et TYK?2) (Lutticken et coll., 1994; Stahl et coll., 1994). Par la suite, le
gp130 est phosphorylé sur ses résidus tyrosine et peut ainsi recruter des molécules de
signalisation telles que le SHP2 (protéine tyrosine phosphatase 3) et le STAT3 (Akira
et coll,, 1994; Fukada et coll., 1996; Yamanaka et coll., 1996). Suite a la
phosphorylation de ses résidus tyrosine, le STAT3 peut former un homodimeére ou un
hétérodimere avec STAT] et entrer dans le noyau ou il régule I’expression d’une série
de genes spécifiques (Darnell, 1997; Darnell et coll., 1994; Ihle, 1996; Hirano et coll.,
1997). Le STAT3 peut ainsi induire I’expression des génes des protéines de la phase
aigué (PPA) et le gene du facteur transcriptionnel c-myc (Kim et Baumann, 1999).
D’autre part, I'IL-6 peut activer la cascade des MAPK (Kim et Baumann, 1999) et
augmenter ’expression du NF-kB (Middleton et coll., 2000; Kovalovich et coll.,
2000). Les études révelent également que I’IL-6 peut activer I’expression des génes
hépatiques via la stimulation du facteur transciptionnel AP-1 (c-Jun, c-Fos). En effet,
I’AP-1 peut interagir avec STAT-3 dans le noyau pour augmenter la transcription

génétique (Leu et coll., 2001).
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Le NF-«xB est le facteur transcriptionnel le mieux caractérisé en tant qu’activateur de
I’expression génétique pendant des réactions inflammatoires et immunologiques
(Ghosh et May, 1998). Ce facteur ubiquitaire est impliqué dans la régulation positive
de plusieurs génes pro-inflammatoires tels que le TNF-a, le NOS2, 'IL-1, 'IL-6 et
I’ICAM-1 (Baeuerle et coll., 1994). Le NF-«xB fait partie d’une famille de protéines
appelée Rel et réside dans le cytoplasme dans un état inactif complexé avec une
protéine inhibitrice i.e. 'Ix-B (Baeuerle et Baltimore, 1988). Suite a I’exposition de la
cellule au LPS ou a des cytokines comme 1’'IL-6, I’Ix-B est phosphorylé et dégradé
permettant ainsi au NF-kB de se libérer, de migrer au noyau et de déclencher la

transcription des genes (Galea et coll., 1999).

La revue de la littérature révele que des facteurs transcriptionnels tels que le NF-«xB,
I’AP-1 et le c-myc sont impliqués dans la régulation transcriptionelle des génes du
cytochrome P450 suite a la stimulation des cellules avec des cytokines. Par exemple,
Iber et ses collaborateurs (2000) ont observé que le NF-kB exerce un effet répresseur
sur I’expression du CYP2C11 suite a la stimulation avec I’IL-1. Ces investigateurs ont
démontré qu’effectivement le NF-kB peut se lier a son élément de réponse (le nkB-
RE1) en amont du géne CYP2CI11 et inhiber de cette fagon la transcription de ce géne
par des cytokines pro-inflammatoires. Cette répression de la transcription peut
s’expliquer par le fait que la liaison du NF-kB au nxB-RE1 pourrait inhiber
I’assemblage et/ou le déplacement du complexe de I’ARN polymérase 1. Le NF-xB
pourrait également inhiber la liaison de coactivateurs transcriptionnels ou recruter lui-

méme des corépresseurs transcriptionnels (Iber et coll., 2000). Part ailleurs, il a aussi
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été montré que le NF-xB peut également réprimer la transcription de CYP2BI et

CYP2B2 (Lee et coll., 2000).

En ce qui concerne I’AP-1, les résultats de I’étude de Quattrochi et ses collaborateurs
(1998) montrent que les membres de la famille des facteurs transcriptionnels AP-1 tels
que c-Jun, JunD et c-Fos peuvent se lier aux séquences régulatrices du CYP1A2 et

activer la transcription de ce gene.

Quant au c-myc, Tinel et ses collaborateurs (1999) rapportent, dans leur étude, que
I’'IL-2 cause une surexpression du c-myc et une répression des isoenzymes CYP1Al,

2B1/2,2Cl11, 2D1 et 3A dans des hépatocytes de en culture de rat.

Nos travaux démontrent qu’in vitro, le sérum de lapin avec une réaction inflammatoire
(SmveLa) inactive le P450 d’hépatocytes de lapin avec une RIA aprés 4 h et 24 h
d’incubation, résultats qui sont en accord avec les travaux effectués antérieurement
dans notre laboratoire par I’équipe d’El-Kadi et collaborateurs (1997) et Bleau et
collaborateurs (2001). La diminution de I’activité des isoformes du P450 a été associée
a la présence du NO' dans les hépatocytes, une hypothése qui est en accord avec les
résultats de plusieurs études. La réduction de I’activité du P450 en réponse a un
traitement in vivo avec le LPS a été associée a une surproduction de NO (Khatsenko et
coll., 1993). Wink et ses collaborateurs (1993) ont observé in vitro une inhibition de
I’activité du P450 dans les microsomes exposés au NO' et a des agents qui libérent le
NO'. Le NO’ a également été largement impliqué dans I’inhibition de I’activité de

CYP1A et CYP2B chez des souris infectées avec le Chlamydia trachomatis
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(Khatsenko et coll.,, 1998). Finalement, les résultats publiés par Barakat et ses
collaborateurs (2001) montrent qu’in vivo I’administration du L-NAME (un inhibiteur
spécifique de NOS2) prévient partiellement I’inactivation mais pas la diminution des
isoenzymes 1Al et 1A2 observée lors d’une réaction inflammatoire aigué induite par
I’injection de térébenthine. Ceci a conduit ces investigateurs a conclure que le NO est
en partie responsable de la diminution de D’activité catalytique des CYPlA1l et

CYP1A2 lors d’une RIA.

Tel que discuté précédemment, une réaction inflammatoire locale induite par la
térébenthine peut activer 1’expression du NF-xB qui stimule a son tour 1’expression de
I’oxyde nitrique synthase inductible (NOS2) (Freeswick et coll., 1994). La NOS
synthétisée peut catalyser la formation d’importante quantité de NO' dans les
hépatocytes. Il a de plus été rapporté que le CYP3A6 contribue également a la
production de NO® dans les hépatocytes de lapin avec une RIA (Barakat et coll.,

2001).

Théoriquement, le NO" pourrait inhiber 1’activité enzymatique des isoformes du P450
par plusieurs mécanismes. (1) Il a été démontré que le NO' se lie a la partie héminique
des enzymes du P450 avec une grande affinité (Ebel et coll., 1975, Khatsenko et coll.,
1993) et que les complexes NO'/P450 sont relativement instables (Ebel et coll., 1975).
La liaison du NO' a I’atome de fer ferreux (Fe**) qui se trouve au centre prosthétique
du cytochrome P450 empéche la fixation de ’oxygene a ce site et entraine ainsi une
inhibition réversible de 1’activité enzymatique du P450 hépatique sans affecter son

expression (Khatsenko et coll., 1993; Stadler et coll., 1994; Kim et coll., 1995). (2) La
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nitration des résidus tyrosine situés a proximité du centre catalytique du P450 résulte
en une inactivation irréversible de cette enzyme. Ceci est di au fait que cette nitration
interfére avec le transfert des électrons a partir du cytochrome P450 NADPH-
réductase au cytochrome P450 (Jénig et coll., 1987). Il est également plausible que ces
deux mécanismes d’inactivation soient séquentiels oll on assisterait d’abord a la
fixation du NO" au fer ferreux du P450 et ensuite a la nitration des résidus tyrosine

(Park et coll., 1999).

L’inactivation du cytochrome P450 pourrait se réaliser également par le biais des
substances oxygénées réactives telles que le H,O,, le radical O, le radical OH’ et le
NO'. Effectivement, les résultats de notre étude sur la peroxydation lipidique
démontrent qu’in vitro, le SineLa augmente significativement la concentration de
malondialdéhyde dans les hépatocytes témoins et dans les hépatocytes de lapin avec
une RIA (Hinpra) apreés une période d’incubation de 4 h et 24 h. De fait, la réaction
inflammatoire aigué induite par la térébenthine provoque un stress oxydatif hépatique
caractérisé par une diminution de 1’activité des piégeurs enzymatiques, une diminution
du GSH ainsi qu’une augmentation de la peroxydation lipidique (Proulx et du Souich,
1995b). De plus, il a été¢ montré que la diminution de I’activité et de la quantité du
P450 hépatique dans les Hinrra est associée a la présence de SOR générées par le
SiNneLa suite 2 4 heures d’incubation. L’effet du Sivea est prévenu de fagon dose-
dépendante par le L-NAME ou par les antioxydants tels que la N-acétylcystéine et la
diméthylthiourée et potentialisé par les inhibiteurs de la superoxyde dismutase, de la

catalase et du glutathione peroxydase (El-Kadi et coll., 2000).
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En tenant compte de la diversité de médiateurs sériques produits lors d’une réaction
inflammatoire, diverses sources de SOR sont possiblement impliquées telles que la
NADPH oxydase membranaire et cytosolique, la xanthine oxydase, la chaine
respiratoire mitochondriale et le syst¢me du P450 lui-méme. Concernant le systéme de
la NADPH oxydase, I'IL-6, I'IL-1p et I’'I[FN-y peuvent activer la phospholipase A2
(McPhail et coll., 1993) pour produire 1’acide arachidonique qui est ensuite transformé
en leucotriene par la 5-lipoxygénase, réaction qui génere des SOR (Rhee, 1999). Par
ailleurs, les cytokines telles que I'IFN-y, I’IL-1B et I’IL-6 sont capables d’activer la
xanthine oxydase pour générer le radical O, (Ghezzi et coll., 1985). La réaction
inflammatoire induite par la térébenthine augmente 1’activité de la xanthine oxydase

qui est également une source importante de SOR (Proulx et du Souich, 1995b).

En réponse a différents stimuli inflammatoires comme la septicémie, les cytokines ou
la céramide, les complexes I, II et III de la chalne respiratoire mitochondriale peuvent
produire des SOR qui servent de seconds messagers pour activer des facteurs
transcriptionnels tels que le NF-xB et le c-myc et stimuler 1’expression de la NOS2
(France-Lanord, et coll., 1997; Duranteau et coll., 1998; Rosenfeld, 1998). De plus,
dans les hépatocytes, 'IFN-y (Ghezzi et coll., 1985, 1986), I'IL-1p (Kocic et coll,,
1995), le TNF-a et I'IL-6 (Pfeffer et coll., 1994) peuvent activer la xanthine oxydase
et ainsi produire I’anion superoxyde (O,") qui induit I’expression du c-myc (Singh et
Aggaewal, 1995) et du NF-«xB (Li et coll., 1997; Rusyn et coll., 1998; Lee et coll.,

1999; Wang et coll., 1999).
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Finalement, il a ét¢ démontré dans des hépatocytes que plusieurs isoformes du P450
sont capables de générer des SOR (Serino et coll., 1993), plus spécifiquement, le
CYP2E1 génere le H,O, (Gergel et coll.,, 1997); les CYP3A4, 1A1, 1A2 et 2B6
produisent I’anion superoxyde (O,") (Puntarula et Cederbaum, 1998) et le CYP3A

génére le NO' (Kuo et coll., 1995).

Les SOR peuvent affecter I’activité et la quantité des isoformes du P450 de plusieurs
facons. 1) elles peuvent affecter directement les isoenzymes du P450 et réduire leur
activité (Khatsenko et coll., 1993; Eliasson et coll., 1994; Karuzina et Archakov;
1994). Par exemple, il a été rapporté que I’anion superoxyde (O,") est capable de
réduire I’activité de CYP1A1 (Flowers et Miles, 1991). 2) les SOR peuvent réduire
indirectement I’activité de CYP1A et CYP3A en induisant la phosphorylation de ces
isoformes (Quillet-Mary et coll., 1997; Korsmeyer et coll., 1999; Pyerin et coll.,
1987). 3) les SOR peuvent déprimer le P450 en modifiant I’expression du NF-kB et du
c-myc (Bonizzi et coll., 1999; Flescher et coll., 1998; Gergel et coll., 1997). De fait,
les SOR (particulierement le radical OH’) sont capables d’activer le NF-xB de méme
que les homo-/hétérodimeres de c-Jun et c-Fos qui stimulent 1’expression des génes de

cytokines (Devary et coll., 1991; Schrech et coll.,1991; Altavilla et coll., 1998)

Dans la présente étude, nous avons démontré in vivo que le prétraitement de lapins
avec 1’U74389G pendant 72 heures a prévenu la diminution du métabolisme de la
théophylline et la réduction de la quantité de CYP1A1l et CYP1A2 induite par la
réaction inflammatoire aigu€. Nous constatons également que 1’administration de

I’U74389G aux lapins avec une RIA a prévenu I’augmentation de la concentration de
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malondialdéhyde observée dans les Hivpa. Nos résultats sont en parfaite concordance
avec ceux publiés antérieurement par Galal et du Souich (1999) qui démontraient
qu’in vivo I’administration de I’'U74389G empéche la diminution de la clairance de la
théophylline et I’augmentation de la peroxydation lipidique intrahépatique induites par

une réaction inflammatoire aigug.

Nos résultats démontrent que le dérivé des 21-aminostéroides, le U74389G, empéche
la régulation négative du P450 induite par une RIA par un mécanisme mixte. D’abord,
le sérum de lapin avec une RIA recevant le U74389G (SinrLa+uU74389G) n’inhibe pas
Pactivité in vitro du P450 dans les Hmea. Donc, nous pouvons affirmer que
U74389G a inhibé la formation/libération de médiateurs sériques pro-
inflammatoires. En accord avec notre hypothese, il a été démontré que 1’U74389G est
capable d’inhiber la production de I'IL-6 dans les macrophages péritonéaux stimulés
par des cytokines ou le LPS (Lorenzl et coll., 1995). L’U74389G bloque également la
formation de I'IL-6 dans les cellules de Kupffer stimulées par le LPS (Okada et coll.,
2000). Les résultats rapportés par Shenkar et Abraham (1995) démontrent que le
traitement de rats avec ’U74389G a attenué les niveaux d’ARNm de I'IL-6. Par
ailleurs, les 21-aminostéroides suppriment I’expression de 1’IL-1, I’'IL-6, le TNF-a et
I'IFN-y dans les cellules mononucléaires pulmonaires (Salahudeen et coll., 1996).
Basés sur ces résultats, nous pouvons postuler que 1’U74389G a empéché 1’effet
dépresseur du SinpLa en bloquant la synthése de I'IL-6 qui est la principale cytokine

responsable de la répression du P450 lors d’une RIA.
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D’autre part, nos résultats montrent qu’in vivo I’activité du P450 n’est pas modifiée
par la RIA lorsque des lapins sont traités avec 1’U74389G. De plus, le Sinra ne
diminue pas I’activité du P450 dans les hépatocytes de lapin avec une RIA recevant le
U74389G (HinrLa+u7azsec). Ces observations suggeérent que 1'U74389G exerce
également un effet protecteur sur les hépatocytes. Le mécanisme de cette protection
pourrait dépendre de l’inhibition de I’activation du NF-xB dans les hépatocytes.
Effectivement, I’'U74389G réduit substantiellement 1’activation du NF-xB dans le foie
de souris traitées avec le LPS (Fukuma et coll., 1999). L’inhibition du NF-xB dans les
cellules de Kupffer s’explique par une inhibition de la dégradation des protéines IxBa
et IkBP (Okada et coll., 2000). Le U74389G pourrait agir via un effet antioxydant et
ainsi empécher I’activation des voies de signalisation (Villa et Gorini, 1997).
Finalement, le U74389G pourrait exercer son effet en réprimant I’expression du c-myc

(He et Na, 2001).

Concernant les résultats que nous avons obtenus sur la peroxydation lipidique, nous
constatons d’une part que 'incubation du Sinpra+u743s0¢ pendant 4 heures avec les
hépatocytes de lapins avec une réaction inflammatoire aigu€¢ n’augmente pas la
quantit¢ de malondialdéhyde (MDA) intrahépatique. De méme, la quantité¢ de
malondialdéhyde n’est pas modifiée lorsque le SinpLa est incubé avec des hépatocytes
de lapins recevant le U74389G (Hcont+u743896). Cependant, une augmentation légere
mais significative de la concentration de malondialdéhyde a été notée lorsque le Sinpra
est ajouté aux hépatocytes de lapins avec une RIA recevant le lazaroide

(HinvrLa+u74389G). Ces résultats permettent donc de conclure que 1'U74389G a prévenu
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la diminution de Dlactivit¢ du P450 par un mécanisme autre que son action

antioxydante.

In vivo, la diminution de la quantité de MDA dans les HinpLa+u743s9G par rapport a
celle des Hinpra peut étre associées a I’effet antioxydant du U74389G. De fait, les 21-
aminostéroides sont de puissants inhibiteurs de la peroxydation lipidique et de la
production de dérivés réactifs de I’oxygene par les cellules polymorphonucléaires et
les monocytes humains (Braughler et coll., 1987; Fisher et coll., 1990). Les lazaroides
sont des composés lipophiles qui s’intercalent dans la membrane cellulaire réduisant
ainsi la fluidité de la bicouche lipidique, ce qui a pour effet de stabiliser la membrane
(Braughler et coll., 1987). Ainsi, les lazaroides parviennent a empécher la mobilité des
SOR dans la membrane lipidique et réduisent la propagation des réactions en chaine
(Braughler et coll., 1988). Plusieurs études démontrent que 1’U74006 a la capacité de
piéger le radical lipid peroxyl, le OH’, le H,O, et le peroxynitrite (Braughler et
Pregenzer, 1989; Horwitz et coll., 1996; Fici et coll., 1997). Par ailleurs, en plus d’une
inhibition directe de la peroxydation des lipides, les lazaroides sont capables de
réduire la production du radical superoxyde (O,") par les neutrophiles (Thomas et
coll., 1993). Les 21-aminostéroides préviennent également la génération du radical
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne en inhibant I’enzyme NADPH oxydase
(Thomas et coll., 1993). Tous ces effets peuvent avoir contribué aux résultats observés

dans notre étude.

L’inhibition de I’inactivation du P450 par I’'U74389G peut étre due au fait que ce

lazaroide est capable de réduire 1’expression de la NOS2 et la production de NO' qui
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en résulte en inhibant 1’activation du NF-«B dans le foie (Fukuma et coll., 1999).
D’ailleurs, Zhang et ses collaborateurs (1995) ont suggéré que 1’effet anti-
inflammatoire de 1’U74389G dans !’endotoxémie est en partie attribuable a
I’atténuation de la production de NO' par ce lazaroide. De méme, Salahudeen et ses
collaborateurs (1996) ont noté que 1’administration de 1’U74006 (qui a les mémes
propriétés pharmacologiques que 1’U74389G) inhibait totalement 1’augmentation de

I’ARNm de la NOS2 dans les reins transplantés de rat.

Dans la présente étude, nous constatons que la réaction inflammatoire aigué induite
par la térébenthine chez le lapin a réduit le contenu protéique du CYP3AG6 de 48%. Le
prétraitement des lapins avec le U74389G a non seulement prévenu la diminution du
CYP3A6 mais a également augmenté son expression dans des hépatocytes de lapin

avec une réaction inflammatoire aigué et recevant le U74389G.

L’expression de I'isoforme 3A6 peut étre régulée par plusieurs récepteurs nucléaires
tels que le récepteur constitutif de 1’androstane, le PXR (pregnane X receptor), le
récepteur des rétinoides X, le HNF4 (Hepatocyte Nuclear Factor 4) et le récepteur des
glucocorticoides (El-Sankary et coll., 2000; Pascussi et coll.,, 2000; Jover et coll.,
2001). Le PXR est un des membres de la superfamille de récepteurs qui inclue des
récepteurs des stéroides/rétinoides et des hormones thyroidiennes. C’est un
récepteur dit ‘orphelin’ qui se lie a un élément de réponse dans le promoteur du géne
CYP3A44. De fait, le PXR est activé par une variété de médicaments et de stéroides
capables d’induire I’expression du CYP3A4 (Lehmann et coll., 1998). Le HNF4 est un

membre de la superfamille de récepteurs nucléaires et il est impliqué chez diverses
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especes dans I’activation des promoteurs de plusieurs P450. Jover et ses collaborateurs
(2001) ont noté que le blocage de la traduction du HNF4 entralnait une diminution

dose-dépendante des CYP3A4, CYP3AS et CYP2D6 dans des hépatocytes humains en

culture.

Dans la famille CYP3A, les CYP3A1l, CYP3A3/4 et CYP3A6 semblent étre les
principales isoenzymes induites par les glucocorticoides dans des hépatocytes de rat,
ainsi que dans des hépatocytes humains et de lapin (Wrighton et coll., 1985; Gonzalez
et coll,, 1986; Bork et coll,, 1989). Les études démontrent que le récepteur des
glucocorticoides (GR) joue un role aussi important que le PXR dans I’induction du
géne CYP3A44 en réponse a une stimulation directe par des glucocorticoides tels que la
dexamétasone et I’hydrocortisone (Sankary et coll., 2000). En effet, Hashimoto et ses
collaborateurs (1993) ont démontré la présence d’un élément de réponse aux

glucocorticoides dans la région régulatrice du géne CYP344.

L’induction du CYP3A6 produite par le U74389G ne résulte pas d’un effet direct
puisque les 21-aminostéroides ne se lient pas aux récepteurs des glucocorticoides
classiques (Hall, 1987, 1993; Fleishaker et coll.,, 1993). Les effets possibles du
U74389G sur le récepteur constitutif de ’androstane, le PXR, le récepteur des
rétinoides (RXR) et le HNF4 sont inconnus a ce jour. Cependant, comme le U74389G
est un dérivé pregnatriéne, nous suggérons qu’il active le récepteur de pregnane X
(PXR) qui est normalement activé par des substances telles que la rifampicine, le

dexaméthasone et plusieurs autres dérivés de pregnanes qui sont considérés des
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inducteurs de CYP3A4 (Bertilsson et coll., 1998; Kliewer et coll., 1998; Lehmann et

coll., 1998).
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Conclusion

Les résultats de notre étude concordent avec ceux qui ont été rapportés par Galal et du
Souich (1999) et qui démontrent que le prétraitement de lapins avec le U74389G
prévient totalement la régulation négative du cytochrome P450 hépatique induite par

une réaction inflammatoire aigug.

Nous avons investigué chez des lapins avec une réaction inflammatoire aigué le
mécanisme par lequel 1'U74389G produit cet effet. Notre étude démontre que
I’administration i.v. de D’aminostéroide U74389G empéche [I’inactivation et la
répression des isoformes 1A1 et 1A2 du cytochrome P450 hépatique induites par une
réaction inflammatoire. De plus, nos études in vitro indiquent que le mécanisme
d’action sous-jacent a cet effet protecteur de 1’U74389G est double. D’une part, ce
lazaroide inhibe les médiateurs sériques pro-inflammatoires (tels que la cytokine IL-6)
et d’autre part, il prévient I’activation des voies de signalisation intracellulaire
impliquées dans I’inactivation/répression du P450 hépatique. A ce niveau, le role de
ses propriétés antioxydantes semble négligeable. Finalement, nous avons observé que

1’U74389G est un inducteur enzymatique puissant du CYP3AG6.

En sachant que le U74389G agit au niveau de I’hépatocyte et des médiateurs sériques,
afin d’explorer le mécanisme d’action du U74389G, il serait intéressant d’évaluer
I’effet du U74389G sur ’activation du NF-kB (Okada et coll. 2000) et I’expression de
c-myc (Iber et coll., 2000; Tinel et coll., 1999) chez les lapins avec une RIA parce que

ces facteurs de transcription ont été associés a la régulation négative du cytochrome
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P450 lors d’une RIA. De plus, il conviendrait de documenter 1’effet de ce lazaroide sur

les médiateurs sériques, principalement, 1’IL-6.
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