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Induction des cytochromes P450 :
stress oxydant et susceptibilité
individuelle

Le texte qui suit analyse plusieurs aspects des effets de la dioxine liés a
'induction des cytochromes P450 (CYP). Il traite les questions suivantes :
quelle est la part du stress oxydant dans les effets de la dioxine ? Par quels
mécanismes ce stress est-il provoqué et quelle est I'implication des cytochro-
mes P450 et de leur régulation ? Quelles sont les conséquences de 'induction
des cytochromes P450 sur I'interaction entre la dioxine et d’autres substances
(xénobiotiques ou endogenes) ? Quelles sont les conséquences en termes de
susceptibilité individuelle des polymorphismes génétiques de ces enzymes ?

Dioxines et stress oxydant

Les mécanismes de la toxicité des dioxines ont fait 'objet de nombreux
travaux. Un des mécanismes les plus étudiés et qui semble peu contesté par les
différents chercheurs dans le domaine est le déclenchement d’'un stress oxy-
dant. Cette notion est importante dans la mesure ot les effets toxiques du
stress oxydant sont bien connus. Il est vrai que ces effets sont assez généraux et
peu spécifiques d’'un organe. Mais les études épidémiologiques suggerent aussi
que la toxicité de la dioxine est assez peu spécifique : pathologie cutanée,
cancers de nature différente, pathologie cardiovasculaire et métabolique.. La
piste du stress oxydant comme médiateur d’une partie de la toxicité de la
dioxine est donc crédible et mérite d’étre poursuivie.

Expérimentalement, le stress oxydant provoqué par la dioxine a été mesuré de
plusieurs maniéres : mesure directe des especes réactives de I'oxygene, de
marqueurs de peroxydation lipidique et de formation de 8-hydroxy-guanine.
Méme si certains de ces tests sont difficiles & mettre en ceuvre, ils révelent
I'existence d’un stress oxydant qui se traduit par des Iésions des lipides et de
I’ADN. Le stress oxydant a été observé chez I'animal entier et dans des cellules
en culture d’origine animale (Alsharif et coll., 1994 ; Hassoun et coll., 1996 ;
Shertzer et coll.,, 1998 ; Morel et Barouki, 1999). En ce qui concerne les
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travaux chez ’lhomme, un stress oxydant a bien été observé dans des lignées de
cellules humaines en culture traitées par la dioxine (Morel et coll., 1999).
Ceci ne suffit pas a établir la réalité de ce stress in vivo et des travaux ayant pour
objectif la mise en évidence des marqueurs de peroxydation lipidique (MDA)
ou d’atteinte de ’ADN (8-hydroxyguanine) devraient étre encouragés chez
I’homme.

S'il est bien établi que la dioxine provoque un stress oxydant dont les consé-
quences sont compatibles avec la toxicité de ce polluant, il est encore difficile
d’établir la part exacte de ce stress dans les effets de la dioxine. Certaines
expériences in vivo suggerent que l'utilisation de composés antiradicalaires
comme la vitamine E s’oppose 2 certaines manifestations de la toxicité géné-
rale et feetale de la dioxine mais pas a I'apparition de malformations comme la
fente palatine (Wolfle et Marquard, 1996 ; Hassoun et coll., 1997). Dans des
expériences sur des cellules en culture, des anti-oxydants sont capables d’in-
hiber certains effets géniques de la dioxine (Morel et Barouki, 1998). L'altéra-
tion oxydative de I’ADN aprés un traitement par la dioxine devrait conduire a
'apparition de mutations. Cette possibilité serait en contradiction avec le role
de promoteur pur de cancérogenese attribué a la dioxine dans les modeles
animaux. Il est possible que le systéme de réparation soit suffisant pour éviter
I’apparition de mutations. A ce jour, la détermination du role exact du stress
oxydant dans les effets de la dioxine nécessite des travaux supplémentaires
dans différents modeles ex vivo et in vivo.

Role des CYP dans le stress oxydant provoqué
par la dioxine

Les mécanismes par lesquels la dioxine provoque un stress oxydant peuvent
étre multiples. La dioxine provoque une élévation des cytokines inflammatoi-
res qui sont capables de provoquer un stress oxydant. Linduction des cyto-
chromes P450 (CYP) est une autre piste intéressante qui sera analysée ici. La
dioxine induit trois CYP de la famille 1: le CYP1Al, le CYP1A2 et le
CYP1BI1 (Nebert et coll., 1990 ; Whitlock, 1999). Le CYP1A1 est en réalité
le prototype du géne inductible par la dioxine. Les mécanismes moléculaires
de cette induction sont a présent bien connus. Or il est établi que les mono-
oxygénases produisent au cours de leur cycle catalytique des especes réactives
de 'oxygene (Perret et Pompon, 1998). Ceci a été démontré pour le CYP1AT.
Il n’existe pas de souris invalidées pour le géne du CYP1A1 pour confirmer
I’hypotheése du role du stress oxydant dans les effets de la dioxine. En revan-
che, il existe des cellules en culture possédant une activité CYP1A1 trés faible
et dans lesquelles certains effets géniques de la dioxine dépendant du stress
oxydant sont absents (Nebert et coll., 1990 ; Yao et coll., 1995). Des travaux,
faits sur les souris dont le géne du CYP1A2 a été invalidé, indiquent que ce
cytochrome ne joue pas un role critique dans le stress oxydant provoqué par la
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dioxine (Slezak et coll., 1999). A I'examen de ces données, il semble intéres-
sant de développer des modeles expérimentaux ou la contribution du
CYP1AL et du stress oxydant dans les effets généraux de la dioxine puissent
étre précisément évalués. Ces modeles peuvent étre soit des modeles animaux
soit des modeles de cellules humaines en culture.

Comme tout systéme biologiquement important et susceptible d’engendrer
des métabolites réactifs, I'expression du CYP1A1 est controlée de plusieurs
maniéres. Le géne du CYP1AL1 est induit par le récepteur Ah lorsque ce
dernier est activé par un ligand comme la dioxine. Mais il existe aussi une
régulation négative de ce géne. Plusieurs cytokines inflammatoires ont un
effet répresseur décrit par différents laboratoires (Abdel-Razzak et coll., 1993 ;
Morgan, 1997 ; Morel et Barouki, 1998). De plus, le stress oxydant réprime
I'expression de ce géne par un mécanisme faisant intervenir le facteur trans-
criptionnel Nuclear factor I (NFI) (Morel et Barouki, 1999). Ce facteur est
inactivé par le stress oxydant par un mécanisme impliquant une cystéine
(Morel et coll., communication personnelle). Ces observations ont conduit
au modele d’autorégulation suivant : I'eau oxygénée produite par l'activité
enzymatique du CYP1AT1 inhibe l'activité du facteur transcriptionnel NFI et
réprime ainsi le promoteur du géne (Morel et Barouki, 1999). Il existe ainsi un
rétrocontrole de I'expression du géne par l'activité de la protéine. Ceci vise a
éviter une induction excessive du CYP. La figure 16.1 illustre cette autorégu-
lation en prenant le benzo[a]pyréne (BP) comme substrat et inducteur.

Hzoz
- o

@) -

PROMOTEUR CODANT

Figure 16.1 : Schéma de I'autorégulation du cytochrome P450 A1 (CYP1A1)
faisant intervenir ’'H,O, produite par I’enzyme
BP : benzolalpyrene ; NFI : facteur nucléaire | ; Arnt : AHR nuclear translocator
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En plus des enzymes de métabolisme des xénobiotiques de phase I comme les
CYP, la dioxine induit 'expression des enzymes de la phase Il comme la GST1
(glutathion S-transferase 1), la NQO1 (NAD(P)H-quinone oxydoréduc-
tase 1).. Contrairement aux CYP, ces enzymes sont aussi inductibles par le
stress oxydant et participent a la lutte contre ce stress (Nebert et coll., 2000)
(figure 16.2). De plus elles jouent un role dans la détoxication de certains
métabolites réactifs générés par le CYP1Al. Lexemple du métabolisme du
benzo[a]pyréne a été tres étudié en raison de son importance dans la cancéro-
genése pulmonaire. De ces études, deux points importants ressortent : I’équi-
libre entre les activités des enzymes de phase [ et celles de phase I est essentiel
pour la détoxication et les effets de la dioxine peuvent modifier le métabo-
lisme d’autres composés ; il est donc nécessaire d’envisager les interactions
entre la dioxine et d’autres substances, par exemple en cas de tabagisme.

TN

Dioxine (AhRR) ————» CYP stress oxvdant

N

GST, NQO1

Figure 16.2 : Schéma des régulations et des effets des enzymes de phase I
(CYP), et des enzymes des phase Il GST (glutathion S-transférase) et NQO
(NAD(P)H-quinone oxydoréductase)

Effets de I'induction des CYP sur le métabolisme des
xénobiotiques et des stéroides

Comme nous 'avons mentionné ci-dessus, 'induction des CYP et d’autres
enzymes du métabolisme des xénobiotiques modifie le métabolisme de subs-
tances comme le benzo[a]pyréne retrouvé en particulier dans la fumée de
tabac. Il est bien connu que certains métabolites oxygénés du benzo[a]pyréne
sont produits par le CYP1A1 et sont susceptibles de former des adduits a
I’ADN. IIs rendent compte de la toxicité de ce composé et de sa cancérogéni-
cité. Comme le montre la figure 16.3, le métabolisme du benzo[a]pyréne
aboutit & la formation du dérivé diol époxide tres toxique (Gautier et coll.,

1996). A chaque étape de ce métabolisme, une enzyme de la phase II est
capable de détoxiquer le benzo[a]pyrene en le transformant en un composé
plus hydrophile peu réactif. Ceci illustre bien I'importance de 'équilibre entre
les enzymes de phase I et ceux de phase II pour la détoxication des xénobioti-
ques. De plus, ceci montre que le CYP1AI, qui est essentiellement une
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Figure 16.3 : Schéma du métabolisme du benzopyréne
EH : époxyde hydrolase ; GST : glutathion S-tranférase ; UGT : UDP-glucuronosyl
transférase

enzyme de détoxication, peut dans certaines conditions engendrer des compo-
sés toxiques (métabolites réactifs ou especes réactives de I'oxygene).

Linduction de cytochromes P450 par la dioxine modifie le métabolisme de
composés endogeénes. L'cestradiol est métabolisé par plusieurs cytochromes
P450, entre autres le CYP1A1 et le CYP1BI. Ces deux CYP sont inductibles
par la dioxine, mais métabolisent I'cestradiol différemment (figure 16.4). Le
premier ’hydroxyle principalement en position 2 alors que le deuxieme I’hy-
droxyle principalement en position 4. Or ce dernier composé est toxique alors
que le premier ne U'est pas (Spink et coll., 1992 ; Gautier et coll., 1996 ; Spink
et coll., 1997 ; Taioli et coll., 1999). Le rapport entre ces deux cytochromes est
donc un déterminant important de la toxicité de I’cestradiol, notamment dans
la glande mammaire ot cette hormone est impliquée dans le processus cancé-
reux (Safe, 1998). Or, ces deux cytochromes peuvent avoir par ailleurs des
régulations différentes et donc le rapport de leurs activités peut varier en
fonction de situations physiologiques, pharmacologiques ou génétiques
(Spink et coll., 1997). Plus généralement, 'induction des CYP par la dioxine
peut participer aux effets anticestrogéniques de ce composé.

CYP1AI CYP1BI
2-OHE, - g, ——> 4-OH-E,

Détoxication Adduits a I'ADN
Mutagenese

Figure 16.4 : Schéma simplifié du métabolisme de I’cestradiol (E,) par les
cytochromes P450 (CYP)
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Susceptibilité individuelle d’origine génétique :
la « xénogénétique »

Un des aspects essentiels de la toxicité des xénobiotiques est la notion de
susceptibilité individuelle. Une susceptibilité différente des individus peut
étre due a un profil génétique particulier, par exemple dans les genes du
métabolisme des xénobiotiques et les génes régulateurs. Cette susceptibilité
individuelle est étudiée pour les médicaments et a permis I"émergence d’une
nouvelle discipline, la pharmacogénétique (Ingelman-Sundberg et coll.,
1999). Le méme phénomene peut étre évoqué pour les polluants comme la
dioxine ou d’autres xénobiotiques dans le cadre plus large de la « xénogénéti-
que ». De telles études commencent juste a étre réalisées dans le but de
comprendre les effets de la dioxine chez I’homme. Par ailleurs, des travaux ont
été réalisés pour tenter de corréler I'expression de génes du métabolisme des
xénobiotiques ou leurs polymorphismes et I'apparition de cancers chez
I’homme.

Parmi les genes étudiés, le CYP1A1 présente un intérét évident en raison de
son induction par la dioxine. Il est difficile de doser le taux basal du CYP1A1
et de son ARNm qui est tres faible. En revanche, le taux induit dans des
lymphocytes humains maintenus en culture est parfaitement dosable. Il appa-
rait que ce taux présente une grande hétérogénéité interindividuelle. Les
individus peuvent étre classés un peu artificiellement en trois catégories :
fortement, moyennement ou faiblement inductibles. Une corrélation a été
trouvée entre le niveau induit et 'apparition de cancers pulmonaires (Kiyo-
hara et coll., 1998). Des polymorphismes génétiques ont été décrits pour ce
géne et plusieurs auteurs ont trouvé des corrélations entre certains polymor-
phismes et le cancer broncho-pulmonaire (Kawajiri et coll., 1990 ; Hayashi et
coll., 1991 ; Lemarchand et coll., 1998 ; Taioli et coll., 1999). Ces résultats
obtenus au Japon n’ont pu étre reproduits ailleurs, mais les fréquences alléli-
ques different selon les pays et 'ethnie (Hirvonen et coll., 1992 ; Wedlund et
coll., 1994). Limpact clinique de ces polymorphismes doit encore étre
confirmé. Les travaux sur le CYP1A2 montrent la présence de polymorphis-
mes dans la région promotrice qui pourraient expliquer la variabilité de
'expression de ce géne mais ceci reste trés discuté (Nakajima et coll., 1999 ;
Sachse et coll., 1999). Il n’y a pas de corrélation établie avec des pathologies.
Le tableau 16.I résume les connaissances actuelles sur les polymorphismes des
CYP1A1 et CYP1A2 et leurs conséquences supposées.

En ce qui concerne le géne du CYP1B1, des mutations ont été observées et
certaines ont été corrélées d’une part avec le métabolisme des cestrogénes, ce
qui n’est pas surprenant au vu de l'activité de cette enzyme (Bailey et coll.,
1998), et d’autre part, avec 'incidence du glaucome (Plasilova et coll., 1999).
Lexpression et 'activité des différentes formes de ce géne méritent d’étre plus
amplement étudiées.
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Tableau 16.1: Principaux polymorphismes des genes CYPT1AT1 et CYP1A2
(d’apres Ingelman-Sundberg, 1999 et http ://www.imm.ki.se/CYPalleles)

Allele Mutation Fréquence allélique Incidences
CYPIA11C  -3229G>A (étude en cours)
CYP1A1 2A 3801 T>C Caucasiens : 10 % Associé au cancer du poumon a petites
(Mspl +) (8 UTR) cellules (Le Marchand, 1998)
Japonais : 26 % Activité hydroxylase accrue
(homoz.: 11 % Associé aux cancers du poumon chez les
hétéroz. : 40 %) japonais (Hayashi, 1991)

Afro-Américains : 17 % Associé a 'adénocarcinome pulmonaire
CYP1A12B  2455a>G

3801 T>C
CYP1A1 2C 2455 a>G Japonais : 20 % N'affecte pas l'activité enzymatique (in vitro)
(exon 7) (lle462 Val) Associé au polymorphisme Mspl (Japonais)
(Wedlund, 1994)
Associé au cancer du sein chez les
Caucasiennes (Taioli, 1999)
CYP1A1 4 2453C>A Asiatiques : 21 % Non relié aux cancers du poumon
(Thr461 Asn) Caucasiens : 5%
CYP1A21C  -3858G>A  Japonais: 23 % Activité enzymatique diminuée
CYP1A2 1F -164C>A Caucasiens : 32 % Inductibilité du géne plus élevée

En ce qui concerne le récepteur Ah, des travaux de Micka et coll. semblent
indiquer une corrélation entre 'inductibilité du CYP1A1 chez 'homme et le
locus génétique du récepteur Ah (Micka et coll., 1997). Par ailleurs, il a été
montré que ce géne présente un polymorphisme Arg/Lys au niveau du codon
554 (10 % chez les Caucasiens et 46 % chez les Japonais). Cependant, a ce
jour, il n'y a pas de preuve de corrélation de ce polymorphisme avec une
pathologie cancéreuse (Kawajiri et coll., 1995).

Une étude trés récente a tenté de corréler le polymorphisme 554 du AhR avec
la sévérité de la chloracné chez des travailleurs contaminés par la dioxine
(BASE Allemagne, 1953), mais aucune corrélation n’a été mise en évidence
(Wanner et coll., 1999). Cependant, ce travail souffre de nombreux biais ainsi
que du faible effectif. En fait, de nombreux travailleurs exposés étaient décédés
et n’ont pu étre inclus. Il s’agit néanmoins du premier travail 2 notre connais-
sance évaluant les aspects génétiques de la susceptibilité 2 une contamination
par la dioxine sur le lieu du travail. Le fait que les résultats soient négatifs ne
devrait pas empécher d’autres travaux sur le sujet.

Enfin, comme le métabolisme des xénobiotiques comprend un ensemble
d’enzymes dont les effets sont complémentaires, les polymorphismes d’autres
génes devraient &tre aussi étudiés, en particulier ceux des enzymes de la phase
II comme les GST. Au vu des exemples métaboliques décrits ci-dessus, on peut
s'attendre a ce qu'une combinaison de polymorphismes dans différents génes
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d’une voie métabolique puisse se traduire par une variabilité interindividuelle
de la toxicité des xénobiotiques.

En conclusion, I'analyse de ces travaux conduit aux réflexions et aux propo-
sitions suivantes :

e obtenir une meilleure définition expérimentale de la part du stress oxydant
dans les effets de la dioxine (modeles animaux ou cellules humaines) ;

o ¢évaluer l'existence d’un stress oxydant chez des personnes contaminées :

mesure des MDA sériques, 8 OH-G dans ’ADN lymphocytaire...

En thérapeutique, on peut suggérer I'utilisation éventuelle des anti-oxydants
en cas de contamination comme la N-acétylcystéine, la vitamine E, 'ascor-
bate..

Lanalyse des fréquences alléliques des genes CYP, des enzymes de la phase 11
(en particulier GST) et du AhR pourrait étre envisagée dans les populations
exposées avec ou sans effets secondaires.
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