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RESUME

Les enzymes du cytochrome P450 (CYP) sont essentiels pour la biotransformation
des médicaments. L’activité catalytique des CYP nécessite 1’apport d’électrons
provenant de la NADPH-réductase. Lors du cycle catalytique des CYP le transfert
d’électron est une étape limitante parce que la quantit€ de NADPH-réductase est
restreinte par rapport a la quantité des CYP. La réaction inflammatoire aigué€ induite
par ’injection de térébenthine diminue I’activité et ’expression du CYP3A6. La
diminution d’activité¢ du CYP3A6 ne peut étre causée qu’en partie par la diminution
d’expression de la prot€ine. Un changement post-transcriptionel serait aussi a
I’origine de la diminution d’activité du CYP3A6 ce qui nous a permis d’émettre
I'hypotheése que la réaction inflammatoire diminue I’activité de la NADPH-réductase
affectant aussi I’activité du CYP3A6. Afin d’étudier I’impact de la diminution de
I’activité de la NADPH-réductase sur I’activité du CYP3A6, nous avons mesuré
I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6 dans des hépatocytes provenant de
lapin ayant une réaction inflammatoire et des hépatocytes de lapins contrbles en
présence de cytokines (IL-1P, IL-6, IFN-y et TNF-a), de monoxyde d’azote et de

peroxyde d’hydrogene.

L’activité et I’expression de la NADPH-réductase sont diminuées par la réaction
inflammatoire produite in-vivo. L’IL-6 et I'IL-1P diminuent aussi ’activité et
I’expression de la NADPH-réductase. Le monoxyde d’azote ainsi que le peroxyde
d’hydrogene affectent négativement I’activité de la NADPH-réductase. L’ensemble

des facteurs qui diminuent I’activité de la NADPH-réductase réduisent en parallele
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I’activité du CYP3A6. Afin d’étudier la modulation de I’activité de la NADPH-
réductase, nous avons aussi mesuré son activité en présence d’inhibiteurs de

protéines phosphatases ainsi que d’inhibiteurs de protéines kinases.

L’inhibition de la p38 MAPK ne change pas I’activité de la NADPH-réductase et
n’est pas impliquée dans la diminution de I’activité de la NADPH-réductase par
I’'TL-6. Les voies du PI3K, des ERK1/2 et de JAK/STAT ainsi que le facteur de
transcription NF-kB sont nécessaires a I’activité de base de la NADPH-réductase.
Lorsque I’on inhibe les protéines phosphatases, nous observons une diminution de
I’activité de la NADPH-réductase, de méme qu’une réduction de [’activité du
CYP3AG6. Le pyrrolidine dithiocarbamate diminue 1’activité de la NADPH-réductase
et du CYP3AG6, effet qui est additif & la diminution de I’activité produite par les

inhibiteurs des protéines phosphatases.

L’expression du CYP3A6 augmente en présence de calyculine A. L’inhibition de la
ERK 1/2 par le PD098059 empéche 1’augmentation d’expression du CYP3AG6 par la
calyculine A, suggérant que la voie des ERK 1/2 serait nécessaire a I’augmentation

de I’expression du CYP3AG6 par la calyculine A.

Mots clés: NADPH-réductase, cytochrome P450, CYP3A®6, réaction inflammatoire,

IL-6, IL-1B, peroxyde d’hydrogeéne, monoxyde d’azote, p38 MAPK, ERK 1/2



ABSTRACT

The enzymes of cytochrome P450 (CYP) are essential for drugs biotransformation.
The catalytic activity of the CYP requires electrons transferred by the NADPH-
reductase. The electron transfer during CYP’s catalytic cycle is a limiting step
because of the small amount of NADPH-reductase present in the cells by reference
to the amounts of CYP. An acute inflammatory reaction induced by the injection of
turpentine decreases CYP3A6 activity and expression. The magnitude of the
decrease in CYP3A6 activity cannot be explained simply by the decrease in protein
expression. A post-transcriptional change contributes to the decrease of CYP3A6
activity during inflammatory reaction. We hypothesized that an acute inflammatory
reaction decreases CYP3A6 activity in part by decreasing NADPH-reductase
activity. In order to determine the effect of NADPH-reductase activity reduction on
CYP3AG6 activity, we measured their activity in hepatocytes harvested from rabbit
with an inflammatory reaction, in hepatocytes from control rabbits and in
hepatocytes incubated with cytokines (IL-1pB, IL-6, IFN-y and TNF-a), nitric oxide

and hydrogen peroxide.

NADPH-reductase activity is decreased by an in-vivo acute inflammatory reaction.
The incubation of IL-6 and IL-1f also decreased NADPH-reductase activity and
expression. Nitric oxide and hydrogen peroxide affected negatively NADPH-
reductase activity. All the factors that affect NADPH-reductase activity decrease in

parallel CYP3AG6 activity.
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In order to study the regulation of NADPH-reductase activity, we measured
NADPH-reductase activity in hepatocytes incubated with protein phosphatase and

protein kinase inhibitors.

The inhibition of p38 MAPK by SB203580 does not affect NADPH-reductase
activity and is not implicated in the down regulation of NADPH-reductase activity
by IL-6. The inhibition of proteins phosphatases produced a decrease in NADPH-
reducta.sé activity as well as a decrease of CYP3A6 activity. Pyrrolidine
dithiocarbamate decreased NADPH-reductase and CYP3AG6 activities. In addition to
the decrease of NADPH-reductase and CYP3A6 basal activity, pyrrolidine
dithiocarbamate produced an additive effect on the decrease of the enzymes

activities elicit by the inhibition of proteins phosphatases serine-threonine.

Calyculine A up-regulated the expression of CYP3A6. The inhibition of ERK 1/2 by
PD098059 suppressed the increase in expression of CYP3AG6 triggered by calyculine
A, suggesting that ERK 1/2 pathway is essential for the up-regulation of CYP3A6 by

calyculine A.

Keywords: NADPH-reductase, cytochrome P450, CYP3A®6, inflammatory reaction,

IL-6, IL-1B, hydrogene peroxide, nitric oxyde, p38 MAPK, ERK 172



Table des matieres

vii



viii

RESUME ... o e, iii
ABSTRACT ... s et e v
TABLES DES MATIERES .......ooomiiiiieieeee oo, vii
LISTE DES TABLEAUX ..o e Xi
LISTE DES FIGURES ..o e e Xii
LISTE DES ABBREVIATIONS ..........coooiiiiiiiiiiiiiiie e Xvi
REME R CIEMEN TS ..o e e e XX
A. INTRODUCTION .....ceiriiicrertneerereecrrescserescseresessrorersnsssssnssssssssssasssenanens 1
1. LECYTOCHROME PABO0 ... ittt tte s e e tee s e et e s e e aanasaeas 2
1.1 HISTORIQUE DU CYTOCHROME PA50 .. .oiiieiiiiee ittt ecvtee s ee e s e eacne e eees 2
1.2 NOMENCLATURE DES CYP. .ttt et e et e e e e een e 3
1.3 STRUCTURE DES CYP...eeeii ettt sttt s e tte s e st ae s e e et s e e et s aeas 4
1.4 FONCTIONS DES CYP : SUBSTRATS EXOGENES.....uciriiierrerirenereerrineseerrensererenineersenreseens 5
1.4.1 Fonctions des enzymes de 1a famille CYPI .........cooovevvvvvvereniieiisiivnnennens 10
1.4.2 Fonctions des enzymes de la famille CYP2 ...........ceeevevvivvvcvvevieniiirenssnnnn, 10
1.4.3 Fonctions des enzymes de la famille CYP3 .........ccocccuvveeevoveieiniienennane 12

1.5 GENETIQUE cuuuniirineiiietteeretiieseetitaesestttuaeaaeatansaaatansaasannnnsasarsnnnssernnsssesrssnssessssranes 14
1.6 FONCTIONS DES CYP : SUBSTRATS ENDOGENES ....cceeverererereiiaaeaeeeserensnnnieraseesraresnnnnns 15
1.6.1 Meétabolisme du ChOIESTIEIrol ...........ueeeeeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevevevsesvenns 16
1.6.2 Synthése des acides DiliQires ...............ccouueeecmeeeeiieeeeeceeeeeceeeeserenn 17
1.6.3 Synthese des SErOIdesS ..........cccovuiveeeieeeeeicciieie e e eesccsteee s e e e eessaneee s 18
1.6.4 Synthése des prostaglandings..............cccoeeeeeeeeeeeieresiieeeeiieeeieeeeeivenens 20
1.6.5 Synthése des €iCOSANOIAES ..........ccocveeevivirsiereiiiieeeiieeisiiesesiieessieessinanans 21
1.6.6  SYNtRESE de VILAIMINES ........c..ueeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeecevreeeesstereeserr s s enenas 22

1.7 REGULATION DES CYP .ocrereiernrineinrniernieireerierrrrerereteeeneeeereseseseessessesssssssssmsesesesesiasss 23
1.7.1  INAUCHION S CYP cooetieies it sesisiieries e s sesssienies s e s sessssasasssesssosesssereneeses 23
1.7.2  INRIBIEION AES CYP ...ttt v sesisiereis s e vesssssas s s s s esssisaansen s 29

2. LA INADPH-REDUCTASE cevtuteieereeeeereitranrniierereresesssnsiaesesseseresssnesessesssessssmnnsiesens 32
2.1 HISTORIQUE DE LA NADPH-REDUCTASE ......ocvtreiirieeienririieiereeeieeresereseeeesesnnssnenasenns 32
2.2 STRUCTURE DE LA NADPH-REDUCTASE .......uuuuiiirnunenrnrnrnrnsessessrsssssssssrsrsrsrsrsssmsrenes 34
2.3 ROLE DE LA NADPH-REDUCTASE .....uuuiieuurriuiuunurnrnsnnnenesssesssssssssssssrsssrsrssssessssssens 36
2.4 REGULATION DE LA NADPH-REDUCTASE .....ceeteeerereiireiiieeeeeeeerererarnnieseeesaseresssnnnnnns 37

3. INFLAMMATION ..eoniiiititiieieseretttntnaneareeesesearesanasiasesssesrssasannsarasesaresssssnnnnsesenasens 38
3.1 REACTION INFLAMMATOIRE .. .eieieiesrsieiersesnsesusususasasssnsnsnsessssssssnsnsrsnssssssssssssssssnnns 40
3.1.1 Phénomeénes enclenchés lors de I'inflammation...............ccccecevvuvenennnns 40
3.1.2 Composantes cellulaires de I'inflammation .............cccccoceeevvevcvenriennns 41

3.2 REACTION INFLAMMATOIRE ETCYP ...t e et s e erereev e enea e 43

3.2.0  Proteine KiNGASE C..uuuueeeeeeeiieeeieeeserenisieseteiseesatsiiseseseninesesininssssnanssssseonnns 45



ix

3.2.2 Kinase de régulation extracellulaire : Erk (P42/44 MAPK].................... 46
3.2.3 Protéine kinase activée par les mitogénes : p38 MAPK...............c........ 48
3.2.4 Phosphatidylinositide 3-KiNGSe..............cccceeeiuveeeiieeevreeeireisiieeerneseanens 49
3.2.5 Janus kinase/Protéines transductrices de signal et activatrices de
Ao e XIol o] e 14 [o o B PP PUPPPRPPPRPPPPRPRt 50
3.2.6  Protéines PhOSPRALASES ..........cooevveevviveivisisiieiisireieeaseseicieeneeeeanassssanans 51
3.3 REACTION INFLAMMATOIRE ET NADPH-REDUCTASE ...uuvviieeeiiiviritieieeeeeeeeeeeeeaeeeeeeens 53
B. MATERIELS ET METHODES .....coveueueeeeenrereeseeeeesssssssssssssesssssssssssnanas 55
1.  ISOLEMENT DES HEPATOCYTES .ciuuuiiiriuiereetuunteerunesestnneererineeesennnssernenneserennnesmennnanas 56
2. MESURE DE L'ACTIVITE DU CYP3AB ...t 58
3. MESURE DE L'ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE ..c.cooveeeiieieieevereeeeeeeeeneeen e eeenen e, 59
4. EXPRESSION DU CYP3AG6 ET DE LA NADPH-REDUCTASE ..evvveniiiereeiriiieieeeeeeeeirnnene 60
5.  ISOLEMENT DE L’ARN MESSAGER DANS DES HEPATOCYTES uuvvvvrverereresenrrereeeeenesesaananes 61
6.  MESURE DE LA CONCENTRATION DE MONOXYDE D’ AZOTE ..uuvuuununrenenennnnnnnnnnnnnnnnnnnes 62
7. ANALYSES STATISTIQUES -.eetieueiiriuneerrineeseriaiesrtrunessrsennesarssusnseessnnereresnnessnesnnesenens 64
B IVIATERIELS. . uuuuuueuninntnea s iressssssesesessesenessneneeseeneneranenenenaaeneneneseneenesananes 65
C. PROJET DE RECHERCHE .......cccceettuteermuirmmnirirenirimesseransssensessensessnanssnnsosene 67
1. LA REACTION INFLAMMATOIRE ET L’ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE ........ccceeeun.eee. 68
2. LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES ET L’ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE ............ 69
3. LIL-6 ETL'IL-1B ET LA PRODUCTION DE MONOXYDE D’AZOTE DANS LE MILIEU CELLULAIRE.
69
4. SNP, H,O5ET L'ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE ...ccoevviiiiiiieeeeeieeeetee e eeeeeeee e 70
5.  INHIBITEURS DE LAVOIE DU P38 MAPKETDFB .....covvvvvineiiiiiiieieieice e 71
6. DIPHENYLENEIODONIUM (DPI), INHIBITEURS DE LA VOIE DU P38 MAPK ET ACTIVITE DE LA
INADPH-REDUCTASE ....eveiititieieeeeeeeeiteieeeeeseetttteaeeeerereseaaaaeeseesesersatnnnnnseassesessssnnnnanens 72
7. IL-6, INHIBITION DE LA P38 MAPK ET L’ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE................ 73
8.  INHIBITION DES PROTEINES KINASES ET ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE EN PRESENCE
o3 1 SRR 74
9.  INHIBITEURS DE PROTEINES PHOSPHATASES ET ACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE ........ 74
10. [INHIBITEURS DES PROTEINES KINASES EN COMBINAISONS AVEC LA CALYCULINE A ET ACTIVITE
DE LA NADPH-REDUCTASE .ceeveieviieieieieieieereeeerererererasssesisesesssesssssstssssesesnmeemmrerrerersssesens 75
D.  RESULTATS cevevevererrrreressessssesesssessssssassssssesessssssasssssssssssessasssnssssssssssses 76
1. EFFET DE LA REACTION INFLAMMATOIRE SUR LE CYP3AG6 ET LA NADPH-REDUCTASE ...... 77
2. MODULATION DE LA NADPH-REDUCTASE PAR LES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES ..... 83
3.  EFFETDE L'IL-6 ET DE L’IL-1B SUR LA QUANTITE DE NO* DANS LE MILIEU CELLULAIRE. ..... 90
4, EFFeT bU SNP ET DU H50; SUR L'ACTIVITE DU CYP3AG ET DE LA NADPH-REDUCTASE .. 91
5. EFFeT DU SB203580 ET DU SKF86002 COMBINES AVEC LE DFB SUR L’ACTIVITE DE LA

N
6.

AADPH -REDUCTASE evvvetiieettieeeettnteettateseetusesestnaneeeeneaaserenaarsesennasssssassesesstanerssenmnerees 95
ETUDE DE LACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE EN PRESENCE DE DIPHENYLENEIODONIUM

(DPI) ET DES INHIBITEURS DE LA P38 IMAPK .....ooiiiiiiieciticteeeeecreecre et eee e aesve e 98



7.  EFFET DE L'IL-6 EN PRESENCE D'INHIBITEURS DE LA P38 MAPK SUR L’ACTIVITE DE LA
NADPH -REDUCTASE ...ccvuvieerinuererrineeeretnnsererrsnseersssrsesesssnseessssuesersssssessssssersnansersssnsees 101
CETTE ETUDE PRELIMINAIRE NOUS A PERMIS DE CONSTATER QUE L' INCUBATION D’IL-6 A 10
HG/ML PENDANT 24 HEURES NE DIMINUE PAS L'ACTIVITE DU CYP3AG6. LES RESULTATS DES TESTS
STATISTIQUES NE SONT PAS ASSEZ PUISSANTS POUR CONCLURE SUR L’EFFET DE L'IL-6 ET DU
SB203580 suRr L'ACTIVITE DU CYP3A6. CEPENDANT, CETTE ETUDE NOUS PERMET D’OBSERVER

L’ABSENCE D’EFFET DU SKF86002 SUR L'ACTIVITE DU CYP3AB.....ocoivvieeiieeeeeiveeeeeeeeaan, 103
8.  ETUDE DE UACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE EN PRESENCE D’IL-6 ET DE PLUSIEURS
INHIBITEURS DES PROTEINES KINASES «.eniueeeiaceiateeetnrenesnennssnsenssnsensessesssesnsanetnensensnnenees 104
9. MODULATION DE L'ACTIVITE ET DE LA NADPH-REDUCTASE PAR LES PROTEINES
PHOSPHATASES. «vvuuniiuueierueeererersnsestuesssnessessernussersnessstnsrennseesssessnsossnessnnestsssnessansesnns 106
10. ETUDE DE LACTIVITE DE LA NADPH-REDUCTASE EN PRESENCE DE CALYCULINE A ET
D' INHIBITEURS DES PROTEINES KINASES euiueiurianereneraeensetnsesnsensansenesensanesenserestestasssnses 113
E. DISCUSSION .ititeeireeriersesesesrsensrsssersssserersssnsrerssses ceerererececncacesccerccncncncee 118
F. CONCLUSION . ttttcenererenceceeceereseeceersernerersssncsersssnssonsns vereessenenserereresssencaces 139

G. BIBLIOGRAPHIE ....ccvivivirrrriririnreieiirinsnns R 1 X |



X1

LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Classification des CYP humain selon leur role dans la syntheése des
SUDSEIALS ENAOZEIES ... .eeieeieiiiieiniieerieeeire e et e siteeetteeeate et e s eateesmeresseeseaneeesbeeens 15
Tableau 2. Différentes classes de protéines phosphatases et leurs substrats............. 52

Tableau 3. Activités du CYP3A6 et de la NADPH-réductase dans des HconT €0
présence ou en absence de DPI (n=5), de SB203580 (n=5) et de la combinaison
SB203580 + DPI (n=4) *p<0,05 comparé au Heont **p<0,001 comparé au Heonr.
Le SB203580 est ajouté a temps O et le DPI une heure apres 1’ajout de SB203580 au
milieu de culture, pour un total de 24 heures d’incubation. ..........cceccveeevuiiennuvennnnn. 99

Tableau 4. Activités du CYP3A6, de la NADPH-réductase et du cytochrome bs dans
des Hcont en présence ou en absence de DPI (n=5), de SB203580 (n=5), de pHMB
(n=3) et de la combinaison de ces produits, SB203580 + DPI (n=4), DPI + pHMB
(n=4) et SB203580 + pHMB (n=4). *p<0,05 comparé au Hconr, **p<0,001 comparé
au Heonr, Dans ces expériences, le DPI et le pHMB sont ajoutés au milieu de culture
22 heures apres le SB203580, c’est-a-dire 2 heures avant la fin de I’incubation. .. 100

Tableau 5. Activités du CYP3A6 et de la NADPH-réductase dans des Hconren
présence ou en absence DPI, de SKF86002, de pHMB ou d’une combinaison de ses
produits (n=3). *p<0,05 comparé au Hcont, **p<0,001 comparé au Heont, Dans ces
expériences, le DPI et le pHMB sont ajoutés au milieu de culture 22 heures apres le
SKF86002, c’est-a-dire 2 heures avant la fin de I’incubation.........c.cooeeveeeeieennnee. 101



Xii

LISTE DES FIGURES
Figure 1. Structure secondaire et tertiaire du cytochrome P450..............ccoceeeinin. 5
Figure 2. Cycle catalytique des CYP ..o 7

Figure 3. Formation de dérivés radicalaires de 1’oxygene et court-circuit du peroxyde

Figure 4. Voie d’élimination des 200 médicaments les plus administrés en 2002 ... 13
Figure 5. Métabolisme du cholestérol.............ccocoiiiiiiiiiiiiiiiic, 16

Figure 6. Role des CYP dans la synthese des différentes hormones stéroidiennes. 19

Figure 7. Schéma de la synthése des prostaglandines.............cccoevieiniiinnnnnn. 20
Figure 8. Voie d’activation de la transcription du CYP3A par PXR....................... 24
Figure 9. Voie d’activation de la transcription du CYP3A par CAR........................ 26
Figure 10. Activation et rétro-inhibition de la transcription du CYP1A............... 29
Figure 11. Transfert d’électron dans des CYP de laclasse b) ........cccooevievinininnnn. 33
Figure 12. Structure de la NADPH-réductase.............ccccooooeviimmniniinii 35

Figure 13. Mécanisme de transfert d’électrons de la NADPH-réductase au CYP.... 37

Figure 14. Voie de signalisation d’ERK .............c.ccocoiiiiii 47
Figure 15. Activation de la PIK ... 50
Figure 16. Action des protéines kinases et des phosphatases .............ccceceeeviuinnnnnnn 52
Figure 17. Réaction de Griess, formation d’un complexe azoique. ...........cccccune. 63

Figure 18. (A) Activité et (B) quantit€ d’ARN messager de la NADPH-réductase
mesurée dans des hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des
hépatocytes procédant de lapins avec une réaction inflammatoire (Hgy), apres 24
heures d’incubation. A : n=8, B : n=7. L’ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur
qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre détectée. *p <0,05 comparé a



Xiii

Figure 19. (A) Activité, (B) expression protéique (105592 + 13285) et (C) quantité
d’ARN messager de la NADPH-réductase déterminées dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des hépatocytes procédant de lapins
avec une réaction inflammatoire (Hnp) suite 4 48 heures d’incubation. A : n=8, B :
n=7, C : n=7. L’ARN est calcul€ a I’aide d’un calibrateur qui est, notre contrdle,
aucune variation ne peut étre détectée *p <0,05 comparé & HeoNT -+evvverveerveevennnene 79

Figure 20. (A) Activité et (B) quantité d’ ARN messager du CYP3A6 mesurée dans
des hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des hépatocytes
procédant de lapins avec une réaction inflammatoire (HnpL), apreés 24 heures
d’incubation. A : n=8, B : n=8. L’ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est
notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée. *p <0,05 comparé a Hconr 81

Figure 21. (A) Activité, (B) expression protéique (Hcont: 25485 + 10234) et (C)
quantité d’ ARN messager du CYP3A6 déterminées dans des hépatocytes procédant
de lapins témoins (Hcont) €t dans des hépatocytes procédant de lapins avec une
réaction inflammatoire (HyngL), suite & 48 heures d’incubation. A : n=9, B : n=8, C:
n=6. L’ ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune
variation ne peut étre calculée. *p <0,05 comparé & HooNT-««..evveeerveereeeerieeenieenne 82

Figure 22. (A) Activité (103 +13)  n=5, expression protéique (100048+

25354) n=4 et ARN messager  n=3, de la NADPH-réductase dans des
hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des Heont incubés pendant
48h avec du IL-6 (B) Activité (140 £ 10) n=5, expression (79585 = 18142)

n=5 et ARN messager n=4, de la NADPH-réductase dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des Heont incubés pendant 48h avec de
I’IL-1PB. L’ ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune
variation ne peut €tre calculée. *p <0,05 comparé 8 HCONT.«.veerveereerreenieenieininens 85

Figure 23. (A) Activité (122 £ 8)  n= 18, expression protéique (104899+ 17373)
n= 6 et ARN messager n=7, de la NADPH-réductase dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Hcont €t dans des Heont incubés pendant 48h avec de
I’'IFN-y (B) Activité (132 £ 13)  n=9, expression (65516 + 19882) n=3 et ARN
messager n=9, de la NADPH-réductase dans des hépatocytes procédant de lapins
témoins (Hcont) et dans des Hcont incubés pendant 48h avec du TNF-a. L’ ARN est
calculé a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre
CAICUIBE.......oceveeeeeeee ettt sttt e et e e era e e eae e eaeessaeesaessseesaenrrans 86

Figure 24. (A) Activité (3257 £471) n=5, expression protéique (119196 +43741)
n=5 et ARN messager n=4, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de
lapins témoins (Hcont) et dans des Heont incubés pendant 48h avec I'TL-6 (B)
Activité (3003 +£402) n=5, expression (364102 +317160) n=4 et ARN
messager n=3, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de lapins témoins
(Hcont) et dans des Heont incubés pendant 48h avec I'TL-1B. L’ ARN est calculé a
’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée
*p <0,05 comparé a HCONT ........................................................................................ 88



X1v

Figure 25. (A) Activité (3220 +£ 303)  n= 18, expression protéique (70296 +
35035) n=5et ARN messager n=8, du CYP 3A6 dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des Heont incubés pendant 48h avec
I’IFN-y (B) Activité (3419 £ 557) n=9, expression (47872 +34334) n=3 et
ARN messager n=4, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de lapins
témoins (Hcont) et dans des Heont incubés pendant 48h avec du TNF-a. L’ ARN est
calculé a 1’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre
CAICULEE. ...ttt e 89

Figure 26. Concentration de nitrites dans le surnageant des hépatocytes procédant de
lapins témoins (Hcont) (1,9 £0,6) , en présence d’IL-6  ou en présence d’IL-1J3
*p <0,05 comparé @ HeoNT (NZ3) ceviiiiiiiiiieiiceeecccecne sttt 90

Figure 27. (A) Activité du CYP3AG6 et (B) I’activité de la NADPH-réductase dans
des hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) en présence de concentrations
croissantes de SINP (N=3). oottt e e e s et e e e e e e e e esessannns 92

Figure 28. (A) Activité du CYP 3A6 et (B) activité de la NADPH-réductase dans des
hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) en présence de concentrations
croissantes de HoOz (II=3). ceevieiieiiieeeieee ettt e et e et eeeaseaes 94

Figure 29. Fluorescence €émise en fonction des concentrations croissante de
SB203580 incubé pendant 24 heures dans du tampon Krebs, sans hépatocytes (n=1)
................................................................................................................................... 96

Figure 30. Activité du CYP3AG6 dans des hépatocytes procédant de lapin témoin en
présence ou en absence de concentrations croissantes de SB203580 et de DFB (n=1).
................................................................................................................................... 97

Figure 31. Activité du CYP3AG6 dans des hépatocytes procédant de lapin témoin en
présence de concentrations croissantes de SKF86002, avec et sans DFB (n=1). ..... 97

Figure 32. Rapport de I’activit€é du CYP3A6 dans des Heont (3155 + 843) , €n
présence d’IL-6  (n=5), de SB203580 (n=8) et une combinaison SB203580 et
IL-6 (n=6). *p <0,05 compar€ @ HCONT....vevveeeeeeniiiciereiiiciciccicececen 102

Figure 33. Rapport de I’activité du CYP3A6 dans des hépatocytes procédant de
lapins témoins (Hcont) (1181 £260) , en présence d’IL-6 ,de SKF etune
combinaison SKF et IL-6 , (n=3) *p <0,05 comparé a HeONT -+-everveevereeruennces 102

Figure 34. Rapport de I’activité de la NADPH-réductase dans des Heonr (125 % 45)
,en présence d’IL-6  (n=10), de SB203580 (n=14) et la combinaison
SB203580 et IL-6  (n=8). *p <0,05 compar€ & HeoNT ..vvevveeveenverivenennnnieneennens 104



XV

Figure 35. Activité de la NADPH-réductase dans des Hcont (181 £41) en
présence d’IL-6 et des inhibiteurs de plusieurs voies de signalisation (n = 4)

*p <0,05 comparé a Heont. & p <0,05 comparé a IL-6 ou W = wortmanine, LY =
LY294002, PD = PD098059 et Pic = piceatannol et PDTC = pyrrolidine
dithIOCArbAMALE. ........uvviiiieiiiiiiee ettt e et e e et r e e s s aanbeeeaeenans 106

Figure 36. (A) Activité (312 £ 36), (B) expression protéique (278381 + 18577) et
(C) ARN messager de la NADPH-réductase des Hcont  incubés pendant 24 heures
en présence d’acide okadaique (AO) et en présence du calyculine A (CAL)

L’ ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrfle, aucune variation
ne peut €tre calculée. *p <0,05 comparé a Heont (N=3) cevevieeieiniiiniciienieee 108

Figure 37. (A) Activité (210 £ 24), (B) expression protéique (413382 + 13250) et
(C) ARN messager de la NADPH-réductase dans des Hcont  incubés pendant 48
heures en présence d’acide okadaique (AO) et en présence du calyculine A (CAL)
L’ ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune
variation ne peut étre calculée. *p <0,05 compar€ a Hcont (n=3) .coveevrieneennennne 109

Figure 38. (A) Activité (5997 £ 861), (B) expression protéique (185701 + 20369) et
(C) ARN messager du CYP3A6 dans des Hcont  incubés pendant 24 heures en
présence d’acide okadaique et en présence du calyculine A L’ARN est calculé
a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre
calculée. * p <0,05 comparé @ HeoNT (N=3) cevriiiiiiiiecceeccccceeee 111

Figure 39. (A) Activité, (B) expression protéique (140135 + 30665) et (C) ARN
messager du CYP3AG6 dans des Hcont (2967 £ 127)  incubés pendant 48 heures en
présence d’acide okadaique et en présence du calyculine A L’ARN est calculé
a I’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre
calculée. *p <0,05 compar€ @ Heont (N=3) c.cooiiiiiiiniiiiiicieiccceietce e 112

Figure 40. (A) Activité, (B) expression protéique (360579 + 24424) dans des Hconr,
incubés pendant 48 heures avec différents inhibiteurs et en présence de calyculine
A (Cal) *p <0,05 compar€ a Hcont (n=3) ot Bis = bisindolymaléimide IV, LY =
LY294002, PD = PD098059, PDTC = pyrrolidine dithiocarbamate et SB =
SB203580. ....ciciieeieeiieeer it et res 115

Figure 41. (A) Activité (B) expression protéique (57237 £ 9278) du CYP3A6 dans
des Hcont , incubés avec différents inhibiteurs, en présence de calyculine A (Cal)
*p <0,05 comparé a Heont (n=3) ou Bis = bisindolylmaléimide IV, LY =
LY294002, PD = PD098059, PDTC = pyrrolidine dithiocarbamate et SB =
SB203580. .....iiieeieeeiie ettt st e bt e e tbae s baaeesaaeenrneeeas 117
Figure 42. Schéma résumant les différentes conditions expérimentales étudiées,
susceptibles de modifier I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3AG. ......... 122



LISTE DES ABBREVIATIONS

AMP : adénosine mono-phosphate

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate

BIS : bisindolylmaléimide IV

CAR : récepteur constitutif I’androstane
CYP: cytochrome P450

DAG: diacyl-glycérole

DPI: diphényleneiodonium

Erk: extracellular signal-regulated kinases
FAD: flavine adénine dinucléotide
FMN: flavone mono-nucléotide

H,0,: peroxyde d’hydrogene

Hconr : hépatocytes provenant d’un lapin contrdle

Hnew : hépatocytes provenant d’un lapin ayant une réaction inflammatoire

1Cs : concentration inhibitrice 50%
IL: interleukine

IFN : interféron

IP3: inositol-3 phosphate

JAK: kinase Janus

JNK: kinase Jun N-terminal

LPS: lipopolysaccharide

XVvi



XVii

LY: LY294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H- 1-benzopyran-4-one
hydrochloride)

MAPK : protéine kinase des mitogenes activés

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

Nf-kB : facteur nucléaire kappa B

NO- : monoxyde d’azote

OH : radical hydroxyle

PBREM : élément de réponse au phénobarbital

PD: PD098059 (2-(2- Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one)
PDTC: pyrrolidine dithiocarbamate

PG: prostaglandine

pHMB: p-hydroxymercurybenzoate

PKC: proté€ine kinase C

PP1-PP2: protéine phosphatase 1/2

PPA : protéines de phase aigiie

PPAR : récepteurs activés des proliférateurs de peroxysomes

PXR : récepteur X aux prégnanes

ROS : dérivés radicalaires de ’oxygéne

RXR : récepteur X aux rétinoides

SB : SB203580 (4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-
5-(4-pyridyl) I H-imidazole)

SKF : SKF86002 (6-(4-Fluorophenyl)-5-(4-pyridyl)-2,3-dihydroimidazo[2,1-b]-

thiazole)



xviii

STAT : activateur de transcription et transducteur de signalisation
TNEF : facteur de nécrose tumorale
TX : thromboxane

W : wortmannine



Xix
REMERCIEMENTS

Premiérement, je remercie mon directeur de recherche le Dr. Patrick du Souich pour
m’avoir fait aimer le domaine de la pharmacologie par son enseignement hors pair,
pour les multiples discussions sur la NADPH-réductase et pour son incroyable
patience. J’aimerais aussi remercier tous mes collegues qui m’ont fait connaitre les
joies du travail de laboratoire. Lucie Héroux pour son dynamisme et ses précieux
conseils, Jo€lle Batonga pour ses encouragements incessants et sa bonne humeur,
Mélanie Gabriac pour sa gaité et son sens de |’humour.

Bien entendu, je n’aurais pas pu passer au travers des multiples obstacles sans le
soutient de mon mari, Claude Sylvain. Merci de tout mon cceur d’étre chaque jour a
mes cotés pour m’écouter et m’appuyer dans mes décisions et mon cheminement.
Merci aux membres de ma famille, papa, maman, Daniel et mamie pour votre
support moral. Je suis trés reconnaissante de tout se que vous faites pour moi, que se
soit un restant de repas, un tour au centre d’achat ou de simples discussions.

Bien étrange que cela puisse paraitre, j’aimerais remercier toutes les personnes qui
se sont virtuellement tenues & mes cotés pendant ma maitrise pour toutes les heures
de plaisirs que nous avons passé€es ensemble. Vous m’avez tous permis de belles
escapades dans ce monde imaginaire : Metztlimorte (Mario), Kortesh (Brandon),
Silverspoon (Ryan), Chewy (Mike), Duvessica (Autumn), HoneyBabe (Nichole),
Ishtell (Nate), Tahrn (William), Bizbang (Aaron), Demoniacal (noob aka Scott),

Lady (Priesca), Aravain (Bill), Chronix (Nathan) et tout le reste!



A. Introduction




1. Le Cytochrome P450

Dans les sections qui suivent, nous allons discuter de la découverte des enzymes du
cytochrome P450, de leur nomenclature, de leur importance dans la
biotransformation des médicaments et des substrats endogénes ainsi que de leur

régulation.

1.1 Historique du cytochrome P450

Le cytochrome P450 inclus une superfamille d’enzymes (CYP) qui permettent
I’oxydation d’une large gamme de substrats. Le processus de biotransformation
catalysé par les CYP sert d’une part a la synthése et 4 la dégradation de substrats
endogenes et d’autre part a biotransformer des substances exogenes. Les CYP ont
été caractérisés pour la premiére fois par Mason aux Etats-Unis et Hayaishi au Japon
(Mason, 1957; Hayaishi, 1964). Le terme cytochrome se divise en deux parties qui
signifient : «cyto» pour cellule et «chrome» pour couleur. Garfinkel et
Klingenberg étudiaient les pigments des microsomes du foie et ils ont observé, par
spectrométrie, un pic d’absorption a 450 nm lorsque les CYP forment un complexe
avec le monoxyde de carbone (Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958). Ce n’est qu’en
1964 qu’Omura et Sato ont caractérisé ce pigment comme étant le cytochrome P450

(Omura et Sato, 1964).



1.2 Nomenclature des CYP

Le projet du génome humain a permis d’identifier 63 geénes des CYP, dont 5
pseudogénes. Le quart de protéines exprimées par ces génes sont utilisées lors de la

biotransformation des xénobiotiques.

Bien que les CYP soient reconnues pour leur role dans la biotransformation des
médicaments au niveau du foie, certains isoformes sont présents dans I’intestin
gréle, I’iléon, le colon, le pancréas, le cerveau, les poumons, les glandes surrénales,
les reins, la moelle épiniere, les mastocytes, la peau, les ovaires et les testicules
(Chang et Kam, 1999). Les CYP peuvent également exprimés dans différents
compartiments  subcellulaires  (membrane  nucléaire externe, réticulum
endoplasmique, mitochondrie, golgi, peroxysome et la membrane plasmique)

(Nelson et coll., 1996).

La nomenclature des CYP est établie par un systeéme se basant sur les séquences
d’acides aminés communes entre les différents enzymes. Afin de mieux catégoriser
chaque famille d’enzymes, des régles de nomenclature ont été établies (Nelson et
coll., 1996). Le nom de chaque enzyme débute par le préfix « CYP », la famille est
représentée par un chiffre arabe (1, 2, 3 ...), les protéines d’une méme famille ont
une homologie de 40% dans leur séquence d’acides aminées. La sous-famille de
I’enzyme est représentée par une lettre majuscule (A, B, C...) et les enzymes d’une
méme sous-famille ont une homologie de séquences de 55%. Enfin, I’isoforme est

représenté par un deuxieme chiffre arabe (1, 2, 3 ...) et présente une homologie de



séquence de 70%. Au total, chez les mammiferes, il existe 18 familles, 43 sous-

familles et 136 iso formes (Chang et Kam, 1999).

1.3 Structure des CYP

La figure 1a) représente la structure topographique des hélices alpha et des feuillets
béta de la structure secondaire des CYP. Le domaine béta se compose de plusieurs
feuillets béta, représentés par les rectangles bleus. Le domaine alpha est composé de
plusieurs repliements de type hélice représentés par les fleches de couleur créme et
identifiés par différentes lettres D, E, F, G, 1, J, K, L (figure 2b). Les CYP sont
composés d’un groupement prosthétique héme, en rouge, qui par son atome de fer
permet 1’hydroxylation des substrats (Werck-Reichhart et Feyereisen, 2000).
L’hélice I joue un rdle primordial, car suite a la liaison du substrat a la poche
lipophilique, 1’hélice 1 change de conformation et emprisonne le substrat dans le site
actif. Les domaines qui sont les plus rapprochés du groupement héme sont
généralement les plus conservés entre les différentes familles, surtout les hélices I et
L qui touchent directement ’heme. On peut discerner ’endroit ol se lie le substrat
par la couleur jaune. Chez les eucaryotes, les CYP sont des protéines ancrées a une

membrane. La grande majorité des CYP contiennent une boucle d’ancrage au

réticulum endoplasmique, représentée par la lettre N dans la figure 1b.

La structure tridimensionnelle est adaptée pour le fonctionnement du groupement
héme, ainsi que pour I’activation de 1’oxygéne, pour I’association de partenaires de
réduction/oxydation et pour la stéréochimie, nécessaire a la reconnaissance du

substrat.



Figure 1. Structure secondaire et tertiaire du cytochrome P450

Source : http://eenomebiology.com/2000/1/6/reviews/3003

1.4 Fonctions des CYP : substrats exogenes

Les médicaments absorbés dans I"organisme sont soit excrétés sans modification ou
biotransformés en d’autres composés. Ces composés peuvent étre a leurs tours

éliminés ou subir d’autres biotransformations. Le but de la biotransformation est



d’augmenter 1’hydrosolubilité d’un composé lipophile et non polaire pour lui

permettre d’étre plus facilement excrété par les systemes rénal et biliaire.

En 1955, Axelrod a démontré que le métabolisme de médicaments comme
I’acétaminopheéne ou I’éphédrine, dans les microsomes de foie de lapin, nécessite la
présence de nucléotides triphosphopyridines réduits et d’oxygene, observation qui

lui a valu le prix Nobel de médecine de 1970 (Axelrod, 1955).

Le processus de biotransformation des substrats exogenes consiste en deux phases
distinctes. La phase I comprend des réactions de monooxygénation catalysées par les
CYP et nécessite la présence de nucléotide adénine di-phosphate (NADPH).
L’oxydation des différents substrats est effectuée lors d’un cycle catalytique dans
lequel le transfert des €lectrons est primordial. La monooxygénation est le transfert
d’un atome d’oxygene au substrat. Le second atome d’oxygene sert a la formation

d’eau selon I’équation suivante :

RH (substrat) + O; + NADPH + H' = ROH (produit) + H;O + NADP"

Les substrats vont étre soumis a un cycle catalytique afin de subir des
déshydrogénations, des hydratations d’époxydes, des réductions ou des hydrolyses
(Katzung, 2004). Le cycle catalytique des substrats par les CYP se déroule en sept

étapes comme le démontre la figure 2.
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NADH- NADPH-
Cytochrome b, (RH)Fe* Cytochrome

réductase (ROH)Fe* . réductase
ICytochrome b I e

(RH)Fe3+ = 022- '
\ (RH)Fe?*
—
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(RH)Fe*- O,

Figure 2. Cycle catalytique des CYP
Etapes :

1- Liaison du substrat : RH a I’atome de fer des CYP.

2- Réduction du fer de I'état ferrique (Fe‘”) a ferreux (Fe2+), nécessite la
participation de la NADPH-réductase qui fournit I’électron essentiel a la réduction.
3- Liaison de I’oxygéne a I’atome de fer formant le complexe (RH)Fe**-O, qui par la
réorientation d’électron, oxyde le (Fe2") ferreux en (Fe3+) ferrique formant le
(RH)Fe**-0,’

4- Activation de I’oxygene par un électron venant de la NADPH-réductase ou du
cytochrome bs ; protonation et formation du (RH)Fe’*-0,% un produit réactif.

5- Transposition de I’hydrogeéne du substrat (R) pour former un hydroxyle (OH)

6- Recombinaison de I’hydroxyle (OH) avec les carbones du substrat (R)

7- Dissociation du substrat hydroxylé (ROH) du noyau de fer.



Les étapes 2 et 4 de ce cycle représentent des étapes limitantes de la
biotransformation des substrats. D’apreés les études de Yamazaki, [’activité
maximale du CYP, évaluée par la formation de métabolites de la testostérone, est
atteinte lorsque le rapport CYP/NADPH-réductase est de 1:2 dans la cellule
(Yamazaki et coll., 1996). Or, des études ont démontré que dans le foie, les CYP
sont en exces par rapport a la NADPH réductase. Le ratio mesuré est de 10:1 ou de
20:1 dépendamment de 1’état d’induction (Estabrook et coll., 1971). L’interruption
du cycle catalytique peut conduire a la formation d’especes réactives de I’oxygene
(ROS) qui, en quantité élevée, peuvent contribuer au stress oxydatif de la cellule En
absence de donneur d’électrons, comme la NADPH-réductase, le cycle catalytique
peut continuer a exercer sa fonction grice a la présence de peroxyde, en créant un

court circuit par le peroxyde, comme montré dans la figure 3.



Substrate (RH)

Product (ROH)
Fed+
3+, 3+,
Fe3*:[ROH) ROOH Fe¥*[RH]
(FeO) 3"'-[HH] Fe Z-I-_[RH] \
H20 : 0
H +
Fe 2+«00H=[RH) Fe2+«0a=(RH]
u
H*, e
MADPH-cytochrome
P450 reductase

Cytochrome by

Figure 3. Formation de dérivés radicalaires de 1’oxygene et court-circuit du peroxyde

Source : http://zoology.muohio.edu/

Les réactions de phase II peuvent étre des glucuronidations, des sulfonations, des
acétylations, des réactions de conjugaison au glutathion et aux acides aminés. Ces
réactions vont modifier la structure de la molécule afin d’augmenter sa solubilité
dans I’eau et d’étre excrétée. La majorité des réactions de phase II sont effectuées
dans le cytosol, sauf la réaction de glucuronidation qui a lieu dans le réticulum

endoplasmique (Parkinson, 1995).

Les sections qui suivent détaillent les rdles des CYP impliqués dans la
biotransformation. La biotransformation des xénobiotiques implique principalement

trois familles des CYP : les familles CYP1, CYP2 et CYP3.



10

1.4.1 Fonctions des enzymes de la famille CYP1

1.4.1.1 CYPIAI

Le CYPALI est principalement localisé dans les tissus extrahépatiques et son activité
enzymatique peut étre mesurée par la réaction d’O-dééthylation de la
méthoxyresorufin. Le CYP1AI biotransforme les procarcinogénes en métabolites
carcinogénes, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques, composés
électrophiles hautement réactifs qui peuvent endommager I'ADN et provoquer, a la

longue, une carcinogenése (Zhang et coll., 2004).

1.4.1.2 CYPIA2

Localisé dans le foie, le CYP1A2 compte pour environ 15% du contenu total des
CYP dans le foie. 1l biotransforme préférentiellement les amines aromatiques, ainsi
que les hydrocarbures aromatiques polycycliques et il est responsable de la
biotransformation de 17B-cestradiol aprés sa conversion initiale de I’estrone (Chie-
Chen et coll,, 2004). L’activité enzymatique du CYP1A2 peut étre mesurée par I’O-

dééthylation de 1’éthoxyresorufine ou par I’O-déethylation de la phenacétine.

1.4.2 Fonctions des enzymes de la famille CYP2

1.4.2.1 CYP2A6

Le CYP2A6 est connu pour son rdle prépondérant dans la biotransformation de la
nicotine. Des €tudes ont démontré que les individus ayant une activité diminuée du
CYP2AG6 présentent un ralentissement de la biotransformation de la nicotine. Les

individus avec un CYP2D6 peu actif fument moins de cigarettes que la majorité des
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fumeurs (Pianezza et coll., 1998). L’activit€ de cette enzyme est évaluée par le biais

de la 7-hydroxylation du coumarin en mesurant le 7-hydroxycoumarin.

1.4.2.2 CYP2D6

Le CYP2D6 est impliqué dans la biotransformation de 20 a 30% des médicaments
sur le marché, incluant les antihypertenseurs, les antipsychotiques, les B-bloqueurs,
les antiarhythmiques de classe I, le débrisoquine, le dextrométhorphane, le
tamoxifene, les antidépresseurs tricycliques, etc. (Yu et coll., 2004). L’activité in-
vitro du CYP2D6 peut étre évaluée par la O et N-dééthylation du dextrométhorphane
(Yu et coll., 2001). Chez les humains, le phénotype du CYP2D6 est déterminé par la
mesure du 4-hydroxydebrisoquine dans [’urine, suite a la biotransformation de la

débriquisone (Mahgoub et coll., 1977).

1.4.2.3 CYP2C

Le CYP2CS8 est responsable de la biotransformation du taxol utilisé contre le cancer
du sein, il contribue aussi a 1’oxydation de le troglitasone, du vérapamil, du
rosiglitasone, de la cérivastatine, de I’amiodarone etc. (Rendic, 2002). Le CYP2C8

est majoritairement présent dans le foie et dans le rein (Dai et coll., 2001).

Le CYP2C9 joue un rdle dans la biotransformation des anti-inflammatoires non-
stéroidien comme le diclofénac, I’ibuproféne, le naproxeéne, le piroxicame et le
celecoxib (Pilotto et coll., 2007). 1I intervient dans 1I’hydroxylation de médicaments

antidiabétiques tels que le tolbutamide, le glimépiride et le glipizide. Le CYP2C9
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participe aussi a la biotransformation de la phénytoine (un antiépileptique), du
losartan (un antagoniste du récepteur a I’angiotensine 11) et de la warfarine (un
anticoagulant) (Kirchheiner et Brockmoller, 2005). L’activité du CYP2C9 peut étre

étudiée par I’hydroxylation du tolbutamide et de la warfarine (Katzung, 2004).

Le CYP2CI19 hydroxyle les inhibiteurs de la pompe & proton, comme I’oméprazole
et il est aussi responsable de la 5-hydroxylation de la thalidomide (Chiba et coll.,
1993; Ando et coll., 2002). La 4-hydroxylation de la S-mephénytoine est la réaction

utilisée pour déterminer I’activité catalytique du CYP2C19 (Shimada et coll., 1986).

1.42.4 CYP2E

Localisé majoritairement dans le foie, 1’action catalytique du CYP2ELI ne s’étale que
sur un petit groupe de substrat comme [|’éthanol, le benzéne et le styréne

(Guengerich et coll., 1991).

1.4.3 Fonctions des enzymes de la famille CYP3

Au total les enzymes de la sous-famille du CYP3A constituent 30% des CYP dans le
foie, I’enzyme la plus abondante étant le CYP3A4. Cette isoforme est la plus
importante pour la biotransformation des médicaments car elle catalyse plus de 50%
des médicaments. Les différents substrats du CYP3A4 comprennent, entre
autres, 1’acétaminophéne, la cocaine, le cortisol, la cyclosporine, le diazépam, la
lidocaine, la méthadone, la quinidine, le ritonavir, la spironolactone, le
tétrahydrocannabinole etc. (Katzung, 2004). Bien que majoritairement présent dans

le foie, le CYP3A4 se retrouve aussi dans I’intestin gréle (Guengerich, 1999), les
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poumons (Raunio et coll., 1999), I’estomac, le duodénum, le jéjunum, I’iléon, le

colon et les reins (de Waziers et coll., 1990).

La sous-famille CYP3A est celle qui est la plus exprimée dans 1’organisme humain.
En plus du CYP3A4, la sous-famille CYP3A comprend le CYP3AS, le CYP3A7 et
le CYP3A43. Le CYP3AS5 a 85% d’homologie et a la méme spécificité de substrat
que le CYP3A4 (Wrighton et coll., 1990). Le CYP3A7 catalyse I’hydroxylation de
la testostérone, 1’hydroxylation de la droépiandrostérone (DHEA) et I’hydroxylation

de I’acide rétinoique (Kitada et coll., 1987a; 1987b; Chen et coll., 2000a).

Le schéma présenté dans la figure 4, résume le role des différents enzymes dans la

biotransformation des médicaments sur le marché :

100

Percentage of drugs
i

Figure 4. Voie d’élimination des 200 médicaments les plus administrés en 2002
Source: Wienkers et Heath, 2005
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1.5 Génétique
Le polymorphisme génétique est causé par des mutations dans la séquence
nucléotidique de I'ADN d'un géne dans une population. Un géne est considéré
comme polymorphe s'il existe au moins deux alleles a une fréquence égale ou
supérieure a 1%. La majorité des différences alléliques sont causées par des
polymorphismes retrouvés sur un seul nucléotide (SNP pour «single nucleotid
polymorphism »). L’exemple le plus connu est le polymorphisme du CYP2D6. La
population se divise en trois groupes phénotypiques: les métaboliseurs lents (ML),
les métaboliseurs intermédiares (MI) et les métaboliseurs rapides (MR). Les sujets
ML présentent une activité du CYP2D6 réduite, au contraire, 1’hydroxylation de la
debrisoquine par le CYP2D6 chez les individus MR sera rapide tandis que les
métaboliseurs intermédiaire auront une activité enzymatique normale (Gonzalez et
coll., 1988). Le polymorphisme du CYP2D6 est important, car comme mentionné
plus haut, il catalyse la biotransformation de plusieurs médicaments dont la codé€ine,
la dextrométhorphane, le métoprolol et les antidépresseurs tricycliques (Katzung,

2004).

De la méme fagon, le polymorphisme du CYP2C19 se caractérise par des individus
ML et des individus MR. La présence d’un polymorphisme pour le CYP2CI19 est
cliniquement importante pour les médicaments biotransformés par cet enzyme,
comme le diazépam, la S-méphénytoine, le naproxéne, 1’oméprazole et le

propranolol (Katzung, 2004).
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1.6 Fonctions des CYP : substrats endogenes
En 1963, Estabrook et coll. ont étudi€¢ le role des CYP dans I’hydroxylation en
position C21 des stéroides dans la corticosurrénale (Estabrook et coll., 1963). Cette
étude démontre le rdle primordial des CYP dans la formation de substances

endogenes telles que les stéroides.

Le Tableau 1 illustre le r6le des CYP en fonction de la synthése des substances

endogenes auquel ils participent (Guengerich, 2006).

Stéroides Acides Eicosanoides Vitamines Inconnus
Gras

1B1 212 4F2 2R1 2A7
7A1 4A11 4F3 24A1 2S1
7B1 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 4F12 5A1 26B1 2W1
11A1 8A1 26C1 3A43
11B1 27B1 4A22
11B2 4F11
17A1 4F22
19A1 4V2
21A2 4X1
27A1 471
39A1 20A1
46A1 27C1
51A1

Tableau 1. Classification des CYP humain selon leur role dans la synthese des
substrats endogenes

Source : Tableau modifié, venant de : Guengerich, 2006
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1.6.1 Métabolisme du Cholestérol

Le cholestérol est un lipide de la famille des stérols et un composant essentiel des
membranes cellulaires. 11 est le précurseur de plusieurs molécules dont la vitamine
D, les hormones stéroidiennes et les acides biliaires. Comme le montre la figure 53,
seulement un isoforme des CYP est impliqué dans la synthese du cholestérol a partir
de I’acétyle-CoA, le CYP51. Treize isoformes participent a sa transformation, sept
pour la biosynthese des acides biliaires (CYP7A1, CYP27A1, CYP46A, CYP7BI,
CYP39A1, CYP8BI1, et CYP3A4) et six pour la biosynthese des stéroides

(CYP11A1, CYP17A1, CYP21, CYP19A1, CYPI11B1 et CYP11B2) (Pikuleva et

coll., 2006).
Acelyt-CoA
cvpmi
YPAAa (li ,J—\ CYP11A1 (stani ic tisgues
C (livar) Cholesterol {starcidogenic ]
LCYP4BAT
hrain)
27-Hydroxycholesterol lesterol
‘ CYP7B1 CYP3gAi
4fi-Hydroxy- 7o, Z7-Dihydroxy- Ta-Hydroxy- 7a,24-Dihydroxy-
chctesteral cholestart cholestera! chalesternl Pragnenalana
CYP17A1
CYP2 *
CYpPsaB1 CYP13A1
CYPZTA1 CYP1IB1 *
* C‘r‘F‘HEE*
[ Primary bite acids | | Starold harmones

Figure 5. Métabolisme du cholestérol

Source : Pikuleva et coll., 2006
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La réaction dominante de la biotransformation du cholestérol et de la synthese des
acides biliaires est la conversion du cholestérol en 7a-hydroxycholestérol par le
CYP7A1 (Myant et Mitropoulos, 1977). Une mutation du CYP7A1 entraine une
élévation des lipoprotéines a basse densités (LDL), une accumulation de cholestérol
au niveau du foie et une diminution de I’excrétion des acides biliaires (Pullinger et
coll., 2002). Le CYP27A1 converti le cholestérol en 27-hydroxycholestérol qui se lie
aux récepteurs X du foie, LXRa et LXRP (LXR pour liver X receptor). Cette liaison
active la transcription des genes impliqués dans le métabolisme des lipides (Fu et
coll., 2001). Le CYP11A1 converti le cholestérol en pregnénolone dans les tissus
stéroidogéniques (glandes surrénales, ovaires, testicules, placenta et cerveau) (Stone
et Hechter, 1954). Dans le cerveau, le cholestérol est transformé par le CYP46A1 en
24S5-hydroxycholestérol (Lund et coll., 1999). Le CYP3A4 converti le cholestérol
en 4B-hydroxycholestérol a une vitesse de 0,3 mg/jour (Bodin et coll., 2002); le 4p-

hydroxycholestérol est un puissant activateur de LXRa (Janowski et coll., 1996).

1.6.2 Syntheése des acides biliaires

Les acides biliaires sont des molécules bipolaires. La syntheése des acides biliaires
est initi€e par la transformation du cholestérol en 27-hydroxylase (CYP27) et 7a-
hydroxylase (CYP7), respectivement (Javitt, 1994). Les acides biliaires les plus
importants sont 1’acide chénodéoxycholique (45%) et I’acide cholique (31%). Ces
acides sont conjﬁgués dans le foie pour former les sels biliaires primaires : le
glycocholate, le glycochénate, le taurocholate et le taurochénate. Une fois excrétés

dans Dintestin, les sels biliaires primaires sont utilisés comme cofacteurs pour
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’activité de la lipase pancréatique, aidant ainsi & la digestion des lipides. Suite a
I’émulsification des lipides, les acides biliaires sont majoritairement réabsorbés pour

retourner au foie.

1.6.3 Synthese des stéroides

Les isoformes les plus impliqués dans la synthése des stéroides sont les CYP11A1,
CYPI11B1, CYP11B2, CYP17A1, CYPI9A1 et CYP21A2. Le cholestérol est
hydroxylé en position C21 par le CYP21 pour ensuite €tre converti en androgéne et
en cestrogéne. Le clivage du cholestérol forme aussi les minéralocorticoides qui sont
essentiels pour [’absorption de sodium et de potassium, ainsi que les
glucocorticoides activateurs de la glucogénese, du glucagon et de la dégradation de
protéines. Comme le montre la figure 6, la synthese des stéroides est principalement
effectuée dans la corticosurrénale, dans les trois zones, la Zona fasciculata, la Zona

Glomérula et la Zona réticularis.
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cholesterol
Zona fasciculata Zona glomerulosa Zona reticulan's
| | |
P430ssc P450ssc P4350ssc
v ¥ ¥
pregnencione preghenolone pregnenolone
3p-DH 3p-DH
P450c17 As-isomerase AS-isomerase P450c17
17- OH pregnenolone progesterone progesterone 17- OH pregnenclione
3B8-DH
aAs-isomerase P450c21 P430c21 17,20 lyase
17-OH prrgesterone dehydroepiandro-
H
P430¢ 29 sterone (DHEA)
¥ ¥
11- deoxycortisol 11- deoxy 11- deoxy
corticosterone corticosterone
|
P430c11
P430c11 P450c11 ¥ 3pDH sulfotranferase
corticosterone AV -isomerase l
|
aldosterone DHEA - sulfate
synthase
* 0
0 0

o =

corticosterone aldosterone 4-androstene -3,17- dione

Figure 6. Rdle des CYP dans la synthése des différentes hormones stéroidiennes.

Source : http://www.med.unibs.it/~marchesi/sterhorm.htinl
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1.6.4 Synthése des prostaglandines

Les prostaglandines proviennent du métabolisme de 1’acide arachidonique et elles
contribuent & ’homéostasie cardiovasculaire (Simmons et coll., 2004). Le CYP5AI
et le CYP8A1 communément appelés thromboxane synthétase (TXA synthase) et
prostacycline synthase (PGI synthase) respectivement, interviennent dans la

syntheése de prostaglandines, schématisé€ dans la figure 7.

11-, 12- of 15-HETE

+ LTB,
19, 12. e 15-HpETE 4

) S Arachidonic = S-HpETE ¥ LTA,

11, 12- 0or 1% Acid S-Lipoxygenase *
Li canasa

poxya LYC,

NSAIDs COX-1 or COX-2 +
COOK LT

8 O .
GOM LTE,

PGG,;

l COX-1 or COX-2

/ Y
A
HO on . o
PGY; (prostacyclin) XA

1
E on ¥
HO COOH ::: : COOM
HO
HO OH OM

6-heto-PGF,,
PGD PGF PGE
Synﬂmso Synthm Synlham
PGD; PGF,
m 11a- PGF;J

Figure 7. Schéma de la synthese des prostaglandines

Source : Simmons et coll., 2004
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La prostaglandine PGE; contracte le muscle lisse de l’intestin et contracte les
muscles des bronches par son action sur le récepteur E1 des prostaglandines Via
EP,, la PGE, cause la bronchodilation, la vasodilatation et la relaxation du muscle
lisse de I’intestin (Rang et coll., 2003). Les différentes prostaglandines E favorisent
la relache de I’hormone de croissance, de prolactine, de la thyréostimuline (TSH), de
I'hormone corticotrope (ACTH), de I’hormone folliculostimulante (FSH) et de
I’hormone lutéinisante (LH) (Katzung, 2004). La PGI, cause la vasodilatation et agit
surtout en inhibant 1’agrégation plaquettaire. La PGD, est un bronchoconstricteur
par ses effets sur les récepteurs T aux prostaglandines. La PGD, a des effets
vasodilatateurs et de relaxation de muscle de I’intestin et utérin. La thromboxane A»
(TXA), une autre prostaglandine, est un puissant vasoconstricteur et favorise
I’agrégation des plaquettes (Rang et coll., 2003). Lors d’une réaction inflammatoire,
les prostaglandines sont présentes en grande concentration dans le site
d’inflammation. Elles activent la réponse inflammatoire et sont responsables de la

fievre et de la douleur (Katzung, 2004).

1.6.5 Syntheése des éicosanoides

Comme les prostaglandines, les éicosanoides sont synthétisés a partir de ’acide
arachidonique mais sont formés par I’action des lypooxygénases. Les CYP2CS,
CYP2C9, CYP2] 2,VCYP4A1 1, CYP4B1, CYP4F2, CYP4F3 et CYP4F8 hydroxylent
les éicosanoides et participent ainsi a la formation des leucotrienes, de la
thromboxane A, et de la prostacycline (pas inclus dans la figure 7). L’acide

arachidonique est transformé en acide hydroperoxy-éicosatetranoique HPETE, pour
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ensuite étre transformé en différentes leucotrienes. Ces molécules jouent un rdle
dans I’inflammation en influencant la migration cellulaire, la microcirculation et la
perméabilité capillaire. Les leucotrienes modulent les fonctions du systeme
immunitaire en régulant les lymphocytes T, les cellules NK (cellules tueuses), les
macrophages, les éosinophiles et les neutrophiles. Les symptomes de 1’asthme sont
en partie le résultat de I’action des leucotrienes : augmentation de la production de
mucus, bronchoconstriction, infiltration des cellules inflammatoires et obstruction

des voies respiratoires (Yoshiko et Calhoun, 2006).

1.6.6 Synthése de vitamines

En plus de provenir de notre alimentation, I’exposition aux rayons UV du soleil
permet a notre corps de synthétiser la vitamine D a partir du cholestérol, mais ceci
requiert I’action d’enzymes comme le CYP24Al, CYP27Al et CYP27B1. La
vitamine D3 ou cholécalciférol est générée dans la peau aprés 1’exposition au soleil.
Afin d’étre transformé en forme active, le cholécalciférol est biotransformé dans le
foie par la 25-hydroxylase (CYP27A1) et dans le rein par la 25-hydroxyvitamine Dj
1-alpha-hydroxylase (CYP24 A1) (Guengerich, 2005). La fonction métabolique de la
vitamine D est de réguler les niveaux sanguins de calcium et de phosphore en

participant a I’absorption intestinale de ces minéraux.

La vitamine A, aussi appelée rétinol, est une substance antioxydante essentielle a
une bonne vision et a la croissance des os. Le rétinol est essentiel a la synthése de la
rhodopsine, un pigment impliqué dans la vision de nuit. La vitamine A est

également importante dans le fonctionnement des cellules épithéliales, de méme que
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dans I’homéostasie cellulaire, dans la synthése de 1’hormone de croissance et dans la
spermatogénese. La vitamine A provient de sources alimentaires comme les ceufs
ou le lait, ainsi que des caroténoides retrouvés dans les carottes et les épinards. La
synthése de I’acide rétinoique par la biotransformation du rétinol est catalysée par le

CYP26A1 (White et coll., 1997).

1.7 Régulation des CYP

A la suite de la découverte de I’importance des CYP dans la biotransformation de
substances exogenes et dans la synthése de composés endogenes, les mécanismes
moléculaires de la régulation des CYP ont ét€¢ amplement étudiés. La section

suivante décrit les mécanismes de régulation négative et positive des CYP.

1.7.1 Induction des CYP

L’exposition de I’organisme aux xénobiotiques peut entrainer I’augmentation de
I’expression des CYP. L’induction des CYP est un processus hautement régulé et
contrdlé par transcription génique. L’induction des différents CYP se fait par la
liaison de récepteurs nucléaires au promoteur du gene afin d’augmenter sa
transcription. Dans les sections suivantes, nous allons présenter les différents

récepteurs nucléaires et leurs rOles dans la régulation des CYP.

1.7.1.1 Récepteur X Prégnane (PXR)

Le PXR est majoritairement exprimé dans le foie et 1’intestin, mais il est aussi
présent dans le rein et le cerveau. L’induction des enzymes de la sous-famille du
CYP3A dépend de I’activation de la transcription génique par le PXR. Le PXR est

activé par une variété de composés inducteurs des enzymes du CYP3A: la 16-
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carbonitrile prégnénolone, la rifampicine, le taxol, le clotrimazole, le phénobarbital,
la spironolactone, etc. (Kliwer et coll., 2002). Faisant parti de la sous-famille des
récepteurs nucléaires 1 (NR1), le PXR augmente la transcription du CYP3A en
formant un hétérodimere avec le récepteur X du rétinoide (RXR) (figure 8). Cet
hétérodimere se lie a différents €léments de réponse : direct repeat 3 (DR3), direct
repeat 4 (DR4) et élément de réponse 6 (ER6). 1l se lie aussi a I’élément de réponse
8 (ER-8) et a I’élément de réponse du « multi-drug receptor 2 » (MDR-2). Le PXR
peut aussi activer la transcription de la sous-famille CYP2B en se liant a I’élément

de réponse commun, le direct repeat 4 (DR4).

/ Metabolism of ligand by CYP3A forms \

S 4 -

'

: ®
PXRligand _L,
. @ @@ |_> Increased
| Eps | CYP3A4 CYP3A7

k \ transcriptiony

Figure 8. Voie d’activation de la transcription du CYP3A par PXR
Source : http://herkules.oulu.fi/isbn9514258649/html/x579.html
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1.7.1.2 Récepteur constitutif a I’androstane (CAR)

CAR est un récepteur nucléaire constitutivement actif, sans ligand, ¢’est pourquoi on
le classe parmi les récepteurs «orphelins ». La liaison d’un ligand, comme
I’androstane, va dissocier CAR des promoteurs et va inhiber la transcription des
geénes (Barry et coll., 1998). Par un mécanisme plus conventionnel, d’autres ligands,
comme le phénobarbital, peuvent induire la translocation nucléaire de CAR et
permettent la transcription du gene. 11 a ét€ démontré qu’un inhibiteur de protéine
phosphatase bloque la translocation nucléaire de CAR, induite par le phénobarbital.
Ces résultats suggerent que la localisation cellulaire de CAR est régulée par la
phosphorylation et que le phénobarbital modifie la phosphorylation du récepteur afin

de permettre la translocation de CAR au noyau (Kawamoto et coll., 1999).

Comme PXR, CAR s’hétérodimérise avec le RXR afin de se lier a ’élément de
re’ponse au phénobarbital et induire I’expression de la sous-famille CYP2B. Comme
illustré a la figure 9, le complexe CAR/RXR peut aussi se lier a I’élément de réponse
aux xénobiotiques, a I’élément de réponse 6 (ER6) et a d’autres éléments de réponse.
CAR se lie au direct-repeat 4 (DR4) a I’intérieur de PBREM (€lément de réponse au
phénobarbital) et il peut aussi se lier a DR3, DRS5 et ER6. Le PBREM régule un bon
nombre de sous-famille tel que CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2H, CYP3A, CYP6A

et CYP102/106 (Sueyoshi et Negishi 2001).

Le PXR peut également se lier au DR4. Cette observation a permis d’affirmer que

CAR et PXR contrdlent des fonctions communes. De plus, I’activation du GR
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(récepteur aux glucocorticoides) par la dexaméthasone augmente I’expression de
PXR et de CAR par GRE (élément de réponse aux glucocorticoides), ce qui a pour

effet d’augmenter I’expression des CYP3A (Williams et coll., 2005).

Figure 9. Voie d’activation de la transcription du CYP3A par CAR
Source: Zelko & Negishi, Biochem Biophys Res, 2000, 277:1-6

1.7.1.3 Peroxisome Proliferator Activated Receptor a (PPAR-a)

Les récepteurs activés des proliférateurs de peroxysomes (PPAR) participent
principalement a l’augmentation de I’expression des enzymes impliqués dans
I’oxydation d’acides gras comme ’acétyle-coA oxydase et la famille du CYP4
(Desvergne et Wahli, 1999). Le récepteur activé des proliférateurs de peroxysomes
comprend trois isoformes, le PPARa, le PPARY et le PPARS. Le PPARa peut étre
activé par des acides gras saturés et polyinsaturés comme |’acide palmitique, I’acide

oléique, I’acide linoléique et I’acide arachidonique (Gottlicher et coll., 1992). Le
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PPARy lie les acides gras polyinsaturés incluant I’acide linoléique, I’acide
linolénique, 1’acide arachidonique et I’acide éicosapentaenoique, tandis que le

PPARGS lie les ligands du PPARa et du PPARy (Xu et coll., 1999).

Les fibrates utilisés pour le traitement de I’hypertriglycéridémie sont des ligands des
PPARs. Le clofibrate et le fenofibrate activent le PPARa et le PPARY, tandis que le

benzafibrate active les trois isoformes du PPAR (Willson et coll., 2000).

Parmi les substrats se liant aux PPAR, nous retrouvons aussi les thiazolidinediones.
La liaison des thiazolidinediones aux PPARs permet I’induction de la différenciation
des adipocytes (Kletzien et coll., 1992). Les thiazolidinediones, comme Ila
troglitazone, la rosiglitazone et la pioglitazone sont utilisés dans le traitement du

diabete de type 2 (Willson et coll., 2000).

Les PPARs, apres hétérodimérisation avec RXR, se fixe a I’élément de réponse des

proliférateurs de peroxysomes de I’ADN.

Différents coactivateurs augmentent la transcription du géne du PPAR, tel le
récepteur des stéroides (SRC-1), la protéine liant le PPAR (PBP) et plusieurs autres

(Zhu et coll., 1996; Zhu et coll., 1997).

1.7.1.4 Récepteur des arylhydrocarbures
L’activation du récepteur des aryl-hydrocarbures (AhR) se fait par la liaison du

ligand au récepteur. Les ligands du AhR sont les hydrocarbures aromatiques
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halogénés, tels le TCDD (dioxine), le polychlorinate biphényl et le polychlorinate
dibenzofuréne, de méme que les hydrocarbures polycycliques aromatiques, comme
le benzo[a]pyreéne et le 3-méthylcolanthréne (Poland et Knutson, 1982). La majorité
des substrats du CYPIA1 activent la translocation nucléaire de 1’AhR. Les ligands
se lient au récepteur cytoplasmique AhR et le complexe ligand-AhR se libere des
protéines chaperonnes pour migrer dans le noyau afin de former un nouveau
complexe avec le Arnt (Ah récepteur nucléaire de translocation). Le ligand-dimere
peut se fixer a plusieurs éléments de réponse aux xénobiotiques comme 1’élément de
réponse a la dioxine, l’élément de réponse aux xénobiotiques et I’élément de réponse
aux arylhydrocarbures (Jones et coll., 1986; Fujisawa et coll., 1987; Denison et coll.,

1988).

La dioxine et le benzo[a]pyréne se lient a AhR et induisent la transcription du
CYP1AIl. Une hausse de la quantité et de l’activit¢é du CYP1Al augmente la
formation de métabolites mutagéniques et augmente le stress oxydatif cellulaire. En
métabolisant la dioxine, le CYP1A1 produit du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) qui
bloque le NFI (nuclear factor I/CCAAT transcription factor) empéchant la
transcription du CYP1A1. Le complexe AhR-Arnt induit I’AhRR (AhR repressor)

qui séquestre 1’ Arnt (Barouki et coll., 2001) (figure 10).
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Figure 10. Activation et rétro-inhibition de la transcription du CYP1A
Source : Barouki & Morel, Biochem Pharmacol 2001, 61 :511-6

1.7.2 Inhibition des CYP
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L’inhibition des CYP peut s’effectuer de deux fagons, soit par un effet direct sur

I’enzyme ou.soit par la diminution de I’expression. Le cycle catalytique des CYP

peut étre inhibé au niveau de quatre de ses paliers : lors de la liaison du substrat a

I’heme, lors du transfert des €lectrons pour réduire le Fe3+, lors de la liaison de

I'oxygene au Fe™* et lors de I’oxydation du substrat. Les inhibiteurs qui interférent

avec le cycle catalytique avant le processus d’oxydation sont de type réversible :

compétitifs ou non-compétitifs. Les inhibiteurs agissant pendant ou apres le transfert

de l'oxygeéne sont de types irréversibles ou quasi-irréversibles. Les sections

suivantes décrivent les types d’inhibitions et leurs mécanismes d’action.



30

1.7.2.1 Inhibition réversible du CYP

Les inhibiteurs réversibles compétitifs entrent en compétition avec les substrats pour
la liaison a la poche lipophilique du site actif, par exemple, I’étude in vitro de la
biotransformation du benzéne dans des microsomes de foie est inhibée en présence

du toluene et vice-versa (Sato et Nakajima, 1979).

Un autre mécanisme d’inhibition réversible se produit lorsqu’un ligand se lie a
1’atome de fer (Fe’*) du groupement héme causant un changement dans le potentiel
réduction/oxydation, rendant la réduction de I’enzyme par la NADPH-réductase plus
difficile (Sligar et coll., 1979). Lorsque le monoxyde d’azote se lie a ’héme, il
empéche la liaison de 1’0xygeéne causant une inhibition réversible (Fujii et coll.,

1997).

Parmi les inhibiteurs non-compétitifs, le monoxyde de carbone agit en se liant a
I’atome de fer réduit, le Fe** du groupement héme des CYP réduit. Les dérivés
triazoliques, la pyridine et 1’imidazole peuvent se lier a la poche lipophilique et au
Fe**. L hydrophobicité et la force de la liaison & I’héme, de ces substrats produit une

inhibition non compétitive tres efficace (Testa et Jennifer, 1981).

1.7.2.2 Inhibition irréversible du CYP

La biotransformation d’un substrat par les CYP peut conduire & la formation
d’intermédiaires réactifs qui peuvent inactiver les CYP de facon irréversible ou

quasi-irréversible. Il existe quatre classes de mécanismes d’inactivation irréversible.
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Tout d’abord, certains agents se fixent de fagon covalente a la protéine, tels les
dérivés thiocarbonylés (Miller et coll., 1983), les dérivés halogénés (Halpert et Neal
1980) et les dérivés oléfiniques et acétylénes (Gan et coll., 1984; Helvig et coll.,

1997).

Une deuxieme classe d’inhibiteurs comprend les dérivés ayant une fonction
dioxyméthyléne (utilisé dans des insecticides), tel les arylamines, les alkyamines et
les amines aromatiques (Correia et Ortiz de Montellano, 2005). La transformation de
ces substrats par les CYP en composés intermédiaires leur permet de se fixer quasi-

irréversiblement au Fe’* de I’heme prosthétique.

Une troisieme classe d’inhibiteurs inclue les agents qui se lient de fagon covalente
au groupe prosthétique héme et inactivent irréversiblement les CYP. Par exemple,
I’époxydation des oléfines produit une N-alkylation de 1’heéme, réaction qui inactive

le CY2B1 (De Montenallo et Mico, 1980).

Finalement, la derniére classe d’inhibiteurs inclue des agents qui dégradent le groupe
prosthétique du héme ou qui dénaturent la protéine, comme par exemple, lors de
I’oxydation du tétrachlorure de carbone et des spirolactones (Guzelian et Swisher,
1979; Deckers et coll., 1989). Ce mode d’inactivation est fréquent pour les CYP2C,

CYP2E et surtout pour le CYP3A.
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2. La NADPH-réductase

Dans les sections qui suivent, nous discuterons de la découverte de la NADPH-
réductase, de sa structure, de son importance dans la biotransformation des

médicaments ainsi que de sa régulation.
2.1 Historique de la NADPH-réductase

En 1950, Horecker a isolé une protéine impliquée dans la réduction du cytochrome
c. Ce n’est qu'en 1962 qu’Omura et Sato ont observé que la NADPH-réductase est
une hémoprotéine capable de réduire le CYP. En 1962, Williams et Kamin, ainsi
que, Phillips et Langdon ont démontré que la NADPH-réductase est située
majoritairement dans le foie, au niveau du réticulum endoplasmique et qu’elle

participe au transport des €lectrons dans les microsomes.

Lors de la découverte de la NADPH-réductase, on croyait que ses cofacteurs (la
flavine adénine dinucléotide, FAD et la flavine mono-nucléotide, FMN) étaient
impliqués dans la réduction du cytochrome c¢. De plus, la protéine isolée de poids
moléculaire de 68000 daltons, €tait capable de réduire quelques accepteurs
d’électrons, mais elle était incapable de transférer ses électrons aux protéines
microsomales comme au cytochrome bs ou aux CYP. La présence de trypsine
occasionnait la perte du groupement NH, terminal, essentiel a la liaison de la
NADPH-réductase aux CYP et a la membrane, empéchant le transfert d’électrons.

Peu de temps apres, la NADPH-réductase a pu €tre isolé apres la solubilisation des
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microsomes du foie par des détergents qui permettent la liaison de la NADPH-

réductase avec les CYP.

La NADPH-réductase a un poids moléculaire de 78000 daltons et contient une
molécule de FAD et de FMN par protéine. Son véritable partenaire de
réduction/oxydation a été découvert suite aux travaux de Lu et Coon, en 1968, qui
ont permis d’affirmer que la NADPH-réductase est essentiel a la réduction du

groupement heme des CYP.

Il existe quatre grandes classes d’enzymes basées sur le syst¢éme de transfert des
électrons : a) Protéines nécessitant une réductase avec un groupement flavine
adénine dinucléotide (FAD) et un domaine Fe;S,. b) Protéines nécessitant le
cytochrome NADPH-réductase et/ou cytochrome bs avec un groupement flavine
adénine dinucléotide ou flavone mononucléotide (FAD/FMN) pour le transfert
d’électron comme le démontre la figure 11. ¢) Enzymes qui sont autosuffisantes et
ne nécessitent aucun donneur d’électron. d) Enzymes recevant les électrons

directement du NADPH.

efectron flow —p

NADPH——®» FAD —» FMN —®» Cytochrome P450

Figure 11. Transfert d’électron dans des CYP de la classe b)
Source : http://www.uky.edu/Pharmacy/ps/porter/CPR_enzymology.htm
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Cette classification ne fait pas partie de la nomenclature actuelle des CYP (Werck-
Reichhart et Feyereisen, 2000). Initialement, chaque isoenzymes €tait nommé selon

ses propriétés spectrales, sa mobilité électrophorétique ou selon ses substrats.

La NADPH-réductase fait partie de la famille des diflavines réductases qui sont
apparues suite a la fusion entre deux protéines ancestrales : la FMN et la FAD. Chez
les mammiferes quatre enzymes font parties de cette famille : la NADPH-réductase,

la méthionine-réductase, la NR1 et I’oxyde nitrique synthétase (Paine et coll., 2005).
2.2 Structure de la NADPH-réductase

La NADPH-réductase est une protéine membranaire située sur le réticulum
endoplasmique. Elle a une distribution variée dans 1’organisme, similaire a celle du
CYP. La NADPH-réductase est constituée de deux domaines flavines distincts : la
FAD (flavine adénine dinucléotide) et la FMN (flavine mononucléotide). Le
panneaﬁ a) de la figure 12, montre I’arrangement tridimensionnel de la protéine
incluant les domaines de liaison de la FMN, de la FAD, du NADP", ainsi que du
domaine de connexion. Dans le panneau b), on peut voir I’arrangement des hélices
alpha et des feuillets béta ainsi qu’un diagramme linéaire démontrant |’arrangement

des différents domaines de liaison (Wang et coll., 1997).



2) Domaine de
liaison du FAD et
FMN du NADPH(-)

Domaine de
liaison
du FMN
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connexion

FAD NADP
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[Pomine BN
7%

n pomaine NADP*

: : 52 1329 [sn ”
llDomame de con.rTc.ei(.;on}” — '. gme FAD I“
70 228 328 45 510 670

Figure 12. Structure de la NADPH-réductase
Source : Wang et coll., 1997
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2.3 Role de la NADPH-réductase

Le role majeur de la NADPH-réductase est de transférer des électrons aux CYP.
Pour permettre le passage de I’électron de la NADPH aux CYP, I’électron cédé par
le NADPH est transféré au domaine FAD, accepteur d’électron. Ensuite, 1’électron
est transféré au domaine FMN. Le transfert d’électrons nécessite la formation d’un
complexe NADPH-réductase/CYP dans un ratio de 1:1. L’orientation et la
connexion des deux protéines se fait par des forces électrostatiques (par pairage de
charges électrostatiques opposées), tandis que les forces hydrophobes permettent
d’atteindre une proximité adéquate au transfert d’électrons (Tamburini et coll.,

1986).

On ne peut pas traiter la NADPH-réductase comme un simple donneur d’électrons,
son mécanisme d’action est beaucoup plus complexe. La réductase a neuf sous-
formes différentes dépendant de la distribution des électrons a I’intérieur de la
molécule et entre les flavines. La NADPH-réductase transfert deux électrons aux
CYP. Iyanagi et coll. en 1978 et Vermillon et coll. En 1981 ont décrit le mécanisme
de transfert d’électrons de la NADPH-réductase au CYP. Le mécanisme propose que
la FAD et la FMN forment un cycle dans lequel ils passent d’une forme réduite a un
électron a une forme réduite a trois électrons. La NADPH-réductase permet le
transfert d’électron du NADPH au CYP en stabilisant la forme réduite a un électron
de la FAD et de la FMN. La stabilisation de la FAD et de la FMN entraine la
formation de semiquinone FADH' et FMNH". Le mécanisme de transfert d’électrons

est schématisé dans la figure 13.
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NADPH  NADP
P-450 P-450 P-450
ox —_
FMN FMN = FMNH-
FAD FADH,, FADH-
/4
P-450,, P-450,,,
FMNH FMNH-
FAD FAD
NADPH
NADPH
NADP
P-450, P-450, .4 P-450,,,
FMNH,, FMNH:  —~FMNH,
FADH,, FADH,, FADH-

Figure 13. Mécanisme de transfert d’électrons de la NADPH-réductase au CYP

Source : Vermillon et coll., 1981

La NADPH-réductase permet 1’apport d’électrons a deux endroits spécifiques dans
le cycle: un pour réduire le fer (Fe** a Fe™) et I'autre pour activer I’oxygeéne

formant le superoxyde (OM).

En plus de participer a la réduction des CYP, la NADPH-réductase est impliquée
dans des nitroréductions, des azoréduction, dans des mécanismes impliquant |’action
du cytochrome bs comme la désaturation du stéaryle CoA, la désaturation des

phospholipides, I’élongation des acides gras, etc. (Backes et coll., 1993).

2.4 Régulation de la NADPH-réductase

Des études ont démontrées que bien que le phénobarbital induit I’expression de la
NADPH-réductase, le niveau d’induction est nettement inférieur a celui atteint par

les CYP aprés leurs inductions (Gonzalez et coll., 1980). L’expression de la
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NADPH-réductase est régulée par 1’axe hypophyso-thyroidienne. Son expression
dans le foie et dans les glandes surrénales est régulée par la triiodothyronine et par

I”’hormone corticotrope, respectivement (Ram et Waxman, 1992).

Les souris knock-out pour le gene de la NADPH-réductase hépatique sont viables.
Bien que la mutation du géne de la NADPH-réductase cause la mort embryogénique,
la délétion de cette enzyme au niveau du foie entraine une perte de fonction des CYP

hépatiques mais permet a I’organisme de se développer (Otto et coll., 2003).

Tout récemment, il a été démontré que les PPAR induisent une augmentation du
niveau de transcription du gene de la NADPH-réductase dans le foie et le rein.
L’exposition des rats a des proliférateurs de peroxysomes comme le Wy-14,643
(acide acétique [4-chloro-6-(2,3-xylidino)pyrimidynylthiol]) et le di-n-butyl
phthalate, entraine 1’augmentation de I’ARN messager de la NADPH-réductase dans
le foie tandis que I’exposition au Wy-14,643 et au gemfibrozile mais pas au di-n-
butyl phthalate, entraine une diminution de I’expression de la NADPH-réductase

(Fan et coll., 2003).

3. Inflammation

Au cours des années, de nombreux cas d’intoxication ou d’effets secondaires causés
par des médicaments ont été répertoriés. Le premier cas a ét€ rapporté par I’équipe
de Samaras et Dietz en 1953; ces auteurs ont démontré que le bleu de trypan

prolonge le temps d’anesthésie chez le rat (Samaras et Dietz, 1953).
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En 1978, une étude a démontré que la demi-vie de la théophylline est augmentée
chez les enfants présentant une infection par le virus de 1’Influenza ou une infection
a I’adénovirus (Chang et coll., 1978). Renton propose que la diminution de la demi-
vie de la théophylline soit reliée a la baisse de son métabolisme causé par la
diminution des niveaux de CYP (Renton, et coll., 1980). Indépendamment de la
nature de 1’inflammation, soit par une infection bactérienne (Sonne et coll., 1985),
un choc septique (Shelly et coll., 1987), le vaccin contre 1’influenza (Renton et coll.,
1980) ou le vaccin contre la tuberculose BCG (Gray et Renton, 1983), la réaction
inflammatoire diminue la clairance de I’antipyrine, du midazolame et de la

théophylline.

Au cours des dernieres années, il a été démontré que la réaction inflammatoire
produit un changement d’activité et d’expression des CYP (Morgan et coll., 2001).
Expérimentalement, 1’administration de lipolysaccharide (LLPS) ou de térébenthine
chez des rats diminue I’expression des CYP (Morgan et coll., 1997). Chez les lapins,
I’injection de térébenthine cause une diminution de 50% de la clairance de la
tolbutamine associée a une diminution de la concentration des CYP du foie (Parent
et coll., 1992). Chez des volontaires sains, le LLPS cause une diminution de la
clairance de I’antipyrine, de I’hexobarbital et de la théophylline (Shedlofsky, 1994).
Le LPS et la térébenthine sont des agents qui stimulent les différentes composantes
cellulaires de la réponse inflammatoire (monocytes, macrophages, neutrophiles et

cytokines).
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3.1 Réaction Inflammatoire

Afin de mieux comprendre la modulation du CYP par la réaction inflammatoire, la

prochaine section décrit les phénomenes impliqués lors de la réaction inflammatoire.

3.1.1 Phénomenes enclenchés lors de 1’inflammation

L’inflammation est une réaction du syst¢me immunitaire enclenchée par une
agression physique ou chimique. L’inflammation est caractérisée par des réactions
systémiques affectant la synthése des protéines plasmatiques, les systemes
endocrinien et hématologique. Ces réactions sont divisées en réponse localisée et

réponse systémique.

La réponse localisée de la réaction inflammatoire se reconneﬁt par 4 signes
cardinaux : la rougeur, la douleur, la chaleur et I’cedéme. Dans les quelques heures
suivant le dommage tissulaire, trois processus sont enclenchés a) un changement de
la. circulation sanguine, la dilatation des artérioles, des capillaires et des veinules, b)
une augmentation de la perméabilit€ vasculaire et c¢) une extravasation des

leucocytes du sang aux tissus.

La réponse systémique comprend I’augmentation de la synthése d’hormones, dont
I’ACTH et I’hydrocortisone, et d’un grand nombre de protéines de la phase aigué
dans le foie, dont la protéine C réactive. Les cytokines jouent un role important dans
la phase systémique de la réponse inflammatoire aigué. L’IL-1, I'IL-6 et le TNF-a '

induisent une production de protéines de phase aigué€ par les hépatocytes. Durant



41

cette phase, I’expression des protéines subit un changement trés rapide d’environ
25%, soit une diminution ou une augmentation de leur synthese. Par exemple, la
synthése de la céruloplasmine augmente d’environ 50%, celle de 1’alpha-1-
glycoprotéine augmente de deux a quatre fois sa production normale, tandis que la

quantité d’albumine et de la transthyrétine diminuent (Kushner et Rzewnicki, 1999).

3.1.2 Composantes cellulaires de 1’inflammation

Le processus inflammatoire est généralement déclenché par I’activation de cellules
inflammatoires comme les macrophages et les neutrophiles qui liberent des
cytokines, des protéines de phase aigué€ ainsi que des hormones (Renton et coll.,
2001). Dans la section suivante, nous décrivons les principaux types de cellules

impliquées dans I’inflammation et leurs roles.

La prolifération et la maturation des neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) se
produisent dans la moelle osseuse et ils comptent pour 55 & 60% de la production
cellulaire de la moelle osseuse. Suite a leur maturation, les neutrophiles font partie
de la réserve cellulaire pour une durée de 5 jours. Ils sont ensuite reldchées dans le
sang ou ils circulent pendant 10 heures, leur durée de vie est d’environ un a deux
jours (Bainton, 1999). Les neutrophiles polymorphonucléaires sont les premieres
cellules a étre recrutées au site d’inflammation afin de permettre une phagocytose

rapide.
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Les éosinophiles constituent 3% des leucocytes. Une fois activés, les éosinophiles
migrent immédiatement vers un stimulus attractant grice a leur propriété de
chimiotaxie. Les éosinophiles vont expulser le contenu de leurs granules
cytotoxiques et produire des dérivés radicalaires de l’oxygene, tels des anions

superoxydes et du peroxyde d’hydrogene (Klebanoff et coll., 1999).

Une autre composante cellulaire essentielle au développement de la réponse
inflammatoire est la présence de macrophages. Les macrophages sont distribués a
travers le corps, dans la peau, les poumons, le foie, I’intestin, au niveau du systéme
nerveux, dans le systeme hématopoiétique et dans le systtme lymphoique, méme en
absence de réaction inflammatoire. Lorsque les macrophages détectent une
anomalie, ils activent 1’endothélium pour favoriser la mobilisation des neutrophiles
polymorphonucléaires et produire des chimiokines, des cytokines (IL-6, IL-1 et le
TNF-a, IL-10 et IL-12), ainsi que les différents médiateurs lipidiques impliqués dans
I’inflammation (Gordon et coll.,, 1999). Lors de la réaction inflammatoire, 1’'IL-1,
I’IL-6, le TNF-a et ’'IFN-y sont les principales cytokines effectrices présentant des
effets redondants et pleiotropiques. Les effets des cytokines sont de produire la
fievre, de synthétiser les protéines de phase aigué€ par le foie, d’augmenter la
perméabilité vasculaire, d’induire les chémokines ainsi que d’activer les cellules T et

B (Goldsby et coll., 2001).

La réaction inflammatoire fait aussi intervenir les plaquettes qui sécretent des

substances chimiotactiques qui facilitent [P’attachement des leucocytes a
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I’endothélium, favorisant leur extravasation. (Klinger, 1997) Les mastocytes et les
basophiles synthétisent et emmagasinent 1’histamine, des cytokines dont I'IL-1, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-SCF et INFy et des protéases. L histamine permet la

vasodilatation et augmente la perméabilité vasculaire (Nilsson et coll., 1999).

Les ROS générés lors de la réaction inflammatoire peuvent étre des composés
hydroxyle (OH), alkoxyle (RO, peroxyle (ROOY), superoxide (O’), nitroxyle
(NO), peroxyde (H,0O,), hydroperoxydes (ROOH) et de I’acide hypochlorique

(HOC) (Simon, 2000).

3.2 Réaction Inflammatoire et CYP

Que ce soit par la présence d’une infection ou par I’induction de I’inflammation
septique par la térébenthine, la diminution de I’expression des CYP est causé par la
relache de médiateurs sériques. Généralement, la réponse du foie a I’inflammation
ou a l'infection se traduit par une augmentation de la production de protéines de
phase aigué (PPA). Le processus inflammatoire est principalement régulé par 1’IL-6,
interagissant avec I’IL-1 et le TNF-a (Baumann et Gauldie, 1990). La réponse aigué
a I’inflammation est initiée par la libération de TNF-a et d’IL-1 par les mastocytes et
les macrophages. Le TNF-a et I'IL-1 stimulent la libération d’IL-1 et d’IL-6 par les

cellules endothéliales et les fibroblastes (Baumann et Gauldie, 1994).
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Lorsqu’un animal recoit du LPS bactérien, le TNF-a est sécrété par des monocytes
et des macrophages. Le TNF-a stimule la libération d’IL-1 et ensemble, I’IL-1 et le

TNF-o vont stimuler la libération d’IL-6 et d’INF-y (Lowry, 1993).

La production d’IFN-o et d’INF-B par les leucocytes, les lymphoblastes et les
fibroblastes est augmentée lors d’une infection virale. L’INF-y est relaché par les
cellules T et il peut mimer les effets de I’infection virale sur les CYP (Mannering et

Deboria, 1986).

Les médiateurs sériques produits lors d’une réaction inflammatoire sont
responsables de la diminution de ’expression du CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B1/2 et
CYP3A2 chez le rat (Prandota, 2005). Chez le lapin ayant une réaction
inflammatoire suite 4 une injection de térébenthine, des médiateurs sont évacués

dans le sérum et conduisent a I’inactivation et a la diminution de la quantité¢ de CYP

total (El-Kadi et coll., 1997).

L’expression et 1a quantité d’ARN messager du CYP1A1, CYP1A2 et CYP3AG6 sont
diminuées lors de la réaction inflammatoire chez le lapin. Lorsque les hépatocytes
d’un lapin sont incubés pendant 48h avec du sérum provenant d’humain ayant une
infection virale, I'lL-6 et 'INF-y ont €t€ identifi€s comme étant responsables de
I’inactivation des CYP1A1, CYP1A2 et CYP3A6 (Bleau et coll., 2003). Lorsque les
hépatocytes d’un lapin sont incubés pendant 48h avec du sérum provenant d’un lapin

ayant une réaction inflammatoire, I’'IL-1 et I'IL-6 ont été identifiés comme étant
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responsables de I’inactivation des CYPIAI, CYPIA2 et CYP3A6 chez le lapin

(Bleau et coll., 2003),

Les voies de signalisation conduisant a la régulation négative des CYP n’ont pas
encore été clairement caractérisées. Il a été¢ démontré que la diminution d’expression
des CYP1A2, CYP2AS, CYP2C29, CYP2EIL, CYP3All, CYP4A10, et CYP4A14
par les différentes cytokines chez les souris normales est semblable a celle observée
chez les souris knock-out pour le PXR et pour le PPAR, ce qui suggere que la
régulation négative des CYP n’est pas dépendante de la présence du PPARa et du
PXR (Richardson et Morgan, 2005). L’expression du CYP3A6 est régulée par le
PXR et il a ét€ démontré que le traitement au LPS réduit I’ARN messager du PXR et

que I’activation du NF-kB bloque I’activation du PXR (Gu et coll., 2006).

Plusieurs autres voies de signalisations sont impliquées dans la modulation du
CYP3A6 lors de la réaction inflammatoire. Les sections suivantes décrivent les

différentes protéines kinases ayant un role dans la modulation du CYP3A6.

3.2.1 Protéine kinase C

La famille des protéines kinases C comprend une dizaine d’isoformes qui se divisent
en trois sous-familles distinctes : classique (s a, BI, BII, et y), non-conventionnel (d,
g, M, et 0), et atypique (C et 1/ &), basées selon leur second messager. La famille
classique a besoin du Ca®™, du diacylglycérol (DAG) et de phospholipide pour son
activation. Les PKC dit non-conventionnels ont besoin de DAG, mais ne nécessitent

pas de Ca® pour leur activation. L’activation de la sous-famille atypique n’a pas
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besoin de Ca®* ni de diacylglycérole (Webb et coll., 2000). Les isoformes de la PKC
et les effecteurs impliqués dans son activation jouent des roles dans la régulation

cellulaire, la survie cellulaire et 1’apoptose (Griner et Kazanietz, 2007).

Le bisindolylmaléimide IV est un inhibiteur de la PKC ayant un ICsg de 87 1M, et un

ICsq de 2,7 uM pour inhiber 1a PKA (Calbiochem).

Les études d’lkegwuonu et coll. suggerent que la voie de la PKC participe a la
régulation du CYP1B1 (Ikegwuonu et coll., 1999). La diminution de I’activité des
CYP1A1, CYP1A2 et 3A6 par le sérum et par I'IL-6 implique I’activation de
protéines tyrosine kinases, de la p42/44 MAPK et de la PKC (Levitchi et coll.,
2006). L’activation de la PKC inhibe I’activité du PXR, qui régule I’expression du

CYP3A (Ding et Staudinger, 2005)

3.2.2 Kinase de régulation extracellulaire : Erk (P42/44 MAPK)

Les « mitogen-activated protein kinase » (MAPK) forment une famille de protéines
kinases tres conservée chez les eucaryotes. Les MAPK sont impliquées dans divers
processus cellulaire dont la croissance, la migration, la différenciation et le
développement cellulaire (Krens et coll., 2006). La premiére voie des MAP kinases
découverte est celle de la famille des ERK (extracellular signal-regulated kinases).
Comme le .montre la figure 14, les MAP kinases sont impliquées dans la
prolifération cellulaire induite par les facteurs de croissance qui agissent via un
récepteur couplé a une protéine G ou a un récepteur tyrosine-kinase (Cooper et coll.,

2004).
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Figure 14. Voie de signalisation d’ERK
Source : Kohno et Pouyssegur, 2003

Le PD098059 est un inhibiteur de la MAP kinase kinase (MAPK/ERK kinase ou
MEK), il inhibe la phosphorylation de MEK par son interaction avec la MAPKK

avec un ICsg entre 1 et 20 uM (Alessi et coll., 1995)

Il a ét€ démontré que les ERK 1/2 jouent un rdle dans la régulation négative des
CYP2B et CYP3A, lors de I’induction par le phénobarbital chez le rat (Joannard et
coll., 2000). Par ailleurs, comme mentionner ci-haut, la diminution de I’activité des
CYP lors de la réaction inflammatoire implique I’activation de la voie du ERK 1/2 et

de la PKC (Levitchi et coll., 2004).
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3.2.3 Protéine kinase activée par les mitogeénes : p38 MAPK

Les MAP kinases contrdlent la prolifération, la différenciation, 1a mort cellulaire et
les processus inflammatoires grace aux voies de signalisation dans lesquelles ERK,
JNK (kinase Jun N-terminal) et p38 MAPK sont impliquées. JNK et p38 MAPK
sont surtout activées en réponse aux cytokines inflammatoire et au stress cellulaire
régulant ainsi la réaction inflammatoire et la mort cellulaire. Trois protéines
kinases sont activées lors de la cascade de signalisation : la MAPKKK, qui active la

MAPKK, qui stimule une MAPK (Cooper et coll., 2004).

Le SB0203580 inhibe la p38 MAPK avec des valeurs d’ICs entre 0,3 et 0,6 uM

(Lahti et coll., 2002).

L’induction des CYP par le phénobarbital active ERK, JNK et p38 MAPK (Joannard
et coll., 2006). L’inhibition de la voie des JNK ne produit aucun effet sur I’induction
des CYP2B1 et CYP2B2 par le phénobarbital tandis que I’inhibition de la voie des
ERK et de la voie du p38 MAPK inhibe et induit ’expression de ces isoformes,
respectivement (Joannard et coll., 2006). L’inhibition de la voie du p38 MAPK peut
aussi moduler la réaction inflammatoire en bloquant I’effet des différentes cytokines
(Parasrampuria et coll., 2003). Des résultats préliminaires suggérent que 1’inhibition
de la voie du p38 MAPK par le SB203580 augmente I’activité du CYP3AG6 attestant
la participation de la voie du p38 dans la régulation de cet isoforme (Kourylko et

coll., 2006).
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3.2.4 Phosphatidylinositide 3-kinase

Une autre des voies de signalisation implique la participation des phospholipides
membranaires, plus particuliecrement la phosphatidylinositole 4,5-biphosphate
(PIP,), pour la formation de seconds messagers. Plusieurs hormones et facteurs de
croissance stimulent I’hydrolyse de la PIP, par la phospholipase C libérant le
diacylglycérole (DAG) et I’inositole 1,4,5-triphosphate (IP3) qui activent les voies de
la PKC et de la mobilisation du Ca”, respectivement. La PIP, peut aussi étre
phosphorylée par la phosphatidylinositide 3-kinase (P1:K) ce qui forme la
phosphatidylinositole 3,4,5-triphosphate (PIP3;). Les récepteurs couplés a une
protéine G ou les récepteurs tyrosine kinase peuvent activer la voie des PLiK. La
protéine sérine/thréonine kinase Akt est activée par la PIP; et elle est
majoritairement impliquée dans la signalisation de survie cellulaire, phénomene

illustré dans la figure 15 (Cooper et Hausman, 2004).

Le LY294002 et la wortmannine sont des inhibiteurs de la phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K); les ICso du LY294002 et de la wortmannine sont de 1,4 uM et de 2-4
nM, respectivement (Vlahos et coll., 1994; Powis et coll., 1994).

Il a été démontrée avec le modele d’inflammation par la carraghénane chez les rats,
que I'inhibition de la voie du PI;K diminue la phosphorylation d’Akt et bloque
" I'infiltration de neutrophiles lors de la phase aigué de I’'inflammation (Ferrandi et

coll., 2007).
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Figure 15. Activation de la PI;K
Source : Cooper, 2000

3.2.5 Janus kinase/Protéines transductrices de signal et activatrices
de transcription

Les protéines transductrices de signal et activatrices de transcription (STAT) ont été
découvertes lors de I’étude de la signalisation des récepteurs aux cytokines. La
stimulation des récepteurs aux cytokines permet I’activation des protéines STAT
présentes dans le cytoplasme. Une fois associées au récepteur, les protéines STAT
sont phosphorylées par des membres de la famille de Janus kinase (JAK), associés
aux récepteurs des cytokines. La phosphorylation des protéines STAT permet leur
dimérisation et induit leur translocation au noyau, ou elles stimulent la transcription

génique (Ihle et coll., 1994).
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Le picéatannol est un inhibiteur de STAT3 et de STATS, mais il n’inhibe pas la
phosphorylation de STAT1 et STAT2. L’inhibition de la phosphorylation de STAT3

et STATS entraine I’inhibition de la phosphorylation de JAKI (Su et David, 2000).

La liaison d’IL-6 a son récepteur induit la dimérisation du gp130. Ce dimére permet

I’activation de JAK et la phosphorylation de gpl30, phénomene qui active la

cascade de STAT1, de STAT3 et des MAPK (Boulton et coll., 1995).

3.2.6 Protéines Phosphatases

Afin de mieux comprendre le rble des protéines phosphatases, la section suivante

décrit les différentes classes de protéines phosphatases ainsi que leurs rdles.

A I'opposé des protéines kinases, les protéines phosphatases sont des enzymes qui
hydrolysent la liaison d’un phosphate monoesters aux phosphosérines,
phosphothréonines, phosphotyrosines et de I’acide phosphoaspartique. Inversement,
les protéines kinases sont des enzymes capables de lier un groupement phosphate a
leurs substrats en utilisant ’énergie venant de la dégradation des molécules d’ATP,

phénomene illustré a la figure 16.
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Figure 16. Action des protéines kinases et des phosphatases
Source : http://www.emdbiosciences.com

Les protéines phosphatases sont classifiées en trois classes distinctes : spécifiques
aux résidus serine/thréonine, spécifiques aux résidus tyrosine ou les phosphatases
ayant les deux spécificités. Voici un tableau résumant les différents sous-types de

protéines phosphatase :

Classe Exemple Substrat

Tyrosine-spécifique phosphatases PTP1B Phospho-Tyrosine

Sérine/Thréonine spécifique

phosphatases* pPP2C Phospho-Sérine/Thréonine

Double Spécificité Phosphatases VHR  Phospho-Tyrosine/Serine/Thréonine

Histidine Phosphatase PHP Phospho-Histidine

Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-

Lipide Phosphatase PTEN Triphosphate

Tableau 2. Différentes classes de protéines phosphatases et leurs substrats.

*La classe de Sérine/Thréonine comprend les protéines phosphatase I(a, B, v1, y2), 2A, 2B, 2C, 4 et
5. Tableau de wikipedia : http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphatase
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La protéine phosphatase 1 (PP1) est une prot€ine phosphatase sérine/thréonine
spécifique, dépendante du Mn**. La PPlest présente dans le noyau et le cytosol et
peut étre inhibée par la calyculine A avec un ICsode 2 nM et par I’acide okadaique
dont I’ICsq varie entre 60 et S00 nM. La protéine phosphatase 2 est présente dans le
cytosol, le noyau ainsi que dans les mitochondries et peut aussi étre inhibée par la
calyculine A et I’acide okadaique avec des ICso de 0,5 a 1 MM (Ishihara et coll.,

1989).

3.3 Réaction Inflammatoire et NADPH-réductase

Peu d’information concernant la régulation de la NADPH-réductase lors de la

réaction inflammatoire n’est disponible.

Morgan et coll. ont publi€é une étude démontrant que I’injection de LPS diminue
I’activité et ’expression de la NADPH-réductase et du cytochrome b5 (Morgan et
coll., 1989). Cependant, lorsque 1’équipe de Morgan a utilisé la térébenthine pour
induire 1’inflammation, ’activité de la NADPH-réductase n’était pas affectée.
D’apres les résultats publiés, la réaction inflammatoire produite par I’injection de
térébenthine diminue 1’expression des CYP plus lentement que la diminution

produite par I’administration de LPS.

Takashi et coll. ont aussi démontré que I'injection de LPS réduit I’activité de la
NADPH-réductase, mais leur étude démontre que 1’acide ascorbique, contrairement

a I’effet bénéfique sur I’expression des CYP, n’a pas d’effet sur la diminution de
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’activité de la NADPH-réductase par I’injection de LPS chez les poulets (Takashi et

coll., 1997).

Une autre étude démontre que la diminution du contenu en NADPH-réductase lors
d’injection au LPS est prévenue par la N-nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME),

mais n’est pas affecté par la mélatonine (Sewerynek et coll., 1995).

Le geéne de la NADPH-réductase est régulé par 1’axe hypophyso-thyroidienne et par
I’hormone hypophysaire triiodothrodine (T3). 01 a ¢été démontré que
I’hypophysectomie diminue 1’expression de 1’hormone thyroidienne et diminue de
plus de 50% les niveaux de NADPH-réductase dans le foie (Waxman et coll., 1989).
Feingold et coll. ont démontré que 1’administration de LPS diminue I’expression du
récepteur aux hormones thyroidiennes (TR) et des PPAR, deux récepteurs nucléaires

impliqués dans la régulation de la NADPH-réductase (Feingold et coll., 2004).

De par I’étroite liaison de la NADPH-réductase avec les CYP, il est probable que les
mécanismes impliqués dans la régulation des CYP lors de la réaction inflammatoire
influencent aussi la NADPH-réductase. Notre projet vise a étudier I’importance de
I’activité de la NADPH-réductase lors de la modulation du CYP3A6 par la réaction

inflammatoire.



B. Matériels et méthodes
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1. Isolement des hépatocytes

Des lapins maéles de race New-Zealand (2-2,5Kg) provenant de la ferme Charles
Rivers (Saint-Constant, Québec) sont gardés dans des cages séparées et nourris avec
du Purina Laboratory Chow et de 1’eau ad libitum pendant au moins sept jours avant

I’expérimentation.

La réaction inflammatoire est provoquée par 1’injection sous-cutanée de térébenthine
(2,5 ml des deux cotés du dos). Quarante-huit heures aprés I’injection de
térébenthine, les animaux présentent une réaction inflammatoire aigué caractérisée
par I’augmentation de la température rectale, par la perte de poids et par la
diminution de I’appétit. La température rectale des lapins ayant recu de la
térébenthine est de 41,4 + 0,8°C, comparé a 38,6 + 0,14°C chez les lapins témoins

(p< 0,001).

Les lapins sont ensuite mis a jeun vingt-quatre heures avant I’isolement des
hépatocytes. Quarante-huit heures apres I’injection de térébenthine, environ 30 ml de
sang sont prélevés de I’artere centrale de 1’oreille, par la suite le lapin est sacrifi€ et
les hépatocytes sont isolés selon la méthode de Seglen de perfusion du foie en deux
étapes (Seglen, 1976) avec quelques modifications mineures (El-Kadi et coll., 1997).
Brievement, apres avoir anesthésié les lapins avec 30 ml/kg de penthiobarbital, une
laparotomie est effectuée afin de cathétériser la veine porte et la veine cave. Le foie

est perfusé premierement avec 800 ml d’une solution de lavage contenant 115 mM
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de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de KH,PO,, 25 mM de HEPES, 0,5 mM d’EGTA,
5,5 mM de glucose et 0,067 mg/ml d’héparine. Par la suite, le foie est perfusé avec
une solution de 400 ml de collagénase 0.013% servant a la digestion des membranes
cellulaires et contenant 115 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de KH,POj,, 25 mM
de HEPES, 5,5 mM de glucose, 0,067 ug/ml d’héparine, 1| mM de CaCl, et 0,025
mM d’inhibiteur de trypsine. Les perfusions sont faites a I’aide d’une pompe
péristaltique et les solutions sont maintenues a 37°C avec un barbotage constant afin

de saturer la solution d’oxygene (O;) a 95%.

Lorsque le liquide perfusé parvient a diffuser a travers la membrane externe du foie,
les cellules sont sé€parées en peignant le foie avec un peigne en plastique. Le
mélange obtenu est filtré a travers une membrane en nylon d’un diametre de 230
um; le filtrat est dépos€ en barbotant a 37°C avec de 1’oxygene pendant 15 minutes.
Les cellules sont alors filtrées une seconde fois a travers un filtre de nylon de 80 pm.
La suspension d’hépatocytes est divisée en quatre parties égales et mise sur de la
glace pilée a 4°C. Un volume égal de milieu de culture, au volume de cellules
recueillies, est ajouté a chaque tube et ceux-ci sont centrifugés & 340 rpm pendant
trois minutes. Le surnageant est ensuite aspiré, le culot re-suspendu dans du milieu
de culture et les hépatocytes sont centrifugées pendant trois minutes a 340 rpm. Ce

processus est répété a deux reprises.

Apres les centrifugations, les hépatocytes morts sont séparés des vivants par une

centrifugation dans un gradient de percoll a 3850 rpm pendant vingt minutes. La
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viabilité des hépatocytes est attestée par la coloration des cellules mortes au bleu de

trypan; les hépatocytes sont mis en culture lorsque la viabilité est supérieure a 90%.

Les hépatocytes sont ensuite dilués 4 une concentration de 10° cellules/ml dans du
milieu de culture Williams Medium E (WME) auquel est rajouté 10% de sérum de
veau et 1% de streptomycine/pénicilline ainsi que 1 uM d’insuline. Les hépatocytes
sont mis en culture et dépos€s dans les puits des plaques. Afin de mesurer
I’expression des CYP, les hépatocytes sont déposées dans des plaques a six puits
traitées au collagéne a la concentration de 3 X 10° cellules par puits. Pour les
mesures d’activité enzymatique, 0,5 X 10° cellules par puits sont déposées dans des

plaques a 24 puits traitées au collagéne.

Une fois les hépatocytes déposés dans les plaques, celles-ci sont incubées pendant
une heure afin de permettre I’adhérence des cellules a la matrice de collagene dans le
fond des puits. Le milieu de culture est changé pour éliminer les cellules mortes et

les inhibiteurs sont ajoutés dans le milieu de culture.

2. Mesure de lactivité du CYP3A6

Le surnageant est aspiré et les hépatocytes sont rincées deux fois avec 300 uLL d’une
solution de Krebs. Ensuite, 300 puL d’une solution contenant 60 pM de la sonde :
3,4-difluorobenzyloxy-5,5-diméthyl-4-(4-méthylsulfonyl phényl)-(5H)-furan-2-one
(DFB) est déposée dans chaque puits. Le DFB, un substrat du CYP3A non

fluorescent est transformé en 3-hydroxy-4-(4-methylsulfonyl phenyl)-(5H)-furan-2-



59

one (DFH), un métabolite fluorescent (Chauret et coll., 1999). Suite a 20 minutes
d’incubation a 37°C, 100 pL. de surnageant sont prélevés et transférés dans une
plaque de 96 puits contenant 100 pL. d’une solution de tampon tris/acetonitrile (0,05
M/40%). La fluorescence du DFB est mesurée par fluorométrie (excitation de 360
nm et émission de 440 nm) a I’aide d’un lecteur de microplaques a fluorescence
(Victor2, 1420 Multilabel counter, PerkinElmer Wallac, Gaithesburg, MD). Le DFB

est dilu€ dans de I’acétonitrile et conservé dans une solution meére de 10 mM a 2°C.

3. Mesure de l’activité de la NADPH-réductase

L’essai enzymatique a lieu a la température de la piece dans un tampon phosphate de
Sorensen’s a pH 7.8. Basée sur la colorimétrie de la réaction, 1’essai évalue la
réduction du cytochrome c oxydase en cytochrome c réductase en présence de
NADPH. La transformation du cytochrome ¢ émet une bande avec une absorbance a
550 nm. Cette réaction est faite par la NADPH-réductase contenue dans les
hépatocytes. Nous obtenons la quantité d’unité réduite par minute par mL contenue
dans nos échantillons par le calcul suivant :

(Absorbance /min — Absorbance a Omin)x1.1
21.1 x Volume de 1’échantillon

La réaction est lue apreés une minute, 21.1 est le coefficient d’extinction pour le
cytochrome c réduit. Une unité catalyse la réduction de 1 uM de cytochrome ¢ par

minute (Masters et Kamin, 1967).
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4. Expression du CYP3A6 et de la NADPH-réductase

L’expression de I’isoforme CYP3A6 ainsi que de la NADPH-réductase sont
mesurées par immunobuvardage de type western (Western blot). Aprés incubation,
les hépatocytes sont instantanément gelés par immersion dans de I’azote liquide et
conservées a -80°C. Le jour de I’analyse, la concentration de protéines dans les
échantillons est évaluée par la technique de 1’acide bicinchoninique (BCA). Pour
quantifier le CYP3A6 et la NADPH-réductase, 60 ou 30 pg de protéines de chaque
.échantillon, respectivement, sont séparés par €lectrophorese sur un gel de sodium
dodécyle sulfate/ polyacrylamide (7,5% polyacrylamide). Ces protéines sont ensuite
transférées sur une membrane de nitrocellulose a 1’aide d’un systeme de transfert
électrophorétique, opération qui prend une heure (Mini-trans-blot electrophoretic

transfer system, Biorad, Hercules, CA, USA).

La NADPH-réductase est quantifiée a 1’aide d’un anticorps monoclonal primaire
anti-NADPH-réductase d’humain produit par la souris. La membrane de
nitrocellulose est incubée toute la nuit a 4°C avec I’anticorps primaire a une dilution
de 1:5000 dans du tampon de blocage (5% de lait en poudre dans du tampon de
phosphate). Ensuite, la membrane est lavée et incubée avec de I’anti-GAPDH de
lapin produit chez la souris a une dilution de 1:50 000 pendant une heure a la
température de la piece. L’anti-GAPDH est utilis€é comme référence entre chaque
expérience. Les protéines sont détectées grace a un anticorps secondaire (IgG) anti-
souris conjuguée a la peroxydase. La membrane de nitrocellulose est incubée

pendant une heure avec I’anticorps a une dilution de 1:2000 dans du tampon de
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blocage. La chimioluminescence est visualisée par autoradiographie (Kourylko et

coll., 2005)

Le CYP3AG6 est quantifi€ a I’aide d’un anticorps primaire monoclonal anti-CYP3A1
de rat produit par la souris qui recouvrait également le CYP3A6. La membrane de
nitrocellulose est incubée toute la nuit & 4°C avec I’anticorps primaire & une dilution
de 1:250 dans du tampon de blocage. Comme pour le protocole utilis€é pour
déterminer ’expression de la NADPH-réductase, les membranes de nitrocelluloses
sont incubées avec un anticorps anti-GAPDH pendant une heure. L’anticorps
secondaire est le méme que celui utilis€é pour la NADPH-réductase. La

chimioluminescence est visualisée par autoradiographie (Kourylko et coll., 2005).

L’intensité des bandes est mesurée par densitométrie avec le logiciel Un-Scan-It-Gel

(Silk Scientific Inc., Orem, UT, USA).
5. Isolement de ’ARN messager dans des hépatocytes

L’isolement de I’ ARN messager dans les hépatocytes est réalisé selon les directives
du RNeasy Mini Kit de Quiagen. Une fois les hépatocytes déposés dans les plaques
a six puits et incubés avec leurs produits respectifs, les cellules sont gardées pendant
48 heures a 37°C. Suite a I’incubation, les puits sont lavés avec 500 pl. de PBS 1X et
les hépatocytes mis en contact avec de la trypsine-EDTA 0,25% pendant environ
une minute pour les décoller de la plaque. Afin de désactiver I’action de la trypsine,

le surnageant est déposé dans du milieu de culture (WME) contenant du sérum; les
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cellules sont ensuite centrifugées a 1200 g pendant 5 min, le surnageant est rejeté et

le culot se garde a -80°C.

Chaque échantillon reste a -80°C jusqu’aux prochaines manipulations. Les
hépatocytes sont lysés en les passants rapidement a travers une aiguille de 0,9 mm
de diametre. Par la suite, 350 pL d’éthanol sont rajoutés et le tout est déposé dans
une colonne RNeasy et centrifugé 30 secondes a 130000 rpm, le surnageant est
décanté. Ensuite, 350 puL. de solution RW1 sont ajoutés a la colonne qui est
centrifugée pendant 30 secondes a 130 000 rpm, et par la suite, le surnageant est de
nouveau décanté. Les échantillons sont incubés avec de la DNase diluée dans du
tampon RDD pendant 15 minutes. La colonne est rincée avec du tampon RW1 et
centrifugée pendant 30 secondes a 130 000 rpm, le surnageant est décanté. Cinq cent
pL de tampon RPE sont ajoutés et centrifugés pendant 30 secondes a 130 000 rpm et
le surnageant est décanté, cette étape est répétée deux fois. Afin d’éluer I’ARN
messager, 20 ou 25 pL. d’eau sont ajoutés a chaque échantillon et centrifugé dans un
nouveau tube pour récupérer I’ARN messager. Les échantillons peuvent é&tre
conservés a -80°C. Tous les échantillons ont été analysés par QT-PCR en temps-réel
par l’équipe de la plateforme Génomique, de [’'Institut de Recherche en

Immunologie et Cancérologie.
6. Mesure de la concentration de monoxyde d’azote

Dans une solution aqueuse, le monoxyde d’azote se dégrade rapidement. Les deux

produits les plus stables de cette dégradation sont le nitrate et le nitrite. Ainsi, la



63

concentration de monoxyde d’azote dans le milieu de culture peut étre évaluée en
mesurant I’accumulation de ces deux produits. Le ratio nitrite/nitrate est trés variable
et dépend des voies de dégradation. Pour avoir une mesure précise de la
concentration de monoxyde d’azote; il faut donc quantifier ces deux produits. Pour
ce faire, il faut réduire le nitrate présent dans le milieu en nitrite, en utilisant la
nitrate réductase; la quantité totale de nitrite se mesure en utilisant le réactif de
Griess. Ce réactif est un composé de deux produits, la N-(1-naphthyl)

éthylénediamine (N-NEDA) et la sulfanilamide.

Comme le montre la figure 17, la sulfanilamide va réagir avec le nitrite pour former
le diazonium. Le diazonium va ensuite se lier au deuxieme réactif, la N-NEDA pour

former un colorant mesurable par spectrophotométrie a une absorbance de 540 nm.

NO H.0O

HoNO,S _©_ N|-|n HzNO:S ‘@‘ H NHz
Pavd
Sultanilamide l/ NED '

©©

NH;
H N

HaNO S M=N

QO

Azo Compound

Figure 17. Réaction de Griess, formation d’un complexe azoique.

Les surnageants du milieu de culture sont décongelés et centrifugés a 1000 x g pour

enlever les restes de cellules et autres débris et des échantillons de 145 plL sont

prélevés pour la réaction.
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Pour chaque échantillon, le nitrate est réduit en nitrite en incubant les cellules
pendant quinze minutes a 37°C avec 0,1 unités/mL de nitrate réductase, de 50 uM de
NADPH et de 5 uM de FAD. Apres la réduction, la NADPH est oxydée pour éviter
une interférence lors de I’évaluation du nitrite. L’oxydation se fait en incubant les
échantillons pendant cinq minutes a 37°C avec 10 unités/mL de lactate
déshydrogénase et 10 mM de pyruvate de sodium. La réaction de Griess peut alors
se réaliser. Les échantillons sont mis sur la glace et 1| mM de sulfanilamide et 0,1 M
de HCI IN sont ajoutés. Les échantillons sont ensuite centrifugés a 1000 x g
pendant 15 min a 4°C puis, 150 pL. du surnageant est prélevé et transféré dans des
microplaques a 96 puits. Dix pL. de N-NEDA sont alors ajoutés a chaque puits et la
plaque est incubée pendant 10 min a température de la piece avant d’étre lue.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 540 nm a I’aide d’un lecteur de
microplaques (Victor2, 1420 Multilabel counter, PerkinElmer Wallac, Gaithesburg,
MD). L’absorbance est comparée a une courbe standard de concentration de
nitrite/nitrate et d’absorbances. Les concentrations de nitrite reflétant celles de
concentrations de monoxyde d’azote totales, les résultats sont exprimés en pM de

monoxyde d’azote.

7. Analyses statistiques

Tous les résultats sont présentés sous forme de moyenne avec I’erreur standard
(moyenne =+ erreur standard). La comparaison entre les divers groupes

expérimentaux et leurs témoins est réalisée en effectuant une analyse de variance
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suivie d’un test de « Student-Newman-Keuls » pour réaliser des comparaisons
pairées des moyennes obtenues dans les différents groupes. Les différences sont
considérées significatives lorsque le p est inférieur a 0,05. Les analyses statistiques

ont €té effectuées an utilisant le logiciel SIGMA STAT.

8. Matériels

Le WME, la solution de Krebs, '’EGTA, le glucose, la collagéne de type I,
I’héparine, I’inhibiteur de trypsine, le gradient de percoll, le peroxyde d’hydrogene,
le bisindolymaléimide, le 2-3 aminopurine, la genistéine, le SB203580, le
LY294002, la wortmannine, le PD(098059, le pyrrolidine dithiocarbamate, le
DPI(diphényl¢neiodonium), I’'IL-1p, I’'IL-6, le TNF-a, ’'IFN-y, le DCFH, I’HEPES,
la glycine, le tampon TRIS, le MROD, la sulfanilamide et le N-NEDA sont obtenus
chez Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada). Le NaCl, le KCI, le KH,POy4, le CaCl,,
le pyruvate de sodium, 1’acétonitrile, le méthanol, le DMSO et les plaques de
cultures a 6, 24 et 96 puits ont ét€ achetés chez Fisher Scientific Canada (Ottawa,
ON, Canada). Le sérum de veau et la pénicilline/streptomycine proviennent de chez
Gibco (Invitrogen cell culture, Burlington, ON, Canada). La collagénase de type IV
a €té achetée chez Worthington Biochemicals (Lakewood, NJ, USA). La
té€rébenthine provient de chez Recochem (Montréal, QC, Canada). Le DFB et le
DFH ont été généreusement donnés par Merck Frost Canada (Kirkland, QC,
Canada). L’anticorps monoclonal anti-CYP3A1 de rat produit par la souris a été
obtenu chez Oxford Biochemical Research (Oxford, MI, USA). L’anticorps

monoclonal anti-NADPH-réductase ainsi que [’anticorps secondaire anti-souris
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proviennent de Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA, USA). Le nitrate
réductase et le lactate déshydrogénase ont €t€ obtenus chez Roche Diagnostics

(Mannheim, Allemagne).



C. Projet de recherche

67



68

Chez les lapins, la réaction inflammatoire diminue activité du CYP3A6 de 75% et
diminue I’expression de 35% (Taherzadeh et coll., 2006). La baisse d’activité de

75% ne peut étre que partiellement due a la perte d’expression de la protéine.

Notre hypothese est que la diminution de I’activité du CYP3A6 lors de la réaction
inflammatoire est causée aussi par la diminution de l’activité de la NADPH-

réductase.

L’objectif de se projet €tait d’identifier les composantes de la réaction inflammatoire
qui affecte I’activité de la NADPH-réductase et de confirmer le role de I’activité de
la NADPH-réductase dans la diminution de 1’activité du CYP3A®6 lors de la réaction

inflammatoire.

1. La réaction inflammatoire et l’activité de la NADPH-
réductase

Pour mieux comprendre et caractériser le lien entre le CYP3A6 et la NADPH-
réductase lors de la réaction inflammatoire, nous allons mesurer 1’activité et
I’expression de la NADPH-réductase et du CYP3A6 dans des hépatocytes provenant
de lapins témoins (Hcont) et dans des hépatocytes venant de lapin ayant une réaction
inflammatoire (HinpL). La réaction inflammatoire chez les lapins est provoquée par
I’injection sous-cutanée de térébenthine. Quarante huit heures plus tard, les animaux
présentent une réaction inflammatoire aigué caractérisée par une €élévation de la

température rectale et une augmentation des séromucoides (Kobusch et coll., 1986).
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2. Les cytokines pro-inflammatoires et I’activité de la
NADPH-réductase

Lors de la réaction inflammatoire, I'lL-1, I'[L-6, le TNF-a et IFN-y sont les
principales cytokines effectrices. L’IL-1p et L’IL6 sont les cytokines produisant la
diminution de I’expression des CYP la plus puissante (Abdel-Razzak et coll., 1993).
La diminution de I’activité et 'expression du CYP3A6 et de la NADPH-réductase
dans les HngL, nous a permis d’émettre 1"hypothese suivante : les cytokines pro-

inflammatoires causent une diminution de 1’activité de la NADPH-réductase.

Des Heont seront incubés avec les médiateurs de la réaction inflammatoire aigiie,
ie. 'IL-6 (10 ng/mL), I'IL-1 (5 ng/mL), ’IFN-y (10 ng/mL), le TNF-a (10 ng/mL).
L’activité, I’expression et la quantité d' ARN messager de la NADPH-réductase et du

CYP3 A6 seront mesurées.

3. L’IL-6 et ’IL-1p et la production de monoxyde d’azote
dans le milieu cellulaire.

Nous savons que les effets de la réaction inflammatoire sur I’activité et I’expression
des CYP sont partiellement reproduits par I'IL-6 et I'IL-1B (Morgan et coll., 1994).
De plus, il a été démontré lors de la réaction inflammatoire que I’IL-1pB induit
I’expression du monoxyde azote synthétase (isoforme inductible : iNOS) et engendre

la libération de monoxyde d’azote (Geller et coll., 1993).
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Notre hypothése est que lors de la réaction inflammatoire, la production de
monoxyde d’azote diminue I’activité de la NADPH-réductase et par conséquent,

diminue I’activité du CYP3A6

Afin de s’assurer de 1’augmentation de la production de monoxyde d’azote par les
cytokines, nous allons incuber des Hcont pendant 48 heures avec de I'IL-6 (10
ng/mL) et de I'IL-1B (5 ng/mL). Suite a la période d;incubation, le surnageant
cellulaire sera conservé a -80°C et la quantité de monoxyde sera mesurée par

fluorométrie.
4. SNP, H,0, et lactivité de la NADPH-réductase

La production de dérivés radicalaires de 1’oxygene lors de la réaction inflammatoire
contribue a la diminution de la quantité totale de CYP (Galal et du Souich, 1999). Le
monoxyde d’azote et le peroxyde d’hydrogene diminuent la quantité¢ de totale de
CYP et la formation de métabolites de la théophylline de fagon dose-dépendante (EI-

kadi et coll., 2000)

De plus, il a été démontré que 1’inhibition de la synthése du monoxyde d’azote
empéche la diminution d’activité des CYP par les éytokines et que I’addition de
générateurs de monoxyde d’azote diminue 1’expression des CYP hépatiques
(Carlson et Billings, 1996). Le monoxyde d’azote peut aussi interagir avec le fer

ferrique et le fer ferreux de ’héeme des CYP, inactivant de fagon réversible ces
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enzymes. Le monoxyde d’azote peut nitrotyrosiler les résidus tyrosines a proximité

du site actif produisant une inactivation irréversible des CYP.

Le peroxyde d’hydrogene diminue I’ARN messager du CYP1A]l et CYP1A2
(Barker et coll., 1994). Le peroxyde d’hydrogene traverse les membranes des
hépatocytes et devient une source de radicaux hydroxyles (OH-), le peroxyde
d’hydrogéne peut produire du dommage cellulaire ainsi que supprimer la

transcription des CYP.

Notre hypotheése est que la diminution de D’activité des CYP par le monoxyde
d’azote et le peroxyde d’hydrogeéne peut étre secondaire a la diminution de I’activité

de la NADPH-réductase.

Afin de vérifier cette hypothese, les hépatocytes seront €té incubés pendant 24
heures avec des concentrations croissantes de peroxyde d’hydrogene (H,0,) (0.01,
0.05, 0.25, 0.5, 1, 1.5 et 2 mM) et des concentrations croissantes de nitroprussiate de
sodium (SNP) (0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 et 1,5 mM). L’activité de la NADPH-

réductase ainsi que I’activité du CYP3A6 seront mesurées.
5. Inhibiteurs de la voie du p38 MAPK et DFB

Il a déja été démontré que la présence du SB203580 dans les hépatocytes augmente
I’activité du CYP3A6 (Kourylko et coll., 2006). L’augmentation de I’activité de la

protéine ne peut €tre expliquée par une augmentation de son expression. Nous
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pensons que I’augmentation de Dactivité est associée a un effet sur le cycle
catalytique des CYP, plus particulierement sur la NADPH-réductase. Notre
hypothese est que ’augmentation de I’activité du CYP3A6 par le SB203580 serait

due, en partie, par I’augmentation de I’activité de la NADPH-réductase.

Pour vérifier s’il existe un effet de coopérativité entre la sonde utilisée pour I’activité
du CYP3A6 et le SB203580, nous allons incuber des Hcont avec des concentrations
croissantes de SB203580 (0, 5, 10, 25, 50 et 10 uM) pendant 24 heures. L’activité du
CYP3AG6 sera mesurée en utilisant des concentrations croissantes de DFB (0, 15, 45

et 90 uM).

Nous allons aussi vérifier la non-coopérativité entre le DFB et le SKF96002 en
incubant des concentrations croissantes de SKF96002 (0, 10, 25 et 50 uM) avec des
hépatocytes procédant d’un lapin témoin pendant 24 heures en présence ou non de

DFB.

6. Diphényleneiodonium (DPI), inhibiteurs de la voie du
p38 MAPK et activité de la NADPH-réductase

Afin d’étudier la contribution de la NADPH-réductase a I’augmentation de 1’activité
du CYP3A6 par le SB203580, nous allons utiliser un inhibiteur de la NADPH-
réductase, le DPI (10 pM). L’activité de la NADPH-réductase et du CYP3AG6 seront

mesurées dans des hépatocytes incubés pendant 24 heures avec ces inhibiteurs.
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Afin d’étudier I’effet de la NADPH-réductase seul, nous allons utiliser un inhibiteur
du cytochrome bs, le p-hydroxymercuribenzoate (pHMB 200 pM), seul ou en
combinaison avec le DPI. Dans cette expérience, le pHMB et le DPI seront ajoutés
au milieu de cultures contenant les hépatocytes, 2 heures avant la fin de I’incubation.
L’activité de la NADPH-rédu;:tase, du cytochrome bs et du CYP3A6 seront

mesurées dans des hépatocytes incubés pendant 24 heures avec ces inhibiteurs.

Nous allons ensuite étudier I’effet du SKF96002 (25 uM), inhibiteur du p38 MAPK,
sur lactivit¢ de la NADPH-réductase et du CYP3A6. Comme pour I’étude
précédente, nous allons utiliser les inhibiteurs de la NADPH-réductase et du
cytochrome bs, soit le DPI et le pHMB respectivement, afin d’évaluer la contribution
de la NADPH-réductase a la réduction de I’activité du CYP3A6. Le SKF96002 sera
incubé pendant 24 heures, le DPI et le pHMB seront ajoutés 2 heures avant la fin de
la période d’incubation. L’activité du CYP3A6 et de la NADPH-réductase seront

mesurées.

7. IL-6, inhibition de la p38 MAPK et l’activité de la
NADPH-réductase

Les résultats présentés par Kourylko et coll., nous indiquent qu’un inhibiteur de la
voie du p38 MAPK, le SB203580, prévient I’inactivation du CYP3A6 induite par
I’'IL-6 (Kourylko et coll., 2006). Afin d’étudier I’impact de la voie du p38MAPK
lors de la réaction inflammatoire, nous allons étudier I’effet de la combinaison du

SB203580 et du SKF86002 avec I’I’IL-6 sur I’activité de la NADPH-réductase.
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Des Hconr seront incubés pendant 24 heures en présence d’IL-6 (10 ng/mL) avec et
sans SB203580 (25 pM) ou SKF86002 (25 uM). L’activité de la NADPH-réductase

et du CYP3AG6 seront mesurées.

8. Inhibition des protéines kinases et activité de la
NADPH-réductase en présence d’IL-6

Afin d’étudier les voies de signalisation impliquée dans la régulation de la NADPH-
réductase, nous avons utilisés les inhibiteurs de la PI3K, des ERK et des STAT en

présence et en absence d’IL-6 (10 ng/mL).

Les inhibiteurs utilisés seront les LY294002 et Wortmannine des inhibiteurs de la
PL:K; le PD098059 un inhibiteur des ERK; le pyrrolidine dithiocarbamate un
antioxydant (Sherman et coll., 1993) et inhibiteur de l’activation du Nf-xB; le
picéatannol un inhibiteur des STAT3, plus précisément, de la JAKI kinase. Vingt-
quatre heures apres I’ajout des inhibiteurs, nous mesurerons 1’activité€ de la NADPH-

réductase.

9. Inhibiteurs de protéines phosphatases et activité de la
NADPH-réductase

Puisque I'IL-6 est impliqué dans la réaction inflammatoire et que les protéines
phosphatases 1 et 2A modulent la production de protéines de la phase aigu€ par I’IL-

6 (Ganapathi, 1992), nous allons étudier I’effet des inhibiteurs de protéines
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phosphatase sur I’activité, I’expression et I’ARN messager de la NADPH-réductase

et du CYP3A6.

Des Heont seront incubés pendant 24 heures et 48 heures avec I’acide okadaique (50
nM) et la calyculine A (50 nM). L’activité, ’expression et la quantit€é d’ARN

messager de la NADPH-réductase et du CYP3A6 seront mesurées.

10. Inhibiteurs des protéines kinases en combinaisons
avec la calyculine A et activité de la NADPH-réductase

Afin de déterminer le rOle de la calyculine A dans la modulation de I’activité de la
NADPH-réductase, nous allons utiliser les principaux inhibiteurs de voies de
signalisation (bisindolymaléimide IV, LY294002, PD098059, pyrrolidine
dithiocarbamate, SB203580) et inhiber les prot€ines phosphatases par 1’ajout de
calyculine A. Nous mesurons I’activité, I’expression et I’ARN messager de la

NADPH-réductase et du CYP3A6 dans des Heont.

Trente minutes apres 1’ajout des inhibiteurs des voies de signalisation, I’inhibiteur de
protéines phosphatase sera ajouté au milieu de culture. Les inhibiteurs seront incubés
avec les hépatocytes pendant 48 heures. La calyculine A servira a inhiber I’action

des protéines phosphatases (PP1 et PP2A) dans la cellule.
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1. Effet de la réaction inflammatoire sur le CYP3A6 et la
NADPH-réductase

a. NADPH-réductase

Afin d’évaluer la possible implication de la NADPH-réductase dans la diminution de
I’activité du CYP3A6 par la réaction inflammatoire, nous avons étudi€ I’effet de la
réaction inflammatoire sur I’activité de la NADPH-réductase, sur son expression et

sur la quantité d’ ARN messager de la NADPH-réductase.

Pour étudier I’effet de la réaction inflammatoire sur I’activité de la NADPH-
réductase dans le temps, nous avons tout d’abord mesuré I’activité et la quantité
d’ARN messager de la NADPH-réductase dans les hépatocytes provenant de lapins
témoins (Hcont) €t dans les hépatocytes provenant de lapins ayant une réaction
inflammatoire (HingL), aprés leur incubation dans du milieu de culture pendant 24
heures. Le panneau A de la figurc;, 18 nous permet de constater que 1’activité de la
NADPH-réductase des Hnp est 34% (p <0,05) plus petite que I’activité mesurée
dans les Hcont. Le panneau B de la figure 18 montre que la quantité d’ARN
messager de la NADPH-réductase est 1égérement plus élevée dans les Hny que dans

le Hcon, différence non significative.

La figure 19 illustre les changements d’activité, d’expression et d’ ARN messager de
la NADPH-réductase dans des hépatocytes incubés pendant 48 heures. Par rapport

aux Hconr, I’activité de la NADPH-réductase dans les Hinpr est diminuée de 22% (p
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<0,05), ’expression de la protéine de la NADPH-réductase est diminuée de 21 % (p
<0,05) et la quantité d’ARN messager de la NADPH-réductase est diminuée de 38%

(p <0,05).
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Figure 18. (A) Activité et (B) quantité d’ARN messager de la NADPH-réductase mesurée dans des
hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) et dans des hépatocytes procédant de lapins avec
une réaction inflammatoire (HingL), aprés 24 heures d’incubation. A : n=8, B: n=7. L’ARN est
calculé a I'aide d’un calibrateur qui est notre contrle, aucune variation ne peut étre détectée.
*p <0,05 comparé a Heonr
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Figure 19. (A) Activité, (B) expression protéique (105592 + 13285) et (C) quantité d’ ARN messager
de la NADPH-réductase déterminées dans des hépalocytes procédant de lapins témoins (Heonr) et
dans des hépatocytes procédant de lapins avec une réaction inflammatoire (Hyyp) suite 3 48 heures
d’incubation. A : n=8, B: n=7, C: n=7. L’ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est, nolre
contrdle, aucune variation ne peut &tre détectée *p <0,05 comparé a Heonr
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b.CYP3A6

Afin d’étudier I’effet de I’activité de la NADPH-réductase sur 1’activité du CYP3A®6,
nous avons comparé ’activité, I’expression et I’ARN messager du CYP3A6 dans

des HeonT 2 celles mesurées dans des Hpvrr.

Les hépatocytes ont €t€ incubés pendant 24 heures. L’activité du CYP3A6 des HinpL
est diminuée de 65% (p <0,05) (panneau A, figure 20) par rapport a ’activité du
CYP3A6 mesurée dans des Hcont. Dans les Hinp la quantité d’ARN messager ne

subit aucun changement significatif lorsqu’ils sont incubés pendant 24 heures.

Pour étudier I’effet du temps sur I’activité du CYP3A6 lors de la réaction
inflammatoire, nous avons mesuré I’activité, I’expression et I’ARN messager du
CYP3AG6 dans des Hcont €t des Hinp incubés pendant 48 heures. Comme illustré
dans le panneau A de la figure 21, par rapport aux Hconr, I’activité du CYP3A6 est
diminuée de 60% (p < 0,05) dans les Hnrr et I’expression du CYP3A6 est diminuée
de 39% (p <0,05) par comparaison aux Hcont (Figure 23, B). De plus, la quantité
d’ARN messager du CYP3A6 dans les Hnp est diminuée de 38% (p < 0,05) par

rapport a I’ARN messager du CYP3A6 dans les Heont (Figure 21, C).

Ces expériences nous confirment que la réaction inflammatoire aseptique diminue
I’expression et I’activité de la NADPH-réductase parallelement a la diminution de

I’expression et I’activité du CYP3A6.
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Figure 20. (A) Acuvité et (B) quantité d’ARN messager du CYPIAG mesurée dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Heont) et dans des hépatocytes procédant de lapins avec une réaction
inflammatoire (Hiyp), aprés 24 heures d’incubation. A : n=8, B : n=8. L’ ARN est calculé a 1'aide
d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée. *p <0,05 comparé a
Hconr
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messager du CYP3A6 déterminées dans des hépatocytes procédant de lapins témoins {(Hconr) et dans

des hépatocytes procédant de lapins avec une réaction inflammatoire (Hivg ), suite & 48 heures
d’incubation. A : n=9, B : n=8, C: n=6. L’ ARN est calculé & I’aide d’un calibrateur qui est notre
conirdle, aucune variation ne peul &tre calculée. *p <0,05 comparé a Heonr
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2. Modulation de la NADPH-réductase par les cytokines
pro-inflammatoires

La réaction inflammatoire active de nombreuses cytokines dont, I'TL-18, I’'TL-6, le
TNF-a et IFN-y qui sont responsable de la diminution de 1’expression des enzymes
du cytochrome P450. Pour déterminer ’effet de ces cytokines sur 1’activité,
I’expression et la quantité d’ ARN messager de la NADPH-réductase et du CYP3A®6,

ces cytokines ont ét€ incubées pendant 48 heures avec des hépatocytes.

a. NAPDH-réductase

Nous avons mesuré 1’effet des cytokines pro-inflammatoires, incubées pendant 48
heures avec des Hcon, sur I’activité, I’expression et la quantité d’ ARN messager de

la NADPH-réductase.

Lorsque I’on compare I’activité de la NADPH-réductase dans des Hcont a I’activité
dans des Hcony incubés avec I'TL-6, on note une diminution de I’activité de 6%
(p <0,05). L’expression de la NADPH-réductase diminue de 50% (p <0,05) et la
quantité d’ ARN messager ne subit aucun changement significatif en présence d’IL-6

(figure 22, panneau A).

L’effet de I'TL-1P sur I’activité, I’expression et la quantité d’ARN messager de la
NADPH-réductase sont illustrés dans le panneau B de la figure 22. L’activité de la
NADPH-réductase des Hcont incubés avec de I'IL-1B est diminuée de 14%

(p <0,05) par rapport a I’activité de la NADPH-réductase, dans des Heont. L'IL-13
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diminue I’expression de la NADPH-réductase de 19% (p <0,05), et la quantité de
son ARN messager est diminuée de 20% (p <0,05) par rapport a la quantité

retrouvée dans les Hoonr.

L’ajout d’INF-y au milien de culture contenant des hépatocytes ne modifie pas
I’activité de la NADPH-réductase. L’ INF-y ne produit aucun changement significatif
de I’expression et de la quantité d’ARN messager de la NADPH-réductase dans des
Hcont (panneau A, figure 23). De fagon semblable, la présence de TNF-u ne change
pas Dactivité, I’expression et ’ARN messager de la NADPH-réductase dans les

Hcont (figure 23, panneau B).
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Figure 22. (A) Activité (103 = 13) [ | n=>5, expression protéique (100048+ 25354) n=4 et ARN
messager BH n=3, de la NADPH-réductase dans des hépatocytes procédant de lapins 1émoins
(Heont) et dans des Heonr incubés pendant 48h avec du IL-6 (B) Activité (140 + 10) | n=5,
expression (79585 + 18142) n=5 et ARN messager B n=4. de 1a NADPH-réductase dans des
hépatocytes procédant de lapins témoins (Heont) et dans des Heonr incubés pendant 48h avec de I'TL-
LB. L’ ARN est calculé a 1’aide d’un calibrateur qui est notre conirdle, aucune variation ne peut étre
calculée. *p <0,05 comparé a Heont
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Figure 23. (A) Activité (122 = 8) [l n= 18, expression protéique (104899+ 17373) N n= 6 et ARN
messager B n= 7, de la NADPH-réductase dans des hépatocytes procédant de lapins témoins (Heont
et dans des Hconr incubés pendant 48h avec de 'IFN-y (B) Activité (132 + 13) M -9, expression
(65516 + 19882) n=3 et ARN messager B n=9, de la NADPH-réductase dans des hépatocyles
procédant de lapins témoins (Heont) €t dans des Hegnr incubés pendant 48h avec du TNF-a. L’ARN
est calculé a "aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée
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b.CYP3A6

L’effet de I'IL-6 sur I’activité, ’expression et la quantit¢ d’ARN messager du
CYP3A®6, dans des Heont incubés pendant 48 heures, est présenté dans la figure 24
(panneau A). Lorsque I’on compare I’activit€é du CYP3A6 des Hconr a I’activité du
CYP3A6 des Hcont incubé avec de I’IL-6, on remarque une diminution de 16%
(p <0,05). L’expression du CYP3A6 diminue de 53% (p <0,05) et la quantité d’ARN

messager est diminuée de 66% (p <0,05) par la présence d’IL-6.

Par rapport a I’activité du CYP3A6 dans les Hcont, I’incubation des hépatocytes
avec de I'IL-1B pendant 48 heures a diminué D’activit¢ du CYP3A6 de 13%
(p <0,05). L’expression du CYP3A6 diminue de 30% (p <0,05), mais la quantité

d’ ARN messager demeure inchangée en présence d’IL-1B (figure 24, panneau B).

La présence d’IFN-y ne produit pas d’effet significatif sur I’activité, I’expression et
I’ARN messager du CYP3A6 dans des Hcont (Figure 25, panneau A). De méme, la
présence de TNF-o dans le milieu cellulaire ne produit aucun changement
significatif de I’activité¢, de I’expression et de la quantit¢é d’ARN messager du
CYP3A6 lorsque le TNF-a est inéubé avec les Hcont pendant 48 heures (Figure 25,

panneau B).
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Figure 24. (A) Activité (3257 + 471) M -5, expression protéique (119196 = 43741) N n=5 et ARN
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317160) N n=4 et ARN messager B n=3, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de lapins
t€émoins (Heont) et dans des Heonr incubés pendant 48h avec 'IL-1B. L’ARN est calculé A 1’aide
d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée *p <0,05 comparé a
Heonr
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Figure 25. (A) Activité (3220 = 303) IMn= 18, expression protéique (70296 + 35035 N n= 5 et
ARN messager B n= 8, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de lapins témoins (Hcont) €t
dans des Heonr incubés pendant 48h avec I'IFN-y (B) Activité (3419 + 557) [ | n=9, expression
(47872 + 34334) .\ n=3 et ARN messager BH n=4, du CYP 3A6 dans des hépatocytes procédant de
lapins témoins (Hcont) et dans des Heonr incubés pendant 48h avec du TNF-a. L’ ARN est calculé a
’aide d’un calibrateur qui est notre contrdle, aucune variation ne peut étre calculée.
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3. Effet de ’'IL-6 et de I’IL-1p sur la quantité de NO- dans
le milieu cellulaire.

Le monoxyde d’azote peut diminuer I’activité des isoformes du cytochrome P450.
En conséquence, il €tait intéressant de documenter I’effet des cytokines sur la
production de monoxyde d’azote dans le milieu cellulaire. Pour ce faire, nous avons
mesuré la quantité de nitrites dans le surnageant des Hcont incubés pendant 48

heures avec de I'IL-6 et de I’TL-1 B.

Lorsque nous comparons la quantit€ de nitrites dans le surnageant des Hconr a celle
mesurée dans les Heont incubés avec de I’IL-6, nous constatons que le monoxyde
d’azote est augmenté de 52% (p <0,05), tandis que I’ajout d’IL-Ip aux Hcont ne
modifie pas significativement la concentration de monoxyde d’azote (figure 26).

200
180
160
140 |
120 |
100 -
80
60
40
20
0

sur celle des Heont (%)

Rapport de la quantité de nitrites

Hecont  IL-6 IL-1B

Figure 26. Concentration de nitrites dans le surnageant des hépatocytes procédant de lapins témoins
(Hcont) (1,9 £ 0,6) N en présence d’IL-6 - ou en présence d’IL-1P *p <0,05 comparé a Heont
(n=3)
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4. Effet du SNP et du H,0, sur l’activité du CYP3A6 et de
la NADPH-réductase

Le monoxyde d’azote et le peroxyde d’hydrogene (HO,) sont des médiateurs
importants impliqués dans la réaction inflammatoire. Nous avons étudié I’effet sur
I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6 de I’ajout de SNP (nitroprussiate
de sodium, donneur de monoxyde d’azote) et de HO, au milieu cellulaire contenant
des Hconr. Les hépatocytes ont €t€ incubés pendant 24 heures et ’activité du

CYP3A6 et de la NADPH-réductase ont €t€ ensuite mesurées.

a. Nitroprussiate de sodium (SNP)
Le panneau A de la figure 27 représente la diminution dose-dépendante de I’activité
du CYP3AG6 par le SNP. L’effet maximal prédit (Emax) du SNP devrait entrainer une
diminution de I’activit€ du CYP3A6 de 1419 de fluorescence et la concentration de
SNP qui diminue de 50% I’activit¢é maximale (ECso) est de 0,034 mM.
Similairement, le SNP diminue 1’activit€¢ de la NADPH-réductase de fagon dose-
dépendante, avec un Emax prédit de 257 pumol de cytochrome c réduit/min/10°

cellules et un ECsy de 0,027 mM (panneau B).
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Figure 27. (A) Activité du CYP3AG6 et (B) I'activité de la NADPH-réductase dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Heont) €n présence de concentrations croissantes de SNP (n=3).
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b. H,O,
Le H,0, diminue I’activité du CYP3A6 de fagon dose-dépendante avec un Ep. de
95% et un ECsy de 1,86 mM (figure 28, panneau A). Le H,O; dimjnué aussi
Iactivité de la NADPH-réductase; I’effet maximum prédit serait de 80 umol de
cytochrome ¢ réduit/min/10° cellules et la puissance du H,O, pour diminuer de 50%

I’activité maximale de la NADPH-réductase est a 0,31 mM (figure 28, panneau B).
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Figure 28. (A) Activité du CYP 3A6 et (B) activité de la NADPH-réductase dans des hépatocytes
procédant de lapins témoins (Hcont) €n présence de concentrations croissantes de H,O, (n=3).
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5. Effet du SB203580 et du SKF86002 combinés avec le
DFB sur Uactivité de la NADPH-réductase

Des études précédentes suggerent que [’inhibition de la p38 MAPK avec le
SB203580 augmentait I’activité du CYP3A6. Cependant, nous n’avons pas exclu
que cette augmentation d’activité soit secondaire a un artéfact reli€ au SB203580.
Des études ont donc été réalisées pour déterminer si c’est I’inhibition de la p38

MAPK ou le SB203580 qui augmente I’activité du CYP3A6.

Afin de déterminer la fluorescence de base émise par le SB203580 nous avons
incubé des concentrations croissantes de SB203580 avec des Hconrt pendant 24
heures en absence de DFB (sonde pour déterminer I’activité du CYP3A6) et en
présence de concentration croissantes de DFB. Nous avons réalisé¢ les mémes
expériences en présence d’un autre inhibiteur de la voie du p38 MAPK, le

SKF86002 (figure 30 et 31 respectivement).

Lorsque le SB203580 est incubé pendant 24 heures dans du tampon Krebs, la
fluorescence augmente avec des concentrations croissantes de SB203580 (figure 29).
De plus, en incubant le SB203580 pendant 24 heures avec des Heont €n absence de
sonde utilisée pour déterminer ’activité du CYP3A6, le DFB, la fluorescence
augmente de facon dose-dépendante (figure 30). La concentration de 25 uM de
SB203580, utilis€ée pour inhiber la p38 MAPK, émet une fluorescence d’environ
12500; I’ajout de DFB augmente cette fluorescence. Par contre, lorsque les Heonr

sont incubé€s avec des concentrations croissantes de SKF86002 la fluorescence émise
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oscille autour de 250, ce qui correspond au bruit de fond (figure 31); c’est-a-dire que
I’inhibition de la p38 MAPK par le SKF86002 n’augmente pas la fluorescence de
base. Par ailleurs, lorsque les Hcont sont incubés avec des concentrations croissantes
de SKF86002 et 60 pM de DFB (concentration utilis€ pour déterminer 1’activité du

CYP3A6), la fluorescence émise par le DFB n’est pas affecté par le SKF86002.
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Figure 29. Fluorescence €mise en fonction des concentrations croissante de SB203580 incubé
pendant 24 heures dans du tampon Krebs, sans hépatocytes (n=1)
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Figure 30. Activité du CYP3AG6 dans des hépatocytes procédant de lapin témoin en présence ou en
absence de concentrations croissantes de SB203580 et de DFB (n=1).
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Figure 31. Activité du CYP3A6 dans des hépatocytes procédant de lapin témoin en présence de
concentrations croissantes de SKF86002, avec et sans DFB (n=1).
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6. Etude de ’activité de la NADPH-réductase en présence
de diphényleneiodonium (DPI) et des inhibiteurs de la
p38 MAPK

Les études décrites précédemment suggeérent que la présence de SB203580
augmente la fluorescence, ce qui peut €tre interprété comme une augmentation de
I’activité du CYP3A6, comme un artéfact ou comme une interférence produite par le
SB203580. Le fait que le SKF86002 ne change pas la fluorescence nous permet de
conclure que I’augmentation de la fluorescence n’est pas attribuée a I’inhibition de la
voie du p38 MAPK. Les expériences décrites dans cette section ont €té réalisées
pour déterminer si le SB203580 change I’activité du CYP3A6 et de la NADPH-

réductase.

Lorsque I’on ajoute du DPI au milieu d’incubation des hépatocytes pendant 24
heures, I’activité du CYP3A6 diminue de 90% (p<0,001) et I’activité de la NADPH-
réductase diminue de 94% (p<0,001). Le SB203580 incubé avec des Hcont pendant
24 heures augmente I’activité apparente (la fluorescence) du CYP3A6 de 127%
(p<0,001), le SB203580 ne produit aucun changement de I’activité de la NADPH-
réductase. Par rapport aux Hcont, la combinaison SB203580 + DPI diminue
I’activité apparente du CYP3A6 de 64% (p<0,05) et diminue Dactivité de la

NADPH-réductase de 99% (p<0,05) (Tableau 3).
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Hcont DPI SB203580 SB + DPI
Activité
CYP3A6 4957 + 858 476 + 65** 11267 + 822%* 1804 + 463*
Activité

NADPH-R 149,3 +20,6 8,7 £7,1%* 1422 +30,7 1,5+ 1,5%

Tableau 3. Activités du CYP3A6 et de la NADPH-réductase dans des Hconr €n présence ou en
absence de DPI (n=5), de SB203580 (n=5) et de la combinaison SB203580 + DPI (n=4) *p<0,05
comparé au Heont **p<0,001 comparé au Heont. Le SB203580 est ajouté a temps O et le DPI une
heure aprés I’ajout de SB203580 au milieu de culture, pour un total de 24 heures d’incubation.

En comparant 1’activité du CYP3A6 et de la NADPH-réductase des Heont 2 leurs
activité en présence de DPI, ajouté seulement 2 heures avant la fin de 24 heures
d’incubation (tableau 4), nous observons une diminution de 89% de 1’activité du
CYP3A6 (p<0,005) et une diminution de 84% (p<0,001) de I’activité de la NADPH-
réductase. Le SB203580 augmente I’activité apparente du CYP3A6 de 227%
(p<0,001), mais n’a aucun effet sur [Dactivit¢é de la NADPH-réductase.
L’augmentation de I’activit€¢ du CYP3A6 produit par le SB203580 est conservée en
présence de DPI, ajouté 22 heures apres le début de I’incubation avec ie SB203580.
L’activité de la NADPH-réductase n’est pas affectée par la combinaison SB203580
+ DPI, c’est-a-dire la diminution de 89% (p<0,05), produite par le DPI est toujours

observée.

Par ailleurs, le pHMB, un inhibiteur du cytochrome bs, incubé avec des Hcont, Ne
produit aucun changement significatif de ’activité du CYP3A6 ou de I’activité de la
NADPH-réductase. L’ajout de DPI et de pHMB 2 heures avant la fin du 24 heures
d’incubation, diminue I’activité du CYP3A6 de 90% (p<0,001) et de I’activité de la
NADPH-réductase de 90% (p<0,001). L’ajout du pHMB 22 heures aprés le

SB203580, n’augmente pas [’activit¢ de la NADPH-réductase. Le SB203580,
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incubés 24 heures, n’augmente pas I’activité du cytochrome bs. Il est a noter que ni
le DPI, ni le SB203580 ne change I’activité du cytochrome bs et que le pHMB

diminue I’activité de cette protéine de 74% (p<0,05) (tableau 4).

SB203580 SB (24h) +
Hcont DPI (2h) (24h) DPI (2h)
Activité '
CYP3A6 4452 +240 496 +75% 16444 +2677* 14003 + 2123*
Activité

NADPH-R 185,6 +21.4 290 +24** 1957 +13,7 20,9 + 7,0%*
Activité
cytochrome bs  162,4+17,0 128,8 +39 174,2 +17,7 119,9 + 26,4

DPI (2h)+ SB (24h) +
Hcont pHMB (2h) pHMB (2h) pHMB (2h)
Activité
CYP3A6 4452 £240 5455 + 871 650 = 81* 15608 + 3840*
Activité

NADPH-R 1856 21,4 176,3 +20,0 18,6 + 3,8%* 186,6 +21,5
Activité
cytochrome bs 1624 +17,0 64,5 +37,2* 60,3 +14,1 95,5+22,0

Tableau 4. Activités du CYP3A6, de 1a NADPH-réductase et du cytochrome bs dans des Heony €n
présence ou en absence de DPI (n=5), de SB203580 (n=5), de pHMB (n=3) et de la combinaison de
ces produits, SB203580 + DPI (n=4), DPI + pHMB (n=4) et SB203580 + pHMB (n=4). *p<0,05
comparé au Hconr, **p<0,001 comparé au Heonr Dans ces expériences, le DPI et le pHMB sont
ajoutés au milieu de culture 22 heures apreés le SB203580, c’est-a-dire 2 heures avant la fin de
I’incubation.

Le SKF86002, un inhibiteur de la voie du p38 MAPK, ne modifie pas I’activité de
base du CYP3AG6 ni celle de la NADPH-réductase. Lorsque le SKF86002 est incubé
pendant 24 heures et que le DPI est ajouté a la 22°°™ heure, I’activité du CYP3A6
diminue de 72% (p<0,05) (tableau 5). Par contre, si le SKF86002 est incubé pendant
24 heures et que le pHMB est ajouté a la 22"°™ heure, I’activité du CYP3A6 n’est

pas modifiée de I’activité de base des Hcont. L’activité de la NADPH-réductase
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n’est pas affectée par la présence de SKF86002. L’ajout du pHMB a la 22"™ heure

n’entraine aucun changement de 1’activité de la NADPH-réductase (tableau 5).

Hcont DPI SKF SKF + DPI
Activité
CYP3A6 1181 £261 309 £ 17* 1566 + 454 329 £ 25*
Activité
NADPH-R 1457 +27,5 129 +14** 1338 +£8,0 12,4 £ 2 4%*
Hcont pHMB DPI + pHMB SKF + pHMB
Activité 1331 £ 266
CYP3A6 1181 +261 (n=2) 298 = 17* 1479 = 330
Activité

NADPH-R 145,7+27,5 136,5+7,8 13,7 £2,5%* 129,6 = 10,3

Tableau 5. Activités du CYP3AG6 et de la NADPH-réductase dans des Hconr €n présence ou en
absence DPI, de SKF86002, de pHMB ou d’une combinaison de ses produits (n=3). *p<0,05 comparé
au Heonr, **p<0,001 comparé au Heonr, Dans ces expériences, le DPI et le pHMB sont ajoutés au
milieu de culture 22 heures apres le SKF86002, c’est-a-dire 2 heures avant la fin de I’incubation.

En conclusion, I’inhibition de la voie du p38 MAPK par le SB203580 et le
SKF86002 ne change pas [l’activité de base de la NADPH-réductase. Ces
expériences nous confirment que le SB203580 émet une fluorescence affectant la
lecture d’activité du CYP3A6. Cette fluorescence est présente lorsque 1’on incube le
SB203580 dans du tampon Krebs ainsi que dans du milieu de culture avec (figure

30) ou sans hépatocytes (figure 29).

7. Effet de I’IL-6 en présence d’inhibiteurs de la p38
MAPK sur Uactivité de la NADPH-réductase

L’incubation de I’IL-6 avec des Hcont pendant 24 heures n’a pas diminuée 1’ activité
du CYP3A6. Le SB203580 augmente I’activité de 237% (p <0,05) et en présence de
SB203580, I'IL-6 parvient pas a diminuer 1’activité du CYP3A6 qui par rapport aux

témoins est de 300% (p> 0,005) (figure 32). Par ailleurs, I’ajout du SKF86002 au



102

milieu d’incubation des Hcont ne change pas I’activité du CYP3A6 de fagon

significative (figure 33).
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Figure 32. Rapport de I’activité du CYP3A6 dans des Heont (3155 + 843) I, en présence d’IL-6 []
(n=5), de SB203580 (] (n=8) et une combinaison SB203580 et IL-6 (n:6). *p <0,05 comparé a
Hconr
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Figure 33. Rapport de I’activité du CYP3AG6 dans des hépatocytes procédant de lapins témoins
(Heont) (1181 £260) [ | , en présence d’IL-6 ] , de SKF [ et une combinaison SKF et IL-6 [] ,
(n=3) *p <0,05 comparé a Heonr
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Cette étude préliminaire nous a permis de constater que I’incubation d’IL-6 a 10
ng/mL pendant 24 heures ne diminue pas ’activit¢ du CYP3A6. Les résultats des
tests statistiques ne sont pas assez puissants pour conclure sur I’effet de 1I’'IL-6 et du
SB203580 sur I’activité du CYP3A6. Cependant, cette étude nous permet d’observer

I’absence d’effet du SKF86002 sur I’activité du CYP3A6.

En tenant compte que I’'IL-6 diminue I’activité¢ de la NADPH-réductase, nous avons
voulu étudier I’effet de I’inhibition de la voie de la p38 MAPK sur la diminution de
I’activité de la NADPH-réductase produite par I’IL-6. Le SB203580 et le SKF86002
ont €té incubés avec des Hcont pendant 24 heures. L’IL-6 diminue I’activité de la
NADPH-réductase de 18% (p <0,05) et le SB203580 n’empéche pas la diminution
de I’activité de la NADPH-réductase (p <0,05) (figure 34). Des résultats semblables

sont observés avec le SKFR6002.
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Figure 34. Rapport de I’activité de la NADPH-réductase dans des Heony (125 +45) g, en présence
d’IL-6 — (n=10), de SB203580 N (n=14) et la combinaison SB203580 et IL-6 g (n=38). *p <0,05
compare€ a HCONT -

Ces expériences démontrent que la diminution de ’activité de la NADPH-réductase

produite par I’IL-6 n’est pas médiée par la p38 MAPK.

8. Etude de Dactivité de la NADPH-réductase en présence
d’IL-6 et de plusieurs inhibiteurs des protéines kinases

L’objectif de ce groupe d’expériences €tait de caractériser les voies de signalisations
régulant 1’activit€é de la NADPH-réductase de base et aprés I’exposition a 1’'IL-6.
Nous avons déja observé que la voie de signalisation de la p38 MAPK n’est pas
impliquée dans la régulation de I’activité de la NADPH-réductase. Les voies de
signalisation étudiées dans cette section sont la voie du PL;K inhibée par la
wortmaninne et le LY294002, la voie des ERK inhibée par le PD098059 et la voie
de JAK/STAT inhibée par le piceatannol. Par ailleurs, nous avons utilis€¢ le

pyrrolidine dithiocarbamate pour inhiber I’activation du NF-«B.

L’IL-6 diminue [D’activité de la NADPH-réductase de 22% (p <0,05). Aucun
changement d’activité de la NADPH-réductase n’a été détecté par I’inhibition de la
voie du PIK par la wortmaninne et par le LY294002. La wortmaninne et le
LY294002 préviennent la diminution de I’activité de la NADPH-réductase produite

par I'IL-6.
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L’inhibition du MEKK et ainsi I’activation de ERK 1/2, par le PD098059 et
I’inhibition de la voie de JAK/STAT par le piceatannol diminuent I’activité de la
NADPH-réductase de 32% et 24% respectivement (p <0,05). L’exposition des
Heont 2 'IL6, au PD098059 et au piceatannol diminue I’activité de la NADPH-
réductase de 47% et 51% respectivement (p <0,05) (figure 35). Finalement, le
pyrrolidine dithiocarbamate diminue 1’activité de la NADPH-réductase d’environ
50% (p<0,05); le pyrrolidine dithiocarbamate en présence d’IL-6 diminue I’activité

de la NADPH-réductase de 65% (p<0,05).

Afin d’étudier I’effet de des inhibiteurs sur la diminution de I’activité de la NADPH-
réductase par I’IL-6, les valeurs d’activité obtenues pour les différents inhibiteurs
ont €té appari€es aux valeurs d’activité€ en présence de la combinaison de I’inhibiteur
et de I'IL-6. Puisqu’il n’y a aucun changement d’activité détectée entre les
inhibiteurs respectifs et leurs combinaisons : wortmaninne et [L-6, LY294002 et IL-
6, PD098059 et IL-6 ainsi que piceatannol et IL-6 nous pouvons conclure que
l’inhibition des voies de signalisations de la PI5K, de la JAK/STAT et des ERK 1/2
sont impliquées dans la diminution d’activité produite par I’'IL-6. Par ailleurs, la voie
des ERK parait nécessaire a 1’activité de base de la NADPH-réductase; de méme,
I’activité de base de la NADPH-réductase serait bloquée par le pyrrolidine
dithiocarbamate (figure 35). La diminution de I’activité de base par ces produits
pourrait étre due a la présence de métabolites du PD098059 et du pyrrolidine

dithiocarbamate. Les métabolites peuvent provenir de la dégradation des produits
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incubés dans les hépatocytes car ils sont en présence des enzymes responsable de la

dégradation des médicaments.
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Figure 35. Activité de Ja NADPH-réductase dans des Hoonr (181 = 41) Il en présence d’I1L-6 [ et
des inhibiteurs de plusieurs voies de signalisation (n = 4) *p <0,05 comparé & Hconr. & p <0,05
comparé a IL-6 ol W = wortmanine, LY = LY294002, PD = PD098059 et Pic = piceatannol et PDTC
= pyrrolidine dithiocarbamate.

9. Modulation de Uactivité et de la NADPH-réductase par
les protéines phosphatases.

Les études précédentes suggerent que les voies de JAK/STAT et des ERK sont
nécessaires pour le maintien de ’activité de base de la NADPH-réductase. Ces
résultats suggerent que la phosphorylation est nécessaire a I’activité de cet enzyme.
L’objectif des expériences était de confirmer que la phosphorylation module
I’expression et I’activit€é de la NADPH-réductase. Nous avons étudié le rble des
protéines phosphatases dans la modulation de I’activit¢ du CYP3A6 et de la

NADPH-réductase. Pour ce faire, nous avons incub€ des Hcont €n présence des
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deux inhibiteurs de protéines phosphatases, I’acide okadaique et la calyculine A,

pendant 24 et 48 heures.

a. NAPDH-Réductase

Les résultats présentés dans les figures 36 et 37 illustrent les changements de
I’activité, de I’expression et de la quantité d”ARN messager de la NADPH-réductase
suite & 24 et 48 heures d’incubation en présence des inhibiteurs des protéines

phosphatases.

Apres 24 heures d’incubation, I’inhibition des phosphatases par I’acide okadaique ne
produit aucun effet significatif sur I’activité, I’expression et la quantit¢ d’ARN
messager de la NADPH-réductase. La calyculine A diminue lactivité de la
NADPH-réductase de 35% (p <0,05), mais ne produit aucun changement significatif

de I’expression et de I’ARN messager (figure 36).

Lorsque I’acide okadaique et de la calyculine A sont incubés pendant 48 heures avec
des Hcont, I’activité de la NADPH-réductase est diminuée de 64% (p <0,05) par
I’acide okadaique et de 70% (p <0,05) par la calyculine A. Par rapport a I’expression
de la NADPH-réductase obtenue dans des Hcont, 'incubation des Hcont avec
I’acide okadaique ou la calyculine A ne change pas I’expression de la NADPH-
réductase (figure 37, panneau B). La quantit¢é d’ARN messager de la NADPH-
réductase est diminuée de 52% (p <0,05) et de 48% (p <0,05) suite a I’inhibition des
protéines phosphatases par I’acide okadaique et la calyculine A, respectivement

(figure 37, panneau C).
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Figure 36. (A) Activité (312 £ 36), (B) expression protéique (278381 + 18577) et (C) ARN messager
de la NADPH-réductase des Hcont I incubés pendant 24 heures en présence d’acide okadaique
(AO) B et en présence du calyculine A (CAL)Ed L’ ARN est calculé a 1’aide d’un calibrateur qui est
notre contrdle, aucune variation ne peut tre calculée. *p <0,05 comparé & Heonr (n=3)
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Figure 37. (A) Activité (210 = 24), (B) expression protéique (413382 + 13250) et (C) ARN messager
de la NADPH-réductase dans des Hconr Il incubés pendant 48 heures en présence d’acide okadaique
(AO) L et en présence du calyculine A (CAL) Kd L’ ARN est calculé a I’aide d’un calibrateur qui est
notre contréle, aucune variation ne peut étre calculée. *p <0,05 comparé a Heonr (n=3)
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b. CYP3A6

La figure 38 illustre 'effet de I’inhibition des protéines phosphatases par 1’acide
okadaique et de la calyculine A sur I’activité, I’expression et la quantité d’ARN
messager du CYP3A6 dansl des Hcont suite a une période d’incubation de 24 heures.
La calyculine A diminue I’activité du CYP3A6 de 60% (p <0,05), cependant, 1’acide
okadaique ne modifie pas [D’activit¢ du CYP3A6 (figure 38, panneau A).
L’expression, (panneau B) et I’ARN messager du CYP3A6 (panneau C) ne subissent

aucun changement par la présence d’inhibiteurs des protéines phosphatasse.

Lorsque les inhibiteurs des protéines phosphatases sont incubés pendant 48 heures
avec des Hcont, I'activité du CYP3A6 diminue de 48% (p <0,05) en présence
d’acide okadaique et de 70% (p <0,05) en présence de calyculine A. L’expression du
CYP3A6 dans les Heont (figure 39, panneau B) n’a pas €t€ changée par ’acide
okadaique ou la calyculine A. De méme, I’inhibition des protéines phosphatase ne

change pas la quantit€ d’ARN messager du CYP3A6.
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Figure 38. (A) Activité (5997 + 861), (B) expression protéique (185701 + 20369) et (C) ARN
messager du CYP3AG6 dans des Hoonr Ml incubés pendant 24 heures en présence d’acide okadaique
et en présence du calyculine A B3 L'ARN est calculé a I'aide d’un calibrateur qui est notre

contrdle, aucune variation ne peut étre calculée. * p <0,05 comparé a Heont (n=3
p co
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Figure 39. (A) Activité, (B) expression protéique (140135 = 30665) et (C) ARN messager du
CYP3AG6 dans des Heony (2967 = 127) incubés pendant 48 heures en présence d’acide okadaique
Het en présence du calyculine ALl L'ARN est calculé a I'aide d’un calibrateur qui est notre
contrdle, aucune variation ne peut étre calculée. *p <0,05 comparé a Heonr (n=3)
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10. Etude de activité de la NADPH-réductase en
présence de calyculine A et d’inhibiteurs des protéines
kinases

Les expériences précédentes démontrent que I’inhibition des protéines phosphatases
diminue ’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6. 1l est possible que la
diminution de I’activité du CYP3AG6 soit secondaire a la diminution de 1’activité de
la NADPH-réductase. Par ailleurs, ces résultats suggeérent que la déphosphorylation
de la NADPH-réductase par les protéines phosphatases peut augmenter 1’activité de
cette enzyme. Les expériences qui suivent avaient pour objectif d’identifier les
kinases responsables de la phosphorylation de la NADPH-réductase. Nous avons
réalisés des expériences identiques pour mieux caractériser la modulation de

I’activité du CYP3AG6 par la calyculine A.

Nous avons étudié les changements d’activité et d’expression de la NADPH-
réductase et du CYP3A6 en incubant des Hcont pendant 48 heures avec des
inhibiteurs de la PKC, de la p38 MAPK, du ERK 1/2, du PIK et de la

transactivation du NF-kB en présence de calyculine A.

a. NADPH-réductase

La calyculine A diminue I’activité de la NADPH-réductase d’environ 73% (p <0,05)
et ce méme en présence des inhibiteurs des voies de signalisation. En absence de
calyculine A, le pyrrolidine dithiocarbamate diminue I’activité de la NADPH-

réductase de 63% (p<0,05) dans les Hcont. Cependant, le pyrrolidine
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dithiocarbamate n’a pas empéché la réduction de I’activité de la NADPH-réductase
produite par la calyculine A. L’inhibition de la PKC, de la PT;K, des ERK 1/2 et de
la p38 MAPK n’a pas prévenu la diminution d’activité de la NADPH-réductase

produite par la calyculine A (figure 40, panneau A).

L’inhibition des protéines phosphatases par la calyculine A ne change pas
I’expression de la NADPH-réductase. Lorsque les voies de signalisations PKC,
PI:K, p38 MAPK, ERK 1/2 sont inhibées en présence de calyculine A, I’expression

de la NADPH-réductase n’est pas modifiée.
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Figure 40. (A) Activité, (B) expression protéique (360579 + 24424) dans des Heonr, M incubés
pendant 48 heures avec différents inhibiteurs et en présence de calyculine A (Cal) il *p <0,05
comparé a Hegnr (n=3) ot Bis = bisindolymaléimide IV, LY = LY224002, PD = PD098059, PDTC =
pyrrolidine dithiocarbamate et SB = SB203580.
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b. CYP3A6

Nous notons une baisse de I’activité du CYP3A6 de 42% (p <0,05) lorsque les
hépatocytes sont incubés avec la calyculine A. L’inhibition de la PKC par le
bisindolylmaléimide IV et de la PK par le LY294002 augmente 1’activité du
CYP3A6 de 35% (p <0,05) et de 30% (p <0,05) respectivement (figure 41, panneau
A). La pré-incubation des inhibiteurs de kinases n’empéche pas la diminution de

I’activité du CYP3AG6 produite par la calyculine A.

En présence de calyculine A, dans les Hcont 1’expression du CYP3A6 augmente
(p<0,05). Les inhibiteurs de kinases ne changent pas I’expression du CYP3A6 dans
les Hcont, a I’exception du SB203580 qui augmente 1’expression d’environ 120%
(p=0;055). L’inhibition de la PKC, de la PI;K, des ERK1/2 et de la transactivation
du NF-xB prévient ’augmentation de 1’expression du CYP3A6 observée suite a
I’incubation d’Hcont avec la calyculine A pendant 48 heures (Figure 41, panneau

B).
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Figure 41. (A) Activité (B) expression protéique (57237 + 9278) du CYP3AG6 dans des Heonr [ |
incubés avec différents inhibiteurs, en présence de calyculine A (Cal) m *p <0,05 comparé a Heonr
(n=3) ou Bis = bisindolylmaléimide IV, LY = LY294002, PD = PD098059, PDTC = pyrrolidine
dithiocarbamate et SB = SB203580.
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Le CYP3A4 est I’isoforme le plus important chez 1I’humain, car il métabolise plus de
50% des médicaments. Comprendre la régulation et la modulation du CYP3A4 lors
d’une réaction inflammatoire aigué€ est essentielle pour prévenir les réactions
indésirables produites par les médicaments a faible index thérapeutique dont le

métabolisme est modifié par une réaction inflammatoire aigué.

L’activité des enzymes du cytochrome P450 nécessite la NADPH-réductase. La
NADPH-réductase est nécessaire pour le transfert d’électrons lors du cycle
catalytique des enzymes du cytochrome P450 permettant ainsi de biotransformer des
substrats. [.’hypothése de ce projet de recherche est que la réaction inflammatoire,
les cytokines et les dérivés radicalaires de 1’oxygeéne relachés lors de la réaction

inflammatoire modifient 1’ activité de la NADPH-réductase.

L’efficacité des enzymes du cytochrome P450 dépend du ratio de la quantité
d’enzymes du cytochrome P450 sur la quantit¢é de NADPH-réductase disponible
dans la cellule. Pour observer une activité catalytique optimale le ratio est de 1/2, or
dans I’hépatocyte le rapport enzymes du cytochrome P450 sur NADPH-réductase est
de 10/1 ou 20/1 (Estabrook et coll., 1971; Yamazaki et coll., 1996), ce qui fait de la
NADPH réductase un facteur limitant du cycle catalytique du cytochrome P450. La
diminution de I’activité de la NADPH-réductase conduit a la réduction de ’activité

du CYP3A6.
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Puisque les mécanismes reli€s a la baisse d’activit€é du CYP3AG6 lors de la réaction
inflammatoire ne sont pas complétement €lucid€s, nous nous sommes intéressés a
I’effet de la réaction inflammatoire sur l’activit¢ de la NADPH-réductase. La
cytokine IL-6 est impliquée dans la diminution de ’activit€¢ du CYP3A6 lors d’une
réaction inflammatoire aseptique (Bleau et coll., 2000). Par ailleurs, lors de la
réaction inflammatoire produite par la térébenthine, I'IL-1B, I'IL-6 et I’INF-y,
contribuent a diminuer I’expression du CYP3A6 (Bleau et coll., 2003). Nous avons
émis I’hypothese que les cytokines impliquées dans la diminution de I’activité et de
I’expression du CYP3A6 lors de la réaction inflammatoire affectent aussi 1’activité

et ’expression de la NADPH-réductase.

11 a été démontré que le monoxyde d’azote, produit lors de la réaction inflammatoire,
peut contribuer a la diminution de I’activité¢ du CYP3A6 en se fixant & I’he¢me de la
protéine ou en nitrotyrosilant la protéine (Minamiyama et coll.,, 1997). Ces
observations nous induisent a soulever 1’hypothése que le monoxyde d’azote peut
inhiber I’activité de la NADPH-réductase. En plus des cytokines et du monoxyde
d’azote, le peroxyde d’hydrogeéne produit lors du cycle catalytique des enzymes du
cytochrome P450 et de la réaction inflammatoire pourrait réduire 1’activité de la
NADPH-réductase. Flowers et Miles ont démontré que le peroxyde d’hydrogene
diminue le métabolisme du benzo[a]pyrene en inhibant I’activité de la NADPH-
réductase (Flowers et Miles, 1991). En conséquence, nous avons étudié I’effet du
monoxyde d’azote et du peroxyde d’hydrogéne sur I’activit¢ de la NADPH-

réductase.
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En 1987, Pyerin et coll. ont démontré que 1’ajout de proté€ines phosphatases aux
microsomes de rats diminue [’activit¢é de la NADPH-réductase sans changer
I’activité des enzymes du cytochrome P450 et que I’ajout de protéines kinases aux
microsomes favorise la phosphorylation des enzymes du cytochrome P450 sans
modifier I’état de phosphorylation de la NADPH-réductase (Pyerin et coll., 1987).
Afin de mieux comprendre les voies de signalisations contrflant I’activité de la
NADPH-réductase, nous avons étudi€ le role des protéines phosphatases et des

protéines kinases sur I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6.

La figure 42 résume les expériences réalisées afin de mieux comprendre la

régulation de la NADPH-réductase et son interaction avec le CYP3A6.

Peu d’études ont été menées dans le but de comprendre I'effet de la réaction
inflammatoire sur Dactivit¢ de la NADPH-réductase. L’injection de
lipopolysaccharides (LPS) diminue 1’activité de la NADPH-réductase; de plus,
I’injection de térébenthine a des rats, ne parait pas diminuer I’activité de la NADPH-
réductase (Morgan, 1989). Par contre, de nombreuses €tudes se sont intéressées a
I’effet de la réaction inflammatoire sur le CYP3A6. Ainsi, I’injection de LPS
diminue I’expression du CYP3A2 (un homologue du CYP3A6) chez le rat (Sewer et
coll., 1996) et de fortes doses de LPS diminuent la quantité de CYP3A1 (homologue
du CYP3A4 de I’humain) chez la souris (Stanley et coll.,, 1988). La réaction

inflammatoire aseptique provoquée par l’injection sous-cutanée de térébenthine
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entraine la diminution de la quantité des CYP1A1/2 et CYP3A6 chez le lapin (Kurdi

et coll., 1999).

INFLAMMATION

CYP3A6 NADPH-
Réductase

Protéines
Phosphatases

Protéines Kinases

Figure 42. Schéma résumant les différentes conditions expérimentales étudiées,

susceptibles de modifier I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6.



123

Dans le modele utilisé pour notre étude, nous avons induit une réaction
inflammatoire en injectant de la térébenthine par voie sous-cutanée & des lapins. Les
hépatocytes ont €té isolés 48 heures apres I’injection de la térébenthine et incubés
pendant 48 heures, lorsque ’activité, I’expression et la quantité d’ARN messager de
la NADPH-réductase et du CYP3A6 ont été mesurées. Les résultats obtenus
démontrent que la réaction inflammatoire diminue D’activit¢ de la NADPH-
réductase. Cette diminution d’activité est attribuable a la baisse d’expression de la
protéine secondairement a la diminution de la quantité d’ARN messager c’est-a-dire,
la réaction inflammatoire diminue ’expression de la NADPH-réductase par un

mécanisme pré-transcriptionel.

La baisse d’activité enzymatique du CYP3A6 par la réaction inflammatoire est plus
grande (150%) que la baisse d’expression du CYP3A6, suggérant qu’en plus des
changements pré-transcriptionels mis en évidence par la baisse d’expression, la
diminution de I’activit¢é du CYP3A6 est secondaire a d’autres causes. Il a été
rapporté que chez des souris knock-out pour le géne de la NADPH-réductase
hépatique, le manque de NADPH-réductase diminue radicalement I’activité des
enzymes du cytochrome P450 (Henderson et coll.,, 2003). En conséquence, la
réduction de I’activité du CYP3A6 est possiblement secondaire & des changements

post-transcriptionels, tels un ralentissement du cycle catalytique par la diminution de

I"activité de la NADPH-réductase.
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L’utilisation de souris knock-out pour les génes de I’IL-6 ou de I’'IL-1B démontre
que, suite a I’injection de térébenthine chez la souris, I’augmentation de I’expression
de I'IL-6 dépend de I'IL-1B et que I'IL-1PB est essentielle a la phase aigué de la
réaction inflammatoire (Fantuzzi et Dinarello, 1996). Par ailleurs, lors de la réaction
inflammatoire aseptique, I’IL-6 diminue I’activité du CYP3AG6 et I'IL-6, I’IFN-y et
I’IL-1f diminuent I'expression du CYP3A6 (Bleau et coll., 2000, 2003). Ces
données soulévent la possibilité que I'lL-6 et I’[L-1B soient impliquées dans la
diminution de I’activité et de ’expression de la NADPH-réductase lors de la réaction

inflammatoire aseptique produite par la térébenthine.

Supportant la possibilit¢ que des cytokines puissent €tre responsables de la
diminution de I’activit¢ de la NADPH-réductase, il a été rapporté que
I’administration d’IL-la a des rats entraine une diminution de I’activité de la
NADPH-réductase, 24 heures apreés I’administration de la cytokine (Sindhu et coll.,,
1996). Dans notre étude, I’incubation des hépatocytes en présence d’IL-1f et d’IL-6
pendant 48 heures, diminue I’activité de la NADPH-réductase; par contre, la
présence d’IFN-y et de TNF-a ne modifie pas I’activité de la NADPH-réductase. De
méme, I'IL-B et I'IL-6, mais pas ’IFN-y ni le TNF-a, diminuent I’activité du
CYP3AG6. Ces résultats démontrent que I’activité de la NADPH-réductase et du
CYP3A6 sont diminuées par les mé€mes conditions expérimentales, appuyant
I’hypothése que la diminution de I’activité de la NADPH-réductase par la réaction

inflammatoire pourrait contribuer a la réduction de I’activité du CYP3A6.
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L’effet de I'lL-1P et I’IL-6 sur I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6
serait en partie secondaire au fait que ces cytokines diminuent I’expression de la
NADPH-réductase et du CYP3A6. Nos résultats démontrent que I’'IL-6 et I'IL-1J
diminuent ’expression de la NAPDH-réductase et que I’'IL-1B diminue la quantité
d’ARN messager de la NADPH-réductase. L’IFN-y et le TNF-a ne produisent aucun
changement significatif de I’expression de la NADPH-réductase. Parallelement,
I’'IL-6 et I’'IL-1B diminuent I’expression et la quantité d’ ARN messager du CYP3AG6,
contrairement a I'I[FN-y et au TNF-a qui n’altérent pas 1’expression du CYP3A6.
Ces résultats sont en accord avec le rapport indiquant que 1’IL-1B de méme que I’'IL-
6 et le TNF-a diminuent I’expression des CYP1A1/1A2 et CYP3A dans des

hépatocytes d’humains en culture primaire (Abdel-Razzak et coll., 1993).

11 est a noter que les tests statistiques de ’activité et de I’expression de la NADPH-
réductase et du CYP3AG6 en présence d’IFN-y et de TNF-a n’ont pas une puissance
assez €levée pour détecter un effet significatif, nous ne pouvons donc pas conclure
sur I’effet de ces inhibiteurs sur I’activité et I’expression de la NADPH-réductase et

du CYP3AG.

Bien que le rdle de I'IL-6 et de I'IL-1P dans la diminution de [’activité et de
I’expression des enzymes du cytochrome P450 soit bien décrit, les mécanismes sous-
jacents a la diminution de ’expression des enzymes du P450 sont moins bien

caractérisés. 1l a été proposé que I'IL-6 active la kinase JAK, qui & son tour active
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STAT3 qui stimule PI;3K. La PI;K stimule la voie d’Akt qui active la ERK 1/2, la
p38 MAPK et la INK, kinases qui activent le facteur de transcription c-myc et I’ AP-
1 qui irait se fixer a I’élément de réponse hépatique du géne des cytochromes P450
(Lee et coll., 2007). Par ailleurs, dans des hépatocytes d’humains en culture
primaire, I’JL-6 diminue I’ARN messager du PXR et de CAR, récepteurs nucléaires
impliqués dans la modulation du CYP3A (Pascusi et coll., 2000). D’un autre coté, il
a été démontré que la diminution de I’expression du CYP3A6 lors de la réaction
inflammatoire par I’IL-6 n’implique pas la voie des STAT ni la voie des ERK, mais
passe par l’induction de C/EBPB-LIP protéine qui régule négativement la

transcription du geéne (Jover et coll., 2002).

L’IL-1B a aussi I’habileté¢ de diminuer ’expression des enzymes du cytochrome
P450. Dans des hépatocytes humains, I’IL-13 diminue la quantité d’ARN messager
des CYP1A2, CYP2C, CYP2EIl et CYP3A. En réponse au phénobarbital, les
niveaux d’ARN messager des enzymes du cytochrome P450 s’élevent et cette
augmentation d’expression est inhibé par I'IL-1B (Abdel-Razzak et coll., 1993,
1995). De méme, dans des hépatocytes humains préalablement incubés avec du
phénobarbital, I’IL-1B diminue I’expression de CAR et diminue I’ARN messager du
CYP3A (Assenat et coll.,, 2004). Les voies de signalisations activées par I'IL-1B
inclurait la p38 MAPK, les ERK 1/2 et la JNK qui elles, activeraient les facteurs de
transcription NF-xB et I’AP-1 qui apres translocation, se fixerait a 1’élément de

réponse négative des geénes de I’isoforme du cytochrome P450 (Iber et coll., 2000).
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Lors d’une réaction inflammatoire, le monoxyde d’azote contribue a la diminution
de I’activité des enzymes du cytochrome P450 (Takemura et coll., 1999; Bakarat et
coll., 2001; El-Kadi et coll., 1997). L’IL-6 augmente I’expression de la monoxyde
synthase inductible (iNOS) et augmente les concentrations de monoxyde d’azote
cellulaire (Kleinert et coll.,. 2004; Kourylko et coll., 2006). L’IL-1B stimule la
production de monoxyde d’azote dans des hépatocytes et augmente 1’expression de

I’iNOS dans les cardiocytes de rats (Kitade et coll., 1996; Tsujino et coll., 1994).

Les mécanismes régissant la diminution d’activit€ des enzymes du cytochrome P450
par le monoxyde d’azote ne sont pas complétement €lucidés. En utilisant des rats
recevant du lipopolysaccaride, Khatsenko et Kikkawa ont démontré que le
monoxyde d’azote est un des médiateurs responsables de I’inhibition des CYP2CI11,
CYP3A2, CYP1A2 et CYP 2B1/2 (Khatsenko et Kikkawa, 1997). La baisse
d’activité des enzymes du cytochrome P450 pourrait étre due a la liaison du
monoxyde d’azote au groupement prosthétique des enzymes du cytochrome P450
(Minamiyama et coll., 1997; Vuppugalla et Mehvar, 2004). D’autres laboratoires ont
démontré que le péroxynitrite dérivé du monoxyde d’azote, inactive les isoformes du
cytochrome P450 en se fixant a une tyrosine de I’enzyme (Lin et coll., 2003;
Quaroni et coll., 2004; Turowski et coll., 2007). Cependant, dans notre laboratoire,
nous avons démontré que I’inhibition du CYP3A6 par la réaction inflammatoire
produite par la térébenthine n’implique pas une nitrotyrosilation (Kourylko et coll.,
2006). Dans le modele expérimental de la térébenthine, la diminution de ’activité

des enzymes du cytochrome P450 par le monoxyde d’azote pourrait aussi étre
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produite par la diminution de I’activité de la NADPH-réductase par le monoxyde
d’azote. En base de ces rapports, il était intéressant d’explorer I’effet du monoxyde

d’azote sur I’activité de la NADPH-réductase.

Afin d’étudier I’effet du monoxyde d’azote sur I’activité de la NADPH-réductase,
nous avons incubé des hépatocytes en présence de nitroprussiate de sodium, donneur
de monoxyde d’azote, pendant 24 heures. Les métabolites produits par la
dégradation du nitroprussiate de sodium sont le monoxyde d’azote, I’anion cyanure
et le peroxyde d’hydrogéne (Grossi et D’angelo, 2005; Rao et coll., 1991). Nos
résultats confirment que le nitroprussiate de sodium diminue [activité de la

NADPH-réductase, ainsi que 1’activité€ du CYPAG6.

Afin d’impliquer le monoxyde d’azote dans la réduction d’activité de la NADPH-
réductase et du CYP3AG6, il nous fallait vérifier si I’IL-1p et I’'IL-6 étaient capables
d’induire la production de monoxyde d’azote dans les Hcoont. Nous avons observés
que I’incubation d’IL-6 dans des Hcont pendant 48 heures augmente la production
de monoxyde d’azote; par contre, I’IL-1B n’augmente pas la concentration de
monoxyde d’azote. Ces résultats suggeérent que I’augmentation des concentrations de
monoxyde d’azote par I’IL-6 pourrait contribuer a la diminution de I’activité de la
NADPH-réductase et du CYP3A6. 1l est a noter que le test statistique pour la
concentration de monoxyde d’azote en présence d’IL-1B n’atteint pas une de
puissance assez €levée pour éliminer I’effet de cette cytokine sur la concentration de

monoxyde d’azote dans les hépatocytes, effet possiblement via INOS.



129

La réaction inflammatoire aseptique produite par la térébenthine augmente la
production de formes radicalaires de I’oxygene dans le foie (Proulx et coll., 1995;
Proulx et du Souich 1995; Galal et du Souich 1999). Par ailleurs, I’'IL-B augmente la
production intracellulaire de peroxyde d’hydrogene (Cao et coll., 2004; Guikema et
coll., 2005; Li et Engelhardt 2006). Les études d’ Archakov et coll. suggerent que le
peroxyde d’hydrogene formé par les enzymes du cytochrome P450 peut interagir
avec le Fe’* de I’héme des enzymes du cytochrome P450, provoquant la destruction
du groupement héme et ainsi I’inactivation des enzymes (Karuzina et Archakov,
1994; Archakov et coll., 1998). De plus, I’exposition des microsomes de rats au
peroxyde d’hydrogéne diminue le métabolisme du benzo[a]pyréene en inhibant

I’activité de la NADPH-réductase (Flowers et Miles, 1991).

Dans notre laboratoire, nous avons observé que le peroxyde d’hydrogeéne diminue
I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6. Le peroxyde d’hydrogene diminue
I’activité de la NADPH-réductase avec une puissance six fois plus élevée que
I’activité du CYP3AG6. Cette différence peut s’expliquer par le mécanisme de court-
circuit du peroxyde d’hydrogéne dans lequel les enzymes du cytochrome P450
peuvent conserver leur activité catalytique sans apport d’électrons de la NADPH-

réductase (Otey et coll., 2004).

Notre laboratoire a déja démontré que I’inhibition de la p38 MAPK par le SB203580

augmente I’activité du CYP3A®6, sans influencer I’expression de la protéine apres 24
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heures d’incubation dans des hépatocytes de lapin (Kourylko et coll., 2006).
L’augmentation d’activit¢ du CYP3A6 par la présence de SB203580 pouvait
s’expliquer par plusieurs mécanismes : 1) par I'inhibition de la p38 MAPK en
supposant que cette kinase diminue 1’activité de I’enzyme, 2) par I’accroissement de
I’activit¢ de la NADPH-réductase et 3) par un artéfact qui augmenterait la

fluorescence de la sonde utilisée pour mesurer I’activité¢ du CYP3A6.

Le SB203580 augmente la fluorescence associée a 1’activité du CYP3A6, mais n’a
aucun effet sur I’activité¢ de la NADPH-réductase. L’activité apparente du CYP3A6
en présence de SB203580 est 2 fois plus élevée que I’activité de base du CYP3A6.
L’incubation de SKF86002, inhibiteur de la p38 MAPK, avec des Hcont ne modifie
pas ’activité de base de la NADPH-re’ductése ni celle du CYP3A6. L’ensemble des
expériences réalisées suggere que [’augmentation apparente de [’activité du
CYP3AG6 par le SB203580 serait due a un artéfact. L’augmentation de I’activité du
CYP3AG6 serait sensible a une incubation continue en présence de DPI (tableau 3 et
4) se qui implique que la fluorescence proviendrait de la dégragation du SB203580

par la NADPH-réductase, les CYP ou tout autre flavo-protéine inhibée par le DPI.

Lorsque 1’on incube du DFB dans du tampon Krebs, la fluorescence de base est
d’environ 600 unités arbitraires. Dans des Hcont, 1a fluorescence de base moyenne
du métabolite du DFB, le DFH, est de 4000. Or lorsque 1’on incube du SB203580
sans DFB avec des hépatocytes, la fluorescence émise est de 25000, expliquant la

hausse apparente d’activité du CYP3AG6 notée par ce produit. Ces résultats suggerent
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que I’augmentation apparente de I’activité du CYP3A6 par le SB203580 est due a la
fluorescence émise par le SB203580 ou a son/ses métabolite(s). Afin de vérifier
cette hypothese, nous avons incubés du SB203580 dans du tampon Krebs pendant
24 heures et nous avons mesurés la fluorescence émise en présence de 60 uM de
DFB. Dans ces conditions expérimentales le DFB et le SB203580 ne sont pas
métabolisés et nous devrions mesurer que la fluorescence de base. Les résultats
confirment que le SB203580 émet une fluorescence de base écartant I’hypothése que
la fluorescence est secondaire a un métabolite du SB203580. Néanmoins, ces
expériences nous permettent de conclure que la p38 MAPK ne module pas I’activité

de base de la NADPH-réductase.

L’incubation des Hcont en présence d’IL-6 diminue I’activité de la NADPH-
réductase d’environ 20%. En présence de SB203580, I’'IL-6 diminue I’activité de la
NADPH-réductase d’approximativement 20%. Des expériences semblables ont été
répétées avec le SKF86002, un autre inhibiteur de la p38 MAPK, et démontrent que
I’inhibition de la p38 MAPK n’empéche pas la réduction de I’activité de la NADPH-
réductase par I’IL-6. Ces expériences nous permettent de conclure que I’inhibition
de la NADPH-réductase par I’IL-6 n’est pas médiée par la p38 MAPK. En résumé,
la p38 MAPK n’est pas responsable de I’augmentation de I’activité du CYP3A6 par
le SB203580, ne module pas I’activité de base de la NADPH-réductase et n’est pas

responsable de la diminution de I’activité de la NADPH-réductase par I’'IL-6.
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Afin de caractériser les voies de signalisations impliquées dans la diminution de
I’activité de la NADPH-réductase par I’IL-6, nous avons utilisés la wortmannine et
le LY294002 pour inhiber la PI3K, le PD098059 pour inhiber les ERK1/2, le
piceatannol pour inhiber la JAK1 kinase et le pyrrolidine dithiocarbamate pour
inhiber 1’activation du NF-xB. L’incubation de LY294002, de PD098059, de
piceatannol ainsi que du pyrrolidine dithiocarbamate avec des hépatocytes diminue
I’activité de base de la NADPH-réductase, suggérant que les voies de la PI;K, des
ERK1/2 et de JAK/STAT ainsi que le facteur de transcription NF-xB sont
nécessaires a I’activité de base de la NADPH-réductase. Par ailleurs, nos résultats
montrent que les voies de la P3K, des ERK1/2 et de JAK/STAT sont impliquées
dans la diminution de I’activité de la NADPH-réductase produite par I’'IL-6. D’un
autre coté, le pyrrolidine dithiocarbamate incubé avec 1I’IL-6 produit un effet additif
sur la diminution de I’activité de la NADPH-réductase. Nous observons aussi une
diminution de I’activit¢ de base du CYP3A6 (50%) lorsque I’on incube du
pyrrolidine dithiocarbamate pendant 48 heures avec des hépatocytes (figure 41). Ces
résultats confirment le rapport indiquant que dans des hépatocytes incubés avec du
sérum de lapins présentant une réaction inflammatoire, la présence de pyrrolidine

dithiocarbamate diminue 1’activité du CYP3A6 (Kourylko et coll., 2006).

Le pyrrolidine dithiocarbamate est un thiol ayant des propriétés d’antioxydant et
pro-oxydantes. Le pyrrolidine dithiocarbamate élimine le peroxyde d’hydrogene,
désactive les formes radicalaires de I’oxygene (Mankhetkorn et coll., 1994), oxyde

la glutathionne (Hosni et coll., 1992) et induit I’ARN messager de [’héme-oxygénase
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1 (Malaguarnera et coll., 2003). L’heme-oxygénase I est une protéine cytoprotectrice
a rble d’antioxydant qui a besoin d’électrons transférés par la NADPH-réductase
pour son activité catalytique. En présence d’héme oxygénase I et d’enzyme du
cytochrome P450, la NADPH-réductase cedent les électrons préférentiellement a
I’heme oxygénase 1. L’association préférentielle de la NADPH-réductase a 1’héme-
oxygénase I inhibe compétitivement I’interaction de la NADPH-réductase avec les
enzymes du cytochrome P450 et diminuer ainsi la production d’anion superoxyde en
provenance du cycle catalytique des enzymes du P450 (Emerson et Levine, 2000).
Nos résultats pourraient €tre expliqués en tenant compte que le pyrrolidine
dithiocarbamate induit I’héme oxygénase I qui recrute les électrons de la NADPH-
réductase et ainsi inhibe «compétitivement » D’activité du CYP3A6. 1 a été
démontré que I’expression de I’héme oxygénase I est augmentée suite a la réaction
inflammatoire produite par la térébenthine (Lyoumi et coll., 1998). Par ailleurs, il a
été rapport€é que lors de la réaction inflammatoire produite par I’injection de
térébenthine, I’induction de I’heme oxygénase hépatique est médiée par 1’IL-6 (Tron
et coll., 2005). Ces rapports pourraient expliquer comment I’incubation simultanée
de I’IL-6 et du pyrrolidine dithiocarbamate réduit de facon additive ’activité de la

NADPH-réductase.

Le NF-xB est un facteur de transcription qui augmente la transcription de
nombreuses protéines pro-inflammatoires. L’inhibition de la transactivation du NF-
kB par le pyrrolidine dithiocarbamate n’apporte aucun changement de I’expression

de la NADPH-réductase, excluant la possibilité que la diminution de I’activité de la
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NADPH-réductase soit causée par un mécanisme pré-transcriptionel par I’inhibition

de la transactivation du NF-xB.

Les expériences précédentes suggeérent que plusieurs kinases sont nécessaires a
I’activité constitutive de la NADPH-réductase. Afin de mieux caractériser ces
kinases/voies de signalisations qui modulent I’activité de la NADPH-réductase, nous
avons utilisé 1’acide okadaique et la calyculine A, des inhibiteurs des protéines
phosphatases sérine-thréonine, en absence et en présence d’inhibiteurs des kinases.
L’inhibition des protéines phosphatases permet 1’activation des protéines kinases et
de leurs voies de signalisation. Par exemple, I’inhibition de la protéine phosphatase 2
(PP2) avec I’acide okadaique entraine la phosphorylation et ’activation de la p38

MAPK (Boudreau et coll., 2007).

L’incub'ation de la calyculine A pendant 24 heures diminue I’activité de la NADPH-
réductase et du CYP3A6. Cependant, apres 48 heures d’incubation, I’acide
okadaique et la calyculine A diminuent I’activité de la NADPH-réductase et du
CYP3AG6. Ces résultats suggerent que 1’activité constitutive de la NADPH-réductase
et du CYP3A6 est diminuée par des phosphorylations normalement prévenues par
des protéines phosphatases sérine-thréonine. L’acide okadaique et la calyculine A
sont des inhibiteurs de protéines phosphatases 1 et 2, des protéines phosphatases
sérines/thréonines spécifiques. En plus de déphosphoryler les substrats des protéines
kinases, les protéines phosphatases vont aussi réguler I’activité de certaines

protéines kinases. In vitro, la protéine phosphatase 2 déphosporyle la PKA, la PKC,
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les ERK, la MEK, la MAPK et I'ikB, c’est-a-dire que la protéine phosphatase 2
déphosporyle et inactive ces kinases (Millward et coll., 1999). Par ailleurs, il a été
démontré que la calyculine A et I’acide okadaique diminuent I’activité basale et
I’activité induite par le phénobarbital des CYP2AS5, CYP2B10 et du CYP1A1/2
(Posti et coll., 1999), suggérant que la déphosphorylation des protéines kinases

pourrait moduler I’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6.

Nos données démontrent que [’acide okadaique et la calyculine A diminuent
I’activité de la NADPH-réductase d’environ 60%, aprés 48 heures d’incubation.
Lorsque I’on inhibe la PKC, la PL:K, les ERK 1/2 et la p38 MAPK en présence
d’inhibiteur de protéines phosphatases, nous n’observons aucune augmentation
d’activité de la NADPH-réductase, indiquant que ces voies de signalisations ne

régulent pas I’activité de la NADPH-réductase.

L’acide okadaique et la calyculine A inhibent I’activité du CYP3A6. L’activité
constitutive du CYP3A6 est augmentée apres I’inhibition de la PKC et de la PI3K.
Cependant, en présence de calyculine A, I'inhibition de la PKC et du PLI:K
n’augmente pas I’activité du CYP3A6. Par ailleurs, I'inhibition des ERK 1/2 n’a
aucun effet sur ’activité du CYP3A6 et ne change pas I’effet de la calyculine A sur
I’activité du CYP3A6. Le pyrrolidine dithiocarbamate diminue I’activité basale du
CYP3AS6 et son effet s’additionne 2 la diminution de ’activité du CYP3AG6 par la
calyculine A. Ces résultats suggerent que 1) la voie de la PKC et de la PI;K agissent

comme répresseur de 1’activité de base du CYP3A6 2) la PKC, la PI:K et les ERK
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1/2 ne sont pas impliquées dans la régulation négative de I’activit€¢ du CYP3A6 en
présence de calyculine A et 3) le pyrrolidine dithiocarbamate diminue 1’activité
constitutive du CYP3A6 soit par un mécanisme post-transcriptionel, c’est-a-dire
secondairement a la diminution de ’activité de la NADPH-réductase ou soit par les

propriétés d’antioxydant du pyrrolidine dithiocarbamate.

La phosphorylation des résidus sé€rines du CYP2B1 et du CYP2B4 par la protéine
kinase A purifiée interfére avec la liaison a la NADPH-réductase et empéche le
transfert d’€lectrons, ce qui inhibe leurs activités; en plus, la phosphorylation de la
sérine altere la conformation du CYP2BI1 inhibant son activité catalytique (Oesch-
Bartlomowicz et Oesch, 2002). Ces résultats soulévent la possibilité qu’en inhibant
les protéines phosphatase 1 et 2 par la calyculine A, I’activation des kinases mene a
la phosphorylation de résidus sérines du CYP3A6 et de la NADPH-réductase
entrainant une réduction de leur activité. Dans ce cas, la phosphorylation ne serait
pas causée par les protéines sérine/thréonines kinases étudiées soit la PKC, les ERK
1/2, la PI3K et la p38 MAPK, car leur inhibition n’empéche pas la diminution
d’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6 par la calyculine A. La c-Jun N-
terminale kinase (JNK) fait partie de la famille des MAPK, elle est activée par les
formes radicalaires de I’oxygene, les cytokines pro-inflammatoires et par I’inhibition
des protéines phosphatase sérine/thréonine (Shen et Liu 2006; Poulos et coll., 1997;
Avdi et coll., 2002). Les résultats négatifs concernant la PKC, les ERK 1/2, la p38

MAPK et la PIzK nous poussent a émettre ’hypotheése selon laquelle la JNK est
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responsable de la diminution d’activité de la NADPH-réductase et du CYP3A6

lorsque les hépatocytes sont incubés avec 1’acide okadaique et la calyculine A.

Suite a I’incubation des Hcont avec de la calyculine A pendant 48 heures,
I’expression du CYP3A6 a doublée, démontrant que ’induction de I’expression du
CYP3A6 implique des phosphorylations. Il est possible que la JNK soit responsable
de I'augmentation d’expression du CYP3A6 par la calyculine A. Lorsqu’elle est
activé, la JNK phosphoryle c-jun qui diméris€ a c-fos forme la protéine d’activation
1 (AP-1) (Lo et Cruz, 1995). L’inhibition des protéines phosphatases 1 et 2 par
I’acide okadaique et de la calyculine A augmente I’activité de JNK et augmente
I’activité de liaison de I’AP-1 a ’ADN (Rosenberger et coll., 1999). L’ AP-1 est un
facteur de transcription qui régule 1’expression des genes impliqués dans la réaction
inflammatoire. Il a été démontré que durant I’hypoxie, I’AP-1 se fixe au promoteur
du géne du CYP3A6 et induit son expression (Fradette et du Souich, 2003). Ces
rapports suggerent que 1’augmentation de I’expression du CYP3A6 par la calyculine
A pourrait étre secondaire a ’activation de la JNK et de I’AP-1. De plus, nos
résultats démontrent que I’inhibition de ERK 1/2 avec le PD098059 empéche
I’induction du CYP3A6 par la calyculine A. Or, il a été démontré que
I’augmentation de D’expression du CYP3A6 par I’hypoxie est prévenue par
I’inhibition des ERK 1/2 (Fradette et du Souich 2003); de plus, il est connu que ERK
1/2 sont essentiels a l’augmentation de l’expression de I’AP-1 produite par
I’inhibition des protéines phosphatases (Rosenberger et coll., 1999) et que comme

INK, les ERK 1/2 augmentent I’expression de AP-1 (Poulos et coll., 1997). En base
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a ces rapports, I’hypothése est que 1’activation des ERK 1/2 serait impliquée dans la
régulation positive de I’expression du CYP3AG6 et serait nécessaire a 1’induction de

I’expression du CYP3AG6 par la calyculine A.

Contrairement a I’expression du CYP3A6, I’expression de la NADPH-réductase
n’est pas modifiée aprés 24 et 48 heures d’incubation avec les inhibiteurs de
protéines phosphatases, suggérant que la réduction de I’activité du CYP3AG6 par la
calyculine A est possiblement secondaire a des changements post-transcriptionels,
c’est-a-dire un ralentissement du cycle catalytique provoqué par la diminution de

I’activité de la NADPH-réductase.

Le SB203580 augmente 1’expression du CYP3AG6 et I’expression est de 1,5 fois plus
élevé lorsque 1’on combine la calyculine A au SB203580. La p38 MAPK exerce un
role répresseur de I’induction des geénes des enzymes de phase II ARE-dépendant
(antioxydant responsive element-dependant) (Yu et coll., 2000). 11 a été démontré
que I’inhibition des protéines phosphatases par la calyculine A active et phosphoryle
la p38 MAPK (Chen et coll., 2000b; Birkenkamp et coll., 2000) impliquant que
I’activation simultanée de la JNK et de la p38 MAPK par la calyculine A provoque
une augmentation d’expression du CYP3A6, mais que de base, la p38 MAPK

pourrait étre impliquée dans la répression de I’expression du CYP3AG6.
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Cette étude nous permet d’atteindre un certain nombre de conclusions.
Premiérement, in vivo, la réaction inflammatoire provoquée par l’injection de
térébenthine diminue I’activité¢ de la NADPH-réductase de méme que I’activité du
CYP3A6. En plus de diminuer I’activité de la NADPH-réductase, la réaction
inflammatoire diminue I’expression et la quantit¢ d’ARN messager de la NADPH-
réductase. Nous pouvons spéculer que ld diminution de 60% de D’activité du
CYP3AG6 lors de la réaction inflammatoire est en partie secondaire & la réduction de
I’activité de la NADPH-réductase et en partie causée par la diminution de

I’expression du CYP3A6.

Deuxiemement, nos résultats démontrent que, in vitro, les cytokines pro-
inflammatoires, I’'IL-6 et I’IL-1B, mais pas I'IFN-y ni le TNF-0, diminuent I’activité
et I’expression de la NADPH-réductase. Les deux cytokines, I'IL-6 et I'IL-1j,
diminuent I’activité et I’expression du CYP3A6. La diminution de I’activité de la
NADPH-réductase et du CYP3A6 par I'IL-6 et L’IL-1B est secondaire a un
mécanisme pré-transcriptionel, c’est-a-dire que la diminution de Pactivité de la
NADPH-réductase est provoquée par la diminution de I’expression de la protéine.
De plus, la diminution de I’activité du CYP3A6 par I’IL-6 et ’IL-1B doit en partie

étre secondaire a la diminution de ’activité de la NADPH-réductase.

Outre les cytokines, les radicaux libres influencent I’activité de la NADPH-
réductase. Le monoxyde d’azote et le peroxyde d’hydrogene diminuent I’activité de

la NADPH-réductase et ’activité du CYP3A6. La diminution de I’activité de la
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NADPH-réductase par le monoxyde d’azote est comparable a la diminution de
I’activité du CYP3A6. Cependant, le peroxyde d’hydrogéne a un effet inhibiteur

plus puissant sur I’activité de la NADPH-réductase que sur I’activité du CYP3A6.

L’inhibition de la voie de la p38 MAPK par le SB203580 et le SKF86002
n’influence pas I’activité de base de la NADPH-réductase. La voie de la p38 MAPK
n’est pas impliquée dans la diminution de I’activité de la NADPH-réductase par
I’IL-6. L’augmentation apparente de I’activité du CYP3A6 par le SB203580 est
causée par un artéfact lors de la lecture de I’activité du CYP3A6. Le SKF86002
n’augmente pas I’activité de base du CYP3A6, ce qui nous permet de conclure que
la voie de la p38 MAPK n’est pas impliquée dans la modulation de I’activité de la

NADPH-réductase et du CYP3AS6.

Nos études nous informent sur les voies de signalisations impliquées dans la
régulation de I’activité et ’expression de la NADPH-réductase. L’activité des voies
de la P:K, des ERK1/2 et de la JAK/STAT est nécessaire au maintien de ’activité
de base de la NADPH-réductase. Aucune de ces voies n’est impliquée dans la
diminution de I’activité de la NADPH-réductase par 1’IL-6. Par ailleurs, nous avons
démontré que le pyrrolidine dithiocarbamate diminue 1’activité de la NADPH-
réductase probablement en induisant I’héme oxygénase 1. A ce stade, il n’est pas
possible d’exclure que le pyrrolidine dithiocarbamate diminue 1’activité de la
NADPH-réductase par la diminution du transfert d’électrons grace a ses propriétés

d’antioxydant.
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L’activité du CYP3A6 a augmenté par I’inhibition de la PKC et de la PI3K. D’un
autre coté, les activités de la NADPH-réductase et du CYP3A6 sont diminuées par la
calyculine A et cette diminution n’est pas affecté par I’inhibition de la PKC, du
PI:K, des ERK 1/2 et du NF-xB suggérant que [’inhibition des protéines
phosphatases 1 et 2 par la calyculine A active d’autre sérine/thréonine kinase,
comme par exemple la JNK. L’augmentation de I’expression du CYP3A6 par la
calyculine A pourrait étre provoquée par I’activation de JNK et de I’AP-1. L’effet de
la calyculine A sur I’expression du CYP3A®6 est inhibé par le PD098059, inhibiteur
de la ERK 1/2, suggérant que la voie des ERK 1/2 serait nécessaire a I’augmentation
de I’expression du CYP3AG6 par la calyculine A. L’inhibition de la p38 MAPK par le
SB203580‘ augmente ’expression du CYP3A6 et cet effet s’additionne a
I’augmentation d’expression du CYP3A6 par la calyculine A, suggérant que la p38

MAPK pourrait agir comme suppresseur du géne du CYP3A6.

Finalement, les études réalisées mettent en €vidence le parallélisme entre les
changements de I’activité de la NADPH-réductase et les modifications de 1’activité
du CYP3A6. Que se soit par la réaction inflammatoire ou par I’incubation avec des
cytokines, avec du monoxyde d’azote, avec du peroxyde d’hydrogeéne ou par
I’inhibition des protéines phosphatases et par I’inhibition de I’activation du NF-«B,
toutes ces expériences ont diminué 1’activité de la NADPH-réductase et entrainé une
diminution de I’activit¢é du CYP3A6, souvent en absence de changement de

I’expression de la protéine.
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