N

N
N

HAL

open science

Cytochromes P450 et tonus vasculaire
Céline Thiebault

» To cite this version:

Céline Thiebault. Cytochromes P450 et tonus vasculaire. Médicaments. Université Henri Poincaré -

Nancy I, 2004. Francais. NNT: . tel-00120305

HAL Id: tel-00120305
https://theses.hal.science/tel-00120305
Submitted on 14 Dec 2006

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00120305
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE HENRI POINCARE — NANCY 1
2004

ECOLE DOCTORALE « BIOLOGIE SANTE ENVIRONNEMENT »

THESE

Présentée et soutenue publiquement
le

pour obtenir le titre de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE HENRI
POINCARE - NANCY 1

Mention Sciences du Médicament

par
Céline BERTRAND — THIEBAULT
Née le 21 janvier 1977

Titulaire du Diplome d’Etudes Approfondies Métabolisme et Mécanisme
d’Action des Médicaments, Pharmacologie Clinique.

Sujet : Cytochromes P450 et Tonus Vasculaire

MEMBRES DU JURY

Juges : Pr. Anne-Marie Batt
Dr Jean-Frangois Renaud de la Faverie
Dr Sophie Visvikis

Rapporteurs : Pr Lysiane Richert
Pr Yves Arthur



TABLE DES MATIERES

INTRODUCTION.

I. Les cytochromes P450 dans les tissus cardiaques et vasculaires.
1. Généralités.

1.1.Classification.

1.2. Structure.

1.3. Cycle réactionnel.

1.4. Fonctions biologiques des cytochromes P450.

2. Place des cytochromes P450 dans le métabolisme de 1’acide arachidonique.

2.1. Le métabolisme de I’acide arachidonique.
2.1.1. Les cyclooxygénases.
2.1.1.1. Cyclooxygénase de type 1.
2.1.1.2. Cyclooxygénase de type 2.
2.1.2. Les lipoxygenases.
2.1.3. Les cytochromes P450.
2.1.3.1. Oxydation bis-allylique.
2.1.3.2. Hydroxylations aux C;6-Cao.

2.1.3.3. Réaction d’époxygénase (Olefine epoxydation).

3. Localisation et roles vasculaires des cytochromes P450.
3.1. Les cytochromes P450 de la famille 1.
3.1.1. Les cytochromes P450 de la famille 1A.
3.1.2. Le cytochrome P450 1B1.
3.2. Les cytochromes P450 de la famille 2.
3.2.1. Les cytochromes P450 2B.
3.2.2. Les cytochromes P450 2C.
3.2.2.1. Le cytochrome P450 2C8.
3.2.2.2. Le cytochrome P450 2C9.
3.2.2.3. Le cytochrome P450 2C18.
3.2.2.4. Le cytochrome P450 2C19.
3.2.3. Le cytochrome P450 2E1.

O O W W 0 O A W NN

= = P L = e = e e s em = e e e
coooo\lo’\u’lu‘lu‘l-hwwwl\)»—»—a»—»—a



3.2.4. Le cytochrome P450 2J2.

3.3. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

3.3.1. Le cytochrome P450 3A4.

3.3.2. Le cytochrome P450 3AS.

3.3.3. Le cytochrome P450 3A7.

3.4. Les cytochromes P450 de la famille 4.

3.4.1. Le cytochrome P450 de la famille 4A.
3.4.1.1. Le cytochrome P450 4A9.
3.4.1.2. Le cytochrome P450 4A11.

3.4.2. Les cytochromes P450 de la famille 4F.
3.4.2.1. Le cytochrome P450 4F2.
3.4.2.2. Le cytochrome P450 4F3.
3.4.2.3. Le cytochrome P450 4F8.
3.4.2.4. Le cytochrome P450 4F11.
3.4.2.5. Le cytochrome P450 4F12.

3.5. Les cytochromes P450 SALl.
3.6. Le cytochrome P450 8A1.

I1. Le tonus vasculaire.

1. Définition.

2. Contréle du tonus vasculaire.

3. Facteurs impliqués dans le tonus vasomoteur.

3.1. Facteurs vasoconstricteurs.

3.1.1. L’acide 20 hydroxyeicosatetraenoique (le 20-HETE).

3.1.2. Les endothélines.

3.1.3. Les prostaglandines.
3.2. Facteurs vasodilatateurs.

3.2.1. Facteur Endothélial Hyperpolarisant,
Hyperpolarising Factor ou EDHF.

3.2.2. L’oxyde nitrique : le NO.

3.2.3. Les acides epoxyeicosatrieénoiques : les EETs.

3.2.4. La prostacycline.

4. Régulation du tonus vasculaire.

Endothelium

19
20
20
21
21
22
22
22
22
23
24
24
24
25
25
25
26

28
28
28
30
30
30
31
32
32
Derived
32
34
35
36
37



II1. La pathologie variqueuse.
1. Les veines.

1.1. Structure.

1.2. Les différents types cellulaires de la paroi vasculaire et leur role (figure 7).

1.2.1. Les cellules musculaires lisses.
1.2.2. Les cellules endothéliales.
1.2.3. La matrice extracellulaire.
2. Les veines variqueuses.
2.1. Facteurs intervenant dans la pathologie variqueuse.
2.1.1. Facteurs mécaniques.
2.1.2. Facteurs chimiques.
2.1.2.1. L’hypoxie.
2.1.2.2. Facteurs de croissance.
2.1.2.3. Les especes réactives de I’oxygene.
2.1.2.4. Réaction inflammatoire.
2.2. Le remodelage vasculaire.
2.3. Modifications cellulaires.
2.3.1. Modification des cellules musculaires lisses.
2.3.2. Modification des cellules endothéliales.

2.3.3. Modification des macrophages.

IV. Régulation des cytochromes P450 présents dans les tissus cardiovasculaires.

1. La régulation.
1.1. Définition.

1.1.1. Le récepteur CAR.

1.1.2. Le récepteur PXR.

1.1.3. Le récepteur GR.

1.1.4. Les récepteurs PPAR.

1.2. La régulation des cytochromes P450.

1.2.1. Le cytochrome P450 1BI.

1.2.2. Les cytochromes P450 de la famille 2C.
1.2.2.1. Le cytochrome P450 2C8.
1.2.2.2. Le cytochrome P450 2C9.
1.2.2.3. Le cytochrome P450 2C18.

39
39
39

41
42
43
44
45
45
45
45
46
47
48
48
49
49
50
51

53
53
53
54
56
58
59
60
60
61
61
61
62



1.2.2.4. Le cytochrome P450 2C19.

1.2.3. Le cytochrome P450 2EI.

1.2.4. Le cytochrome P450 2J2.

1.2.5. Les cytochromes P450 de la famille 3A.
1.2.5.1. Le cytochrome P450 3A4.
1.2.5.2. Le cytochrome P450 3AS.
1.2.5.3. Le cytochrome P450 3A7.

1.2.6. Le cytochrome P450 4A11.

1.2.7. Les cytochromes P450 de la famille 4F.
1.2.7.1. Le cytochrome P450 4F2.
1.2.7.2. Le cytochrome 4F12.

1.2.8. Le cytochrome 5A1.

2. Les statines.
2.1. Définition.
2.2. Les effets pleiotropiques.

2.2.1. Statines et prolifération cellulaire.

2.2.2. Statines et tonus vasculaire.

2.2.3. Statines et inflammation.

2.3. Les statines et les acides gras.

V. Polymorphisme génétique des cytochromes P450 et pathologie cardiovasculaire.

1. Généralités.
2. Polymorphisme génétique des cytochromes P450.
2.1. Le cytochrome P450 1A1
2.2. Le cytochrome P450 1BI1.
2.3. Les cytochromes P450 de la famille 2C.
2.3.1. Le cytochrome P450 2C8.
2.3.2. Le cytochrome P450 2C9.
2.3.3. Le cytochrome P450 2C18.
2.3.4. Le cytochrome P450 2C19.
2.4. Le cytochrome P450 2E1.
2.5. Le cytochrome P450 2J2.
2.6. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

62
63
63
63
63
65
65
66
67
67
67
67
67
67
68
68
68
69
69

71
71
72
72
72
73
73
73
75
75
76
76
78



2.6.1. Le cytochrome P450 3A4.
2.6.2. Le cytochrome P450 3AS.
2.6.3. Le cytochrome P450 3A7.

2.7. Le cytochrome P450 4A11.

2.8. Les cytochromes P450 de la famille 4F.
2.8.1. Le cytochrome P450 4F2.
2.8.2. Le cytochrome P450 4F12.

2.9. Le cytochrome P450 SA1.
2.10. Le cytochrome P450 8Al.

MATERIEL ET METHODES

I. Populations étudiées.

1. Echantillons de veines saphénes humaines.

2. La Cohorte Stanislas.
I1. Mesure des paramétres biologiques.
1. Données médicales.
2. Données biologiques.
I1I. Culture cellulaire.
1. Les cellules.
1.1. Cellules HSaVEC.
1.2. Cellules ECV304.
1.3. Cellules musculaires lisses.
1.4. Cellules HepG2.
1.5. Conditions de conservation.
2. Tests de cytotoxicité
2.1. Test du MTT.
2.2. Test d’exclusion au bleu Trypan.
3. Traitements des cellules.
3.1. Préparation des solutions.
3.2. Traitements.

1V. Etudes biochimiques.

1. Dosage des protéines selon la méthode de Lowry.

2. Préparation des microsomes.

78
79
80
80
80
80
80
81
81

84
84
84
85
85
85
85
86
86
87
88
89
90
90
90
91
92
92
93
93
93
93



3. Western Blot.
3.1. Préparation des gels.

3.2 Préparation du marqueur et des échantillons.

3.3.Transfert des protéines du gel sur une membrane (ImmobilonP).

3.4. Saturation de la membrane.
3.5. Fixation des anticorps.
3.6. Révélation.
V. Biologie moléculaire.
1 Extraction des acides ribonucléiques.
2. Quantification des ARNS.
3.Technique de détection des ARNm.
3.1. Réaction de reverse transcription.
3.2. La polymerase chain reaction (PCR).
3.2.1. La PCR semi-quantitative.
3.2.2. La PCR quantitative.
VL. Etudes de polymorphisme.

VIL. Etudes statistiques.

RESULTATS

I. Enzymes impliquées dans la production de molécules vasoactives.
1. Expression des enzymes vaso-actives dans les tissus veineux humains.
1.1. Expression des cytochromes P450.

1.1.1. Le cytochrome P450 1B1.

1.1.2. Le cytochrome P450 2C total.

1.1.3. Le cytochrome P450 2E1.

1.1.4. Le cytochrome P450 2J2.

1.1.5. Le cytochrome P450 3AS.

1.1.6. Le cytochrome P450 4A11.

1.1.7. Les cytochromes P450 dans les veines saphénes humaines.

1.2. Expression des cyclooxygénases.
1.2.1. Cyclooxygénase de type 1.
1.2.2. Cyclooxygénase de type 2.

94
94
95
96
97
97
97
98
98
99
99
99
100
102
102
104

107

108
109
110
110
112
113
115
116
118
119
120
121
122



1.3. Expression des NO synthases.
2. Volume des cellules musculaires lisses issues des tissus des veines saphénes.
3. Expression des enzymes vaso-actives dans les cellules humaines.
3.1. Les cellules endothéliales.
3.1.1. Les cytochromes P450.
3.1.2. Les cyclooxygénases.
3.1.3. Les récepteurs nucléaires.
3.2. Les cellules musculaires lisses.
3.2.1. Les cytochromes P450.
3.2.2. Les cyclooxygénases.
3.2.3. Les récepteurs nucléaires.
4. Etudes de corrélations.

5. Discussion.

I1. Etude de régulation des cytochromes P450 2C, 2J2 et 3AS par les statines.

1. Introduction
2. Cytotoxicité in vitro des statines.

3. Effet des statines sur I’expression des cytochromes P450.
3.1. Les cytochromes P450 de la famille 2C.
3.1.1. Le cytochrome P450 2C total.
3.1.2. Le cytochrome P450 2C9.
3.1.3. Le cytochrome P450 2C8.
3.1.4. Etude de I’expression de la protéine de CYP2C9.
3.2. Le cytochrome P450 2J2.
3.3. Les cytochromes P450 de la famille 3A.
4 Effet des statines sur les récepteurs nucléaires.
4.1. Le récepteur CAR.
4.2. Le récepteur PXR.
4.3. Le récepteur GR.

5. Discussion.

I11. Etudes de polymorphisme.
A. Polymorphismes de CYP2J2, CYP2C19 et hypertension.

1. Polymorphisme de CYP2C19.

123
124
125
125
125
126
126
128
128
129
129
130
132

140
140
142
143
143
143
145
146
147
148
149
151
152
152
153
155

138
162

162



2. Etude de la fréquence allelique des SNP 681 et 990.

3. Polymorphisme et pression sanguine.

4. Discussion.

B. Polymorphisme et marqueurs inflammatoires.
1. Etude de la fréquence allelique.

2. Interleukine-6.

3. Autres marqueurs inflammatoires.

4. Polymorphisme et parametres lipidiques.

5. Discussion.

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.

BIBLIOGRAPHIE.

162
163
164
165
166
167
167
169
171

176
179



AVANT PROPOS.

e travail se situe au croisement de I’expérience du laboratoire sur le role des
cytochromes P450 (CYPs) et de recherches plus récentes concernant les
genes candidats en pathologie cardiovasculaire.

Il est en effet démontré que des cytochromes P450 sont exprimés dans les tissus
cardiaques et vasculaires ou dans les cellules qui en dérivent. Plusieurs cytochromes P450
sont capables de métaboliser 1’acide arachidonique en métabolites vasodilatateurs ou
vasoconstricteurs et donc de jouer un role dans le tonus vasculaire. Ces cytochromes sont
régulés par de nombreux facteurs tels que certaines conditions physiologiques ou des
substances exogénes. Enfin, les cytochromes P450 présentent de nombreux
polymorphismes. Les différentes formes polymorphiques de ces cytochromes P450
produisent des enzymes moins actives voire inactives. Ce qui peut avoir des conséquences
dans le métabolisme des médicaments et dans certaines pathologies.

Notre hypothése est que les voies CYP-dépendantes de la cascade de I’acide
arachidonique jouent un réle majeur dans le tonus vasculaire.

Apres avoir examiné ces différents arguments, au vu de 'importance des cytochromes
P450 dans le systéme vasculaire, nous nous sommes attachés au role des cytochromes
P450 dans le tonus veineux et plus précisément leur role dans la pathologie variqueuse.
Pour cela, nous nous sommes intéress€és dans un premier temps a l’expression des
enzymes impliquées dans la production de molécules vaso-actives dans les tissus de
veines saphénes humaines, mais également a leur expression dans des cellules issues de
tissus vasculaires. Dans un deuxiéme temps, nous avons réalisé des études de régulation
par des molécules hypocholestérolémiantes : les statines. En effet, ces molécules
présentent un intérét grandissant dans les pathologies cardiovasculaires. Nous nous
sommes intéresses plus particulierement aux cytochromes P450 dont ’expression est la
plus affectée dans la pathologie variqueuse. Enfin dans une derniére partie, nous avons
¢tudié les polymorphismes du CYP2CI19 et leur implication dans le meétabolisme de

I’acide arachidonique et la composante inflammatoire des pathologies cardiovasculaires.
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INTRODUCTION

I. Les cytochromes P450 dans les tissus cardiaques et vasculaires.

1. Généralités.

Les cytochromes P450 (CYP) forment une superfamille multigénique d’enzymes
impliquées dans le métabolisme oxydatif de molécules trés diverses, comprenant aussi bien
des xénobiotiques (médicaments, pesticides, toxiques, cancérigenes...) que des substances
endogénes (hormones stéroidiennes, acides gras, vitamines,...). Les cytochromes P450 ont
tous en commun un thiolate comme ligand axial du fer au centre de I’héme. Ce sont d’ailleurs
les propriétés de ce chromophore qui lui ont donné son nom: en 1963, deux chercheurs
japonais, Sato et Omura, ont appelé « pigment P450 » le composé responsable du pic
d’absorbance a 450 nm qui apparait quand on sature en monoxyde de carbone une préparation
subcellulaire de glandes surrénales par le dithionite de sodium. Les cytochromes P450 se
trouvent dans la plupart des étres vivants : dans les archaebactéries, des eubactéries, des
plantes, des animaux... Chez les mammiféres et notamment chez I’homme, les cytochromes
P450 sont présents dans presque tous les tissus, sauf le muscle, les os et les globules rouges.
les organes particulieérement riches en cytochromes P450 sont le foie et les glandes surrénales.

Les réactions de bio-transformation des xénobiotiques catalysées par les cytochromes
P450 s’inscrivent dans un processus de détoxification évitant I’accumulation de substances
potentiellement toxiques dans I’organisme. La grande diversité des molécules rencontrées a
conduit au cours de 1’évolution a une importante variabilité inter- et intra-espéce en terme de
profil métabolique. Une des caractéristiques de ces enzymes est leur inductibilité, en
particulier par certaines hormones, médicaments ou polluants chimiques. Paradoxalement ces
enzymes peuvent parfois catalyser 1’activation chimique de certains composés et produire des

métabolites toxiques, mutagénes voire cancérogénes. Chez 1’homme les formes
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quantitativement prépondérantes de cytochromes P450 sont représentées par les sous-familles

CYP1, CYP2C et CYP3A (figure 1).

CYP2C18

CYP2B6

CYP2C8
CYP2A6
CYP2D6

CYP3A

CYP2E1

CYP2C9

Figure 1 : Répartition des cytochromes P450 dans le foie humain.

1.1.Classification.

Nelson ef al., (1996) recensait en 1995, 481 genes et 22 pseudo-geénes codant pour des
cytochromes P450. Ces genes ont été décrits chez 85 eucaryotes, incluant vertébrés,
invertébrés, plantes et algues et 20 procaryotes. De nombreux autres cytochromes P450 ont
été isolés depuis et plus de 1000 sont aujourd’hui clairement identifiés. Depuis 1987, ces
protéines sont répertoriées et deésignées selon une nomenclature basée uniquement sur le
pourcentage d’homologie entre les séquences en acides aminés (Nebert er al, 1987), les
similitudes en terme d’activité enzymatique et de régulation ne sont pas prises en compte
(Nelson et al., 1993). Ainsi, deux cytochromes P450 appartiennent a la méme famille lorsque
leurs séquences en acides aminés présentent une homologie supérieure a 40 %. Si ’homologie
est supérieure a 55% les protéines font partie de la méme sous-famille. Les protéines ayant
moins de 3 % de divergence sont classées comme variants alleliques. On dénombre
actuellement 17 familles de cytochromes P450 chez I’homme, comportant 50 genes et 15

pseudo genes (http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450 html).
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1.2. Structure.

Les cytochromes P450 sont composés d’une partie protéique, 1’apoprotéine et d’un
groupement prosthétique constitué d’une protoporphyrine IX liée a un atome de fer par quatre
liaisons covalentes (figure 2). La cinquiéme liaison de coordination du fer est réalisée avec le
groupement thiolate d’une cystéine conservée et positionnée dans le site catalytique. Enfin, la
sixieme liaison permet la fixation de diverses molécules comme 1’eau et 1’oxygeéne

moléculaire. Le spectre d’absorption du CYP a I’état ferrique va dépendre du sixieme ligand.

protoporphyrine IX

Figure 2 : Représentation tridimensionnelle du cytochrome P450 4A.

1.3. Cycle réactionnel.

Les cytochromes P450 sont associ€s a des chaines de transfert d’électrons distinctes
suivant leurs localisations microsomales ou mitochondriales mais qui utilisent toutes les deux
la NADPH comme source d’électrons. Les CYPs du réticulum endoplasmique sont réduits par
une protéine membranaire, la NADPH cytochrome P450 réductase. Cette protéine comporte
deux domaines contenant chacun une flavine. Deux électrons sont ainsi transmis du FAD au

FMN puis a l'ion ferrique Fe’™ de I’héme du cytochrome. Pour les cytochromes
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mitochondriaux, la chaine de transfert des électrons comporte, outre une réductase a flavine,
une composante supplémentaire (protéine Fer-Soufre), la ferredoxine (adrénodoxine dans les

glandes surrénales) qui joue le role de donneur d’électrons (figure 3).

P450 oxydoreductase (Ox)

P450 (red
NADPH FAD+ FMN 50 (red)

NADP+ P450 oxydoréductase (Red) P450 (Ox)

Figure 3 : Chaine de transfert d’électrons associées aux cytochromes P450.

Dans la réaction type, le cytochrome P450 transforme un substrat hydrophobe en
produit hydrophile, souvent par I’introduction d’une fonction hydroxyle. Cette réaction
nécessite une molécule d’oxygéne, deux protons et deux ¢électrons. La séquence

d’événements qui conduit a cette réaction peut s’écrire suivant le bilan global :

RH + NADPH + H + O, & ROH + NADP' + H,0

Le cycle réactionnel des cytochromes P450 représenté sur la figure 4 peut se résumer
de la fagon suivante : le substrat est tout d’abord fixé sur le site actif de I’enzyme et remplace
ainsi la molécule d’eau liée a la forme ferrique du fer. Le fer ferrique (Fe’") est réduit en fer
ferreux (Fe’") par transfert d’un électron de la NADPH réductase sur le fer ferrique.
L’oxygéne moléculaire se fixe sur la sixieme liaison de 1’atome de fer. Un électron
supplémentaire est alors ajouté et réduit le dioxygene ferreux en complexe activé capable de
réagir avec le substrat. Deux protonations successives sont nécessaires pour libérer une

molécule d’eau. Il se produit ensuite un transfert de protons du substrat vers I’oxygene et
formation d’intermédiaires radicalaires OH® et R° Le radical hydroxyle (OH®) se lie au
radical R®, (a ce stade, il peut y avoir formation de radicaux libres dans la cellule pouvant
générer un stress oxydant). La réaction se termine par la libération du produit du groupement

heminique.
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Figure 4 : Cycle réactionnel des cytochromes P450.

1.4. Fonctions biologiques des cytochromes P450.

Environ 40 types de réactions d’oxydation différentes sont catalysées par les
cytochromes P450 ce qui montre la grande diversité d’action de ces enzymes. De ce fait, le

nombre de molécules chimiques pouvant servir de substrat est tres grand (Hasler, 1999).

Les fonctions biologiques des cytochromes P450 peuvent se diviser en deux domaines

d’importance égale : d’une part le métabolisme de substances endogenes, d’autre part le
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métabolisme de xénobiotiques. Les principaux types d’activités observées pour les
cytochromes P450 sont :
- une activité monooxygénase qui produit des réactions d’hydroxylation,
d’époxidation, de N-hydroxylation, de O-dealkylation,
- une activité oxydase comprenant des réactions d’hydroxylation aromatique et
d’oxydation de fonctions alcooliques.
- une activité réductase agissant notamment sur des fonctions azotées ou
halogénées.

- enfin une activité peroxydase .

Les principales réactions catalysées par les cytochromes P450 dans le métabolisme des
substances endogenes ont trait a ’hydroxylation des stéroides, des vitamines A et D et des
acides biliaires (Kagawa et Waterman, 1995) mais d’autres réactions telles que le
métabolisme de 1’acide arachidonique semblent tout aussi importantes pour l’organisme

notamment au niveau vasculaire (Fleming, 2001).

Les cytochromes P450 impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques montrent des
spécificités larges et croisées pour de nombreux substrats. En effet, la spécificité de substrats
des cytochromes P450 est relative (un cytochrome P450 peut métaboliser plusieurs substrats)

et chevauchante (un substrat peut étre métabolisé par plusieurs cytochromes P450).

Le systeme monooxygénase participe a la biosynthése d’hormones stéroides et au
métabolisme de substances endogenes et exogenes. Parmi les substances endogenes, on trouve
par exemple les stéroides et des acides gras tels que I’acide arachidonique. Les cytochromes
P450 métabolisent de nombreux composés étrangers a 1’organisme tels que les médicaments,
les drogues et les polluants. Certains composés métabolis€s par ce systéme peuvent devenir
cancérigenes sans étre €liminés par l’organisme, c’est le cas notamment de composés
aromatiques tels que le benzo-pyréne.

Les différentes réactions catalysées par les cytochromes P450 et la multitude de
substrats métabolisé€s par ces derniers montre I’importance de ces enzymes dans les systemes
biologiques. La place des cytochromes P450 dans le métabolisme est aujourd’hui bien connu
contrairement & leur role dans la fonction vasculaire qui commence a étre étudié¢ depuis

quelques années seulement. C’est pourquoi, notre intérét pour les tissus vasculaires veineux
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nous a conduit a rechercher I’expression des cytochromes P450 dans ces tissus et nous avons

dressé une sorte d’inventaire de I’expression de ces enzymes.

2. Place des cytochromes P450 dans le métabolisme de I’acide

arachidonique.

2.1. Le métabolisme de ’acide arachidonique.

Le métabolisme de I’acide arachidonique se fait par trois voies: la voie des
cyclooxygénases, la voie des lipoxygénases et celle des cytochromes P450, plus récemment

décrite (Rahman ef al., 1997) (figure 5).

2.1.1. Les cyclooxygénases.

Ces enzymes sont ¢galement appelées prostaglandines endoperoxide synthase. Deux
isoformes de cyclooxygénase ont été identifiées : La cyclooxygénase de type 1 (COX-1 ou
PTGS1) codée par un ARNm de 2.8 kb ainsi qu’une forme inductible par les mitogenes : la
cyclooxygénase de type 2 (COX-2 ou PTGS2) codée par un ARNm de 4.5 kb (Jones et al.,
1993). Les cyclooxygénases sont des enzymes régulatrices de la synthese des prostaglandines.

Les COX-1 et COX-2 réalisent deux fonctions enzymatiques :

- un réle de cyclooxygénase, elles convertissent [’acide arachidonique en

prostaglandine (PGGy;)

- un role de peroxydase, elles convertissent la prostaglandine PGG; en prostaglandine

PGH,.

Les deux formes COX-1 et COX-2 sont exprimées dans des cellules impliquées dans
les processus inflammatoires. Chez I’homme, la cyclooxygénase de type 1 est exprimée dans
les cellules musculaires lisses artérielles alors que la cyclooxygénase de type 2 a été trouvée
dans les cellules endothéliales (Komhoff er al., 1997). La cyclooxygénase de type I est
constitutive alors que la cyclooxygénase de type 2 est régulée. Les glucocorticoides anti-

inflammatoires sont des inhibiteurs potentiels de ces enzymes.
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2.1.1.1. Cyclooxygénase de type 1.

Cette enzyme intervient dans 1’agrégation plaquettaire. L’action sur 1’agrégation
plaquettaire se fait par I'intermédiaire du thromboxane A2 (TXA2). La cyclooxygénase de
type-1 joue également un role essentiel dans les mécanismes de reproduction par

I’intermédiaire de la prostaglandine PGFz4 (Smith et Lagenbach, 2001).
2.1.1.2. Cyclooxygénase de type 2.

La forme inductible des cyclooxygénases : COX-2 est associée a I’inflammation
vasculaire et la prolifération cellulaire. En effet, le taux d’ARNm de COX-2 augmente
rapidement aprés traitement par I’interleukine-1 dans les monocytes humains et diminue apres
traitement par des glucocorticoides alors que le taux de COX-1 ne change pas. Schmedtje ef
al., (1997) ont montré que ’hypoxie augmente 1’expression du gene de COX-2 dans les

cellules endothéliales vasculaires humaines indépendamment d’autres stimuli.

Cette enzyme semble intervenir dans ces cellules au niveau de la libération de certains
facteurs stimulateurs de colonies tels que le GM-CSF et G-CSF apreés stimulation par
différentes cytokines. Ces facteurs stimulateurs de colonies sont décrits comme étant des
inhibiteurs de ’apoptose des leucocytes (Stanford e al., 2001). La cyclooxygénase de type 2
est induite par des cytokines pro-inflammatoires mais également par des facteurs de
croissance ce qui lui confére un role dans la réaction inflammatoire mais également dans la

croissance cellulaire (Vane et al., 1998).
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Figure 5: Schéma du métabolisme de ['acide arachidonique et production de molécules

vaso-actives.
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2.1.2. Les lipoxygenases.

Les lipoxygénases métabolisent I’acide arachidonique en leucotriénes et en HETEs.
Les métabolites des lipoxygénases sont principalement produits par les leucocytes, les cellules
mastocytaires et les macrophages en réponse a I’inflammation (Imig et al., 2000). En effet, les
meétabolites des lipoxygénases 12-HETE, 15-HETE et leucotrienes sont impliqués dans la
réponse inflammatoire (Ma ef al., 1991 ; Badr, 1997). 1l a également été démontré que les
vaisseaux produisent du 12-HETE et du 15-HETE (Albrightson, ef al., 1994) qui ont un réle
de vasoconstricteur (Katoh ef al., 1992) et du S-HETE pour lequel il a été¢ démontré un réle

dans I’hypertension pulmonaire (Voelkel ef al., 1996).

2.1.3. Les cytochromes P450.

Les P450 monooxygenases métabolisent I’acide arachidonique par une ou plusieurs
des réactions suivantes (figure 5) :
- L’oxydation bis-allylique, réaction lipoxygénases like.
- Les hydroxylations au niveau du carbone sp3 de 1’acide arachidonique.
- L’époxydation des « olefines », ’époxygénase de I’acide arachidonique qui donne 4 acides

epoxyeicosatrienoiques regioisomeres (5, 6-; 8, 9-; 11, 12 — et 14, 15-EET).

2.1.3.1. Oxydation bis-allylique.

L’activité lipoxygénase like des cytochromes P450 microsomaux produit 6 alcools
allyliques regioisomeres : les acides hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs) : 5-, 8-, 9-, 11-, 12,

15-HETE contenant une fonctionnalité caractéristique dienol cis-trans conjuguée.

2.1.3.2. Hydroxylations aux C4-C.

L’w, w1 hydroxylation des acides gras saturés est une des plus ancienne et des mieux
caractérisée des activités enzymatiques attribuées aux cytochromes P450. En terme de taux de
réaction et d’efficacité catalytique, les acides gras saturés et les acides lauriques en
particuliers sont généralement des meilleurs substrats que 1’acide arachidonique pour les

hydroxylases ww-1 (Capdevila ef al., 2000).
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La biologie moléculaire, biochimique et enzymatique montre que les isoformes 4A
sont des hydroxylases w/w-1 des acides gras prédominantes dans la plupart des tissus des

mammiferes (Oliw ef al., 1994, Harder et al., 1995).

2.1.3.3. Réaction d’époxygénase (Olefine epoxydation).

Des reconstitutions des activités monooxygénases indiquent que les époxygénases de
I’acide arachidonique sont des membres de la famille 2 : 2C8, 2C9/10, 2C18 et 2C19 (Zeldin
et al., 1995, Zeldin et al., 1996 ; Ritkind ef al., 1995). CYP2J2, a été identifié comme étant

une époxygeénase organe-spécifique (Wu et al., 1996).

Monooxygénase de ’AA
AA Epoxygenase :
i AA @1 hydroxylase
Lipoxygenase like
5,6- EET 5,6-DHET 16-OH-AA (@4)
8,9-EET 8,9-DHET 5-,8-HETE 17-OH-AA (@3)
11,12-EET 11,12-DHET 9-,11-HETE 18-OH-AA (@2)
14,15-EET 14,15-DHET 12-HETE 19-OH-AA (@1)
1S-HETE 20-OH-AA (@)

Figure 6 : Différents types de métabolisations de |’acide arachidonique par les cytochromes P450.

De nombreuses publications ont montré que 1’acide arachidonique est métabolisé par
les cytochromes P450 en EETs, diHETEs et 19-, 20-HETE. Il semble évident que ces
métabolites occupent une position centrale en tant que facteurs paracrines et seconds
messagers dans la régulation des fonctions pulmonaires, rénale et vasculaires (Roman ef al.,

2000).
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Nous présenterons ci-apres les sous — familles de cytochromes P450 impliqués dans la
production de molécules vaso-actives et nous décrirons brievement la localisation et le role

vasculaire de ces différents cytochromes P450.

3. Localisation et rdles vasculaires des cytochromes P450.

Depuis quelques années, plusieurs études ont souligné I’importance des cytochromes
P450 dans le tonus vasculaire, c¢’est pourquoi nous avons jugé important de décrire les
localisations tissulaires et cellulaires des cytochromes P450 et de leurs métabolites dans le
tonus vasculaire. Nous nous intéresserons plus particuliérement aux sous-familles 1B, 2C, 2E,
2], 3A, 4A, 4F, 5A et 8A. Les sous familles 1A et 2B sont également présentes dans des
organes vasculaires mais leur role dans la production de molécules vaso-actives est
actuellement peu décrit, nous ne ferons donc qu’une bréve description de ces deux sous-

familles.

3.1. Les cytochromes P450 de la famille 1.
3.1.1. Les cytochromes P450 de la famille 1A.

Cette sous-famille comporte deux membres CYP1Al et CYPIA2. ces deux
cytochromes ont été détectés dans les cellules HUVEC (Farin ef al., 1994). Dans les tissus
cardiaques et artériels humains, Thum et Borlak, (2000) ont détecté¢ I’ARNm du CYP1Al
chez certains patients seulement dans Doreillette droite, le ventricule droit, D’artére
pulmonaire, I’oreillette gauche, le ventricule gauche, I’aorte et dans les cellules endothéliales
d’artéres humaines (Thum et Borlak, 2004). L’ARNm de CYP1A2 n’a été détecté que dans
quelques oreillettes gauches et dans les aortes.

L’implication des CYP1ALI et 1A2 dans le métabolisme de 1’acide arachidonique a été
tres controversée. Les CYP1AL et 1A2 sont des W), w1 oxygénases (hydroxylases) de ’acide
arachidonique, actives en C19 et C16 respectivement (Falck ef al., 1990), elles ne produisent
qu’une quantité faible et variable d’acides epoxyeicosatrienoiques (EETs) (Hasler, 1999).
Toutefois, Gannon ef al. (2000) affirment que le CYP1AL1 des cellules endothéliales n’est pas
une époxygenase de I’acide arachidonique et par conséquent pas un facteur hyperpolarisant de
I’endothélium ou Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF). Cependant, cela ne

signifie pas que le CYP1Al n’oxyde pas ’acide arachidonique pour produire des substances
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vasodilatatrices puisque I’'induction de CYPIA provoque une augmentation de

I’hyperpolarisation (Adeagbo et al., 1997).

3.1.2. Le cytochrome P450 1B1.

Le CYPIBI1 est localisé sur le chromosome 2, 2p22-p21, il possede 3 exons et 2
introns (Tang et al, 1996). Le cytochrome P450 1B1 est exprimé constitutivement chez
I’homme dans le foie et surtout dans les organes extra-hépatiques : cerveau, rein, surrénales,
prostate, seins, utérus, ovaires, tissu lymphatiques, lymphocytes (Muskhelishvili ez a/., 2001 ;
Baron et al., 1998). S’il n’y a pas d’expression rapportée dans un échantillon de cellules
endothéliales vasculaires, le CYP1B1 est exprimé dans les cellules musculaires lisses
vasculaires (Zhao ef al., 1998), dans les cellules musculaires lisses d’artéres coronaires
(Dubey et al., 2003), d’aortes de souris (Moorthy ef al., 2003) d’arteres cérébrales et d’arteres
de méninges de rongeurs (Granberg ef al., 2003).

Le CYPIBI1 active toutes sortes de pro-cancerogenes dont les hydrocarbures
polycycliques et les amines aromatiques. Le substrat endogene est le 17-beta-oestradiol oxydé
en 4-hydroxy-17-beta-oestradiol. Le CYPIB1 est responsable de la conversion des
oestrogenes en catéchol (Hanna ef al., 2000). Ce CYP a été identifié comme gene candidat
dans le glaucome congénital (Stoilov, 1997).

Le role de CYP1BI dans la cascade d’oxydation de ’acide arachidonique n’est pas
documenté, si ce n’est que I’acide arachidonique inhibe faiblement I’activité de CYP1BI,
sans que soit examinée la nature compétitive ou non de cette inhibition (Yamazaki et al.,
1999). Un travail ancien (Schwartzman et al., 1987) fait ’hypothese que le 12-R-HETE
(acide 12-hydroxyeicosatetraénoique) est produit dans l’ceil par un cytochrome P450,
probablement CYP1B1 puisque les mutations de CYPIB sont impliquées dans le
développement de I’ceil et le glaucome congénital. L’expression de CYP1B1 est régulée par
différents produits et dans les pathologies tumorales. CYP1B1 est surexprimé dans différents
types de tumeurs (Rochat ez al., 2001), telles que les tumeurs du sein, du poumon, du cerveau,
des testicules (Murray ef al., 2001) et plus particulierement dans les tumeurs résistantes aux

anticancéreux.
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3.2. Les cytochromes P450 de la famille 2.

Cette famille comporte de nombreux membres, dans les sous—familles 2A, 2B, 2C,
2D, 2E et 2J. Seules les sous familles 2B, 2C, 2D, 2E et 2J seraient impliquées dans la
régulation du tonus vasculaire (Guengerich, 1995). C’est pourquoi nous ne décrirons que ces

dernieéres.

3.2.1. Les cytochromes P450 2B.

Cette famille comporte deux membres : CYP2B6 et CYP2B7. Le cytochrome P450
2B6 est un cytochrome P450 exprimé dans la plupart des foies humains et dans la lignée
d’hépatomes humains différenciés BC2 (Gomez-Lechon et al., 2001). Thum et Borlak.
(2000), ’'ont détecté dans les tissus cardio-vasculaires : oreillette droite, ventricule droit,
artére pulmonaire, oreillette gauche, ventricule gauche et aorte et dans les cellules
endothéliales d’arteres humaines (Thum et Borlak, 2004). La présence d’ARNm de CYP2B6
et CYP2B7 est décrite également dans les tissus pulmonaires, les macrophages alvéolaires et
la muqueuse bronchique (Raunio ef al., 1999 ; Macé et al., 1998 ; Willey et al., 1997).

Le cytochrome P450 2B6 posséde une faible activité époxygénase a 1’égard de 1’acide
arachidonique (Riftkind ef al., 1995) sans que les métabolites ne soient connus. L’activité du
CYP2B6 peut étre faiblement inhibée in vitro par ’acide arachidonique, ce qui pourrait
signifier une inhibition compétitive de 1’acide arachidonique vis-a-vis des substrats de

CYP2B6 (Yamazaki et al., 1999).

3.2.2. Les cytochromes P450 2C.

Actuellement 4 membres de cette sous famille ont été identifiés chez 1’homme :
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 et CYP2C19 (Goldstein et al., 1994). Cette sous famille est
localisée sur le chromosome 10 dans la région 10q24.2 (Meehan ef al., 1988). Des analyses
par Southern Blot suggerent qu’il existe au moins sept génes et/ou pseudo-genes codant cette
famille de protéines (Ged ef al., 1988). La sous famille des cytochromes P450 2C est une des
principales familles dans le foie humain mais ils ont également été localisés dans le cceur et

plus spécifiquement dans le ventricule droit (Thum et Borlak, 2000), dans les macrophages
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alvéolaires (Hukkanen et al., 1997) et le poumon (Mace ef al., 1998), ils ont récemment été
localisés dans les cellules musculaires lisses d’artéres mammaires (Archer ef al., 2003).

Les cytochromes P450 2C métabolisent 1’acide arachidonique en différents produits
régio et stéréospécifiques, incluant les acides epoxyeicosatrieénoiques (EETs) et
hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs). La présence des CYP2C dans le muscle du ceeur,
’aorte, le rein, le poumon, les yeux et les organes reproducteurs donne a penser que CYP2C
participe a d’importants processus physiologiques et/ou pathologiques dans ces tissus (Tsao ef
al., 2001). Les cytochromes P450 de la famille 2C avec les cytochromes P450 de la famille
4A sont sans aucun doute les cytochromes P450 les plus importants dans la régulation du
tonus vasculaire. En effet, ces dernieres années, de nombreuses études décrivent I’importance
des CYP2C dans les fonctions vasculaires tant au niveau de la production de métabolites
vaso-actifs (les EETs) qu’au niveau d’effets indirects tels que la production d’espéces
réactives de I’oxygene (Fleming ef al., 2001) et la prolifération cellulaire (Michaelis et al.,
2003) notamment la prolifération des cellules musculaires lisses (Fisslthaler ef al., 2003).

Certaines études ne distinguent pas les cytochromes P450 2C8 et 2C9 et les nomment
CYP2C8/9, cependant nous séparerons autant que possible 1’étude de ces deux cytochromes

qui sont proches mais distincts.

3.2.2.1. Le cytochrome P450 2C8.

Ce cytochrome P450 est exprimé dans le cerveau, le foie (Kimura ef al., 1987), les
tumeurs de la prostate, les testicules, les macrophages alvéolaires (Hukkanen ef al., 1997), la
muqueuse bronchique (Mace et al., 1998) et les artéres coronaires (Bolz et al., 2000).

Le cytochrome P450 2C8 métabolise le benzo[a]pyrene (Yun et al., 1992), la (R )
warfarine (Kaminsky et al., 1993), le rétinol (Nadin et al, 1999), un médicament
anticancéreux : le paclitaxel (Rahman ef al., 1994), la carbamazépine, la cérivastatine, le
diclofénac, I’acide rétinoique, le rétinol, la rosiglitazone, le taxol, le trimethoprim et la
zopiclone (Lewis ef al., 2003).

Le CYP2CS8 est une époxygénase de I’acide arachidonique importante dans le foie
humain (Daikh et al., 1994, Zeldin et al.,1996). Le CYP2C8 métabolise 1’acide arachidonique
en EETs dans les artéres coronaires bovines et dans les arteres pulmonaires de lapin (Laethem
et al., 1992 ; Rosolowsky et al., 1990, Pinto ef al., 1986). Cette enzyme est présente dans le
foie (Goldstein et al., 1994 ; Lapple et al, 2003) mais €galement dans les cellules
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endothéliales d’artéres coronaires humaines (Thum et Borlak, 2004). Les principaux EETs
formés sont les 14,15-EET et le 11,12-EET (Rifkind ef al., 1995). Depuis peu, certaines
¢tudes ont décrit les EETs comme des Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor (EDHF)
(Fisslthaler et al., 1999). Le cytochrome P450 2C8 serait candidat au titre d’« LDHF
synthase » dans les cellules endothéliales humaines (Fisslthaler ez al., 1999, Node et al., 1999,
Campbell, 2000, Bolz et al., 2000). Dans les arteres coronaires de porc, une isozyme d’un
cytochrome P450 homologue de CYP2C8/9 a été identifiée comme étant une EDHF synthase
coronaire modulant 1’homéostasie vasculaire par une production simultanée d’especes

réactives de ’oxygene et d’acides epoxyeicosatriénoiques.

3.2.2.2. Le cytochrome P450 2C9.

Dans le foie, le CYP2CO est le principal cytochrome P450 de la famille 2C (Goldstein
et al., 1994). Ce cytochrome P450 est également exprimé de fagon constitutive dans le colon,
le rein, le muscle, 'utérus (Kimura ef al., 1987 ; Zeldin et al., 1995 ; Romkes ef al., 1991) et
les arteéres coronaires (Fisslthaler er al., 1999). CYP2C9 a été détecté¢ dans les artéres
coronaires bovines et dans les artéres pulmonaires de lapin (Rosolowsky ez al., 1990, Pinto et

al., 1986) et plus récemment dans les cellules endothéliales d’arteres humaines (Thum et

Borlak, 2004).

Le CYP2C9 est principalement responsable de I’hydroxylation du tolbutamide, mais il
métabolise également la phénitoine, I’ibuproféne, le diclofénac, la warfarine, 1’acide
tiénilique, le naproxen, le piroxicam et I’acide mefenamique (Lewis et al., 2003), la
fluvastatine (Paoletti ez al., 2002). Cette enzyme est également une époxygénase de 1’acide
arachidonique importante dans le foie humain (Daikh ef al., 1994, Zeldin et al.,1996). Plus
précisément le CYP2C9 produit les 8,9-; 11,12-; 14,15- EET (Daikh ef al., 1994).

Par I’intermédiaire de la production de métabolites vaso-actifs : les EETs, le CYP2C9
occupe une place prépondérante dans la régulation du tonus vasculaire. En effet, la production
d’EETs par le CYP2C9 décrits comme des EDHF (Hoebel ef al., 1998 ; Fisslthaler et al.,
1999) provoque l'ouverture des canaux potassiques - calcium dépendants produisant une
entrée de calcium dans les cellules musculaires lisses conduisant & I’hyperpolarisation de ces

cellules (Fisslthaler ez al., 2000 ; Archer ef al., 2003 ; Earley et al., 2003). De plus, Fleming et
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al., (2001) ont démontré que le CYP2C9 est un générateur physiologique d’especes réactives
de oxygene dans les cellules endothéliales coronaires, ce qui confere au CYP2C9 un role
dans d’autres processus cellulaires. En effet, les espéces réactives de I’oxygene sont des
molécules de transduction du signal intracellulaire impliquées dans différentes cascades de
signalisation telles que la prolifération cellulaire et 1’angiogénese (Fleming et al., 2001 ;
Fisslthaler et al., 2003). Par I’intermédiaire de la production d’EETs, le CYP2C9 joue un réle
dans la prolifération cellulaire. En effet, I’activation de la prolifération cellulaire par les EETs
fait intervenir le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF) ainsi que les protéines
Akt et cycline D1 impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Michaelis et al., 2003).
Enfin, Fisslthaler e al., (2003) ont montré que certaines statines telles que la fluvastatine et la
cérivastatine induisent le CYP2CO dans les cellules endothéliales. La régulation du CYP2C9
par des meédicaments a visée cardiovasculaires tels que les statines confirme donc

I’importance de cette enzyme dans la régulation du tonus vasculaire.

3.2.2.3. Le cytochrome P450 2C18.

Le cytochrome P450 2C18 a été cloné a partir du foie humain (Romkes ez al., 1991).
Cependant, il semble étre moins important que les CYP2CS8, 2C9 et 2C19 (Goldstein et al.,
1994). Le cytochrome P450 2C18 contribue a I’hydroxylation de la warfarine (Goldstein et

al., 1994) et du lanoprazole (Pichard ef al., 1995). Aucune donnée n’est actuellement

2

disponible concernant le métabolisme de composés endogenes.

3.2.2.4. Le cytochrome P450 2C19.

Ce cytochrome P450 est localisé principalement dans le foie mais également dans
I’intestin (Lapple et al., 2003) et dans les cellules endothéliales d’arteres humaines (Thum et
Borlak, 2004). Cette enzyme joue un role important dans le métabolisme de nombreux
médicaments tels que I’omeprazole, le diazepam, le proguanil et I’imipramine (Goldstein et
al., 1994) mais il intervient aussi dans le métabolisme de 1’hexobarbital, du moclobemide, du
mephobarbital, de la méphénitoine, du propanolol et de la warfarine, de la phénytoine et du
fuconazole (Lewis ef al., 2003). Le CYP2C19 métabolise 1’acide arachidonique en 19-HETE,
14,15-EET et 8,9-EET (Bylund ef al., 1998).
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3.2.3. Le cytochrome P450 2E1.

Actuellement, il n’existe chez ’homme qu’un seul géne appartenant a cette sous
famille : le CYP2E1. Ce cytochrome P450 est localisé a la position 10q24.3-qter.

CYP2EI a été décrit dans le foie (Botto ef al., 1994), les lymphocytes (Song et al.,
1990), le poumon humain (Hukkanen ef al., 2002) dans les cellules endothéliales ECV304
(Hoebel ef al., 1998), dans les cellules de cordon ombilical : les cellules HUVEC (Farin et al.,
1994) et plus récemment dans les cellules endothéliales d’arteres coronaires humaines (Thum
et Borlak, 2004).

Le CYP2E1 est impliqué dans le métabolisme des nitrosamines, du benzene et des
hydrocarbures halogénés de faible poids moléculaire (Wang ef al., 1999). Laethem et al.
(1993) ont étudié la métabolisation des acides laurique, stéarique, oléique, linoléique,
linolénique et de I’acide arachidonique par le CYP2E1. Cette enzyme intervient dans les
réactions d’hydroxylation w-1 et w-2. Les deux métabolites majeurs produits par ce
cytochrome P450 sont le 19-HETE et le 18-HETE. Les autres métabolites formés de fagon
minoritaire sont des EETs avec principalement du 14,15- EET puis un mélange de 11,12-;

8,9- : 5,6- EET.

3.2.4. Le cytochrome P450 2J2.

Le cytochrome P450 2J2 a été localisé sur le chromosome 1 en position 1p31.3-p31.2.
Le cytochrome P450 2J2 est fortement exprimé dans le cceur humain mais plus faiblement
dans le foie, I’iléum, le jéjunum et le colon, et en quantité tres faible dans le rein. Il n’a pas été
détecté dans le cerveau humain, les ovaires ou les testicules (Wu ef al., 1996). Au niveau
vasculaire, le cytochrome P450 2J2 est exprimé dans le poumon (Scarborough et al., 1999),
notamment dans les cellules épithéliales des voies aériennes, dans I’endothélium vasculaire
bronchique, les cellules musculaires lisses, I’endothélium vasculaire et les macrophages
alvéolaires (Zeldin ef al., 1996). 1l est abondant dans I’endothélium des grandes et petites
arteres (Node ef al., 1999). Plus récemment, il a également été¢ détecté¢ dans les cellules
endothéliales d’artéres humaines (Thum et Borlak, 2004).

Les substrats connus du CYP2J2 sont: I’acide arachidonique, la testostérone, la
benzphétamine et le diclofénac (Scarborough ez al., 1999). De la méme fagon que les autres

cytochromes P450, CYP2J produisent trois eicosanoides a partir de I’acide arachidonique : les
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acides epoxyeicosatriénoiques (EETs), les acides hydroxyeicosatetraénoiques (5- ; 8-;9-; 11-
;12- et 15- HETESs) formés par I’oxydation allylique et les acides hydroxyeicosatetraenoiques
(16-, 17-, 18-,19- et 20-HETEs) formés par I’hydroxylation w terminale des alcools C;6-Czo
de I’acide arachidonique. Toutefois, les principaux métabolites formés par le CYP2J2 sont les

EETs (Node et al, 1999 ; Scarborough et al., 1999).

3.3. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

Les cytochromes P450 de la famille 3A sont localisés sur le chromosome 7 aux
positions q21-q22.1 (Brooks et al., 1988). Cette famille comporte trois membres CYP3 A4,
CYP3AS et CYP3A7 (Wrighton e al., 1989).

Les cytochromes P450 de la famille 3A sont les cytochromes P450 les plus abondants
dans le foie humain. Bien que le foie soit la principale localisation, les cytochromes P450 3A
sont également exprimés dans les entérocytes de I’intestin gréle (Watkins, 1997), dans le rein
normal et tumoral (Murray ef al., 1999) ainsi que dans le cerveau (Farin ef al., 1993). La
présence de CYP3A a également été décrite dans les cellules musculaires lisses aortiques de

mammiferes marin (Celander ez al., 2000).

3.3.1. Le cytochrome P450 3A4.

Le cytochrome P450 3A4 est le cytochrome P450 le plus abondant dans le foie
humain. Dans les tissus et cellules du systéme cardiovasculaire, les données sont
contradictoires. Thum et Borlak (2000) n’ont pas observé d’expression dans les différents
tissus examinés. Cependant, Ayajiki et al. (1999) ont rapporté une activité dans l’artére
linguale de singe et Minamiyama ef al. (1999), une expression dans ’endocarde et les
coronaires ainsi que dans les vaisseaux de cceur humain. Anttila ef al., (1997) ont montré que
le CYP3A4 était localisé dans le poumon humain, les glandes bronchiques, 1I’épithélium
terminal et ’épithélium en colonne bronchiolaire, 1’épithélium alvéolaire de type II et les
macrophages alvéolaires. Plus récemment, cette enzyme a été détectée également dans les
arteres linguales de singe (Ayajiki ef al., 2003). En culture cellulaire, les cellules de veines
ombilicales (HUVEC) (Farin er al, 1994), les cellules endothéliales d’artéres de porc
(PAEC), les cellules endothéliales d’artéres bovines (BAEC), les cellules endothéliales

29



Eahy926 et les cellules endothéliales ECV304 expriment des cytochromes P450 de la famille
3A (Hoebel et al., 1998).

Le CYP3A4 métabolise environ 60% des nombreux médicaments existants sur le
marché et catalyse I’hydroxylation en 6-béta de nombreux stéroides incluant la testostérone, la
progestérone et le cortisol.

Le CYP3A4 produit deux molécules vasodilatatrices : ’oxyde nitrique a partir du
dinitrate d’isosorbide (Minamiyama et al., 1999) et des acides epoxyeicosatriénoiques a partir

de ’acide arachidonique (Ayajiki e al., 1999 ; 2003).

3.3.2. Le cytochrome P450 3AS.

Le CYP3AS est une protéine de 52,5 kDa qui présente 85% d’homologie avec le
cytochrome P450 3A4 (Aoyama et al., 1989). Les CYP3A4 et CYP3AS ont une activité
analogue dans le métabolisme des stéroides et de la ciclosporine.

L’endothélium des vaisseaux et des capillaires pulmonaires (Anttila et al., 1997 ;
Raunio ef al., 1998) ainsi que les macrophages (Raunio ef al., 1998 ; Raunio ef al., 1999)
expriment CYP3AS. Ce cytochrome P450 est également exprimé dans le poumon
spécialement 1’épithélium alvéolaire de type I et de type II, les cellules muqueuses et ciliées
de la paroi bronchique, les glandes bronchiales, 1’épithélium cuboidal terminal et cilié
bronchiolaire.

Aucune information n’est connue concernant le métabolisme de I’acide arachidonique
mais compte tenu de I’homologie entre CYP3A4 et CYP3AS, on peut supposer que CYP3AS

intervient également dans la formation d’acides epoxyeicosatriénoiques.

3.3.3. Le cytochrome P450 3A7.

Ce cytochrome P450 contient 13 exons (Itoh er al, 1992), il présente 87%
d’homologie avec le cytochrome P450 3A4 (Komori ef al., 1989). Le CYP3A7 est exprimé
spécifiquement dans le foie foetal mais pas dans le foie adulte (Komori ef al., 1990).

La seule étude dans les tissus vasculaires concerne les macrophages alvéolaires de
poumon ou le cytochrome P450 3A7 n’a pas été détecté (Anttila ez al., 1997). Aucune donnée

n’est disponible concernant la production de molécules vaso-actives par ’'intermédiaire de
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cette enzyme. Toutefois, CYP3A7 constitue un modele d’étude en raison de son expression

dans les cellules d’hépatomes dont HepG2.

3.4. Les cytochromes P450 de la famille 4.

3.4.1. Le cytochrome P450 de la famille 4A.

La sous famille CYP4A est représentée par 3 membres chez ’homme : le CYP4A9 et
le CYP4Al1ll qui sont souvent indissociés de sorte que, seul le CYP4All est évoqué
(Merryman et al.,1997), et tres récemment le CYP4A22 (Bellamine ef al., 2003). Les
cytochromes P450 de la famille 4A sont des protéines capables d’hydroxyler la partie w et la
partie w—-1 des acides gras insaturés (Sharma er al, 1989 ; Kawashima et al., 1992
Kawashima ef al., 1994 ; Wang et al., 1996). 1ls catalysent I’w-hydroxylation de différentes
prostaglandines (Matsubara ef al., 1987, Yamamoto ef al., 1984).

3.4.1.1. Le cytochrome P450 4A9.

Peu d’informations sont connues sur ce cytochrome P450. Le CYP4A9 est souvent
assimilé au CYP4Al1. Les données de la littérature indiquent que le CYP4A9 au méme titre
que le CYP4Al1l serait impliqué dans la réaction de 12-hydroxylation de 1’acide laurique
(Pearce et al., 1996).

3.4.1.2. Le cytochrome P450 4A11.

Le CYP4ALl1 a été localisé principalement dans le foie mais il est présent également
dans le rein (Kawashima et al., 1992 ; Kawashima et al., 1994 ; Bell et al., 1993, Wang et al.,
1996) et plus précisément dans le néphron chez la souris (Stec ef al, 2003), les micro-
vaisseaux (Imig et al., 1996) notamment les micro-vaisseaux préglomerulaires (Cheng ef al.,
2003), dans les artéres cérébrales de chat (Gebremedhin ez al., 1998 ; Gebremedhin ef al.,
2000), les arteres pulmonaires de lapin (Birks et al., 1997), les grands et petits vaisseaux, les
macrophages alvéolaires et les cellules musculaires lisses isolées d’artéres pulmonaires de

lapin (Zhu et al., 1998 ; Parmentier ef al., 2001), les arteres mésentériques de rat (Wang et al.,
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2001), les artéres de muscle squelettique de rat (Frisbee ef al., 2000). Plus récemment, il a été
démontré que le CYP4A est présent dans les cellules endothéliales et musculaires lisses
d’artéres pulmonaires de rat, dans les cellules épithéliales et musculaires lisses bronchiques et
dans les macrophages de poumon de rat (Zhu ef al., 2002 ; Yu et al., 2002) alors que Jiang et
al., (2004) ont décrit CYP4A comme étant présent spécifiquement dans les cellules

musculaires lisses.

Le CYP4All catalyse I’w-hydroxylation des acides laurique, palmitique et
arachidonique mais n’hydroxyle pas les prostaglandines. C’est la seule enzyme avec CYP4F2
qui catalyse I’w-hydroxylation des acides gras dans le foie (Kawashima et al., 1992 ;
Kawashima ef al., 1994) et le rein (Bell ef al., 1993 ; Wang et al., 1996). Ces données
proviennent d’études chez le rat qui n’ont actuellement pas été confirmées chez I’homme. Le
CYP4A intervient dans la régulation du tonus vasculaire par I’intermédiaire de la production
du 20-HETE (Powell ef al., 1998). En effet, ce dernier est responsable de I’inhibition des
canaux K" activés par le calcium dans les cellules musculaires lisses (Gebremedhin et al.,
1998). De plus, I’absence de cyp4al4 provoque une hypertension chez la souris, preuve de
I’importance de cette enzyme dans le contréle de la pression sanguine. Cette étude suggere
que les homologues de CYP4A chez ’homme pourraient également étre impliqués dans
I’hypertension humaine tant au niveau génétique que moléculaire (Holla ef al., 2001). En
effet, une étude plus récente démontre le réle de CYP4A dans la régulation de la fonction

rénale et de la pression sanguine chez I’homme (Capdevila ez al., 2003).

3.4.2. Les cytochromes P450 de la famille 4F.

Cette sous famille comporte chez I’homme 5 protéines : CYP4F2, CYP4F3 (Kikuta et
al., 1993, Nelson et al., 1993), CYP4F8 (Bylund et al., 2000), CYP4F11 (Cui et al., 2000) et
CYP4F12 (Bylund et al., 2001). Ces cytochromes P450 sont tous localisés sur le chromosome
19p13.1. La plupart des produits de métabolisme obtenus sont des eicosanoides incluant les
leucotrienes, les prostaglandines, les lipoxines et les HETEs. Ces eicosanoides jouent un role
important dans la réponse inflammatoire notamment dans I’attraction des leucocytes, la
régulation du tonus dans les vaisseaux sanguins et l’augmentation de la perméabilité
vasculaire (Rocha et al., 2003). Les membres de la famille 4F réalisent I’ w-hydroxylation du

leucotriene 34 (LTB4) pour produire du 20-hydroxy-LTB4 (20-OH-LTBy) (figure 4).
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3.4.2.1. Le cytochrome P450 4F2.

Le cytochrome P450 4F2 a été isolé a partir de foie humain et présente une activité
d’w-hydroxylation de I’acide arachidonique (Zhang et al., 2000a ; Zhang et al., 2000b). Ce
cytochrome P450 est également appelé leucotriene B4 (LTB4) w-hydroxylase a cause de son
activité catalytique vis-a-vis du LTB4 (Kikuta ef al., 1999 ; Cui ef al., 2000).

Le CYPA4F2 est une des principales enzymes, avec le CYP4Al1, responsable de la
formation du 20-HETE a partir de I’acide arachidonique (Powell ef al., 1998).

3.4.2.2. Le cytochrome P450 4F3.

Ce cytochrome P450 a été cloné dans les neutrophiles. Comme le CYP4F2, il est
également appelé LTB4 w-hydroxylase car il réalise I’inactivation de LTB4 par I’ w-oxydation
du carbone terminal pour former le 20-OH-LTB4 et le 20-COOH LTB4. 1l existe deux
isoformes de CYP4F3 : CYP4F3A présent dans les neutrophiles et CYP4F3B présent dans le
foie foetal (Christmas ef al., 1999). En plus de LTB4, le CYP4F3 réalise I’hydroxylation de la
lipoxine A4, la lipoxine B4, le S-HETE et le 12-HETE.

3.4.2.3. Le cytochrome P450 4F8.

Le cytochrome P450 4F8 posséde des séquences similaires aux CYP4F2 (81.2%) et
CYP4F3 (76.7%). Le cytochrome P450 4F8 a été détecté dans les glandes de la prostate et
dans les vésicules séminales (Bylund ef al., 1999) mais pas dans les leucocytes.

Ce cytochrome P450 est impliqué dans le métabolisme de 1’acide arachidonique
(Bylund ef al., 1999) mais également des prostaglandines produites a partir de ’acide
arachidonique (figure 4), en effet, CYP4F8 métabolise les prostaglandines H; (PGH;) et H;
(PGHy) en 19-hydroxy-PGH; et 19-hydroxy-PGH; (Bylund et al., 2000), le cytochrome P450
4F8 peut alors étre également nommé PGH 19-hydroxylase.
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3.4.2.4. Le cytochrome P450 4F11.

Des analyses par Northern Blot ont montré que le CYP4F11 est exprimé a un fort taux
dans le foie et le rein et a un taux faible dans le cceur, les muscles squelettiques et le placenta,
il n’est pas présent dans les leucocytes ou les autres tissus (Cui ef al., 2000).

Lasker et al., (2000) ont fait ’hypothese que le CYP4F11 était responsable de la
formation de 20-HETE dans le rein humain, CYP4F11 pourrait donc réguler les fonctions

vasculaires et tubulaires rénales.

3.4.2.5. Le cytochrome P450 4F12.

Le CYP4F12 a été détecté dans le foie, le rein, le colon, I’intestin gréle et le coeur
(Bylund et al., 2001). Ce cytochrome ne métabolise pas seulement des substrats endogenes
mais serait également impliqué dans I’hydroxylation de 1’ébastine (Hashizume et al., 2002).

Ce cytochrome P450 4F12 est responsable de I’ w—hydroxylation du LTBy4 et de ’acide
arachidonique cependant, ses activités sont plus faibles que celles du CYP4F2. Le CYP4F12
métabolise ’acide arachidonique en un métabolite majeur : le 18-HETE (Bylund ef al., 2001).
Il est également impliqué dans la production de différentes prostaglandines telles que PGE,,

PGFyq et PGH, (Bylund ez al., 2001).

3.5. Les cytochromes P450 SA1l.

Le cytochrome P450 5A1 appelé également thromboxane synthase est le seul membre
de la famille 5. Le CYPSA1 a été détecté dans le rein (Endoh ef al., 1997), dans les cellules
épithéliales bronchiques, les cellules musculaires lisses bronchiques, le septum et les
macrophages alvéolaires (Ermert ef al., 2000).

Cette enzyme catalyse la conversion de I’endoperoxide de la prostaglandine
endoperoxide en thromboxane A2, un vasoconstricteur potentiel et un inducteur de
I’agrégation plaquettaire. En association avec la prostacycline, le thromboxane A2 joue un

role clé dans la maintenance de I’homéostasie vasculaire.
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3.6. Le cytochrome P450 8A1l.

Le cytochrome P450 8Al appelé prostacycline synthase est le seul membre de la
famille 8 parmi les cytochromes P450 humains. 1l est situé sur le chromosome 20 a la position
ql3.

Cette enzyme a été détectée dans le cerveau humain (Siegle et al., 2000) et dans les
cellules aortiques endothéliales (Miyata ef al., 1994).

Le cytochrome P450 8A1 n’a pas d’activité monooxygénase. Il catalyse la conversion
de la prostaglandine H2 (PGH2) en prostacycline (PGI2), vasodilatateur inhibant la croissance
des cellules musculaires lisses, c’est un inhibiteur potentiel de 1’agrégation plaquettaire
(Moncada et al., 1978, Needleman et al,, 1986). 1l peut également réarranger PGH, en

thromboxane A,.

La plupart de ces cytochromes décrits ci-dessus sont impliqués dans le métabolisme de
I’acide arachidonique et de cette facon dans la production de molécules vasodilatatrices telles
que les EETs ou le NO et des molécules vasoconstrictrices telles que les HETEs. Les
cytochromes P450 vasculaires qui semblent avoir un role trés important dans la régulation du
tonus vasculaire sont les cytochromes de la famille 2C, le CYP2EL, le CYP2J2, le CYP4Al1

et les cytochromes de la famille 4F.

Plusieurs cytochromes P450 sont localisés dans les tissus vasculaires et impliqués dans
le métabolisme de ’acide arachidonique et par conséquent dans la production de composés
vaso-actifs. Parmi les cytochromes P450 jouant un réle important dans le tonus vasculaire, on
peut citer les cytochromes P450 de la famille 2C, le cytochrome 2J2 et les cytochromes P450
de la famille 4A. Les cytochromes P450 de la famille 3A ont un réle moins important au

niveau vasculaire.
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Cytochrome P450

Localisation vasculaire

Meétabolites vaso-actifs

CYP1B1 Cellules musculaires lisses 12-(R)-HETE
CYP2CS8 macrophages alvéolaires, 11,12-; 14,15- EET
muqueuse bronchique, artéres
coronaires
CYP2C9 coeur, artéres coronaires 8,9-; 11, 12-; 14,15-EET
CYP2C18 coeur
CYP2CI19 codeur 8,9-; 14, 15-EET ; 19-HETE
CYP2E1 poumon, cellules endothéliales 14, 15-EET ; 18- ; 19-HETE
CYP2J2 coeur, artéres 5,6-;809-;11,12-; 14,15-EET
CYP3A4 coeur, artéres, poumon, cellules EETs, NO
endothéliales
CYP3AS5 poumon, endothélium des NO
vaisseaux
CYP3A7 NO
CYP4A9/11 rein 20-HETE
CYP4F2 rein 20-HETE, 20-OH-LTB4
CYP4F3 20-OH-LTB4, 5-HETE, 12-
HETE
CYP4F8 Prostaglandines
CYP4F11 rein, coeur 20-HETE
CYP4F12 rein, coeur 18-HETE, prostaglandines
CYP5A1 rein, cellules musculaires lisses TXA2
bronchiques, macrophages
alvéolaires
CYP8ALI cellules aortiques endothéliales prostacycline.

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des différents cytochromes P450 vasculaires, leur localisation dans
les organes vasculaires et les métabolites vaso-actifs qu’ils forment.
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I1. Le tonus vasculaire.

1. Définition.

La vaso-motricité est la propriété qu’ont les vaisseaux de faire varier leur calibre par le
jeu des €léments musculaires contenus dans leur paroi notamment grace & de nombreuses
fibres musculaires. Claude Bernard en 1851 a découvert le tonus vaso-moteur et son origine.

On désigne par tonus vasculaire (ou tonus-vasomoteur) un état de demi-contraction
permanente dans lequel se trouvent maintenues les fibres musculaires lisses de la paroi des

arteres et des artérioles.

2. Controle du tonus vasculaire.

L’endothélium participe au catabolisme des amines vasopressives et a la
transformation de 1’angiotensine 1l par I’enzyme de conversion. L’angiotensine 1l possede un
récepteur sur les cellules musculaires lisses qui exerce une action vasoconstrictive controlée
dans I’endothélium normal.

L’endothélium vasculaire synthétise et libeére des composés qui sont impliqués dans la
régulation du tonus vasculaire (Furchgott et Vanhoutte, 1989). Ces dérivés endothéliaux vaso-
actifs incluant la prostacycline sont: le facteur relaxant dérivé de 1’endothélium ou
endothelium derived relaxing factor (EDRF) ou NO, le facteur hyperpolarisant dérivé de
I’endothélium ou /’endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF), I’endothéline et les
HETESs. Ces facteurs endothéliaux sont responsables d’effets vaso-actifs de nombreuses
molécules incluant 1’acétylcholine, la bradykinine et I’ATP. L’altération de la production des
composés vaso-actifs peut étre associée avec des maladies cardiovasculaires, telles que
I’athérosclérose, les vasospasmes coronaires et I’hypertension (Furchgott et Vanhoutte, 1989)

(figure 7).
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Figure 7 : Mécanismes de contraction et de relaxation.

Le stress membranaire, un certain nombre d’hormones vaso-actives et de mitogenes
activent la phospholipase C ce qui augmente la synthése d’inositol 3 phosphate (IP3)
provoquant la libération de calcium (Ca®") intracellulaire. L’élévation de la concentration
intracellulaire de Ca®" active les canaux Kc, suivi d’une hyperpolarisation de la membrane qui
empéche la contraction vasculaire en limitant 'influx de Ca®" a travers les canaux calciques
voltage dépendants (Gebremedhin ef al., 1998).

Le 20-HETE joue un réle important puisque I’augmentation de la concentration de
Ca®" intracellulaire est connue pour activer la phospholipase A sensible au Ca’" et la
diacylglycerol lipase qui libérent 1’acide arachidonique. Ce dernier est converti par les
cytochromes P450 en 20-HETE qui bloque les canaux Kc,. Ce blocage dépolarise les cellules
musculaires lisses et provoque ’entrée de Ca®" puis la contraction par 1’ouverture des canaux
calciques voltage-dépendants (Gebremedhin ef al., 1998).

Les acides epoxyeicosatriénoiques (EETs) sont produits par les cytochromes P450 a
partir de I’acide arachidonique dans ’endothélium et sont des vasodilatateurs potentiels qui
hyperpolarisent les cellules musculaires lisses en augmentant ’activité des canaux Kc,.
L’acétylcholine et la bradykinine stimulent la libération d’EETs a partir de I’endothélium, ces
EETs servent donc de facteur hyperpolarisants dérivés de ’endothélium dans certains

systemes vasculaires (Graier ef al., 1999) (figure 8).
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3. Facteurs impliqués dans le tonus vasomoteur.
3.1. Facteurs vasoconstricteurs.
3.1.1. L’acide 20 hydroxyeicosatetraenoique (le 20-
HETE).

La formation du 20-HETE nécessite 1’hydroxylation de 1’acide arachidonique a la
premiére liaison carbone-hydrogene catalysée par les cytochromes P450 appartenant a la
famille 4. Le 20-HETE est produit par les cellules musculaires lisses des vaisseaux rénaux et
cérébraux mais sa synthése n’a pas €t¢ démontrée dans les arteéres coronaires (Campbell and
Harder., 1999). Chez I’homme, 1’w-hydroxylation de 1’acide arachidonique en 20-HETE est
réalisée par le CYP4F2, un autre membre de la famille 4. Quant au CYP4All, il serait
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également impliqué dans la production du 20-HETE, le CYP4F2 réalisant la majeure partie de
la réaction.

Le 20-HETE a des effets potentiels sur le transport rénal des ions, le tonus vasculaire
et la prolifération cellulaire (Lasker ef al., 2000). Une étude plus récent a décrit le role du 20-
HETE dans I’angiogénése et la densité des vaisseaux (Amaral et al., 2003). Ce composé est
un constricteur potentiel des vaisseaux rénaux et extra-rénaux, une propriété qui a été
attribuée a la capacité des eicosanoides a inhiber I’ouverture des canaux K" activés par le Ca*"

a large conductance dans les cellules musculaires lisses vasculaires.

Le 20-HETE est le principal métabolite formé par les cytochromes P450
monooxygeénases dans le rein chez le rat, 'homme et le lapin (Escalante ez al., 1993). Harder
et al. (1997) ont montré que le NO (oxyde nitrique) régule la formation du 20-HETE. Le NO
se lie et inactive le groupement heme du cytochrome P450 provoquant ainsi un systéme de
rétrocontrole négatif. Ceci suggere que le 20-HETE peut agir comme un second messager
cellulaire et joue un role important dans le processus de transduction du signal intervenant
dans le développement du tonus musculaire dépendant de la pression. L’inhibition du 20-
HETE contribue a I’activation des canaux K' et aux effets vasodilatateurs du NO dans la
microcirculation rénale (Sun ef al., 1998). 1l a été démontré que le 20-HETE augmente les
activités de MAPK et de cPLA2, ce qui provoque la translocation de Ras. L’activation de
Ras/MAPK par le 20-HETE amplifie ’activité de cPLA2 et libere de 1’acide arachidonique
par un mécanisme de rétrocontrole négatif. Ce mécanisme d’activation de Ras/MAPK par le
20-HETE peut jouer un réle central dans la régulation d’autres molécules de signalisation
intracellulaire impliquées dans la prolifération et la croissance cellulaire (Muthalif ef al.,

1998).

3.1.2. Les endothélines.

L’endothéline 1 (ET-1) est I'isopeptide endothéline prédominant généré par les
cellules endothéliales, plus précisément dans la paroi vasculaire, il apparait donc comme le
peptide le plus important impliqué dans les événements cardiovasculaires. De nombreuses
conditions pathologiques sont associées avec 1’élévation de ’ET-1 dans les parois des
vaisseaux sanguins. Sous l’influence de médiateurs pro-inflammatoires, les cellules

musculaires lisses peuvent devenir un site important de production d’ET-1 (Woods ef al.,
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1998 ; Woods ef al., 1999). L’augmentation d’ET-1 dans les veines saphénes variqueuses
stimule la prolifération des cellules musculaires lisses ce qui provoque des altérations
morphologiques des parois des veines variqueuses. Cette augmentation d’ET-1 produit
également une veino-constriction ce qui permet de contrecarrer la relaxation de la paroi des
veines chez des patients variqueux (Mangiafico et al., 1997).

A cause de Dl'implication de ET-1 dans les désordres vasculaires tels que
I’hypertension et I’athérosclerose, Delerive ef al. (1999) se sont intéressé a la régulation de
I’expression de ’ET-1 par les activateurs de PPAR. Leurs résultats indiquent que PPAR« et
PPARP sont exprimés dans les cellules endothéliales humaines vasculaires et que les
activateurs de PPAR inhibent la biosynthése de ET-1 induite par la thrombine, indiquant un

nouveau role pour les PPAR dans la fonction vasculaire endothéliale.

3.1.3. Les prostaglandines.

Les prostaglandines sont des molécules vasoconstrictrices mais peuvent parfois avoir
un réle vasodilatateur. Les prostaglandines sont produites par les cyclooxygénases a partir de
I’acide arachidonique (figure 4). La synthése des prostaglandines peut étre stimulée par des
agents chimiques et physiques variés dans les cellules endothéliales vasculaires incluant le
stress mécanique, 1’hypoxie, les acides gras estérifiés provenant de la membrane cellulaire, les
ionophores de calcium, la bradykinine, la thrombine, I’angiotensine 1l et les facteurs de

croissance (Weksler et al., 1982).

3.2. Facteurs vasodilatateurs.

3.2.1. Facteur Endothélial Hyperpolarisant, FEndothelium Derived
Hyperpolarising Factor ou EDHF.

L’acétylcholine au contact de I’endothélium induit une hyperpolarisation de la
membrane des cellules musculaires lisses sous-jacentes dépendante de 1’endothélium qui
produit une substance diffusant vers le muscle lisse. Dans la plupart des cas, le NO ne modifie
pas le potentiel de membrane des cellules musculaires lisses et ne peut donc pas étre
responsable de cette hyperpolarisation membranaire. L hypothese de I’existence d’un autre

agent : TEDHF a donc été émise. Ce dernier semble agir sur le muscle lisse en ouvrant les
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canaux potassiques. La contribution de 'EDHF aux relaxations dépendantes de I’endothélium
varie selon le lit vasculaire et selon la taille des vaisseaux étudiés (Lévy ef al., 1996).

L’origine de ce composé hyperpolarisant est discutée depuis de nombreuses années.
L’emploi d’inhibiteurs plus ou moins spécifiques des cytochromes P450 a permis de supposer
que ces enzymes intervenaient dans la production de ce composé (Fissthaler et al., 1999). Si
depuis longtemps, on soupgonnait I’implication des cytochromes P450 dans la production de
ce facteur issu de I’acide arachidonique, aucune preuve directe n’existait. L utilisation d’ARN
anti-sens a permis de démontrer spécifiquement le role du cytochrome P450 2C dans la
production de ’EDHF dans les arteres coronariennes (Fisslthaler ef al., 1999). Le composé
produit et candidat au titre d’EDHF est un acide epoxieicosatrienoique (EET).

Dans la mesure ou chez le rat, CYP2C11, orthologue de CYP2C8 chez ’homme, est
fortement réprimé par les mécanismes inflammatoires, on peut supposer que ces mécanismes
régulent D’expression des CYP2C chez I’homme. Cette régulation limiterait ainsi la
vasomotricité des vaisseaux coronariens et jouerait un role dans I’installation des pathologies
cardiaques. Parallélement, d’autres travaux ont suggéré que d’autres cytochromes P450
seraient impliqués dans la production d’EDHF coronarien ou rénal : le CYP2J2 pour les
coronaires, le CYP4A11 et le CYP4F2 pour le rein (Node ef al., 1999, Lasker ef al., 2000).

Certains auteurs (Bauersachs ef al., 1996 ; Nishikawa et al., 2000) ont supposé€ que le
NO inhibe la production et/ou I’action de ’EDHF dans la microcirculation coronaire chez
I’homme. Dans cette étude, ces auteurs supposent que lorsque la production de NO est
inhibée, I’inhibition exercée par rétrocontrdle sur la production ou I’action de ’EDHF serait
levée ce qui permettrait de maintenir, au moins en partie, une fonction vasodilatatrice
endothéliale.

Les médiateurs pro-inflammatoires inhibent la formation de ’EDHF dans les artéres
isolées. Ainsi une diminution de la formation d’EDHF peut contribuer au disfonctionnement
endothélial dans ’artériosclérose (Kessler ez al., 1999). Dans les artéres coronaires de porc,
une isozyme homologue du cytochrome P450 2C8/9 a été identifiée comme une EDHF
synthase. Comme certains cytochromes ont été décrits comme produisant des especes
réactives de ’oxygeéne (ROS), les auteurs supposent que 'EDHF synthase coronaire peut
moduler 1’homéostasie vasculaire par la production simultanée de ROS et d’acides
époxyeicosatrienoiques. L’isozyme du CYP2C8/9 serait un générateur physiologique de ROS
dans les cellules endothéliales coronaires et modulerait a la fois le tonus et ’homéostasie

(Fleming et al., 2001).
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3.2.2. L’oxyde nitrique : le NO.

L’oxyde nitrique est produit dans les cellules endothéliales a partir de la L-arginine par
la NO synthase endothéliale. Il peut également étre produit a partir du dinitrate d’isosorbide
par le CYP3 A4 (Minamiyama et al., 1999).

Le NO est le principal facteur relaxant dérivé de I’endothélium (EDRF : Endothelium
Derived Relaxing F'actor). 1l relaxe les cellules musculaires lisses par la stimulation de la
guanylate cyclase, ’accumulation du GMPc et les modifications de certains processus
intracellulaires dépendants du GMPc, incluant 1’activation des canaux potassiques a travers la
protéine kinase dépendante du GMPc (Bolotina ef al., 1994).

Le stress mécanique exercé sur ’endothélium par le flux sanguin représente le
stimulus majeur pour la production continue de NO (Lamontagne ef al, 1992), c’est un
systéme hautement efficace et sensible pour neutraliser la contraction induite de fagon
myogeénique et neurogénique. Toute vasoconstriction dans les vaisseaux perfusés augmente le
stress mécanique agissant sur les cellules endothéliales qui répondent en augmentant la
production de NO et ainsi atténuent la vasoconstriction (Fleming et al., 1999). La modulation
de la constriction myogénique par le NO est plus prononcée dans les grandes artéres que dans

les petites.

Le NO produit en réponse a une contraction myogénique, antagonise de fagon
fonctionnelle le 20-HETE en activant les canaux K'c, a large conductance (Archer ef al.,
1994, Bolotina et al., 1994, Mistry et Garland., 1998). De plus, le NO pourrait moduler la
formation du 20-HETE en se liant et en inactivant le groupement heminique du cytochrome
P450 de la méme fagon qu’il inhibe "EDHF synthase (Bauersachs ef al., 1996).

Il a été supposé que la probabilité d’ouverture des canaux K'¢, a large conductance
dans les segments artériels est déterminée par la balance de la production vasculaire entre le
20-HETE et le NO/EDHF et que le NO et 'EDHF affectent le tonus vasculaire par interaction
avec les canaux K'c, induite par le 20-HETE (Fleming ef al., 1999). Le NO est également
capable d’influencer la production d’autres composés. Par exemple, le NO augmente la
syntheése de prostacycline a la fois in vitro (Davidge ef al., 1995) et in vivo (Sautebin et al.,

1995) en activant la prostaglandine H synthase (Davidge ef al., 1995) et/ou I'activité de la
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cyclooxygénase (Salvemini ef al., 1993) via un mécanisme indépendant de la GMP cyclique.
Comme précis€ précédemment, '’EDHF n’est pas libéré lorsque le NO se trouve dans les
concentrations physiologiques (Bauersachs ez al., 1996).

Le NO inhibe la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires par des
changements spécifiques de 1’expression et de 1’activité des protéines régulatrices du cycle
cellulaire indépendamment du GMPc. La surexpression adénovirale de NO Synthase
endothéliale représente une stratégie cytostatique pour la thérapie génique des maladies

vasculaires (Tanner et al., 2000).

3.2.3. Les acides epoxyeicosatriénoiques : les EETs.

Les EETs sont produits par les cellules endothéliales rénales (Alonso-Galicia ef al.,
1998 ; Harder et al., 1996), cérébrales (Harder et al., 1994 ; Harder ef al.,1998) , pulmonaires
(Zhu et al., 2000) et coronaires (Campbell ef al., 1996). Ces données sont basées sur le fait
que les cellules endothéliales expriment les cytochromes P450 des familles 1A, 2B, 2C et 2J
(Fisslthaler ef al., 2000 ; Fisslthaler et al., 1999 ; Hoebel et al., 1998 ; Lin et al., 1996 ; Node
et al., 1999). Une seule étude de la littérature décrit la production d’EETs par les cellules
musculaires lisses (Hasunuma ef al., 1991). Une enzyme de la famille de CYP2C : CYP2C8/9
a ¢té décrit comme la premiére source d’EETs dans les artéres coronaires humaines
(Fisslthaler ez al., 1999 ; Fisslthaler et al., 2000).

Les autres epoxygénases exprimées dans les cellules endothéliales tels que CYPIA,
CYP2B, CYP2C et CYP2J, ne jouent qu’un role mineur dans la production d’EETs dans les
conditions normales. Toutefois, ’expression de ces autres isoformes est induite par les
hydrocarbures, les anesthésiques, les antibiotiques, les hormones ou 1’alimentation. Ces
cytochromes P450 peuvent donc jouer un role plus important suite a une modification de leur
expression par ces différentes molécules. En effet, dans certaines circonstances pathologiques,
I’endothélium peut étre exposé a de relativement grandes quantités d’EETs, c’est le cas
notamment dans [’hypertension (Pomposiello ef al, 2001 ; Omata et al., 1992) et dans
I’hypercholestérolémie (Pfister e al, 1991), ceci pourrait étre dii a 1’augmentation de
I’expression des isoformes mineures.

Les EETs hyperpolarisent les cellules musculaires lisses en augmentant 1’ouverture
des canaux K¢, (Graier et al., 1999). Les EETs nécessitent un signal de transduction

intracellulaire afin d’augmenter I’activité des canaux K'. En présence de GTP qui dissocie les

44



sous unités O, [,y des protéines G, les EETs activent les canaux K¢, dans les cellules

musculaires lisses d’artéres coronaires humaines (Fukao ez a/., 2001 ; Li et Campbell, 1997).

En plus de la régulation du tonus vasculaire, les EETs ont des propriétés anti-
inflammatoires en empéchant I’adhésion des leucocytes activés aux parois vasculaires (Node
et al., 1999). Des concentrations de I’ordre du nanomolaire de 11,12- EET ou la surexpression
de CYP2J2 empéche la régulation positive de D’expression des molécules d’adhésion
cellulaires vasculaire —1 (VCAM-1) et de la E-selectine dans des cellules endothéliales en
culture en réponse a différentes cytokines (fumor necrosis factor, interleukine 10) et au
lipopolysaccharide (Fleming ef al., 2001 ; Node ef al., 1999). En outre, les EETs activent les
signaux de transduction tyrosine kinase et MAP kinase dans les cellules endothéliales
(Fleming et al., 2001 ; Graier et al., 1999 ; Mombouli et al., 1999) et musculaires lisses
(Fleming et al., 1999 ; Mombouli ef al., 1999), ce qui peut activer différents signaux de
transduction conduisant par exemple a la production de facteurs de croissance cellulaire.

Fitzpatrick et al., (1986) ont montré que les EETs inhibent I’agrégation plaquettaire
induite par I’acide arachidonique et les dommages vasculaires. Certains isoméres des EETs
inhibent I’agrégation plaquettaire par compétition avec 1’acide arachidonique en inhibant la
formation de thromboxane (Fitzpatrick et al., 1986).

Les EETs sont également des mitogenes potentiels et contribuent aux effets des
facteurs de croissance dans les cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires. Les
effets mitogéniques des EETs sont associ€s a d’une part une augmentation de la concentration
de calcium intracellulaire et d’autre part a une augmentation du pH intracellulaire, I’activation
des cascades de transduction du signal de la tyrosine kinase et de la MAP kinase (Chen ef al.,
1998 ; Chen et al., 1999). Les EETs peuvent également étre des mitogeénes dans le systéme
vasculaire et jouer un role dans 1’angiogénese et les dommages vasculaires (Munzenmaier et

Harder, 2000).

3.2.4. La prostacycline.

Les cellules endothéliales sont le site majeur de production de la prostacycline qui
induit une relaxation du muscle lisse vasculaire par activation de 1’adenyl cyclase et une
augmentation de la production d’un nucléotide, la 3°,5° adénosine monophosphate cyclique

(AMPc) (Levy et al., 1996).
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4. Régulation du tonus vasculaire.

Le tonus vasculaire est régulé par de nombreux facteurs aussi bien mécaniques que
chimiques. Dans cette partie, nous allons tenter de décrire succinctement leur effets sur le
tonus vasculaire.

De nombreux facteurs interviennent dans la régulation du tonus vasculaire. En effet,
toute modification de I’expression des différentes molécules vaso-actives telles que les EETs,
le NO, les prostaglandines ou les HETEs peut avoir des répercussions sur 1’homéostasie
vasculaire. Ainsi, dans les conditions hypoxiques observées lors de la stase sanguine, une
augmentation de la production de prostacyline (Martin et al., 1992) et du taux d’EETs
(Dinenno et al., 2003 ; Earley et al, 2003) ainsi qu’une diminution des facteurs
vasoconstricteurs tels que le 20-HETE (Zhu et al., 2000) ont été observés. Par contre,
Schmedje ef al. (1997) ont montré que I’hypoxie inhibe la libération de NO et augmente la
libération d’ET-1 par les cellules endothéliales in vitro.

Le stress mécanique exercé sur les parois vasculaires entraine également une
régulation des substances vaso-actives telles que les EETs, les HETEs, le NO, les
prostaglandines et I’endothéline et régule la perméabilité macromoléculaire et I’endocytose
(Ando et Kamiya, 1993 ; Korenaga et al,1997). En présence de stress mécanique,
I’expression et ’activité de /’endothelium-derived hyperpolarizing factor synthase (Fisslthaler
et al., 2001), I’activité du NO (Paniagua et al., 2001) ainsi que la synthése d’endothéline-1
(Masatsugu ef al., 2003) sont diminués. Aucune étude n’est actuellement disponible
concernant la régulation du 20-HETE par le stress mécanique.

Les phénoménes inflammatoires accompagnant généralement les pathologies
cardiovasculaires (Lind 2003 ; Ridker ef al., 2003 ; Gonzalez et Selwyn, 2003) sont également
régulateurs du tonus vasculaire. En effet, il a ét¢ démontré que le TNF-a et le LPS inhibent
I’expression de la NO synthase endothéliale (Muzaffar ef al., 2003). La cyclooxygénase de
type 2 productrice des prostaglandines est également régulée par différentes cytokines pro-
inflammatoires (Vane et al., 1998). De plus, il a été¢ démontré que les EETs possédaient des
propriétés inflammatoires (Node e al., 1999).

Ces différentes études nous montrent que le tonus vasculaire et plus particulierement
la production de molécules vasodilatatrices sont modulés par différents facteurs, ce qui peut

conduire a plus long terme au développement de pathologies vasculaires.
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Tous ces facteurs modulent donc de fagon plus ou moins importante le tonus
vasculaire. Ces modifications du tonus vasculaire peuvent conduire a de simples
modifications physiologiques mais peuvent également contribuer a certaines pathologies telles
que D’hypertension artérielle ou la pathologie variqueuse. Dans cette étude, nous nous
intéresserons plus particuliecrement a la pathologie variqueuse et aux modifications

physiologiques qu’elle entraine ce qui fera I’objet de notre troisieéme partie.

47



I11. La pathologie variqueuse.

1. Les veines.

Le terme veine désigne les vaisseaux qui ramenent le sang veineux chargé de gaz
carbonique et de déchets de dégradation issus du fonctionnement cellulaire au coeur. Leurs
parois sont beaucoup plus élastiques et souples que les arteres, elles peuvent donc se dilater de
facon importante. La circulation veineuse est assurée par deux réseaux de veines: ’'un
superficiel, ’autre profond, ils communiquent entre eux par les veines dites perforantes. Les
veines superficielles collectent le sang des tissus superficiels des membres et le conduisent
dans les veines profondes. Ainsi, aux membres inférieurs, les veines saphénes (superficielles)
se terminent a la partie supérieure de la cuisse en se jetant dans les veines fémorales
(profondes).

Dans les jambes, le réseau de veines profondes draine 90% du retour veineux. 1l est
compose¢ de la veine poplitée, de la veine fémorale et du confluent ilio-cave. Le réseau de
veines superficielles, parfois visibles sous la peau ou elles apparaissent sous forme de filets
bleuatres, draine les 10% restant. Il est constitué de la grande et de la petite saphéne. Ces deux
réseaux communiquent largement entre eux par de nombreuses voies d’échange (Chévremont,

1979).

1.1. Structure.

Les constituants élémentaires de la paroi des veines sont identiques & ceux de la paroi
des arteres. La paroi des veines comporte trois tuniques (figure 9):

- I’intima : comprenant un endothélium (épithélium pavimenteux simple) reposant sur
une lame basale et de fagon inconstante une couche conjonctive sous endothéliale faite
essentiellement de faisceaux de fibres de collagene, de fibroblastes et a partir d’'un certain
calibre, d’un nombre variable de fibres élastiques dispersées.

- La média : constituée de cellules musculaires lisses et/ou de lames élastiques.

- L’adventice : composée de tissu conjonctif.

La structure pariétale des veines est comparable a celle des arteres mais dans les

veines, la média est beaucoup plus mince et I’adventice composée principalement de fibres de
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collageéne, constituant la majeur partie de la paroi. En effet, la paroi des veines a une structure
tres variable et une organisation beaucoup moins nette que la paroi artérielle : il n’y a pas de
limites élastiques bien individualisées, média et adventice sont souvent confondues et la
distinction des trois tuniques apparait souvent comme bien artificielle (Poirier et Chevreau,

1972).

Valvule

Tunica adventitla
Tunlea Intima

Figure 9 : Coupe longitudinale d 'une veine saphéne.

Dans les veinules d’environ 50 um de diametre, des cellules musculaires lisses
apparaissent entre 1’endothélium et le tissu conjonctif. Dans les veinules de 200 um de
diamétre, les cellules musculaires lisses commencent a former un tapis continu et I’adventice
devient plus épaisse avec des fibres élastiques éparpillées en plus de fibres de collagene
orientées axialement. Dans les veinules de plus grand calibre, les trois tuniques
s’individualisent pour former une intima, une média et une adventice. Dans les petites veines
(2 mm de diametre), le muscle lisse devient multicouche, chaque couche étant séparée par une

« nappe » de collagene.

Pour que le sang ne reflue pas sous I’effet de la pesanteur lorsque nous sommes
debout, 'ensemble du systéme veineux des jambes est équip€é d’un systéme de valvules
(figure 6). Les valvules sont des replis de la paroi interne constituées par un repli de I’intima
de la veine renforcé par du tissu conjonctif. En général, les valvules sont formées chacune par
deux replis semi-lunaires disposés en regard ’'un de ’autre. Leur structure comporte un tissu
conjonctif central tapissé par I’endothélium vasculaire. Les voiles valvulaires flottent dans le
sens naturel de ’écoulement et s’accolent lorsque le flux s’inverse. Les valvules siégent dans

les veines collectrices et on distingue deux sortes de valvules, la valvule pariétale que 1’on
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rencontre en pleine conduite et la valvule ostiale qui se situe au confluent de deux veines
(dans le plus petit des deux vaisseaux). La veine cave inférieure posséde toutefois a sa

terminaison dans le coeur droit une valvule appelée la valvule d’Eustachi.

1.2. Les différents types cellulaires de la paroi vasculaire et leur role.

1.2.1. Les cellules musculaires lisses.

Les cellules musculaires lisses (CML) sont les constituants principaux de la média
(figure 10). Elles sont souvent de forme allongée, fusiforme, organisées en faisceau. Les
cellules musculaires lisses de la média ont un double rdle, contractile et sécrétoire. Elles
remodelent en permanence le vaisseau en proliférant et en produisant de la matrice extra-
cellulaire. Ce processus physiologique normal est appelé remodelage vasculaire. 1l refléte la
capacité d’une veine & modifier durablement son diamétre en réponse a certaines situations.
Ce processus de remodelage est donc une réponse adaptative soit vers un €largissement soit
vers une réduction du calibre veineux (Badier-Commander et a/., 2001).

En ce qui concerne les modeles d’étude, deux types de cellules musculaires lisses
provenant de veines sont disponibles, il s’agit de cultures primaires de veine ombilicale et de

veine iliaque.

Fibres élastiques

Fibrocytes
Cellules
Fibres de / endothéliales
collagéne \ O
Cellules

\ musculaires lisses
Tissu
conjonctif ‘

< > < >
Adventice Média Intima

O
O
O

Figure 10 : Schéma de la paroi veineuse. Localisation des différents types cellulaires.
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1.2.2. Les cellules endothéliales.

A linterface entre le sang et la paroi vasculaire, I’endothélium qui tapisse I’intima est
bien plus qu’une simple barriere physique. Il est aujourd’hui considéré comme un véritable
organe tres actif impliqué dans la régulation de nombreux processus vasculaires normaux et
pathologiques. 11 est le constituant principal de I’intima.

L’endothélium est un organe trés important recouvrant plus de 5000 m” de réseau
vasculaire. Les cellules endothéliales sont des cellules aplaties qui forment une sous couche
cellulaire, leur renouvellement est trés lent. L’endothélium représente, a 1’échelle de tout
I’organisme une mince surface monocellulaire et trés étendue (28 m” pour le réseau artériel,
90 m® pour les veines et 1500 m® au niveau des microvaisseaux) (Guénard, physiologie
humaine). L’endothélium régule de nombreuses fonctions vasculaires. Il controle, de manieres
directe et indirecte, la structure vasculaire et assure la quiescence des cellules musculaires
lisses (figure 8). L’endothélium sain est une surface anti-adhésive qui empéche le sang de
coaguler. 1l repousse de maniere active les cellules sanguines (plaquettes et leucocytes) qui
tenteraient d’adhérer. Ses propriétés anticoagulantes et anti-thrombotiques sont dues a la
syntheése de facteurs vasodilatateurs comme le NO, la prostacycline et d’'une enzyme tres
active, I’activateur du plasminogene tissulaire (tPA).

L’endothélium controle le diamétre artériel. En effet, I’étirement de la paroi vasculaire
due a des augmentations subites de la pression artérielle stimule la libération de facteurs
constricteurs endothéliaux entrainant la contraction du muscle lisse vasculaire sous-jacent,
tendant a restaurer ou a maintenir un débit physiologique (Lévy et al., 1996). L’endothélium
contrdle le tonus vasculaire en libérant les composants d’un équilibre vasomoteur : d’une part
des éléments vasodilatateurs tels que la prostacycline (PGI2), le monoxyde d’azote (NO) et
les acides epoxyeicosatrienoic (EETs) et d’autre part, ’endothéline et les acides
hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs) qui sont vasoconstricteurs (Levy ef al., 1996 ; Roman et

al., 2000).

L’endothélium représente la barriére interne du tissu vasculaire et joue un role
important dans la transmission et la transduction de I’information a partir du sang vers la paroi
artérielle sous jacente. Toutes ces propriétés lui conferent un réle dans certaines circonstances
pathologiques associées a l’inflammation aigué, aux phénomenes de cicatrisation et aux

désordres cardiovasculaires, comme 1’athérosclérose.
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Plusieurs modeles de cellules endothéliales sont disponibles pour les études in vitro.
Toutefois, il semble de plus en plus évident que toutes les lignées de cellules endothéliales ne
soient pas équivalentes. En effet, les génes exprimés dans un type de cellules endothéliales ne
seront pas identiques a ceux exprimés dans une autre lignée. Ainsi, Chi et al., 2003, ont
démontré une expression tissu spécifique dans différentes cellules endothéliales provenant de
tissus microvasculaires. Ceci suggere que les types cellulaires endothéliaux sont bien

différenciés et jouent des roles dans la physiologie locale de leurs organes et tissus respectifs.

1.2.3. La matrice extracellulaire.

L’espace qui entoure les cellules, appelé espace extra-cellulaire, contient un ensemble
de macromolécules, polysaccharides ou glycosaminoglycanes, protéines fibreuses, sel et eau
que ’on désigne sous le nom de matrice extra-cellulaire. La matrice extra-cellulaire contient
différents types de collagénes, majoritairement types I et II et également types IV, V, VI, des
fibres élastiques, des glycoprotéines et des protéoglycanes (Milroy ef al., 1989). Elle joue un

role essentiel dans la constitution, le maintien et le remodelage de 1’architecture tissulaire.

Les constituants de cette matrice extracellulaire sont synthétisés et sécrétés par les
cellules comme les fibroblastes et les chondroblastes et décomposés par des enzymes : les
métalloproteinases matricielles (MMPs). Ces MMPs sont des endopeptidases a zinc qui
dégradent différents composants de la matrice extra-cellulaire.

Les MMPs sont des enzymes impliquées dans les processus de remodelage tissulaire
normal et pathologique telles que la cicatrisation, I’angiogénése et l’invasion tumorale
(Patterson ef al., 2001). Ces enzymes ont différentes spécificités de substrats et sont codés par
différents génes. Les MMP-2 et MMP-9 semblent étre les deux protéines matricielles les plus
importantes dans le remodelage de la matrice extra-cellulaire. La MMP-2 est sécrétée par les
fibroblastes de peau normaux et la MMP-9 est sécrétée par les macrophages et les
granulocytes alvéolaires normaux. La MMP-2 est également appelée collagénase de type IV
ou gélatinase. La MMP-9 appelée aussi collagénase 1V est une métalloprotéinase matricielle
ou gélatinase capable de dégrader le collagene de type IV et de nombreuses autres protéines
matricielles. Cette protéine est essentielle au processus de remodelage. Le taux d’ARNm de
MMP-9 est augmenté dans les conditions hypoxiques dans les cellules endothéliales

(Himelstein et Koch, 1998).
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2. Les veines variqueuses.

La pathologie variqueuse est complexe et caractérisée par une hypertension veineuse
avec des turbulences sanguines, une stagnation et un reflux suivi de tortuosités anormales de
la paroi de la veine (figure 11).

Michiels et al., (1997) ont décrit un mécanisme possible pour expliquer les
changements qui se produisent dans la paroi veineuse. Les études histologiques montrent que
I’organisation de la composition des parois veineuses variqueuses est profondément altérée.
L’apparition de varices s’explique par une perte des €¢léments de soutien des parois veineuses
puisqu’il a été observé dans ces segments, un €paississement de la média due a une

accumulation de cellules musculaires lisses et de matrice extra-cellulaire.

Dans la veine variqueuse, les cellules musculaires lisses sont hypertrophiques et autour
d’elles, le collagéne de type IV est faible et irrégulier. Le nombre total de vasa-vasorum est
augmenté dans les segments hypertrophiques et diminué dans les portions atrophiques des
veines variqueuses proportionnellement a ’aire de la paroi. Les segments hypertrophiques
contiennent des cellules musculaires lisses dédifférenciées. La matrice extra-cellulaire est
augmentée, cela semble étre une réponse lésionnelle ou un processus d’adaptation de la paroi
veineuse a un stimulus hétérogéne impliquant un stress mécanique et hypoxique. Les
segments atrophiques peuvent représenter une étape finale dans 1’évolution des segments
hypertrophiques dans lesquels les cellules musculaires lisses ont dégénéré et disparu (Badier

Commander et al., 2001).
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Figure 11 : Représentation schématique du flux sanguin dans une veine normale comparée a
une veine variqueuse.
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2.1. Facteurs intervenant dans la pathologie variqueuse.

2.1.1. Facteurs mécaniques.

Depuis longtemps, il est décrit que les facteurs mécaniques tels que I’augmentation de
la pression dans les vaisseaux, I’étirement et le stress mécanique (dus a I’augmentation du
flux) contribuent au processus de remodelage. Les changements observés lors de la réponse a
des stimuli mécaniques sont I’augmentation de la production de matrice extracellulaire
(collagene et élastine) (Tozzi ef al., 1989) , I’hypertrophie des cellules musculaires lisses et la

prolifération des cellules musculaires lisses et des fibroblastes (Kolpakov et al., 1995).

Les forces hémodynamiques induisent des changements fonctionnels variés dans
I’endothélium vasculaire, la plupart ayant pour conséquence des altérations de I’expression
des génes. Le stress mécanique de la paroi régule la croissance adaptée des vaisseaux et
I’angiogénese et peut étre un risque local dans la pathologie de 1’athérosclérose. Le stress
mécanique module la production de substances vaso-actives telles que les EETs, les HETEs,
le NO, les prostaglandines et ’endothéline et régule la perméabilité macromoléculaire et
I’endocytose (Ando ef al., 1993 ; Korenaga et al.,1997).

Resnick et al., (1993), ont identifié¢ un élément de réponse au stress mécanique (SSRE)
initialement décrit dans la région promotrice du geéne Platelet Derived Growth Factor-f3
(PDGF-P) puis retrouvé dans d’autres geénes qui répondent au stress mécanique dont ceux de
la NO synthase inductible, les génes des molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1, le facteur
de croissance Tumor Growth Factor [ (TGF- [3) et la cyclooxygénase de type 2. Ces études
suggerent un mécanisme général pour la régulation de ces genes endothéliaux par le stress

mécanique.
2.1.2. Facteurs chimiques.

2.1.2.1. L’hypoxie.

Il a été montré récemment que les conditions anaérobies pouvaient avoir des effets
importants sur les fonctions endothéliales. En effet, la stase sanguine dans les veines des
membres inférieurs est une situation communément liée au développement de maladies

veineuses telles que les varices. Cette stase peut provoquer une ischémie et ainsi diminuer la
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disponibilité en oxygeéne dans les tissus. Cette réduction de la disponibilité en oxygene est une
des principales causes des désordres veineux en plus des facteurs génétiques, hormonaux et
mécaniques (Michiels ef al., 1996). Les mémes auteurs ont démontré que ’hypoxie active les
cellules endothéliales qui libérent des médiateurs inflammatoires et deviennent adhésives pour
les neutrophiles. Ces neutrophiles activés deviennent des leucocytes qui sécrétent des
radicaux libres et des protéases qui dégradent la matrice extracellulaire. L hypoxie peut
activer les cellules endothéliales et ainsi initier une cascade de réactions impliquant les
neutrophiles et les cellules musculaires lisses.

Récemment, Schmedje ef al. (1997) ont démontré que I’hypoxie induit I’expression de
la cyclooxygenase 2 via I’activation du facteur de transcription NFKB p65 dans les cellules
endothéliales humaines. L’hypoxie affecte les deux types de molécules vaso-actives créant
des conditions favorables a la vasoconstriction. En effet, la libération d’EDRF de fagon basale
ou apres stimulation par les cellules endothéliales est rapidement inhibée par I’hypoxie et la
libération de NO est trés faible aprés de longues périodes d’hypoxie (24h-48h). Par contre,
généralement, I’hypoxie augmente la libération d’ET-1 par les cellules endothéliales in vitro.

De plus, il a été montré qu’un milieu conditionné pour les cellules endothéliales,
hypoxique a court terme induit la prolifération des cellules musculaires lisses. L’augmentation
de la production de différents mitogénes combinée avec la suppression de la NO synthase
endothéliale peut présenter une accélération de la croissance des cellules musculaires lisses et
induire le remodelage vasculaire. Par addition, pour augmenter la libération des facteurs de
croissance, I’hypoxie stimule la production de certaines protéines de la matrice extra-
cellulaire, telles que la thrombospondine-1 ce qui module la prolifération et la migration des

cellules musculaires lisses (Michiels ez al., 2000).

2.1.2.2. Facteurs de croissance.

La prolifération des cellules musculaires lisses et le métabolisme de la matrice
extracellulaire peuvent étre influencés par différents facteurs et particuliérement par les
cytokines. Récemment, il a été montré une augmentation de Tumor Growth Factor-f1
(TGFPB1) et de BFibroblast Growth Factor (B—FGF) dans les parois variqueuses (Badier-
Commander ef al., 2001). Le TGF-31 peut étre impliqué dans 1’expression des différentes
molécules du tissu conjonctif.

Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est une protéine dimérique semblable
au Platelet derived growth factor-B (PDGF), produit par de nombreux types cellulaires, c’est
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un agent mitotique potentiel pour les cellules endothéliales médiant la croissance des cellules
endothéliales et la néovascularisation tissulaire. Le géne du VEGF peut étre induit par
I’hypoxie dans de nombreux types cellulaires incluant les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses. Il retourne a sa valeur basale lorsqu’il y a eu réoxygénation. De plus, le
"PDGF est un facteur inductible par I’hypoxie, il a été décrit comme agissant en synergie avec

I’hypoxie dans I’induction de VEGF.

2.1.2.3. Les espéces réactives de I’oxygéne.

Les especes réactives de I’oxygene ou ROS, sont générées par les oxydases liées a la
membrane et la myeloperoxydase. La balance oxydative/antioxydative est altérée dans la
paroi veineuse particulierement aprés une thrombophlébite superficielle. Durant 1’hypoxie, le
principal changement métabolique est la cassure de I’ATP et sa dégradation en hypoxanthine
avec la conversion de la xanthine deshydrogénase en xanthine oxydase ce qui créer des
conditions favorables a la génération excessive de radicaux libres (Ratych er al., 1987 ;
Zweier et al., 1994). Les ROS semblent étre des médiateurs importants des dégats causés aux
parois veineuses dans la pathologie variqueuse. En effet, tout d’abord, il a été observé une
augmentation de la xanthine oxydase dans les segments variqueux. D’autre part, les
leucocytes, source de ROS, jouent un rdéle important dans la pathologie variqueuse
(Coleridge- Smith et al., 1988 ; Ciuffetti et al., 1994 ; Takase et al., 1999), en effet, les
neutrophiles mais également les monocytes ont été trouvés dans I’endothélium et les
interstices de la paroi veineuse (Ono ef al., 1998). Quand les monocytes sont stimulés, ils
libeérent de grandes quantités de protéases, de produits des phospholipases et des métabolites
réactifs de I’oxygeéne qui sont hautement toxiques pour la paroi veineuse et les tissus sous-
jacents (Bradbury ef al., 1993). L’augmentation des leucocytes et de I’expression de la
xanthine oxydase dans la pathologie variqueuse provoque une libération excessive de ROS
accompagnée d’une sécrétion d’enzymes protéolytiques telles que le leucotrienes, les
prostaglandines ainsi que des médiateurs inflammatoires. Cette production de ROS et les
modifications enzymatiques provoquent une dénaturation des protéines telles que le collagene
et ’elastine entrainant un remodelage vasculaire tel que la pathologie variqueuse (Reilly e?

al ., 1991),
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Puisque les radicaux libres sont impliqués dans la pathologie variqueuse, les composés
anti-oxydants tels que les vitamines C et E peuvent agir comme piégeurs de radicaux libres.
De la méme facon, les flavonoides, également piégeurs d’espéces réactives de 1’oxygeéne,
ainsi que leur intermédiaires peuvent également empécher I’activation d’une cascade induite
par ’hypoxie et inhiber I’infiltration des leucocytes et par conséquent la génération d’especes

réactives de I’oxygene (De-Groot ef al., 1998 ; Arnould et al., 1996).

2.1.2.4. Réaction inflammatoire.

L’induction d’un programme pro-inflammatoire par les cellules musculaires lisses
vasculaires en apoptose peut contribuer a la physiopathologie des maladies vasculaires
(Schaub er al., 2000). Toutefois, le role de I’inflammation dans I’insuffisance veineuse
chronique n’est pas totalement connu. Seule une étude décrit la libération d’interleukine-1[3,
d’interleukine-6 et de TNF-a par les monocytes et les macrophages lors de la stase veineuse
(Signorelli et al., 2000). Par ailleurs, les cellules endothéliales sont capables de sécréter des
médiateurs pro-inflammatoires dont 'IL-1 (Beasley ef al., 1995) qui régulent certains CYP

impliqués dans le tonus vasculaire (Morgan, 2001).

2.2. Le remodelage vasculaire.

Le remodelage vasculaire est défini comme une étape de changement de la taille et/ ou
de la composition des vaisseaux sanguins adultes permettant une adaptation et une réparation.
Un remodelage inapproprié, voire aucun remodelage serait impliqué dans une grande partie
des maladies cardiovasculaires telles que ’athérosclérose notamment la resténose (Galis e?
al., 2002) et la pathologie variqueuse (Badier Commander et al, 2001). Le remodelage
vasculaire arrive en réponse a différents stimuli, a la fois physique tels que le stress
mécanique et chimique tels que ’hypoxie, les substances vaso-actives et les facteurs de

croissance.

L’altération des éléments composant la matrice extra-cellulaire peut s’expliquer par les
modifications de biosynthése et/ou de dégradation de ces composés. Ainsi une perturbation
d’expression ou d’activité des enzymes dégradant la matrice extra-cellulaire peut contribuer a

I’altération quantitative de ces éléments. De nombreuses €tudes ont montré une modification
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de synthése et d’organisation des protéines composant la matrice extra-cellulaire dans les
parois variqueuses. Cependant les résultats de ces études sont souvent contradictoires,
probablement du fait de I’hétérogénéité structurale de ces parois et des différentes techniques
biochimiques employées pour quantifier ces éléments.

Dans les parois vasculaires et plus précisément au niveau de la matrice extra-cellulaire,
les enzymes qui ont le role le plus important sont les métalloprotéinases matricielles (MMP).
Dans le cas de la pathologie variqueuse, il y a augmentation des enzymes inhibitrices des
MMPs : les Tissue Inhibitor of Metalloprotéinases (TIMPs). La diminution de I’activité de
dégradation des protéines matricielles permettrait d’expliquer en partie I’accumulation de
matrice observée au niveau des segments hypertrophiques (Badier-Commander ef al., 2000).
Des études in vitro et in vivo suggerent que les facteurs majeurs du remodelage vasculaire tels
que les facteurs hémodynamiques, I'inflammation et le stress oxydant régulent 1’expression et
I’activité des MMPs. Une étude récente a démontré qu’il existe une différence au niveau de
I’architecture structurale et de la localisation des MMPs entre les veines normales et
variqueuses. Bien que les changements observés ne soient pas suffisants pour déterminer leur
véritable role dans la pathologie variqueuse, cette étude suggere un mécanisme possible pour
I’altération de la composition de la matrice observée entre les veines normales et variqueuses

(Woodside et al., 2003).

2.3. Modifications cellulaires.

2.3.1. Modification des cellules musculaires lisses.

Les veines variqueuses different des saphénes normales par la présence d’une couche
musculaire lisse hypertrophiée et la désorganisation de ’élastine. Les cellules musculaires
lisses, responsables du tonus vasculaire, ont une structure altérée au sein des média
variqueuses, en effet, elles apparaissent hypertrophiques, elles ont perdu leur orientation et
leur organisation est largement perturbée (figure 12). Ces observations suggerent une
dédifférenciation des cellules musculaires lisses et une probable modulation d’un phénotype
contractile vers un phénotype synthétique. Les cellules musculaires lisses présentent des
vésicules proéminentes qui contiennent des micro-filaments et des micro-tubulles. Le
diamétre de la couche musculaire lisse des veines variqueuses est plus élevé que celui des
veines saines (Badier Commander ef al., 2001). Cette hypertrophie des cellules musculaires

lisses pourrait étre a I’origine de la rupture des fibres d’élastine et de la fragilisation des parois
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vasculaires. Cette anomalie est segmentaire dans les régions de courbure de veines saphenes.
L’hypertrophie de la couche musculaire lisse peut se développer sous leffet de
I’augmentation de la pression sanguine ou lors de la grossesse, ce qui suggere un réle

hormonal.

La pathologie variqueuse serait donc liée au moins en partie a ’augmentation du
volume des cellules musculaires lisses sous 1’effet de stimulis hormonaux, de facteurs de

stress ou d’augmentation de pression sanguine (Kockx et al., 1998).
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Figure 12 : Remodelage des parois des veines saphénes dans la pathologie
variqueuse.

2.3.2. Modification des cellules endothéliales.

Les cellules endothéliales sont exposées en permanence au flux sanguin. Le stress
mécanique est une force générée par le flux sanguin qui stimule directement les cellules
endothéliales. Ces cellules changent de morphologie et de fonction en réponse a ce stress ce
qui se traduit par la sécrétion de différents composés pouvant conduire au remodelage

vasculaire et a ’angiogénése.
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2.3.3. Modification des macrophages.

Les monocytes et les macrophages pourraient jouer un role dans la pathologie de
I’insuffisance veineuse primaire. Un élément important de leur role pourrait étre I’interaction
entre les monocytes et I’endothélium comme un précurseur de dommage aux valves veineuses

et aux parois veineuses (Takase et al., 2000).

Toutes ces modifications cellulaires sont une cause et/ou une conséquence de la
pathologie variqueuse. En effet, comme nous I’avons vu, c’est une maladie trées complexe
caractérisée par de nombreux changements tant au niveau des cellules endothéliales et
musculaires lisses que de la matrice extracellulaire. Les remaniements observés interviennent
a la suite de différents stimuli tels que le stress mécanique, I’hypoxie ou encore les facteurs
inflammatoires (figure 10). Cette introduction a décrit les facteurs et les modifications les plus
importants intervenant dans le développement de la pathologie variqueuse. Compte tenu de la
complexité de cette pathologie, la suite de ce travail traitera plus particuliérement du réle des
enzymes impliquées dans la production de métabolites vaso-actifs : les cytochromes P450.
Dans la revue présentée ci-apres, nous avons résumé et explicité le role des cytochromes P450

dans la pathologie variqueuse.
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IV. Régulation des cytochromes P450 présents dans les tissus

cardiovasculaires.

1. La régulation.

La variabilité d’expression intra et inter-espéces des cytochromes P450 est modulée a
deux niveaux: d’une part par des facteurs non génétiques incluant les facteurs
environnementaux (inducteurs ou inhibiteurs), le sexe, 1’dge, la physiologie, les pathologies,

le tissu et d’autre part par les facteurs génétiques tels que le polymorphisme.
1.1. Définition.

Les genes des cytochromes P450 sont régulés par de nombreuses voies et a des taux
multiples. Ils présentent une expression tissu-spécifique et sont régulés par des hormones
endogénes (stéroides, progestérone,...) et des cytokines. les genes des cytochromes P450
répondent a différents composés chimiques qui augmentent souvent le taux de protéines par
stimulation de I’initiation de la transcription de genes. Cette induction des cytochromes P450
a un impact majeur sur le métabolisme dépendant de ces enzymes ce qui peut entralner une
modification de la pharmacocinétique et provoquer des interactions médicamenteuses. De
plus, un changement au niveau du métabolisme des cytochromes P450 peut avoir des
conséquences au niveau de la toxicité et de la carcinogénicité des composés chimiques
endogenes ainsi que sur l’activité et la disponibilité des hormones endogenes (Conney, 1982).

La plupart des genes des cytochromes P450 appartenant aux familles 1 a 4 peuvent
étre activés de facon transcriptionnelle par des composés chimiques étrangers qui induisent
I’expression des génes des CYPs par ’intermédiaire d’un des quatre mécanismes dépendant

de diftérents récepteurs.
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Il existe différentes classes de récepteurs impliqués dans les régulations des
cytochromes P450 vasculaires, notamment les récepteurs cytosoliques tel que le récepteur
Aryl Hydrocarbone (AhR) et les récepteurs nucléaires tels que le récepteur des
glucocorticoides (GR), le récepteur répondant au phénobarbital et aux composés dits
« phénobarbital like » (CAR) et le récepteur répondant au pregnanes (PXR) qui nous
intéresserons plus particulierement dans cette étude. Ces différentes classes de récepteurs

nucléaires seront décrites ci-apres.

1.1.1. Le récepteur CAR.

Le récepteur CAR (Constitutif Androstane Receptor) est un récepteur orphelin
caractéris€ comme un activateur constitutif de 1’élément de réponse a ’acide rétinoique
(RARE). Ce récepteur est appelé constitutif parce qu’il est capable d’activer I’élément RARE
et d’autres €léments de réponse en absence de ligand. Ce récepteur est principalement

exprimé dans le foie et ’intestin (Baes ef al., 1994).

Le récepteur CAR possede deux catégories de ligands : les dérivés de I’androstanol et
androsténol) qui sont inhibiteurs de la transactivation mais n’influencent pas la formation de
I’hétérodimere CAR/RXR ni la fixation a ’ADN mais inhibent ’interaction avec les co-
activateurs (Forman et al., 1998), les xénobiotiques du type phénobarbital qui augmentent le
recrutement constitutif des co-activateurs (Tzameli ez al., 2000).

Le récepteur CAR se lie a chaque site PBRE (PhenoBarbital Response Llement) en
formant un hétérodimere avec le récepteur aux rétinoides RXR (Retinoid X Receptor),
récepteur servant d’hétérodimere pour de nombreux récepteurs orphelins (Mangelsdorf et
al . 1995) (figure 14). I’hétérodimere CAR/RXR peut se fixer & un élément de réponse DR4
(Zelko et Negishi, 2000). De plus, des demi-sites GRE (Glucocorticoid response element)
capables de se lier au récepteur GR ont été retrouvés sur la région régulatrice de CAR.
L’interaction de cette voie de régulation GR avec la voie de signalisation médiée par CAR
suggere D'activation d’une cascade de réactions impliquant différentes étapes. Ces étapes
pourraient €tre les suivantes : (1) activation de GR par les glucocorticoides, (2) induction de
CAR activé par le GR, (3) activation de CAR par ses activateurs connus et (4) induction de

certains genes cibles de CAR par CAR activé. Ce qui suggére que les activateurs de GR et
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CAR doivent étre présents pour cette succession d’événements. Enfin, trés récemment, il a été
démontré que le récepteur nucléaire CAR pouvait se lier a un nouvel élément de réponse aux

xénobiotiques XREM (Xenobioftic response enhancer module) (Wang et al., 2003a).
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Figure 14 : Représentation de la fixation de I'hétérodimere
CAR/RXR sur I'éléement de réponse au phénobarbital (PBRE)et
I'éléement de réponse DRA4.

Le récepteur CAR est impliqué dans l'induction de CYP2B en réponse au
phénobarbital et d’autres composés lipophiliques appelés « phénobarbital like » (Sueyoshi et
al., 1999), dans I’induction de deux principaux cytochromes P450 : le CYP3 A4 (Sueyoshi et
al., 1999 ; Goodwin et al., 2002) et le CYP2C9 (Gerbal-Chaloin ef al., 2002) et dans
I’induction de I’expression d’un cytochrome P450 réductase (Ueda et al., 2002). Ce récepteur
nucléaire régule également d’autres protéines telles que le polypeptide 2 transporteur d’anion
(Oatp2) (Guo et al., 2002) et la protéine 2 associée a une résistance multi-drogue (MRP2)
(Kast et al., 2002). La régulation du récepteur CAR pourrait étre impliqué dans certaines
pathologies. Ainsi, une diminution de I’expression de CAR pourrait provoquer une
diminution de I’expression de OATP2 et de la MRP2 conduisant a une cholestase
intrahépatique. De plus, il a été démontré que CAR participe a la clairance de la bilirubine
(Huang et al., 2003). D’une part, la bilirubine induit la translocation de CAR dans les

hépatocytes humains et d’autre part, CAR contréle I’expression de certains genes impliqués
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dans I’élimination de la bilirubine tels que le transporteur d’anion SLC21A6 (Huang ef al.,
2003), I’enzyme de phase 11 UDP-glucuronyltransférase UGT1A1 (Sugatani ef al., 2001) et la
MRP2 (Kast ef al., 2002).

Il a également été observé que le récepteur CAR est inhibé par certaines cytokines pro-

inflammatoires telles que I’IL-6 (Pascussi ef al., 2000c) ou le LPS (Beigneux ef al., 2002).

Ces résultats montrent que la régulation de CAR est relativement complexe et fait
intervenir différents facteurs notamment le récepteur nucléaire GR. De plus il semble que
CAR intervienne dans la régulation de nombreux génes importants au niveau du
fonctionnement cellulaire. Ainsi I’ensemble de ces données suggere que le récepteur CAR
exprimé de fagon constitutive soit présent dans d’autres organes, qu’il soit régulé par des
composés variés exogenes ou endogeénes et que cette régulation soit impliquée dans

différentes fonctions cellulaires.

1.1.2. Le récepteur PXR.

Le récepteur PXR (Pregnane X Receptor) est également appelé PAR ou SXR. Le
récepteur est exprimé principalement dans le foie, I’intestin gréle et le colon, (Lehmann et al.,
1998) mais également dans les tissus ou les CYP3 A sont présents (Moore et Kliewer, 2000).

Le récepteur PXR s’hétérodimérise avec le récepteur RXR, se lie et transactive
I’élément ER6 et DR3 (Kliewer ef al., 1998 ; Lehmann et al., 1998 ; Bertilsson et al., 1998 ;
Blumberg ef al., 1998 ; Waxman, 1999) (figure 15). Il a été démontré récemment que le
récepteur PXR pouvait se lier a I’élément de réponse au phénobarbital (PBREM) situé dans la
région 5 © flanquante du gene CYP2B (Xie ef al., 2000 ; Goodwin et al., 2001). Enfin, le
récepteur PXR pourrait également se lier a un nouvel élément de réponse aux xénobiotiques :
XREM (xenobiotic response enhancer module) (Wang et al., 2003a). Comme pour le
récepteur CAR, il semblerait qu’il existe une relation croisée entre les deux récepteurs
nucléaires PXR et GR. En effet, il a été démontré que le récepteur GR contréle I’expression

des récepteurs PXR et RXR (Pascussi et al., 2000b).

11 active les génes des cytochromes de la famille 3A en réponse a différents composés

chimiques incluant certains composé€s naturels et synthétiques. 1l est également impliqué dans
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I’induction du CYP2B6 (Goodwin ef al., 2002) et des CYP2C8 et CYP2C9 (Gerbal-Chaloin
et al., 2001 ; Gerbal-Chaloin ef al., 2002 ; Chen et al., 2004). Ce récepteur est activé par de
nombreux composés chimiques endogeénes ou exogenes tels que la rifampicine, le
phénobarbital, la nifédipine et d’autres composés bloquants des canaux calciques (nifedipine,
nicardipine, isradipine) (Drocourt ef al., 2001), le clotrimazole, la mifepristone, la metyrapone
et la lovastatine (Bertilsson ez al., 1998 ; Blumberg ef al., 1998 ; Lehmann et al., 1998
Moore et Kliewer, 2000 ; El-Sankary et a/., 2000).
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Figure 15 : Représentation de la fixation de I'hétérodimere
PXR/RXR sur I'élément de réponse ER6.

Le géne PXR induit également l’expression du géne MDRI1 (Multiple Drug
Resistance) codant pour un trasporteur qui protége la cellule contre la xénotoxicité en
permettant une sortie rapide rapide des drogues (Synold ez al., 2001). Ce résultat élargi le role
de PXR a la fois au métabolisme et a la clairance des drogues.

D’un point de vue physiologique, deux équipes (Staudinger ef al., 2001 ; Xie et al.,
2001) ont montré de facon concomitante le role du récepteur PXR dans la protection contre
I’hépatotoxicté des acides biliaires. Les résultats obtenus par ces €quipes montrent que les
acides biliaires primaires et secondaires sont des activateurs de faible affinité de PXR, in vitro
sans distinction d’espeéce et des inducteurs de I’expression du cyp3all hépatique chez la
souris. Cependant, la génération de souris PXR nulles montre qu’elle conservent une capacité
de réponse a I’acide lithocholique pour induire le CYP3 A mais des observations histologiques
montrent une protection diminuée apres traitement. Ces résulats illustrent I’existence de voies
cellulaires alternatives ou compensatoires qui pourraient faire intervenir les récepteurs PXR

ou CAR ; De plus, 'implication du PXR dans la régulation négative du cyp7a (responsable de
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la premiere étape de synthése de 1’acide lithocholique) et positive du cyp3all (responsable du

catabolisme de 1’acide lithocholique) et de oatp2 montre 1’effet hepato-protecteur du PXR.

La présence du récepteur nucléaire PXR et de la régulation de différents genes au

notamment les CYP3 A montre I’importance de ce récepteur au niveau hépatique.

1.1.3. Le récepteur GR.

Le récepteur GR est présent dans les cellules musculaires lisses vasculaires
(Eickelberg ef al., 1999 ; Kawai et al., 1998). 1l a également été localis¢ dans les cellules
endothéliales d’aortes bovines (Ji et al., 2003), dans la lignée de cellules EA hy926 (Newton
et al., 2003), dans les cellules endothéliales d’endomeétre humain (Bamberg ef al., 2001). Ce
récepteur est impliqué dans I’induction des génes des familles 2B, 2C et 3A (Pascussi ef al.,
2000a ; Pascussi et al., 2000b ; Gerbal-Chaloin et al., 2002). Dans le foie, le récepteur GR est
exprimé constitutivement et le taux de ce récepteur n’est pas affecté par les glucocorticoides
ou d’autres xénobiotiques. En revanche, il a été démontré dans des cultures d’hépatocytes
traitées par des glucocorticoides, une augmentation des taux de CAR, PXR et de RXR est
suivie d’une induction potentielle des CYP2B6, CYP2C8/9 et CYP3A4 (Pascussi et al.,
2000a ; Pascussi et al., 2000b). En effet, récemment, il a été démontré que 1’activation du

récepteur GR est suivie d’une induction du récepteur CAR (Pascussi ef al., 2003).

Le récepteur GR s’hétérodimérise avec lui-méme et se lie sur I’élément de réponse aux

glucocorticoides, il se lie a I’élément de réponse aux glucocorticoides (GRE) (figure 16).
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Figure 16 : Représentation de la fixation de ’homodimere
GR/GR sur I'élément de réponse aux glucocorticoides (GRE).

Parmi les roles pharmacologiques majeurs du GR, les activités anti-inflammatoire et
immunosupressive se font principalement par la capacité du GR d’inhiber [activité
transcriptionnelle des facteur nucléaires NFKB et AP-1 (Kellendonk et al., 1999). Le role du
GR dans les mécanismes de défense de I’organisme contre les xénobiotiques a été €lucidé en
montrant que le GR induisait la synthése de deux récepteurs impliqués dans la régulation
transcriptionnelle du cytochrome P450 3A4 (Pascussi ef al., 2000 (a) ; Pascussi ef al., 2000
(b)). En effet, ces travaux ont montré que 1’action du récepteur aux xénobiotiques PXR ainsi

que son partenaire RXR ¢tait potentialisée par le glucocorticoide de syntheése dexaméthasone

1.1.4. Les récepteurs PPAR.

Les récepteurs de proliférateurs de peroxysomes activés (PPAR) sont membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires hormonaux des facteurs de transcription. Les PPARs
forment des hétérodimeres avec le récepteur aux rétinoides. Cette famille de récepteurs
regroupe 3 formes différentes PPARO, PPAR[ appelé aussi PPARO et PPARY (Desvergne et
Wahli, 1999). L’induction des cytochromes P450 de la famille 4A par les proliférateurs de
peroxysomes et les acides gras est réalisée par I’intermédiaire du PPARQ qui se lie sur un
¢lément de réponse avec le récepteur RXR (figure 17). L’élément de réponse contient deux

motifs de liaison séparés par un simple nucléotide appelé DR1 (Waxman 1999 ; Johnson et

al., 2002).
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Figure 17 : Représentation de la fixation de I'hétérodimere
PPAR/RXR sur I'élément de réponse DRL1.

1.2. La régulation des cytochromes P450.

La plupart des cytochromes P450 exprimés dans les tissus vasculaires que nous avons
décrits précédemment dans le chapitre 1 sont régulés par un ou plusieurs de ces récepteurs.
Les mécanismes de régulation font intervenir une substance endogéne ou exogene qui active
le récepteur approprié afin d’induire la transcription du cytochrome concerné. Une régulation
positive ou négative d’un cytochrome peut intervenir dans des défauts de métabolisation des
composés endogenes ou exogeénes conduisant parfois a des métabolites toxiques qui
contribuent a augmenter le risque de cancers et d’autres effets toxiques (Nebert et Russell,

2002).

1.2.1. Le cytochrome P450 1B1.

Le CYPIBI est un membre de la sous famille 1 des cytochromes P450 qui est
inductible par les hydrocarbures polycycliques. En effet, le CYP1B1 est induit par le TCDD
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), la [-naphtoflavone, le benzopyreéne, le DMBA (2,4-
Dimethylbenzoic Acid), ’acide benzoique, la DHEA (dehydroepiandrosterone), les amines
hétérocycliques dans différents tissus ou cellules : tumeurs mammaires ou cellules MCF-7,
astrocytomes, fibroblastes, poumon, foie ou cellules HepG2, lymphocytes (Murray et al.,

2001) et dans les cellules musculaires lisses vasculaires humaines (Zhao ef al., 1998). Les
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cytokines pro-inflammatoires régulent aussi CYP1B1. Le TNF-a augmente 1’expression dans
des cellules stellaires hépatiques (Piscaglia et al., 1999) et I'IL1[3 augmente le taux d’ARNm
de CYP1B1 dans I’astrocytome U373-MG (Malaplate-Armand ez al., 2003). Au contraire, le
trans-resveratrol (3, 4, 5’ trihydroxytranstrilbene) diminue le taux d’ARNm et ’activité de
CYPI1BI1 dans les cellules MCF-7 (Chang et al., 2000). Par ailleurs, le CYP1BI1 est régulé par
le récepteur Aryl hydrocarbone qui est activé par différents composés notamment les

hydrocarbures polycycliques (McFadyen et al., 2003).

1.2.2. Les cytochromes P450 de la famille 2C.

1.2.2.1. Le cytochrome P450 2CS8.

CYP2CS8 est inductible par des composés connus comme inducteurs de CYP3A4 tels
que le phénobarbital, la rifampicine (Madan ef al., 2003), la dexamethasone (Pascussi ef al.,
2000). Le taux de la protéine CYP2CS8 est également augmenté apres exposition aux
médicaments anti-cancéreux : la cyclophosphamide et I’ifosfamide (Chang et al., 1997) Le
CYP2C8 est inhibé par des composés divers tels que le kétoconazole, le
diéthyldithiocarbamate (Ong er al., 2000), le triméthoprim (Wen ef al., 2002), la
buprenorphine (Umehara et al., 2002), le gemfibrozil (Wang et al., 2002 (a)), la troglitazone,
médicament utilisé dans le traitement du diabete non insulino dépendant (Sahi ef al., 2003) et
des inhibiteurs de canaux calciques : la nilvadipine (Niwa ef al., 2004). Le CYP2C8 est
inductible par différents composés activateurs de CAR et PXR tels que le phénobarbital et la
rifampicine. Compte tenu de ces données, Gerbal-Chaloin ez al., (2001) ont €mis I’hypothese
que les deux récepteurs nucléaires CAR et PXR intervenaient au moins en partie dans la

régulation de I’expression de CYP2CS.

1.2.2.2. Le cytochrome P450 2C9.
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Le cytochrome P450 2C9 est inductible par différents composés tels que la rifampicine
(Gerbal-Chaloin et al., 2001 ; Niemi et al., 2003), I’hyperforine, les glucocorticoides
(Pascussi et al., 2003), le phénobarbital (Gerbal-Chaloin ef al., 2001 ; Chen ef al., 2004), les
modulateurs de canaux calciques (nifédipine, nicardipine, isradipine) (Drocourt et al., 2001),
ainsi qu’un antagoniste des récepteurs NK, I’aprépitant (Shadle ef al., 2004). 1l a également
¢té démontré dans le foie humain que le CYP2C9 était inductible par les produits contenus
dans la fumée de cigarette (Villard ez al., 1994). Le CYP2C9 est également inductible par
deux molécules utilisées dans le traitement de I’hypercholestérolémie : la cérivastatine et la
fluvastatine. Ces deux molécules induisent 1’expression de ce cytochrome d’environ deux fois

pour les concentrations de 0,1 a 1 uM (Fisslthaler ez a/., 2003).

Par ailleurs, le CYP2C9 est inhibé par le sulfamethoxazole (Wen ez al., 2002), par la
nilvadipine (Niwa ef al., 2004) et par la medroxyprogesterone (Laine et al, 2003). Ce
cytochrome P450 est réprimé par ’interleukine-6, cette répression est due a une régulation
négative des récepteurs CAR et PXR (Pascussi et al., 2000 (c)). De plus, la présence d’un
¢lément transcriptionnel responsable de la répression du CYP2C9 a été localisé dans la région

codante de la protéine juste aprées le codon start (Xiang ef al., 1998).

Il a été démontré que le récepteur des glucocorticoides intervient dans la régulation de
I’expression de CYP2C9 mais que cette induction pouvait également faire appel a I’activation
des récepteurs CAR et PXR (Gerbal-Chaloin et al,, 2002). En effet, une premiere étude a
démontré que le cytochrome P450 2C9 est inductible par certains composés tels que la
rifampicine induisant également 1’expression des cytochromes P450 de la famille 3A, ce qui
suggere que ce cytochromes P450 est inductible au moins en partie par ’intermédiaire du
récepteur PXR (Gerbal-Chaloin ef al., 2001). Mais ce n’est trés récemment qu’une étude a
démontré qu’un ¢élément de réponse au PXR était présent en position —1839/-1824 en amont
du promoteur de CYP2C9, ce qui prouve que PXR intervient dans I’induction de CYP2C9
(Chen et al., 2004).

1.2.2.3. Le cytochrome P450 2C18.

Aucune information n’est connue concernant l’induction ou la régulation de

CYP2C18. Néanmoins, certains auteurs ont montré que la rifampicine n’a pas d’effet sur
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I’expression de CYP2C18 (Gerbal-Chaloin ef al., 2001 ; Rae ef al., 2001), ce qui laisse a
penser que le CYP2C18 n’est pas régulé par le récepteur PXR.

1.2.2.4. Le cytochrome P450 2C19.

L’expression de CYP2C19 est induite par des composés tels que la rifampicine et le
phénobarbital (Gerbal-Chaloin ef al., 2001) mais également par la dexaméthasone (Raucy et
al., 2002), ce qui laisse suggérer que les trois récepteurs CAR, GR et PXR soient impliqués
dans la régulation de ce cytochrome. Le cytochrome P450 2C19 est inhibé par un
anticonvulsivant : I’oxcarbazépine (Bang ef al., 2003), par des médicaments utilisés dans le
traitement du diabete : la troglitazone, la rosiglitazone et la pioglitazone (Sahi ef al., 2003),
par les hormones de croissance (Jurgens ef al., 2002) et par deux progestatifs : le gestodene et

le 3-ketodesogestrel (Laine ef al., 2003).

1.2.3. Le cytochrome P450 2E1.

La régulation de ce cytochrome P450 se fait essentiellement par des mécanismes post-
transcriptionnels (Koop et Tierney, 1990) plutdt que par des mécanismes transcriptionnels
(Song et al., 1986, Yang et al., 1990). Ce cytochrome P450 est induit par le pyrazole, le 4-
méthylpyrazole, ’acétone, 1’isoniazide, 1’éthanol, I’isopropanol, la pyridine et le benzene
(Song et al., 1986, Koop et Laethem, 1992) mais €galement la nicotine (Howard et al., 2003).
Certains états pathologiques, provoquant une accumulation de cétones, peuvent induire le
CYP2EIL, c’est le cas du jetine, du diabete et de ’obésité. De plus, il a été démontré que 'urée
plasmatique induisait également le CYP2E1 (Chung ef al., 2002). Le Lipopolysaccharide
(LPS) augmente 1’activit¢ de CYP2E1 (Warren et al., 2001) et ’interleukine-4 augmente le
taux d’ARNm de CYP2E1 (Abdel-Razzak ef al., 1993). Le cytochrome P450 2E1 est inhibé
par la buprénorphine (Umehara ef al., 2002), la troglitazone, la rosiglitazone et la pioglitazone

(Sahi et al., 2003), le resveratrole et I’epsilon-viniferin (Piver et al., 2003).

1.2.4. Le cytochrome P450 2J2.

Des données préliminaires suggerent que les cytochromes P450 2J peuvent étre

épissés de fagon alternative. Ce phénomene pourrait servir de mécanisme de régulation a la
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fonction cytochrome P450 endogene. Une étude récente décrit ’induction de CYP2J2 par la
cocaine chez les souris (Wang ef al, 2002 (b)). Le CYP2J2 est également régulé

négativement dans les conditions hypoxiques (Marden et al., 2003).

1.2.5. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

1.2.5.1. Le cytochrome P450 3A4.

Le gene du cytochrome P450 3A4 est induit en réponse a de nombreux composes.
Dans les hépatocytes humain, le CYP3 A4 est inductible par la rifampicine, la dexamethasone,
les modulateurs des canaux calciques tels que la nifédipine et ses dérivés, par le
phenobarbital, la vitamine D, la troglitazone (Dimaraki ef al., 2003). Les cytochromes P450
de la famille 3A sont inductibles par certaines molécules hypocholestérolémiantes : les
statines. En effet, il a été démontré que la lovastatine (Schuetz ef al., 1993), la simvastatine et
la fluvastatine augmentent les quantités d’ARNm de CYP3 A dans les hépatocytes humains en
culture (Kocarek ef al., 2002). De fagon étonnante, une €tude décrit ’inhibition de Iactivité
de CYP3 A4 par la fluvastatine, la simvastatine et la lovastatine dans les hépatocytes humains
(Cohen et al., 2000). Le CYP3 A4 est inhibé par le ketoconazole, le diltiazem et le tamoxiféne
(Zhao et al., 2002), par le gestodene et le 3-ketodesogestrel (Laine et al., 2003) et par des
composeés contenu dans les jus de fruits notamment dans le jus de pamplemousse (Rashid e?
al., 1993). L’interleukine-6 (IL-6) (Jover et al., 2002 ; Pascussi et al., 2000 (c); Abdel-
Razzak ef al., 1993), le LPS (Warren ef al., 2001) mais également les interleukines 1[3 et le
TNF-a (Abdel-Razzak et al., 1993) répriment CYP3A4.

Lehmann et al., (1998) ont identifi¢ un récepteur nucléaire orphelin humain appelé
Pregnane X Recepteur (PXR) qui se lie a un élément de réponse sur le promoteur du
CYP3A4. Ce récepteur est activé par de nombreux médicaments connus comme inducteurs de
ce cytochrome P450. L’induction des cytochromes P450 3A se fait par I’intermédiaire de un
ou plusieurs facteurs cellulaires. Xie ef al., (2000) ont identifi¢ le PXR/SXR comme un de ces
facteurs. Les pieces importantes du systeme de régulation des cytochromes P450 3 A sont les
récepteurs PXR/RXR (Moore et Kliewer.,, 2000). Le récepteur des glucocorticoides est
également impliqué dans la régulation de ce cytochrome P450 (Waxman, 1999). De plus, la

vitamine D induit le cytochrome P450 3A4 ce qui ouvre la possibilité d’une régulation médiée
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par le récepteur de la vitamine D qui interagirait avec 1’élément de réponse PXRE (Wrighton
et al, 2000). Par ailleurs, la Pgp (p-glycoprotéine) pourrait influencer ’amplitude de
I’induction de CYP3A, en modifiant I’activation du récepteur PXR (Wrighton et al., 2000).
Le récepteur PXR n’est pas exprimé dans les tissus cardio-vasculaires (Moore et Kliewer.,
2000) alors que la dexaméthasone est un inducteur efficace des cytochromes P450 3A dans
les cellules endothéliales aortique de porc (PAEC) et bovine (BAEC), les cellules
endothéliales humaines : Eahy926 et ECV304 (Hoebel ef al., 1998). On peut alors supposer
que I’induction du CYP3A4 s’effectue soit par GR seul soit par une cascade d’induction de

GR, PXR (Pascussi et al., 2000 (a), 2000(b)).

1.2.5.2. Le cytochrome P450 3AS.

La plupart des études de régulation des cytochromes P450 de la famille 3A concernent
le cytochrome P450 3A4. Seules quelques études décrivent également le role de certains
composés sur I’expression du CYP3AS. Le cytochrome P450 3AS a été trouvé principalement
dans le poumon, ou des études de régulation de ce cytochrome P450 ont été réalisées (Anttila
etal., 1997).

Le cytochrome P450 3AS est régulé par différents composés qui interviennent
également dans la modulation de I’expression et de l’activité du CYP3A4. Parmi les
composés impliqués, I’oxycarbamazépine (Bang et al., 2003) et le modafinil (Robertson et al.,
2002) induisent I’expression de ce cytochrome P450, mais également la dexaméthasone et
I’hyperforine du millepertuis (Krusekopf et al., 2003). L’expression de CYP3AS est diminué
par la fumée de cigarette (Hukkanen ef a/., 2003) . La bergamottine présente dans les jus de
fruits est responsable de I’inhibition de I’expression des cytochromes P450 de la famille 3A
(Wen et al., 2002). L’azamuline diminue également I’expression des cytochromes P450 de la
famille 3A (Stresser et al., 2004), le kétoconazole inhibe le CYP3AS mais I’effet inhibiteur
est moins marqué que pour le CYP3 A4 (Patki et al., 2003).

Une séquence nucléotidique contenant un élément de réponse aux glucocorticoides
(GRE) de 15 pb a été trouvé dans le gene du CYP3AS. Le récepteur aux glucocorticoides
(GR) semble étre indispensable a 1’induction de ce cytochrome P450 (Schuetz ef al., 1996).
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Iwano et al., (2001) ont montré que le CYP3AS était régulé par le facteur nucléaire NF-Y, et
par les protéines de spécificité Spl et Sp3 dans les cellules HepG2. Ces auteurs ont montré
que ces protéines se lient & des éléments de réponse : la boite CCAAT en —78/-68 et un

¢lément de transcription de base : BTE en position -67/-46 sur le géne du CYP3AS.

1.2.5.3. Le cytochrome P450 3A7.

Le cytochrome P450 3A7 est inductible par la rifampicine, la phénytoine, le
clotrimazole et la cyclosporine (Usui ef al., 2003).

Le cytochrome P450 3A7 est régulé comme tous les cytochromes P450 de la famille
3A par le récepteur PXR et plus précisément par la formation de I’hétérodimére PXR-RXR.
En effet, Pascussi et al., (1999) ont montré qu’un €élément de réponse aux récepteurs des
pregnanes était présent dans le promoteur du géne du CYP3A7. 1l semblerait que le récepteur
des glucocortcoides soit également impliqué dans la régulation des cytochromes P450 de la
famille 3A (Pascussi ef al., 2000(a)) mais rien n’est décrit pour le CYP3A7. En revanche, un
¢lément de réponse pour le récepteur CAR a été trouvé en amont du promoteur du gene de
CYP3A7 (Bertilsson ef al., 2001)

Saito et al., (2001) ont montré que I’expression du CYP3A7 dans les cellules HepG2

était régulé par Spl, Sp3, le facteur nucléaire des hépatocytes 33 et le facteur stimulateur 1.

1.2.6. Le cytochrome P450 4A11.

Les cytochromes P450 de la famille 4A sont inductibles par les proliférateurs de
peroxisomes (Johnson et al., 2002), par la DHEA chez le rat (Ripp ef al., 2002), par I’éthanol
et le clofibrate dans les microsomes de foie humain et de rat (Adas ef al., 1998). L’activité des
cytochromes P450 de la famille 4A est augmentée en présence de Lipopolysccharide (LPS)
(Warren ef al., 2001).

Les cytochromes P450 de la famille 4A sont régulés négativement par la
trilodothyronine (Singleton ef al., 1999). Les interleukine-13 et interleukine-6 diminuent
"activité et le taux d’ARNm de CYP4A1 dans les hépatocytes de rat (Parmentier e al., 1993 ;
Parmentier ef al., 1997). Le CYP4Al1 est également inhibé par le resveratrole et 1’epsilon-

viniferin (Piver ef al., 2003).
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La protéine récepteur responsable de I’induction des CYP4A a été clonée en 1990 et
est appelée PPARQ, peroxisome proliferator-activated receptor o (Issemann et Green, 1990).
Palmer er al, (1994) ont montré la présence d’un élément de réponse aux composés
chimiques proliférateurs de peroxisomes (PPC) dans la région 5° flanquante du gene des
CYP4A. Le PPARQ forme un hétérodimére avec le récepteur RXR et sert d’activateur de la
transcription du géne CYP4A en réponse aux PPC ou aux ligands endogenes d’acides gras.

Une séquence DR1 est nécessaire mais pas suffisante pour une liaison spécifique et
transactivatrice de PPAR-RXR, celle-ci nécessite également un demi-site 1 localisé dans la
région 5’flanquante immédiate de DR1 (Chang e al., 1993). Le demi-site 1 favorise la liaison
spécifique de PPARO-RXR en diminuant la liaison des homodiméres RXR et d’autres
complexes de récepteurs nucléaires compétiteurs possédant une spécificité pour la séquence

DR1 (Chang et al., 1993).

1.2.7. Les cytochromes P450 de la famille 4F.

1.2.7.1. Le cytochrome P450 4F2.

Certains auteurs (Zhang et al., 2000(a) et 2000(b)) ont montré que le gene du
cytochrome P450 4F2 répond a ’acide rétinoique par 1I’élément DR1-RARE (Retinoid Acid
Respons Llement) présent a la position —708 et capable de lier les hétérodimeres
RXRa/RARa. Ces études indiquent que I’acide rétinoique peut d’une part réguler 1’activité
du gene du cytochrome P450 4F2 par I’intermédiaire de I’hétérodimére RXRa et d’autre part
réprimer 1’ expression de ce cytochrome P450 avec le récepteur RARO (Zhang et al., 2000(a) ;
Zhang et al., 2000(b)).

1.2.7.2. Le cytochrome 4F12.

Il n’y a actuellement aucune information disponible dans la littérature concernant la

régulation de ce cytochrome P450.

1.2.8. Le cytochrome SA1.
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Lexpression de ce cytochrome P450 semble étre modulée par de nombreux facteurs
incluant des éléments en cis, des trans-activateurs et probablement une méthylation

génomique ( ref) Mais aucune étude ne mentionne I’implication de récepteurs nucléaires.

2. Les statines.

2.1. Définition.

Parmi les molécules impliquées dans la régulation des cytochromes P450, les statines
occupent depuis ces derniéres années une place importante. Les inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-
méthylglutaryl Coenzyme A réductase (les statines) sont des inhibiteurs potentiels de la
biosynthese du cholestérol et sont utilisés dans le traitement de 1’hypercholestérolémie
(Corsini et al., 1999). Des essais cliniques réalisés sur l’utilisation des statines démontre
I’implication de ces molécules dans les pathologies coronaires et cardiovasculaires en général

(Sacks et al., 1996 ; Shepherd et al., 1995).

2.2. Les effets pleiotropiques.

Des études récentes suggerent que les effets bénéfiques des statines au niveau clinique
pourrait impliquer des mécanismes non lipidiques qui affectent la fonction endothéliale, les
cellules musculaires lisses et les macrophages, la fonction vasomotrice, la réponse
inflammatoire et la stabilité de la plaque athéromateuse (Bellosta et al., 1998 ; Vaughan et al.,

1996).

2.2.1. Statines et prolifération cellulaire.

Les statines jouent également un réle dans 1’induction et la migration cellulaire des
cellules endothéliales et musculaires lisses. Ainsi, Les statines lipophiles telles que
’atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine provoquent 1’apoptose des cellules musculaires
lisses vasculaires. Raiteri ef al., (1997) ont démontré que la simvastatine, la cérivastatine et la
fluvastatine diminuent de facon dose-dépendante la prolifération des cellules musculaires
lisses indépendemmment de leur capacité a réduire les taux plasmatiques de cholestérol. La

fluvastatine induit I’apoptose dans les cellules endothéliales Ea.hy926 (Newton et al., 2003).
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Certaines statines ont également des effets sur d’autres cellules endothéliales (Negre-Aminou
et al.,, 1997 ; Vincent ef al., 2002) et sur la prolifération des monocytes artériels en culture

(Bellosta ef al., 2000).

2.2.2. Statines et tonus vasculaire.

Il a été démontré chez les patients atteints d’hypercholestérolémie sévere que les
statines améliorent les propriétés vasodilatatrices de 1’endothélium. Le monoxyde d’azote
(NO) est un médiateur clé du tonus vasculaire. Dans les cellules endothéliales en culture,
I’inhibition de la NO synthase par les LDL oxydées est levée par I’atorvastatine, qui restaure
des niveaux normaux d’ARNm de la protéine en les stabilisant (Hernandez-Perera et al.,
1998). Ces résultats concordent avec ceux obtenus in vivo, ou la biodisponibilit¢ du NO ,
abaissée chez les sujets hypercholestérolémiques, est rétablie par un traitement a base de
statines (John ef al., 1998). Un mécanisme complémentaire d’action des statines contribuerait
a augmenter la biodisponibilit¢ du NO, via une inhibition de la production de 1’anion
superoxyde produit par la NADPH oxydase. les statines, en empéchant 1’induction de cette
enzyme par les LDL oxydées, réduirait la production d’anion superoxyde et de ce fait,
I’inactivation du NO (Rueckschloss ef al., 2001).

Dans les artéres coronaires des patients atteints d’athérosclérose, la baisse du
cholestérol par la pravastatine ou la lovastatine améliore la fonction endothéliale en limitant la
vasoconstriction induite par 1’acéthylcholine (Anderson ef al., 1995 ; Treasure et al., 1995).
Raiteri ef al., (1997) ont démontré que la simvastatine, la cérivastatine et la fluvastatine
diminuent de fagon dose-dépendante la prolifération des cellules musculaires lisses
indépendemmment de leur capacité a réduire les taux plasmatiques de cholestérol.

Enfin, les statines diminuent la vasoconstriction en réduisant la production
d’endothéline par I’intermédiaire d’une baisse significative des niveaux de I’ARNm du
précurseur de I’endothéline (Hernandez-Perera et al., 2000).

Toutes ces données décrivent le role important des statines dans la régulation du tonus

vasculaire, ce qui leur confére un role majeur dans les pathologies cardiovasculaires.

2.2.3. Statines et inflammation.
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Il a été démontré que les taux plasmatiques des marqueurs des pathologies
cardiovasculaires (Ridker ef al., 1998) tels que les interleukines 6 ou 8 et la CRP pourraient
étre diminués par certaines statines (Terkeltaub ef al., 1994 ; Ridker ef al, 1998 ; Stranberg et
al., 1999). Par exemple la simvastatine et 1’atorvastatine diminuent les taux d’interleukine-1
dans les hépatocytes humains (Kleemann ef al., 2004). Les statines sont également capables
de réduire les taux de certaines molécules d’adhésion impliquées dans les réactions

inflammatoires (Pate et al., 2003).

2.3. Les statines et les acides gras.

Il a été démontré que les acides gras essentiels avaient des propriétés similaires aux
statines (Proksch ef al., 1992 ; Rise et al., 2001). De plus, Das, (2001) a suggéré que les
acides gras essentiels et leurs métabolites peuvent servir de seconds messagers a 1’action des
statines. Récemment, il a été observé que les statines (lovastatine, simvastatine et
mévastatine) stimulent la libération d’un acide gras essentiel : ’acide arachidonique et stimule
la production de son métabolite le PGI2 ayant des propriétés vasodilatatrices (Levine ef al.,

2003).

De fagon générale, de nombreux génes importants pour les fonctions vasculaires sont
affectés par les statines, on peut citer par exemple les génes eNOS (Laufs ez al., 1998), ET-1,
I’activateur du plasminogene de type 1 dont I’expression est modifiée dans les cellules

endothéliales, musculaires lisses et les cellules HepG2 (Morikawa et al ., 2004).

Toutes ces études décrivent I’importance des statines notamment leurs effets
pleiotropiques dans la régulation des différentes fonctions cellulaires et plus particuliérement

au niveau vasculaire.
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V. Polymorphisme génétique des cytochromes P450 et pathologie

cardiovasculaire.

1. Généralités.

De nombreuses différences inter-individuelles et inter-ethniques dans l’effet des
médicaments sont attribuées a des différences génétiques dans leur métabolisme. Les
cytochromes P450 humains sont trés polymorphes (www.imm.ki/CYPalleles). Certaines de
ces variations génétiques s’expriment dans des protéines d’activité enzymatique différente.
Les polymorphismes génétiques des cytochromes P450 sont d’abord connus comme la cause
de réactions de biotransformation particulieres des médicaments (Romkes ef al., 1991). En
effet, si certaines mutations dites silencieuses n’ont pas de conséquences particuliéres en
revanche, lorsqu’il s’agit de mutations responsables de modification de [activité
enzymatique, ces dernieres peuvent avoir de nombreuses conséquences notamment lors de
I’administration d’un médicament métabolisé par ces enzymes polymorphiques. Si un allele
mutant présente une fréquence d’au moins 1% et produit différentes réponses aux

médicaments, ce phénomene est appelé polymorphisme génétique.

Le polymorphisme des genes des enzymes métabolisant les xénobiotiques sont
largement responsables des différences inter-individuelles au niveau de ’activation et de la
détoxification des agents génotoxiques et peuvent influencer la susceptibilité des individus
aux cancers environnementaux (Abdel-Rahman et a/., 2000). En effet, une étude récente a
montré que la prédisposition des individus au cancer est modifiée par le génotype des
enzymes impliquées dans ’activation ou la détoxification de carcinogenes présents dans le

tabac et la réparation des dommages a I’ADN (Bartsch ez a/., 2000).
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Nous avons décrit précédemment les cytochromes P450 impliqués dans la production
de métabolites vaso-actifs a partir de 1’acide arachidonique. Ces cytochromes P450 étant
polymorphes, il est probable que les différents variants aient des activités métaboliques
différentes et que les quantités de métabolites vaso-actifs produits soient variables. Il pourrait
alors exister un lien entre la présence de certains variants et le risque accru d’apparition de
pathologie vasculaire, par exemple [I’hypertension ou des pathologies a composante
inflammatoire liées a la présence de certains métabolites de I’acide arachidonique. Ce chapitre
a pour but de dresser un inventaire des polymorphismes des principaux cytochromes P450
humains et d’examiner les conséquences éventuelles de ces polymorphismes sur le

métabolisme de 1’acide arachidonique et sur le risque cardiovasculaire.

De part leur localisation et les métabolites qu’ils forment, il est en effet possible que
ces cytochromes P450 jouent un role en physiopathologie cardiovasculaire. C’est pourquoi, il

nous parait utile de privilégier 1’étude de leur polymorphisme en pathologie cardiovasculaire.

2. Polymorphisme des cytochromes P450.

2.1. Le cytochrome P450 1A1.

Chez ’homme, CYP1AL1 est localisé sur le chromosome 15 (15q22-q24), 8 alléles sont
connus et répertoriés dans les banques de données. Le polymorphisme de CYP1A1 affecte
I’inductibilit¢ de CYP1Al par les hydrocarbures polycycliques (fumée, produits de
combustion, dioxine) (Cosma ef al., 1993). De nombreuses publications associent le
polymorphisme de CYP1AL1 avec le risque de cancer. Ainsi le polymorphisme du cytochrome
1A1 est impliqué dans les cancers du poumon, du sein, du pancréas, de I’appareil digestif
mais €également dans certaines leucémies. Récemment, le polymorphisme CYP1Al Mspl
situé¢ dans la région 3’ flanquante du gene a été associ€ au cancer di a la fumée de tabac et
pourrait également étre associé aux maladies cardiovasculaires notamment au diabéte de type
2. Le polymorphisme CYP1Al Mspl consiste en un changement de base T6235C. Dans la
population européenne, la fréquence allele de I’allele rare C est de 11 % (Wang ef al., 2002c¢ ;

Wang ef al., 2003b).

2.2. Le cytochrome P450 1B1.
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Il existe un grand nombre de mutations dans les régions codantes de CYPIBI1. Les
banques de données (http://www.imm.ki.se/CYPalleles) indiquent 25 mutations (Stoilov et

al., 1997 ; Kakiuchi-Matsumoto et al.,, 2001, Aklillu et al,, 2002). Outre le glaucome

congénital, les polymorphismes de CYP1B1 pourraient jouer un role dans les cancers
hormono-dépendants tels que le cancer de la prostate (Tang ef al., 2000 ; Chang et al., 2003)

et le cancer du sein (Kristensen ef al., 2000).

2.3. Les cytochromes P450 de la famille 2C.

2.3.1. Le cytochrome P450 2CS8.

Le cytochrome P450 2C8 présente 4 formes : CYP2C8%*2, CYP2C8*3 (Dai et al,
2001), CYP2C8*4 (Bahadur et al., 2002) et CYP2C8*5 (Soyama et al., 2002). L’alléle muté
CYP2C8*2 correspond a un changement nucléotidique 805SA>T dans I’exon 5 qui produit une
substitution 11e269Phe, 1’allele muté CYP2C8*3 correspond quant a lui a des changements
nucléotidiques 416G>A et 1196A>G dans les exons 3 et 8 ce qui provoque deux substitutions
Argl39Lys et Lys399Arg. L’allele CYP2C8*2 est trouvé a une fréquence allelique de 18%
chez des américains d’origine africaine et 1’allele CYP2C8%*3 est trouvé a une fréquence
allelique de 13% dans une population européenne. L’allele muté CYP2C8*2 présente une
affinité¢ plus faible pour le substrat paclitaxel alors que l'alléle muté CYP2C8%*3 diminue
I’activité de I’enzyme CYP2CS8 in vitro vis-a-vis de deux substrats importants, le paclitaxel et
I’acide arachidonique (Dai ef al., 2001). Cette étude laisse supposer que la protéine codée par
I’allele muté CYP2C8%*3 produit une quantit¢ moindre d’EETs, métabolites de [’acide
arachidonique. Le changement nucléotidique 792C>A est trouvé dans [alléle muté
CYP2C8%*4, il entraine une substitution d’acide aminé Ile 294Met. Cet alléle est trouvé a une
fréquence de 7,5% dans une population européenne. Aucune différence d’activité métabolique
n’est décrite pour cet allele (Bahadur e al., 2002). Enfin, Soyama ef al. (2002) ont décrit une
cinquieme mutation (CYP2C8%*5) correspondant a une délétion d’une base A en position 475,

ce qui produit une enzyme inactive.

2.3.2. Le cytochrome P450 2C9.
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A T’heure actuelle, 11 polymorphismes sont décrits pour le CYP2C9 (Rettie et al.,
1994 ; Sullivan-Klose ef al., 1996 ; Imai et al., 2000 ; Dickmann et al., 2001 ; Kidd et al.,
2001 ; Goldstein, 2002). Les différents polymorphismes du CYP2C9 sont présentés dans le
tableau 2. La plupart de ces polymorphismes sont le résultat de changements nucléotidiques
produisant des enzymes inactives in vivo (CYP2C9*6) (Kidd ef al., 2001), des activités
enzymatiques diminuées in vivo (CYP2C9*3) (Sullivan-Klose et al., 1996) et in vitro
(CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C9*5) (Rettie et al., 1994 ; Sullivan-Klose et al., 1996 ;
Dickmann et al., 2001). L’allele CYP2C9*3 semble étre le principal responsable de
’apparition de métaboliseurs lents du tolbutamide (Sullivan-Klose et a/.,1996).

CYP2C9 est capable de produire des EETs a partir de I’acide arachidonique (Daikh et
al., 1994). 11 est possible que les alleles mutés CYP2C9*2 et CYP2C9*3 produisent des
enzymes peu actives dans le métabolisme de ’acide arachidonique et par conséquent des
quantités plus faibles d’EETs.

Une étude portant sur 1172 patients atteints d’infarctus du myocarde (Yasar et al.,
2003) et 1503 sujets indemnes participant au Stockholm Heart Lpidemiology Program,
montre que le risque d’infarctus chez les femmes porteuses de 1’allele muté CYP2C9*2 ou
CYP2C9*3 et chez tous les patients, hommes et femmes, porteurs de 1’allele CYP2C8%*3 était
plus élevé comparé aux porteurs des alleles fréquents CYP2C8*1 et CYP2C9*1. Les auteurs
suggerent que ’augmentation du risque d’infarctus du myocarde pourrait étre di a des effets
vasoconstricteurs plus importants résultants d’une modification dans la production de

métabolites vasorégulateurs.

Alléle Changement Effet Activité Références
nucléotidique enzymatique
CYP2C9*1 Aucun Normale Romkes ef al., 1991
CYP2C9*2 430C>T R144C | Diminuée in vitro Rettie ef al., 1994
CYP2C9*3 1075A>C I359L Diminuée in vivo | Sullivan-Klose et al., 1996
et in vitro
CYP2C9*4 1076 T>C 1359T Imai ef al., 2000
CYP2C9*5 1080C>G D360E Diminuée in vitro Dickmann et al., 2001
CYP2C9*6 818delA changement Aucune Kidd ef al., 2001
du cadre de
lecture
CYP2C9*7 L191 Goldstein ez al., 2002
CYP2C9*8 RI150H Goldstein et al., 2002
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CYP2C9*9 H251R Goldstein ez al., 2002
CYP2C9*10 E272G Goldstein ez al., 2002
CYP2C9*11 1003C>T R335W Goldstein et al., 2002
CYP2C9*12 P489S Goldstein et al., 2002

Tableau 2 : Polymorphismes de CYP2C9 d’aprés les bases de données internet
(hitp://’www.imm.ki.se/CYPalleles (30/04/04)).

2.3.3. Le cytochrome P450 2C18.

Peu d’études décrivent les polymorphismes de CYP2C18. Des polymorphismes de
CYP2C18 ont été décrits dans les populations japonaises et européennes. CYP2C18ml
correspondant a une substitution T204A dans I’exon 2 produit un codon stop prématuré
(Komai et al., 1996 ; Kubota et al., 1998). Cet allele muté¢ CYP2C18m] est présent a une
fréquence de 14,6% dans la population japonaise étudiée. L’allele muté CYP2C18mFR,
présent a une fréquence allélique de 31,2% dans la méme population, correspond a une
substitution A460T dans la région 5’ flanquante (Tsuneoka ez al., 1996 ; Kubota ef al., 1998).
Ces deux alleles mutés CYP2C18ml1 et CYP2C18mFR semblent coincider avec les alleles
mutés CYP2C1%92 et CYP2C19*3 ( Kubota et al., 1998 ; Inoue ef al., 1998 ; Mizugaki et al.,
2000). Deux autres variants ont été trouvés : Thr385Met qui présente une activité catalytique
plus faible vis-a-vis du cyclophophamide, ainsi que le remplacement Phe219Leu pour lequel

aucune €tude d’activité enzymatique n’a €té réalisée (Furuya et al., 1991).

2.3.4. Le cytochrome P450 2C19.

CYP2C19 est un géne tres polymorphe qui présente au moins 19 variants alleliques
(http://www.imm ki.se/CYPalleles). La plupart de ces polymorphismes affectent le
métabolisme de nombreux médicaments dont la méphénytoine (Goldstein, 2001). La premiere
description d’altération du métabolisme a été publiée par de Morais ef al., (1994a, 1994b). le
génotype « défectueux » dans la population dite « caucasienne » est appelé CYP2C19*2 et
comporte deux variants alleliques CYP2C19*2A et CYP2C19*2B. Ces deux variants
consistent principalement mais pas seulement, dans la mutation d’une paire de base dans

I’exon 5 (681G>A). Cette mutation est suffisante pour créer un site de splicing aberrant, ce
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qui conduit a une protéine tronquée, non fonctionnelle, qui ne possede pas la région de
fixation de ’héme et par conséquent ne posseéde pas d’activité catalytique envers quelque
substrat que ce soit (de Morais ef al., 1994 a; Ibeanu ef al., 1998 ; Goldstein ef al., 2001).
L’allele muté CYP2C19*2A est présent a raison de 11% dans la population dite
« caucasienne » et a raison de 59 % dans la population japonaise (de Morais et al., 1994b).
L’allele muté CYP2C19*2B est présent dans 2% de la population dite « caucasienne » (de
Morais et al., 1994b).

CYP2C19 est exprimé quasi exclusivement dans le foie et est au plus a la limite de détection

dans les tissus vasculaires (Thum et Borlak, 2004).
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Alléle Chaflg(‘en}ents Effet Act1v1?é References
nucléotidiques enzymatique
CYP2C19%14 None 331V Normale Romfge; [ tal,
CYP2CI9*IB 99C>T: 991A>G 1331V Normale Rlcharldgs;);l et al,
CYP2C19*1C 991A>G . r Normale Blaisdell ef al,
défaut d’épissage 2002
99C>T; 681G>A; | défaut d’épissage Aucune de Morais ef al
ES bl ¢l bl
CYP2C19*24 990C>T; 991A>G E92D 1994a
99C>T; 276G>C; Aucune
CYP2C19*2B 681G>A; 990C>T; codon stop Ibeanu ez al, 1998b
991A>G
636G>A; GTG codon Aucune de Morais et al,
991A>G; L initiati 1994b
1251ASC initiation
1A>G; 99C>T Aucune Ferguson et al
k bl bl bl
CYP2C19%*4 991ASG R433W 1998
CYP2C19%54 1297C>T 1331V; R433W Aucune Xiao et al, 1997
Ibeanu er al, 1998a
99C>T; 991A>G; Aucune
E3 bl b .
CYP2C19*5B 1297C>T R132Q; 1331V Ibeanu ef al, 1998a
CYP2C19%6 99C>9£;129>5§>A5 défaut d*épissage Aucune Tbeanu ef al, 1998b
CYP2C19%7 IVS5+2T>A WI120R Aucune Ibeanu ef al, 1999
CYP2C19*8 358T>C R144H; 1331V Aucune Ibeanu et al, 1999
CYP2C19*9 99C>T; 431G>A; P227L; 1331V Diminuée in vitro Blaisdell et al,
991A>G 2002
CYP2C19*10 99C>T; 680C>T,; RI150H; I331V Diminuée in vitro Blaisdell et al,
991A>G 2002
CYP2C19*11 99C>T; 449G>A; | 1331V, X491C; Blaisdell ef al,
991A>G 26 extra aa 2002
CYP2C19%*12 99C>T; 991A>G; 1331V; R410C Instable Blaisdell et al,
1473A>C 2002
CYP2C19*13 991A>G; L17P; 1331V Blaisdell ef al,
1228C>T 2002
CYP2C19%*14 50T>C; 99C>T; 119L; 1331V Blaisdell ef al,
991A>G 2002
CYP2C19%*15 55A>C; 991A>G; Blaisdell ef al,
2002
Tableau 3 Polymorphismes de CYP2C19 d'aprés les bases de données internet

(http://’www.imm.ki.se/CYPalleles) (30/04/04).

2.4. Le cytochrome P450 2E1.

13 alleles différents ont été décrits a propos du cytochrome P450 2E1. Seuls les alleles

mutés CYP2E1*1D et CYP2E1*2 provoquent des changement d’activité enzymatique. Ainsi,
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’allele muté CYP2E1*1D comportant 8 répétitions de 42 a 60 paires de bases dans la région
5’flanquante du gene provoque une augmentation de 1’activité enzymatique apres exposition a
I’alcool. Cet allele est présent chez 1% de la population dite caucasienne et chez 23% de la
population chinoise (Hu ef al., 1999). L’allele muté CYP2E1*2 comportant une mutation
1168G>A dans I’exon 2 provoquant un changement d’acide aminé Arg76His présente une

diminution de I’activité enzymatique (Hu et al., 1997).

La plupart des autres polymorphismes décrits pour les cytochrome P450 2E1 ont des
conséquences sur la survenue de certains cancers, notamment le cancer colorectal (Kiss e al.
2000), les cancers de 1’appareil digestif, liés a la consommation d’alcool (Bouchardy et al.,
2000 ; Nishimoto et al. , 2000 ; Wong et al. 2000) et les cancers du poumon (Wang et al.,
1999). Ainsi, 1’allele muté CYP2E1*5 appelé aussi CYP2E]1 Rsa 1 augmente la probabilité
d’apparition d’un cancer aérodigestif supérieur (Bouchardy er al., 2000), I’allele muté
CYP2E1*5 serait également impliqué dans le cancer colorectal (Kiss e al., 2000). 1l a
¢galement ¢t¢ démontré que I’allele muté CYP2E1*S (Rsa I) pourrait contribuer au
développement du cancer du poumon dans la population taiwannaise (Wang et al., 1999). En
revanche, Nishimoto ez al., (2000) ont démontré que 1’allele CYP2E1*5 (Rsal) serait associé
a une diminution du risque de cancer gastrique. L’allele CYP2E1*1B appel¢ également
CYP2El Taq I serait liée a une diminution du risque de maladie hépatique due a la

consommation d’alcool (Wong ef al., 2000).

2.5. Le cytochrome P450 2J2.

Six variants résultants de changements nucléotidiques ont été décrits a propos de
CYP2J2. 1l s’agit des mutations: Thr143Ala (CYP2J2*2), Argl58Cys (CYP2J2*3),
Ile192Asn (CYP2J)2*4), Asp342Asn (CYP2J2*5) et Asn404Tyr (CYP2J2*6). Le variant
CYP2J2*6 n’est trouvé que dans les populations blanches étudiées, les alleles mutés
CYP2J2*3 (2%), CYP2J2*4 (4%), CYP2J2*5 (2%) sont détectés uniquement dans une
population africaine. Une réduction du métabolisme de 1’acide arachidonique et de I’acide
linoléique est observé pour les variants CYP2J2*2 et CYP2J2*3. CYP2J2*6 est inactif dans
le métabolisme de 1’acide arachidonique et de 1’acide linoléique. La mutation CYP2J2*4
produit uniquement une réduction du métabolisme de 1’acide arachidonique. Par conséquent

la production de métabolites vaso-actifs tels que les EETs et les HETEs se trouve modifiée
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chez les individus porteurs de ces alleles mutés pouvant provoquer une modification du tonus
vasculaire. La mutation CYP2J2*5 (Asp342Asn) ne présente pas de modification du

métabolisme de ces deux acides gras (King ef al., 2002).

2.6. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

2.6.1. Le cytochrome P450 3A4.

Le cytochrome P450 3A4 est localis€ sur le chromosome 7 (7q22.1), quatre
polymorphismes dont I'un affecte I’activité catalytique ont été décrits (Sata ef al., 2000)
(CYP3A4*2, S222P; CYP3A4*3, M445T). Un polymorphisme portant sur un seul
changement nucléotidique (290 A>G) dans le promoteur de CYP3 A4 correspondant a 1’allele
CYP3A4*B1, est associé¢ a une sévérité plus grande des tumeurs de la prostate (Rebbeck et
al., 1998) et a ’apparition de leucémies secondaires a des chimiothérapies (Felix et al., 1998).
Cet alléle est présent chez 4 a 9% des américains d’origine européenne et chez 55% des
américains d’origine africaine (Wandel et al., 2000). Certains auteurs n’ont pas observé
d’effet de ce polymorphisme sur 1’activité de ce cytochrome P450 (Ball ef al., 1999 ; Westlind
et al., 1999), d’autres observent une activité (midazolam oxydase) plus faible due a cette
mutation chez les homozygotes G/G (Wandel ef al., 2000). Trois autres polymorphismes ont
été découverts plus récemment: CYP3A4*4 correspondant au changement nucléotidique (352
A>G) (Ile 118 val), CYP3A4*S pour le changement nucléotidique 653 C>G  (Pro218 arg)
et CYP3A4*6 correspondant a Iinsertion d’une base A a la position 831. Ces
polymorphismes diminueraient 1’activité d’hydroxylation du cortisol en 63 (Hsieh er al.,
2001) . De plus, 7 autres alleles sont décrits par Eiselt ef al., (2001) dont CYP3A4*11 qui
entraine une diminution de la quantité¢ de protéine et CYP3A4*12 qui provoque une
diminution de Dactivité de la protéine CYP3 A4 vis-a-vis de la testostérone. Les autres alleles
n’ont pas de conséquence sur I’expression et 1’activit¢ de CYP3A4. Trois alleles ont été
décrits par Lamba er al., (2002), ces polymorphismes n’ont pas de conséquence sur
I’expression et 1’activité de CYP3A4. Tres récemment, 14 nouveaux polymorphismes de
CYP3A4 ont été observés dans une population japonaise. Ces mutations sont situées dans la
région enhancer, dans le promoteur et dans les région 3’ et 5’ non transcrites du gene
(Fukushima-Uesaka et al., 2004). Le SNP le plus fréquent (25%) trouvé dans une population
japonaise est la mutation 20230G>A retrouvé dans les alléles mutés CYP3A4*16B et
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CYP3A4*18. Actuellement aucune information n’est connue sur 1’effet de ces mutation vis-a-
vis de I’activité de la protéine CYP3A4. Un autre polymorphisme a également été décrit dans
la région enhancer de CYP3A4. Ce nouveau polymorphisme correspond a une insertion de
trois bases TGT aux positions -11129 et-11128. Cette insertion serait responsable d’un défaut
de liaison de la protéine USF1, ayant pour conséquence une diminution de 36% de I’activité
enzymatique de CYP3A4. Cet allele muté est présent chez 3 % de la population frangaise
étudiée (Matsumura et al., 2004).

2.6.2. Le cytochrome P450 3AS.

Actuellement, 22 polymorphismes sont décrits pour le cytochrome P450 3AS
(http://www.imm_ ki.se/CYPalleles). Jounaidi ef al. (1996) ont détecté un variant allelique de
CYP3AS, porteur d’une mutation ponctuelle 1280C>A provoquant un changement d’acide
aminé Thr398Asn qui entraine la diminution de la quantité¢ de protéine. Yamakoshi er al.
(1999) ont isolé un clone particulier a la prostate, toutefois, I’effet de cet allele muté sur le
cancer de la prostate n’a pas été examiné. Paulussen ef al. (2000) ont observé deux
polymorphismes associés : -369T/G et —45A/G dans la partie régulatrice qui augmentent
I’expression et 1’activité midazolam oxydase de la protéine CYP3AS. Chou ef al. (2001) ont
décrit un polymorphisme 599 A>G (CYP3AS5*4) et un défaut d’épissage (CYP3AS5*S). Ces
mutations sont trouvées chez 1% de la population chinoise étudiée. L’effet de ces deux
mutations sur ’activité de CYP3AS n’est pas encore connu.

Les polymorphismes CYP3A5*2 et CYP3AS5*6 présentant une simple changement
nucléotidique provoquent un €pissage alternatif différent et une protéine tronquée ayant pour
conséquence 1’absence de la protéine CYP3AS dans les tissus de certains patients (Kuehl e?
al., 2001).

Une étude récente a démontré une association entre 1’alléle muté 6986A>G et la
pression sanguine systolique. Cet alléle est présent chez 25 américains d’origine africaine.
Une sensibilité plus importante a I’hypertension pourrait étre observée chez les individus

porteurs de cette mutation (Givens ef al., 2003).

2.6.3. Le cytochrome P450 3A7.
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CYP3A7 est la forme spécifique retrouvée chez ’embryon et dans les hépatomes. A
I’heure actuelle, il existe deux polymorphismes décrits de CYP3A7: CYP3A7*1B et
CYP3A7*1C. CYP3A7*1C est présent dans le foie et l’intestin humain alors que le
CYP3A7*1B n’a été trouvé que dans le foie humain (Burk ez a/., 2002).

2.7. Le cytochrome P450 4A11.

Les explorations génétiques de CYP4A ne sont qu’a leur début. Des manipulations
génétiques de cyp4alO chez la souris modifient la synthése et I’excrétion urinaire des EETs
qui sont anti-hypertenseurs et conduisent au développement d’une hypertension rénale
sensible au sel. Toujours chez les souris, ’extinction du gene cyp4al4 entraine une up-
régulation du gene cyp4al2, une augmentation de synthése du 20-HETE et une
vasoconstriction rénale et finalement une hypertension androgéne dépendante (Capdevila et
Falck, 2001 ; Holla et al., 2001). Chez les humains, CYP4A11 est exprimé dans les reins et
catalyse I’hydroxylation de I’acide arachidonique en 20-HETE. 1l pourrait avoir un réle dans
la physiopathologie de I’hypertension. Des résultats préliminaires ont été rapportés par JH.
Capdevila (Prague, 2003) indiquant que CYP4A11 présentait une vingtaine de variants et que
la fréquence allelique de ’'un d’entre eux (F434S) serait significativement différente chez les
hypertendus, avec des différences phénotypiques dans la 20-hydroxylation de 1’acide laurique

et de I’acide arachidonique.

2.8. Les cytochromes P450 de la famille 4F.

2.8.1. Le cytochrome P450 4F2.

A T’heure actuelle, aucun polymorphisme de CYP4F2 n’a été décrit.

2.8.2. Le cytochrome P450 4F12.

Bylund et al. (2001) ont montré qu’il existe un variant allelique de CYP4F12 | ce
dernier concerne une simple substitution nucléotidique (38C>T) ce qui produit un
changement d’acide aminé : une leucine en position 13 a la place d’une proline. Cette

mutation n’a que peu d’effet sur les propriétés catalytiques de CYP4F12.
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2.9. Le cytochrome P450 5A1.

Onze polymorphismes ont €té identifiés dans le gene du CYPSALI incluant 8 mutations
non sens R61H, D161E, N246S, L357V, Q417E, E450K, T451N et R466Q. L’effet de ces

variants sur I’activité métabolique du CYP5A1 reste a élucider (Chevalier et al., 2001).
2.10. Le cytochrome P450 8A1.

Au niveau moléculaire, il a été établi que les variations de la séquence de 8 A1 peuvent
affecter ’activité de celui-ci. Un polymorphisme génétique a été observé dans les familles
japonaises présentant une hypertension essentielle et ayant eu une attaque cérébrale
(Nakayama ef al., 1997). Plus récemment, Iwai ef al. (1999) ont identifi¢ dans une population
japonaise un nombre variable de répétitions en tandem (VNTR) dans la région 5’ flanquante
du CYP8BAIL. Cette mutation affecte de fagon significative ’activité de I’enzyme aprées
stimulation par de l’interleukine 6 et peut étre un facteur de risque pour I’hypertension

systolique.

En résumé, les polymorphismes des cytochromes P450 des familles 2C, plus
particuliérement les polymorphismes des cytochromes P450 2C8, 2C9 et 2C19 pourraient
jouer un réle dans les modifications de métabolisme de [’acide arachidonique et par
conséquent dans la production de métabolites vaso-actifs pouvant provoquer des
modifications du tonus vasculaire. Par ailleurs, les polymorphismes des cytochromes P450
2J2 et 4A11 sont actuellement peu explorés mais pourraient avoir des conséquences tout aussi
importantes dans la régulation du tonus vasculaire et mériteraient d’étre étudiées plus en

profondeur.

OBJECTIFS.
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Les maladies cardiovasculaires sont aujourd’hui la premiere cause de mortalité dans
les pays développés en provoquant chaque année le décés de plus de 14 millions de personnes
dans le monde. L’infarctus du myocarde, I’hypertension artérielle sont des maladies les plus
impliquées dans ces décés. D’autres maladies telles que la pathologie variqueuse bien que
moins décrites et moins étudi€es, figurent les maladies vasculaires plus ou moins invalidantes.
Les maladies veineuses chroniques des membres inférieurs ont un large spectre de
manifestations cliniques qui touchent globalement plus de la moitié de la population des pays
industrialisés. Les varices sont d’origine mutlifactorielles, liées au vieillissement, a des
facteurs d’environnement et a une prédisposition familiale. Parmi les symptdmes veineux, les
varices, représentant seulement une partie des maladies veineuses, sont trés fréquentes et

touchent d’avantage la femme que I’homme.

Au niveau cellulaire, la pathologie variqueuse est caractérisée par une dérégulation de
I’homéostasie vasculaire. Cette dernieére se manifeste par un déréglement de 1’équilibre entre
les molécules vasodilatatrices (telles que les EETs, le NO, la prostacycline) et les molécules
vasoconstrictrices (telles que les HETEs, le thromboxane A2). Ces molécules sont produites
par ’endothélium qui joue un role trés important de barriere entre le sang et la paroi
vasculaire. C’est un véritable organe qui sécrete les substances vaso-actives régissant le tonus
et la croissance vasculaire. La plupart des molécules vaso-actives sont issues de 1’acide
arachidonique : les acides epoxyeicosatrienoiques (EETs), les acides
hydroxyeicosatetraenoiques (HETEs), les prostaglandines et le thromboxane. Les EETs et les
HETESs sont produits par les cytochromes P450 et les prostaglandines et le thromboxane A2
par les cyclooxygénases de type 1 et de type 2.

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a I’expression et a la régulation des
cytochromes P450 dans les modéles vasculaires. Ce travail s’est engagé sur plusieurs
hypothéses :

- une modification de ’expression des enzymes impliquées dans la production de
molécules vasoconstrictrices ou vasodilatatrices, telles que les cytochromes P450
pourrait étre une cause dans la dérégulation de la production de molécules
vasoactives et ainsi contribuer a la pathologie variqueuse.

- Des polymorphismes génétiques pourraient étre a 1’origine de modifications
d’activité enzymatiques vis-a-vis de composés endogeénes notamment [’acide

arachidonique.
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- Une modulation de I'activité de ces cytochromes P450 par différentes substances

pourrait étre le départ pour d’éventuels traitements.

Pour cela dans un premier temps, nous avons €tudié ’expression des cytochromes
P450 (CYP1B1, CYP2C, CYP2E1, CYP2J2, CYP3AS, CYP4All), des cyclooxygénases de
type 1 et de type 2 et des NO synthases dans des veines saphénes saines et variqueuses.

Puis, nous avons examiné l’expression des cytochromes P450 dans des cultures
primaires de veines saphenes (HSVEC). Aprés avoir vérifié qu’une lignée endothéliale
classique exprimait les mémes cytochromes que les cellules de veines saphénes, nous avons
¢tudi€ la régulation des cytochromes de la famille 2C. Pour cela, nous avons évalué I’effet de
différentes molécules sur ’expression de ces cytochromes 2C et des récepteurs nucléaires
responsables de la régulation de ces cytochromes: les récepteurs CAR (Constitutive
Androstane Receptor) et PXR (Pregnane X Receptor). Les molécules testées sont des statines,
molécules inhibitrices de ’'HMGCoA réductase. Ces molécules possédent de nombreuses
propriétés pleiotropiques vis-a-vis des maladies impliquant I’endothélium.

Enfin, dans une derniére partie, nous avons observé I’influence du polymorphisme des
cytochromes de la famille 2C principalement CYP2C9 et CYP2C19 sur la pathologie
variqueuse. Pour cela, nous avons étudié les variations alleliques dans une population

Caucasienne supposée saine issue de la Cohorte Stanislas.
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MATERIELS ET METHODES

I. Populations étudiées.

1. Echantillons de veines saphénes humaines.

La collection de veines est constituée d’une part par des échantillons de veines saphenes
saines provenant de patients ayant subi un pontage coronarien et d’autre part par des
échantillons de veines saphénes variqueuses provenant de patients ayant subi un stripping.
Ces échantillons ont pu étre collectés grace a une collaboration avec Odile Falson et
Stéphanie Desquand-Billiald (Innothéra) et le Dr Jean Frangois Renaud de la Faverie, (Hopital
Marie Lannelongue, université Paris XI, CNRS ESA8078, Le Plessis Robinson). 55
¢chantillons de veines saphénes humaines saines et pathologiques ont été recus et séparés en 2

séries de 20 et une série de 15.

2. La Cohorte Stanislas.

La Cohorte STANISLAS (Suivi Temporaire Non Invasif de la Santé des Lorrains
Assurés Sociaux) est constituée de 1006 familles nucléaires de Meurthe et Moselle et des
Vosges, composées chacune de deux parents et d’au moins deux enfants dgés de plus de huit
ans, se rendant régulierement au Centre de Médecine Préventive de Vandoeuvre-les-Nancy
pour y effectuer un bilan biologique complet (Siest ef al., 1998). Notre population de travail
est constituée d’un échantillon de 272 familles afin d’étudier les parametres des maladies
cardiovasculaires. Pour cette étude, nous avons sélectionné une partie d’individus fumeurs (66
femmes et 99 hommes) et non fumeurs, mais €galement des individus sous traitement anti-
hypertenseur, anti-arrhytmique ou traités par des agents vasodilatateurs ou anti-

thrombotiques. Les femmes enceintes ne sont pas incluses dans notre €tude.

II. MESURE DES PARAMETRES BIOLOGIQUES.
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1. Données médicales.

Les données telles que l'indice de masse corporel (IMC), la taille, 1’age, les
antécédents pathologiques et les conclusions de I’examen médical ont été recueillies au cours
de ’examen de santé pour chaque individu. les consommations d’alcool, de tabac et de
médicaments ont été évaluées a l’aide d’auto-questionnaires ou d’interrogatoires par des

personnels qualifi€s.

2. Données biologiques.

Les prélevements sanguins ont été effectués sur les sujets a jeun depuis 12 heures. Les
dosages biologiques sont réalisés sur le sérum selon des méthodes automatisées.
Les paramétres mesurés sont les suivants :
- nombre de globules blancs mesuré sur MAXM Analyseur (Beckman Coulter)
- triglycérides : méthode GPO/PAP (enzymologie sur AU5021, Olympus Merck)
- HDL-cholesterol : précipitation au phosphotungstate (Cobas Mira, Roche)
- Alcaline phosphatase mesurée par une méthode standard (Merck)
- Taux plasmatiques circulants de TNF-a et IL-6 : Kit ELISA commercialis¢ (R&D
systems).

- C-reactive protein.

La pression sanguine a été mesurée avec un sphygmomanomeétre dans les conditions
standards (les individus sont en position allongée). Les valeurs obtenues pour les pressions
sanguines systoliques et diastoliques représentent la moyenne de trois mesures. Le poids, la
taille et les consommation d’alcool et de tabac sont également enregistrés a chaque visite.

111. Culture cellulaire.

Nous avons utilisé deux types de cellules endothéliales : des cellules en culture
primaire, les cellules de veines saphenes HSaVEC (Human Saphenous Vein Endothelial
Cells) et la lignée de cellules endothéliales ECV304 (Lndothelial Cells Vascular). Nous avons
également étudié une lignée de cellules musculaires lisses vasculaires (VSMC) et une lignée

de cellules d’hépatoblastome : les cellules HepG2 qui nous servirons de témoin.
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1. Les cellules.

Les cellules que nous avons utilisées dans ce travail sont toutes des cellules

adhérentes.

1.1. Cellules HSaVEC.

Les cellules de veines saphenes humaines sont utilisées pour étudier les maladies
cardiovasculaires et plus particulierement les pathologies de resténose et de thrombose
(Motwani et Topol, 1998). Les études réalisées sur ces cellules se font la plupart du temps sur
des cellules en culture primaire. Une seule étude a été réalisée pour caractériser des lignées de
cellules provenant de veines saphénes humaines (Scoumanne ef al., 2002). Dans ce travail,
nous utiliserons des cellules en culture primaire. Nous ne réaliserons donc pas plus de 4

passages afin de garantir la non différenciation des cellules.

Les cellules HSaVEC (Promocell, Heidelberg, Allemagne, lot n°130X240300)
étudiées dans ce travail sont des cellules provenant de veines saphénes humaines issues d’un

seul patient. Les cellules sont représentées sur la figure 18.

Figure 18 : Photographie de cellules HSaVEC en culture. Cette photographie a été réalisée au moyen
d'un appareil photo Olympus couplé a un microscope Olympus(Rungis, France).

Les cellules sont cultivées dans du milieu de croissance endothélial (Promocell,

Heidelberg, Allemagne) auquel on ajoute un supplément fourni avec le milieu. Le milieu final
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contient 0.4 % d’ECGS/H (Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin), 2 % de sérum de
veau feetal, 0.1 ng/ml de facteur de croissance endothélial, 1 pg/ml d’hydrocortisone, 1 ng/ml
de facteur basal de fibroblaste, 50 ng/ml d’amphotéricine B, 50 ng/ml de gentamicine dans
une atmosphere a 5 % de CO; et 95 % d’air a 37°C.

Les cellules sont amplifiées dans des flacons de 75 cm’ de la fagon suivante : le milieu
est remplacé par 5 ml d’HEPES Balance Salt Solution (Promocell, Heidelberg, Allemagne) et
les cellules sont ainsi lavées pendant 30 secondes sous une agitation légere. L’HEPES
Balance Salt Solution est ensuite enlevée et 5 ml de trypsine EDTA 1X sont ajoutés. La
trypsine est laissée 4 minutes au contact des cellules et le décollement des cellules est observé
au microscope. Lorsque 50% des cellules sont détachées, agiter légerement le flacon afin de
détacher le reste des cellules. Puis, 5 ml de solution de neutralisation de la trypsine (7rypsin
neutralising solution, Promocell, Heidelberg, Allemagne) sont ajoutés. La suspension
cellulaire est placée dans un tube de 50 ml et centrifugée a 1000g pendant 4 minutes a
température ambiante. Le culot est repris dans 10ml de milieu puis les cellules sont

ensemenceées a raison de 300000 cellules par flacon.

1.2. Cellules ECV304.

Les cellules ECV304 ont été offertes par le Dr J.B. Dietrich (CNRS, Strasbourg,
France). Les cellules ECV304 ont été caractérisées dans un premier temps comme provenant
du cordon ombilical d’un nouveau né femelle asiatique, elles ont donc été assimilées a des
cellules HUVEC. Ces cellules se sont transformées de fagcon spontanée en lignée cellulaire
appelée ECV304 (Takahashi ef al., 1990). Toutefois, récemment, une étude a montré que les
cellules ECV304 ressemblaient a des cellules provenant d’une tumeur de vessie (Brown ef al.,
2000). Compte tenu de ces données, depuis quelques années, leur caractere de cellules
endothéliales est controversé, en effet, certains auteurs les considérent comme des cellules
endothéliales (Suda et al., 2001) et d’autres pas (Drexler et al., 2002). Les cellules ECV304

sont représentées sur la figure 19.
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Figure 19 : Visualisation d’'une culture de cellules ECV304. la photographie est réalisée au moyen
d'un appareil photo Olympus couplé au microscope Olympus.

Les cellules ECV304 sont cultivées dans du milien DMEM (Sigma) supplémenté de
10 % (v/v) de sérum de veau foetal (BioWest, Nuaillé, France), 10 U/ml de pénicilline, 0.1
mg/ml de streptomycine, 25 pg/ml d’amphotéricine B (Sigma, Saint Louis, MO, USA) dans
une atmosphere a 5 % de CO; et 95 % d’air a 37°C. Les cellules sont amplifiées tous les trois
jours a raison de 1 flacon de 75 cm’® dans 3 flacons de 75 cm’ de la fagon suivante ; les
cellules sont décollées du flacon par action de 5 ml de Trypsine (Sigma) pendant 5 minutes.
La solution de trypsine est alors neutralisée par ajout de 5 ml de milieu contenant du sérum de
veau foetal. La suspension cellulaire ainsi obtenue est placée dans un tube de 50 ml et
centrifugée pendant 5 minutes a 1000g. Le surnageant est enlevée et le culot cellulaire est
repris dans quelques ml de milieu. Les cellules sont enfin ensemencées dans les différents

flacons de 75 cm’.

1.3. Cellules musculaires lisses.

Le remodelage vasculaire est une caractéristique adaptative importante pour le
maintien du flux sanguin dans les vaisseaux présentant une couche intimale plus épaisse. La
prolifération et la migration des cellules musculaires lisses de la couche media artérielle vers
la couche intimale ont été décrites dans le développement de maladies atheroscléreuses chez
I’homme (Schwartz ef al., 1986). De plus, les cellules neointimales sont impliquées dans des
processus clé de la formation de la plaque athéromateuse incluant I’accumulation de matrice
extracellulaire et des dépdts de calcium (Severson ef al., 1995 ; Shanahan ef al., 1994). Les
cellules musculaires lisses sont donc utilisées en grande partie pour étudier les phénomenes de
remodelage vasculaire observés dans des maladies cardiovasculaires telles que
I’atherosclérose mais également la pathologie variqueuse. Ces études sont réalisées sur des
cellules en culture primaire ; une seule étude décrit la caractérisation des cellules musculaires

lisses en lignée (Bonin et al., 1999).
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Dans ce travail, nous utiliserons des cellules musculaires lisses en culture primaire.
Les cellules musculaires lisses ont été¢ généreusement offertes par le Professeur J. Bonnet
(INSERM U441, Bordeaux - Pessac, France). Les cellules musculaires lisses sont isolées a
partir de la média d’aortes thoraciques humaines par digestion enzymatique comme décrit par

Thyberg et al., (1983). Les cellules sont représentées sur la figure 20.

Figure 20 : Visualisation d'une culture de cellules musculaires lisses. Cette photographie a été
réalisée au moyen d’'un appareil photo Olympus couplé a un microscope Olympus(Rungis, France).

Les cellules musculaires lisses sont cultivées dans du milieu Ham’s F-10 (Life Technologies,
Inc) supplémenté de 5 % (v/v) de sérum de veau feetal (BioWest), SmM HEPES, 50 U/ml de
pénicilline, 50 mg/ml de streptomycine (Sigma) dans une atmosphere a 5 % de CO; et 95 %
d’air a 37°C. Les cellules sont amplifiées tous les trois jours a raison de 1 flacon de 75 cm’
dans 2 flacons de 75 cm’® de la fagon suivante ; les cellules sont décollées du flacon par action
de 5 ml de Trypsine (Sigma) pendant 5 minutes. La solution de trypsine est alors neutralisée
par ajout de 5 ml de milieu contenant du sérum de veau foetal. La suspension cellulaire ainsi
obtenue est placée dans un tube de 50 ml et centrifugée pendant 5 minutes a 1000g. Le
surnageant est enlevé et le culot cellulaire est repris dans quelques ml de milieu. Les cellules

, P 3
sont enfin ensemencées dans les différents flacons de 75 cm”.

1.4. Cellules HepG2.

Les cellules HepG2 sont des cellules issues d’hépatome humain. Elles sont utilisées
depuis longtemps pour étudier la transformation de substances endogeénes et exogenes par les
cytochromes P450 (Schuetz et al., 1993 ; Doostdar ef al., 1993 ; Ritkind ef al., 1995) mais

également dans les études d’induction de cytochromes P450 par divers composés chimiques
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(Cresteil et al., 1987 ; Schuetz et al., 1993, Kocarek ef al., 1995). De nombreux cytochromes
P450 sont exprimés dans le foie humain. Les cellules HepG2 expriment elles aussi la plupart

de ces cytochromes P450.

Dans notre étude, cette lignée servira de témoin d’expression et de régulation des
cytochromes P450 pour I’étude de I’expression de ces enzymes dans les modeles de cellules
vasculaires endothéliales et musculaires lisses. Les cellules HepG2 (ECACC, n°85011430),
sont une lignée d’hépatomes d’origine humaine provenant d’un adolescent de type caucasien

agé de quinze ans (Aden et al., 1979). Les cellules sont représentées sur la figure 21.
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Figure 21 : Visualisation d'une culture de cellules d’hépatomes humains HepG2. Cette photographie
a été réalisée au moyen d'un appareil photo Olympus couplé a un microscope Olympus(Rungis,
France).

Les cellules HepG2 sont cultivées dans du milieu RPMI 1640 (Sigma), supplémenté de 10%
(v/v) de sérum de veau foetal (BioWest), 10 U/ml de pénicilline, 0.1 mg/ml de streptomycine,
25 pg/ml d’amphotéricine B (Sigma) dans une atmosphere a 5 % de CO; et 95 % d’air a
37°C. Les cellules sont amplifiées tous les trois jours a raison de 1 flacon de 75 cm® dans 2
flacons de 75 cm’ de la fagon suivante ; les cellules sont décollées du flacon par action de 5
ml de Trypsine (Sigma) pendant 5 minutes. La solution de trypsine est alors neutralisée par
ajout de 5 ml de milieu contenant du sérum de veau foetal. La suspension cellulaire ainsi
obtenue est placée dans un tube de 50 ml et centrifugée pendant 5 minutes a 1000g. Le
surnageant est enlevée et le culot cellulaire est repris dans quelques ml de milieu. Les cellules

, P 3
sont enfin ensemencées dans les différents flacons de 75 cm’™.

1.5. Conditions de conservation.
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Les cellules sont conservées dans I’azote liquide dans du milieu complet additionné de

10% de sérum de veau foetal (BioWest) et 10 % de DMSO (Sigma, Saint Louis, MO, USA).
2. Tests de cytotoxicité

2.1. Test du MTT.

Ce test est basé sur la coloration des mitochondries dans les cellules vivantes. En effet,
seules les mitochondries des cellules vivantes vont absorber la solution bleue de
diméthylthiazolyl-diphenyltétrazolium (appelée MTT). Le principe de ce test est de mesurer
par absorbance la quantité de bleu absorbé par les cellules et de déterminer au moyen d’une

courbe étalon la quantité de cellules vivantes dans la suspension cellulaire étudiée.

Le test est réalisé sur des plaques 96 puits. Les cellules sont ensemencées dans du
milieu de culture. Pour le calcul du blanc, il est nécessaire de laisser quelques puits sans
cellules. Apres traitement des cellules, on ajoute 20 ul de la solution MTT a Smg/ml puis on
incube environ 1 heure a I’étuve a 37°C. Le diméthylthiazolyl-diphenyltétrazolium (MTT) est
réduit par les déshydrogénases cellulaires en cristaux insolubles de formazan de couleur bleue
qui se déposent au fond du puits. La formation des cristaux de formazan est contrdlée au
microscope (Olympus®), le milieu de culture est ensuite éliminé et 200ul de DiMethyl
SulfOxide (DMSO) sont ajoutés. Afin de dissoudre les cristaux de formazan, on homogéneise
a la pipette. L’absorbance est lue avec un lecteur de plaques a 540 nm. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules non traitées (Mosmann,

1983).

Solution de MTT a 5 mg/ml : préparer extemporanément et en fonction du nombre de plaques

a traiter, une solution de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium
(Sigma) dans du tampon PBS 1X. Stériliser par filtration sur membrane d’acétate de cellulose

de porosité 0,2 pm.

2.2, Test d’exclusion au bleu Trypan.
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Le principe de cette technique est d’évaluer le nombre de cellules mortes ayant ingéré
le bleu trypan tandis que les cellules vivantes 1’excluent.
- a 500 pl de suspension cellulaire, ajouter 50 ul de solution de Bleu Trypan a 0,4 %
(Biomerieux)
- homogénéiser a la pipette et attendre 5 min.
- déposer une goutte de suspension colorée sur la lame de I'hnémocytometre
- laisser sédimenter quelques instants
- procéder a la numeération cellulaire en cellule de Malassez :
* les cellules colorées en bleu sont mortes (perméables au colorant)
* les cellules non perméables restent claires et réfringentes : elles sont vivantes et

seules a étre prises en compte.
Remarque : la préparation ne doit pas contenir plus de 20 % de cellules mortes (sauf apres
déconggélation ou l'on peut en trouver davantage), pour mettre les expériences en pratique. Les

cellules (notées N) présentes dans la cellule de Malassez correspondant & un volume de 1 pl

sont notées N. Le nombre de cellules est alors de N cellules / ul soit : N x 10° cellules / ml.

3. Traitements des cellules.

3.1. Préparation des solutions.

Solution de lovastatine : Dissoudre 4 mg de lovastatine dans 100 pl d’éthanol et

chauffer légerement entre 40 et 45 °C. Quand la solution est bien limpide, ajouter 890 pl de
NaOH 0,1 N. La solution obtenue a une concentration de 102 M. La solution sera diluée afin

d’obtenir des solutions & 10° M et 10* M.

Solution de fluvastatine : 4,33 mg de fluvastatine sont dissouts dans 1 ml d’eau stérile

pour obtenir une solution de 10> M. Les solutions a 10™ et 10™* M sont obtenues par dilution

de la solution mere dans de 1’eau stérile.

Solution d’atorvastatine : 5,77 mg d’atorvastatine sont dissouts dans 500 pl de

DMSO ; la solution obtenue a ainsi une concentration de 2.10% M. Les solutions a 2.107 et

2.10"* sont obtenues par dilution de la solution mére. La toxicité apparait a partir de 0,0625%
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de DMSO (Doostdar et al., 1988) ; les concentrations des solutions sont alors adaptées en

fonction du volume déposé dans les boites de Pétri.

Solution de pravastatine : 4.46 mg de pravastatine sont dissouts dans 1 ml de méthanol

afin d’obtenir une solution meére de 102 M, les solutions a 10~ et 10 M sont obtenues par

dilutions successives de la solution mere.

3.2. Traitements.

Les cellules sont cultivées pendant trois jours dans des boites de Pétri. Le milieu est
ensuite remplacé par du milieu sans sérum de veau et les cellules sont soit non traitées soit
traitées pendant trois jours par les différentes solutions de statines ou par les solvants
respectifs de chaque molécule.

IV. Etudes biochimiques.

1. Dosage des protéines selon l1a méthode de Lowry.

En milieu alcalin, les protéines réagissent avec le réactif de Folin-Cocialteu additionné
d’ions cuivriques, pour donner une coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle a la
concentration en protéines dans le milieu (Lowry ef al., 1951). Le protocole a été adapté en

microplaques.

2. Préparation des microsomes.

Toutes les étapes se font a 4°C. Les microsomes sont préparés a partir de cultures
cellulaires. Le protocole se résume de la fagon suivante :

- Laver et gratter les cellules dans du PBS

- Récupérer les cellules dans un tube a centrifuger de 50 ml

- Centrifuger a 1000g pendant 5 minutes

- Resuspendre le culot dans un broyeur de cellules (Dounce) avec un tampon Tris -
acide acétique

- Centrifuger a 12000g pendant 25 minutes a 4°C
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- Ultracentrifuger le surnageant a 100000g pendant 50 minutes

- Reprendre le culot dans un minimum de tampon de conservation des microsomes,

décrit plus loin)

- Congeler a —80°C.

Tampon Tris-Acide acétique :

- Tris 0,1 M, - acide acétique
- EDTA 1mM

-KCl10,1 M

-pH 7,4

Tampon de conservation des microsomes:

- Tris 10 mM
-EDTA 0,1 mM
- Glycerol 23 %
-pH 7,4

3. Western Blot.

Les Western Blot sont réalisé€s selon la méthode de Laemmli (1970).

3.1. Préparation des gels.

Deux sortes de gels sont préparés : le gel de concentration qui permet de concentrer les

échantillons et le gel de séparation qui permet de séparer les protéines selon leur taille.

Gel de séparation (10%) :
- Bis-acrylamide 30 :0,8%
- 1.5M Tris pH 8,8
- 10% SDS
- Glycérol 100%
- H,0

S5ml
3,75 ml
300ul
1,5 ml
3,95 ml
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-0,25 M EDTA pH 7,0 375ul
- TEMED 15 ul
- 10 % de persulfate d’ammonium (APS) 125 pul

Ajouter le TEMED et I’ APS en dernier et sous agitation, couler 7 ml par plaque
Ajouter un filet de butanol saturé en eau sur le gel pour enlever les bulles et pour éviter la

formation de « craquelure » et laisser polymériser le gel 30 minutes.

Gel de concentration (4.5%) :

- Bis-acrylamide 30 :0,8 % 1,5 ml
-1 M Tris pH 6,8 1,25 ml
- 10 % SDS 200 pl
- H;0 6,7 ml
- 0,25M EDTA pH 7,0 250ul

- TEMED 20ul

- 10% persulfate d’ammonium (APS) 120ul

Ajouter le TEMED et I’ APS en dernier et sous agitation, couler le gel et mettre tout de suite le

peigne. Laisser polymeériser 1 heure.

3.2.Préparation du marqueur et des échantillons.

- Extraits nucléaires, 5 a 20 pg et ajouter le méme volume de solution de dénaturation
2X
- Marqueur de poids moléculaire (Rainbow markers, RPN 726, Amersham Life

Science) = 3ul + 20 pl de solution de dénaturation 2X par puits.

Solution de dénaturation 2X:
- Tris IM pH 6,8 1,28 ml
- SDS 10% 5,04ml
- Glycérol 100% 2ml

— B-mercaptoéthanol 1,04 ml
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- Bleu de bromophénol 0,8ml (0,25%)
Aliquoter par 1 ml et stocker a —20°C.

Les échantillons et le marqueur de taille sont placés & 100°C pendant 5 minutes puis
déposés immédiatement sur le gel. La migration des échantillons se fait a 110V, le gel est
placé dans du tampon de migration le TGS 1X. Lorsque les échantillons ont dépassé le gel de
concentration, la migration se fait & 150V. Lorsque le front de migration atteint 1’extrémité du

gel, ce dernier est récupéré afin de réaliser le transfert des protéines sur la membrane.

Tampon tris-glycine 5X :
- Tris 242¢g
- NaCl 80g
- Ajuster le pH & 7,5 avec HCl
-Tween20 10 ml
- H;O qsp 1 litre

3.3.Transfert des protéines du gel sur une membrane

(ImmobilonP).

Tremper la membrane dans du méthanol 15 secondes puis dans de I’eau pendant 15
secondes puis la laisser dans du tampon de transfert. Démouler le gel et le laisser
s’équilibrer dans du tampon de transfert pendant 30 minutes.

Préparer le montage de transfert : poser 4 éponges sur le support de transfert (Biorad),
préalablement imbibées de tampon, puis 4 papiers Whatmann également imbibés de
tampon. Poser le gel puis la membrane en faisant attention de ne pas laisser de bulles entre
le gel et la membrane. Poser ensuite de nouveau 4 papiers Whatmann et 4 éponges
imbibées de tampon de transfert. Installer ce montage dans la cuve de transfert, compléter

le haut de la cuve et le bac avec du tampon de transfert et laisser transférer 1h45 a 30V.

Tampon de transfert:
- Tris 30g
- Glycine 144¢g

- Ajuster a 0,9 litre
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- EDTA 250mM 40ml
- SDS 10% 50ml
- H20 gsp 1 litre.

3.4. Saturation de la membrane.

Tremper la membrane 5 minutes dans du rouge ponceau afin de révéler les bandes du
marqueur de taille. Laver la membrane 3 fois avec du méthanol puis saturer la membrane 1

heure dans la solution de saturation.

Solution de saturation :

- 5g de lait en poudre.
- 100 ml de Tris glycine 5 X.

Tris — Glycine 5X:

- Tris 24 2¢g

- NaCl 80g

- Ajuster le pH a 7,5 avec HCI
- Tween 20 10ml

- H0 qsp 1 litre

3.5. Fixation des anticorps.

Mettre la membrane au contact du premier anticorps (dilution 1/1000 dans une
solution de TBS-Tween et 250mg de lait en poudre) pendant 1 heure sous agitation a
température ambiante.

Laver 4 fois 5 minutes avec la solution de lavage TBS-Tween.

Mettre la membrane au contact du deuxiéme anticorps (dilution 1/1000 dans une
solution de TBST-Tween avec 250 mg de lait en poudre) pendant 1 heure sous agitation a
température ambiante.

Laver 4 fois 5 minutes avec la solution de lavage TBS-Tween.

107



3.6. Révélation.

Egoutter la membrane et tremper la face a révéler dans une solution de luminol
pendant 5 minutes. Egoutter de nouveau la membrane et placer la face a révéler contre un film
transparent et placer dans la cassette de révélation. Placer un film de chimioluminescence au
contact de la membrane (face a révéler) et exposer dans la cassette de révélation pendant 5
minutes. Incuber le film dans la solution de révélation jusqu’a ce que les bandes apparaissent

et le tremper dans de I’eau puis dans la solution de fixation. Rincer le film sous 1’eau.

V. Biologie moléculaire.
1. Extraction des acides ribonucléiques.

a) Les veines sont sorties du congélateur a —80°C, découpées et placées
immédiatement dans 1 ml de solution d’extraction Instapure (Eurogentec, Liege, Belgium).
Toutes les manipulations se feront dans la glace. Les veines sont broyées au moyen d’un
ultra-turax. Les petits morceaux de paroi €lastique qui auraient pu se coincer dans [’ultra-turax
sont récupérés. Le broyage est répété deux ou trois fois. Le mélange est ensuite réparti dans
deux tubes Eppendorf de 2 ml. Il faut ensuite rajouter 1 ml de solution Instapure.

b) Les cellules cultivées sont récupérées directement dans I’Instapure (Eurogentec) a
raison de 1 ml/boite de Petri. Les homogénats cellulaires sont ensuite congelés a -80°C ;
cette €tape permet d’avoir une meilleure lyse cellulaire. Les tubes sont ensuite vortexés

vigoureusement.

Les tubes obtenus apreés les étapes a) ou b) sont ensuite vortexés. 150 ul de
chloroforme sont alors ajoutés, le mélange est vortexé de nouveau 20 secondes puis placé 10
minutes dans la glace. Les tubes sont centrifugés pendant 15 minutes a 12000g a 4°C. 1l est
possible de récupérer jusqu’a 700 ul de surnageant dans chacun des tubes. Un volume
identique d’isopropanol est alors ajouté, les tubes sont vortexés vigoureusement et placés 30
minutes a —20°C afin de précipiter les ARNs. Les tubes sont de nouveau centrifugés pendant
15 minutes a 12000g a 4°C. Un culot blanc d’ARNs apparait au fond du tube. Le surnageant
est retiré en faisant attention de ne pas perdre le culot, ce dernier est ensuite lavé avec 800 pl

d’éthanol a 70 % glacé. Les tubes sont centrifugés pendant 8 minutes a 7500g a 4°C. Le
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surnageant est enlevé et le culot est séché a I’air libre environ 5 minutes. Le culot est repris
dans 30 pl d’eau stérile et les tubes sont incubés les tubes 10 minutes a 60°C pour permettre

une bonne dissolution du culot. Les ARNSs issus de la méme veine sont rassemblés et doseés.

2. Quantification des ARNSs.

La quantification et la vérification de la qualité des ARNSs se fait en deux étapes :

- la mesure spectrophotométrique : cette méthode consiste a mesurer 1’absorbance aux
longueurs d’onde 260 nm et 280 nm. Les ARNs ne sont pas ou peu contaminés par des
protéines si le rapport absorbance a 260nm / absorbance a 280 nm est compris entre 1,8 et 2.
L’absorbance a 260 nm permet de connaitre la quantité d’ARNs présente dans les tubes :
[ARNs] (ng/ul) = abs 260 nm x 40 x dilution / 1000.

- une électrophorése en gel d’agarose permet de visualiser la qualité des ARNs. En
effet, I’apparition de deux bandes distinctes correspondant aux ARN ribosomiques 18S et

288, sans aucun « smir » est la preuve de la bonne qualité des ARNS.

3. Technique de détection des ARNm.

La détection des ARNm des cytochromes P450 étudiés se fera au moyen d’une

réaction de RT-PCR (figure 22).

3.1. Réaction de reverse transcription.

Cette réaction permet de transformer les ARNm précédemment extraits en ADNc. La
quantité¢ d’ARN total utilisée est 5 ng. Les ARN sont mélangés a 1 pul (0,5 pg) d’oligo dT
(Eurogentec, Liege, Belgique) ; les oligodT se lient a la queue poly A en 3’des ARNm pour
permettre I’élongation ; le volume est ajusté a 31 pl avec de ’eau stérile et le tout est incubé
pendant 5 minutes a 65°C. Puis les tubes sont placés dans la glace et le tampon de reverse
transcription (Sul) (Sigma), la RNasine (30U) (Sigma), la BSA (0,5ul) (Sigma) ainsi que les
dNTP (0,2uM de chaque) (Sigma) sont ajoutés. L’enzyme de reverse transcription (Moloney

Murine Leukemia Virus reverse transcriptase) (450 unités) (Sigma) est ajoutée en dernier. Le
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volume final est de 20 ul. Le tout est incubé deux heures a 37°C. L’activité de I’enzyme est

arrétée par 2 minutes a 90°C.

Les ADNCc ainsi obtenus seront amplifiés par la réaction de PCR.

3.2. La polymerase chain reaction (PCR).

Cette méthode permet d’amplifier les ADNc des cytochromes étudiés (figure 22).

[ |
I

Transcriptase inverse
dNTP

Hétéroduplex
ARN/ADNCc

—:I ADNec

y—

Amorces spécifiques Tagq Polymerase

sens et antisens

= — — —

Amplif ication de la séquence d ‘ADN recherchée

/\

Gel d'agarose Quantif ication par fluorescence

Figure 22 : Représentation schématique de la réaction de RT-PCR.

Température | Nombre
Séquences L
d’hybridation | de cycles

Taille

Références
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GAPDH Sens

5" CCA-TCA-CCA-TCT-TCC-AGG-AG 3’

54°C 28 405 pb Andreou ef al.,
Anti-sens | 5> GGA-TGA-TGT-TCT-GGA-GAG-CC 3 1998.
CYPIBI1 Sens | 5° GTA-TAT-TGT-TGA-AGA-GAC-AG 3’ s1o0 0 T L65b
Anti-sens | 5> AAA-GAG-GTA-CAA-CAT-CAC-CT 3’ P> | Baron et al,, 1998
CYP2C Sens | 5> GCT-AAA-GTC-CAG-GAA-GAG-ATT-GA 3’
. 58°C 35 332 pb Thum and
Anti-sens | 5> TCC-TGC-TGA-GAA-AGG-CAT-GAA-GT 3’ Borlak., 2000
CYP2C8 Sens |5 AGA-TCA-GAA-TTT-TCT-CAC-CC 3’
58°C 35 158 pb | Klose ef al., 1999
Anti-sens | 5> AAC-TTC-GTG-TAA-GAG-CAA-CA 3’
CYP2C9 Sens | 5> AGG-AAA-AGC-ACA-ACC-AAC-CA3’
58°C 40 104 pb | Klose ef al., 1999
Anti-sens | 5> TCT-CAG-GGT-TGT-GCT-TGT-C 3
CYP2E1 Sens | 5> AGC-ACA-ACT-CTG-AGA-TAT-GG 3’ s1oc 0 6656
Anti-sens | 5 ATA-GTC-ACT-GTA-CTT-GAA-CT 3’ P> | Baronet al., 1998
CYP2J2 Sens |5 AGAAGCCCTTATCCACAT 3’
54°C 35 186 pb .
Anti-sens | 5> CTGAATGCGTTCCTCTAA 3’
CYP3AS5 Sens | 5 TGT-CCA-GCA-GAA-ACT-GCA-AA 3’
. 54°C 35 472 pb Thum and
Anti-sens | 5° TTG-AAG-AAG-TCC-TTG-CGT-GTC 3° Borlak., 2000
CYP3A7 Sens|5' ATT-CCA-ACG-TAT-GTT-CTT-CAT-CAT 3'
54°C 34 551 pb Schuetz ef al.,
Anti-sens | 5' AAT-CTA-CTT-CCC-CAG-CAC-TGA 3' 1994
CYP4AL11 Sens | 5> TCC-TGT-CTG-CCC-ATA-TCC-TG 3’
54°C 40 332 pb Powell et al.,
Anti-sens | 5> CGG-GCT-TAG-ATT-ATG-GTG-CG 3’ 1998
CYP4F2 Sens |5’ CGG-AAC-CCA-TCA-CAA-CCC-AGC 3’ Powell efal.,
. 54°C 40 122 pb
Anti-sens | 5° CTG-GGC-CCT-GCC-GAG-AAG-GGA-A 3° 1998
CAR Sens |5 GCA-GCT-GTG-GAA-ATC-TGT-CA 3’
60°C 35 231 pb .
Anti-sens | 5> CAG-GTC-GGT-CAG-GAG-AGA-AG 3
GR  Sens |5 GGGGAAGAGGGAGATGGA 3’
58°C 30 105 pb .
Anti-sens | 5> GTGGTCAGAATGGGAGGC 3’
PXR Sens |5 CAA-GCG-GAA-GAA-AAG-TGA-ACG 3’ .
58°C 35 441pb Pascussi et al.,
Anti-sens | 5° CTG-GTC-CTC-GAT-GGG-CAA-GTC 3° 2001
COX-1 Sens |5 AGG-GCA-TCT-GTG-TCC-GCT-TC 3’
54°C 40 808 pb .
Anti-sens | 5> CAC-ACA-CGG-TTG-TGC-TCA-CG 3
COX-2 Sens |5 CTG-CGC-CTT-TTC-AAG-GAT-GG 3’
58°C 40 813 pb .
Anti-sens | 5° TGG-CCG-AGG-CTT-TTC-TAC-CA 3°

Tableau 4 : Conditions de PCR en fonction des couples d amorces utilisés.

3.2.1. La PCR semi-quantitative.
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La PCR est appelée semi-quantitative car elle est basée sur le rapport entre ’intensité
de bande obtenue pour le gene étudié et celle obtenue pour un gene de référence en
I’occurrence la GAPDH. Les PCR pour le gene étudié et la GAPDH sont effectuées dans des
conditions non saturantes déterminées précédemment.

La PCR semi-quantitative est réaliséesur iCycler® (Biorad). La réaction de PCR se fait
de la fagon suivante : il est nécessaire de mélanger, les dNTP (0,2 uM de chaque), le tampon
de la Taq (Sul), les oligonucléotides (0,2 a 1uM), le produit de RT (2 a 4ul), la Taq
polymérase (2,5 unités) et I’eau stérile (qsp SO0ul).

Chaque cycle est composé de :

- une séparation des brins a 94°C pendant 1 minute.

- une hybridation des amorces a 54°C ou a 58°C selon les génes étudiés pendant 1

minute.

- I’¢longation se fait pendant 1 minute et 30 secondes a 72°C.

Les couples d’amorces et les conditions de PCR utilisés pour cette étude sont présentés dans

le tableau 4.
3.2.2. La PCR quantitative.

a. Principe.

Le principe de la PCR quantitative est de détecter en temps réel la fluorescence des
brins de PCR au fur et & mesure de leur formation. la fluorescence correspond a celle du

compose fluorescent : le SYBR Green (figure 23).

SYBR Green Emitted Light

“ ' P oo

_'_"‘r---.._____1 B iy
oyl .I_L__;_______( - Polymerase

SRR TR
iyt

Figure 23 : Réaction de fluorescence du SYBR Green aprés son incorporation dans les produits de
PCR.
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La formation des produits de PCR est représentée par des courbes de quantification .
La quantit¢ d’ADNc contenue dans les €chantillons est mesurée au point d’inflexion des
courbes (figure 22). La qualification des ADNc, c’est-a-dire leur identification se réalise grace
a la courbe de fusion. En effet, le pic de la courbe correspond a la température de

déshybridation des produits de PCR.

Courbe d’amplification Courbe de fusion

Amplification

v

v

\ i

Point d’inflexion Température de deshybridation

Figure 24 : Représentation schématique des courbes d’amplification et de fusion des produits de

PCR..

b. Réaction.

La PCR quantitative est réalisée au moyen d’un thermocycler Roche. La réaction de
PCR utilise un kit (Roche Diagnostics) contenant I’eau, le MGCI2 et un mélange réactionnel
contenant le SYBRGreen. Pour chaque géne testé, une gamme d’ADNc est réalisée, les
dilutions utilisées sont 1/5, 1/10, 1/100 et 1/1000. Les ADNCc testés sont dilués soit au 1/10
soit au 1/100 suivant le géne testé.
Chaque cycle de PCR est composé de :

- une séparation des brins a 94°C pendant 20 secondes.

- une hybridation des amorces pendant 10 a 15 secondes.

- I’élongation se fait pendant 10 a 30 secondes a 72°C. Le temps d’élongation dépend
de la taille du produit de PCR que I’on doit obtenir, en effet, on considere que 25 bases sont

amplifiées en 1 seconde.
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VI. ETUDES DE POLYMORPHISME.

Le génotypage est réalisé en utilisant la technique de PCR par « thermocyclage
cinétique » (KTC) d’un allele spécifique utilisée dans le laboratoire Roche Diagnostics. La
technique KTC est basée sur les propriétés de I’ADN polymérase de distinguer les
mésappariements entre les primers et les échantillons ADN au niveau de la position 3’ du
primer (Germer ef al., 2000). Pour chaque SNP analys¢, des primers sont dessin€s : un primer
sens pour chaque position spécifique, en I’occurrence la position 681 et 990 du CYP2C19 et
un allele commun en position anti-sens. Selon la séquence ADN de [’échantillon, un
appariement ou un mésappariement est généré. Deux réactions sont réalisées en parallele une
avec le primer commun et le primer correspondant a la base mutée en position 681 et 1’autre
avec le primer commun et celui correspondant au primer de la base mutée en position 990.
Pour chaque réaction, la formation d’un produit de PCR double brin est fonction de la
présence d’un appariement ou d’'un mésappariement en position 3’ entre le primer et I’ADN.
Ceci refléte donc I’association ou non de 1’allele spécifique correspondant a la position du
SNP. La formation des doubles brins d’ADN pendant la PCR est détectée par un intercalant
fluorescent de I’ADN, le colorant SYBR Green. Les réactions de PCR sont réalisées sur un
appareil ABI Prism 7900 (Roche Diagnostic, Basel, Switzerland) ou les intensités de la
fluorescence sont enregistrées pendant I’amplification. La fluorescence est fonction du
nombre de cycles.

Le nombre ce cycles, pour lequel la courbe croise un seuil prédéfini, est appelé le Ct
de la réaction. Apres la réaction de PCR, les produits subissent un processus de dénaturation
rapide puis renaturation et enfin dénaturation rapide. Les valeurs de fluorescence sont
enregistrées afin de calculer les courbes de dissociation des produits de PCR qui caractérisent
ces derniers. Les produits générés avec la méme combinaison de primers sont considérés

comme identiques et produisent ainsi des courbes de dissociation identiques.

L’analyse des alléles est réalisée de la maniére suivante : dans une premiére étape,
chaque réaction d’amplification est analysée de facon indépendante ; un score positif est
attribué si le Ct est inférieur au Ctmax défini préalablement avec de I’ADN contréle de
génotypes connus et un score négatif est attribué si le Ct est supérieur au Ctmax. A cette
étape, toutes les courbes donnant un Ct négatif correspondent a des réactions qui n’ont pas

fonctionné. Dans une deuxiéme étape, pour chaque échantillon d’ADN, une valeur de ACt est
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déterminée en soustrayant le Ct pour ’allele 2 du Ct pour I’allele 1. Tous les échantillons
positifs dans la premiere étape pour 1 allele sont considérés comme homozygotes pour cet
allele si leur ACt est supérieur a un seuil de ACtmin déterminé pendant un précédente phase
d’optimisation. Tous les échantillons qui ont donné une valeur de Ct positive pour les deux
alléles sont considérés comme hétérozygotes si leur ACt est inférieur a la valeur absolue de
ACtmax. Tous les échantillons pour lesquels le ACt n’a pas pu étre déterminé est considéré

comme inexploitable.

Les primers utilisés pour I’é¢tude du SNP 681 sont :
- K243 5 AAGTAATTTGTTATGGGTTCCC 3’ primer spécifique
- K244 5° AAGTAATTTGTTATGGGTTCCT 3’ primer spécifique
- K245 5 ATGCAATAATTTTCCCACTATCATT 3’ primer commun

Les primers utilisés pour I’é¢tude du SNP 990 sont :
- K257 ’AGGAAGAGATTGAACGTGTC3’ primer spécifique
- K258 3’CAGGAAGAGATTGAACGTGTT 5’ primer spécifique
- K259 ’CAGGGGCTCCGGTTTCTG 3’ primer commun

Les réactions sont réalisées comme décrit par Germer et al, (2000), avec les
modifications suivantes : le volume final de réaction est de 20 pl, la concentration finale des
primers sont de 0,4 uM pour K243, K244 et K245 et de 0,15 uM pour les primers K257,
K258 et K259 et la température d’hybridation est de 56°C pour les primers K243, K244 et
K245 et de 59°C pour les primers K257, K258 et K259.

Un schéma récapitulatif de cette technique est présentée sur la figure 25.

SNP 681 SNP 990 Primers sens

N

ADN génomique
AU,

ﬂ Primer antisens commun
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Figure 25 : Représentation de la technique de « thermocyclage cinétique ».

VII. ETUDES STATISTIQUES.

Les analyses statistiques ont €té réalisées au moyen du logiciel SAS version 8.2 (SAS

Institute Inc. Etats-Unis). L’équilibre de Hardy-Weinberg a été étudié par ’intermédiaire du
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test du X2. les analyses comparatives ont été réalisées séparément chez les hommes et les

femmes.

Une transformation logarythmique a €té réalis€ée afin d’obtenir une distribution
normale des variables étudiées (IL-6, TNF-a, Protéine-C-réactive, leucocytes, triglycérides et
HDL, pression sanguine). Dans une premiere étape, le degré de significativité des
polymorphismes vis-a-vis des différentes variables étudiées a été déterminé par un test
ANOVA. Compte tenu du faible nombre d’individus homozygotes pour I’alléle rare (681 A ou
990T), les individus homozygotes pour l’allele sauvage (AA en position 681 ou CC en
position 990) seront comparés a I’ensemble des individus hétérozygotes (AG en position 681
ou CT pour la position 990) et des individus homozygotes pour 1’alle¢le rare (GG pour la
position 681 ou TT pour la position 990). Les relations linéaires entre les variables continues
ont ¢té évaluées par I’analyse de corrélation de Pearson. Dans une derniere étape, afin de
déterminer les effets quantitatifs de différents covariants (la consommation d’alcool et de
tabac, I’age, I’indice de masse corporelle et les médicaments contraceptifs) en fonction de la
présence de I’allele muté ou pas, une analyse de régression multiple a été réalisée séparément

pour chaque variable. Les différences sont considérées comme significatives lorsque p<0,05.
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I. Enzymes impliquées dans la production de molécules vasoactives.

Le tonus vasculaire représente 1’équilibre existant entre molécules vasodilatatrices et

vasoconstrictrices. Ces composés vaso-actifs sont produits par des cytochromes P450, des
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cyclooxygénases ou encore des NO synthases. Une dérégulation de 1’expression de ces
enzymes peut conduire a une modification du tonus vasculaire. Il a été démontré qu’une
modification de I’homéostasie vasculaire contribue au développement de certaines maladies
cardiovasculaires telles que la pathologie variqueuse. Ainsi une dérégulation de I’expression
des enzymes productrices de molécules vaso-actives peut conduire a une modification du

tonus vasculaire (Schuller-Petrovic ef al., 1997).

Les molécules vasodilatatrices sont les acides epoxyeicosatriénoiques (EETs) produits
par certains cytochromes P450 (CYP2C, CYP2E1, CYP2J2) et la prostaglandine 12 produite
par la voie des cyclooxygénases. Les molécules vasoconstrictrices, telles que les acides
hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs) sont produites par les cytochromes P450 (CYP1BI,
CYP4A11, CYP4F2, CYP2E1), la prostaglandine H2 et le thromboxane A2 sont produits par
la voie des cyclooxygénases. Le NO, molécule vasodilatatrice, provient de la transformation
de la L-arginine par la NO synthase endothéliale ou inductible. Les molécules vasodilatatrices
et vasoconstrictrices jouent un réle important dans la régulation du tonus vasculaire. Une
modification de I’équilibre entre ces deux types de molécules serait un facteur déclenchant ou

aggravant de certaines pathologies notamment la pathologie variqueuse.

Compte tenu du role important de ces enzymes dans le tonus vasculaire, nous avons
émis I’hypothése que l’expression de ces enzymes ¢tait modifiée dans la pathologie
variqueuse. Notre étude a consisté a étudier la différence d’expression des cytochromes P450
impliqués dans le métabolisme de I’acide arachidonique, de deux cyclooxygénases (COX-1 et
COX-2) et de deux NO synthases : endothéliale (eNOS) et inductible (iNOS) dans des veines
saphénes humaines saines et variqueuses. Pour cela, nous avons recherché 1’expression des
ARNm de ces enzymes au moyen de la technique de RT-PCR. De plus, la pathologie
variqueuse étant caractérisée par une modification de la composition des parois vasculaires
(Badier-Commander ef al., 2001), notamment au niveau cellulaire, nous avons profité¢ de
résultats décrivant le volume des cellules musculaires lisses et nous avons corrélé ce volume
cellulaire au taux d’expression des cytochromes P450. Dans un deuxiéme temps, afin de
localiser plus précisément ces enzymes vaso-actives, nous avons étudié leur expression dans
une culture primaire de cellules endothéliales : les cellules de veines saphénes humaines

HSaVEC et dans une culture de cellules musculaires lisses.
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1. Expression

(Publication n°l).

des enzymes vaso-actives dans les tissus veineux humains

Les expressions des cytochromes P450 impliqués dans le métabolisme de 1’acide

arachidonique ont été étudiées dans les tissus de veines saphénes humaines provenant de

patients ayant subi un pontage coronarien pour les échantillons de veines saines et de patients

ayant subi un stripping pour les échantillons de veines variqueuses. Les caractéristiques des

patients sont résumées dans les tableaux 5 et 6.

Patients
Echantillon | Age Sexe Pathologie associée Traitement
NO
Veines saines 1 54 M - -
2 67 F Hypertension dihydroergotamine
3 69 F Dopamine, atropine

L.1.1. Hypercholesté
rolémie
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4 48 M Hypertension, acebutolol,
hypercholestérolémie atorvastatine
5 56 M - -
6 44 M - -
7 71 F - -
8 59 M - -
9 76 M - -
10 64 F nicardipine,
L.1.2. Hypercholesté atorvastatine,
rolémie naftidrofuryl,
aspirine
11 48 M Atorvastatine
I.1.3. Hypertension Acebutolol
Hypercholestéro
lémie
12 69 F Dopamine, atropine,
L.1.4. Hypercholesté | ranitidine, aspirine,
rolémie propacétamol,
héparine, midazolam
13 68 M Aténolol, ramipril,
L.1.5. hypercholesté aspirine,
rolémie, pravastatine
hypertension
14 62 M acébutolol,
I.1.6. hypertension, atorvastatine
hypercholestéro
lémie
15 71 F
L1.7.
Tableau 5 : Caractéristiques des patients non atteints de pathologie variqueuse .
Patients
Echantillon | Age Sexe Pathologie associée Traitement
NO
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A 32 M - -

B 49 M - -

C 52 M - -

D 46 F - flavonoide

E 45 M Hypercholestérolémie -

F 32 M - -

G 42 F - -

H 62 F - -

| 35 F - flavonoide

J 77 F Hypertension captopril acebutolol
K 42 F Incontinence tronculaire flavonoide

L 54 M Incontinence tronculaire captopril
M 45 M Incontinence trc,)nm’lla@re,

Hypercholestérolémie

N 77 F Incontinence tronculaire | captopril, acebutolol
0 77 F Incontinence tronculaire -

P 48 F Incontinence tronculaire -

Q 36 F Incontinence tronculaire -

R 77 F Incontinence tronculaire | captopril, acebutolol
S

T 45 M Incontinence tronculaire -

Tableau 6 : Caractéristiques des patients atteints de pathologie variqueuse .

1.1. Expression des cytochromes P450.

L’expression de 6 cytochromes P450 a été étudiée par la technique de RT-PCR dans
deux séries de veines saphénes. La premiere série comprenant 10 veines saines et 10 veines
variqueuses, la deuxiéme série comprenant 5 veines saines et 10 veines variqueuses. Les

résultats sont exprimés par rapport a ’expression d’un géne domestique : la GAPDH.

1.1.1. Le cytochrome P450 1B1.

Le cytochrome P450 1B1 n’est pas le plus important des cytochromes P450
vasculaires, il est responsable de la formation du 12-HETE dans ’oeil humain (Schwartzman
et al., 1987). Cependant il est localis¢ dans les cellules musculaires lisses et peut donc étre
également impliqué dans la régulation du tonus vasculaire. C’est pourquoi nous avons étudié
I’expression de son ARNm dans les veines saphenes humaines variqueuses, les résultats sont

présentés sur la figure 26.
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Figure 26a: Fxpression du cytochrome P450 1B1 dans les veines saphénes humaines saines
et variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés
pour chaque individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont
données par normalisation avec le GAPDH : [...10: veines saines; A...J: veines
variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe de droite présente les données statistiques
obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05; **p<0,01,
**%p<0,001.Les cercles noirs représentent l'intervalle de confiance.
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Figure 26b: Expression du cytochrome P450 1Bl dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 11....15 : veines saines ; K....T : veines variqueuses. Le graphe de droite présente
les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ;
**p<0,01, ***p<0,001.Les cercles noirs représentent l'intervalle de confiance.

De fagon générale, nous pouvons observer que 1’expression du cytochrome P450 1B1
est plus élevée dans les échantillons de veines variqueuses comparées aux €chantillons des
veines pathologiques. Les échantillons A, M et P des veines pathologiques présentent une

faible expression de ’ARNm de CYP1B1. D’apres le test de Wilcoxon, ’expression du
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CYPI1BI1 dans les veines pathologiques est 1.5 fois plus élevée que dans les veines saines

(figure 24).

1.1.2. Le cytochrome P450 2C total.

La famille des cytochromes P450 2C comporte 4 membres : les CYP2C8, 2C9, 2C18
et 2C19 (Goldstein e al., 1994). C’est la principale famille de cytochromes P450 impliquée
dans la production de métabolites vaso-actifs notamment les EETs (Daikh ez al., 1994 ; Zeldin
et al., 1996) et c’est actuellement la plus étudiée. Dans les résultats présentés ci-dessous, nous
ne distinguerons pas les 4 isoformes de cette famille puisque les amorces utilisées pour cette

partie du travail nous permettent de détecter uniquement les cytochromes P450 2C totaux. Les

résultats sont présentés sur la figure 27.
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Figure 27a: Expression du cytochrome P450 2C dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P :
pathologiques), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001.Les cercles noirs représentent [’intervalle de
confiance.
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Figure 27b: Expression du cytochrome P450 2C dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés
pour chaque individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont
données par normalisation avec le GAPDH : 11...15: veines saines; K....T: veines
variqueuses. Le graphe de droite présente les données statistiques obtenues par le test de
Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ; **p<0,01, ***p<0,001. Les cercles noirs
représentent ’'intervalle de confiance.

L’expression des cytochromes P450 de la famille 2C tend a étre plus élevée dans les
échantillons variqueux que dans les échantillons de veines saines. Toutefois, selon le test de

Wilcoxon, la différence observée n’est pas significative (figure 25).

1.1.3. Le cytochrome P450 2E1.

Le cytochrome P450 2E1 est responsable principalement de la formation du 19-HETE
(Amet ef al., 1995). La localisation principale de ce cytochrome P450 est le foie (Botto ef al.,

1994) mais des études décrivent sa présence dans les cellules endothéliales humaines (Farin et

al., 1994 ; Hoebel ef al., 1998 ).
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Figure 28a: Expression du cytochrome P450 2E1 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P:

pathologiques), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001. Les cercles noirs représentent l'intervalle de
confiance.
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Figure 28b: Expression du cytochrome P450 2E1 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 11....15 : veines saines ; K....T : veines variqueuses. Le graphe de droite présente
les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ;
**¥p<0,01, *¥***p<0,001.Les cercles noirs représentent l‘intervalle de confiance.

Ces résultats présentés sur la figure 28 montrent que I’expression du cytochrome P450
2E1 est plus élevée dans les veines pathologiques que dans les veines saines. En effet, nous

pouvons constater que le CYP2E1 est détecté dans tous les échantillons de veines
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pathologiques avec un rapport d’expression d’environ 0,3 alors que le CYP2E1 n’est détecté
que dans 10 échantillons de veines saines sur 15 avec un rapport d’expression de0,05. Le test
de Wilcoxon nous montre que la différence d’expression est significative et d’environ 3,36

fois, figure 28.

1.1.4. Le cytochrome P450 2J2.

Le cytochrome P450 2J2 est responsable du métabolisme de 1’acide arachidonique en
acides époxyeicosatrienoiques (EETs) (Scarborough ez al., 1999). Ce cytochrome P450 est un
peu moins étudié que les cytochromes P450 de la famille 2C mais son role dans la régulation
du tonus vasculaire semble étre tout aussi important. C’est pour cela que nous avons étudié

I’expression de cette enzyme dans les veines saphénes humaines saines et variqueuses. Les

résultats sont présentés sur la figure 29.
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Figure 29a: FExpression du cytochrome P450 2J2 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P:
pathologiques), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001.Les cercles noirs représentent [’intervalle de
confiance.
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Figure 29b: Expression du cytochrome P450 2J2 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 11....15 : veines saines ; K....T : veines variqueuses. Le graphe de droite présente
les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ;
**p<0,01, *¥***p<0,001. Les cercles noirs représentent l’intervalle de confiance.

Le CYP2J2 semble étre le cytochrome P450 le plus affecté par la pathologie
variqueuse. En effet, ces résultats nous montrent que les échantillons de veines variqueuses
expriment tous le CYP2J2 a Dl’exception d’un seul échantillon alors que seuls trois
échantillons de veines saines expriment le cytochrome P450 2J2. Le test de statistique de
Wilcoxon nous montre que ’expression de I’ARNm de CYP2J2 est significativement plus
importante dans les veines pathologiques comparées aux veines saines, la différence observée

est d’environ 7 fois.

1.1.5. Le cytochrome P450 3A5.

Les cytochromes P450 de la famille 3A sont exprimés en proportion élevée dans le
foie. Toutefois, ces cytochromes P450 sont également présents dans des tissus vasculaires tels
que les cellules endothéliales (Farin et al., 1994 ; Hoebel ef al., 1998) et sont impliqués dans
la production de métabolites vaso-actifs tels que le NO a partir d’isosorbide dinitrate
(Minamiyama ef al., 1999). Une €tude plus récente décrit leur role dans la production d’acides
epoxyeicosatrienoiques a partir de 1’acide arachidonique (Ayajiki ef al., 2003). Nous avons
choisi d’étudier plus particulierement le CYP3AS qui semble étre I’'isoforme le plus

importante dans les tissus vasculaires. L.’expression de cette enzyme dans les veines saines et

variqueuses est présentée sur la figure 30.
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Figure 30a : Expression du cytochrome P450 3A5 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P :
pathologiques), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001.Les cercles noirs représentent l’intervalle de
confiance.
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Figure 30b : Expression du cytochrome P450 3A5 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 11....15 : veines saines ; K....T : veines variqueuses. Le graphe de droite présente
les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ;
*¥*p<0,01, ¥***p<<0,001.Les cercles noirs représentent l’intervalle de confiance.

Les résultats de la figure 30 nous montrent que le CYP3AS est exprimé principalement

dans les échantillons de veines variqueuses. En effet, seulement trois échantillons de veines
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saines sur 15, expriment le CYP3AS. En raison de cette quasi absence, le test statistique de
Wilcoxon nous montre une différence trés significative entre les veines saines et variqueuses

(figure 28).

1.1.6. Le cytochrome P450 4A11.

Le cytochrome P450 4A11 est responsable principalement de la formation de I’acide
hydroxyeicosatetraénoique : le 20-HETE (Powel ef al., 1998). Cette enzyme est localisée
principalement dans le foie et le rein (Bell ef al., 1993) mais a également été localisée dans
les microvaisseaux (Imig et al., 1996). Le métabolite 20-HETE jouant un rdle important dans
la régulation du tonus vasculaire (Lasker ef al., 2000), nous avons étudié I’expression de

I’ARNm dans les échantillons de veines saphenes humaines saines et pathologiques. Les

résultats sont présentés sur la figure 31.
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Figure 3la: Expression du cytochrome P450 4A11 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P :
pathologiques), *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001.Les cercles noirs représentent l’intervalle de
confiance.
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Figure 31b: Expression du cytochrome P450 4A11 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par électrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 11....15 : veines saines ; K....T : veines variqueuses. Le graphe de droite présente
les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S : saines, P : pathologiques), *p<0,05 ;

*%p<(),01, ***p<0,00.

Le cytochrome P450 4Al1 est exprimé dans la plupart des échantillons veineux.
Toutefois méme s’il semble que I’expression du CYP4All est plus faible dans les

échantillons de veines pathologiques, cependant, la différence n’est pas significative.

1.1.7. Les cytochromes P450 dans les veines saphénes humaines.

Afin de mieux visualiser les différences observées entre les veines saines et
variqueuses et de mieux comparer les différents cytochromes P450 entre eux, nous avons
réalis¢é un schéma récapitulatif des valeurs obtenues pour les 15 échantillons de veines
saphénes saines et les 20 échantillons de veines saphénes pathologiques. Ces résultats sont

présentés sur la figure 32.
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Figure 32 : Expression des cytochromes P450 dans les veines saphénes humaines saines et

variqueuses (¥, p<0.05 ; ** p<0.01).

La plupart des cytochromes sont plus exprimés dans les veines variqueuses. Les
différences d’expression entre les veines saines et variqueuses obtenues sont de 2,4 pour
CYPIBI, 1,3 pour CYP2C, 1,4 pour CYP2EI, 4,3 pour CYP2J2, 2 pour CYP3AS et 0,94
pour CYP4A1l. Le CYP4F2 n’a pas été détecté dans les échantillons que nous avons
testés. Les études statistiques ont été réalisés au moyen du test de Wilcoxon, seuls les

cytochromes P450 1B1, 2E1,2J2 et 3AS présentent une différence significative.

1.2. Expression des cyclooxygénases.

Les cycloxygénases de type 1 et 2 présentes dans les cellules endothéliales et
musculaires lisses ont des expressions modifiées dans différentes conditions biologiques et
notamment en cas de réaction inflammatoire. Nous avons donc examiné si leur expression
était modifiée dans la pathologie variqueuse. Sur la figure 3 sont représentés les expressions
des cyclooxygénases de type 1 et 2 dans 10 échantillons de veines saines et 10 échantillons de
veines pathologiques. Comme pour les cytochromes P450, les résultats sont exprimés par

rapport a la GAPDH.

1.2.1. Cyclooxygénase de type 1.
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La cyclooxygénase de type 1 (COX-1) est responsable de la production de
prostaglandines a partir de I’acide arachidonique. Cette enzyme est exprimée dans les cellules
musculaires lisses. Compte tenu de son role dans la production de molécules vaso-active et de

sa localisation cellulaire, nous avons étudié son expression dans la pathologie variqueuse. Les

résultats sont présentés sur la figure 33.
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Figure 33: Expression de la cyclooxygénase-1 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P :
pathologiques), *p<0,05 ; **p<0,01, ***p<0,001.

La cyclooxygénase de type 1 est peu exprimée dans les veines saphenes humaines, en
effet, seuls 3 échantillons de veines variqueuses présentent une expression de COX-1. Il
semble que I’expression soit plus importante dans les veines pathologiques comparées au
veines saines mais la présence de COX-1 dans seulement trois échantillons ne suffit pas a

conclure sur une éventuelle différence d’expression.

1.2.2. Cyclooxygénase de type 2.

La cyclooxygénase de type 2 est €galement impliquée dans la transformation de

I’acide arachidonique en composés vaso-actifs, les prostaglandines. Cette isoforme est
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présente principalement dans les cellules endothéliales. Les prostaglandines jouant un role
important dans la régulation du tonus vasculaire, nous avons étudi¢ 1’expression de la
cyclooxygénase de type 2 dans les échantillons de veines saphénes. Les résultats sont

présentés sur la figure 34.
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Figure 34: Expression de la cyclooxygénase-2 dans les veines saphénes humaines saines et
variqueuses. Les résultats des produits de PCR visualisés par electrophorése sont donnés pour chaque
individu, sur le graphe, les résultats des quantifications individuelles sont données par normalisation
avec le GAPDH : 1....10 : veines saines ; A....J : veines variqueuses, Hep : lignée HepG2. Le graphe
de droite présente les données statistiques obtenues par le test de Wilcoxon (S: saines, P :
pathologiques), *p<0,05 ; **p<0,01, ***p<0,001.

La cyclooxygénase de type 2 est exprimée principalement dans les veines
pathologiques, elle est exprimée dans 8/10 échantillons de veines pathologiques contre 2/10
¢chantillons de veines saines. L’expression de cette enzyme est plus importante dans les
veines pathologiques comparée aux veines saines. L’étude statistique par le test de Wilcoxon

montre que cette différence est significative et de ’ordre de 2.

1.3. Expression des NO synthases.
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Le NO occupant une place importante dans la régulation du tonus vasculaire, nous
avons également étudié 1’expression des NO synthases « endothéliales » et « inductible » dans
les échantillons veineux.

Les NO synthases « endothéliale » et « inductible » n’ont pas été détectées dans nos
échantillons par comparaison avec un témoin positif : les cellules endothéliales ECV304. Les

résultats sont présentés sur la figure 35.

1 2 3456 7 8910 ABCDEFGHTI J EcvEcev
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Figure 35: Expression de la NO synthase endothéliale(A) et inductible (B) dans les veines saphenes
humaines saines (1 a 10) et pathologiques (A a J). Les cellules ECV304 (Ecv) servent de témoin

positif.

En conclusion, dans les tissus veineux sains ou pathologiques, nous avons détecté les
cytochromes P450 1B1, 2C, 2E1, 2J2, 3AS et 4A11 avec, pour la plupart d’entre eux, une
expression plus importante dans les veines pathologiques. L’étude de 2 types de
cyclooxygénases : COX-1 et COX-2, nous a montré¢ que la cyclooxygénase de type 2 est
exprimée dans quelques échantillons de veines saines et pathologiques alors que la
cyclooxygénase de type 1 n’est exprimée que dans les veines pathologiques. Dans les
¢chantillons de veines saphenes que nous avons testés, nous n’avons détecté ni la NO

synthase endothéliale ni la NO synthase inductible.

2. Volume des cellules musculaires lisses issues des tissus des veines

saphénes
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Comme évoqué précédemment, a cause de I'importance du remodelage vasculaire
dans les parois des veines variqueuses, le volume des cellules musculaires lisses a été
comparé dans les parois des veines saines et variqueuses. Le volume des cellules musculaires
lisses a été mesuré dans 10 veines saines et 10 veines variqueuses. Le volume correspond a la
moyenne du volume de 6 cellules prises au hasard dans la coupe histologique. Ce travail a été
réalisé dans le laboratoire de M Kockx et nous avons bénéficié des résultats Les résultats
présentés sur la figure 36 représentent la moyenne obtenue pour 10 veines saines et 10 veines

pathologiques.
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Figure 36 : Mesure du volume des cellules musculaires lisses dans des veines saines et pathologiques.

Les études statistiques sont réalisées au moyen du test de Wilcoxon (*, p<0.05).

Nous constatons que le volume des cellules mesuré dans les veines variqueuses est 1,4
fois plus important que celui mesuré dans les veines saines. Des €tudes de corrélation seront
nécessaire afin d’examiner la possible relation entre ’augmentation du volume des cellules
musculaires lisses et l’augmentation de I’expression de certains cytochromes P450

vasculaires.

3. Expression des enzymes vaso-actives dans les cellules humaines (Publication
n°2).

3.1. Les cellules endothéliales.

136



3.1.1. Les cytochromes P450.

L’expression génomique de 12 cytochromes P450 et de deux cyclooxygénases a été
étudiée dans des cultures primaires de cellules de veines saphénes : les cellules HSaVEC
(produits de RT dilués au dixieme) et dans la lignée cellulaire ECV304. Cette étude a été
validée par l'utilisation d’une lignée cellulaire bien connue au laboratoire : la lignée
d’hépatoblastomes humains HepG2. Trois cultures différentes ont été réalisées pour les
cellules HSaVEC et ECV304, seules deux cultures ont été utilisées pour les cellules témoins

HepG2. Les produits de PCR obtenus pour chaque culture sont représentés sur la figure 37.

cYP1Bl >

CYP4F2

HSaVEC [ECV304 HepG2M HSaVEC ECV304 HepG2 M

Figure 37 : Expression des cytochromes P450 1B1, 2C fotal, 2C8, 2C9, 2E1, 2J2, 345, 347, 4411 et
4F2 dans les cellules endothéliales de veines sapheénes en culture primaire (HSaVEC)(produits de RT
dilués au dixieme) et dans les cellules endothéliales en lignée (ECV304). Les cellules
d’hépatoblastome humain HepG2 (Hep) servent de témoin positif. Le marqueur de taille est symbolisé
par M, les tailles de bas en haut sont 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 et 100 pb.Les

fleches en pointillés indiquent les primers dimers.

Les cytochromes P450 1B1, 2C, 2C8, 2J2 et 3AS sont exprimés dans les deux lignées
de cellules endothéliales. Le CYP2C9 est exprimé uniquement dans les cellules ECV304 alors
que le cytochrome P450 4A11 n’est exprimé que dans les cellules HSaVEC. Les cytochromes

P450 2E1, 3A7 et 4F2 ne sont exprimés dans aucune des cultures de cellules endothéliales.
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3.1.2. Les cyclooxygénases.

Les expressions de deux types de cyclooxygénases, la cyclooxygénase de type 1 et le
cyclooxygénase de type 2 ont été étudiées dans des cellules endothéliales humaines par
comparaison aux cellules d’hépatoblastome humain, les cellules HepG2. Les résultats sont

présentés sur la figure 38.

COX-1 COX-2
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Figure 38: Représentation des bandes correspondant aux produits de PCR obtenus pour les génes des
cyclooxygénase de type 1 (COX-1) et cyclooxygénase de type 2 (COX-2) dans les cultures de cellules
endothéliales (HSaVEC et ECV304) et de cultures de cellules d’hépatoblastome HepG2. M
correspond au marqueur de taille, il représente I’ADN double brin de 100 a 1500 paires de bases. Le
marqueur consiste en 11 fragments de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 et 1500
paires de bases .Les fléches en pointillés indique les primers dimers.

Ces résultats montrent que les deux types de cyclooxygénases ne sont exprimées que
dans les cellules endothéliales ECV304, elles n’ont pas été détectées ni dans les cellules

HSaVEC ni dans les cellules HepG2.

3.1.3. Les récepteurs nucléaires.

Les principaux récepteurs nucléaires impliqués dans la régulation des
cytochromes P450 sont le récepteur PXR (Pregnane X Receptor), le récepteur CAR
(Constitutif Androstane Receptor) et le récepteur GR (Glucocorticoid Receptor). Nous
avons étudié I'expression de ces récepteurs dans les cultures de cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses par comparaison avec la lignée

hépatoblastique, les résultats sont présentés sur la figure 39.
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Figure 39 : Expression de 3 récepteurs nucléaires : CAR (Constitutive Androstane Receptor), PXR
(Pregnane X Receptor) et GR (Glucocorticoid Receptor) dans trois cultures cellulaires : cellules
endothéliales de veines saphénes humaines (HSaVEC), cellules endothéliales humaines (ECV304),
cellules d’hépatoblastome humain (HepG2), « M » représente le marqueur de taille (de bas en haut :
1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 paires de bases).Les fléches en pointillés
indiquent les primers dimers.

Le récepteur nucléaire CAR est exprimé dans toutes les cultures de cellules, le
récepteur nucléaire des glucocorticoides GR n’est exprimé que dans la lignée de cellules
endothéliales ECV304 et la lignée de cellules d’hépatomes humains HepG2. Le récepteur

PXR quant a lui n’est exprimé que dans la lignée de cellules HepG2.

Les cellules endothéliales issues d’un échantillon de veine saphéne humaine expriment
les cytochromes P450 1B1, 2C, 2C8, 2J2, 345 et 4A11. Elles n’expriment pas les cytochromes
P450 2C9, 2E1, 347 et 4F2. Les cellules ECV304 expriment les cytochromes P450 1B1, 2C,
2C8, 2C9, 2J2 et 345. Elles n’expriment pas les cytochromes P450 2E1, 347, 4411 et 4F2.
LExcepté pour le cytochrome P450 4411, les cellules HSaVEC et les cellules LCV304 ont le
méme profil d’expression pour les cytochromes P450 vasculaires. Seules les cellules ECV304
expriment les deux cyclooxygénases étudiées COX-1 et COX-2. Les cellules HSaVEC
expriment le récepteur nucléaire CAR mais ni le récepteur GR ni le récepteur PXR n’ont été
détectés dans les cultures de cellules HSaVEC testées. En revanche, les cellules ECV304

expriment les récepteurs CAR et GR mais pas PXR.

3.2. Les cellules musculaires lisses.
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3.2.1. Les cytochromes P450.

Les expressions des ARNm de 10 cytochromes P450 et du gene domestique de la
GAPDH ont été étudies par la technique de RT-PCR sur des cultures primaires de cellules
musculaires lisses provenant d’aortes thoraciques humaines généreusement offertes par le
Laboratoire du Professeur J. Bonnet, (INSERM U441, Bordeaux, Pessac). Les cellules
d’hépatoblasme humain, HepG2, exprimant la plupart des cytochromes P450 étudiés, nous
servent de témoin. Les ARNm de trois cultures de cellules musculaires lisses et de deux

cultures de cellules HepG2 ont été utilisés. Les résultats sont présentés sur la figure 40.
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Figure 40 : Représentation des bandes correspondant aux produits de PCR obtenus pour chaque géne
dans les cultures primaires de cellules musculaires lisses (CMLV) et de cultures de cellules
d’hépatoblastome HepG2. M correspond au marqueur de taille (de bas en haut : 1500, 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 paires de bases).Les fleches en pointillés indiquent les primers
dimers.

Le géne domestique de la GAPDH est exprimé dans toutes les cultures de cellules.

Les cytochromes P450 1B1, 2C total, 2C9, 2E1 et 2J2 sont également exprimés dans toutes
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les cultures de cellules musculaires lisses. Les cytochromes P450 2C8, CYP3A5, CYP3A7 et

CYP4F2 n’ont pas été détectés dans cette lignée de cellules musculaires lisses.

3.2.2. Les cyclooxygénases.

L’expression des deux types de cyclooxygénases étudiées précédemment ont été
étudiées dans les cultures primaires de cellules musculaires lisses. Pour cette étude, nous

avons utilisé les cellules endothéliales ECV304 comme témoins positifs. Les résultats sont

présentés sur la figure 41.
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Figure 41: Expression des deux types de cyclooxygénases : COX-1 et COX-2 dans les cultures
primaires de cellules musculaires lisses (CML) et dans la lignée de cellules endothéliale, ECV304.

Les cellules musculaires lisses n’expriment aucune des cyclooxygénases étudiée.

3.2.3. Les récepteurs nucléaires.

Comme pour les cellules endothéliales, nous avons recherché la présence des
principaux récepteurs nucléaires : CAR, GR et PXR, dans les cellules musculaires lisses

vasculaires. Les résultats sont présentés sur la figure 42.
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Figure 42 : Expression de 3 récepteurs nucléaires : CAR (Constitutive Androstane Receptor), PXR
(Pregnane X Receptor) et GR (Glucocorticoid Receptor) dans des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLY) et dans des cellules d’hépatoblastome humain (HepG2), « M » représente le
marqueur de taille (de bas en haut : 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 paires de
bases).Les fleches en pointillés indiquent les primer dimers.

Les récepteurs CAR et GR sont exprimés dans les cellules musculaires lisses et dans la
lignée de cellules témoin, les cellules HepG2. Le récepteur PXR quant a lui n’est présent que

dans les cellules HepG2.

Les cellules musculaires lisses expriment les cytochromes P450 1B1, 2C, 2C9, 2E1,
2)2 et 4A11. Les cytochromes P450 2C8, 3AS5, 3A7 et 4F2 n’ont pas été détectés dans ce type
de cellules. Les récepteurs CAR et GR sont présents dans les cellules musculaires lisses mais

le récepteur PXR n’a pas été détecté.

4, Etudes de corrélations.

Compte tenu des résultats précédents montrant la présence des cytochromes P450 1B1,
2C, 2E1, 2J2 et 4A11 dans les cellules musculaires lisses humaines, nous avons vérifié si
I’augmentation du taux de cytochromes P450 dans les échantillons de veines variqueuses est
ou non lié¢ a ’augmentation du volume des cellules musculaires lisses, nous avons corrél¢ le
taux d’expression , dans les veines saphénes humaines saines et variqueuses, des cytochromes
P450 1B1, 2C, 2E1, 2J2 et 4A11 qui sont exprimés dans les cellules musculaires lisses et le

volume cellulaire. les résultats sont présentés sur la figure 43.
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Figure 43 : Corrélations entre le volume des cellules musculaires lisses et le taux d’expression

des cytochromes P450 1B1, 2C, 2E1, 2J2 et 4411.

Ces graphiques montrent que le taux d’expression de cytochromes P450 exprimés
dans les cellules musculaires lisses n’est pas reli€¢ au volume cellulaire. En effet, la répartition
semble étre totalement aléatoire, il semble donc que ’augmentation de 1’expression de ces
cytochromes P450 notamment les CYP1B1, CYP2E1 et CYP2J2 dont la différence
d’expression entre les veines saines et pathologiques est trés marquée, ne soit pas liée au

volume des cellules musculaires lisses.

5. Discussion.
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L’expression de certaines enzymes impliquées dans la formation de métabolites vaso-
actifs tels que les acides ¢époxyeicosatrienoiques (EETs) et les acides
hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs) a été étudiée dans des €chantillons de veines saphénes
humaines et dans des cultures cellulaires humaines. Cette ¢tude s’intéressera plus
particuliérement a ’expression des cytochromes P450, des cyclooxygénases et de deux NO

synthases.

1. Place des enzymes vaso-actives dans la pathologie variqueuse.

Nous avons tout d’abord observé I’expression des enzymes vaso-actives dans les
veines saphénes humaines. Dans cette premiére partie, nous avons observé que 1’expression
des cytochromes P450 1B1, 2C, 2E1, 2J2 et 3AS était plus élevée dans les échantillons de
veines variqueuses que dans les échantillons de veines saines. L’expression des
cyclooxygénases notamment ’expression de la cyclooxygénase de type 2 est également
augmentée dans la pathologie variqueuse. Dans les conditions que nous avons utilisées, nous
n’avons pas détecté de NO synthase ni dans les veines saines ni dans les veines pathologiques,
leur expression est probablement trop faible pour étre détectée dans les conditions utilisées.

Les résultats obtenus pour les volumes des cellules musculaires lisses nous montrent

une hypertrophie des cellules musculaires lisses dans les veines variqueuses.

Les variations interindividuelles de ces enzymes vaso-actives observées dans les
différents échantillons ne peuvent pas s’expliquer par les différences d’age et de sexe. En
effet, une étude a précédemment démontré que ni I’dge, ni le sexe n’avaient d’influence sur
les expressions et les activités des cytochromes P450 (Schmucker ef al., 1990). Par ailleurs,
ces différences individuelles ne proviennent pas des différents traitements pris par les patients.
Parmi les molécules utilisées, seule 1’atorvastatine pourrait avoir un effet sur les expressions
des cytochromes P450. En effet, il a été démontré que 1’atorvastatine pouvait moduler
I’expression des cytochromes P450 de la famille 3A mais également celle du CYP2C9
(Kocarek et al., 2002 ; Scripture et al., 2001 ; Cohen et al., 2000). Ces données suggerent que
I’expression de CYP3AS et CYP2C pourrait étre modulée pour les patients traités par
I’atorvastatine. Cependant, par comparaison avec les autres échantillons de veines saphénes,
aucune différence significative concernant les CYP2C et CYP3AS5 pour les échantillons

provenant des patients traités par ’atorvastatine n’est observée.
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Dans la pathologie variqueuse, il est clairement démontré que les veines variqueuses
présentent une forte modification de la paroi (Badier-Commander ef al., 2001), avec un
épaississement de la couche appelée media. Ceci est probablement dii a 1’augmentation du
volume cellulaire observé dans les segments de veines variqueuses. Nous avions €mis
I’hypothése que la modification des taux d’expression des cytochromes P450 était due a la
modification de la composition des parois vasculaires, notamment a [’augmentation du
volume des cellules musculaires lisses mais 1’étude de corrélation que nous avons effectuée
montre qu’il n’en est rien. Il semble plus probable que d’autres facteurs tels que la réaction
inflammatoire, 1’hypoxie ou le stress mécanique soient en cause dans l’augmentation de
I’expression de ces enzymes.

En effet, la réaction inflammatoire est une caractéristique du développement de la
pathologie variqueuse (Schaub ef al., 2000 ; Beasley ef al., 1995) et ’influence des cytokines
sur la modification d’activité et d’expression des cytochromes P450 (Morgan, 2001) est
largement décrite. La plupart des études ont démontré I’effet inhibiteur des cytokines sur
I’activité des cytochromes P450. Par exemple, l’interleukine-6 réprime 1’expression du
CYP2C9 dans le foie (Pascussi et al., 2000c). Les interleukine-1f3 et interleukine-6 diminuent
I’activité¢ et ’ARNm de CYP4Al dans les hépatocytes de rat (Parmentier et al., 1993 ;
Parmentier ef al., 1997). Cependant, il a été¢ démontré que les cytokines pouvaient également
augmenter ’expression des cytochromes P450 c’est le cas notamment du CYPIBI1 dont
I’expression est augmentée apres traitement par le TNF-a (Piscaglia er al., 1999) et
I’interleukine-1[3 (Malaplate-Armand ef al., 2003).

Il a également été démontré que 1’hypoxie augmente 1’activité de certains cytochromes
P450. En effet, 'expression de CYP2B1 est augmentée dans les condition hypoxiques chez
les rats (Bayanov ef al, 1999) et la protéine CYP2C9 est augmentée dans les arteres
mésentériques de rat dans les conditions d’hypoxie chronique (Earley ef al., 2003). Le stress
mécanique est également responsable de la modification de certains cytochromes P450. En
effet, 'expression et 1’activité des cytochromes P450 de la famille 2C sont augmentés a la

suite d’un stress mécanique (Fisslthaler ez al., 2001).

L’expression de CYP2J2, fortement influencée par la pathologie variqueuse, n’est pas
augmentée par I’hypoxie. En effet, Marden ef al., (2003) ont démontré que les conditions
hypoxiques diminuent I’expression de CYP2J2 dans les cellules HepG2. Toutefois, cette

étude a été réalisée dans des cellules provenant de foie humain, nous ne pouvons donc pas
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écarter I’hypothese que I’hypoxie ait un effet inverse dans les cellules vasculaires telles que
les cellules endothéliales ou les cellules musculaires lisses. Aucune étude ne concerne 1’effet
du stress mécanique et des cytokines sur ’expression de ce cytochrome P450, il est donc
possible que la réaction inflammatoire ainsi que le stress mécanique modulent I’expression de
CYP2J2. Le CYP3AS est celui qui présente la plus forte différence d’expression entre les
veines saines et variqueuses. Aucune donnée ne décrit I’effet des conditions hypoxiques et du
stress mécanique sur I’expression de ce cytochrome P450.

Les études concernant I’effet des cytokines sur 1’expression des cytochromes P450 de
la famille 3A, décrivent un effet répresseur des interleukine 1a (Muntane-Relat et al., 1995),
interleukine-2 (Elkahwaji et al., 1999) et interleukine-6 (Jover ef al., 2002). Des études
supplémentaires seraient nécessaires afin de déterminer si les conditions hypoxiques et le
stress mécanique pourraient intervenir dans I’augmentation de I’expression de ces deux
cytochromes P450 dans la pathologie variqueuse.

Les cytochromes P450 de la famille 2C ne sont pas les cytochromes dont I’expression
est la plus affectée par la pathologie variqueuse et cela malgré la grande importance des
cytochromes P450 de la famille 2C et plus précisément de CYP2C9dans le métabolisme de
’acide arachidonique.

Le cytochrome 4A11, bien que les résultats ne soient pas significatif a tendance a étre
réprimé dans la pathologie variqueuse. La diminution du taux de CYP4All pourrait
s’expliquer par la réaction inflammatoire. En effet, les interleukines-6 et 13 diminuent
"activité et le taux d’ARNm de CYP4A1 dans les hépatocytes de rat (Parmentier et al., 1993 ;
Parmentier et al., 1997). Toutefois, la diminution de ’expression de CYP4A n’étant pas tres
importants dans les veines variqueuses, nous pouvons supposer que la dérégulation du tonus
vasculaire observé dans la pathologie variqueuse serait due plut6t a un exces de production de
molécules vasodilatatrices telles que les EETs qu’a un déficit de synthése de composés

vasoconstricteurs tels que les HETEs.

Dans cette étude, nous avons également démontré que [’expression des
cyclooxygénases notamment la cyclooxygénase de type 2 était plus importante dans les veines
variqueuses que dans les veines pathologiques. Ces différences peuvent également étre la
conséquence de la réaction inflammatoire ou de I’hypoxie observées dans la pathologie
variqueuse. En effet, les cytokines (Vane ef al., 1998 ; Bishop-Bailey ef al., 1999 ; Stanford et

al., 2000) et les conditions hypoxiques augmentent |’expression protéique de la

*2

cyclooxygénase de type 2 (Demasi ef al., 2003).
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2. Expression des enzymes vaso-actives et des récepteurs nucléaires dans les

cellules vasculaires.

Les cellules musculaires lisses sont les constituants principaux de la média dans la
paroi veineuse. Ces cellules ont un double role contractile et sécrétoire, elles participent au
remodelage vasculaire en proliférant et produisant de la matrice extra-cellulaire. Ce processus
est une réponse adaptative soit vers un élargissement soit vers une réduction du calibre
veineux. Les veines variqueuses différent des veines saphénes normales par la présence d’une
couche musculaire lisse hypertrophiée et la désorganisation de 1’élastine. Le diamétre de la
couche musculaire lisse des veines variqueuses est plus élevé que celui des veines saines
(Badier-Commander ef al., 2001). Cette hypertrophie des cellules musculaires lisses pourrait
étre a I’origine de la rupture des fibres d’élastine et de la fragilisation des parois vasculaires.

Les cellules endothéliales régulent de nombreuses fonctions vasculaires. Elles
controlent la structure vasculaire et assure la quiescence des cellules musculaires lisses.
L’endothélium contréle le tonus vasculaire en libérant les composants d’un équilibre
vasomoteur : d’une part les éléments vasodilatateurs tels que la prostacycline, le monoxyde
d’azote et les acides époxyeicosatrienoiques (EETs) et d’autre part, I’endothéline et les acides
hydroxyeicosatetra¢noiques (HETEs). L’endothélium joue un réle important dans la
transmission de I’information & partir du sang vers la paroi veineuse sous jacente. Toutes ces
propriétés lui conférent un réle dans certaines circonstances pathologiques associées a

I’inflammation aigué et aux désordres cardio-vasculaires.

Compte tenu de 'importance des ces deux types cellulaires dans la paroi veineuse et
notamment dans la régulation du tonus vasculaire, nous avons étudié¢ I’expression des
cytochromes P450et des cyclooxygénases dans différents types cellulaires. L’utilisation de
culture primaires de cellules endothéliales vasculaires et de cellules musculaires lisses
vasculaires, nous a permis de montrer que les cytochromes P450 1B1, 2C9, 2J2 et 4All
étaient présents dans les deux types cellulaires. Les cytochromes P450 3A7 et 4F2 quant a eux
n’ont été détectés dans aucune des deux types de cellules endothéliales et musculaires lisses.
En revanche, les cytochromes P450 2C8 et 3AS sont uniquement présents dans les cellules

endothéliales et le CYP2E1 dans les cellules musculaires lisses.

2.1. Cellules endothéliales.
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De fagon générale, ces résultats sont en accord avec les précédentes études réalisées.
En effet, le cytochrome CYP2C8 est exprimé dans les cellules d’artéres coronaires de porc
(Fisslthaler et al., 2000. Node et al., 1999) quant au cytochrome CYP2C9 il a été détecté dans
les artéres coronaires de boeuf et de lapin (Rosolowsky e al., 1990, Pinto et al., 1986) ainsi
que dans les cellules musculaires lisses d’artéres mammaires (Archer ef al, 2003). La
présence du cytochrome CYP2E1 a été démontrée dans les cellules de veines de cordon
ombilical (Farin ef al., 1994), de cellules endothéliales d’artéres humaines (Thum et Borlak,
2004) et les cellules ECV304 (Hoebel ef al., 1998) mais de fagon étonnante, nous ne 1’avons
détecté ni dans les cellules ECV304 ni dans les cellules endothéliales de veines saphénes.
Toutefois, nous avons démontré la présence de CYP2EI dans les tissus de veines saphénes
humaines. L’absence de CYP2E1 dans les veines saphénes peut s’expliquer par le fait que
I’expression de ce cytochromes P450 n’est pas identique d’un individu a I’autre. En effet, les
cellules endothéliales de veines saphénes utilisées pour cette étude proviennent d’un seul
individu, ce qui peut expliquer ’absence de CYP2El dans ce lot de cellules de veines
saphénes humaines. En revanche, ’absence de CYP2E1 dans les cellules ECV304 est
étonnante car ce cytochrome P450 est présent dans la plupart des cultures de cellules
endothéliales décrites dans la littérature (tableau 1). Le CYP2J2 a été localisé dans
I’endothélium vasculaire bronchique (Zeldin et al., 1996) et dans I’endothélium des grandes et
petites artéres (Node ef al., 1999). Les cytochromes P450 de la famille 3A ont été détectés
dans plusieurs types de cellules endothéliales : les cellules de cordon ombilical (HUVEC)
(Farin ef al., 1994), d’artéres coronaires porcines et bovines (Hoebel ef al., 1998), d’artéres
linguales de singes (Ayajiki et al., 2003) et dans les lignées de cellules endothéliales ECV304
et Eahy926 (Hoebel er al., 1998). L’isoforme CYP3AS est présent dans 1’endothélium
vasculaire pulmonaire (Anttila er al, 1997 ; Raunio et al., 1998). La présence des
cytochromes P450 de la famille 4A a plutét été décrite spécifiquement dans les cellules
musculaires lisses (Jiang ef al., 2004). Cependant, les données de la littérature sont
contradictoires car certains auteurs décrivent le présence de CYP4A dans les cellules
endothéliales d’artéres pulmonaires de rat (Zhu et al., 2002) et dans les cellules endothéliales
d’artéres pulmonaires bovines (Yu ef al., 2002). Dans notre étude, nous avons observé la
présence de CYP1B1 dans toutes les cultures de cellules endothéliales, HSaVEC et ECV304
ainsi que dans les cultures de cellules musculaires lisses alors que Zhao et al., (1998) n’ont

détecté¢ le CYP1B1 que dans les cellules musculaires lisses mais pas dans les cellules
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endothéliales vasculaires d’un seul individu. 11 est probable 1a encore que les résultats varient
d’un individu a I"autre.

Les cytochromes P450 décrits dans les cellules endothéliales notamment CYP2C,
CYP2C8 , CYP2C9, CYP2J2 et CYP4All participent au métabolisme de [’acide
arachidonique et forment des molécules vaso-actives telles que les acides
epoxyeicosatrienoiques (5,6-; 8, 9-; 11, 12- et 14,15-EETs) vasodilatateurs et les acides
hydroxyeicosatetra¢noiques (principalement le 20-HETE), vasoconstricteurs. Le CYP3AS
réalise la formation d’oxyde nitrique a partir de dérivés nitrés (Minamiyama et a/., 1999) mais

les cytochromes P450 de la famille 3A sont également impliqués dans la formation d’EETs a

partir d’acide arachidonique (Ayajiki et al., 1999, 2003).

2.2. Cellules musculaires lisses.

Les cellules musculaires lisses humaines expriment les CYP1B1, CYP2C total,
CYP2C9, CYP2J2 et CYP4Al1l. Ces résultats sont en accord avec les études réalisées par
d‘autres auteurs. Le présence de CYP1B1 a été démontrés dans les cellules musculaires lisses
d’arteres coronaires (Dubey ef al., 2003), d’aortes de souris (Moorthy ef al., 2003), d’arteres
cérébrales et d’arteres de méninges de rongeurs (Granberg ef al., 2003). Les cytochromes
P450 de la famille 2C sont exprimés dans les cellules musculaires lisses (Archer et al., 2003).
La présence de CYP2J2 a été détectée dans les cellules musculaires lisses d’arteres
pulmonaires (Zeldin et al., 1996). Par ailleurs, la présence du cytochrome CYP4All dans
divers types de cellules musculaires lisses a été bien décrite En effet, cette enzyme a été
détectée dans les cellules musculaires lisses d’artéres pulmonaires de lapin (Zhu ef al., 1998 ;

Parmentier ef al., 2001) et de rat (Zhu ef al., 2002).

En résumé, excepté pour le CYP2EI, les expressions des cytochromes P450 dans les
cellules endothéliales de veines saphenes et les cellules musculaires lisses vasculaires sont en

accord avec les données de la littérature. Ces données sont résumeées dans le tableau 1.

La présence de la cyclooxygénase de type 1 a été décrite dans les cellules musculaires
lisses et celle de type 2 dans les cellules endothéliales (Kombhoff ez al., 1997). Toutefois, nous
avons observé les deux types de cyclooxygénases uniquement dans les cellules endothéliales
ECV304. Nous pouvons supposer que la quantité présente dans les cellules HSaVEC et dans

les cellules musculaires lisses n’est pas suffisante pour étre détectée dans les conditions que
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nous avons utilisées. De plus, dans les études réalisées sur les tissus humains, nous avons
détecté les cyclooxygénases de type 1 et 2 principalement dans les veines pathologiques.
D’une part, nous pouvons supposer que la cyclooxygénase de type 1 ne soit présente que dans
les veines pathologiques et donc pas détectée dans les cultures de cellules musculaires lisses
saines. D’autre part, nous pouvons émettre [’hypothése que dans les veines saphenes
humaines, la cyclooxygénase de type 2 ne soit détectée que dans des conditions
inflammatoires observées dans la pathologie variqueuse et absentes dans les cultures
cellulaires. Les résultats observés dans les cultures cellulaires sont donc concordants avec les

résultats obtenus dans les échantillons de veines saphénes humaines.

3. Modulation de I’expression des cytochromes P450 en pathologie vasculaire.

La fumée de tabac peut étre un inducteur des cytochromes P450 notamment CYP2EI
dans le poumon (Villard ef al., 1994) et dans le cerveau (Howard ef al., 2003). Par ailleurs,
I’expression et 1’activité des cytochromes P450 est régulée dans certaines pathologies. En
effet, apres un arrét cardiaque, les expressions des CYP2J2, CYP1B1 et CYP2E1l sont
augmentées (Tan et al., 2002 ; Aronow ef al., 2001). L’obésité favorise I’augmentation de
I’expression de CYP2E1 et la diminution de I’expression des cytochromes P450 4A et 2C
chez le rat (Wang ef al., 2003a). Un régime a forte teneur en sel augmente les protéines des
cytochromes P450 2C et diminuent les protéines 4A dans les microvaisseaux rénaux ce qui a
pour conséquence 1’augmentation de la pression artérielle (Zhao ef al., 2003). En plus de ces
pathologies, notre travail a également montré que les expressions de certains cytochromes
P450 notamment CYPIBI, CY2J2, CYP2E1l et CYP3AS étaient augmentées dans la

pathologie variqueuse.

4. Cytochromes P450 et radicaux libres.

Les cytochromes P450 produisent des radicaux libres dérivés de 1’oxygene (ROS) qui
peuvent influencer la prolifération cellulaire. CYP2C9 est un générateur de ROS dans les
cellules endothéliales (Fleming et al., 2001). Une production excessive de ROS est associée a
une induction de différents cytochomes P450 dans différents organes (Paolini et al., 2001).
L’insuffisance veineuse chronique et la pathologie variqueuse en général sont associées a une
surproduction d’especes réactives de [’oxygeéne, principaux responsables des Iésions

vasculaires (Flore et al., 2003). D’une part, les conditions hypoxiques observées dans la
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pathologie variqueuse sont responsables de la production de ROS (Ratych ef al., 1987 ;
Zweier et al., 1994). D’autre part, ’accumulation des leucocytes dans la pathologie
variqueuse est également une source de production de ROS. Les résultats que nous avons
obtenus dans cette partie de notre travail laissent suggérer que 1’augmentation de I’expression
des cytochromes P450 contribue aussi a la production de ROS, aggravant un peu plus les

dommages causés aux parois veineuses par les ROS dans les conditions hypoxiques.

Ces résultats suggerent aussi que [’utilisation d’inhibiteurs des cytochromes P450
pourrait avoir un effet bénéfique dans le traitement de la pathologie variqueuse. Certains
inhibiteurs de cytochromes P450 sont déja utilisés empiriquement dans la pathologie
variqueuse en particulier les flavonoides (Hodek ef al., 2002). D’autres inhibiteurs sont bien
connus : les cytochromes P450 de la famille 1A sont inhibés par un composant majeur du vin,
le resveratrol (Ciolino et al., 1999). 1l a été démontré que la cimétidine inhibe 1’activité de
CYP2C chez le rat (Levine et al., 1998), I’hyperforine inhibe le CYP2C9, le CYP3A4 et le
CYP2D6 et la biapigénine inhibe les CYP3A4, 2C9 et 1A2 (Obach, 2000), la sylibine inhibe
les CYP2E1, CYP3A4 (Zuber et al, 2002), la quercétine et le naringénine inhibent le
CYP1A2 (Kang ef al., 2004). Enfin, le CYP3 A4 est inhibé par les composés contenus dans le
jus de pamplemousse tels que le bergapten et la naringénine (Ho ef al., 2001). Enfin, certaines
statines sont des inhibiteurs de cytochromes P450, par exemple, la fluvastatine est un
inhibiteur potentiel de CYP2C9 (Scripture et al., 2001), la lovastatine, I’atorvastatine et la
simvastatine sont des inhibiteurs de CYP2C19 et CYP3A4 (Scripture ef al., 2001) (Cohen et
al., 2000). Depuis quelques années les propriétés pleiotropiques des statines sont tres étudiées
et leurs bénéfices sont principalement décrits dans les maladies cardio-vasculaires (Corsini et
al., 1999 ; Laws et al., 2004). Les statines jouent notamment un role dans le tonus vasculaire

et plus précisément dans le dysfonctionnement endothélial (Hernandez-Perera ef al., 1998).

Compte tenu de ’augmentation des cytochromes P450 dans la pathologie variqueuse
et du réle des statines dans les pathologies cardio-vasculaires, la deuxiéme partie de ce travail,

décrira 'effet de quatre statines sur 1’expression de certains cytochromes P450.

I1. Etude de la régulation des cytochromes P450 2C, 2J2 et 3AS

par les statines (Publication n°3).
1. Introduction.
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Certains cytochromes P450 occupent une place dans la régulation du tonus vasculaire.
Les résultats obtenus dans la premiére partie de ce travail suggerent que les cytochromes P450
auraient un réle dans la pathologie variqueuse. Compte tenu de la localisation des
cytochromes P450 dans les cellules composant les parois des veines saphenes et de
I’importance de la régulation de ces enzymes dans différents processus biologiques, nous nous
sommes intéressés a la régulation des cytochromes P450 par 4 statines, molécules
hypocholestérolémiantes ayant de nombreux effets dits pleiotropiques dans les pathologies
cardiovasculaires.

Les inhibiteurs de ’hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A réductase ou statines ont il y
a plus de dix ans, révolutionné le traitement de I’hypercholestérolémie. Cependant, il semble
de plus en plus évident que le bénéfice thérapeutique dépasse celui imputable a la seule baisse
du cholestérol circulant puisque les statines, de par leur mode d’action intracellulaire,
modulent favorablement I’expression et 1’activité de différentes protéines impliquées dans la
fonction vasculaire. En effet, les propriétés pleiotropiques de ces molécules sont décrites
principalement dans les maladies cardiovasculaires (Bellosta et al,, 2000). Des études
expérimentales et cliniques, ont montré que les statines ont des propriétés anti-inflammatoires,
anti-proliférative, anti-thrombogénique et anti-protéolytique en plus de leur role dans le
dysfonctionnement endothélial (Laws ef al., 2004). En effet, il a été démontré que les statines
améliorent les propriétés vasodilatatrices de [’endothélium. Ces molécules diminuent
également la vasoconstriction en réduisant la production d’endothéline par I’intermédiaire
d’une baisse significative des niveaux de ’ARNm du précurseur de I’endothéline (Hernandez-
Perera ef al., 2000). Le role anti-inflammatoire semble étre du a la réduction des niveaux de la
protéine C réactive circulante par ces inhibiteurs de 'HMGCoA réductase (Ridker et al.,
1998). Les statines moduleraient ¢€galement certaines propriétés hémostatiques de
I’endothélium (Ambrosi et al., 2000). En effet, elles interviendraient d’une part sur la
syntheése d’une molécule vasodilatatrice : le NO notamment par la levée de I’inhibition de la
NO synthase (Hernandez-Perera ef al., 1998) et d’autre part en réduisant la production d’une
molécule aux propriétés vasodilatatrices : I’endothéline, par I’intermédiaire d’une baisse
significative des niveaux de I’ARNm du précurseur de I’endothéline (Hernandez-Perera et al.,
2000).

Toutefois, ’effet des statines sur la cellule endothéliale semble complexe. En résumé,

les statines corrigent le dysfonctionnement de la paroi vasculaire en agissant sur les

152



régulations fonctionnelles et sécrétoires de ses principaux constituants cellulaires : cellules

endothéliales, cellules musculaires lisses et macrophages.

Les cellules endothéliales sont la source de production de nombreux composés vaso-
dilatateurs et vasoconstricteurs, en partie a cause de la présence d’enzymes vaso-actives telles
que les cytochromes P450 et les cyclooxygénases. Les cellules HSaVEC et les cellules
ECV304 expriment les cytochromes de la famille 2C mais également les CYP2J2 et CYP3AS.
Le modele cellulaire ECV304 bien que d’origine non vasculaire est de culture simple, c’est
pourquoi apres avoir vérifié I’expression de ces cytochromes P450 dans les cellules ECV304,
nous avons réalisé les études de régulation dans ce modele cellulaire. Les cytochromes P450
2C étant les enzymes les plus décrites dans I’homéostasie vasculaire (Fisslthaler ez al., 1999 ;
2001 ; 2003), nous avions choisi d’étudier la régulation des cytochromes P450 2C total, 2C8
et 2C9. De plus, dans la premiere partie de ce travail, nous avons constaté que les taux
d’expression des CYP2J2 et CYP3AS étaient les plus influencés par la pathologie variqueuse.
Nous nous sommes donc intéressé€s aussi a la régulation de ces cytochromes par les statines
dans les cellules endothéliales.

Compte tenu du réle des statines dans les pathologies vasculaires et dans la régulation
de certains cytochromes P450 (Schuetz ef al., 1994 ; Cohen et al., 2000 ; Fisslthaler et al.,
2003). Nous nous sommes intéress€és a l’effet de ces molécules sur I’expression des
cytochromes P450 des familles 2C, 2J et 3A. Dans un premier temps, ces études ont été
réalisées dans un modele cellulaire bien connu au laboratoire et couramment utilis€ pour les
étude de régulation, la lignée de cellules d’hépatoblastomes humaines, les cellules HepG2.
Dans un deuxieme temps, nous avons réalisé les mémes études de régulation dans la lignée de

cellules endothéliales ECV304.

2. Cytotoxicité in vitro des statines.
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Afin de connaitre I’effet des statines vis-a-vis de la viabilité cellulaire, nous avons
réalisé un test de cytotoxicité : le test du MTT dans les deux lignées cellulaires. Les résultats

sont présentés sur la figure 44.
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Figure 44 : Test de cytotoxicité de 4 statines dans les cultures cellulaires HepG2 (A) et ECV304 (B).

Le test utilisé est le test MTT qui mesure [’activité mitochondriale deshydrogénase (MD).

Ces résultats montrent que dans les deux lignées cellulaires la pravastatine n’a aucun
effet sur la viabilité¢ cellulaire quelle que soit la concentration utilisée. Dans la lignée
cellulaire HepG2, seule la lovastatine a la concentration de 10 pM provoque une mort

cellulaire de 50%. En revanche, dans la lignée cellulaire ECV304, la fluvastatine et la
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lovastatine entrainent une mort cellulaire a partir de la concentration 1 uM, en effet, la
viabilité cellulaire n’est plus que de 60%. L’atorvastatine quant a elle est toxique pour les
cellules ECV304 a la concentration de 10 uM avec une viabilité cellulaire de 40%.

Compte tenu de ces résultats, dans la suite de notre étude, seules les concentrations de

0,01 ;0,1 et 1 uM seront utilisées pour la lignées de cellules ECV304 uniquement.

3. Effet des statines sur I’expression des cytochromes P450.

En dehors du foie et des cellules provenant de cet organe, peu d’études sont réalisées
dans d’autres systémes cellulaires, notamment, dans les cellules endothéliales. Les cellules
endothéliales sont la source de production de nombreux composés vaso-actifs, en partie a
cause de la présence d’enzymes vaso-actives telles que les cytochromes P450 et les
cyclooxygénases. Au vu de I’importance de la régulation des cytochromes P450, il nous a
semblé important de réaliser quelques études de régulation dans les cellules endothéliales

pour les cytochromes P450 et plus particulierement les CYP2C, CYP2J2 et CYP3AS.

3.1. Les cytochromes P450 de la famille 2C.

Les cytochromes P450 de la famille 2C étant apres les cytochromes P450 de la famille
3A les cytochromes P450 quantitativement les plus abondants, nous avons réalisé cette étude

en comparaison avec la lignée d’hépatoblastomes humains, les cellules HepG2.

3.1.1. Le cytochrome P450 2C total.

L’effet de 4 statines de générations différentes sur ’expression des ARNm des
cytochromes de la famille 2C a été testé dans les lignées cellulaires HepG2 et ECV304. Les

résultats sont présentés sur la figure 45.
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Figure 45 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP2C apres 72 heures de traitement dans les cellules HepG2 (A) et ECV304 (B). Les cellules
« controle » sont des cellules non traitées.(* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

L’effet des statines n’est pas le méme selon la lignée cellulaire étudiée et 1’effet de
chaque statine n’est pas identique. En effet, I’atorvastatine et la pravastatine n’ont pas d’effet
sur I’expression du CYP2C total dans les cellules HepG2 alors que dans les cellules ECV304,
ce sont la fluvastatine et la pravastatine qui ne présentent aucun effet. Dans les cellules
HepG2, la fluvastatine induit le CYP2C total de 1,3 fois a la concentration de 1 uM alors que
la lovastatine diminue I’expression de ce cytochrome P450 de 1,4 fois pour la méme
concentration. En revanche, dans les cellules ECV304, I’atorvastatine diminue I’expression de
CYP2C total de 2 fois pour toutes les concentrations testées alors que la lovastatine induit

I’expression de cette enzyme de 1,7 fois pour les concentrations 0,1 et 1 uM.

156



3.1.2. Le cytochrome P450 2C9.

Les résultats obtenus pour le CYP2C total n’étant pas homogenes, nous avons cherché

a étudier plus précisément I’effet des 4 statines sur I’expression des ARNm du CYP2C9 dans

les lignées cellulaires HepG2 et ECV304. Les résultats sont présentés sur la figure 46.
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Figure 46 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP2C9 apreés 72 heures de traitement dans les cellules HepG2 (A) et ECV304 (B). Les cellules
« controle » sont des cellules non traitées. (* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

Ces résultats montrent que la pravastatine n’a pas d’effet sur I’expression de CYP2C9

quelle que soit la concentration de statine utilisée et la lignée cellulaire. La fluvastatine et la

lovastatine induisent I’expression de CYP2C9 aux concentrations de 1 et 10 uM pour les

cellules HepG2 et de 0,1 et 1 uM pour les cellules ECV304. L’augmentation est de 1,7 et 1,5
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fois pour la fluvastatine dans les cellules HepG2 et ECV304 respectivement et 1’augmentation
est de 1,5 et 2 fois pour la lovastatine dans les cellules HepG2 et ECV304 respectivement. En
revanche, ’atorvastatine augmente 1’expression de CYP2CO de 2 et 2,5 fois dans les cellules
HepG2 aux concentrations 0,1 uM et 1 uM respectivement. Dans les cellules ECV304,
I’atorvastatine diminue I’expression de CYP2C9 de 2 fois environ pour toutes les

concentrations testées.

3.1.3. Le cytochrome P450 2CS8.

Comme précédemment pour le CYP2C9, nous avons étudié plus précisément

I’expression du CYP2CS8 dans les cellules HepG2 et ECV304. Les résultats sont présentés sur

la figure 47.
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Figure 47 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP2CS8 apreés 72 heures de traitement dans les cellules HepG2 (A) et ECV304 (B). Les cellules
« contrdle » sont des cellules non traitées. .(* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

Dans la lignée HepG2, I’expression du CYP2C8 n’est pas modifiée par la fluvastatine
et la pravastatine quelles que soient les concentrations utilisées. En revanche, la lovastatine
augmente I’expression de CYP2C8 dans les deux types de cultures HepG2 et ECV304.
L’augmentation la plus importante est observée avec une concentration de 10 uM dans les
cellules HepG2 et de 1 uM dans les cellules ECV304. Avec la lovastatine, I’expression de
I’ARNm de CYP2C8 est augmentée de 1,8 fois dans les cellules ECV304 et de 3,5 fois dans
la lignée HepG2. L’atorvastatine augmente 1’expression de I’ARNm de CYP2C8 de 1,6 fois
dans les cellules HepG2 pour la concentration 10 uM alors que ce composé diminue
I’expression de CYP2C8 de 3 fois pour toutes les concentrations testées dans les cellules

ECV304.

3.1.4. Etude de ’expression de la protéine de CYP2C9.

Le cytochrome P450 2C9 étant ’enzyme de la famille 2C la plus importante dans la
régulation du tonus vasculaire (Daikh ef al., 1994 ; Fissltahler et al., 1999 ; Fleming et al.,
1999 ; Fisslthaler et al., 2003), nous avons ¢étudié ’effet des statines sur I’expression de la
protéine 2C9. Pour cela, nous avons trait€ les cellules ECV304 et HepG2 avec les 4 statines a

une concentration de 0,1uM pendant 96 heures. Les résultats sont présentés sur la figure 48.

e e e RS W e e e =
| ' .
S

Controle atorvatatine fluvastatine lovastatine pravastatine
159



350

& 300 -
O
a
(>3 250 4
2 *
‘@ 200 -
g ]
(o8
£ 150
3]
©
S
2 100 +
o
£ 50 -
0
controle atorvastatine fluvastatine lovastatine pravastatine
Traitements
A
i) | -
T e -
- |
_ = -4
Contr6le atorvastatine fluvastatine lovastatine pravastatine
3500 - x
3
3000 + *
>
(@]
o 2500 H
c
&
o
5 2000 -
8
S 1500 -
c
i=y
é 1000 -
o
3
L 500 - H H
x
3
l_ O T T T T 1
contrble atorvastatine  fluvastatine lovastatine  pravastatine

=

Traitements

Figure 48 : Expression de la protéine CYP2C9 dans les cellules HepG2 (A) et ECV304 (B) apres 96
heures de traitement par 4 statines a la concentration de 1 uM. (*: p<0.05; **: p<0.0l,;
**% p<0.001).

De fagon générale, ces résultats montrent que, les statines ont les mémes effets sur les
expression de I’ARNm et de la protéine de CYP2C9. En effet, excepté pour la pravastatine
qui augmente 1’expression de le protéine de CYP2C9 dans les cellules ECV304, les résultats

sont similaires entre les ARNm et la protéine.
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3.2. Le cytochrome P450 2J2.

Le cytochrome P450 2J2 est un des principaux cytochromes impliqués dans le tonus
vasculaire par I’intermédiaire de la production de métabolites de 1’acide arachidonique, les
EETs (Yang ef al., 2001). Nous avons €tudi¢ ’influence de 4 statines sur I’expression de ce

cytochrome P450, les résultats sont présentés sur la figure 49.
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Figure 49 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP2J2 dans les cellules ECV304 aprés 72 heures de traitement. Les cellules « contrdle » sont des
cellules non traitées. (* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

L’atorvastatine et la fluvastatine diminuent I’expression du CYP2J2, cette diminution
est plus marquée a 10 uM et d’autant plus pour la fluvastatine, en effet, la diminution du taux
d’expression est d’environ 70%. La pravastatine augmente faiblement I’expression a 0,1 et
1 uM, d’environ 1,5 fois, la lovastatine quant a elle augmente le taux d’expression de ce
cytochrome de fagon dose-dépendante, avec un maximum de 1,6 fois a la concentration la

plus forte.
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3.3. Les cytochromes P450 de la famille 3A.

Les cytochromes P450 de la famille 3A sont les plus exprimés dans le foie humain.
L’isoforme majoritaire dans le foie est le CYP3A4. Dans les cellules endothéliales, c’est le
CYP3AS qui est le plus souvent évoqué. Le role du cytochrome 3AS5 dans le tonus vasculaire
est moins décrit que celui des cytochromes des familles 2C et 2J. Toutefois, il est impliqué
dans la production d’une molécule vasodilatatrice : le NO (Minamiyama ef al., 1999) et plus
récemment, il a été décrit que les cytochromes de la famille 3A sont également impliqués
dans la production des EETs (Ayajiki ef al., 2003). Dans cette partie, nous avons €tudié¢ d’une
part le CYP3A7 dans les cellules HepG2 car c’est ’isoforme équivalente du CYP3A4 dans
cette lignée cellulaire et d’autre part, nous avons étudié le CYP3AS dans les cellules

endothéliales ECV304. Les résultats sont présentés sur les figures 50 et 51.
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Figure 50 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP3A7 dans les cellules HepG2 aprés 72 heures de traitement. Trois concentrations différentes
ont été utilisées : 0,1 uM, 1uM et 10uM. Les cellules « contrdle » sont des cellules non
traitées.(* : p<0.05 ; ¥* : p<0.01 ; *** :p<0.001).

160 - @ contrble
@ 0,1uM

140 - 0 1uM

120 - @ 10uM

n
80 - 162
- T

lative de CYP3A5 (%)



&3k

&k sk

Figure 51 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du CYP3AS dans les cellules ECV304 aprés 72 heures de traitement. Trois concentrations différentes
ont été utilisées : 0,1 uM, 1uM et 10uM. Les cellules « contréle » sont des cellules non traitées. .(* :
p<0.05; ¥*: p<0.01 ; ¥** :p<0.001).

Ces résultats montrent que ’effet des statines n’est pas identique pour le CYP3A7 et le
CYP3A5. En effet, I’atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine induisent le CYP3 A7 dans
les cellules HepG2 de fagon dose-dépendante. Les taux d’augmentation pour la concentration
de 10 uM sont de 2, 1,8 et 1,7 pour l'atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine
respectivement dans les cellules HepG2. Les expressions des ARNm de CYP3A7 et CYP3AS
ne sont pas influencés par la pravastatine. Dans les cellules ECV304, I’atorvastatine, la
fluvastatine et la lovastatine diminuent de l’expression de ’ARNm de CYP3AS. Les
diminutions les plus fortes sont obtenues pour la concentration de 1 uM. Les diminutions
observées sont de 2 et 2,5 fois pour 1’atorvastatine et la fluvastatine respectivement, a cette

concentration, la lovastatine produit une diminution totale de I’ARNm de CYP3AS.

En résumé, les variations les plus importantes sont observées (1) pour le CYP2(C9
avec I’atorvastatine dans les cellules HepG?2 et la lovastatine dans les cellules ECV304, (2)
pour le CYP2C8 avec la lovastatine dans les cellules HepG2 et ECV304 et avec
Patorvastatine dans les cellules ECV304, (3) pour le CYP2J2 avec la fluvastatine dans les
cellules ECV304, (4) pour le avec I’atorvastatine dans les cellules HepG2, pour le CYP3AS
avec [atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine dans les cellules ECV304.
L’atorvastatine est donc la statine qui présente le plus d’effet vis-a-vis des différents
cytochromes P450 étudiés. La pravastatine quant a elle n’a aucun effet vis-a-vis de tous les

geénes étudiés.

4. Effet des statines sur les récepteurs nucléaires.
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La régulation des cytochromes P450 implique différents récepteurs nucléaires
notamment CAR, GR et PXR. Dans cette troisiéme partie, nous avons étudié D'effet des
statines sur I’expression des récepteurs nucléaires : le récepteur CAR (Constitutive androstane
receptor), le récepteur PXR (Pregnane X Receptor) et le récepteur aux glucocorticoides

(Glucocorticoide Receptor) dans les deux lignées cellulaires ECV304 et HepG2.

4.1. Le récepteur CAR.

Le récepteur CAR est impliqué dans les inductions par le phénobarbital. I est
impliqué au moins en partie dans les régulations des cytochromes P450 des famille 2C et 3A.
Le récepteur CAR est exprimé dans les cellules endothéliales et dans les cellules HepG2.

Nous avons montré que les cytochromes des familles 2C et 3A sont régulés par
plusieurs statines, nous avons donc recherché si ’expression du récepteur CAR pouvait

également étre influencée par les statines. Les résultats sont présentés sur la figure 52.
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Figure 52 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du récepteur CAR dans les cellules HepG2 aprés 48 heures de traitement. Les cellules contrdle sont
des cellules non traitées. .(* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

Nous pouvons constater que seule la fluvastatine produit un effet significatif sur
I’expression de I’ARNm du récepteur CAR. Nous observons une augmentation d’environ 2,5

fois aux concentrations 1 et 10 pM.

4.2. Le récepteur PXR.
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Le récepteur PXR intervient principalement dans la régulation des cytochromes P450
de la famille 3A mais récemment, il a été démontré qu’il intervenait également dans la
régulation des cytochromes P450 de la famille 2C et plus particuliérement le CYP2CO.
Comme les cytochromes de la famille 3A et ceux de la famille 2C sont influencés par les
différentes statines que nous avons utilisées, nous avons €tudié I’influence de ces molécules
sur ’expression de I’ARNm du récepteur PXR dans les cellules HepG2 uniquement puisque
nous avons démontré précédemment que les cellules endothéliales ECV304 étaient

dépourvues de ce récepteur. Les résultats sont présentés sur la figure 53.
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Figure 53 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du récepteur PXR dans les cellules HepG2 apres 48 heures de traitement. Les cellules contréle sont
des cellules non traitées.(* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** :p<0.001).

L’atorvastatine et la pravastatine n’ont pas d’effet significatif sur ’expression de ce
récepteur. La fluvastatine a la concentration de 1 uM augmente 1’expression de I’ARNm du
récepteur PXR d’environ 1,6 fois. La lovastatine diminue fortement 1’expression du récepteur
PXR de fagon dose-dépendante, on constate qu’a la plus forte concentration (10 uM), il n’y a

plus aucun ARNm de PXR détecté.

4.3. Le récepteur GR.
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Le récepteur GR est impliqué dans la régulation des cytochromes P450 des familles
2C et 3A. Ce récepteur GR étant exprimé dans les cellules ECV304, nous avons étudié
I’influence des 4 statines sur I’expression de ce récepteur dans la lignée ECV304. Les

résultats sont présentés sur la figure 54.
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Figure 54 : Lffet de 4 statines (atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravastatine) sur | 'expression
du récepteur GR dans les cellules ECV304 apres 48 heures de traitement. Les cellules contréle sont
des cellules non traitées.

L’atorvastatine, la lovastatine et la pravastatine n’ont pas d’effet significatif sur
I’expression de ’ARNm du récepteur GR. Seule la fluvastatine présente une diminution

d’environ 1,2 fois pour les concentrations 0,1 et 1 uM.

En résumé, nous avons observé que la fluvastatine augmente I’expression des
ARNm de CAR et de PXR. Le récepteur GR n’est que faiblement influencé par la
Sfluvastatine

5. Discussion.

1. Viabilité cellulaire.
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Tout d’abord, nous avons constaté que les plus fortes concentrations de statines
utilisées (10 uM) diminuent fortement la viabilité des cellules endothéliales ECV304. Cet
effet est dose-dépendent, il est plus marqué dans les cellules endothéliales que dans les
cellules HepG2. Ces résultats coincident avec les précédentes €tudes réalisées sur d’autres
statines. En effet, les statines lipophiles telles que 1’atorvastatine, la fluvastatine et la
lovastatine provoquent 1’apoptose des cellules musculaires lisses vasculaires. La fluvastatine
induit également 1’apoptose dans les cellules endothéliales Ea.hy926 (Newton ef al., 2003).
En revanche, la pravastatine, statine hydrophile, n’a pas d’influence sur la viabilité des
cellules musculaires lisses (Guijarro ef al., 1999). Certaines statines ont également des effets
sur la prolifération des myocytes artériels en culture (Bellosta et al., 2000) et des cellules

endothéliales (Negre-Aminou ef al., 1997 ; Vincent et al., 2002).

2. Effet des statines selon la lignée cellulaire.

Les inhibiteurs de ’'HMGCoA réductase influencent 1’expression des cytochromes
P450 2C, 2J2 et 3AS. Nous avons constaté d’une part, que l’effet des statines sur les
cytochromes P450 n’est pas identique selon la lignée cellulaire étudiée et d’autre part que
I’effet sur les cytochromes P450 n’est pas similaire d’une statine a [’autre. En effet, dans la
lignée HepG2, toutes les statines, excepté la pravastatine, induisent I’expression de CYP3 A et
CYP2C tandis que dans les cellules ECV304, ’expression des cytochromes P450 étudiés est
réprimée par 1’atorvastatine et induite par la lovastatine alors que la fluvastatine n’a pas

d’effet significatif. Comme observé dans les cellules HepG2, la pravastatine n’a aucun effet.

2.1. Cellules HepG?2.

Dans les cellules HepG2, I’atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine induisent le
taux d’ARNm des CYP3A7, CYP2C8 et CYP2C9. L’expression de CYP2C total qui
représente tous les cytochromes P450 de la famille 2C présents dans les cellules HepG2 ne
varie pas de fagon significative apres ces traitements. Ceci peut s’expliquer par le fait que tous
les cytochromes P450 de la famille 2C ne répondent pas de la méme fagon aux traitements par
les statines. Comme attendu, 1’effet de ces molécules sur le taux de la protéine de CYP2C9
apres 96 heures de traitement est identique a celui observé pour I’ARNm.

Le CYP3A7 est induit d’environ 2 fois par I’atorvastatine, la fluvastatine et la

lovastatine pour la concentration 10 pM dans les cellules HepG2. De précédentes études
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réalisées sur les cytochromes P450 de la famille 3A chez ’homme mais également dans
d’autres especes montrent un effet similaire des statines. En effet, la lovastatine, la
fluvastatine et la simvastatine induisent le taux de CYP3A1/2 dans les hépatocytes de rat
(Kocareck er al., 1995 ; Kocarek et Reddy, 1996). La lovastatine, la simvasatine, la
fluvastatine et I’atorvastatine induisent I’expression de CYP3A dans les hépatocytes humains
(Schuetz et al., 1993 ; Kocarek et al., 2002). Nous n’avons observé aucun effet de la
pravastatine sur ces différentes enzymes. Ceci est en accord avec les études déja réalisées sur

le CYP3A1/2 dans les hépatocytes de rat (Kocarek et Reddy, 1996).

2.2. Cellules endothéliales.

Dans les cellules endothéliales, nous avons montré que les CYP2C étaient régulés par
différentes statines notamment 1’atorvastatine et la lovastatine. Toutefois, elles n’ont pas
toutes le méme effet sur ces cytochromes P450. L’atorvastatine diminue 1’expression des
CYP2C alors que la lovastatine augmente leur expression. L’étude de I’expression de la
protéine CYP2C9 montre que les statines influencent de la méme fagon les taux d’ARNm et
de la protéine. L’expression de ’ARNm de CYP2J2 est influencée par les 4 statines
(atorvastatine, fluvastatine, lovastatine et pravatatine), l’atorvastatine et la fluvastatine
diminuent ’expression de CYP2J2 alors que la lovastatine et la pravastatine augmentent
I’expression de cette enzyme. L’expression de ’ARNm du CYP3AS quant a elle est diminuée
par Iatorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine, la pravastatine n’a pas d’effet. L’étude des
protéines de CYP2C8, CYP2J2 et CYP3AS n’a pas été réalisée car aucun anticorps contre ces

cytochromes P450 n’était disponible au moment de la rédaction de ce travail.

Ces données nous permettent donc de déduire que les statines n’ont pas le méme effet
suivant le cytochrome P450 étudié. Cet effet semble dépendre de la localisation cellulaire. En
effet, le CYP3AS régulé de la méme facon que le CYP3A7 (Waxman, 1999) a une
expression diminuée par |’atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine dans les cellules
endothéliales alors que le CYP3 A7 a une expression augmentée dans les cellules HepG2. De
la méme facon, dans les cellules HepG2, I’expression des CYP2C est augmentée par
I’atorvastatine, la fluvastatine et la lovastatine alors que dans les cellules ECV304,
I’expression des CYP2C est diminuée par I’atorvastatine et augmentée par la lovastatine, la

fluvastatine augmente de fagon non significative I’expression de CYP2C9. De fagon générale,
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ces données sont pas en accord avec les données de la littérature puisque Fisslthaler ef al.,
(2003) ont démontré que la fluvastatine et la cérivastatine induisent 1’expression de CYP2C9

dans les cellules endothéliales d’arteres coronaires de porc.

Les résultats obtenus avec la pravastatine sont aussi en accord avec la littérature
puisque les études concernant la pravastatine montrent que cette molécule n’influence pas
I’expression de CYP3A (Kocarek et Reddy, 1996). De plus, dans les études de prolifération
cellulaire, il a également été démontré que la pravastatine ne présente aucun effet (Guijarro et
al., 1999). Ces différences seraient liées au propriétés hydrophiles de la pravastatine (Corsini

etal., 1999 ; Laws et al., 2004).
3. Récepteurs nucléaires.

Dans la premiere partie de cette étude, nous avons observé que les récepteurs CAR et
GR étaient exprimés dans les cellules HepG2 et les cellules endothéliales alors que le
récepteur nucléaire PXR n’était exprimé que dans les cellules HepG2. La tableau 7 résume les

résultats obtenus.

HepG2 HSaVEC ECV304 CMLV
CAR + + + +
GR + - + +
PXR + - - -

Tableau 7 : Expression des différents récepteurs nucléaires CAR, GR et PXR dans les cellules
endothéliales HSaVEC, ECV304, dans les cellules d’hépatoblastome humain HepG2 et dans
les cellules musculaires lisse vasculaires (CMLYV).

Dans cette partie du travail, nous avons observé que seule la fluvastatine augmente
I’expression des récepteurs CAR et PXR et diminue I’expression du récepteur GR. Sur le

tableau 8 sont résumés les résultats obtenus pour les différents genes (CYP2C8, CYP2C9,
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CYP3A, CAR, GR et PXR) apres traitements par les différentes statines dans les cellules
HepG2 et ECV304.

HepG2 ECV304

Atrovastatine 0 -

CYP2C8
Lovastatine 0 0
Pravastatine 0 0
CYP2C9
CYP3A
Atrovastatine 0
CAR
Lovastatine 0
Pravastatine 0 0
Atrovastatine 0
Fluvastatine -
GR
Lovastatine 0
Pravastatine 0 0
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Atrovastatine 0 ND

Fluvastatine A ND
PXR

Lovastatine - ND

Pravastatine 0 ND

Tableau 8 : résumé des résultats obtenus pour les différents genes étudiés apreés traitement
par des statines dans les lignées cellulaires HepG2 et E.CV304.

Ces résultats montrent que le CYP2C9 est induit par les statines dans les cellules
HepG2 et ECV304, en revanche, le CYP3A n’est induit que dans la lignée cellulaire HepG2.
comme précisé précédemment, la pravastatine n’a aucun effet sur les différents genes testés
quelle que soit la lignée cellulaire. La différence observée entre les CYP2C9 et CYP3 A peut
s’expliquer par la présence ou I’absence des récepteurs nucléaires. Comme nous ’avons décrit
dans la premiére partie de ce travail, les trois récepteurs testés (CAR, GR et PXR) sont
présents dans les cellules HepG2 alors que seuls les récepteurs GR et CAR sont détectés dans
les cellules ECV304. Le CYP2C9 est régulé par le récepteur CAR (Gerbal-Chaloin et al.,
2002) présent dans les deux types cellulaires HepG2 et ECV304, ce qui explique
I’augmentation de son expression dans les deux types cellulaires. En revanche, les
cytochromes P450 de la famille 3A sont régulés principalement par le récepteur PXR (Moore
et al., 2000), présent dans la lignée Hep(G2 mais absent dans la lignée ECV304, ce qui
explique que le CYP3AS ne soit pas induit dans la lignée ECV304.

La lovastatine active le récepteur PXR (Lehmann et a/., 1998). Compte tenu de la
similitude de structure des différentes statines, nous pouvons supposer que I’atorvastatine et la
fluvastatine induisent I’expression de CYP3A7 dans les cellules HepG2 par I’intermédiaire de
I’activation de PXR. Nous pouvons également supposer un mécanisme similaire pour
I’induction de CYP2C9 par le récepteur nucléaire CAR. Seule la fluvastatine présente un effet
significatif vis-a-vis de I’expression des ARNm des récepteurs nucléaires CAR, PXR et GR, il
est donc possible que la fluvastatine induise les CYP2C9 et CYP3A de facon classique par
activation des récepteurs nucléaires mais €galement par induction de I’expression de ces

récepteurs.
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Il semble donc que les mécanismes de régulation de I’expression des cytochromes
P450 par les statines soient complexes et fassent intervenir non seulement une activation mais
également avec certaines statines (fluvastatine)une induction des récepteurs nucléaires. Cette
cascade est connue a propos de CAR qui est induit par ’activation du récepteur GR (Pascussi

etal., 2003).

4. Différences entre cellules.

Les différences observées entre les lignées cellulaires peuvent s’expliquer par
I’expression des différents récepteurs nucléaires. Ainsi, les récepteurs CAR et GR sont
exprimés dans les deux types cellulaires HepG2 et ECV304 alors que le récepteur PXR n’est
exprimé que dans la lignée cellulaire HepG2. Or le récepteur GR controle I’expression des
deux récepteurs PXR (Pascussi et al., 2000) et CAR (Pascussi et al., 2003). Nous pouvons
alors comprendre que la réponse des différents genes étudiés vis-a-vis des statines ne soit pas
la méme dans les deux lignées cellulaires. Nous pouvons émettre I’hypothése que ’effet des
statines soit médié par GR puis par CAR et PXR dans la lignée HepG2 mais ne s’effectue que
via CAR dans la lignée ECV304. Concernant les cytochromes P450 de la famille 2C, nous
n’avons pas observé de différence trés significative entre les deux lignées étudiées or la
régulation de ’expression des cytochromes P450 de la famille 2C se fait principalement par
les deux récepteurs nucléaires CAR et GR (Gerbal-Chaloin et al., 2002) qui sont présents dans
HepG2 et ECV304.

5. Conséquences « physiologiques » a I’échelle cellulaire.

Le CYP2C9 métabolise 1’acide arachidonique en métabolites vasodilatateurs les EETs
(Hoebel ef al., 1998 ; Fisslthaler et al., 1999). L’augmentation de 1’expression de CYP2C9
augmente la production d’EETs dans le foie ou par les cellules endothéliales. L.’augmentation
de la production d’EETs favorise la vasodilatation. La fluvastatine et la lovastatine
posséderaient donc cette propriété vasodilatatrice. De la méme fagon, CYP3A métabolise
I’acide arachidonique en métabolites EETs vasodilatateurs mais produit également du NO a
partir de composés nitrés tels que le dinitrate d’isosorbide (Minamiyama et al., 1999). Ainsi,
une augmentation de I’expression de CYP3 A pourrait augmenter la production de métabolites
vasoactifs tels que les EETs et le NO. Les statines jouent un role dans le tonus vasculaire par

I’intermédiaire d’une augmentation de la production de NO (Rueckschloss ef al., 2001) ainsi
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que par la production de prostaglandine 12 vasodilatatrice (Levine, 2003). En plus, les
métabolites produits par les CYP2C et peut étre CYP3A pourrait contribuer a cet effet

vasodilatateur.

En conclusion, dans les cellules endothéliales, les statines, ont un effet sur I’expression
de CYP2C9 et CYP3A. Nous avons montré que les cytochromes P450 CYP2J2 et CYP3AS
étaient ceux qui étaient le plus influencés par la pathologie variqueuse et les CYP2C sont les
cytochromes les plus décrits comme intervenant dans la régulation du tonus vasculaire
(Fisslthaler ez al., 1999 ; Fisslthaler et al., 2001).

La fluvastatine et la lovastatine augmentent 1’expression des cytochromes P450 2C et
2J)2, producteurs de molécules vasodilatatrices. De plus, la lovastatine augmente la libération
de I’acide arachidonique (Levine, 2003). Le role des statines sur la production de molécules
vasodilatatrices et vasoconstrictrices viendrait conforter un effet vasodilatateur d’origine
endothéliale (Bellosta er al., 2000 ; Corsini ef al., 1999 ; Laws et al., 2004). Les effets
bénéfiques sur I’endothélium seraient médiés non seulement par I’action sur | ‘endothéline et

sur la NO synthase mais également sur quelques cytochromes P450.

Toutefois ces conclusions hypothétiques nécessitent des études de la production de

métabolites vaso-actifs par les cellules en présence des statines les plus actives.

I11. ETUDES DE POLYMORPHISME.

A. Polymorphismes de CYP2J2, CYP2C19 et hypertension.

A T’heure actuelle, seuls le polymorphisme CYP2C8%*3, les polymorphismes
CYP2J2*2, CYP2J2*3, CYP2J2*4 et CYP2J2*6 et un polymorphisme de CYP4All sont
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connus comme étant responsables d’une modification du métabolisme de [’acide
arachidonique. Compte tenu de I’importance des métabolites de I’acide arachidonique dans la
régulation du tonus vasculaire, nous pouvons supposer que la présence de certains
polymorphismes de cytochromes P450 soient impliqués partiellement dans I’apparition de la
pathologie cardiaque ou vasculaire. C’est pourquoi dans la troisieme partie de notre étude,
nous nous sommes intéressés aux polymorphismes des cytochromes de la famille 2C et du
cytochrome 2J2.

L’étude a été réalisée chez 273 hommes et 272 femmes.

1. Polymorphisme de CYP2C19.

Le cytochrome P450 2C19 est le cytochrome P450 de la famille 2C qui présente le
plus grand nombre de variants. Le polymorphisme le plus fréquent dans la population
francaise (13%) (Ibeanu et al.,, 1998) est le polymorphisme 2C19*2 qui représente 4
changements nucleotidiques appelés également SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)
99C>T, 681G>A, 990C>T, 991A>G constituant un haplotype. Nous avons choisi de
rechercher les SNPs 681G>A et 990C>T car ils suffisent a caractériser le polymorphisme
CYP2C19*2. De plus, le changement nucléotidique 681G>A présent dans I’exon 5 est celui

qui est responsable de I’inactivité de ’enzyme (Ibeanu et al., 1998).

2. Etude de la fréquence allélique des SNP 681 et 990.

Nous avons participé a une étude de la fréquence des deux mutations 681G>A et

990C>T dans la Cohorte Stanislas chez 359 personnes. Les résultats sont présentés dans le

tableau 9.
Hommes Femmes total

CYP2C19-681

GG 175 (64,1%) 198 (72,8%) 373 (68,44%)

GA 86 (31,5%) 65 (23,9%) 151 (27,70%)

AA 12 (4,4%) 9 (3,3%) 21 (3,85%)
Fréquences alleliques

A 20,14% 15,25% 17,70%

G 79,85% 84,74% 82,29%
CYP2C19-990
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cC 176 (71,3%) 194 (64,5%) 370 (67,89%)

CT 84 (25,0%) 68 (30,8%) 152 (27,88%)

TT 13 (3,7%) 10 (4,7%) 23 (4,22%)
Fréquences alleliques

T 20,14% 16,17% 18,16%

C 79,85 % 83,82% 81,83%

Tableau 9 : Fréquence allélique et distribution génotypique du polymorphisme CYP2C19*2 en
fonction du genre dans la population supposée saine de la cohorte Stanislas.

Dans cette population, les changements nucléotidiques 681G>A ou 990C>T sont

présents avec une fréquence de 18%.

3. Polymorphisme et pression sanguine.

Puisque CYP2C19 métabolise 1’acide arachidonique en acides epoxyeicosatrienoiques,
nous avons fait I’hypothése qu’un polymorphisme de CYP2C19 pouvait influencer le
métabolisme de cette substances endogeénes ce qui pourrait avoir pour conséquence une
modification de la production de métabolites vaso-actifs tels que les EETs. Pour cela, nous
avons ¢tudié le lien possible entre la présence des mutations aux positions 681 et 990 et la
pression sanguine. Les valeurs de pressions sanguines diastoliques (DBP) et systoliques
(SBP) sont étudiées en fonction de la présence de ’allele muté ou pas. Les résultats sont
présentés dans le tableau 8 pour le changement nucléotidique 681G>A (les mémes résultats

ont été obtenus a propos de la mutation 990C>T).

Les valeurs de pression sanguines dans les différents groupes de sujets sont présentés

dans le tableau 10.

SNP 681G>A sexe (n) SBP (mm Hg) DBP (mm Hg)
GG hommes (113) 125,03 + 11,31 77,69 + 7,87
femmes (129) 115,93 £9.36 65,93 + 8,85
GA hommes (56) 126,08 + 11,34 75,76 + 7,8
femmes (46) 121,87 + 4,89 72,69 + 10,17
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AA hommes (9) 127,02 + 12,85 76,66 % 10,50
femmes (6) 119,87 + 4,02 70,54 + 10,07

Tableau 10 : Valeurs moyennes des pressions sanguines systolique (SBP) et diastolique (DBP) en
fonction du sexe et du génotype pour le changement nucléotidique 681G>A. Les valeurs plus ou moins
représentent les bornes de ’intervalle dans lequel se trouvent les patients étudiés.

La pression sanguine est considérée comme :

- basse quand la pression systolique est inférieure a 120 mm de mercure (120mmHg)
et la pression diastolique inférieure a 80 mmHg,

- normale quand la pression systolique est inférieure & 130 mmHg et la pression
diastolique inférieure a 85 mmHg,

- haute quand la pression systolique est supérieure a 140 mmHg et la pression

diastolique supérieure a 90 mmHg (valeurs de I’Organisation Mondiale de la Sant¢).

L’étude menée par régression multiple montre, pour les changements nucléotidiques
étudiés, 681G>A ou 990C>T, qu’il n’y a pas de variation significative des pressions
sanguines diastolique ou systolique selon la présence de ’alléle muté ou pas ni chez les
hommes ni chez les femmes.

CYP2C19 qui métabolise I’acide arachidonique en acide epoxyeicosatrienoique et
qui est exclusivement hépatique n’est donc pas un géne candidat dans la régulation de la

tension artérielle.

4. Discussion.

1. Fréquence Allélique.

La fréquence allélique observée pour les alleles 681G>A ou 990C>T est de 18 %. Ce
résultat est en accord avec les autres observations en Europe : une autre population frangaise
présente une fréquence allélique de 13% (Ibeanu e al., 1998), une population allemande a une
fréquence allelique de 15% (Brockmoller et al.,1995), dans une population suédoise, le
polymorphisme CYP2C19*2 est présent dans 15% des cas (Yamada et al, 1998),
CYP2C19*2 est présent a 13,3% dans une population danoise (Tamminga ez al., 2001), enfin
dans la population portugaise, I’allele muté CYP2C19*2 est présent dans 15% des cas (Ruas
et al., 1997). Nous avons vérifi¢ statistiquement que ces différences ne sont pas significatives.

Les sujets homozygotes pour CYP2C19*2 sont présents a raison de 4%, ce qui est en accord
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avec les résultats obtenu par Goldstein (2001), qui rapporte une fréquence de 3-5% de

métaboliseurs lents de la méphénytoine.

2. Polymorphisme et pression.

Malgré DI'importance potentielle de CYP2C19 dans le métabolisme de [’acide
arachidonique, nous n’avons pas observé de lien entre la présence d’une forme mutée
(CYP2C19*2) du gene et la pression artérielle systolique et diastolique. La fréquence
allelique de 18% de la mutation a imposé de comparer les homozygotes fréquents GG a
I’ensemble des hétérozygotes GA (28%) et des homozygotes AA (4%). 1l se peut que la taille
de la population et la fréquence des homozygotes mutés soient trop faibles pour que des

petites variations tensionnelles soient significatives.

CYP2C19 est exprimé essentiellement dans le foie, il est seulement a la limite de
détection dans les parois vasculaires (Thum et Borlak, 2004). Les CYP2C8 et CYP2C9 sont
exprimés dans les cellules endothéliales vasculaires et peuvent ainsi étre de meilleurs
candidats a un réle dans les pathologies cardiovasculaires. En témoigne 1’étude récemment
publiée par Yasar ef al., (2003) qui suggere un role des mutations CYP2C8%3, CYP2C9*2 et
CYP2C9*3 dans le risque d’infarctus du myocarde. Un autre candidat possible, exprimé dans
les parois vasculaires est CYP3AS. En effet, Givens ef al., (2003) ont montré que la pression
sanguine systolique était diminuée chez les individus porteurs de I’alléle muté CYP3AS*3.
Enfin, une étude non encore publiée, mais rapportée dans un congres (Prague, 2003) par JH.
Capdevila, désigne un variant de CYP4All (F434S) comme plus fréquent chez les
hypertendus, avec des différences phénotypiques dans la 20-hydroxylation de I’acide

arachidonique.

B. Polymorphisme et marqueurs inflammatoires (Publication n°4).

Outre la régulation de la pression sanguine, la composante inflammatoire est

importante dans la survenue de maladies cardiovasculaires.
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Les principaux marqueurs inflammatoires sont les interleukines telles que 'IL-6 et le
Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a), le taux de leucocytes et la C-réactive protéine (CRP).
Nous avons étudié I'effet du polymorphisme de CYP2C19*2 sur les taux plasmatiques des
marqueurs inflammatoires. Les données concernant les marqueurs inflammatoires n’étaient
disponibles que pour une partie de la population étudiée, c’est pourquoi cette étude sera

réalisée chez 178 hommes et 181 femmes.

1. Etude de la fréquence allélique.

Le groupe d’étude étant plus petit que celui utilisé pour I’étude de la pression
sanguine, nous avons de nouveau étudié¢ la fréquence allelique des deux SNP examinés

(681G>A et 990C>T). Les résultats sont présentés dans le tableau 11.

Hommes Femmes total

CYP2C19-681

GG 113 (63.48%) 129 (71.27%) 242 (67.41%)

GA 56 (31.46%) 46 (25.41%) 102 (28.41%)

AA 9 (5.06%) 6 (3.31%) 15 (4.18%)
Fréquences alleliques

A 20.8% 16.0% 18.4%

G 79.2% 84.0% 81.6%
CYP2C19-990

cC 112 (62.92%) 132 (72.93) 244 (67.97%)

CT 58 (32.58%) 44 (24.31%) 102 (28.41%)

TT 8 (4.49%) 5 (2.76%) 13 (3.72%)
Fréquences alleliques

T 20.8% 14.9% 17.8%

C 79.2% 85.1% 82.2%

Tableau 11 : Fréquence allelique et distribution génotypique du polymorphisme CYP2C19*2 en
fonction du genre dans la population supposée saine de la cohorte Stanislas.

Dans cette population, les changements nucléotidiques 681G>A ou 990C>T sont

présents avec une fréquence de 18%.

2. Interleukine-6.

L’interleukine-6 est une cytokine présente dans certaines pathologies cardiovasculaires
telles que 1’athérosclérose (Ross, 1999). Nous avons étudié¢ l’influence de l’alleéle muté
CYP2C19*2 sur les taux plasmatiques d’IL-6. Les résultats sont présentés sur la figure 55 et
le tableau 12.
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Figure 55: Influence du polymorphisme CYP2C19*2 sur le taux plasmatique de

linterleukine-6 dans la population supposée saine de la Cohorte Stanislas.

Hommes Femmes

B p B p

IL-6 (mg/ml 0,25164 0,0328 (* 0,28135 0,0088 (**
g

Tableau 12 : Analyse par régression multiple de [’association entre les taux plasmatiques d’IL-6 et
l'allele muté CYP2C19*2.

Ces résultats montrent que la variation des taux d’interleukine-6 en fonction du

polymorphisme CYP2C19*2 est significative chez les hommes et les femmes.

3. Autres marqueurs inflammatoires.

La réaction inflammatoire dans les pathologies cardiovasculaires est caractérisée dans
la plupart des cas par une modification des taux d’interleukine-6 mais également des taux de
TNF-a (Ross, 1999). En plus de ces deux cytokines, la protéine-C-réactive (CRP), est
devenue un marqueur de la réaction inflammatoire (Koenig ef al., 1999 ; Tracy et al., 1997 ;
Ridker et al., 2000). Des variations des taux de leucocytes ont également été observés dans les
pathologies cardiovasculaires (Eriksson, 2003). Nous avons donc étudié le lien possible entre
les taux plasmatiques de ces marqueurs inflammatoires et la présence de l’allele muté

CYP2C19*2. Les résultats sont présentés dans le tableau 13.
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*1/*1 *1/*2 *2/*2 *1/*2+ %2/ *2 P

Génotype GG GA AA GA + AA
n =242 n=102 n=15 n=117

TNF-at (ng/L) 0,80 (0,38-1,85) 1,02(0,50-2,61) 1,56 (0,51-3,59) 1,05(0,51-2,67) NS

CRP (mg/L)  0,75(0,39-1,38) 0,84 (0,42-1,93) 0,84 (0,60-1,80) 0,84 (0,45-187) NS

Leucocytes count 6,4 (5,5-7,4) 6,9 (5,7-8,0) 7,0 (6,1-8,4) 6,9 (5,8-8,0) 0,0036
(10°/L)

Tableau 13 : Concentrations plasmatiques de TNF-a, CRP et des leucocytes en fonction du
génotype de CYP2(C19 en position 681.

Le tableau suivant présente 1’analyse de régression statistique réalisées pour les taux
plasmatiques de TNF-[J, protéine-C-réactive et de leucocytes en association avec la présence
de I'allele muté CYP2C19*2. Les études ont été réalisées séparément chez les hommes et

chez les femmes.

Hommes n= 178 Femmes n=181
B P B P
Ln (TNF-a) 0,36386 0,0556 (-) 0,17240 0,4356 (-)
Ln (Leu) 0,03062 0,3974 (-) 0,13173 0,0002 (***)
Ln (CRP) -0,16299 0,2984 (-) 0,40800 0,0075 (**)

Tableau 14 : Analyse de régression des différents marqueurs inflammatoires. Les valeurs sont
exprimées en logarithme népérien. (TNF-a, Leu : Leukocytes, CRP : C-Reactive Protein).[3 représente
la valeur moyenne chez les hommes ou femmes pour la variable testée, p est le facteur de
significativité statistique : (*), p<0.05,.(**), p<0.01, (***), p<0.001.

Ces résultats indiquent que seuls le taux plasmatique de leucocytes varient de fagcon
significative en présence de l’allele muté CYP2C19*2. Le tableau 12 montre que cette
variation est retrouvée principalement chez les femmes. L’analyse par régression multiple
réalisée séparément chez les hommes et les femmes montre que les taux plasmatiques de CRP
augmentent de facon significative chez les femmes seulement. Toutefois, dans la population

totale, les taux plasmatiques de CRP ne varient pas de fagon significative (tableau 14).

4. Polymorphisme et paramétres lipidiques.

Les parameétres inflammatoires influengant de nombreux parametres biologiques, nous
avons étudié les taux plasmatiques des triglycérides en fonction de la présence des alleles

mutés. Les résultats sont présentés sur la figure 56 et le tableau 15.
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Figure 56 : Influence du polymorphisme CYP2C19*2 sur le taux plasmatique de

triglycérides dans la population supposée saine de la Cohorte Stanislas.

Hommes n =178 Femmes n= 181

B p B p

Ln (TG) 0,17726 0,0206 (*) 0,00546 0,9372 (*)

Tableau 15 : Analyse par régression multiple de I’association entre les taux plasmatiques de
triglycérides et ’allele muté CYP2C19%2.

Les taux plasmatiques de triglycérides sont souvent une conséquence de
I’augmentation des taux plasmatiques d’interleukine-6 (Nonogaki et al., 1995 ; Yudkin et al.,
2000). Nous avons donc recherché s’il existait dans notre population un lien entre
I’augmentation des taux d’interleukine-6 et les taux plasmatiques de triglycérides, les résultats

sont présentés sur la figure 57.
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Figure 57 : Etude de corrélation entre les taux plasmatiques d’interleukine-6 et de
triglycérides dans la population de la Cohorte Stanislas.

Cette figure montre qu’il existe une forte corrélation entre les taux plasmatiques

d’interleukine-6 et de triglycérides dans la population de la Cohorte Stanislas.

Nous avons également étudié deux autres parameétres lipidiques, les HDL-cholestérol
et ’apolipoprotéine B. Sur le tableau 16 sont présentés les concentrations plasmatiques de ces

parametres lipidiques en fonction du génotype.

*1/*1 *1/*2 90 % *1/ %2+ %2/ *2 p
Génotype GGn=242 GAn=102 AA n=15 AA+ GAn=117
HDL-cholestérol (g/L) 1,66 (0,49) 1,54 (0,41) 1,56 (0,47) 1,55 (0,42) 0,0284
Apo B (g/L) 1,01 (0,22) 1,02 (0,22) 1,20 (0,25) 1,05 (0,23) ns

Tableau 16 : Analyse de régression des différents paramétres lipidiques HDL-cholestérol et
apolipoprotéine B. Les valeurs sont exprimées en logarithme népérien. [ représente la valeur
moyenne chez les hommes ou femmes pour la variable testée, p est le facteur de significativité
statistique : (*), p<0.05,.(**), p<0.01, (***), p<0.001.
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Nous avons réalisé une analyse de régression pour les taux plasmatiques de HDL et
d’apolipoprotéine B séparément chez les hommes et les femmes. Les résultats sont présentés

dans le tableau 17.

Hommes n= 178 Femmes n=181
Il B P B p
Ln (HDL) -0,09493 0,04094 (*) -0,00651 0,8659
Ln (ApoB) 0,00222 0,9478 0,01411 0,7095

Tableau 17 : Analyse de régression de deux parameétres biologiques : les triglycérides (1G) et les

High Density Lipoprotein (HDL). Les valeurs sont exprimées en logarithme népérien.. [3représente la
valeur moyenne chez les hommes ou femmes pour la variable testée, p est le facteur de significativité
statistique : (*), p<0.05,.(**), p<0.01, (***), p<0.001.

Nous pouvons constater que seuls les taux plasmatiques de HDL-cholestérol varient de
facon significative chez les individus porteurs de 1’allele muté CYP2C19*2. L’analyse de
régression statistique montre que cette variation est significative chez les hommes mais pas

chez les femmes.

En conclusion, nous avons montré que les taux plasmatiques d’IL-6, des leucocytes et
des triglycérides augmentent en présence de l’allele muté CYP2C19*2 alors que les taux
plasmatiques de TNF-a, de CRP, des HDL et de 1’apolipoprotéine B ne varient pas de fagon
significative en présence de 1’allele muté CYP2C19*2. Enfin, nous avons également constaté

que, de fagon générale, ces variations ne sont pas différentes d’un sexe a 1’autre.

5. Discussion.

Les fréquences alléliques obtenues dans cette population pour les mutations 681G>A
et 990 C>T sont de 18 %. Cette fréquence est identique a celle obtenue pour la population

testée dans I’étude de la corrélation entre la pression sanguine et 1’allele muté CYP2C19%*2.

1. Polymorphismes et facteurs inflammatoires.

Différents facteurs inflammatoires tels que des cytokines pro-inflammatoires

notamment les interleukine-13 (IL-1B) et interleukine-6 (IL-6), le TNF-a, la protéine C
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réactive et les leucocytes sont impliqués dans la réaction inflammatoire observée dans
certaines maladies cardiovasculaires (Blake ef al., 2003). De nombreuses études décrivent
I’effet des cytokines sur les activités des cytochromes P450. Les cytokines pro-inflammatoires
sont principalement responsables de la diminution de [’activité des cytochromes P450
(Morgan, 2001), cependant certaines études décrivent 1’augmentation des cytochromes P450
en présence de cytokines. Toutefois, peu d’études concernent 1’effet du polymorphisme des
cytochromes P450 sur les facteurs inflammatoires. Seule une étude montre un lien entre
I’activité de CYP2C19 et les taux plasmatiques d’1L-6 et de TNF-a (Frye ef al., 2002). Dans
cette €tude, les auteurs observent une augmentation des taux d’IL-6 et de TNF-a quand
I’activité de CYP2C19 est diminuée. Cependant, la diminution de I’activité de CYP2C19
pourrait étre une conséquence de ’augmentation des concentrations d’I1L-6 et de TNF-a. Ces
données coincident avec les résultats que nous avons obtenus dans ce travail. En effet, les taux
plasmatiques d’IL-6 sont plus importants chez les individus porteurs des mutations 681A et
990T, responsables d’une diminution de ’activité¢ de CYP2C19. Les taux plasmatiques de
TNF-a ne sont pas augmentés de fagon tres significative chez les individus porteurs de 1’allele
muté CYP2C19%*2.

Parmi les autres facteurs inflammatoires étudiés, seuls les taux plasmatiques des
leucocytes sont liés positivement a la présence de I’allele muté CYP2C19*2. L’augmentation
des taux de leucocytes se trouve principalement chez les femmes porteuses de I’allele muté
CYP2C19*2. Cette variation entre hommes et femmes peut étre due a différents facteurs,
notamment la présence d’hormones sexuelles telles que les oestrogénes. En effet, il a été
démontré que les oestrogénes et notamment le 17-B- estradiol diminue ’infiltration des
leucocytes apres une blessure vasculaire (Tiidus, 2003 ; Xing ef al., 2004). En revanche, les
taux plasmatiques de CRP ne varient pas de fagon significative. Ceci peut s’expliquer par le

fait que la population que nous avons étudiée présente une moyenne d’age de 45 ans.

Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude montrent que le polymorphisme
du cytochrome P450 2C19 : CYP2C19*2 pourrait provoquer ou contribuer au développement
une réaction inflammatoire. Cette réaction inflammatoire pourrait s’expliquer par
I’augmentation des quantités de facteurs inflammatoires liée a un excés d’acide arachidonique
non métabolis¢ due a la non-fonctionnalité de la protéine tronquée issue de I’allele muté
CYP2C19*2. En effet, I’enzyme CYP2C19 issue du géne non muté métabolise I’acide
arachidonique en acides eicosanoiques : les HETEs et les EETs (Bylund ez al., 1998). Parmi
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les différents EETs produits, le 8,9-EET posséde des propriétés anti-inflammatoires (Node ef
al., 1999). L’enzyme non fonctionnelle issue du gene muté CYP2C19*2 ne produit donc pas
ce métabolite privant ainsi ’organisme des propriétés anti-inflammatoires du 8,9-EET. Cette
réaction inflammatoire pourrait également s’expliquer par la présence de leucotriene B4. En
effet, le leucotriecne B4 (LTB4) est produit a partir de 1’acide arachidonique par la 5-
lipoxygénase (Sala et al., 1998). Le LTB4 est impliqué dans I’amplification de la réaction
inflammatoire. En effet, c’est un puissant chemoattracteur, il active les leucocytes et permet
leur adhésion ainsi que celle des neutrophiles aux cellules endothéliales. 1l est également
responsable de la génération d’espéces réactives de ’oxygeéne dans les granulocytes et les
macrophages(Yokomizo et al., 2001). Enfin, les leucotrienes interviennent également dans la
production de leucocytes qui sont responsables de la sécrétion d’interleukine-6 (Suzuki et al.,
1990). De plus, il a été¢ démontré que dans une lignée d’ostéoblastes humains, un traitement
avec de I’acide arachidonique produit une augmentation de 1’expression d’IL-1 et de TNF-a

(Bordin et al., 2003).

Phospholipase A2

Acide
arachidonique wb
Lipoxygénase c l \
® Cyclo-oxygénase .
L 9 ® 0 Prostaglandive 12

@9 Inflammation — Agrégation ‘

plaquettaire

Figure 58 : Métabolisme de ['acide arachidonique, implication du L1B4, du thromboxane A2
et de la prostaglandine 12 dans la réaction inflammatoire et I’agrégation plaquettaire

Toutes ces données pourraient ainsi expliquer le lien entre I’allele muté CYP2C19*2
et certains facteurs inflammatoires tels que ’IL-6 décrite par de nombreuses études comme le
principal candidat marqueur de la réaction inflammatoire associée aux facteurs de risques

cardiovasculaires (Yudkin ez al., 2000 ; Bermudez et al., 2002).
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2. Polymorphisme et parameétres lipidiques.

Dans la population que nous avons étudiée, seuls les taux plasmatiques de
triglycérides sont associés de fagon positive avec allele muté CYP2C19*2. Ceci pourrait
s’expliquer par une role possible de I’acide arachidonique et/ou de I'IL-6. En effet, il a été
démontré que chez des personnes ayant un régime supplémenté en acide linoléique,
précurseur de I’acide arachidonique, le taux de triglycérides plasmatique est augmenté (Kestin
et al., 1990). Ces données indiquent donc qu’une augmentation de la concentration en acide
arachidonique est suivie d’une augmentation de la concentration de triglycérides comme
observé dans cette étude.

Nous avons également démontré que les taux plasmatiques de triglycérides sont
corrélés avec les taux d’IL-6. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature
puisqu’il a ¢été démontré qu’une augmentation de la sécrétion d’IL-6 entraine une
augmentation de 2 fois des triglycérides plasmatiques (Fernandez-Real ef a/., 2000 ; Mendall
et al., 1997). 1l a également été constaté que I’'IL-6 pouvait augmenter la sécrétion des
triglycérides hépatiques chez les rats (Nonogaki ef al., 1995). De plus, 'IL-6 et le TNF-[J
stimulent la lipolyse et augmentent la libération d’acide gras dans le foie (Nonogaki ef al.,

1995 ; Yudkin ef al., 2000).

Dans la population que nous avons étudi€e, les taux plasmatiques de HDL-cholestérol

et d’apolipoprotéine B ne sont pas influencés par la présence de I’allele muté CYP2C19*2.

L ‘ensemble de ces données laisse suggérer que les individus porteurs de la mutation
CYP2C19*2 sont des « métaboliseurs lents » vis-a-vis de l’acide arachidonique, I’exces
d’acides gras étant corrélé a un risque de réaction inflammatoire. L.’augmentation des taux
d’IL-6 sont corrélés positivement a une hypertriglycéridémie, tous les deux associés au risque
d’athérosclérose. L’acide arachidonique étant présent dans les graisses d’origines animales,
un régime composé d’acides gras oméga-3 pourrait empécher 1’augmentation des

concentrations circulantes de triglycérides et d’interleukine-6.

En conclusion, ces résultats nous ont montré que le polymorphisme CYP2C19*2 ne

modifie pas les pressions sanguines systoliques et diastoliques. En revanche, la présence de
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I’allele muté CYP2C19*2 modifie les taux plasmatiques de différents marqueurs de la
réaction inflammatoire notamment les concentrations d’IL-6 et de leucocytes mais également
de certains parameétres lipidiques tels que les triglycérides. Toutes ces données laissent a
penser que méme si le polymorphisme CYP2C19*2 n’a pas d’effet direct sur la pathologie
variqueuse, il joue un role important dans le développement de la réaction inflammatoire
observée dans cette pathologie mais également dans d’autres pathologies cardiovasculaires
telles que 1’athérosclérose. La présence de différentes corrélations entre le polymorphisme
CYP2C19*2 et certains facteurs inflammatoires suggerent que CYP2C19 pourrait étre un

nouveau geéne candidat dans ces maladies cardiovasculaires.
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CONCLUSION GENERALE
ET PERSPECTIVES.

Au cours de ces travaux, nous avons caractérisé le profil d’expression des cytochromes
P450 dans des tissus de veines saphénes humaines et dans des cellules vasculaires : les
cellules endothéliales et musculaire lisses et nous avons montré que I’expression de certaines
isoformes de cytochromes P450 pouvaient étre modifiées dans la pathologie variqueuse et

sous I’influence de molécules hypocholestérolémiantes : les statines.

Dans les veines sapheénes humaines, nous avons montré que |’expression des
cytochromes P450 1B1, 2C, 2E1, 2J2, 3AS étaient augmentés dans les échantillons variqueux.
Cette augmentation pourrait étre due a ’augmentation du volume des cellules musculaires
lisses observé dans les échantillons de veines variqueuses. Nous avons étudié la relation entre
le volume des cellules musculaires lisses et le taux des cytochromes P450 mais aucune
corrélation n’a été constatée entre ’augmentation du volume des cellules musculaires lisses et
celle des cytochromes P450. 11 semble donc plus probable que les modifications d’expression
de ces cytochromes P450 soient dues aux changements qui se produisent dans la pathologie
variqueuse. En effet, le stress mécanique (Fisslthaler et al., 2001), les conditions hypoxiques
(Zhu et al., 2000 ; Bylund ef al., 1998) et inflammatoires (Morgan, 2001) peuvent influencer
I’expression des cytochromes P450. Ces premiers résultats ouvrent 1’hypotheése que la
modification de l’expression des enzymes impliquées dans le métabolisme de I’acide
arachidonique telles que les cytochromes P450 ait pour conséquence une modification de la
production de métabolites vaso-actifs tels que les acides epoxyeicosatrienoiques (EETs) ou les
acides hydroxyeicosatetraénoiques (HETEs). L’augmentation des cytochromes P450 et donc
des métabolites vaso-actifs contribuerait il a la dérégulation de 1’homéostasie vasculaire et
aggraverait la pathologie variqueuse ? La production de métabolites vaso-actifs dans les
organes vasculaires ainsi que leur role dans la régulation du tonus vasculaire est bien

documenté mais la variation de leur production dans des maladies cardiovasculaires reste
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encore peu étudiée. Quelques études décrivent leur implication dans I’athérosclérose mais peu
de choses sont connues concernant leur réle dans la pathologie variqueuse. Cet aspect
meériterait pourtant une plus grande attention car la dérégulation du tonus vasculaire reste un

grand point important de la pathologie variqueuse .

L’autre question que suggére ces résultats concerne la régulation possible de ces
cytochromes P450 par certains composés utilisés en pathologie cardiovasculaire. En effet, la
régulation des cytochromes P450 a largement été explorée dans le foie mais commence

seulement a étre explorée dans les tissus vasculaires et notamment les cellules endothéliales.

Il serait intéressant de connaitre la régulation des cytochromes P450 dans les cellules
endothéliales afin de pouvoir envisager I'utilisation de certaines molécules afin de traiter ou
au moins d’enrayer en partie, 1’évolution de la pathologie variqueuse. Dans cette étude, nous
avons ¢tudié¢ la localisation précise de différents cytochromes P450 dans les cellules
endothéliales et musculaires lisses. Cette localisation, nous a permis de réaliser quelques
études de régulation. Pour cela, nous avons utilisé les statines qui sont des molécules
hypocholestérolémiantes possédant de nombreux effets pléiotropiques. Depuis quelques
années, ces différentes propriétés se sont avérées bénéfiques dans les maladies

cardiovasculaires telles que 1’athérosclérose, dans lesquelles I’endothélium est tres impliqué.

Dans ce travail, nous avons montré que certaines statines notamment la lovastatine et
I’atorvastatine jouaient un réle dans la régulation des cytochromes P450 2C, 2J2 et 3AS dans
les cellules endothéliales. Ces résultats préliminaires laissent suggérer que les statines
pourraient moduler aussi le tonus vasculaire, cela par leur effet sur la régulation des
cytochromes P450. En effet, il a ¢été démontré que chez des patients atteints
d’hypercholestérolémie sévére, les statines améliorent les propriétés vasodilatatrices de
I’endothélium. Toutefois, pour tenter d’expliquer ces effets, les chercheurs se sont intéressé a
la modulation de la production du monoxyde d’azote, médiateur clé du tonus vasculaire
(Hernandez-Perera et al., 1998), cependant, il semble que les métabolites vaso-actifs produits
par les cytochromes P450 soient tout aussi importants dans cette régulation, il serait alors
logique de s’intéresser également a ’effet des statines sur la production de ces molécules

vaso-actives.
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Enfin, nous avons également eu I’opportunité, dans le cadre d’une collaboration avec
la société Roche Diagnostics, d’étudier les effets du polymorphisme des cytochromes P450 de
la famille 2C sur le tonus vasculaire et la réaction inflammatoire. Cette étude nous a permis de
montrer qu’il n’y avait pas de relation entre la présence d’une protéine CYP2C19 mutée
inactive et une augmentation de la tension artérielle. Par contre, nous avons constaté une forte
corrélation entre la présence de la protéine CYP2C19 mutée et certains parametres
inflammatoires tels que l'interleukine-6, le TNF-a, la CRP et le taux de leucocytes. Ces
résultats laissent a penser que les polymorphismes des cytochromes P450 jouent aussi un role

dans la réaction inflammatoire observée dans certaines maladies cardiovasculaires.

Pris dans son ensemble, ce travail a permis de montrer que la pathologie variqueuse
faisait varier 1’expression de certaines isoformes de cytochromes P450. Par ailleurs,
I’expression de ces cytochromes P450 exprimés dans les cellules vasculaires pouvaient étre
modulée par certaines molécules hypocholestérolémiantes : les statines. Enfin, les
polymorphismes des cytochromes P450 peuvent également intervenir dans la pathologie
vasculaire a composante inflammatoire. Ces résultats posent alors la question de la
modulation de la production des molécules vaso-actives dans la pathologie variqueuse et d’un
éventuel traitement de cette pathologie par les molécules inhibitrices de "HMGCoA réductase

ou par des inhibiteurs de cytochromes P450.
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