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IIII. . . . AVANTAVANTAVANTAVANT----PROPOSPROPOSPROPOSPROPOS    

    

Comme tous les êtres vivants l’Homme est exposé en permanence 

directement ou indirectement à un grand nombre de composés exogènes 

d’origines diverses, rassemblé sous le terme de xénobiotiques. Parmi ces 

molécules, il existe des xénobiotiques naturels, d’origine alimentaire 

(flavonoïdes, caroténoïdes, toxines végétales et animales, additifs 

alimentaires) et des xénobiotiques de synthèse qui peuvent être chimiques 

(médicaments, pesticides, solvants, pesticides, herbicides, dérivés de 

combustibles domestiques et industriels, hydrocarbures...), géologiques 

(volcans, radioactivité naturelle, eaux riches en minéraux, charbon...) ou 

néoformés (produits de grillades, huiles chauffées, nitrosamines des 

charcuteries) (Bories et Pascal, 1996). 

Ces composés sont absorbés au niveau du tractus gastro-intestinal, des 

voies respiratoire et cutané puis ils sont métabolisés par des systèmes 

enzymatiques spécifiques qui permettront leur élimination par voie urinaire ou 

biliaire. Ces réactions enzymatiques peuvent générer des composés plus 

réactifs et plus toxiques que les produits de départ, provoquant des 

perturbations cellulaires, capables d’induire des mutations à l’origine de la 

formation de tumeurs. Toutefois, certains xénobiotiques présentent des 

propriétés anti-cancérogènes ; c’est le cas de certains microconstituants 

alimentaires (flavonoïdes, caroténoïdes) capables de moduler l’activité des 

enzymes du métabolisme des xénobiotiques (ou EMX) impliquées dans la 

bioactivation des cancérogènes de type Aflatoxine B1, mycotoxine 

responsable de cancers du foie (Canivenc-Lavier et al., 1996 ; Manson et al., 
1997 ; Gradelet et al., 1997).  

Les xénobiotiques ont pour tendance naturelle à s’accumuler dans les 

phases lipidiques des membranes cellulaires. Ces molécules pourraient donc 

entraîner une mort inéluctable des organismes si ceux-ci ne s’étaient dotés, 

au cours de l’évolution, de systèmes enzymatiques puissants permettant la 

détoxication d’une partie de ces composés (Parkinson, 1996).  

La biotransformation des xénobiotiques ou processus de détoxication, 

d’élimination des composés exogènes est assurée par des systèmes 

enzymatiques dits de « biotransformation » présents dans la plupart des 

organismes vivants. Ce processus se déroule selon trois phases, réaction de 

phase I dite de fonctionnalisation, réaction de phase II dite de conjugaison et 

réaction de phase III dite de transport ou d’élimination (Figure 1). 
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Figure 1Figure 1Figure 1Figure 1 : Activités des enzymes de biotransformation au sein de la cellule. 

 

Les enzymes de phase ILes enzymes de phase ILes enzymes de phase ILes enzymes de phase I    

Les réactions de phase I, dites de fonctionnalisation, permettent 

l’introduction d’un groupement fonctionnel qui a pour rôle de rendre la 

molécule plus polaire, plus hydrophile. Les enzymes de la superfamille des 

cytochromes P450 réalisent à eux seuls environ 90% de ces réactions 

(Oestreicher et al., 1999). Les réactions de phase I comportent non seulement 

des réactions d’hydroxylation, de N-oxydation et de S-oxydation où 

l’oxydation est évidente car il y a eu addition d’un atome d’oxygène, mais 

également des réactions de N-, S- et O-déalkylation, où la fixation d’un 

atome d’oxygène n’a été qu’une étape intermédiaire et n’apparaît pas dans le 

produit final et des réactions d’hydrolyse (Rendic, 2002) (Tableau 1). 

L’introduction d’une fonction chimique supplémentaire produit généralement 

des métabolites de polarité supérieure pouvant être directement éliminés dans 

la bile ou l’urine, ou être transformés par des enzymes de phase II. 
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Tableau 1Tableau 1Tableau 1Tableau 1. Réactions de biotransformation de phase I.    

TYPE DE REACTIONTYPE DE REACTIONTYPE DE REACTIONTYPE DE REACTION    ENZYMEENZYMEENZYMEENZYME    SUBSTRATSSUBSTRATSSUBSTRATSSUBSTRATS    

OxydationOxydationOxydationOxydation    Monooxygénase 

Cytochrome P450 

Xénobiotiques  

Composés endogènes 

 Alcool 

déshydrogénase 

Alcools 

 Aldéhyde 

déshydrogénase 

Aldéhydes 

 Flavine 

Monooxygénase 

Amines tertiaires 

 Monoamine oxydase Amines 

RéductionRéductionRéductionRéduction    Cytochrome P450 Xénobiotiques 

Composés endogènes 

 Alcool 

déshydrogénase 

Aldéhydes, cétones 

 Carbonyl réductase Aldéhydes, cétones 

HydrolyseHydrolyseHydrolyseHydrolyse    Estérase Esters 

 Peptidase Peptides 

 Epoxyde hydrolase Benzo(a)pyrène 

 

Les monooxygènases à cytochrome P450 sont essentielles pour 

effectuer des biotransformation de substances physiologiques (stéroïdes, 

acides biliaires, vitamine D, acides gras, prostaglandines, leucotriènes, 

rétinoïdes, amines biogènes...), aussi bien que celles de très nombreux 

médicaments et toxiques naturels (végétaux par exemple) ou de synthèse 

(Tableau 2). Dans le système monooxygènase, la variété des propriétés 

catalytiques provient de la variété de la partie protéique du cytochrome P450. 

Selon le degré d’homologie entre les séquences primaires des acides aminés 

constitutifs, les cytochromes P450 ont été répartis en familles et sous-

familles. 
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Tableau 2Tableau 2Tableau 2Tableau 2. Exemples de substrats des principales sous-familles des CYPs 

chez l’homme.    

CYPsCYPsCYPsCYPs    SUBSTRATSSUBSTRATSSUBSTRATSSUBSTRATS 

CYP1A1CYP1A1CYP1A1CYP1A1    Benzo(a)pyrène, autres hydrocarbures polycycliques 

aromatiques 

CYP1A2CYP1A2CYP1A2CYP1A2    Phénacétine, aflatoxine B1, caféine, arylamines 

hétérocycliques, théophylline, acétaminophène, imidazole, 

imidazoquinoline, aminofluorène, chlorzoxazone 

CYP2A6CYP2A6CYP2A6CYP2A6    Coumarine 

CYP2B6CYP2B6CYP2B6CYP2B6    Coumarine 

CYP2C9CYP2C9CYP2C9CYP2C9    Méphénytoïne 

CYP2D6CYP2D6CYP2D6CYP2D6    Débrisoquine 

CYP2E1CYP2E1CYP2E1CYP2E1    Alcool, acétones, nitrosodiméthylamines, chloroforme, 

styrène, acétonitrile, chlorzoxazone, acétaminophène, 

tétrachlorure de carbone, vinyles 

CYP3A4/5CYP3A4/5CYP3A4/5CYP3A4/5    Nifédipine, aflatoxine B1, cyclosporine, testotérone, 

éthinylestradiol, rifampicine, érythromycine, lovastatine, 

midazolam 

CYP4ACYP4ACYP4ACYP4A11/2211/2211/2211/22    Acides gras (oxydation et hydroxylation) 

CYP4B1CYP4B1CYP4B1CYP4B1    Testostérone, coumarine 

 

Les CYPs appartenant à une même famille possèdent plus de 40% 

d’homologie de séquence. A l’interieur d’une même sous-famille, l’homologie 

de séquence en acides aminés est supérieure à 55%. Généralement, tous les 

gènes répertoriés comme appartenant à une même sous-famille sont groupés 

sur un même chromosome (ou cluster de gènes). 
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Chez les mamifères et particulièrement chez l’homme, 4 familles sont 

importantes pour le métabolisme, surtout hépatique, des médicaments.  

 

Il s’agit des familles et sous-familles suivantes : 

• Sous-famille 1A ; 

• Sous-famille 2A, 2B, 2C, 2D, 2E ; 

• Sous-famille 3A ; 

• Sous-famille 4A. 

 

Les enzymes de phase IILes enzymes de phase IILes enzymes de phase IILes enzymes de phase II    

Les réactions de phase II ou de conjugaison sont des réactions qui 

conduisent à un produit plus hydrosoluble, peu ou pas actif, éliminé dans 

l’urine ou dans la bile. Elles sont classées en fonction du cofacteur nécessaire 

et de son état d’activiation. En effect, de l’énergie est nécessaire pour les 

réactions de phase II. Tous les cofacteurs ou accepteurs ont un poids 

moléculaire relativement élevé, ils sont généralement hydrophiles. Ils sont en 

nombre limité. 

Les enzymes de phase II, surtout représentées par des transférases, 

catalysent la conjugaison à une molécule endogène (acide glucuronique, 

glutathion, ions sulfate et acétate, groupement méthyl et glycine) des 

xénobiotiques ou de leur(s) métabolite(s) préalablement produit(s) par un 

processus de phase I. Les produits gagnent ainsi en hydrosolubilité, facilitant 

leur élimination (Tableau 3).  
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Tableau 3Tableau 3Tableau 3Tableau 3. Réactions de biotransformation de phase II.    

REACTIONSREACTIONSREACTIONSREACTIONS    ENZYMEENZYMEENZYMEENZYME    TYPE DE SUBSTRATSTYPE DE SUBSTRATSTYPE DE SUBSTRATSTYPE DE SUBSTRATS    

GlucuronoconjugaisonGlucuronoconjugaisonGlucuronoconjugaisonGlucuronoconjugaison    UDP glucuronyl 

transférase 

Phénols, thiols, amines, 

acides 

SulfoconjugaisonSulfoconjugaisonSulfoconjugaisonSulfoconjugaison    Sulfotransférase Phénols, thiols, amines 

MercaptoconjugaisonMercaptoconjugaisonMercaptoconjugaisonMercaptoconjugaison    Glutathion S transférase Tout substrat électrophile 

MéthylationMéthylationMéthylationMéthylation    Méthyltransférase (O, N, 

S) 

Phénols, amines, thiols 

AcétylationAcétylationAcétylationAcétylation    N-acétyltransférase Amines 

ConjugaisonConjugaisonConjugaisonConjugaison    Aminoacyltransférase Acides carboxyliques 

 

Les phases I et II du métabolisme ne peuvent être considérées 

isolément, elles fonctionnent de façon séquentielle. De plus, un même toxique 

peut être métabolisé par plusieurs voies. 

 

Les protéines de phase III dites « protéines de tranLes protéines de phase III dites « protéines de tranLes protéines de phase III dites « protéines de tranLes protéines de phase III dites « protéines de transport »sport »sport »sport »        

Les transporteurs de phase III permettent l’élimination hors de la cellule 

des conjugués hydrophiles. Ils sont composés de transporteurs membranaires 

dont le rôle est de réaliser le transport actif hors de la cellule, des 

xénobiotiques ou de leurs métabolites conjugués rendus hydrophiles (Gerloff, 

2004). Ces transporteurs membranaires peuvent se situer sur la face apicale 

ou basolatérale de la cellule et ainsi éliminer les composés conjugués dans le 

sang, dans la lumière intestinale, dans la bile ou dans l’urine. 

Les principales protéines de transport sont les protéines ABC (ATP-

Binding Cassette). La glycoprotéine-P (Pg-P) ou ABCC1, codée par le gène 

ABCC1 est le transporteur membranaire le mieux connu jusqu’ici et semblerait 

important pour la disponibilité des xénobiotiques chez l’Homme (Tableau 4).    
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Tableau 4Tableau 4Tableau 4Tableau 4. Protéines de phase III dites protéines de transport. 

FAMILLEFAMILLEFAMILLEFAMILLE    MEMBRESMEMBRESMEMBRESMEMBRES    FONCTIONFONCTIONFONCTIONFONCTION    

ABCAABCAABCAABCA    ABCA1 (ABC1) Transport du cholestérol 

    ABCA2 (ABC2) Résistance aux médicaments 

    ABCA3  Secrétion du surfactant 

ABCBABCBABCBABCB    ABCB1 (MDR1, P-gp) Résistance aux médicaments, 

     Excrétion de médicaments et xénobiotiques 

ABCCABCCABCCABCC    ABCC1, 3 (MRP1, 3) Résistance aux médicaments 

    ABCC2 (MRP2) Efflux hépatique d’anions organiques 

conjugués 

    ABCC4, 5 (MRP4, 5) Transport de nucléosides 

    ABCC6 (MRP6) Inconnu 

    ABCC7 (CFTR) Transport des chlorures 

ABCGABCGABCGABCG    ABCG2 (ABCP, MXR, BCRP) Résistance aux médicaments, 

  Efflux de toxines et xénobiotiques 

 ABCG8 Transport des stérols 

 

D’autre part, les transporteurs de solutés ou « solute carrier » (SLC) 

fonctionnent de façon passive. Ils doivent en effet subir un changement de 

conformation global pour permettre la translocation des substrats mais 

cependant, ils n’utilisent pas d’énergie puisque le changement de conformation 

obéit aussi à la loi de l’énergie minimale. 

Sur le plan fonctionnel, on connaît jusqu’à maintenant quatre sous-

groupes de protéines SLC (voir figure 2) : (1) les uniporteurs qui favorisent le 

mouvement d’un seul subtrat à la fois, (2) les symporteurs ou cotransporteurs 

qui favorisent le mouvement d’au moins deux substrats dans la même 

direction, (3) les antiporteurs ou échangeurs qui favorisent le mouvement de 

deux substrats mais dans des directions opposées et (4) les transporteurs 

mixtes qui sont à la fois des symports et des antiports.  
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FigureFigureFigureFigure 2 2 2 2. Les différents types de transporteurs exprimés dans la cellule. (Tiré 

de Hediger et al., 2004). 

 

En 1989, le projet « Human Genome Organisation » (HUGO) a permis d’établir 

une liste et une nomenclature des gènes qui appartiennent au génome humain 

(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/). Grâce à ce projet, plusieurs 

familles de protéines ont été identifiées dont les SLC qui ont été classées en 

46 superfamilles de protéines comprenant un total de 298 gènes soit environ 

1% des gènes des chromosomes humains (Tableau 5) (Reuss, 1983 ; Hediger 

et al., 2004). 
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TableauTableauTableauTableau 5 5 5 5. Nomenclature des familles SLC « solute carrier » proposée par l’HUGO 

« Human Genome Organization ». 

FamilFamilFamilFamillelelele     nnnn    FamilleFamilleFamilleFamille     nnnn 

SLC1SLC1SLC1SLC1    The high-affinity glutamate 

and neutral amino acid 

transporter family 

7 SLC26SLC26SLC26SLC26    The multifunctional 

anion exchanger family 

10 

SLC2SLC2SLC2SLC2    The facilitative GLUT 

transporter family 

14 SLC27SLC27SLC27SLC27    The fatty acid transport 

protein family 

6 

SLC3SLC3SLC3SLC3    The heavy subunits of the 

heteromeric amino acid 

transporters 

2 SLC28SLC28SLC28SLC28    The Na+-coupled 

nucleoside transport 

family 

3 

SLC4SLC4SLC4SLC4    The bicarbonate transporter 

family 

10 SLC29SLC29SLC29SLC29    The facilitative 

nucleoside transporter 

family 

4 

SLC5SLC5SLC5SLC5    The sodium glucose 

cotransporter family 

8 SLC30SLC30SLC30SLC30    The zinc efflux family 9 

SLC6SLC6SLC6SLC6    The sodium- and chloride-

dependent neurotransmitter 

transporter family 

16 SLC31SLC31SLC31SLC31    The copper transporter 

family 

2 

SLC7SLC7SLC7SLC7    The cationic amino acid 

transporter/glycoprotein- 

associated amino-acid 

transporter family 

14 SLC32SLC32SLC32SLC32    The vesicular inhibitory 

amino acid transporter 

family 

SLC8SLC8SLC8SLC8    The Na+/Ca2+ exchanger 

family 

3 SLC33SLC33SLC33SLC33    The acetyl-CoA 

transporter family 

1 

SLC9SLC9SLC9SLC9    The Na+/H+ exchanger 

family 

SLC34SLC34SLC34SLC34    The type-II Na+-

phosphate 

cotransporter family 

3 

SLC10SLC10SLC10SLC10    The sodium bile salt 

cotransport family 

6 SLC35SLC35SLC35SLC35    The nucleoside-sugar 

transporter family 

17 

SLC11SLC11SLC11SLC11    The proton coupled metal ion 

transporter family 

2 SLC36SLC36SLC36SLC36    The proton-

coupled amino acid 

transporter family 

SLC12SLC12SLC12SLC12    The electroneutral cation-Cl 

cotransporter family 

9 SLC37SLC37SLC37SLC37    The sugar-

phosphate/phosphate 

exchanger family 

SLC13SLC13SLC13SLC13    The human Na+-

sulfate/carboxylate 

cotransporter family 

5 SLC38SLC38SLC38SLC38    The System A and N, 

sodium-coupled neutral 

amino acid transporter 

family 

6 

SLC14SLC14SLC14SLC14    The urea transporter family SLC39SLC39SLC39SLC39    The metal ion 

transporter family 

14 

SLC15SLC15SLC15SLC15    The proton oligopeptide 

cotransporter family 

4 SLC40SLC40SLC40SLC40    The basolateral iron 

transporter family 

1 

SLC16SLC16SLC16SLC16    The monocarboxylate 

transporter family 

14 SLC41SLC41SLC41SLC41    The MgtE-like 

magnesium transporter 

3 
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family 

SLC17SLC17SLC17SLC17    The vesicular glutamate 

transporter family 

8 SLC42SLC42SLC42SLC42    The Rh ammonium 

transporter family 

(pending) 

3 

SLC18SLC18SLC18SLC18    The vesicular amine 

transporter family 

3 SLC43SLC43SLC43SLC43    The Na+-independent, 

system-L-like amino 

acid transporter family 

2 

SLC19SLC19SLC19SLC19    The folate/thiamine 

transporter family 

3       

SLC20SLC20SLC20SLC20    The type-III Na+-phosphate 

cotransporter family 

     

SLC21/SLC21/SLC21/SLC21/    

SLCOSLCOSLCOSLCO    

The organic anion 

transporting family 

11       

SLC22SLC22SLC22SLC22    The organic 

cation/anion/zwitterion 

transporter family 

8 

     

SLC23SLC23SLC23SLC23    The Na+-dependent ascorbic 

acid transporter family 

     

SLC24SLC24SLC24SLC24    The Na+/(Ca2+-K+) 

exchanger family 

5       

SLC25SLC25SLC25SLC25    The mitochondrial carrier 

family 

27       

TotalTotalTotalTotal                    298298298298    
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Variabilité interindividuelle d’expression et d’activité des EMX et des protéines Variabilité interindividuelle d’expression et d’activité des EMX et des protéines Variabilité interindividuelle d’expression et d’activité des EMX et des protéines Variabilité interindividuelle d’expression et d’activité des EMX et des protéines 

de transport chez l’Homme de transport chez l’Homme de transport chez l’Homme de transport chez l’Homme     

Tous les tissus humains peuvent produire des EMX et des protéines de 

transport. Les P450 sont principalement exprimés dans le foie, mais ils sont 

présents dans de nombreux organes et tissus. Certains P450 sont 

exclusivement exprimés dans des tissus extra-hépatiques, c’est le cas par 

exemple du CYP2F1 qui est sélectivement exprimé dans le poumon. Les 

enzymes de phase II ainsi que les protéines de transport dites de phase III ont 

été principalement décrits comme étant exprimés dans le foie. L’expression 

et/ou l’activité des EMX est/sont sous le contrôle de différents facteurs dont 

des facteurs non génétiques et des facteurs génétiques. 

 

Variations d’expression d’ordre non génétiqueVariations d’expression d’ordre non génétiqueVariations d’expression d’ordre non génétiqueVariations d’expression d’ordre non génétique    

D’une manière générale, le profil d’expression des EMX varie d’un tissu 

à l’autre qualitativement et quantitativement. De façon physiologique, le 

métabolisme des xénobiotiques évolue constamment au cours de la vie. De 

plus, certains états pathologiques peuvent être à l’origine de variations 

d’expression des EMX, comme l’insuffisance hépatique, les infections ou 

l’inflammation, qui en général diminuent leur activité métabolique globale 

(Tamasi et al., 2000).  

L'expression et l’activité des EMX peuvent également être modifiées de 

façon importante par l'exposition à certains composés chimiques 

environnementaux ou à des facteurs endogènes (hormones et cytokines). 

L’expression des EMX peut être induite, l’exemple du CYP1A2 induit par la 

fumée de tabac est caractéristique. L’expression des EMX peut aussi être 

inhibée par des xénobiotiques de façon réversible ou irréversible (Tableau 6). 

C’est un phénomène rapide. Un exemple particulièrement bien documenté est 

celui de l’inhibition des CYP3A par des constituants du jus de pamplemousse. 

Ce mécanisme est à l’origine d’interactions médicamenteuses (Michaud et 

Turgeon, 2003). 
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Tableau 6Tableau 6Tableau 6Tableau 6. Exemples d’inducteurs et d’inhibiteurs de certains cytochromes 

P450. 

Cytochromes P450Cytochromes P450Cytochromes P450Cytochromes P450    InducteursInducteursInducteursInducteurs    InhibiteursInhibiteursInhibiteursInhibiteurs    

CYP1A2CYP1A2CYP1A2CYP1A2    Brocolis 

Choux de Bruxelles 

Tabac 

Omeprazole 

Insuline 

Amiodarone 

Cimétidine 

Fluvoxamine 

Interféron 

CYP2B6CYP2B6CYP2B6CYP2B6    Phénobarbital Ticlopidine 

CYP2C8CYP2C8CYP2C8CYP2C8    Rifampicine Trimethoprime 

CYP2C19CYP2C19CYP2C19CYP2C19    Carbamazépine 

Prednisone 

Rifampicine 

 

Chloramphénicol 

Cimetidine 

Fluoxétine 

Fluvoxamine 

Kétaconazole 

CYP2C9CYP2C9CYP2C9CYP2C9    Rifampicine Amiodarone 

Fluconazole  

Isoniazide 

CYP2D6CYP2D6CYP2D6CYP2D6    Dexmethasone 

Rifampicine 

 

Paroxétine 

Quinidine 

Methadone 

Cocaïne 

CYP3CYP3CYP3CYP3A4, 5, 7A4, 5, 7A4, 5, 7A4, 5, 7    Barbituriques 

Carbamazépine 

Corticoïdes 

Antirétroviraux 

Cimétidine 

Jus de pamplemousse 

Norfluoxétine 

Fluvoxamine 
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Mécanismes moléculairesMécanismes moléculairesMécanismes moléculairesMécanismes moléculaires    

 Comme pour toutes les protéines de l’organisme, la qualité et la quantité 

des enzymes qui catalysent les réactions de biotransformation des 

xénobiotiques dépendent essentiellement de l’information portée par les gènes 

qui les codent. Ainsi des mutations affectant la séquence des gènes codant 

pour les enzymes du métabolisme ou les transporteurs des xénobiotiques 

(EMX) peuvent être à l’origine de la synthèse d’une protéine présentant une 

activité fonctionnelle réduite, augmentée ou nulle (Figure 3). 

 

 

 

Figure 3Figure 3Figure 3Figure 3. Bases moléculaires de la variation d’expression en fonction du 

génotype. (D’après Allorge et Loriot, 2004 ; Ingelmann-Sundberg, 1999). 

 

 Les allèles non fonctionnels d’un gène peuvent être le résultat de 

macrolésions, comme une délétion complète du gène, ou de microlésions, 

c’est-à-dire de mutations ponctuelles entraînant un décalage du cadre de 

lecture ou frameshift, un codon stop ou un défaut d’épissage. D’autres allèles, 

porteurs de mutations faux-sens, ont pour conséquence une diminution ou une 

modification de l’activité fonctionnelle par altération de la structure 

tridimensionnelle de la protéine et de son site actif ou par modification de sa 

spécificité de substrat (Johansson et al., 1994). Enfin, la présence de deux (ou 

plus de deux) copies du gène sur un même allèle est également possible ; elle 

génère un phénotype ultra-rapide. A titre d’exemple des allèles portant deux, 

trois, quatre, cinq, et même treize copies du CYP2D6 ont été rapportés 

(Ingelman-Sundberg, 1997).  
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La fréquence et le nombre de mutations décrites varient beaucoup d’une 

enzyme à l’autre. De plus, pour une même enzyme, la fréquence des 

polymorphismes génétiques peut varier selon les origines ethniques (Dorne et 
al., 2002 ; Bradford, 2002). Par exemple pour le CYP2D6, l’allèle CYP2D6*4 

représente 12 à 21 % des allèles mutants déficitaires dans la population 

caucasienne contre seulement 1 % de la population asiatique ou 2 % dans la 

population noire-américaine (Ingelman-Sundberg et al., 1999). 
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Le programme de recherche de l’Equipe d’Accueil 4483, Impact de Impact de Impact de Impact de 

l'environnement chimique sur la santé humainel'environnement chimique sur la santé humainel'environnement chimique sur la santé humainel'environnement chimique sur la santé humaine a pour objectif de mieux 

comprendre et par conséquent, mieux prévoir et mieux prévenir, l’impact de 

l’environnement chimique sur la santé humaine, dont les conséquences 

médicales, sociales et économiques posent en particulier dans notre région, un 

véritable problème de santé publique et constituent une préoccupation 

majeure des pouvoirs publics, des acteurs de santé et des industriels de 

nombreux secteurs professionnels. 

 

L’un des axes de recherche de l’EA 4483 porte sur l’étude des 

mécanismes moléculaires à l’origine des différences de susceptibilité et de 

réponse des individus à leur environnement chimique, en recherchant et 

analysant les conséquences d’anomalies de gènes, dont le rôle dans la défense 

et l’adaptation de l’organisme à son environnement chimique est fondamental. 

Ces gènes codent pour des protéines responsables du transport et de 

l’activation ou la détoxication métabolique d’une multitude de composés 

chimiques environnementaux. Ces enzymes métabolisent non seulement de 

nombreux xénobiotiques mais également une grande variété de substances 

endogènes, tels que des acides gras, des acides biliaires, des stéroïdes, des 

prostaglandines ou des vitamines (Nelson et al., 1996 ; Nebert et al., 2002).  

 

Les travaux de recherche réalisés au cours de ma thèse s’inscrivent 

dans ce projet d’équipe. Nous nous sommes en particulier intéressés à 

l’identification et à la caractérisation du polymorphisme génétique de deux 

isoenzymes appartenant à la superfamille des cytochromes P450, impliquées 

dans le métabolisme principalement endogène, les CYP4A11 et CYP4A22 

(ArticleArticleArticleArticlessss 1 et 2 1 et 2 1 et 2 1 et 2). Les CYP4As interviennent dans la formation de métabolites 

vaso-actifs à partir de l’acide arachidonique comme l’acide 20-

hydroxyeicosatétraénoïque (20-HETE). Des travaux récents suggèrent que 

des anomalies génétiques de ces enzymes pourraient constituer un facteur de 

susceptibilité à l’hypertension artérielle essentielle (HTA). 

 

Nous nous sommes également intéressés à l’identification du 

polymorphisme génétique d’une enzyme de phase II, la Glycine N-

acyltransférase (GLYAT), impliquée dans le métabolisme de certains 

xénobiotiques (Article 3Article 3Article 3Article 3). Cette enzyme participe à la détoxication de 

xénobiotiques possédant un groupement carboxylique (comme l’aspirine, 

certains pesticides ou le toluène) via la conjugaison avec la glycine. 

 

Parallélement, nous avons également participés à d’autres travaux de 

recherche menés au sein du laboratoire notamment sur l’isoforme CYP2U1, 
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impliquée également dans le métabolisme de l’acide arachidonique (Article 4Article 4Article 4Article 4) 

ou sur les miARNs (MicroARN-155 et MicroARN-199a) et leurs implications 

dans le développement de la fibrose idiopathique pulmonaire (Article 5Article 5Article 5Article 5). 

 

Les résultats obtenus au cours de ma thèse, ont ainsi permis d’étudier le 

caractère hautement polymorphe de ces gènes, d’identifier et de caractériser 

de nouvelles variations de séquences, de mettre en évidence l’existence d’une 

variabilité interethnique du polymorphisme génétique et d’initier les analyses 

fonctionnelles des mutations candidates qui pourraient avoir un impact sur 

l’expression et/ou l’activité catalytique de ces enzymes.  
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IIIIIIII. IDENTIFICATION ET . IDENTIFICATION ET . IDENTIFICATION ET . IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DU CARACTERISATION DU CARACTERISATION DU CARACTERISATION DU 

POLYMORPHISME GENETIPOLYMORPHISME GENETIPOLYMORPHISME GENETIPOLYMORPHISME GENETIQUE DES CYTOCHROMES QUE DES CYTOCHROMES QUE DES CYTOCHROMES QUE DES CYTOCHROMES P450 4A11 P450 4A11 P450 4A11 P450 4A11 

ET 4A22, GENES CANDIET 4A22, GENES CANDIET 4A22, GENES CANDIET 4A22, GENES CANDIDATS DE L’HYPERTENSIDATS DE L’HYPERTENSIDATS DE L’HYPERTENSIDATS DE L’HYPERTENSION ARTERIELLE ON ARTERIELLE ON ARTERIELLE ON ARTERIELLE 

ESSENTIELLEESSENTIELLEESSENTIELLEESSENTIELLE    
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IIIIIIII.1 .1 .1 .1 GENERALITESGENERALITESGENERALITESGENERALITES    

    

II.1.1 StructureII.1.1 StructureII.1.1 StructureII.1.1 Structure et métabolisme d et métabolisme d et métabolisme d et métabolisme des eicosanoïdeses eicosanoïdeses eicosanoïdeses eicosanoïdes    

La découverte des prostaglandines par Von Euler (1937) et leur 

identification chimique par Bergström and Sjövall (1960) ont abouti à la 

découverte de toute une cascade de nouveaux médiateurs humoraux. Il s’agit 

de métabolites d’acides gras polyinsaturés, en particulier de l’acide 

arachidonique, appelés en général «eicosanoïdes», Figure 4.  

 

COOH
 

Figure 4Figure 4Figure 4Figure 4.... Structure de l’acide arachidonique ou acide eicosatétraénoïque. 

 

L’importance des eicosanoïdes est soulignée par le fait qu’ils sont 

synthétisés dans la plupart des tissus et des organes et possèdent des 

propriétés biologiques multiples et puissantes (Ullrich et al., 2001). La 

biosynthèse des différents eicosanoïdes dépend surtout des différentes voies 

enzymatiques dont les découvertes successives au cours des 40 dernières 

années ont permis de préciser leur rôle physiologique et ont ouvert le champ 

aux interventions pharmacologiques. 

La première enzyme décrite a été la « prostaglandine synthase » 

identifiée comme une cyclooxygénase (COX) (Bergström et al., 1964 ; 

Hamberg et Samuelsson, 1967). En 1971, Vane, Ferreira et al., ainsi que 

Smith and Willis ont montré que l’aspirine et les autres médicaments anti-

inflammatoires non stéroïdiens inhibent la synthèse des prostaglandines, ce 

qui serait à la base de leur mécanisme d’action.  

Au cours des années 1976-1980, une nouvelle voie enzymatique du 

métabolisme de l’acide arachidonique a été décrite, celle de la lipoxygénase 

(LOX) aboutissant à la formation des HETEs (5-,8-,12-,15- acides 

hydroxyeicosatétra énoïques), des leucotriènes et des lipoxines.  
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Le progrès ne s’arrêtait pas là, car une troisième voie enzymatique, 

celle des monooxygénases « cytochromes P450-dépendantes » (CYP) a été 

décrite à partir des années 1980, aboutissant à la production des différents 

époxydes (EET, acides époxyeicosatriénoïques et métabolites hydroxylés) et 

des HETEs (16-,17-,18-,19-,20- acides hydroxyeicosatétraénoïques). 

Ces trois voies donnent naissance à des médiateurs locaux 

biologiquement actifs, issus d'acides gras polyinsaturés formés à partir de 

phospholipides des membranes cellulaires stimulées, Figure 5. 

 

Figure 5Figure 5Figure 5Figure 5. . . . Cascade d’activation de l’acide arachidonique par la voie des 

cyclooxygénases, des lipoxygénases et des cytochromes P450.     

 

II.1.2 II.1.2 II.1.2 II.1.2 Cascade d’activatioCascade d’activatioCascade d’activatioCascade d’activation de l’acide aracn de l’acide aracn de l’acide aracn de l’acide arachidonique par la voie des hidonique par la voie des hidonique par la voie des hidonique par la voie des cytochromes cytochromes cytochromes cytochromes 

P450.P450.P450.P450.    

L’acide arachidonique ou acide eicosatétraénoïque est un acide gras 

polyinsaturé présent surtout sous forme estérifiée au glycérol dans les 

membranes cellulaires. Il est formé par désaturation de l’acide linoléique, un 

acide gras essentiel, et dans une moindre proportion à partir des 

phospholipides (PLs) alimentaires. L’hydrolyse des PLs par des 

phospholipases induise la libération d’acide arachidonique.  

Les cytochromes P450 catalysent la formation d’acides 

époxyeicosatriénoïques (EETs) (activité époxygénase) et d’acides 

hydroxyeicosatétraénoïques (HETEs) (activité hydroxylase) (Figure 6). 
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Figure 6Figure 6Figure 6Figure 6.... Métabolisme de l’acide arachidonique par la voie des cytochromes 

P450. 

    

Les études biochimiques, enzymologiques et de la biologie moléculaire 

montrent que les isoformes CYP4A sont les ω-hydrolases des acides gras 

prédominantes dans la plupart des tissus des mammifères (Oliw, 1994 ; 

Harder et al., 1995). Les CYP4As interviennent dans le métabolisme des 

acides gras à moyennes et longues chaînes comme l'acide arachidonique, en 

donnant naissance à des métabolites vasoactifs : majoritairement l'acide 20-

hydroxyeicosatétraenoïque (20-HETE, ω-hydroxylation) (Lasker et al., 2000 ; 

Miyata and Roman, 2005). 
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Différentes études ont été réalisées sur le modèle animal 

« spontaneously hypertensive rats » (SHR). La première effectuée par 

Sacerdoti et al., 1988, et confirmée par Omata et al., 1992, montre que la 

production rénale d’acide 20-HETE est plus élevée dans le modèle SHR. Une 

étude de Iwai et al., 1995, a permis d’identifier le CYP4A2 comme gène régulé 

par la consommation de sel et a montré sa surexpression hépatique dans le 

modèle SHR. Enfin, plusieurs études ont montré que des agents inducteurs de 

l’hème oxygénase, réduisent la formation rénale de l’acide 20-HETE 

aboutissant à la prévention de l’hypertension artérielle dans le modèle animal 

SHR (Sacerdoti et al., 1989 ; Escalante et al., 1991).  

Ainsi, toutes ces observations ont conduit à l'hypothèse que des 

variations de la synthèse de l’acide 20-HETE rénale pourraient jouer un rôle 

dans le développement de l’hypertension (McGiff and Quilley, 1999). 

 

II.1.3 II.1.3 II.1.3 II.1.3 HyHyHyHypertension artérielle essentiellepertension artérielle essentiellepertension artérielle essentiellepertension artérielle essentielle et polymorphisme génétique des  et polymorphisme génétique des  et polymorphisme génétique des  et polymorphisme génétique des 

cytochromes P450cytochromes P450cytochromes P450cytochromes P450    

L'hypertension artérielle (HTA) est un trait complexe fréquent, 

responsable d'évènements cardiovasculaires morbides. Différentes études ont 

montré qu'il existe une origine mixte, environnementale et génétique à 

l'hypertension (Bonnardeaux et al., 1995 ; Lifton, 1996 ; Kearney et al., 2005). 

Plus de neuf fois sur dix, la cause exacte de l'hypertension artérielle n'est pas 

identifiée. On parle alors « d'hypertension artérielle essentielle » ou 

« primaire ».  

Plusieurs facteurs peuvent favoriser l’apparition d’une l’hypertension 

artérielle: hérédité, médicaments ou toxiques, facteurs nutritionnels ou 

environnementaux (consommation sodée, alcool, sédentarité, stress), excès 

pondéral (25% des sujets en surpoids sont hypertendus). L'Organisation 

Mondiale de la Santé a fixé des seuils de pression artérielle, en tenant compte 

à la fois des risques tensionnels et des inconvénients liés aux traitements 

(Tableau 7). Une tension est considérée comme normale si la pression 

artérielle systolique (PAS) est inférieure à 140 millimètres de mercure (mm 

Hg), et si la pression artérielle diastolique (PAD) est inférieure à 90 mm d’Hg. 

 

Tableau 7Tableau 7Tableau 7Tableau 7.... Valeurs limites des différents niveaux d'hypertension artérielle. 

    Pression systoliquePression systoliquePression systoliquePression systolique    Pression diastoliquePression diastoliquePression diastoliquePression diastolique    

HTA sévèreHTA sévèreHTA sévèreHTA sévère    > 180 mm Hg > 110 mm Hg 

HTA stade HTA stade HTA stade HTA stade 2222    > 160 mm Hg > 100 mm Hg 

HTA stade 1HTA stade 1HTA stade 1HTA stade 1    > 140 et < 159 mm Hg > 90 et < 99 mm Hg 

Pré HTAPré HTAPré HTAPré HTA    > 120 et < 139 mm Hg > 80 et < 89 mm Hg 

 



38 
 

En 2000, on estime à environ 26,4% la proportion de sujets hypertendus 

(26,6% des hommes et 26,1% des femmes) et le chiffre de 29,2% devrait être 

atteint d'ici 2025 (29% des hommes et 29,5% des femmes). Parmi les 972 

millions d’adultes hypertendus, 333 millions (34,3%), proviennent des pays 

développés, et 639 millions (65,7%), sont issus des pays en voie de 

développement. Le nombre d'adultes hypertendus d'ici 2025 pourrait 

augmenter de 60% et atteindre 1,56 milliard (Kearney et al., 2005). 

L'hypertension artérielle serait responsable d'un peu moins de 8 

millions de décès par an dans le monde et de près de 100 millions de jours 

d'invalidité. Elle serait la cause de près de la moitié des accidents vasculaires 

cérébraux et des accidents cardiaques (Lawes et al., 2008). 

En France, l'HTA toucherait 10 à 15% de la population française (8 

millions de personnes traités pour un coût de 3 milliards d'euros, 

probablement 14 millions de malades) (Mounier-Vehier et al., 2002). Les 

chiffres ont tendance à augmenter, passant de 8,6 à 10,5 millions de 

personnes traitées entre 2000 et 2006, posant ainsi un problème de santé 

publique. La prise en charge a coûté près de 2,3 milliards d'euros en 2006, 

rien que pour les médicaments antihypertenseurs.  

Le dépistage de marqueurs génétiques dans l’hypertension artérielle 

essentielle est important pour la prévision de l’évolution naturelle de cette 

affection et, éventuellement, pour la compréhension des mécanismes en 

cause. L’un des objets de cette approche est la prévention sélective, c’est à 

dire la possibilité de déceler les sujets particulièrement exposés et de 

suggérer des modifications à apporter à leur environnement en vue de 

prévenir ou de limiter l’ascension des chiffres tensionnels (Mongeau, 1987 ; 

Shih and O’Connor, 2008). 
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Les études d'association appliquent des techniques épidémiologiques 

classiques (études cas-contrôles pour les traits dichotomiques, études 

transversales de populations pour les traits continus) pour déterminer si la 

maladie ou le trait en question sont associés à un génotype, de la même façon 

qu'on examinerait le lien entre une maladie X et l'exposition Y. Alors que les 

analyses de liaison font partie des analyses d'association, toutes les études 

d'association ne sont pas forcément des études de liaison, car il n'est pas 

nécessaire d'avoir des familles. Les marqueurs les plus utilisés pour les 

analyses d'association sont les SNP. L'analyse peut se concentrer sur un ou 

plusieurs gènes candidats ou couvrir l'ensemble du génome humain 

(Genomewide association studies ­ GWAS). Le nombre de SNP que l'on peut 

mesurer simultanément grâce à des puces spécialisées a rapidement augmenté 

ces dernières années et, actuellement, un million de SNP sont analysés 

simultanément dans les études sur l'ensemble du génome 

    

Formes monoFormes monoFormes monoFormes mono---- et polygénique et polygénique et polygénique et polygéniquessss d’hypertension art d’hypertension art d’hypertension art d’hypertension artééééririririeeeellellellelle    

Les formes monogéniques d’hypertension artérielle sont caractérisées 

par des mutations à haute pénétrance (à savoir une forte probabilité de 

développer la maladie pour la personne qui porte la mutation), résultant en 

une perte ou un gain de fonction important. Des polymorphismes de certains 

gènes impliqués dans ces maladies monogéniques pourraient également jouer 

une rôle dans l'HTA essentielle (Tobin et al., 2008). Par exemple, Tobin et 

coll. ont décrit cinq polymorphismes communs dans le gène KCNJ1 (ROMK, 

canal potassique), dont chacun était associé avec une pression artérielle 

systolique d'environ 1,2-1,6 mmHg plus basse (Tobin et al., 2008). Ji et coll. 

ont montré que des mutations rares (1,6%) dans les gènes SLC12A3 (NCCT, 

Na-Cl cotransporteur), SLC12A1 (NKCC2, Na-K-2Cl cotransporteur) et 

KCNJ1 (ROMK, canal potassique) sont associées à des pressions artérielles 

plus basses dans la population générale (Ji et al., 2008). Les porteurs de ces 

mutations sont donc protégés contre l'HTA. 

Il existe à l'heure actuelle plus de 100 gènes candidats pour l'HTA 

essentielle, identifiés grâce aux études de liaison et/ou d'association chez 

l'homme ou grâce aux études expérimentales chez l'animal. Il s'agit en général 

de gènes impliqués directement ou indirectement dans la régulation 

hydrosodée (Tableau 8).  
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L'un des plus étudiés est probablement le gène ACE codant pour 

l'enzyme de conversion de l'angiotensine I. Les personnes portant le génotype 

D/D ont une concentration plasmatique d'enzyme de conversion de 

l'angiotensine deux fois plus élevée que les personnes portant un génotype I/I 

ou I/D (Rigat et al., 1990) Comme pour la grande majorité des gènes candidats 

pour l'HTA essentielle, les résultats ont été contradictoires avec certaines 

études trouvant une association (Schunkert et al., 1994) et d'autres pas 

(Berge et Berg, 1994). Les difficultés à répliquer les résultats obtenus dans 

les études de type «gènes candidats» résultent probablement de plusieurs 

facteurs :  

1) la taille d'échantillon trop petite pour détecter de faibles effets sur la 

pression artérielle ;  

2) la prise en compte insuffisante des facteurs (environnementaux) 

confondants comme la consommation en sel ;  

3) les phénotypes parfois mal caractérisés et  

4) la couverture génétique insuffisante des gènes candidats.  

 

Une étude par Eap et coll. suggère que l'association entre les gènes 

ABCB1 et CYP3A5 et la pression artérielle dépend de la consommation en sel 

des participants et illustre l'importance des interactions gène-gène et des 

interactions gène-environnement dans la pathogenèse de l'HTA essentielle 

(Eap et al., 2007)  
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TableauTableauTableauTableau    8888. Gènes candidats impliqués dans la régulation de la pression artérielle. 

Mécanisme Symbole et  nom du gène 

Système rénine- 

Angiotensione- 

aldostérone 

ACE 

AGT 

AGTR1 

AGTR2 

CYP11B1 

CYP11B2 

REN 

Angiotensin converting enzyme 

Angiotensinogen 

Angiotensin II receptor, type 1 

Angiotensin II receptor, type 2 

Cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 1 

Cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2 

Renin 

Système nerveux 

sympathique 

ADRB1 

ADRB2 

ADRB3 

DRD1 

DRD2 

DRD3 

DBH 

NPY 

NPY1R 

PNMT 

Adrenergic, beta-1-, receptor 

Adrenergic, beta-2-, receptor 

Adrenergic, beta-3-, receptor 

Dopamine receptor D1 

Dopamine receptor D2 

Dopamine receptor D3 

Dopamine beta-hydroxylase 

Neuropeptide Y 

Neuropeptide Y receptor 1 

Phenylethanolamine N-methyltransferase 

Transporteurs du 

Sodium 

SCNN1A 

SCNN1B 

SCNN1G 

SLC12A3 

SLC12A1 

Sodium channel, nonvoltage-gate 1 alpha 

Sodium channel, nonvoltage-gate 1 beta 

Sodium channel, nonvoltage-gate 1 gamma 

Solute carrier family 12, member 3, NaCl co-transporteur 

Solute carrier family 12, member 1, Na-K-2Cl co-

transporteur 

Stéroïdes HSD11B2 

NR3C2/MLR 

Hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase2 

Nuclear receptor subfamily 3, group C; mineralocorticoid 

receptor 

Peptides 

natriurétiques 

NPPB 

NPPA 

NPPC 

NPR3 

Natriuretic peptide precursor B 

Natriuretic peptide precursor A 

Natriuretic peptide precursor C 

Natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C 

Divers ABCB1 

ADD1 

ADD2 

ADD3 

CYP3A5 

GNB3 

 

EDN-1 

LPL 

NOS3 

PPARG 

ATP-binding cassette, sub-family B 

Adducin 1 (alpha) 

Adducin 1 (alpha) 

Adducin 1 (alpha) 

Cytochrome P450 family 3, subfamily A, polypeptide 5 

Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta 

polypeptide 

Endothelin-1 

Lipoprotein lipase 

Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

 

Les cytochromes P450 impliqués dans la production de métabolites 

vaso-actifs à partir de l’acide arachidonique sont connus pour leur nature 

polymorphe, il est donc probable que les différents variants puissent avoir des 

activités métaboliques différentes et que les quantités de métabolites vaso-

actifs produits soient variables. Il pourrait alors exister un lien entre la 
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présence de certains variants et le risque accru d’apparition de pathologies 

vasculaires, par exemple l’hypertension ou de pathologies à composantes 

inflammatoires liées à la modification de synthèse de certains métabolites de 

l’acide arachidonique. 

 

Les cytochromes P450 ωLes cytochromes P450 ωLes cytochromes P450 ωLes cytochromes P450 ω----Hydroxylases Hydroxylases Hydroxylases Hydroxylases dans la voie d’activation dedans la voie d’activation dedans la voie d’activation dedans la voie d’activation de l’acide  l’acide  l’acide  l’acide 

arachidoniquearachidoniquearachidoniquearachidonique    

Les enzymes des sous familles CYP4A, 4B et 4F catalysent l’ω-

hydroxylation des acides gras. Plusieurs isoformes de ces familles produisent 

l’acide 20-HETE lorsqu’elles sont incubées avec l’acide arachidonique 

(Hardwick et al., 1987 ; Gibson, 1989 ; Powell et al., 1998). Les gènes des 

sous familles CYP4A et CYP4B s’étendent sur un cluster de gènes très 

conservé du chromosome 4 chez la souris (Heng et al., 1997), du chromosome 

5 chez le rat et du chromosome 1 chez l’Homme. La sous famille CYP4F 

semble être la plus ancienne des sous familles d’ω-hydroxylases et s’étend 

dans une région différente chez l’Homme (chromosome 19) (Bell et al., 1993). 

Les ADN complémentaires (ADNc) codant pour 15 isoformes de la 

sous-famille CYP4A ont été identifiés dans diverses espèces (Nelson et al., 
1996). Un résumé des différentes isoformes responsables de l’ω-

hydroxylation des acides gras chez différentes espèces est présenté dans le 

Tableau 9.  

De plus, il a été reporté que les gènes CYP1A1, CYP1B1 et CYP2E1 

pouvaient engendrer la formation de différents régioisomères des HETEs 

(Elbekai and El-Kadi, 2006). Le rôle des HETEs dans le contrôle des 

fonctions cardiovasculaires a été documenté dans des travaux précédants 

(Roman et al., 2000; Elbekai and El-Kadi, 2006). Notamment, l’acide 20-

HETE constitue un puissant constricteur au niveau rénal, cérébral, 

mésentérique et au niveau des artérioles du muscle squelettique 

(Gebremedhin et al., 1998 ; Kunert et al., 2001 ; Wang et al., 2001 ; Alonso-

Galicia et al., 2002). 
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Chuang et al., ont identifié le seul représentant de la sous-famille 

CYP2U chez l’Homme. Il s’agit du cytochrome CYP2U1, récemment décrit 

comme participant au métabolisme de l’acide arachidonique (Chuang et al., 
2004). Cette hydroxylation est à l’origine de la production d’acides 

hydroxyeicosatétraénoïques, en particulier d’acide 20-HETE. 

 

Tableau Tableau Tableau Tableau 9999. Production des eicosanoïdes (EETs et HETEs) par les 

cytochromes P450 ω-hydroxylases à partir de l’acide arachidonique. 

IsoformeIsoformeIsoformeIsoforme    EspèceEspèceEspèceEspèce    ProduitProduitProduitProduit(s)(s)(s)(s)    TissuTissuTissuTissussss    InducteurInducteurInducteurInducteurssss    RéférenceRéférenceRéférenceRéférencessss    

CYP4A1 Rat 19-, 20-

HETE 

R, F, C Fibrates(+), 

diabètes, jeûne 

Kimura et al., 1989 ; Kroetz et al., 
1998 ; Nguyen et al., 1999 

CYP4A2 Rat 19-, 20-

HETE, EETs 

R, F, V, 

C, P 

Fibrates, 

diabètes, jeûne 

Gibson et al., 1989 ; Helvig et al., 
1998 ; Kimura et al., 1989 

CYP4A3 Rat 19-, 20-

HETE, EETs 

R, F, V, 

C, P 

Fibrates, 

diabètes, jeûne 

Helvig et al., 1998 ; Kimura et al., 1989; 

Nguyen et al., 1999 

CYP4A11 Homme 19-, 20-

HETE 

F, R  Lasker et al., 2000 ; Powell et al., 1998 

CYP4F2 Homme 20-HETE F, R  Lasker et al., 2000 ; Powell et al., 1998 

CYP4F3 Homme Hydroxy-

TB4 

PMNs  Kikuta et al., 1998 

CYP4F11 Homme  F, R  Cui et al., 2000 

CYP4A10 Souris 19-, 20-

HETE 

F, R Fibrates(+) Bell et al., 1993 

CYP4A12 Souris 19-, 20-

HETE 

F, R Fibrates (femelle) Bell et al., 1993 

CYP4A14 Souris 12-

Hydroxy-

laurate 

F, R Fibrates(+) Bell et al., 1993 

CYP4F14 Souris Leucotriènes F, R  Daikh et al., 1994 

CYP4B1 Souris Hydroxy-acides gras  Imaoka et al., 1995 

CYP2J9 Souris 19-HETE C  Qu et al., 2001 

CYP2E1 Homme 19-HETE F, R Ethanol Laethem et al., 1996 ; Rfkind et al., 
1995 

CYP2U1 Homme 19-, 20-

HETE 

C, R  Chuang et al., 2004 

C, cerveau ; F, Foie ; LPS, lipopolysaccharide ; P, poumon ; PMNs, leucocytes 

polynucléaireneutrophiles ; R, rein. 
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II.1.4 Les cytochromes P450 de la sousII.1.4 Les cytochromes P450 de la sousII.1.4 Les cytochromes P450 de la sousII.1.4 Les cytochromes P450 de la sous----famille 4Afamille 4Afamille 4Afamille 4A    

Les cytochromes de la sous-famille CYP4A interviennent dans la 

régulation du tonus vasculaire par l’intermédiaire de la production de l’acide 

20-HETE (Powell et al., 1998). En effet, ce dernier est responsable de 

l’inhibition des canaux K+ activés par le calcium dans les cellules musculaires 

lisses (Gebremedhin et al., 1998). De plus, l’absence de CYP4a14 provoque 

une hypertension chez la souris, preuve de l’importance de cette enzyme dans 

le contrôle de la pression sanguine. Cette étude suggère que les homologues 

du CYP4A chez l’Homme pourraient également être impliqués dans 

l’hypertension (Holla et al., 2001).    

Les gènes de la sous famille CYP4A sont exprimé principalement au 

niveau rénal, mais aussi dans le tissu hépatique (Kawashima et al., 1992, 

1994 ; Elbekai and El-Kadi, 2006). Chez l’Homme, ils sont représentés par 2 

membres, le CYP4A11 (Simpson, 1997), et le CYP4A22 récemment identifié 

(Bellamine et al., 2003). 

Il y a quelques années la localisation chromosomique, la séquence 

nucléotidique et la structure du CYP4A11 et du CYP4A22, ont été identifiées 

chez l’Homme (Bell et al., 1993 ; Bellamine et al., 2003). Ces cytochromes 

P450 sont localisés sur le bras court du chromosome 1 (1p33) au sein d'un 

cluster de gènes de la famille CYP4 (Figure 7). Ils s’étendent sur 12,6 Kb et 

comprennent 12 exons (Bell et al., 1993).  

Des études plus récentes démontrent le rôle du CYP4A dans la 

régulation de la fonction rénale et de la pression sanguine chez l’Homme 

(Gainer et al., 2005 et 2008 ; Mayer et al., 2005, 2006 ; Fu et al., 2008a, 

2008b ; Sugimoto et al., 2008 ; Ward et al., 2008 ; Fava et al., 2008 ; Hermann 

et al., 2009 ; Ding et al., 2010). Divers études ont examiné les associations 

entre des polymorphismes génétiques de deux enzymes métabolisant l’acide 

arachidonique en acide 20-HETE : le CYP4A11 et le CYP4F2 et le risque de 

développer une pathologie cardiovasculaire (Tableau 10).  
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Figure 7Figure 7Figure 7Figure 7.... Organisation structurale du cluster de gènes de la famille CYP4 sur 

le chromosome 1 humain, région p33 et structure des gènes CYP4A11 et 

CYP4A22.  
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Tableau Tableau Tableau Tableau 10101010. Association entre polymorphismes du CYP4A11 et du CYP4F2 

et les pathologies cardiovasculaires. 
    PathologiePathologiePathologiePathologie    EthniEthniEthniEthnieseseses    AssociationAssociationAssociationAssociation    RéférenceRéférenceRéférenceRéférencessss    

CYP4A11 
T8590C 

(rs1126742) 

Hypertension Afro 

américaine 

Aucune association Gainer et al., 2005 

 Hypertension Blanc américaine Risque élevé Gainer et al., 2005 

 Hypertension Afro 

américaine 

Risque plus élevé 

chez les hommes 

atteints 

d'insuffisance rénale 

Gainer et al., 2008 

 Hypertension Caucasienne Risque élevé Mayer et al., 2005 

 Hypertension Suédoise Risque élevé Fava et al., 2008 

 AVC ischémique Suédoise Aucune association Fava et al., 2008 

 MC Suédoise Aucune association Fava et al., 2008 

 Hypertension Japonaise Réduction du risque Fu et al., 2008b 

 Hypertension Blanc 

australienne 

Aucune association Ward et al., 2008 

CYP4A11 
(rs2269231 

and rs9333025) 

Hypertension Japonaise Aucune association Fu et al., 2008b 

CYP4F2 
V433M 

(rs2108622) 

Hypertension Blanc 

australienne 

Risque élevé Ward et al., 2008 

 Hypertension Japonaise Aucune association Fu et al., 2008a 

 AVC ischémique Suédoise Risque élevé Fava et al., 2008 

 AVC ischémique Japonaise Réduction du risque Fu et al., 2008a 

 IM Japonaise Réduction du risque Fu et al., 2009 

CYP4F2 
(rs1558139) 

Hypertension Japonaise Risque élevé Fu et al., 2008a 

CYP4F2 
G421C 

Hypertension Chinoise Risque élevé Liu et al., 2006 

MC, maladies coronariennes ; IM, infarctus du myocarde ; AVC, Accident cardiovasculaire 

    



47 
 

Les cytochromes P450 4A11 et 4A22Les cytochromes P450 4A11 et 4A22Les cytochromes P450 4A11 et 4A22Les cytochromes P450 4A11 et 4A22    

 

Parmi les gènes candidats de l'hypertension artérielle essentielle, nous 

nous intéressons plus particulièrement aux gènes codant les isoformes 

CYP4A11 et CYP4A22 qui font partie de la superfamille des cytochromes 

P450 (CYP450) (drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Chez l'Homme, 

les CYP4A11 et CYP4A22 sont les seuls représentants de la sous famille 

CYP4A. Ils sont principalement exprimés au niveau hépatique et rénal, et sont 

inductibles par un certain nombre de composés proliférateurs de peroxisomes, 

comme les fibrates, les phtalates et les polluants environnementaux (Diaz et 
al., 1993 ; Ito et al., 1998 ; Bellamine et al., 2003). Les CYP4As interviennent 

dans le métabolisme des acides gras à moyennes et longues chaînes comme 

l’acide laurique, l’acide palmitique et l'acide arachidonique. Le métabolisme de 

l’acide arachidonique donne naissance à des métabolites vaso-actifs : 

majoritairement l'acide 20-HETE (Lasker et al., 2000 ; Miyata and Roman, 

2005). 

Le 20-HETE joue un rôle important sur la régulation de la résistance 

vasculaire rénale et sur la fonction tubulaire (Kroetz and Zeldin, 2002). Il agit 

comme un puissant vasoconstricteur au niveau des artérioles rénales. Il 

intervient également sur la réabsorption du sodium en inhibant l'activité de la 

Na+/K+-ATPase au niveau du tubule proximal, mais aussi avec l'inhibition du 

cotransport de Na+K+2Cl- au niveau de l’anse de Henlé ascendante 

médullaire et agit par un effet comparable au furosémide (Escalante et al., 
1991 ; Roman, 2000 ; Fleming, 2001).  

Il y a quelques années la localisation chromosomique, la séquence 

nucléotidique et la structure du CYP4A11 et du CYP4A22 ont été identifiées 

chez l’Homme (Bell et al., 1993 ; Bellamine et al., 2003). Ces cytochromes 

P450 sont localisés sur le bras court du chromosome 1 (1p33) au sein d'un 

cluster de gènes de la famille CYP4. Les gènes codant les CYP4A11 et 

CYP4A22 présentent 95% d’identité de séquence nucléotidique (Figure 4).  

Le caractère polymorphe du CYP4A11 a été démontré. Soixante dix 

polymorphismes ont été identifiés dans une population d’origine coréenne : 6 

dans les régions codantes, 60 dans les introns et 4 dans la région 3’UTR (Cho 

et al., 2005). Par ailleurs, plus de 120 SNPs du CYP4A11 humain sont décrits 

dans la base de données de SNPs du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).  
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Au niveau moléculaire, la mise en évidence d'une mutation du CYP4A11 

(8590T>C, sur l’exon 11) produisant une substitution d’une phénylalanine en 

sérine en position 434 (F434S) a été reliée in vitro à une diminution de plus de 

50% de l'activité du variant exprimé dans Escherichia coli (Gainer et al., 
2005). Conformément aux données in vitro, l’excrétion urinaire de l’acide 20-

HETE chez les individus portant l’allèle muté C (génotypes TC et CC) a été 

diminuée par rapport à celle des individus portant l’allèle sauvage T (génotype 

TT) (Ward et al., 2008). De même, les porteurs de l’allèle muté C ont présenté 

une diminution de la réponse de l’acide 20-HETE par rapport à son rôle 

régulateur de la réabsorption du NaCl, même après ajustement d’autres 

covariables telles que la concentration sérique d’insuline (Laffer et al., 2008). 

En outre, les porteurs de l’allèle C ont présenté une pression artérielle 

diastolique ainsi qu’un taux d’aldostérone plus élevés (Laffer et al., 2008). 

Plusieurs études de corrélation génotype-phénotype sur des populations 

de patients d'origine caucasienne atteints d'hypertension ont montré une 

association entre le variant 8590C du CYP4A11 et le phénotype hypertendu : 

étude MONICA : Monitoring trends and determinants in cardiovascular disease 

(Mayer et al., 2005), étude Tennessee et étude Framingham heart study 

(Gainer et al., 2005). Cependant aucune association n'a été retrouvée dans une 

population de patients hypertendus Américains d'origine Africaine (Gainer et 
al., 2005). Plusieurs études ont démontré que la fréquence du polymorphisme 

d’activité du CYP4A11-T8590C est plus élevée chez les afro-américain, suivi 

des japonais puis des caucasiens.  

L’association entre l’allèle 8590C et l’hypertension artérielle reste 

encore controversée. Chez 120 patients hypertendus de race noire provenant 

de la cohorte Tennesse, le génotype 8590C a été retrouvé sans qu’aucune 

association ne soit mise en évidence avec le phénotype hypertendu. Par 

contre, cet allèle a été associé à une augmentation du risque à l’hypertension 

artérielle avec un OR de 2.31 chez 512 sujets d’origine caucasienne de la 

même étude (Gainer et al., 2005). Dans le but de confirmer cette association 

entre le polymorphisme du CYP4A11 et le phénotype hypertendu, 1538 sujets 

provenant de la cohorte Framingham ont été étudiés, l’OR retrouvé pour 

l’association entre l’allèle 8590C et l’hypertension est de 1.23 (Gainer et al., 
2005).  
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De même, une étude de corrélation phénotype-génotype a été réalisée 

chez 732 afro-américains hypertendus avec une insuffisance rénale (ASSK). 

Chez les hommes, le génotype 8590C a été associé avec une PAS très élevée 

et une pression pulsée à l’état de base ; mais cette association n’a pas été 

observée chez les femmes dans cette étude. Néanmoins, ce génotype a été 

associé avec une augmentation à l’incidence cumulative de la maladie rénale 

en phase terminale ou de décès parmi les individus avec une protéinurie 

élevée (Gainer et al., 2008). 

Cette association entre la variante du CYP4A11-T8590C et 

l’hypertension artérielle a été également étudiée dans un autre groupe : 

MONICA (MONitoring trends and determinants In Cardiovascular disease) 

chez 1397 individus. Les sujets portant le génotype CC ont présenté une PAS 

et une PAD très élevées ; cependant un effet de la variable T8590C sur le 

volume, la structure et la fonction cardiaque n’a pas été retrouvé (Mayer et 
al., 2005). De même, une cohorte de 6002 Suédois porteurs de l’allèle C, ont 

présenté une prévalence plus élevée à l’hypertension artérielle (Fava et al., 
2008). 

Au contraire, la fréquence des génotypes TC+TT a été retrouvée 

significativement plus élevée chez les individus hypertendus par rapport aux 

individus contrôles dans une population japonaise (Fu et al., 2008b). 

Cependant, l’utilisation d’un modèle récessif avec un nombre faible d’individus 

homozygotes 8590CC a été un paramètre limitant dans cette étude. Deux 

autres polymorphismes du CYP4A11 étudiés dans cette population japonaise, 

le rs2269231 et le rs9333025, n’ont pas montré une association significative 

avec l’HTA. Cependant, la fréquence de ces trois polymorphismes (haplotype 

A-T-G) est significativement plus élevée chez les hommes hypertendus par 

rapport au groupe témoin (Fu et al., 2008a).  

En 2003, une nouvelle isoforme : le CYP4A22, présentant 95% 

d'homologie nucléotidique avec le CYP4A11, a été découverte (Bellamine et 
al., 2003), et pourrait également être un gène candidat de l'hypertension 

artérielle. A l'heure actuelle peu d'études ont été réalisées afin de caractériser 

la fonction et le polymorphisme de ce nouveau gène (Gainer et al., 2005). En 

2006, Hiratsuka et al. ont montré dans une population japonaise que cette 

isoforme présente une nature hautement polymorphe (Hiratsuka et al., 2006). 

Cette étude a mis en évidence plusieurs variants naturels dans la région 

codante avec des fréquences élevées de 50% à 99%. Une mutation très 

intéressante retrouvée dans ce travail de recherche entraîne le changement 

d’une glycine en position 130 par une serine.  

La fréquence de distribution de cette mutation dans la population 

japonaise est de 53% (Hiratsuka et al., 2006). Parmi les membres des 

isoformes de la famille CYP4, la glycine en position 130 est un acide aminé 

très conservé. Dans un autre travail de recherche, une étude de mutagenèse 

dirigée sur le gène du CYP4A11 a introduit une serine en position 130 à la 
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place de la glycine en montrant que ce changement provoque l’inactivation de 

la protéine CYP4A11 (Gainer et al., 2005).  
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Ainsi, bien que le CYP4A11 et le CYP4A22 soient clonés et séquencés 
depuis plusieurs années et qu’un polymorphisme génétique d'activité du 
CYP4A11 puisse être un facteur de susceptibilité à une pathologie majeure, 
l'hypertension, les données issues de la littérature ne montrent pas d’études 
systématiques d’anomalies de séquence complète de ces deux gènes dans la 
population française. 

 

C’est pourquoi, notre recherche a consisté dans un premier temps, à 
développer pour les CYP4A11 et CYP4A22, une stratégie de recherche et 
d’identification de mutations basée sur l’étude du polymorphisme de 
conformation d’ADN simple brin généré par réaction de polymérisation en 
chaîne ou PCR-SSCP. De plus, afin d'évaluer la variabilité interethnique de ce 
polymorphisme génétique, cette stratégie a ensuite été appliquée à des 
populations d'origine ethniques différentes.  

 

Dans un deuxième temps, nous avons également effectué une analyse in 
silico des variants identifiés précédemment avec pour la région promotrice 
une analyse en utilisant le logiciel MatInspector développé par Genomatix et 
pour les régions codantes une analyse par modélisation par homologie 
comparative. 

 

L’analyse fonctionnelle in vitro des variants des régions codantes par 
expression hétérologue dans la levure Saccharomyces cerevisiae a également 
été initiée, comprenant la mise au point méthodologique et la validation des 
cinétiques enzymatiques des CYP4As recombinants par la mesure de l’acide 
12-hydroxylaurique par chromatographie en phase gazeuse couplée à une 
detection en spectrométrie de masse en tandem.  
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IIIIIIII....2222    ETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISME GENETIQUE ME GENETIQUE ME GENETIQUE ME GENETIQUE DDDDESESESES    CYP4A11CYP4A11CYP4A11CYP4A11 ET  ET  ET  ET 

CYPCYPCYPCYP4A224A224A224A22    

    

Dans le cadre de nos travaux sur le polymorphisme génétique des 

cytochromes P450, le CYP4A11 et le CYP4A22, la stratégie méthodologique 

utilisée consiste en une analyse structurale des gènes candidats à l’HTA, 

basée sur le criblage de leurs séquences codantes et régulatrices, complété 

par l’étude in vitro et in silico des conséquences fonctionnelles des nouveaux 

variants identifiés. Ces analyses seront complétées par des études de 

corrélation phénotype/génotype chez des populations de patients hypertendus 

parfaitement caractérisés sur le plan clinique. 

    

Remarque : Toutes les méthodes utRemarque : Toutes les méthodes utRemarque : Toutes les méthodes utRemarque : Toutes les méthodes utilisées sont décrites en détaililisées sont décrites en détaililisées sont décrites en détaililisées sont décrites en détail d d d dans les ans les ans les ans les 
articles composant cette thèse.articles composant cette thèse.articles composant cette thèse.articles composant cette thèse.    

    

IIIIIIII.2..2..2..2.1111        EchantillonEchantillonEchantillonEchantillons d’ADN analyséss d’ADN analyséss d’ADN analyséss d’ADN analysés    

Le nombre d’échantillons d’ADN génomique analysés dans notre étude 

est de 231, provenant de volontaires d’ethnies différentes : 

Quatre vingt dix neuf échantillons sont issus d’une population de 

volontaires sains Français d'origine caucasienne, dont le recrutement a été 

réalisé au Centre d'Investigation Clinique de l'Hôpital Cardiologique CHRU de 

Lille. Trente six échantillons sont issus d’une population de volontaires 

d'origine gabonaise fournie par le Dr. F. Migot-Nabias du Centre International 

de Recherches Médicales de Franceville, Institut de Recherche pour le 

Développement, Gabon. Soixante échantillons sont issus d’une population de 

volontaires d’origine péruvienne fournie par le Dr. J. Cardenas Garcia de la 

Faculté de Pharmacie et Biochimie de l’Université Catolica de Sante Maria 

d’Arequipa, Pérou. Trente six échantillons sont issus d’une population de 

volontaires d’origine tunisienne fournie par le Pr. A. Kenani de la Faculté de 

Médecine de Monastir, Tunisie.  
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Pour chaque individu un consentement éclairé a été obtenu et 10 ml de 

sang ont été collectés sur EDTA. L’ADN génomique a été isolé et purifié à 

partir des leucocytes selon une procédure standard d’extraction au 

phénol/chloroforme ou à l’aide de kits commerciaux. La qualité et la 

concentration en acides nucléiques des échantillons ont été évaluées par 

mesure de leur densité optique à 260 et 280 nm. 

    

II.2.II.2.II.2.II.2.2222 Développement d’une stratégie d’analyse PCR Développement d’une stratégie d’analyse PCR Développement d’une stratégie d’analyse PCR Développement d’une stratégie d’analyse PCR----SSCPSSCPSSCPSSCP    

Pour rechercher et identifier les mutations des CYP4A11 et CYP4A22, 

nous avons développé une méthode d’analyse de la séquence codante et des 

régions flanquantes régulatrices en 5’ et en 3’ des gènes, basée sur l’étude du 

polymorphisme de conformation de fragments d’ADN simples brins générés 

par réaction de polymérisation en chaîne (PCR-SSCP). Les séquences 

génomiques de référence du CYP4A11 et du CYP4A22 ont été obtenues à 

partir du site GenBank du NCBI avec les numéros GeneID: 1579 et GeneID: 

284541. 

Les gènes codant les CYP4A11 et CYP4A22 présentent 95% d'identité 

de séquence nucléotidique. La stratégie retenue est, dans une première étape, 

l'amplification spécifique de chacun des deux gènes complets en deux 

réactions longue PCR avec l'utilisation d'une enzyme Taq DNA polymérase 

haute fidélité. Dans une deuxième étape, les réactions longue PCR servent de 

matrice pour l’amplification spécifique de la région promotrice et 

l’amplification spécifique des 12 exons des gènes CYP4A11 et CYP4A22, 

comprenant leurs séquences consensus flanquantes (sites donneur et 

accepteur d’épissage, codon d’initiation et de terminaison de la traduction). 

Le principe de cette technique est fondé sur le fait que la mobilité des 

simples brins d’ADN soumis à une électrophorèse en milieu non dénaturant 

dépend étroitement de leur structure tridimensionnelle et par conséquent de 

leur séquence nucléotidique (Orita et al., 1989). Toute variation de migration 

électrophorétique, observée entre les échantillons analysés et un échantillon 

témoin de séquence connue, traduit la présence d’une modification de 

séquence des fragments analysés. Le séquençage des fragments d’ADN 

correspondants permet de confirmer la présence et de déterminer la position 

et la nature de la ou des mutations détectées. 
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Cette technique SSCP apparaît particulièrement bien adaptée à la 

détection et à l’identification d’anomalies de séquence de nos gènes d’intérêt, 

qui ont des exons relativement courts, généralement de tailles inférieures à 

300 pb. L’efficacité de cette technique étant corrélée à la taille des séquences 

analysées, elle est optimale pour des fragments PCR de 100 à 300 pb 

(Hayashi and Yandell, 1993 ; Sheffield et al., 1993). 
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II.3 II.3 II.3 II.3 ANALYSE FONCTIONNELLANALYSE FONCTIONNELLANALYSE FONCTIONNELLANALYSE FONCTIONNELLE DES VARIANTS NATURE DES VARIANTS NATURE DES VARIANTS NATURE DES VARIANTS NATURELS DES ELS DES ELS DES ELS DES 

CYP4ACYP4ACYP4ACYP4Assss 

    

II.3.1 II.3.1 II.3.1 II.3.1     Analyse Analyse Analyse Analyse in silicoin silicoin silicoin silico des variants de la des variants de la des variants de la des variants de la région promotrice région promotrice région promotrice région promotrice    

L’analyse in silico de la région promotrice permet d'identifier les 

séquences consensus de facteurs de transcription et des éléments de réponse 

qui contrôlent l’expression transcriptionnelle du gène. L’analyse de la 

séquence sauvage et des variants alléliques naturels de la région promotrice 

des CYP4As (-1003 pb en amont de l'ATG) a été effectuée avec le logiciel 

MatInspector (Matrix Family Library Version 6.3) qui utilise la base de 

données MatBase de Genomatix. MatInspector attribue un coefficient de 

qualité optimisé (optimized matrix similarity) qui permet de minimiser les faux 

positifs des séquences non régulatrices. Une séquence consensus parfaite 

présente un coefficient de correspondance à la matrice égale à 1,00, la limite 

inférieure acceptable est de 0,80 (Cartharius et al., 2005). 

 

II.3.2II.3.2II.3.2II.3.2    Analyse Analyse Analyse Analyse in silicoin silicoin silicoin silico des variants des régions codantes par modélisation par  des variants des régions codantes par modélisation par  des variants des régions codantes par modélisation par  des variants des régions codantes par modélisation par 

homologihomologihomologihomologie comparativee comparativee comparativee comparative    

La modélisation par homologie comparative permet l'analyse de la 

structure 3D des CYP450 et de leurs variants naturels, ainsi que l'étude des 

relations séquence-structure-activité.  

Il est dans un premier temps nécessaire d’identifier des protéines de 

structure connue apparentée à la séquence à modéliser. Ces structures sont 

rassemblées dans une base de données : la Protein Databank (PDB) 

(http://www.rcsb.org/pdb/). Pour trouver dans cet ensemble de données les 

structures de références les plus pertinentes, nous avons utilisé le logiciel 

BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool).  

La deuxième étape consiste à aligner la séquence primaire à modéliser 

et les séquences de référence, en prenant soin de superposer les zones 

structurellement conservées. Parmi les logiciels effectuant cette opération 

cruciale pour la qualité du modèle final, ClustalW 1.81 est l’un des plus utilisés 

en raison de sa flexibilité dans la gestion des zones les moins conservées.  
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La troisième étape de la modélisation moléculaire fait appel aux logiciels 

Sybyl 6.9.1 (Tripos Inc., St. Louis, USA) et Jackal implémentés sur une station 

de travail Silicon Graphics Octane 2 fonctionnant sous environnement UNIX. 

Pour chaque alignement, les coordonnées des carbones α de la structure de 

référence sont transférées aux carbones α du modèle. Les chaînes latérales 

du modèle sont alors ajoutées et leur position spatiale est ajustée pour 

minimiser les contacts entre atomes en faisant appel à une bibliothèque de 

rotamères.  

Enfin, la dernière étape consiste à évaluer le modèle obtenu tant au niveau de 

la structure secondaire que de la géométrie des acides aminés. 

    

II.3.3 Analyse II.3.3 Analyse II.3.3 Analyse II.3.3 Analyse in vitroin vitroin vitroin vitro des variants des régions codantes par expression  des variants des régions codantes par expression  des variants des régions codantes par expression  des variants des régions codantes par expression 

hétérologue dans la hétérologue dans la hétérologue dans la hétérologue dans la levure levure levure levure SaccharomycesSaccharomycesSaccharomycesSaccharomyces cerevisiae cerevisiae cerevisiae cerevisiae    

La levure Saccharomyces cerevisiae est un microorganisme eucaryote 

qui offre l’avantage de disposer naturellement des membranes cibles et de la 

machinerie de transport nécessaire à l’expression fonctionnelle de CYP450 

hétérologues. Ce système d’expression hétérologue a déjà été employé avec 

succès pour l’étude fonctionnelle d’isoenzymes de la superfamille des CYP450 

(Peyronneau et al., 1992 ; Gonzalez and Korzekwa, 1995 ; Urban et al., 1997). 

Cet hôte contient de faibles quantités de CYP450 endogènes. Dans des 

conditions de culture appropriées, la quantité totale de CYP450 endogènes est 

suffisamment faible au regard du niveau d’expression possible des CYP450 

exogènes, pour être négligeable. 

L’expression chez la levure de CYP450 humains nécessite, après 

clonage de l’ADNc correspondant à l’isoenzyme étudiée, d’en extraire la phase 

codante et de l’insérer entre les séquences promotrices et terminatrices de 

transcription de la levure. En pratique les cassettes « promotrices » utilisées 

contiennent à leur extrémité 3’ un fragment de séquence de levure qui est 

transcrit et qui constitue la partie 5’ non codante du messager hétérologue 

hybride. Un positionnement précis du codon d’initiation du gène hétérologue 

dans ce messager hybride est essentiel pour sa bonne traductibilité (Cullin 

and Pompon, 1988 ; Pompon, 1988). 
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Isolement de l’ADNc Isolement de l’ADNc Isolement de l’ADNc Isolement de l’ADNc des des des des CYP4A11CYP4A11CYP4A11CYP4A11 et  et  et  et CYP4A22CYP4A22CYP4A22CYP4A22    

Pour isoler l’ADNc des CYP4A11 et CYP4A22, les ARN totaux d’une 

biopsie rénale humaine sont extraits à l’aide du kit RNA-Easy (Qiagen). Une 

première étape de rétrotranscription est réalisée sur un 1 μg d’ARN total par 

la transcriptase inverse de MMLV (Superscript II reverse transcriptase, Life 

Technologies Cergy Pontoise, France).  

L’amplification de l’ADNc des CYP4A11 et CYP44A22 est ensuite 

effectuée par PCR sur 2 μL de produit de rétrotranscription, à l’aide d’amorces 

spécifiques ayant à leur extrémité 5’ le site de reconnaissance de l’enzyme de 

restriction XmaI (C/CCGGG) pour les amorces sens et SacII (CCGC/GG) pour 

l'amorce antisens (Tableau 11) et d’une polymérase hautement fidèle 

(AccuPrime Taq DNA Polymerase, Invitrogen). La PCR comprend 30 cycles 

consistant chacun en 3 étapes : 1 min à 94°C, 1 min à 60°C et 2 min à 68°C. 

Après purification, les produits PCR sont insérés dans le vecteur plasmidique 

PCR-Script Amp SK(+) (Stratagene, Amsterdam, Pays-Bas), puis clonés dans 

la souche de bactéries Epicurian Coli XL10-Gold à l'aide du kit PCR-Script 

Amp Cloning (Stratagene). Les différents variants alléliques naturels sont 

préparés par mutagenèse dirigée sur le plasmide contenant l'ADNc sauvage. 

Après extraction des ADN plasmidiques recombinants à l'aide du kit Qiaprep 

Spin Miniprep (Qiagen), les inserts sont vérifiés par séquençage. 

 

Tableau 11Tableau 11Tableau 11Tableau 11.... Séquence des amorces oligonucléotidiques utilisées pour le 

clonage des ADNc des CYP4A11 et CYP4A22.  
Nom des amorcesNom des amorcesNom des amorcesNom des amorces    Séquences des amorces (5'Séquences des amorces (5'Séquences des amorces (5'Séquences des amorces (5'-------->3')>3')>3')>3')    

CYP4A11ADNcF GGGCCCGGGCCCGGGCCCGGGCCCGGGAAAATGATGATGATGAGTGTCTCTGTGCTGAGCCCCAGC 

CYP4A22ADNcF GGGCCCGGGCCCGGGCCCGGGCCCGGGAAAATGATGATGATGAGTGTCTCTGTCCTGAGCCCCAGC 

CYP4A1122ADNcR GGGCCGCGGCCGCGGCCGCGGCCGCGGTCATCATCATCAAAGCTGGTCCTTGTCTTCACAAGGG 

Les sites de reconnaissance de l’enzyme de restriction XmaI (C/CCGGG) pour les amorces 

sens et SacII (CCGC/GG) pour l'amorce antisens sont soulignés et en gras. 
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Les plasmides contenant les ADNc sauvage ou mutés sont sous clonés 

aux sites XmaI et SacII du plasmide pV60, en aval du promoteur GAL-CYC1 

inductible par le galactose (Figure 8). Après amplification dans une souche de 

bactéries DH5α (Invitrogen, Cergy-pontoise, France), les plasmides purifiés 

sont utilisés pour transformer une souche de levure Saccharomyces 
cerevisiae W(R) selon la méthode à l'acétate de lithium décrite par Gietz et al., 
1992. 

Les levures W(R) ainsi que le plasmide d'expression pV60, ont été 

gracieusement fournis par le Dr. Denis Pompon, du Centre de génétique 

moléculaire, CNRS, UPR 9061, Gif sur Yvette.  

 

pYeDP60
(pV60)

BamHI SmaI KpnI SacI EcoRI

Terminateur
PGK

Promoteur
Gal10-CYC1

ADE 2URA 3

ORI coli

AmpiRORI levure

 

Figure 8Figure 8Figure 8Figure 8.... Vecteur d’expression dans la levure pYeDP60 (pV60). URA 3, ADE 2 

: marqueurs de sélection ; insert : site de clonage ; pGAL10-CYC1-TPGK : 

cassette d’expression ; AmpiR : gène de résistance à l’ampicilline. 

 

Des levures transformées avec un vecteur pV60 vide sont utilisées 

comme témoins négatifs d'activité. Les levures transformées sont ensuite 

cultivées selon le protocole de Pompon et al., 1996, puis après induction de 

l'expression des CYP450 recombinants par le galactose, les cellules sont 

lysées mécaniquement par agitation avec des billes de verre et les 

microsomes sont préparés comme décrit par Peyronneau et al., 1992. 
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Préparation des microsomes de levures recombinantesPréparation des microsomes de levures recombinantesPréparation des microsomes de levures recombinantesPréparation des microsomes de levures recombinantes    

Après culture pendant 48 heures à 28°C sous agitation et induction de 

l’expression des CYP450 recombinants par ajout de galactose, des quantités 

substantielles de levures ont été recueillies par centrifugation et 

resuspendues dans un tampon TES (Tris 50 mM, sorbitol 0,6 M, EDTA 1 mM, 

pH 7,4). Les microsomes ont été alors préparés par casse mécanique à l’aide 

de billes de verre (diamètre = 0,5 - 0,7 mm), puis purifiés comme décrit 

précédemment (Peyronneau et al., 1992).  

Dosage des protéines microsomalesDosage des protéines microsomalesDosage des protéines microsomalesDosage des protéines microsomales    

Le dosage a été réalisé selon la méthode colorimétrique de l’acide 

bicinchoninique décrite par Smith et al. (1985). Cette méthode est réalisée 

avec le coffret de réactifs BCA Protein Reagent (Pierce, Rockford, USA). Une 

gamme de sérum albumine bovine sert de référence.  

Mesure du CYP450 totalMesure du CYP450 totalMesure du CYP450 totalMesure du CYP450 total    

La mesure a été réalisée selon la méthode décrite par Omura et Sato 

(1964). Les microsomes sont dilués au 1/20ème dans un tampon Tris 0,1 M, 

EDTA 1 mM, pH 7,4. Après réduction par du dithionite de sodium et un bullage 

avec du monoxyde de carbone, le CYP450 total est déterminé après un 

balayage spectral de 390 à 500 nm, par la mesure de l’absorption à 450 nm. 

Cependant nous n’avons pas pu mesurer de spectre d’absorption significatif à 

450 nm en utilisant les microsomes héterologue de levure exprimant les 

CYP4As recombinant. 

    

II.3.4 II.3.4 II.3.4 II.3.4 Cinétiques enzymatiques des CYP4As recombinants, mesure de l’acide Cinétiques enzymatiques des CYP4As recombinants, mesure de l’acide Cinétiques enzymatiques des CYP4As recombinants, mesure de l’acide Cinétiques enzymatiques des CYP4As recombinants, mesure de l’acide 

12121212----hydroxylaurique par hydroxylaurique par hydroxylaurique par hydroxylaurique par GCGCGCGC----MS/MSMS/MSMS/MSMS/MS 

Pour évaluer l’impact des variants identifiés dans la séquence codante 

des CYP4As, nous avons développé une méthode de dosage de l’activité 

enzymatique en utilisant, pour la mise au point méthodologique, des 

microsomes commerciaux exprimant la protéine CYP4A11, et l’acide laurique 

comme substrat. L’activité enzymatique a pu être appréciée en mesurant le 

métabolite de l’acide laurique, le 12-hydroxylaurate à l’aide d’une technique 

basée sur la chromatographie en phase gazeuse couplée à une détection en 

spectrométrie de masse en tandem (GC-MS/MS). 
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Réactifs Réactifs Réactifs Réactifs     
L’acide laurique, l’acide 12-hydroxylaurate, l’acide nonadecanoïque 

(étalon interne), l’acétonitrile et le méthanol proviennent de chez Sigma. 

Le N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA), 1% 

Trimethylchlorosilane (TMCS) proviennent de chez GRACE. Le système de 

régénération du NADPH, le tampon phosphate pH 7,4 à 0,5 M et les 

microsomes recombinant ont été fournis par BD Biosciences. 

 

Dosage de l’acide laurique et de l’acide 12Dosage de l’acide laurique et de l’acide 12Dosage de l’acide laurique et de l’acide 12Dosage de l’acide laurique et de l’acide 12----hydroxylaurate par GChydroxylaurate par GChydroxylaurate par GChydroxylaurate par GC----MS/MSMS/MSMS/MSMS/MS    
Une gamme de calibration de l’acide laurique et de l’acide 12-

hydroxylaurate a été réalisée en utilisant des concentrations comprises entre 

0,05 et 20 mg/L (0,05 ; 0,2 ; 2 ; 5 et 20 mg/L) à partir de solutions mères à 1 

g/L dans le méthanol. A chaque point de la gamme ont été ajoutés 50 µL de 

standard interne (acide nonadecanoïque 1 mg/L). 

Afin de déterminer la concentration obtenue à partir des incubations, 

100 µL du milieu d’incubation et 50 µL de solution méthanolique d’étalon 

interne, l’acide nonadecanoïque à 1 mg/L ont été séchés sous azote à froid. A 

chaque tube (point de calibration ou incubat) sont ajoutés 50 µL de BSTFA, 

1% TMCS. Après incubation 30 minutes à 60°C les solutions sont refroidies 

pendant 10 minutes, 1 µL de la solution est ensuite injecté dans le 

chromatographe en phase gazeuse. 

 

Conditions expérimentales de la GCConditions expérimentales de la GCConditions expérimentales de la GCConditions expérimentales de la GC    
L’injecteur est chauffé à 260°C en mode splitless ; les incubations sont 

éluées de la colonne (VARIAN, CP-SIL 5CB, 25 m x 0,25 mm; ID DF = 0,12) 

en utilisant le programme de température suivant : maintien de la colonne à 

100°C pendant 1 minute, augmentation de 25°C/min jusqu'à 300°C, et maintien 

de cette température pendant 3 minutes. 

 

Conditions expérimentales de la MS/MSConditions expérimentales de la MS/MSConditions expérimentales de la MS/MSConditions expérimentales de la MS/MS    
L’acide laurique et l’acide 12-hydroxylaurate sont détectés dans le 

premier spectromètre de masse par impact électronique (EI+). 

On réalisera ensuite une détection en mode Multiple reaction monitoring 

(MRM), afin d’obtenir un maximum de sensibilité pour les molécules étudiées. 

Pour réaliser le mode MRM, pour chaque composé, un ion spécifique est 

sélectionné, il sera fragmenté selon une énergie de collision qui sera 

optimisée pour obtenir des ions fils (1 ion de quantification et 1 ion de 

qualification). Les transitions MRM en mode EI+ sont décrites dans le 

Tableau 12. Pour chaque point de calibration le rapport des surfaces de l’ion 

de quantification du composé est calculé grâce au logiciel Masslynx. 
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Tableau Tableau Tableau Tableau 12121212.... Récapitulatif des temps de rétention et des transitions MRM en 

mode EI+ retenues pour la quantification et la qualification des différents 

analytes. 

MoléculesMoléculesMoléculesMolécules    
Temps de rétention Temps de rétention Temps de rétention Temps de rétention 

(minutes)(minutes)(minutes)(minutes)    

Transition MRMTransition MRMTransition MRMTransition MRM    

Energie de collisionEnergie de collisionEnergie de collisionEnergie de collision    

QQQQuantificationuantificationuantificationuantification    

Transition MRMTransition MRMTransition MRMTransition MRM    

Energie de collisionEnergie de collisionEnergie de collisionEnergie de collision    

QualificationQualificationQualificationQualification    

Acide lauriqueAcide lauriqueAcide lauriqueAcide laurique    7,98 257,1>74,9 - 19 V 257,1>131,1 - 13 V 

Acide 12Acide 12Acide 12Acide 12----hydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylaurique    9,86 345,2>149,2 - 12 V 255,1>75,0 - 16 V 

Acide nonadecanoAcide nonadecanoAcide nonadecanoAcide nonadecanoïïïïquequequeque    11,39 355,3>75,0 - 25 V 132,0>75,0 - 13 V 

 

Les incubations ont pu être effectuées avec 30 mM d’acide laurique 

dans le méthanol. Pour réaliser les incubations, nous nous sommes inspirés du 

protocole recommandé par le fournisseur des microsomes commerciaux (BD 

Biosciences). La concentration conseillée par le fournisseur en pmol de 

cytochrome P450 ou de protéine totale est respectivement, d’1 pmol de 

CYP450/µL ou de 9,5 µg de protéines/µL. 

Le milieu d’incubation d’un volume final de 100 µL est composé d’un 

système de régénération permettant un apport constant en NADPH,H+ 

cofacteur du CYP4A11. Ce milieu est constitué de 20 µL de tampon phosphate 

pH7,4 à 0,5M (BD Gentest Supersomes), 5 µL de solution A (BD Gentest 

Supersomes), 1 µL de solution B (BD Gentest Supersomes) et 1 µL de 

substrat. Le milieu est incubé 5 minutes à 37°C dans un bain marie. Le début 

de la réaction enzymatique (t=0) est déclenché par l’ajout de 2 µL de 

microsomes commerciaux ou 5 µL de microsomes à une concentration de 3,8 

µg de protéines/µL, afin d’obtenir une concentration similaire aux microsomes 

commerciaux. Un témoin négatif constitué de microsomes contenant un 

plasmide vide (ne produisant pas de CYP4A11 recombinant) sera également 

traité par ajout de 3 µL d’une solution à 6,3 µg de protéines/µL. L’arrêt de la 

réaction est réalisé au bout de 20 minutes d’incubation par l’ajout de 200 µL 

d’acétonitrile. Enfin, 150µL du surnageant obtenu après agitation vigoureuse 

et centrifugation 5 minutes à 10000 g est conservé à -20°C jusqu’au moment 

de l’analyse. A partir de ces incubations le métabolite de l’acide laurique a pu 

être mis en évidence puis dosé. 
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Validation de la méthode de dosageValidation de la méthode de dosageValidation de la méthode de dosageValidation de la méthode de dosage    

La linéarité de la méthode a été démontrée sur un intervalle de 

concentrations allant de 0,05 à 20 mg/L pour l’acide laurique et l’acide 12-

hydroxylaurique avec un R², respectivement de 0,9947 et 0,9995 (Figure 9). 

 

 
FigureFigureFigureFigure    9999.... Droite de calibration de l’acide laurique et de son métabolite l’acide 

12-hydroxylaurate. 
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FigureFigureFigureFigure    10101010.... Chromatogrammes de détection de l’acide laurique et du métabolite 

le 12-hydroxylaurate après incubation avec des microsomes commerciaux. 

 

La répétabilité et la fidélité répondent aux critères de validation ce qui 

démontre une bonne reproductibilité de la méthode (CV<20%). 

 

RésultatsRésultatsRésultatsRésultats    
La LOD et la LOQ ont été déterminées à 0,05 mg/L pour l’acide laurique, 

à 0,005 et 0,05 mg/L pour l’acide 12-hydroxylaurique. Les résultats des tests 

de répétabilité et de fidélité intermédiaire sont rapportés dans le Tableau 13. 

Les coefficients de variations sont inférieurs à 20%, la méthode est donc 

acceptable.  
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Tableau Tableau Tableau Tableau 13131313.... Résultats des tests de répétabilité et de fidélité intermédiaire. 
RépétabilitéRépétabilitéRépétabilitéRépétabilité    Fidélité intermédiaireFidélité intermédiaireFidélité intermédiaireFidélité intermédiaire    

        ppppt 1t 1t 1t 1    pppptttt    2222    pt 1pt 1pt 1pt 1    pppptttt    2222    

moyenne 0,18 0,50 0,20 0,44 

ET 0,01 0,08 0,02 0,07 

CV % 3,73 15,40 7,97 16,55 
Acide lauriqueAcide lauriqueAcide lauriqueAcide laurique    

justesse % -11,08 0,10 1,00 -12,70 

moyenne 0,18 0,50 0,17 0,44 

ET 0,01 0,08 0,01 0,05 

CV % 3,08 15,34 3,93 11,16 

Acide 12Acide 12Acide 12Acide 12----

hydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylaurique    

justesse % -9,58 0,05 -14,50 -12,07 

  

Les calculs de justesse par rapport aux concentrations cibles sont également 

inférieurs à 20%, démontrant une précision acceptable de la méthode. 

 

Tableau Tableau Tableau Tableau 14141414.... Mesures de l’activité enzymatique des Supersomes CYP4A11 

recombinants. 

EssaisEssaisEssaisEssais    
Acide 12Acide 12Acide 12Acide 12----hydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylauriquehydroxylaurique    

(mg/L)(mg/L)(mg/L)(mg/L)    

ActivitéActivitéActivitéActivité    

(pmol de produits/min/pmol de P450)(pmol de produits/min/pmol de P450)(pmol de produits/min/pmol de P450)(pmol de produits/min/pmol de P450)    

1111    0,55 19,1 

2222    0,86 29,9 

3333    0,68 23,6 

4444    0,88 30,6 

MoyenneMoyenneMoyenneMoyenne    0,74 25,78 

Ecart typeEcart typeEcart typeEcart type    0,15 5,44 

CV %CV %CV %CV %    21,10 21,10 

 

Les incubations ont été répétées à 4 reprises, elles sont résumées dans 

le Tableau 7 ; la moyenne de 4 valeurs expérimentales d’ω-hydroxylation de 

l’acide laurique pour les microsomes commerciaux a été déterminée à 25,8 

pmol de 12-hydroxylaurate formés/min/pmol de CYP450 présentant un écart-

type de 5,4 et un CV de 21% pour une valeur théorique de 24 pmol/min/pmol 

de cytochrome P450, ces résultats nous permettent de valider notre protocole 

d’incubation enzymatique.  

Cette méthode innove en effet, d’une part par son traitement 

d’échantillon réduit qui limite la durée d’analyse, ainsi que les erreurs de 

manipulation, et d’autre part, par l’utilisation d’un étalon interne qui permet de 

minimiser les facteurs de variation tels que la durée et la température lors de 

l’étape de dérivation.  

Les incubations de microsomes CYP4A11 commerciaux nous ont 

également permis de démontrer que la méthode d’incubation enzymatique 

permettait d’obtenir des activités enzymatiques reproductibles et fidèles aux 

valeurs attendues. Les conditions sont alors remplies pour l’étude de 
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l’influence des mutations du gène CYP4A11 sur l’ω-hydroxylation de l’acide 

laurique.  

Néanmoins, les essais portant sur la protéine du CYP4A11 produite au 

laboratoire à partir d’ADNc CYP4A11 sauvage humain et exprimée dans la 

levure Sacharomyces cerevisiae ne montrent aucune activité enzymatique 

envers l’acide laurique. Ces résultats, suggèrent que la protéine du CYP4A11 

exprimée dans la levure aurait une conformation differente de celle produite 

dans les microsomes commerciaux, exprimée dans des cellules d’insecte (BD 

Gentest™ Supersomes™, 456221). 

L’utilisation de différents systèmes d’expression peut être impliqué dans 

la synthèse d’une protéine avec une conformation structurelle differente, 

c'est-à-dire, il y a pu avoir une reduction de taille moléculaire de la protéine, 

fait qui pourrait diminuer l’espace d’entrée du substrat dans la poche du site 

actif de la protéine, ne premettrant l’entrée qu’aux petites molécules. Au 

contraire une augmentation de la taille du site active de la protéine ne 

permettrait pas la fixation de ces petites molécules, favorisant celle des 

molécules plus grandes. Ce phénomène est du en grand partie aux 

modifications post-transcriptionnelles et/ou traductionnelles de chaque 

organisme. 

 

Ces modifications post-transcriptionnelles et/ou traductionnelles 

peuvent être : 

 

• Stabilité du repliement. 

• Adressage. 

• Cascades de signalisation. 

• Ancrage dans les membranes. 

• Solubilité. 

• Identité immunologique. 

 

Dans notre travaille de recherche, les microsomes commerciaux ont 

presenté une activité enzymatique avec l’acide laurique (C=12), ce qui n’a pas 

été le cas pour l’acide arachidonique (C=20). D’autre part, un premier essaie 

avec les microsomes produits au laboratoire ont présenté une activité vis-à-

vis de l’acide arachidonique qui a permit la detection du métabolite, l’acide 

20-HETE. 
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TableaTableaTableaTableau 15u 15u 15u 15. . . . Modifications post-transcriptionnelles et/ou traductionnelles des 

différents hôtes utilisés dans l’expression in vitro de protéines ciblées. 

HôteHôteHôteHôte    AvantagesAvantagesAvantagesAvantages    InconvénientsInconvénientsInconvénientsInconvénients    

BactBactBactBactéééérierierierie            

Escherichia coli - Génétique très bien 

connue 

- Nombreux outils de 

clonage commerciaux 

- Expression élévée 

- Facile à cultiver 

(fermentation) 

- Expression élevée 

(plusieurs g/L de protéine 

recombinante) 

- Pas des modifications post-

traductionnelles 

(glycosylation) 

- Faible potentiel de 

sécrétion 

EucaEucaEucaEucarrrryoteyoteyoteyote      

Levures 

(Saccharomyces 
cerevisiae, 
Pichia pastoris, 
Kluyveromyces 
lactis, Yarrowia 
lypolytica) 

- Modifications post-

traductionnelles 

(glycosylation simples, 

acylation...) 

- Outils de clonage 

commercieux (S. cerevisiae) 

- Facile à cultiver 

- Bonne expression 

(plusieurs centaines de 

mg/L) 

- Faible potentiel de 

sécrétion pour les grandes 

protéines 

Cellules de 

mammifères 

(cellules 

chinese 

Hamster Ovary, 

lignées 

permanentes...) 

- Production de grosses 

protéines recombinantes 

complexes (protéines 

humaines, anticorps...) 

- Flaible rendement (10 mg/L 

max) 

Coût élevé 

AutresAutresAutresAutres      

Insectes 

(Spodoptera 
frugiperda) 

- Systèmes de clonage 

dérivés du Baculovirus 

- Utilisation industrielle pas 

encore opérationnelle 
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II.5 CONCLUSIONII.5 CONCLUSIONII.5 CONCLUSIONII.5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES    

 

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la recherche de polymorphismes 

génétiques d’activité d’enzymes de la superfamille des CYP450 et de l’étude 

de leur rôle dans la susceptibilité aux pathologies multifactorielles complexes 

comme l'hypertension.  

Ce travail a d’abord permis de développer une stratégie PCR-SSCP de 

recherche et d’identification de mutations pour les gènes CYP4A11 et 

CYP4A22. Cette stratégie a ensuite été appliquée à 4 populations de 

volontaires d'origine française, gabonaise, péruvienne et tunisienne. Nous 

avons ainsi pu mettre en évidence une variabilité interethnique pour le 

polymorphisme d’activité du CYP4A11 g.T8590C associé au phénotype 

hypertendu.  

Puis ces travaux nous ont permis d’identifier et de caractériser le 

polymorphisme génétique de l’ensemble des séquences promotrices et 

codantes des gènes CYP4A11 et CYP4A22. Nous avons pu ainsi identifier de 

nouvelles mutations pour ces gènes. 

L'analyse fonctionnelle in silico des mutations identifiées au niveau de 

la région promotrice, en utilisant le logiciel MatInspector de Genomatix, 

montre que ces mutations semblent avoir un impact limité sur la régulation 

transcriptionnelle des gènes CYP4A11 et CYP4A22. 

L'analyse fonctionnelle in silico des mutations identifiées au niveau des 

régions codantes en utilisant la modélisation par homologie comparative, 

montre que par leur nature et leur position, un certain nombre de mutations 

faux-sens pourrait avoir un effet sur l’activité enzymatique. La construction 

des modèles 3D du CYP4A11 et CYP4A22, sur le modèle de référence du 

CYP3A4 devrait permettre d'affiner les connaissances des relations 

séquence-structure-activité des CYP4A11 et CYP4A22.  

Ces résulats ont permis de proposer des mutations candidates pour 

l’analyse fonctionnelle in vitro afin de confirmer ces résultats in silico. 

L’analyse fonctionnelle in vitro des mutations identifiées au niveau des 

régions codantes en utilisant un système d'expression hétérologue, la levure 

Saccharomyces cerevisiae a été initiée et l'analyse des cinétiques 

enzymatiques des différents variants naturels recombinants devrait nous 

éclairer sur l'impact fonctionnel des différentes mutations. 

La mise au point de la méthode de dosage de l’acide laurique et de 

l’acide 12-hydroxylaurique nous a permis de doser ces molécules dans des 

préparations microsomales exprimant le CYP4A11 humain. L’utilisation de la 
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méthode GC-MS/MS pour cette application n’a jamais été décrite 

précédemment dans la littérature, à notre connaissance.  

Finalement, après avoir identifié le polymorphisme génétique du 

CYP4A11 et du CYP4A22 et caractérisé les variants naturels, nous pourrons 

appliquer la détection des polymorphismes génétiques d'activités à des 

populations de patients atteints d'hypertension essentielle parfaitement 

caractérisées sur le plan clinique.  
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IIIIIIIIIIII. IDENTIFICATION . IDENTIFICATION . IDENTIFICATION . IDENTIFICATION DU POLYMORPHISME GENDU POLYMORPHISME GENDU POLYMORPHISME GENDU POLYMORPHISME GENETIQUE DE LA ETIQUE DE LA ETIQUE DE LA ETIQUE DE LA 

GLYCINE NGLYCINE NGLYCINE NGLYCINE N----ACYLTRANSFERASE ACYLTRANSFERASE ACYLTRANSFERASE ACYLTRANSFERASE (GLYAT)(GLYAT)(GLYAT)(GLYAT)    
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IIIIIIIIIIII.1 GENERALITES.1 GENERALITES.1 GENERALITES.1 GENERALITES    

 

La glycine N-acyltransférase ou GLYAT est une enzyme impliquée dans 

la détoxication de xénobiotiques contenant un groupement carboxylique par 

conjugaison d’un résidu de glycine.  

L’activité glycine transférase est une des premières réactions 

biochimiques mise en évidence. Suite aux travaux réalisés par Friedrich 

Woehler sur les composés éliminés dans les urines « waste materials of 
urine », les enzymes de conjugaison aux acides aminés ont été étudiées dans 

la détoxication des xénobiotiques. En 1841, Alexander Ure a démontré pour la 

première fois chez l’Homme, que l’acide benzoïque était métabolisé en acide 

hippurique via cette activité enzymatique (Ure, 1841). En 1845, Dessaignes a 

mis en évidence la réaction de conjugaison chez l’Homme, en démontrant que 

l’acide hippurique éliminé dans les urines était obtenu par conjugaison de 

l’acide benzoïque à une molécule de glycine (Dessaignes, 1845) (Figure 11). 

 

 

Figure Figure Figure Figure 11111111. . . . MétaMétaMétaMétabolisme de l’acide benzoïque en acide hippuriquebolisme de l’acide benzoïque en acide hippuriquebolisme de l’acide benzoïque en acide hippuriquebolisme de l’acide benzoïque en acide hippurique. . . . L’activation 

de l’acide benzoïque donne naissance à un composé acyl-adenylate (1), suivi 

par la formation d’un CoASH catalysée par la CoA-liagse (2) pour donner 

naissance au benzoyl-CoA qui est ensuite conjugué avec le groupement acyl 

de la glycine grâce à l’action de la glycine N-acyltranférase (3) pour former 

l’acide hippurique qui sera éliminé dans les urines. 
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En 1953 Schachter et Taggart ont identifié pour la première fois la 

glycine N-acyltranferase dans la mitochondrie hépatique bovine (Schachter 

and Taggart, 1953). En utilisant des protéines purifiées à partir des 

mitochondries hépatiques d’origine humaine, Webster (Webster et al., 1976) a 

démontré qu’une enzyme était spécifique à la glycine comme acide aminé 

accepteur en utilisant le butyryl-CoA ou benzoyl-CoA comme acyl donneur 

(Webster et al., 1976 ; Mawal and Qureshi, 1994 ; Kelley and Vessey, 1994).  

Cette réaction de conjugaison à la glycine a lieu dans la matrice 

mitochondriale des cellules hépatiques et rénales, par deux réactions 

séquentielles. Dans un premier temps, une réaction riche en énergie 

transforme l’acide benzoïque activé en benzoyl-CoA grâce à une enzyme 

appelée l’acyl-CoA synthétase. Dans un deuxième temps, la partie N-

terminale de la glycine est transférée sur le groupement acyl du benzoyl-CoA, 

grâce à l’enzyme Glycine N-acyltranférase (GLYAT, EC 2.3.1.13) (Kelly and 

Vessey, 1994 ; Mawal et al., 1994).  

Les xénobiotiques contenant un groupement carboxylique (-COOH) sont 

utilisés comme médicaments, pesticides, insecticides et additifs alimentaires 

(Tableau 16). Ces composés sont principalement métabolisés via la 

conjugaison aux acides aminés et particulièrement à la glycine. D’autres 

acides aminés sont également utilisés chez d’autres espèces, comme 

l’ornithine chez les oiseaux et les reptiles, la glutamine chez le lapin et le rat. 
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Tableau Tableau Tableau Tableau 16161616.... Xénobiotiques métabolisés via la conjugaison aux acides aminés. 

XénobiotiquesXénobiotiquesXénobiotiquesXénobiotiques    Métabolites Métabolites Métabolites Métabolites à à à à 

fonction acide fonction acide fonction acide fonction acide 

carboxyliquecarboxyliquecarboxyliquecarboxylique    

Conjugué Conjugué Conjugué Conjugué     

aaaacide aminécide aminécide aminécide aminé    

EEEEspècesspècesspècesspèces    RéférencesRéférencesRéférencesRéférences    

AstemizoleAstemizoleAstemizoleAstemizole    Acide 4-

fluorobenzoïque 

Acide 2-[4-

(fluorobenzoyl) aminé] 

acétique 

Homme, 

rat, porc, 

chien 

Meuldermans 

et al., 1986 

    Acide 2-(4-

methoxyphényl) 

acétique 

Acide 2-[[2-(4-

methoxyphényl) acétyl] 

aminé] acétique 

Homme, 

rat, porc,  

chien 

Meuldermans 

et al., 1986 

AzosemideAzosemideAzosemideAzosemide    Acide 

thiophéne-2-

carboxylique 

Acide 2-(thiophéne-2-

carbonylaminé) acétique 

Rat Suh 

et al., 2003 

BromphéniramineBromphéniramineBromphéniramineBromphéniramine    Acide 3-(4-

bromophényl)-

3-pyridine-2-

yl-propanoïque 

Acide 2-[[3-(4-

bromophényl)-3-pyridine-

2-yl-propanoyl] aminé] 

acétique 

Homme, 

chien 

Bruce 

et al., 1968 

Acide cinnamiqueAcide cinnamiqueAcide cinnamiqueAcide cinnamique    NA Acide 2-(3-phénylprop-2-

énoylaminé) acétique 

Rat,  

souris 

Nutley 

et al., 1994 

PermethrinePermethrinePermethrinePermethrine    Acide 3-(2,2-

dichloroéthényl)

-2,2-diméthyl-

cyclopropane-

1-carboxylique 

Acide 2-[[3-(2,2-

dichloroéthényl)-2,2-

diméthyl-cyclopropane 

carbonyl] aminé] acétique 

Homme Ahn 

et al., 2006 

TriflusaleTriflusaleTriflusaleTriflusale    Acide 2-

hydrocy-4-

(trifluorométhyl) 

benzoïque 

Acide 2-[[2-hydroxy-4-

(trifluorométhyl) benzoyl] 

aminé] acétique 

Homme Murdoch et Plosker, 

2006 

mmmm----XylèneXylèneXylèneXylène    NA Acide 2-[-3 

(méthylbenzoyl) aminé] 

acétique 

Homme Campbell 

et al., 1988 

NA : non attribué. 

 

Chez l’Homme, la conjugaison de l’acide salicylique avec la glycine est 

saturable à doses thérapeutiques (Levy, 1965a ; Levy 1965b).  

L’acide valproïque (VPA), un anticonvulsant, est l’exemple classique de 

médicament hépatotoxique que séquestre la CoASH intramitochondriale. Le 

VPA est structuralement similaire à un acide gras et son métabolisme implique 

la formation de la valproyl-CoA dans la mitochondrie, que est ensuite 

transformée en ∆2-valproyl-CoA (déshydrogénation), 3-OH-valproyl-CoA 

(hydration) et enfin en 3-keto-valproyl-CoA (déshydrogénation) (Li et al., 
1991).  

La majeure partie du VPA dans la matrice de la mitochondrie est 

présente sous la forme de thioesters CoA. L’imperméabilité de la membrane 

mitochondriale empéche la sortie de ces derniers. 

Contrairement au VPA, l’acide salicylique est largement métabolisé via 

une conjugaison avec la glycine (acide salicylurique). A doses thérapeutiques, 
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l’aspirine peut être associée au syndrome de Reye (altération de l’oxydation 

des acides gras) chez les enfants présentant des infections virales (Belay et 
al., 1999). 

Chez l'Homme, la GLYAT est principalement exprimée au niveau 

hépatique et rénal. Une activité GLYAT croissante est généralement observée 

de l’âge de 7 à 18 mois puis reste constante jusqu'à l'âge adulte. 

La protéine GLYAT a été purifiée et biochimiquement identifiée à partir 

du tissu hépatique et rénal chez l’Homme, le boeuf, le mouton, le lapin et le 

singe (Webster et al., 1976 ; Mawal et al., 1994).  

Chez l’Homme, le gène GLYAT a été localisé sur le chromosome 11 en 

position 12.1 et s’étend sur 23.2 kb. Il est composé de 6 exons, l’exon 1 étant 

non codant. Le gène GLYAT code pour une isoforme longue, dite GLYAT (a), 

composée de 296 acides aminés et une isoforme courte, dite GLYAT (b), 

composée de 163 acides aminés.  
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III.III.III.III.2222    ETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISETUDE DU POLYMORPHISME GENETIQUE DE LA ME GENETIQUE DE LA ME GENETIQUE DE LA ME GENETIQUE DE LA GLYATGLYATGLYATGLYAT    

    

IIIIIIIII.2.1I.2.1I.2.1I.2.1    Echantillons d’ADN analysésEchantillons d’ADN analysésEchantillons d’ADN analysésEchantillons d’ADN analysés    

Cinquante cinq échantillons ont été utilisés dans cette étude provenant 

d’une population de volontaires Français d'origine caucasienne. Pour chaque 

individu 10 ml de sang ont été collectés sur EDTA. L’ADN génomique a été 

isolé et purifié à partir des leucocytes selon une procédure standard 

d’extraction au phénol/chloroforme ou à l’aide de kits commerciaux. La qualité 

et la concentration en acides nucléiques des échantillons ont été évaluées par 

mesure de leur densité optique à 260 et 280 nm. 

    

IIIIIIIII.2.2 Développement d’une stratégie d’analyse PCRI.2.2 Développement d’une stratégie d’analyse PCRI.2.2 Développement d’une stratégie d’analyse PCRI.2.2 Développement d’une stratégie d’analyse PCR----SSCPSSCPSSCPSSCP    

Pour rechercher et identifier les mutations de la GLYAT, nous avons 

développé une méthode d’analyse de la séquence codante et des régions 

flanquantes régulatrices en 5’ et en 3’ du gène, basée sur l’étude du 

polymorphisme de conformation de fragments d’ADN simples brins générés 

par réaction de polymérisation en chaîne. La séquence génomique de 

référence de la GLYAT a été obtenue à partir du site GenBank du NCBI avec 

le numéro GeneID: 10249. 
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IIIIIIIIIIII....4 CONCLUSION4 CONCLUSION4 CONCLUSION4 CONCLUSION ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES    

 

L’étude que nous avons effectuée a permis de montrer pour la première 

fois le polymorphisme génétique de la GLYAT dans une population française 

d’origine caucasienne. 

 

Dans un premier temps, la stratégie PCR-SSCP a été appliquée à une 

population de 55 individus Français d’origine caucasienne. Ensuite, une 

analyse in silico, nous a permis d’évaluer l’impact des variants identifiés au 

niveau des régions promotrices et codantes du gène de la GLYAT. 

 

Sept variations de séquence de la GLYAT ont été identifiées et quatre 

nouveaux allèles GLYAT* ont été caractérisés. La localisation de certaines 

mutations dans des structures secondaires très conservées de la protéine 

suggère un impact sur l’activité catalytique de cette enzyme.  

 

Compte tenu de l’implication de la GLYAT dans des processus de 

détoxications de nombreux xénobiotiques, il semble important d’analyser in 
vitro les conséquences fonctionnelles des polymorphismes génétiques 

identifiés, en particulier sur la quantité et/ou la qualité de la protéine 

synthétisée. Il reste également à examiner l’influence in vivo, du 

polymorphisme identifié sur l’activité de la GLYAT. 

 

Ces résultats seront utiles pour de futures études d’association de ce 

polymorphisme génétique de la GLYAT avec les altérations de détoxications 

de xénobiotiques contenant un groupement carboxylique comme l’aspirine, 

certains pesticides ou le toluène. 
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IV. IV. IV. IV. CONCLUSION GENERALECONCLUSION GENERALECONCLUSION GENERALECONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES ET PERSPECTIVES    

 

 Sur les trois milliards de bases qui composent le génome humain, 99,9% 

sont identiques d’un individu à l’autre. Le pourcentage de variations ou 

polymorphismes restant est infime (0,1%), mais représentent cependant trois 

millions de nucléotides qui sont à la base des différences entre les individus. 

Parmi elles, on compte la sensibilité individuelle aux médicaments ou aux 

xénobiotiques, due en partie au polymorphisme génétique affectant les 

enzymes du métabolisme des xénobiotiques. 

 La compréhension des mécanismes génétiques à l’origine des variations 

inter-individuelles de l’activité s’est considérablement améliorée au cours des 

vingt dernières années. Paradoxalement, l’application de ces connaissances 

reste limitée et, en clinique, un génotypage prédictif n’est généralement pas 

réalisé en routine (Becquemont, 2003).  

 Les résultats obtenus au cours de ce travail de recherche ont permis la 

détection d’un grand nombre de mutations connues et de nouvelles mutations. 

Au total pour le CYP4A11, 10 mutations ont été identifiées et 5 allèles 

caractérisés, dont deux sont porteurs de mutations faux-sens. Pour le 

CYP4A22, 16 mutations ont été identifiés et 5 allèles porteurs de mutations 

faux-sens ont été caractérisés. Afin d’être complète, cette étude devrait être 

poursuivie par une analyse des différents loci de ces gènes. En effet, des 

délétions partielles ou totales, ainsi que des amplifications de gènes sont des 

anomalies qui affectent parfois la structure de certains gènes (Ingelman-

Sundberg, 1997). De tels réarrangements de loci ont été par exemple décrit 

pour le CYP2A6 (Oscarson, 2001), le CYP2D6 (McLellan et al., 1997a) et la 

GSTM1 (McLellan et al., 1997b). La recherche de ces macrolésions pourrait 

être effectuée par Southern blot ou par PCR en temps réel (par exemple avec 

la technologie Taqman). 

 Certains mutations identifiées apparaissent particulièrement 

intéressantes et, de par leur nature et localisation, suggèrent l’existence d’un 

polymorphisme d’activité pour les enzymes CYP4A11 et CYP4A22. Il s’agit du 

polymorphisme (g.-845A>G) au niveau de la région promotrice du CYP4A11 

localisé près du site de fixation d’un facteur de transcription PPAR/RXR. Ce 

polymorphisme g.-845A>G est associé au phénotype hypertendu chez une 

population japonaise et provoque une réduction in vitro d’environ 30% de la 

transcription du gène (Sugimoto et al., 2008).  
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 Au niveau de la région codante du CYP4A11, trois mutations faux-sens 

entrainent la production de nouveaux variants protéiques, il s’agit de la 

p.Ser404Phe, la p.Phe434Ser et la p.Arg505His. La mutation p.Phe434Ser 

provoque une diminution de l’activité catalytique de plus de 50% et a été 

associée au phénotype hypertendu dans différents populations (Gainer et al., 
2005 ; Mayer et al., 2005 et 2008 ; Fu et al., 2010 ; Sugimoto et al., 2010). 

Notre travail de recherche a permis de mettre en évidence une variabilité 

interethnique de distribution de la fréquence de ce polymorphisme dans de 

nouvelles populations, encore non étudiées. 

 Les raisons de telles différences interethniques pourraient 

correspondre en partie, à des pressions de sélection qui se sont exercées 

depuis des milliers d’années (alimentation, maladie, environnement, climat).  

 La variabilité du polymorphisme génétique du CYP4A11 dans les 

populations noires et les populations caucasiennes pourrait contribuer à des 

différences interethniques de susceptibilité à l’hypertension artérielle 

essentielle ou de réponse à certains xénobiotiques et, par conséquent, de 

susceptibilité à des maladies cardiovasculaire à composante génétique et 

environnementale.  

 Les informations disponibles concernant le polymorphisme génétique du 

CYP4A22 et leurs conséquences sur l’activité catalytique sont à l’heure 

actuelle limitées. Hiratsuka et al. ont mis en évidence la nature polymorphe du 

gène CYP4A22 (Hiratsuka et al., 2006). Gainer et al. ont démontré que le 

changement d’une glycine en position 130 par une serine entraînait la 

production d’une protéine CYP4A11 non fonctionnelle (Gainer et al., 2005). Ce 

variant est retrouvé avec une fréquence assez élevée (53%) chez la population 

japonaise étudiée par Hiratsuka et al. Dans notre étude, nous avons observé 

que la fréquence du variant CYP4A22 p.Gly130Ser est de 47% chez les 

Français d’origine caucasienne. Cela pourrait suggérer que 53% de notre 

population porte un allèle p.Gly130, produisant une protéine CYP4A22 

fonctionnelle qui pourrait ainsi participer à la formation de l’acide 20-HETE 

au niveau rénal.  

 A l’heure actuelle, le variant g.T8590C (p.Phe434Ser) du CYP4A11 et le 

variant g.G4628A (p.Gly130Ser) du CYP4A22 sembleraient être les variants 

les plus intéressants par leur impact sur l’activité catalytique de ces enzymes. 

La construction des structures 3D du CYP4A11 et CYP4A22, nous a permis 

d’identifier des mutations candidates pour les analyses fonctionnelles in vitro 

et des cinétiques enzymatiques. Par ailleurs, nous avons initié les essais avec 

l’expression du CYP4A11 et du CYP4A22 humains dans un système 

d’expression hétérologue, la levure Saccharomyces cerevisiae. De plus, une 

méthode analytique de dosage de l’activité enzymatique des protéines CYP4As 

a été mise au point au laboratoire. Ces travaux devraient nous permettre 
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d’analyser les conséquences des nouvelles mutations sur l’activité catalytique 

des CYP4As. Les mutations ayant un effet sur la protéine pourront être 

retenues pour de futures études de corrélation génotype-phénotype chez des 

populations de patients hypertendus parfaitement caractérisés sur le plan 

clinique. Enfin, ces résultats pourraient être utiles afin d’établir de nouveaux 

facteurs génétique de susceptibilité à l’hypertension artérielle essentielle chez 

l’homme et dans un avenir plus lointain à l'élaboration de nouveaux 

traitements de cette pathologie.  

La glycine N-acyltransférase ou GLYAT est une enzyme impliquée dans 

la détoxication de xénobiotiques contenant un groupement carboxylique par 

conjugaison d’un résidu de glycine.  

Sept variations de séquence de la GLYAT ont été identifiées et quatre 

nouveaux allèles GLYAT* ont été caractérisés. La localisation des certaines 

mutations dans des structures secondaires très conservées de la protéine 

suggère un impact sur l’activité catalytique de cette enzyme.  

La poursuite de cette étude portera sur l’analyse fonctionnelle in vitro 

des mutations de la région promotrice avec une analyse d’un gène rapporteur 

la luciférase et pour les mutations faux sens identifiées dans la région codante 

de la GLYAT, l’utilisation du système d’expression hétérologue, la levure 

Saccharomyces cerevisiae. 

Ces résultats seront utiles pour de futures études d’association de ce 

polymorphisme génétique de la GLYAT avec les altérations de détoxications 

de xénobiotiques contenant un groupement carboxylique comme l’aspirine, 

certains pesticides ou le toluène. 

 L’étude que nous avons effectuée a permis de confirmer l’efficacité et la 

fiabilité de la technique PCR-SSCP pour la détection rapide de mutations chez 

un grand nombre de sujets. Cependant, d’autres techniques étaient applicables 

à cette recherche, par exemple le séquençage reste certainement la méthode 

la plus directe. Cette technique reste néanmoins lourde et coûteuse pour 

l’analyse d’un large panel d’échantillons. La Chromatographie Liquide Haute 

Performance en conditions dénaturantes ou dHPLC, qui présente un taux de 

sensibilité supérieur à 90%, est une technique relativement récente de plus en 

plus utilisée (Xiao and Oefner, 2001). Cette méthode est basée sur la détection 

des hétéroduplexes. Cependant les mutations à l’état homozygote ne sont pas 

détectées sauf à créer artificiellement des hétéroduplexes en ajoutant un 

produit PCR correspondant à la séquence sauvage. 

 La PCR-SSCP, stratégie que nous avons choisi, semblait la technique la 

plus adaptée. Il apparaît que plus de 80% des mutation présentes sur des 

fragments PCR d’environ 300pb sont détectées, si l’analyse est effectuée avec 

au moins deux conditions électrophorétiques différentes (concentration du gel, 

temps de migration, température) (Ravnik-Glavac et al., 1994). 
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 De nouveaux outils de séquençage (puces à ADN, d-HPLC robotisé ou 

séquenceur multicapillaires), et de nouvelles technologies d'analyse du profil 

d'expression du génome de cellules et de tissus, fonctionnant à très haut débit 

et à grande échelle (microarray technology, puces à ADN) devraient permettre 

l’analyse de l’ensemble du polymorphisme de familles de gènes et également 

de leur expression.  

 L’ensemble des résultats de ces recherches devrait permettre 

d’améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires responsables de 

la genèse et de l’évolution des pathologies complexes à composante génétique 

et environnementale. Ces travaux pourraient aussi permettre d’identifier de 

nouveaux facteurs de prédisposition génétique de ces affections, ce qui, sans 

doute, aurait des implications sur le diagnostic, la prévention, l’amélioration du 

traitement de ces pathologies et, dans un avenir plus lointain, pourrait 

permettre l’élaboration de nouveaux traitements de ces affections. 
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Identification et Identification et Identification et Identification et caractérisation du polymorphisme génétique des cytochromes P450 4A11 et caractérisation du polymorphisme génétique des cytochromes P450 4A11 et caractérisation du polymorphisme génétique des cytochromes P450 4A11 et caractérisation du polymorphisme génétique des cytochromes P450 4A11 et 

4A22 4A22 4A22 4A22 (CYP4A11 (CYP4A11 (CYP4A11 (CYP4A11 etetetet CYP4A22) CYP4A22) CYP4A22) CYP4A22) et de la Glycine N et de la Glycine N et de la Glycine N et de la Glycine N----acyltransférase acyltransférase acyltransférase acyltransférase (GLYAT)(GLYAT)(GLYAT)(GLYAT)    

 

L'organisme a développé au cours de l'évolution des systèmes enzymatiques capables 

de transformer de nombreuses molécules étrangères ou xénobiotiques, le plus souvent de 

nature hydrophobe, en métabolites suffisamment hydrophiles pour être plus facilement 

excrétés par voie urinaire et/ou biliaire. Certaines de ces enzymes sont également impliquées 

dans des processus cataboliques ou de biosynthèses de composés endogènes (acides gras, 

rétinoïdes, stéroïdes, prostaglandines…).  

 

Ces enzymes jouent ainsi un rôle fondamental à la fois dans la défense de l'organisme 

face à son environnement chimique et dans des processus physiologiques essentiels. On 

comprend dès lors que s'il existe, chez certains individus, des anomalies de séquence ou de 

structure des gènes codant pour ces enzymes, une partie de la population présentera une 

susceptibilité particulière à certaines molécules de l'environnement, voire des 

dysfonctionnements de certaines réactions biologiques indispensables. Les travaux de cette 

thèse s'inscrivent dans cette démarche. Dans un premier temps, ils ont consisté à évaluer la 

nature et l'étendue de la variabilité de la séquence nucléotidique de trois gènes codants pour 

les enzymes CYP4A11, CYP4A22 et la Glycine N-acyltransférase (GLYAT). Dans un 

deuxième temps, les analyses fonctionnelles des variations de séquence identifiées ont été 

abordées par des approches in silico et in vitro. 

 

Les cytochromes P450 4A11 et 4A22, participent à la biotransformation de composés 

endogènes et sont impliqués plus particulièrement dans la voie d’activation de l’acide 

arachidonique. Des travaux récents suggèrent que des anomalies génétiques de ces enzymes 

constituent des facteurs de susceptibilité à l’hypertension artérielle. Nous avons ainsi analysé 

les variations de séquence des gènes CYP4A11 et CYP4A22 dans des échantillons d'ADN 

provenant de volontaires sains. Au total, 26 polymorphismes ont été identifiés et 5 nouveaux 

allèles CYP4A* ont été caractérisés pour chaque isoforme. Les structures 3D des protéines 

CYP4A ont été construites et validées pour l’analyse de l’impact des mutations identifiées. 

Les travaux d’analyses de mutations candidates retenues ont été initiés avec la mise au point 

d’une méthodologie GC-MS/MS de dosage de l’activité enzymatique des CYP4As. Ce travail 

représente la première description et caractérisation du polymorphisme génétique des 

isoformes CYP4A dans une population française.  

 

La glycine N-acyltransférase ou GLYAT est une enzyme impliquée dans la 

détoxication de xénobiotiques contenant un groupement carboxylique par conjugaison d’un 

résidu de glycine. Sept variations de séquence de la GLYAT ont été identifiées et quatre 

nouveaux allèles GLYAT* ont été caractérisés. La localisation des certaines mutations dans 

des structures secondaires très conservées de la protéine suggère un impact sur l’activité 

catalytique de cette enzyme. Ces résultats seront utiles pour de futures études d’association 

de ce polymorphisme génétique de la GLYAT avec les altérations de détoxications de 

xénobiotiques contenant un groupement carboxylique comme l’aspirine, certains pesticides ou 

le toluène. 
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