2

Enzymes du métabolisme
de ’éthanol

La majeure partie de 'éthanol est oxydée au niveau de I'’hépatocyte. Le
métabolisme fait intervenir deux oxydations, la premiére transformant I’al-
cool en acétaldéhyde, la seconde I’acétaldéhyde en acétate (figure 2.1).

Ethanol |

——
Hiy "
e / A A
L
--'-'--'-'-

Catalase "OH ADH MECS

\;\‘ ru l‘:_-..-_-. 5

Acétaldéhyde

ALDH

+\u.=..

| Acétate

Figure 2.1 : Métabolisme hépatique de I'éthanol
ADH : alcool déshydrogénase ; ALDH : aldéhyde déshydrogénase ;
MEOS : voie microsomale ; CYP : cytochrome P450

Loxydation de I'éthanol en acétaldéhyde se fait selon trois voies enzymati-
ques, chacune située dans un compartiment cellulaire différent. Les voies les
mieux établies sont celles de I'alcool déshydrogénase (ADH), qui est cytoso-
lique, et celle du systéme microsomal d’oxydation de I’éthanol (MEOS), qui
fait intervenir le cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) et qui est localisée dans le
réticulum endoplasmique. La voie de PADH est prépondérante. La voie de la
catalase, localisée dans les peroxysomes, semble peu importante, car la pré-
sence d’eau oxygénée, nécessaire a la réaction, est limitée dans l'organisme.
Une partie de I'éthanol peut également étre oxydée par une voie radicalaire,
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résultant de I'attaque de I'éthanol par des radicaux hydroxyles (*OH) générés
au cours du métabolisme de I’éthanol. Cette voie a plus récemment été décrite
et son importance est encore mal connue. 'acétaldéhyde est ensuite oxydé en
acétate par 'aldéhyde déshydrogénase (ALDH), dont la localisation est cyto-
solique et mitochondriale. I'acétate est libéré en grande partie dans la circu-
lation générale et oxydé en CO, et H,O dans les tissus extrahépatiques. Seules
sont reprises dans ce chapitre les principales enzymes du métabolisme de

I’éthanol, ’ADH, le CYP2E1 et 'ALDH.

Alcool déshydrogénase

Lalcool déshydrogénase (ADH) est une enzyme cytosolique utilisant le
NAD" comme cofacteur. C’est une protéine dimérique contenant deux ato-
mes de zinc par sous-unité. Elle appartient a une famille polygénique dans
laquelle on peut identifier, chez ’homme, 7 génes (ADHI a ADH7) qui
codent pour des sous-unités différentes.

Classification des ADH

Les sous-unités sont associées deux par deux pour former des isoenzymes,
réparties dans cing classes selon leurs propriétés électrophorétiques, enzyma-
tiques et leurs similarités de séquence (tableau 2.I) (Bosron et Li, 1986 ; Ehrig
et coll., 1990). La séquence en acides aminés complete de ces isoenzymes a été
décrite (Jornvall et coll., 1987). Il existe un polymorphisme génétique pour les
loci ADH2 et ADH3. Les alleles ADH2*1, ADH2*2 et ADH2*3 codent
respectivement pour les sous-unités Bl, B2 et B3, les alleles ADH3*1 et
ADH3*2 pour les sous-unités y1 et y2. Généralement, les sous-unités identi-
ques s’assemblent entre elles pour former des isoenzymes homodimériques
(aa, B1B1..). Cependant, les sous-unités de la classe I peuvent se combiner
pour former des hétérodimeres (o,f...)

Les enzymes de classe I (ADH-a,,y) sont principalement présentes dans le
foie et les glandes surrénales, mais également en plus faible quantité dans le
rein, le poumon et d’autres tissus, excepté le cerveau et le coeur (pour revues
Crabb, 1995 ; Edenberg, 2000). Elles ont une forte affinité pour I’éthanol (Km
ou constante de Michaelis bas: 0,05 — 4,4 mM), et jouent du fait de leur
abondance dans le foie un role tres important dans le métabolisme de I'alcool.

Les enzymes de classe II (ADH-7t) ont été détectées dans le foie et le duodé-
num. Elles ont un Km plus élevé pour I'éthanol (34 mM) mais sont trés
abondantes dans le foie, ce qui signifie qu’elles contribuent a 'oxydation de
’alcool pour des concentrations élevées.

Les enzymes de classe III (ADH-y), relativement abondantes dans tous les
tissus étudiés, y compris le cerveau, les leucocytes et 'estomac, seraient les
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Tableau 2.1 : Classification des ADH

Classe Gene Allele Sous-unité KM gnanol Vmax Localisation tissulaire
[mM (g/] (min)
ADH1 ADH1 a 4(0,2) 23 Foie
ADH2 ADH2*1 1 0, 05 (0,002) 9 Foie, poumons
ADH272 B2 0,94 (0,04) 340
ADH2*3 B3 34,0 (1,56) 320
ADH3 ADH3*1 \2! ,0 (0,05) 88 Foie, estomac
ADH3?2 Y2 0, 63 (0,029) 35
Il ADH4 ADH4 m 34,0 (1,56) 20 Foie
Il ADH5 ADH5 X > 1000 (46,0) Tous tissus + cerveau
v ADH7 ADH7 o, 37,0(1,7) 1510 (Esophage, estomac
v ADH6 ADH6 ? ? ? Foie (ARNm)

Les constantes cinétiques sont données pour des dimeres. Km (constante de Michaelis) représente la concentration
d’éthanol pour laguelle 'enzyme travaille a moitié de sa vitesse maximale. Vmax représente la vitesse maximale de
I'activité enzymatique et est exprimée en mole de substrat métabolisée par minute et par mole d’enzyme. Les
enzymes travaillent & leur vitesse maximale pour des concentrations d’environ 10 & 20 Km.

« ancétres » de ’ADH. Elles métabolisent les alcools a longue chaine et les
acides gras ®-hydroxylés (Pares et Vallee, 1981) et sont également appelées
formaldéhyde déshydrogénases glutathion-dépendantes (Koivusalo et coll.,
1989). Elles ont un Km élevé pour I’éthanol, compatible avec les concentra-
tions susceptibles d’étre présentes au niveau de I'estomac. Elles pourraient de
ce fait participer au « métabolisme de premier passage » de ’éthanol et expli-

quer les différences hommes/femmes a ce niveau, ces derniéres ayant une
activité ADH-y plus faible que les hommes (Baraona et coll., 2001).

Les enzymes de classe [V (ADH-n ou ¢ selon les auteurs) ont été découvertes
plus récemment (Yin et coll., 1990 ; Moreno et Pares, 1991). Elles ont été
purifiées A partir de estomac et de I"cesophage. Elles ont une faible affinité
pour I'éthanol (Km 37 mM) mais une vitesse de métabolisation élevée.
L ADH-o est habituellement présente chez les Caucasoides, mais absente ou
trés faiblement active chez la majorité des Asiatiques (Lieber, 2000). La
contribution de I’ADH gastrique au métabolisme de premier passage de 'al-
cool fait actuellement 'objet de débats (Lieber, 2000). Elle semble cependant
mineure et indépendante du sexe et de ’Age chez les Asiatiques (Yin et coll.,
1999 ; Lai et coll., 2000). En outre, TADH-c est trés active sur le métabolisme
du rétinol (Yin et coll., 1999 ; Ang et coll., 1996)) qui est oxydé en rétinal,
étape limitante dans la synthése de I'acide rétinoique. L'acide rétinoique joue
un role important dans le développement embryonnaire, la spermatogenése et
la différenciation épithéliale.

L'ADH de classe V, qui est le produit du gene ADH6, est mal caractérisée.
LADH6 a été cloné en criblant des bibliotheques d’ADN génomique et
d’ADNc avec des oligonucléotides correspondant & certaines régions des
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ADH (Yasunami et coll., 1991). UARN messager de ce géne a été identifié
dans le foie et ’estomac, mais I'enzyme elle-méme n’a pas été purifiée.

Régulation de I'expression de ’ADH

Les isoenzymes de I’ADH constituent 1 % des protéines cytosoliques du foie et
leur ARN messager y est trés abondant, indiquant que ces génes sont trés actifs
dans le foie. La distribution de ’ADH dans les hépatocytes fait état d’une
localisation périportale, périveineuse ou continue selon les études. Ces diffé-
rences proviennent probablement du manque de spécificité des anticorps
utilisés. Les quantités d’ADH different selon les sujets.

Les 7 génes codant pour les isoenzymes de ’ADH sont situés sur le chromo-
some 4, dans une région contenant également les génes de protéines spécifi-
ques du foie (albumine, a-feetoprotéine, fibrinogeéne..). La régulation de ces
génes a fait 'objet d’'une revue récente (Edenberg, 2000). La structure des
geénes et la spécificité tissulaire des promoteurs ont été tres étudiées. Les genes
de ’ADH ont environ 15 kb et 9 exons. Les promoteurs sont constitués d’une
combinaison de sites de liaisons pour des facteurs de transcription ubiquitaires
et pour des facteurs spécifiques de certains tissus. Les affinités de ces différents
sites de liaison different entre les classes et pourraient expliquer I’activation
des ADH 1, 2, 3 au cours du développement foetal.

Des sites de liaison pour les hormones thyroidiennes, I'acide rétinoique et les
glucocorticoides ont été décrits dans les régions « amont » des génes de
I’ADH. Ces hormones affectent I'activité des promoteurs in witro : 'acide
rétinoique et les glucocorticoides activent la transcription, les hormones
thyroidiennes antagonisant I'effet de 'acide rétinoique (Harding et Duester,
1992). Mais ces effets semblent nuls ou faibles in vivo. D’autres hormones ont
été étudiées, mais moins en détail (Crabb, 1995). Chez I’animal, la régulation
de ’ADH a été étudiée en mesurant le contenu hépatique en ADH ainsi que
la vitesse d’élimination de I’alcool in vivo. Le jeline, un régime hypocalorique
ou une carence en zinc diminuent la vitesse d’élimination de I’alcool (Bosron
et coll., 1984). Chez le rat, ’hormone de croissance augmente ’activité de
I’ADH, alors que les androgenes et les hormones thyroidiennes la diminuent.
Lhypophysectomie, la thyroidectomie et I'orchidectomie augmentent 'acti-
vité de ’ADH. Chez ’homme, le traitement par des androgénes diminue la
vitesse d’élimination de I’alcool (Mezey et coll., 1988). Mishra et coll. (1989)
ont montré que les femmes avaient des vitesses d’élimination d’alcool supé-
rieures 2 celles des hommes. Cependant, dans d’autres études, aucune diffé-
rence liée au sexe n’a été retrouvée au niveau de 'activité ADH hépatique ni
de I'élimination de I'alcool. Lactivité de I’ADH est diminuée chez les consom-
mateurs excessifs et chroniques d’alcool et augmente apres sevrage (Thomas et

coll., 1982).
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Polymorphisme génétique de ’ADH

Il existe un polymorphisme génétique pour les g¢nes ADH2 et ADH3 (Bosron
et Li, 1986). Les alleles ADH2*1, ADH2*2 et ADH2*3 codent respective-
ment pour les sous-unités B1, B2 (Arg/His 47) et B3 (Arg/Cys 369). Bien que
différant par un seul acide aminé, ces isoenzymes ont des propriétés catalyti-
ques tout 2 fait distinctes in wvitro, car la mutation affecte le site de fixation du
NAD? sur 'enzyme. La forme B1 a une faible activité (vitesse maximale (Vm)
basse) mais une forte affinité pour I'éthanol (Km bas), alors que les formes 2
et B3 ont une forte activité et une plus faible affinité, ce qui signifie que ces
formes seront sollicitées pour des concentrations plus fortes d’alcool.

Les alleles ADH3*1 et ADH3*2 codent pour les sous-unités yl et y2
(Arg/Gln 271 ; lle/Val 349), les sous-unités y1 étant 2,5 fois plus actives que
les sous-unités y2 pour une faible quantité d’alcool ingérée.

La fréquence des alléles codant pour 'ADH de la classe I differe selon les

ethnies (tableau 2.11).

Tableau 2.11 : Fréquence (%) des alléles de ’ADH selon I’ethnie (d’aprés Bosron
et Li, 1986)

Fréquence (%)

ADH 2*1 ADH 2*2 ADH 2*3 ADH 3*1 ADH 3*2
Caucasoides > 95 <5 <5 50 50
américains
Caucasoides 85 <15 <5 60 40
européens
Asiatiques 15 85 <5 95 5
(Japonais)
Afro-Américains 85 <5 15 85 15

Chez les Caucasoides, TADHZ2*1 est prédominant alors que ¢’est TADH2*2
chez les Asiatiques. Les Caucasoides partagent a fréquence égale les ADH3* ]
et ADH3*2 alors que I'allele ADH3*1 prédomine chez les sujets asiatiques ou
afro-américains.

Influence de ’ADH et de ses polymorphismes sur le métabolisme
et la consommation d’alcool

Toutes les isoenzymes de I’ADH montrent une cinétique de Michaelis-
Menten vis-a-vis de I’éthanol et seules les isoenzymes yy semblent avoir une
coopérativité négative pour I'éthanol. CADH oxyde ’éthanol en acétaldé-
hyde selon un mécanisme « ping-pong » ot le NAD™ doit pénétrer dans son
site de fixation avant que I’éthanol n’entre dans le domaine catalytique. La
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quantité d’ADH est peu limitante dans le métabolisme de I’éthanol : I'oxyda-
tion de I'éthanol est en réalité controlée par la vitesse de réoxydation du
NADH produit et par la quantité d’acétaldéhyde généré, qui peut étre inhibi-
teur (Crabb et coll., 1983). Les taux de NADH sont controlés par P'activité
des navettes permettant de transférer les équivalents réduits vers la mitochon-
drie et par I'activité de la chatne respiratoire mitochondriale. Si la réduction
de P'activité de ’ADH (rencontrée par exemple lors du jetine) entraine une
diminution de la capacité d’oxydation de I’éthanol par le foie, 'oxydation de
I’éthanol n’augmente pas de fagon proportionnelle a I'augmentation de 'acti-
vité enzymatique. Ainsi, les sujets possédant les sous-unités B3, par exemple,
n’ont une augmentation du métabolisme de 'alcool que de 20 % malgré des
activités enzymatiques potentiellement trés élevées (Thomasson et coll.,
1995), suggérant que le taux de réoxydation du NADH est limitant. L'incapa-

cité a accroitre 'oxydation de 'acétaldéhyde qui s’accumule peut également
limiter 'activité de ’ADH.

Les génotypes de ’ADH ont été associés a des différences de consommation
d’alcool. Les sujets possédant un allele ADH2*2 (enzyme trés active) ont un
risque de consommation excessive d’alcool diminué. La prévalence de
I’ADH3*1 semble prédominante chez les sujets ne consommant pas excessi-
vement de 'alcool, mais semble plus liée a la présence de I'allele ADH2*2 qu’a
un effet propre. En effet, les alleles ADH2*2 et ADH3*1 sont voisins sur le
chromosome et peuvent donc étre transmis ensemble. Le fait que I'allele
ADH2%*2 soit « protecteur » contre la consommation excessive d’alcool a été
retrouvé dans toutes les ethnies (Asiatiques, Maoris néo-zélandais ou Cauca-

soides) (Crabb, 1995 ; Li et coll., 2001 ; Borras et coll., 2000).

Cytochrome P4502E1 (CYP2ET1)

La deuxie¢me voie d’oxydation de ’éthanol en acétaldéhyde la mieux établie
est la voie microsomale ou MEOS (Lieber et de Carli, 1968) qui fait intervenir
principalement le CYP2E1 (Koop et Coon, 1986). Cette enzyme appartient a
la superfamille des cytochromes P450 qui utilisent le NADPH et 'oxygene
comme cofacteurs. D’autres isoenzymes du P450, les CYP1A2 et CYP3A4,
peuvent également contribuer au métabolisme de I’éthanol (Salmela et coll.,
1998). Ces enzymes membranaires sont localisées principalement dans le
réticulum endoplasmique. Le Km du CYP2EI pour I’éthanol est d’environ
10 mM (0,5 g/1). Des radicaux libres sont produits au cours du métabolisme de
I’éthanol par le CYP2E1 (Eckstrém et Ingelman-Sundberg, 1989), notam-
ment des radicaux hydroxyles (*OH) qui vont participer a 'oxydation de
I’éthanol en acétaldéhyde et a la formation de radicaux hydroxyéthyles (Al-
bano et coll., 1999) impliqués dans la toxicité de I’éthanol. Le CYP2E1
possede également la capacité d’oxyder I'acétaldéhyde en acétate et son
affinité pour I'acétaldéhyde est environ 1 000 fois plus grande que pour I'étha-

nol (Terelius et coll., 1991 ; Bell-Parikh et Guengerich, 1999). Le CYP2E1
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catalyse de facon spécifique le métabolisme de nombreuses molécules, plus de
100 substrats étant connus a I’heure actuelle (tableau 2.11I).

Tableau 2.111 : Principaux substrats, inducteurs et inhibiteurs du CYP2E1

Substrats Inducteurs Inhibiteurs
Benzéne Diméthylsulfoxyde Chlorméthiazole
Acétone Acétone Diallylsulfide
Chloroforme Pyrazole Diethyldithiocarbamate
Acétonitrile Benzene Disulfiram
Dapsone Isopropanol Malotilate

Aniline Ethanol 4-Méthylpyrazole
Chlorure de vinyle Isoniazide Phénéthylisothiocyanate
Chlorzoxazone Pyridine

Enflurane Trichloréthyléne

Ethanol

Ether Diabéte

Glycérol Jelne

Halothane Obésité

Nitrosamines

Paracétamol

Phénol

p-nitrophénol

Pyrazole

Pyridine

Styréne

Tétrachlorure de carbone

Parmi ces molécules, certaines sont des substrats endogénes (acétone, acides
gras), d’autres proviennent de l’alimentation (éthanol, nitrosamines..),
d’autres sont des médicaments (anesthésiques, paracétamol, chlorzoxazone...)
ou des solvants organiques industriels (benzene, trichloréthylene, styréne..).
La chlorzoxazone, médicament myorelaxant utilisé couramment aux Etats-
Unis, est un excellent substrat pour le CYP2EI. Elle peut étre utilisée aussi
bien in vitro (Peter et coll., 1990) qu’in vivo (Lucas et coll., 1999) pour mesurer
'activité de 'enzyme. Il a été trés récemment montré que 'acide rétinoique
était également un substrat pour le CYP2E1. Son métabolisme par le CYP2E1
entraine une diminution des récepteurs a 'acide rétinoique impliqués dans la
transduction du signal rétinoide. Ceci peut avoir des répercussions sur la
prolifération cellulaire et la transformation maligne (Liu et coll., 2001).
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Régulation de I'expression du CYP2E1

Le CYP2E1 est exprimé en grande quantité au niveau de 'hépatocyte, et en
quantité 10 a 100 fois plus faible dans les cellules de Kupffer (Koivisto et coll.,
1996) et les tissus extrahépatiques (poumons, cesophage, intestin, cerveau,
lymphocytes...) (pour revue Lieber, 1999). La répartition du CYP2E1 dans les
hépatocytes n’est pas homogene. Les plus grandes concentrations sont retrou-
vées dans la région périveineuse du lobule hépatique (Lindros et coll., 1990),
12 ot I'induction par I’éthanol et la toxicité sont le plus prononcées.

Chez le rat, activation du géne codant pour le CYP2EI a lieu un jour apres la
naissance (Ueno et Gonzales, 1990). Le CYP2El augmente jusqu'a 1'Age
adulte et reste ensuite stable au cours de la vie, mais la variabilité interindivi-
duelle des taux de CYP2E1 est grande chez 'homme et résulte probablement
des différentes inductions dues a des facteurs environnementaux (Le Mar-
chand et coll., 1999). La régulation hormonale du CYP2EI a été essentielle-
ment étudiée chez 'animal et dans divers modeles expérimentaux cellulaires

(Lieber, 1999).

A la différence de la voie de TADH, la voie microsomale du CYP2E1 est
inductible par I'alcool. Cette induction est observée soit a la suite de ’admi-
nistration d’une seule dose forte d’éthanol (4 g/kg chez le rat) (Petersen et
coll., 1982), soit au cours de I'alcoolisation chronique (Roberts et coll., 1994 ;
Mishin et coll., 1998 ; Lucas et coll., 1995a) ; elle est potentialisée chez
I’'animal par I’association de I'alcoolisation avec une diéte enrichie en acides
gras insaturés (Takahashi et coll., 1992). L'induction du CYP2E1 par I'alcool
peut se faire selon deux mécanismes :

e stabilisation de I’enzyme par son substrat, résultant d’'une diminution de la
dégradation de 'enzyme. Chez le rat, la demi-vie de la protéine ainsi stabilisée
serait de 37 heures au lieu de 7 heures pour la protéine constitutionnelle
(Roberts et coll., 1995) ;

e activation transcriptionnelle du géne pour des fortes concentrations d’al-

cool (Badger et coll., 1993).

Linduction du CYP2EI concerne aussi bien les tissus hépatiques qu’extrahé-
patiques (Roberts et coll., 1994 ; Montoliu et coll., 1995). Chez I’homme,
Takahashi et coll. (1993) ont montré que 'alcoolisation chronique induisait
le CYP2E1 dans la zone périveineuse du lobule hépatique et était accompa-
gnée d’'une augmentation de ’ARNm corrélée avec la quantité de protéine.
Apres arrét de l'intoxication alcoolique, le taux de CYP2E1 diminue rapide-
ment pour retrouver le taux de base en 5 jours environ (Perrot et coll., 1989 ;

Lucas et coll., 1995b ; Mishin et coll., 1998).

Certains solvants (acétone, benzéne), médicaments (isoniazide) et conditions
physiopathologiques (jetine, diabéte ou obésité) sont également des induc-
teurs du CYP2E1 (tableau 2.III). Un régime alimentaire dépourvu de méthio-

nine et de choline provoque chez le rat une stéatohépatite associée a une
induction du CYP2E1 (Weltman et coll., 1996). Cette induction du CYP2E1



Enzymes du métabolisme de I’éthanol

se retrouve également chez 'homme atteint de stéatohépatite d’origine non
alcoolique (Weltman et coll., 1998).

Le mécanisme d’induction du CYP2E1 varie selon 'inducteur (tableau 2.1V).
Il est complexe et peut intervenir a différents niveaux : transcriptionnel,
prétraductionnel, traductionnel et post-traductionnel (pour revue Koop et

Tierney, 1990).

Tableau 2.1V : Mécanismes d’induction du CYP2E1

Inducteur Niveau de régulation
Naissance, jelne, alcoolisation chronique Transcription

Diabete Stabilisation de 'TARN messager
Isoniazide Efficacité de la traduction
Ethanol, imidazole, isoniazide, acétone Stabilisation de 'enzyme

A linverse, on connait également des inhibiteurs du CYP2E1 (tableau 2.11I),
dont certains sont des médicaments (chlorméthiazole, disufiram, malotilate),
alors que d’autres, tels que le diallylsulfide (ail) ou le phénéthylthiocyanate
(cruciferes) se trouvent dans 'alimentation.

Polymorphisme génétique du CYP2E1

Le géne du CYP2EL1 est situé sur le chromosome 10. Il se compose d’environ
11 kb et 9 exons (Song et coll., 1986). Plusieurs polymorphismes génétiques
ont été décrits pour le CYP2E1 chez ’homme (Nedelcheva et coll., 1996),
mais aucun polymorphisme important n’affecte la partie codante du géne
(Itoga et coll., 1999). Deux sites ont été plus particulierement étudiés :

e le site de restriction Rsa I, en complet déséquilibre de liaison avec le site
Pstl (Hayashi et coll., 1991), est situé dans la partie 5’-régulatrice du gene. Il
permet de caractériser les alleles cl (commun) et c2 (muté). Cette mutation
augmente le taux de transcription in vitro d’'un géne reporter, mais des résultats
contradictoires concernant 'expression ou I'activité de 'enzyme ont été obte-
nus in vivo : dans certaines études, la présence de I'alléle muté est associée a
une activité transcriptionnelle augmentée (Watanabe et coll., 1994), alors
que, dans d’autres études, aucune différence d’expression ou d’activité n’a été
retrouvée (Carriere et coll., 1996 ; Powell et coll., 1998). A linverse, certai-
nes études ont montré que I'allele muté était plutdt associé a une diminution
de l'activité de la protéine (Le Marchand et coll., 1999) ou de son inductibi-
lité (Lucas et coll., 1995b) ;

e le site de restriction Dra I, situé dans I'intron 6, est partiellement lié au site
Rsal et permet de caractériser les alléles D et C (Hirvonen et coll., 1993). 19

ANALYSE



Alcool — Effets sur la santé

20

La fréquence des alleles mutés du CYP2E] differe selon les ethnies (tableau
2.V). Elle est relativement faible chez les Caucasoides (2 % a 8 %) compara-
tivement aux Asiatiques (20 % a 28 %).

Tableau 2.V: Fréquence (%) des alléles rares c2 (Rsal) et C (Dral) et
CYP2ET*1D (répétition) en fonction de I’ethnie

Fréquence (%)

Auteurs Ethnie c2 (Rsal) C (Dral) CYP2E1*1D
Lucas et coll., 1996 ; Plee-Gautier et coll., 2001 ; Caucasoides 2,5 7.9 15269
Mc Carver et coll., 1998

Stephens et coll., 1994 ; Hu et coll., 1999 Asiatiques 28,0 24,0 20,0

Lucas, présentation personnelle Indiens d’Amérique 12,0 17,0

Stephens et coll., 1994 ; Mc Carver et coll., 1998 Afro-Américains 1,0 8,0 20,0

En raison du role joué par le CYP2E1 dans le développement des hépatopa-
thies et dans I'activation de procarcinogenes, une association de ces deux
polymorphismes avec les maladies hépatiques dues a I'alcool ou avec différents
types de cancer a été recherchée dans de nombreuses études (métaanalyse
Wong et coll., 2000). Des résultats contradictoires ont été obtenus, ce qui
laisse penser que ces alléles mutés ne sont pas des facteurs de risque importants
dans la survenue de ces maladies.

Récemment, un polymorphisme de répétition, situé dans la partie 5’-
régulatrice du géne, a été décrit (Mc Carver et coll., 1998 ; Hu et coll., 1999).
Lallele CYP2EI*1D serait associé a une augmentation de I'inductibilité du
gene sous l'influence de I'alcool ou de I'obésité. Cependant, ces premiers
résultats demandent a étre confirmés dans des populations ou la fréquence de
ce polymorphisme est importante (Asiatiques et Afro-Américains), car une
étude menée chez des Caucasoides n’a pas permis de démontrer de fagon claire
une différence d’activité chez des hétérozygotes (Plée-Gautier et coll., 2001).

Influence du CYP2ET1 et de ses polymorphismes génétiques
sur le métabolisme et la consommation d’alcool

Les contributions respectives des différents systémes enzymatiques responsa-
bles du métabolisme de ’alcool ne sont pas clairement définies. Il semble que
le CYP2EI soit responsable d’environ 10 % du métabolisme de ’éthanol a
I'état non induit. Le taux de CYP2El est multiplié par 5 a 10 chez les
consommateurs excessifs d’alcool, mais la vitesse d’élimination de ’alcool
n’est augmentée que de 10 % a 20 % (Lands, 1998).

En ce qui concerne les polymorphismes génétiques du CYP2EI, aucune étude
n’a pu établir une relation claire entre le génotype et I'activité enzymatique du
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CYP2EL1 ou entre le génotype et la vitesse d’élimination de ’alcool (Ueno et
coll., 1996 ; Yoshihara et coll., 2000). Ceci rend probablement compte des
multiples facteurs environnementaux influencant le métabolisme de I'alcool.
Le polymorphisme génétique du CYP2EI n’a pas souvent été trouvé associé a
une consommation excessive et chronique d’alcool. Seules deux études ont
montré une fréquence accrue des alleles mutés C (polymorphisme Dral) chez
les consommateurs excessifs (Iwahashi et coll., 1998 ; Lucas et coll., 1996).

Aldéhyde déshydrogénase

Lacétaldéhyde est oxydé en acétate par 'aldéhyde déshydrogénase (ALDH).
Celle-ci appartient 2 une superfamille d’enzymes comprenant 16 génes chez
I’homme (Vasiliou et Pappa, 2000). Comme I’ADH, elle est NAD" dépen-
dante (Smith, 1986). Ces enzymes ont une large spécificité de substrat pour les
aldéhydes aromatiques et aliphatiques. Elles oxydent les aldéhydes en leur
acide carboxylique correspondant. La réaction est thermodynamiquement
irréversible dans les conditions physiologiques. Ces enzymes ont des constan-
tes d'inhibition fortes pour le NADH  la différence de nombreuses déshydro-
génases qui sont inhibées pendant le métabolisme de I'éthanol. Ainsi, les
ALDH restent actives malgré 'augmentation du rapport NADH/NAD™ qui a
lieu au cours du métabolisme de ’éthanol (Crabb, 1995).

Les deux isoenzymes les plus importantes dans le métabolisme de I’éthanol
sont PALDHI et TALDH2 (ALDH1A1 et ALDH2 selon la nouvelle nomen-
clature recommandée, Vasiliou et coll., 1999), toutes deux homotétraméri-
ques (Smith, 1986). CALDHI1, cytosolique, posséde des variants responsables
de différences de sensibilité & 'éthanol, méme si la base moléculaire de ces
différences n’est pas élucidée (Yoshida, 1992). Son Km pour 'acétaldéhyde est
de l'ordre de 50-100 uM et elle est sensible a I'inhibition in wvitro par le
disulfiram. Elle posséde une forte affinité pour le rétinal (Km = 60 nM a pH
7,5, (Yoshida et coll., 1992). CALDH2, mitochondriale, a une affinité pour
'acétaldéhyde beaucoup plus forte que ’TALDHI1 (Km < 1 uM) et est respon-
sable de la majeure partie de 'oxydation de I'acétaldéhyde en acétate. Elle est
moins sensible a 'inhibition par le disulfiram. La mesure de I’activité ALDH
dans le foie de sujets déficients pour ’ALDH2 suggere qu’environ 40 % de
'activité totale du foie est liée 2 TALDH2 et 60 % a ’ALDH1 ou aux autres
isoformes (Crabb, 1995). Lactivité de PALDH est également diminuée au
cours de I'alcoolisme chronique (Lin et coll., 1984 ; Argawal et coll., 1987),
mais remonte aprés quelques semaines de sevrage. Une autre ALDH a été
détectée au niveau des mitochondries. Elle a été appelée ALDHx ou ALDH5
(ALDH1BI selon la nouvelle nomenclature). Son Km pour 'acétaldéhyde est
égal a 30 uM, suggérant qu’elle pourrait jouer un role dans le métabolisme de
Péthanol (Stewart et coll., 1995).
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Régulation de I’expression de ’ALDH

L'enzyme parait étre répartie de facon homogene dans I’acinus hépatique, avec
une légere prédominance dans la zone périportale des hépatocytes, en accord
avec une augmentation de la toxicité de 'acétaldéhyde dans la zone péricen-
trale (Chen et coll., 1992). Les ARN messagers des ALDH 1, 2 et 5 sont
présents dans le foie (en grande quantité), mais également dans de trés
nombreux autres tissus : rein, muscle, cceur (en quantité relativement abon-
dante) et placenta, cerveau, pancréas (en quantité plus faible), suggérant que
ces tissus seront également des cibles privilégiées pour la toxicité par I'acétal-
déhyde (Crabb, 1995). Le controle génétique de 'expression de ’ALDH est
en cours d’étude. Le promoteur de TALDH?2 contient un site de liaison pour
un facteur de transcription ubiquitaire (Stewart et coll.,, 1996) qui joue
probablement un role dans 'expression du géne a faible niveau dans la plupart
des tissus. D’autres sites de liaison plus complexes ont également été identifiés
en amont et seraient impliqués dans ’expression plus forte du géne au niveau

du rein et du foie (Li et coll., 2001).

Polymorphisme génétique de I’ALDH

Plusieurs variants de TALDH]1 existent chez ’homme, tous basés sur le méta-
bolisme de ’éthanol (Yoshida, 1992). La nature de ces variants reste a déter-
miner sur le plan moléculaire. Un polymorphisme génétique a principalement
été mis en évidence au niveau de TALDH2 : I'allele ALDH2*1 code pour une
enzyme trés active, présente chez tous les Caucasoides, alors que TALDH2%2
code pour une enzyme inactive présente chez environ 50 % des Asiatiques
(Goedde et coll., 1979). La mutation responsable correspond a la substitution
d’une lysine par un acide glutamique a la position 487 du polypeptide, sur le
site de fixation du coenzyme, entralnant une augmentation d’un facteur 100
du Km du NAD", rendant ’enzyme inactive dans les conditions physiologi-
ques (Crabb et coll., 1989). Lallele commun est appelé ALDH2*1 et I'allele
mutant ALDH2*2. Le déficit en ALDH2 est un trait dominant : les hétéro-
zygotes comme les homozygotes présentent une activité enzymatique défi-
ciente. La conséquence de cette ALDH inactive est une accumulation d’acé-
taldéhyde associée a un afflux de sang (« flush ») facial et a des signes
d’intolérance a l'alcool (maux de téte, hypotension, tachycardie, faiblesse
musculaire, brilures épigastriques), semblables aux effets rencontrés lors de
I'administration de disulfiram (effet « antabuse »). La fréquence élevée de
I’TALDH2%2 dans certaines populations pourrait résulter d’une sélection par
leur résistance aux effets déléteres de toxines alimentaires et de maladies
infectieuses grace a leur enzyme inactive (Goldman et Enoch, 1990).

Un nouveau polymorphisme a été décrit dans la partie 5’-régulatrice du géne
de PALDH2 (Harada et coll.,1999 ; Chou et coll., 1999). Ce polymorphisme
est commun chez les Asiatiques, les Afro-Américains et les Caucasoides
(fréquences respectives de l'allele A 0,17, 0,34, et 0,44) et pourrait affecter
I'activité de 'enzyme ou sa régulation. Il est moins fréquent chez les Japonais
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consommateurs excessifs que chez les non-consommateurs excessifs homo-
zygotes pour ’TALDH2*1 (fréquence de I'allele rare 0,016 versus 0,068). Une
activité diminuée, suggérée par des expériences réalisées in wvitro, pourrait
engendrer des réactions d’aversion envers I'alcool et moduler le risque d’alcoo-
lisme.

Des études récentes ont montré que ’ALDHS est également polymorphique
(Sherman et coll., 1993). Les études sur un nombre limité de sujets n’ont pas
montré d’association entre les différents génotypes de ’ALDHS et la consom-
mation excessive d’alcool chez les Caucasoides.

Influence de ’ALDH et de ses polymorphismes génétiques
sur le métabolisme et la consommation d’alcool

Lactivité de ’ALDH n’est pas limitante dans le métabolisme de I'éthanol. On
considére que tout l'acétaldéhyde généré par 'ADH est métabolisé par
’ALDH. Cependant, la situation change lorsque I'on est en présence d’indi-
vidus ayant une ALDH2 déficiente. Chez ces individus, les concentrations
d’acétaldéhyde sont trés augmentées apres ingestion d’alcool (Wall et coll.,
1997) et on peut donc s’attendre a une inhibition de l'activité de ’ADH par
l'acétaldéhyde. CALDHZ2*2 étant dominant, les hétérozygotes auront des
activités enzymatiques intermédiaires entre celles des homozygotes ALDH2* ]
et ALDH 2*2. Bien que les études sur Peffet de ’ALDH2 déficiente soient
limitées a cause des effets néfastes observés, des taux d’élimination d’alcool
diminués ont été observés chez ces sujets (Crabb, 1995). Les concentrations
augmentées d’acétaldéhyde observées chez les consommateurs excessifs apres
ingestion d’alcool sont généralement associées 2 une augmentation, plutdt
qu’a une diminution, de I’élimination de l'alcool, mais ceci reflete alors
probablement l'induction du CYP2E1 qui oxyde a la fois I'éthanol en acétal-
déhyde puis 'acétaldéhyde en acétate.

Il est maintenant établi que la présence de l'allele ALDH2*2 protege forte-
ment contre la consommation excessive d’alcool (Peterson et coll., 1999 ;
Chen et coll., 1999a). En effet, une ALDH déficiente est associée a une
réduction de la quantité et de la fréquence de I'ingestion d’alcool, 'accumula-
tion d’acétaldéhyde dans le sang provoquant des réactions désagréables qui
dissuadent de consommer. Les sujets homozygotes sont protégés d’une
consommation excessive du fait de la sévérité de leur « flush », mais cette
protection ne tient en réalité qu'a I'abstinence qu’elle entraine. Il semble que
cet effet protecteur diminue au fil du temps, du fait de changements environ-
nementaux et culturels. En revanche, s’il y a consommation d’alcool, les taux
d’acétaldéhyde plus élevés entrainent des risques plus grands de développer un
cancer de I'cesophage ou du tractus aérodigestif (Yokoyama et coll., 1999). Il
faut également souligner que les individus ayant une ALDH2 déficiente sont
plus susceptibles a la toxicité de certains solvants industriels nécessitant une
activité ALDH dans leur processus de détoxication, comme par exemple le
2-méthoxyéthanol (Kitagawa et coll., 2000).
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Conséquences métaboliques et toxiques de I’oxydation
de I’éthanol

De trés nombreuses études ont montré que les principaux facteurs responsa-
bles de désordres métaboliques et de la toxicité de I’éthanol étaient I'augmen-

tation du NADH, la production d’acétaldéhyde, la génération de radicaux
libres et 'induction du CYP2E1 (Lieber, 1997b, 1999).

Augmentation du rapport NADH/NAD*

Dans le foie, la principale conséquence métabolique de I'oxydation de I’étha-
nol est 'augmentation du rapport NADH/NAD" (NAD" étant le coenzyme
des ADH et ALDH), ce qui entraine une perturbation du métabolisme des
glucides et des lipides. Il existe ainsi une augmentation de la transformation
des pyruvates en lactates, avec plusieurs conséquences : freinage de la néogly-
cogenése A partir des pyruvates, favorisant I’hypoglycémie qui peut étre in-
duite également par d’autres mécanismes, hyperlactacidémie susceptible de
conduire 2 une acidose ou a une hyperuricémie, ou de jouer un role dans les
crampes musculaires, ou bien encore de favoriser la fibrose hépatique. On
observe également une augmentation intrahépatique de L-glycérol-3-
phosphate utilisé dans la synthese des triglycérides, de méme qu’une diminu-
tion du catabolisme des acides gras par inhibition de la (-oxydation, favorisant
I'accumulation de triglycérides dans le foie (stéatose).

La poursuite de 'oxydation de 1’éthanol rend nécessaire la réoxydation cyto-
solique du NADH en NAD™. Cette réoxydation implique la participation des
mitochondries pour le transfert des équivalents réducteurs a travers la mem-
brane mitochondriale, via des navettes dont la principale est la navette
malate-aspartate.

Production d’acétaldéhyde

L'acétaldéhyde, métabolite trés toxique car trés réactif, est un intermédiaire
obligatoire dans le métabolisme oxydatif de I’éthanol. Ce composé est capable
de former des adduits aux molécules environnantes (protéines, enzymes, glu-
tathion..). Ces adduits ont été retrouvés aussi bien au niveau du foie que du
cerveau (Rintala et coll., 2000) : ils modifient les propriétés de certaines
protéines (diminution de I’activité enzymatique, transformation en protéines
antigéniques a l'origine de réactions immunologiques). Les adduits
acétaldéhyde-protéine stimulent en outre la production de collagene. L'acé-
taldéhyde est par ailleurs particulierement toxique pour la mitochondrie : il
favorise la mort cellulaire en diminuant le glutathion réduit et en augmentant
la peroxydation lipidique et les effets toxiques des radicaux libres. Lacétaldé-
hyde traverse le placenta, diminue la méthylation de ’ADN fcetal et peut
contribuer au syndrome d’alcoolisation feetale.
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Ces réactions sont cependant limitées par le maintien de concentrations tres
basses en acétaldéhyde par ’ALDH. Apres ingestion d’éthanol, la concentra-
tion circulante en acétaldéhyde est inférieure a 1 uM, grace a ’ALDH dont le
Km pour 'acétaldéhyde est tres bas, la vitesse de réaction étant supérieure a
celle de la transformation d’éthanol en acétaldéhyde. Les concentrations
d’aldéhyde circulantes sont augmentées chez les consommateurs excessifs
chroniques.

Formation de radicaux libres

De nombreuses études ont mis en évidence la production de radicaux libres
lors du métabolisme de I’éthanol. Ces radicaux libres sont a l'origine de la
lipoperoxydation des membranes. Ils peuvent provenir de I’activité microso-
male liée au CYP2EL, de la chaine respiratoire mitochondriale, source physio-
logique de radicaux libres ou de 'oxydation de 'acétaldéhyde par la xanthine
oxydase (Nordmann, 1994). Leur production est nettement liée a la présence
de fer non lié a des protéines. Différents modeles expérimentaux ont montré
un lien entre 'induction du CYP2E1, la peroxydation lipidique et la toxicité

hépatique (Nanji et coll., 1994 ; Wu et Cederbaum, 2000).

Lutilisation d’inhibiteurs du CYP2EI a permis de mettre en évidence le role
de cette enzyme dans la peroxydation lipidique et la toxicité hépatique de
I’alcool (Morimoto et coll., 1995). Cependant, les cellules de Kupffer sem-
blent jouer un rdle important dans I'initiation de cette toxicité chez le rat
(Koop et coll., 1997). Le métabolisme de I’éthanol par le CYP2E1 produit
différentes sortes d’especes radicalaires pouvant étre impliquées dans la
lipoperoxydation : anions superoxydes conduisant, en présence d’eau oxygé-
née et de fer, a la formation de radicaux hydroxyles trés réactifs, et radicaux
hydroxyéthyles provenant de l'attaque de I’éthanol par les radicaux hy-
droxyles, ou formés directement par le CYP2E1 (Albano et coll., 1999). Les
radicaux hydroxyéthyles attaquent a leur tour les molécules environnantes
et forment des adduits aux protéines (Clot et coll., 1996). Ceux-ci donnent
naissance a des anticorps (Clot et coll., 1997) dont la quantité est corrélée a
Pactivité du CYP2E1 chez les consommateurs excessifs d’alcool (Dupont et
coll., 1998). Des anticorps anti-CYP2EI et anti-CYP3A ont également été
mis en évidence chez des consommateurs excessifs d’alcool (Lytton et coll.,

1999).

La production de radicaux libres par le CYP2E1 ne semble pas étre le principal
facteur responsable du stress oxydant observé en cas de consommation exces-
sive d’alcool, I'activité du CYP2E1 et le taux de différents marqueurs du stress
oxydant n’étant pas corrélés chez des patients consommateurs excessifs chro-
niques (Dupont et coll., 2000).
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Induction du CYP2ET1 et activation de certains xénobiotiques
et procarcinogénes

Le CYP2E1l peut également, en dehors de toute consommation d’alcool,
métaboliser un certain nombre de xénobiotiques (solvants industriels, médi-
caments, procarcinogénes (Guengerich et Shimada, 1991) conduisant a des
métabolites parfois plus toxiques que leurs précurseurs (tableau 2.VI).

Tableau 2.VI : Principaux xénobiotiques activés par le CYP2E1 (d’aprés Koop et
Tierney, 1990)

Substrat Produit Toxicité
Benzeéne/phénol Phénol/hydroquinone Leucémie
N-nitrosodiméthylamine lon méthyl carbonium Tumeur hépatique
Paracétamol Benzoquinone-imine Toxicité hépatique
Tétrachlorure de carbone Radical trichlorométhyle Toxicité hépatique
Ethanol Acétaldéhyde Dommages hépatiques

Ainsi, a titre d’exemple, le paracétamol est métabolisé en un composé hépa-
totoxique, la N-acétyl-p-benzoquinone-imine (NAPQI) éliminé aprés conju-
gaison avec le glutathion (Park, 1996). Chez le consommateur chronique
d’alcool, I'activité du CYP2EL est augmentée et les réserves en glutathion
diminuées, ce qui abaisse le seuil de toxicité de ce médicament. De méme, les
nitrosamines présentes dans ’environnement (aliments, boissons, fumée de
cigarette) sont activées par le CYP2E1 en un carbocation génotoxique (Yoo et
coll., 1988) responsable de la carcinogénicité de ces molécules. Il a été montré
que I'alcool, inducteur du CYP2E1, potentialisait cette carcinogénicité.

En conclusion, des progres considérables ont été effectués dans la compréhen-
sion du métabolisme de I'éthanol et de 'acétaldéhyde par TADH et ’ALDH,
méme si les étapes limitantes de ces réactions demandent encore a étre
étudiées. L'importance des isoenzymes hépatiques sur la consommation d’al-
cool et sa toxicité doit étre soulignée, le meilleur exemple étant ’ALDH : en
effet, si une activité ALDH trés basse a un effet dissuasif pour la consommation
d’alcool et constitue donc un facteur protecteur contre une consommation
excessive, elle est a I'inverse un facteur de risque pour la toxicité en cas de
consommation d’alcool. Ces derniéres années ont vu également s’intensifier
les recherches sur une autre enzyme du métabolisme de I’éthanol, le CYP2E1,
dont on essaie de préciser le role dans la toxicité de I'éthanol et le stress
oxydant. Si la connaissance des mécanismes progresse grace a différents mo-
deles expérimentaux, expression et la régulation de cette enzyme chez
I’lhomme sont encore mal connues. Le métabolisme non hépatique de I’étha-
nol (cerveau, estomac..) demande également & étre mieux connu : méme si ces
tissus contribuent de facon peu significative a 1’élimination de 1’alcool, une
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meilleure connaissance de ce métabolisme devrait aider a la compréhension
de la toxicité de I'alcool dans ces tissus.
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