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>Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques
permettent I'assimilation d’une quasi-infinie
variété de molécules synthétiques ou naturelles
été

avec lesquelles na pas

confronté a priori. Ces enzymes sont synthétisées

I’organisme

dans la grande majorité des tissus, mais elles
sont plus diversifiées et abondantes dans le foie,
ol elles sont sujettes @ de nombreuses régula-
tions. Linduction est une réponse adaptative
rapide permettant d’augmenter transitoirement
la capacité cellulaire et tissulaire d’élimination
du xénobiotique. A contrario, I'inhibition peut
conduire a en augmenter la demi-vie biologique.
Une nouvelle ere de la pharmacologie molécu-
laire s’ouvre actuellement grace a la mise en évi-
dence récente des récepteurs nucléaires CAR et
PXR. Ces récepteurs orphelins sont les média-
teurs de I"activation transcriptionnelle de genes
codant pour des enzymes de biotransformation
hépatique sous I'effet du phénobarbital, un
médicament anti-épileptique aux propriétés
inductrices connues de tres longue date. Ces
récepteurs coordonnent I"assimilation des xéno-
biotiques et constituent des maillons essentiels
de voies de signalisation spécialisées. <
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[6]. Les génes dont

I"expression est controlée par le phénobarbital sont pour
la plupart impliqués dans la détoxification, un ensemble
de voies métaboliques permettant une assimilation de
molécules potentiellement toxiques telles que des médi-
caments ou des polluants [2, 7]. Cependant, les génes
jouant un rdle probable dans la cancérogenése dépen-

Le phénobarbital, un composé utilisé en thérapeutique
anti-épileptique depuis de nombreuses années, est
connu pour provoquer toute une série d’effets dans I"or-
ganisme, en particulier au niveau hépatique chez les
mammiféres [1, 2]. Le phénobarbital, dont la structure
est schématisée sur la Figure I, est un représentant
d’une tres large famille de molécules sans parenté struc-
turale manifeste, mais fortement lipophiles. La réponse
au phénobarbital se caractérise par une augmentation
du poids du foie, une prolifération du réticulum endo-
plasmique et Iinduction (ou I’inhibition) d’un grand
nombre de génes [3, 4]. Avec I'important recul de son
utilisation en médecine, le phénobarbital ne semble pas
impliqué dans I'apparition d'effets secondaires a la
chronicité des traitements, comme l'induction de can-
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dante du phénobarbital codent pour des récepteurs de
certains facteurs de croissance comme I'€GF (epidermal
growth factor) ou des protéines des jonctions intercellu-
laires comme les connexines [8, 9]. Les cytochromes
P450 (CYP) de la sous-famille 2B sont les enzymes sur
lesquelles I'activité inductrice du phénobarbital a été
initialement observée, et est la plus marquée. A I'instar
d’autres xénobiotiques, le phénobarbital induit I’expres-
sion des genes codant, entre autres, pour les CYP, res-
ponsables de son propre métabolisme oxydatif.

Une autre caractéristique originale du phénobarbital
est sa capacité d’induire I’expression de CYP dans
toutes les especes animales analysées, depuis la bac-
térie Bacillus megaterium jusqu’aux insectes, pois-
sons, oiseaux et mammiféres [3]. Un déterminant
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structural de la molécule de phénobarbital serait donc
un déclencheur universel de ce phénomene d’induction,
malgré les grandes différences existant entre les
mécanismes moléculaires sous-jacents. Cest d’ail-
leurs en raison de la capacité du phénobarbital d'in-
duire des genes CYP chez Bacillus megaterium que I’on
a espéré que ce processus, une fois élucidé chez la bac-
térie, serait transposable a I'homme. €n effet, une
séquence d’ADN, la bofte Barbie, présente dans la
région 5’ proximale des génes CYP de Bacillus megate-
rium [10] et responsable de leur activation transcrip-
tionnelle, a été retrouvée dans les régions 5’ flanquant
de nombreux génes codant pour des CYP et pour
d’autres enzymes de détoxification dans d’autres
especes, dont les rongeurs [6, 11]. Cependant, cet élé-
ment de séquence n’est pas déterminant pour I’induc-
tion des CYP par le phénobarbital chez les mammiferes.
Une autre région génomique plus distale, le PBRU (phe-
nobarbital responsive unit), chez le rat, ou le PBREM
(phenobarbital responsive enhancer module), chez la
souris, est en effet requise [12, 13]. Cette séquence
permet I'activation transcriptionnelle des genes CyP
qui possédent un (des) site(s) de fixation pour un
récepteur nucléaire orphelin, la protéine CAR (consti-
tutive androstane receptor) impliquée dans un com-
plexe hétérodimérique avec la molécule RXR (retinoid X
receptor)(=). Un autre récepteur nucléaire, PXR (pre-
gnane X receptor), encore appelé SXR (steroid X recep-
tor), récemment identifié, permet I'induction par le
phénobarbital d’une autre sous-famille de genes CYP,
la encore grace a sa capacité d'interagir avec des
séquences d’ADN spécifiques sous la forme d’un hété-
rodimere avec RXR (=+)[14]. Les fonctions de CAR
et de PXR sont partiellement interchangeables.
Uinvalidation des genes CAR et PXR démontre leur role
central dans I'induction des genes CYP, respectivement
par le phénobarbital et par les antiglucocorticoides. De
nombreuses revues analysant la réponse au phénobar-
bital ont été publiées derniérement [6, 11, 15-18].
Nous nous attacherons ici @ présenter une synthese des
connaissances acquises sur les mécanismes de I'induc-
tion des genes CYP par le phénobarbital, et a soulever
certaines questions importantes demeurées pour 'ins-
tant sans réponse.

Le phénobarbital
est un inducteur transcriptionnel

Les premieres études moléculaires ex vivo ont démon-
tré que le phénobarbital induit une augmentation des
transcrits des genes CYP2B1, CY2B2 et CYP2Cé6 dans les
cellules d'hépatome de rat, et CYP2HI dans les hépato-
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cytes de poulet [19, 20]. Cette induction est inhibée
par I'ot-amanitine dans les cellules d'hépatome de rat,
suggérant une régulation de nature transcriptionnelle
[21], comme in vivo [22]. Des expériences de trans-
fection de plasmides recombinants ont permis de mon-
trer que les éléments nécessaires a la réponse au phé-
nobarbital des genes CYP2B1, CYP2B2 et CYP2HI sont
situés vers -1,4 kb pour les génes de rat ou de fagon
beaucoup plus distale (-5,9 kb) dans le cas du géne de
poulet [21, 23]. Par transgenése chez la souris, il a été
montré que les séquences nécessaires a |'activation
transcriptionnelle par le phénobarbital sont localisées
a -0,8 kb du géne CYP2B2 de rat, et a I'intérieur d'un
fragment de 19 kb contenant cette séquence, en
accord avec les données obtenues par culture cellu-
laire [24]. Uamélioration des conditions de culture
d'hépatocytes de rat et de souris a permis de démon-
trer que les éléments de réponse les plus importants
sont localisés a la position -2,3 kb en amont du site
d'initiation de la transcription des genes CYP2B1/2 de
rat et CYP2B10 de souris [12, 13].

Les principaux éléments de réponse
au phénobarbital sont localisés au sein
d’une courte séquence de 51 paires de bases

La premiére caractérisation de I’élément PBRE (PB res-
ponsive element) dans le promoteur du géne CYP2B10
de souris a montré que la région située entre -1,4 et
-0,97 kb contient une séquence de 25 pb portant un
site de fixation pour un récepteur nucléaire (NR) [13].
Un autre motif NR situé vers -2,3 kb en amont des
genes CYP2B1/2 (PBRU) et CyP2B10 (PBREM) a ensuite
été identifié [11]. Les éléments PBRU et PBREM présen-
tent 98 % d'identité (50 bases identiques sur 51). La
position de ces éléments de séquence correspond a la
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Figure 1. Représentation schématique de la

molécule de phénobarbital.



présence d’un site d’hypersensibilité a la DNAse |
(Figure 2). Des expériences de délétion et de recompo-
sition synthétique des séquences ont montré que la
région proximale a une forte activité de transcription
constitutive tandis que la région distale se comporte
comme un répresseur en ’absence de phénobarbital ou
de ses agonistes comme le 1,4-bis[2-(3,5-dichloropy-
ridyloxy)] benzéne (TCPOBOP). La majorité de la
séquence a effet négatif, importante en I'absence de
TCPOBOP, est cependant comprise dans 'intervalle -0,8
kb a -1 kb [13], en accord avec les résultats obtenus
par transgenése chez la souris [24]. Récemment, un
candidat répresseur susceptible de se lier a cette
séquence, la protéine RBJ-JK, a été identifié [25]. La
séquence du PBREM du gene CYP2BI10 a été restreinte a

un élément d’une longueur minimale de 51 pb néces-

saire et suffisant pour conférer induction par le phé-

nobarbital a un promoteur hétérologue. Le PBREM du

géne CYP2H1 de poulet (localisé a la position -1,64 kb)

permet également l'induction d'un promoteur trans-

criptionnel hétérologue [26], bien que des résultats
partiellement contradictoires aient été rapportés

[27]. €nfin, linjection directe dans le foie de rat de

plasmides recombinants porteurs du PBRU du gene

CYP2B2 a confirmé que cette séquence suffisait a

reproduire I'induction du géne endogéne [28]. Cet ensemble d’ap-
proches expérimentales convergentes démontre que les déterminants
principaux de I'induction de génes CYP par le phénobarbital sont
contenus dans les séquences PBREM/PBRU.

Le PBREM/PBRU contient des sites NR
encadrant un site NF-1

Au sein du PBREM/PBRU, deux sites NR encadrent un site

HS2 HS1
-2,3/-2,2kb| | -L4/-1,2kb | |—150/-50pb|'+1
GRE/AP-1 (CyP2B2) .
PBREM/PBRU
PBRE (CYP281) Barbie C/€EBP
RXR @ NFL  RXR @
«— — «— —
DR4 DR4
NR-1 NF-1 NR-2
“«— — «— —

-

-

TGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCA.CCATCAACTTGACTGACACC) CYP2B2

e

TGTACTTTCCTGACCCTGAAGAGGTGGCA.GCATGGACTTTCCTGAACCA CYP2B6

a

TGAACTTCCTTGCCCTTT.CAGAGACCGAGCCAATACATAGCAATCTGTC CYP2HI

Figure 2. Organisation génomique de la région 5’ des génes CyP2B. Les dis-
tances par rapport au site d’initiation de la transcription (+1) sont indiquées
en paires de bases (pb) ou en kilobases (kb). La partie centrale de la figure
représente un grossissement de la région PBREM/PBRU, avec une représentation
schématique de la fixation des protéines impliquées. La partie basse de la
figure contient les séquences alignées contenues dans les éléments
PBREM/PBRU des genes CYP2B et CYP2H. Les sites de reconnaissance par les
récepteurs nucléaires sont encadrés. Les sites de fixation de NF-1 sont en vert.
HS : DNAse | hypersensitive site ; C/EBP : CAAT enhancer binding protein ;
Barbie : boite Barbie ; GRE : glucocorticoid response element ; AP-1 : activator
protein 1 ; PBRE : phenobarbital responsive element ; PBREM : phenobarbital
responsive enhancer module ; PBRU : phenobarbital responsive unit ; RXR : reti-

noid X receptor ; CAR : constitutive androstane receptor ; NF-1

factor 1 ; NR: nuclear receptor site ; DR : direct repetition.
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TGTACTTTCCTGACCTTGGCACAGTGCCA.CCATCAACTTGCCTGACACC) CYP2B10 (-2338/-2289

NF-1[17]. Une analyse moléculaire par mutagenése diri-
gée etempreinte a la DNAse | a permis de montrer que des
mutations dans le site NF-1 et les sites NR abolissent
I"activité enhancer du PBREM/PBRU apres traitement par
le TCPOBOP [29]. Les sites NR se comportent comme des
répresseurs en |'absence de TCPOBOP, tandis que le site
NF-1 est un site activateur [29, 30]. Récemment, il a été
montré que deux éléments de séquence additionnels sont
nécessaires, au moins dans les hépatocytes de rat en cul-
ture primaire, pour conférer une induction maximale. Il
s’agit d’un GRE (glucocorticoid response element,) immé-
diatement en 5’ du PBRU, et d’une répétition opposée de
type ER7 Iégérement plus en amont (positions -2282 & -
2264 pb du géne CyP2B2) [31].

(-2234/-2184)
(-1733/-1634)  Le récepteur nucléaire CAR se fixe
(-1656/-1601)  Spécifiquement sur le PBREM/PBRU

€n recherchant les récepteurs nucléaires susceptibles de
se fixer sur le PBREM, le groupe de Negishi a démontré,
par des expériences de mutagenese dirigée et de trans-
fection dans des hépatocytes de souris, I"implication
d’un motif de type DR4 (répétitions directes séparées
par 4 pb) dans la réponse au phénobarbital [32]. Ces
séquences sont connues pour fixer plusieurs types de
récepteurs nucléaires sous la forme d'hétérodimeres
avec le récepteur RXR, comme par exemple le récepteur
de I'hormone thyroidienne, le récepteur LXR (liver X
receptor) ou encore le récepteur de la vitamine D [33].
Des analyses de retard sur gel ont permis de montrer que
RXR se fixe sur le site NR-1 dans les échantillons traités
: nuclear  parle phénobarbital. De plus, CAR, un récepteur orphelin
enrichi dans le foie, fait partie d’un complexe hétérodi-
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mérique avec RXR. Uintensité de la bande retardée aug-
mente avec le temps de traitement par le phénobarbital.
€n outre, CAR subit une translocation quantitative dans
le noyau sous I'effet du phénobarbital et d’agonistes
[34]. l'acide okadaique (0A), un puissant inhibiteur des
sérine/thréonine phosphatases PP1 et PP2A, bloque
I’étape de translocation, et abolit toute induction du
gene CYP2B10 [11], suggérant ainsi que des événements
de phosphorylation sont déterminants dans le méca-
nisme d’activation du PBREM. CAR est également capable
de transactiver le PBREM du gene CYP2B6 humain ainsi
que I’élément NR1 du gene CYP3A4 - un géne connu pour
étre induit principalement par des stéroides et des anti-
biotiques macrolides comme la rifampicine, et plus fai-
blement par le phénobarbital - sous I’effet du phénobar-
bital et de composés agonistes [15, 35]. €n consé-
quence, CAR pourrait étre un médiateur universel de I'ef-
fet du phénobarbital chez les rongeurs et chez I"homme.
€n outre, CAR permet la surexpression d’autres génes en
réponse au phénobarbital, dont le géne codant pour
I’'UDP-glucuronosyl transférase et I'énoyl-CoA hydratase
[36]. Cependant, la présence éventuelle de séquences de
type DR4 n'a pas été rapportée pour ces genes, bien que
des séquences de type DR1 soient présentes dans le pro-
moteur de I'énoyl-CoA hydratase [37]. Les déterminants
de séquence des génes CYP2B ainsi que les protéines sus-
ceptibles de s'y fixer sont représentés sur la Figure 2.
Bien que CAR soit I'élément le plus important dans la
réponse des génes CYP2B au phénobarbital, il faut
considérer que le récepteur RXR pourrait étre plus limi-
tant encore dans la mesure ou il interagit avec de nom-
breux autres récepteurs que CAR. Par exemple, le traite-
ment d’hépatocytes de rat par le dérivé 9-cis de 'acide
rétinoique, un ligand du complexe RAR (retinoic acid
receptor)/RXR, empéche toute induction de CYP2B2 par
le phénobarbital, vraisemblablement en réduisant le
taux de RXR disponible [38]. De plus, des souris por-
teuses d’un alléle conditionnel nul de RXR sont défec-
tueuses dans les voies d’activation de CAR et de PXR
dans le foie (voir plus loin) [39].

CAR est un répresseur transcriptionnel

CAR est probablement complexé a des agonistes inverses
de type stéroidien (androstanes) qui sont supposés
induire la dissociation de co-activateurs. Ces ligands
naturels n’interferent pas avec I’hétérodimérisation ou
la liaison a I’ADN de CAR, mais ils permettraient la
transformation du complexe en une forme inactive apres
dissociation du co-activateur SRC-1 [40]. Cette obser-
vation pourrait donc rendre compte de I’effet de répres-
seur transcriptionnel de CAR lié aux agonistes inverses,
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la répression étant levée en présence d'inducteurs de
type phénobarbital.

Le géne CAR a été invalidé chez la souris C57BL/6) [41]. Les
animaux de différents génotypes sont nés a la fréquence
mendélienne attendue, males et femelles étant fertiles. La
réponse au TCPOBOP du geéne CYP2B10 est complétement
abolie, tandis que le niveau basal d’expression est dimi-
nué, suggérant une contribution positive partielle de CAR
a I'expression normale de ce gene. ’hépatomégalie et
I’augmentation de synthése d’ADN, deux réponses clas-
siques aux composés de type phénobarbital, ne sont plus
observées chez les animaux CAR™". Il est remarquable de
n'observer aucune compensation par un autre récepteur
nucléaire chez ces animaux. €n particulier, le récepteur
PXR, qui présente une spécificité de liaison de ligand par-
tiellement redondante avec celle de CAR, ainsi qu’une
capacité de transactivation du PBREM (voir plus loin) ne
permet pas 'induction. Ces résultats démontrent une forte
spécificité de la réponse au phénobarbital via la mobilisa-
tion de CAR comme un élément central.

Les récepteurs nucléaires sont des capteurs
des signaux engendrés par les xénobiotiques

Outre CAR, un autre membre de la famille des récepteurs
orphelins a été découvert, le récepteur PXR qui se lie a
des sites DR3 (répétitions directes séparées par 3 pb) et
ER6 (répétitions en orientation inverse et vers I'extérieur,
séparées par 6 pb) et transactive le gene CYP3A en
réponse & ses inducteurs spécifiques (stéroides, antibio-
tiques) [14]. Comme CAR, PXR forme un hétérodimere
avec RXR, et CAR et PXR peuvent partiellement se substi-
tuer pour la liaison a I’ADN et pour la réponse au phéno-
barbital [35, 42]. Cependant, bien que PXR puisse étre
activé par la dexaméthasone, un inducteur de certains
génes CYP2B dans les hépatocytes, CAR n’est pas activé
par ’lhormone. De plus, ni la dexaméthasone ni PXR n’ac-
tivent efficacement le PBREM [18]. €n outre, chez des
souris dont le géne codant pour le récepteur des hor-
mones glucocorticoides (GR) a été invalidé, I'induction
des genes CYP2B par les stéroides n’est plus observée,
tandis que celle des génes CYP3A est maintenue [43].

Cependant, dans d’autres études, il a é&té montré que I'hé-
térodimere PXR/RXR peut se fixer sur le PBREM/PBRU de
rongeur et humain avec une spécificité de liaison compa-
rable a celle de CAR/RXR [44], cette fixation conduisant a
une stimulation de la transcription d'un gene rapporteur.
Le PXR activé par la rifampicine est capable d'augmenter
I'activité du promoteur CYP2B dans des cellules CV-1 et
dans des hépatocytes de rat en culture primaire. Des
expériences en miroir montrent que CAR/RXR peut se fixer
sur les sites de reconnaissance de PXR/RXR présents dans



le promoteur des CYP3A, et induit I'activité du promoteur
CYP3A. Cette induction est bloquée par I’androsténol, mais
stimulée par le TCPOBOP, comme il est attendu des carac-
téristiques fonctionnelles de CAR. De méme, le géne CYP3A
est induit par le phénobarbital mais pas par la dexamé-
thasone dans le foie de souris PXR™", suggérant I’interven-
tion possible de CAR ou du GR. €n outre, chez des souris
exprimant un transgene PXR dans le foie, on observe une
expression accrue du géne CYP2B10, et une stimulation par
un ligand spécifique de PXR. Enfin, "induction de CYP2B10
par le phénobarbital est plus forte dans le foie de souris
PXR 7, ce qui pourrait suggérer une interférence négative
entre les deux voies d’activation.

Des expériences complémentaires sont requises pour
évaluer plus completement le degré d’interchangeabi-
lité de CAR et de PXR. L'existence éventuelle de diffé-
rences dans les niveaux d’expression et/ou de disponibi-
lité des différents récepteurs au cours du développe-
ment, selon les tissus, et leur besoin en co-activateurs
ou co-répresseurs, demeure une question centrale non

encore élucidée. Un schéma hypothétique des relations
entre CAR et PXR est présenté sur la Figure 3.

€n tant qu’acteurs dans une réponse cellulaire intégrée,
les récepteurs nucléaires et les CYP sont engagés dans
des mécanismes de cross-talk. €n effet, plusieurs CYP
dégradent ou produisent des ligands de récepteurs
nucléaires directement responsables de I'induction, ou
de la répression de genes CYP de familles distinctes
[17]. Par exemple, les CYP1A2 et les CYP2C19 produisent
des dérivés cestrogéniques a partir du méthoxychlor, un
agoniste de CAR, en dépit du fait que ces deux CYP ne
sont pas stimulés par CAR.

Plusieurs voies de transduction sont mobilisées
sous ’effet du phénobarbital

La 2-aminopurine, un inhibiteur général des sérine/thréonine protéine
kinases bloque I’induction des CYP2B1/2 dans les hépatocytes de rat
en culture primaire [45]. La génistéine, un inhibiteur des tyrosine
kinases empéche également toute induction, suggérant un réle impor-

tant d’isoformes des pro-

RXR cAR  CYP2B RXR

w6
PBREM/PBRU
e - <

téine kinases A (PKA) ou C
(PKC) dans cette induc-
PXR tion. Cependant, d’autres
études n’ont pas mis en
évidence d’effet de la

* génistéine sur Iinduction
\ des CYP2B ou 2H par le
RIF phénobarbital [46, 47].

/ ’induction des CYP2B et

+ des CYP3A par le phéno-

barbital est pratiquement

DR3,ER6
PXRRE - l = . 9 abolie par des traite-

ments qui augmentent le
taux d’AMPc dans les
hépatocytes de rat et de
souris [48,49]. Des résul-
tats similaires sont ob-
servés en réponse au 8-
bromo-AMPc, dibutyryl
AMPc et 8-CPT-AMPc

Figure 3. Schéma hypothétique des relations entre CAR et PXR influengant l'expression des génes CYP2B et CYP3A. [48]. La PKA exerce donc
Les hétérodiméres CAR/RXR et PXR/RXR seraient tous deux capables d'interagir avec les séquences DR4 (CyP2B,  un effet négatif sur I'in-
PBREM/PBRU) et DR3, ER6 (CYP3A, PXRRE). La spécificité serait modulée par les inducteurs phénobarbital (PB), ~ duction par le phénobar-
rifampicine (RIF) et dexaméthasone (DEX). Les éléments DR3 et ER6 présents dans les promoteurs des génes ~ bital. De méme, I'acide

CYP3A ont les séquences suivantes :

okadaique, un puissant

Répétition opposée (ER6) Répétition directe (DR3) inhibiteur des sérine/
3A1 TTAACT caaagg AGGTCA 3A1 TGAACT tca TGAACT thréonine phosphatases
3A4 TGAACT caaagg AGGTCA 3A2 TGAACT tta TGAACT PP1 et PP2A bloque égale-
3A5 TGAACT caaagg AGGTCA 3A2 TGAACT tct TGAGCT ment toute induction des
3n6 TTAACT cagagg AGGTCA 3n4 TGAACT tge TGACCC genes  CYP2B1/2 et

3AT7 TTAACT caatgg AGGTCA
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Cyp2B10 [34, 50]. Cet
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effet suppresseur potentialise I'effet négatif du dibuty-
ril AMPc [34]. Comme cela a déja été discuté, la trans-
location de CAR dans le noyau est bloquée par I’acide
okadaique, ce qui suggere que CAR pourrait en étre la
cible principale. Cependant, I'existence d'un lien entre
le niveau de phosphorylation de CAR (ou PXR) et son
activité, en particulier en réponse a l'activation des
protéine kinases, n'a pas été analysée. Par ailleurs,
I'inhibition de la calmoduline kinase dépendante du
calcium, par le KN62 ou par le BAPTA-AM, un chélateur
du calcium intracellulaire, inhibe toute induction des
geénes CYP2BI10 et CYP3A dans les hépatocytes de souris
en culture primaire, indiquant un role positif du calcium
et de la protéine kinase Il [49]. €n revanche, les inhibi-
teurs de la protéine kinase C (H-7), de la PI-3 kinase
(Ly-294002) et de la MAP-kinase (PD-98059) sont sans
effet sur I’induction par le phénobarbital du gene
CYP2B10 (Figure 4) [49].

Contréle de I'expression des génes CYPpar le
phénobarbital : des questions encore sans réponse

Les caractéristiques fonctionnelles de CAR et de PXR
demeurent partiellement inconnues. €n particulier, on ne
connait ni I'éventail des genes stimulés ou inhibés par ces
récepteurs sous |'effet du phénobarbital, ni les méca-

nismes de régulation d'expression de CAR et de PXR dans
le foie, et potentiellement dans d'autres tissus comme le
cerveau ol des génes CYP sont inductibles par le barbitu-
rique [51]. Un élément de réponse a été apporté récem-
ment par le groupe de M.J. Villarem qui a démontré que les
hormones glucocorticoides stimulent le taux d'expression
des transcrits de CAR dans les hépatocytes humains en
culture [52]. Ce traitement augmente également la
translocation de CAR dans le noyau, ainsi que la réponse
au phénobarbital des génes CYP2B6 et CYP3A4, un effet
bloqué par le RU486, suggérant une intervention directe
du récepteur des glucocorticoides. Il apparait donc qu’un
lien fonctionnel entre les voies contrdlées par CAR et PXR
soit établi par le récepteur GR. En revanche, la capacité
éventuelle du phénobarbital d’induire I'expression de CAR
ou de PXR n'a pas été rapportée.

Par ailleurs, le mécanisme d'induction par le phénobarbital
n'est pas universel. €n effet, la séquence du PBREM du gene
CYP2B9 n’est pas fonctionnelle en raison de nombreuses
mutations par rapport a celle du CYP2B10 [53]. Cependant,
I'expression du CYP2B9 peut étre induite dans certaines
lignées de souris consanguines [54], tandis que la
séquence de son PBREM est identique dans les lignées
inductibles et non inductibles. Se pose donc la question de
la présence éventuelle d'un autre site de fixation de CAR
et/ou de PXR dans le gene CYP2BY, ou celle de la mise en

PB

o\ T BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN B B E oy

¢ ~
.' PP \‘
CYP1A
. | CyP2A 1
i (] Cyp2B !
1 ot ‘ M cypac 1
O 1 CYP3A 1
-<:> CAR,PXR .- '
1
1 1
1
g \ RXR/CAR 1
d RXR/PXR !
] : PK ]
1 1
1 1
1 OH 1
1 cyp2 1
\‘ Intracellulaire O 'l
~ M BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN BN B O = - M BN BN BN BN BN OB OB OB O O . - -

Extracellulaire

PP : protéine phosphatase ; PK: protéine kinase.
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Figure 4. Schéma récapitulatif et hypothétique de la voie de transduction du signal induite par le phénobarbital. Le phénobarbital entrerait passi-
vement dans la cellule et activerait les récepteurs CAR et PXR, selon un (des) mécanisme(s) sensible(s) a des activités de type kinase et phospha-
tase. La fixation des complexes hétérodimériques CAR/RXR et PXR/RXR sur leurs séquences cibles situées en amont des genes CYP2 et CYP3A indui-
rait "activation transcriptionnelle de ces génes. On notera également que le phénobarbital est un substrat de genes CYP dont il induit I"expression

(CYP2B), ce qui pourrait concoutir & augmenter son métabolisme. Les dérivés hydroxylés du phénobarbital quitteraient la cellule par diffusion.



place d'un mécanisme d'induction alternatif.

Enfin, la composante génétique du mécanisme d'induction
par le phénobarbital reste peu explorée. L'induction du
gene codant pour I'aldéhyde déshydrogénase de type Il
(ALD-2) par le phénobarbital chez le rat est sous le
contrdle d'un locus génétique majeur a effet semi-domi-
nant [55]. Chez les animaux homozygotes R/R, I'induction
du gene ALD-2 est trés diminuée par rapport aux animaux
de génotype r/r, et, observation remarquable, I'expression
du gene CYP2B2 est inhibée par le phénobarbital tandis que
celle du gene CYP2ZBI est induite, comme chez les animaux
de génotype r/r. Ces observations sont en accord avec
I'existence supposée d'un géne modificateur, et ne sont
pas dues a I'existence de mutations dans la séquence du
PBRU. Des résultats trés comparables ont été obtenus chez
la souris pour les génes orthologues CYP2B9 et ALD-2 [56].
L'analyse génétique a permis d'identifier une région por-
teuse d'un locus régulateur potentiel sur le chromosome 7,
dans une région éloignée des genes CYP2B, et indépendante
génétiquement du gene ALD-2 porté par le chromosome 19
[57]. Le (ou les) géne(s) porté(s) par ce locus restent a
identifier.

Conclusions

Notre compréhension des mécanismes qui opérent lors
de la réponse des genes CYP2B et CYP3A aux inducteurs
de type phénobarbital s'est améliorée ces dernieres
années. Le r6le central joué par les récepteurs nucléaires
orphelins CAR et PXR dans cette induction s'est révélé
bien apres que les approches pharmacologiques aient
permis de formuler I'hypothese de leur existence.
L'avenir devra cependant s'attacher a répondre aux
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SUMMARY

The nuclear receptors CAR and PXR control induction
of cytochromes P450 by phenobarbital

Xenobiotic metabolizing enzymes allow body assimilation of
an infinite variety of exogenous compounds, or xenobiotics,
including drugs and environmental pollutants to which the
organism has often never been exposed to. These enzymes
are expressed in all tissues but they are more abundant in the
liver where they are regulated by complex pathways.
Induction of these enzymes is a transient adaptive response
that tends to boost detoxification whereas inhibition may
increase drug biological half-life. An novel era of molecular
pharmacology has emerged recently with the identification
of the orphan nuclear receptors CAR and PXR which mediate
the transcriptional activation of drug-metabolizing enzymes
following exposure to phenobarbital, an anti-epileptic drug.
These receptors control and regulate xenobiotic assimilation
by the body and constitute critical components of speciali-
sed signalling pathways.¢
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