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Avant-propos

Les effets de I'alcool sur la santé constituent aujourd’hui encore un lourd
probléme de santé publique. Le Comité francais d’éducation pour la santé
(CFES) estime a 5 millions le nombre de personnes ayant en France des
problémes médicaux, psychologiques ou sociaux en relation avec une consom-
mation excessive d’alcool.

Lintoxication alcoolique chronique est responsable d’un excés de morbidité
et de mortalité par cancer, hépatopathie, atteinte du systéme nerveux central
ou périphérique, maladie cardiovasculaire ou anomalies du développement,
chez 'enfant exposé in utero. Les conséquences de 'usage de boissons alcooli-
ques sur la santé dépendent toutefois de la susceptibilité du consommateur,
ainsi que de son mode et surtout de son niveau de consommation.

En France, le fait de consommer des boissons alcooliques (vin, bi¢re, spiri-
tueux..) correspond pour une majorité d’hommes et de femmes a des habitudes
alimentaires ou culturelles bien ancrées, la plupart des individus ne présentant
pas de probléeme particulier 1ié a cet usage. Les données épidémiologiques
récentes suggérent méme une relation entre une consommation modérée
d’alcool et un risque moindre de mortalité. L’association la plus significative
est essentiellement observée apres I’age de 50 ans, dans les pays industrialisés
ou l'incidence des maladies cardiovasculaires est élevée. Il n’existe toutefois
aucun argument prouvant une relation de cause 2 effet.

La Caisse nationale d’assurance maladie des travailleurs salariés (Cnamts), le
CEFES et la Mission interministérielle de lutte contre la drogue et la toxicoma-
nie (Mildt), parties prenantes des politiques de prévention en matiere de
consommation d’alcool, ont souhaité interroger I'Inserm a travers la procé-
dure d’expertise collective pour disposer des données scientifiquement vali-
dées les plus récentes concernant les effets sur la santé de I'alcool, afin
d’informer la population sur les risques liés aux différents niveaux de consom-
mation et mieux adapter les messages de prévention. Pour répondre 2 cet
objectif, 'Inserm a réuni un groupe pluridisciplinaire d’experts dans les domai-
nes de I'épidémiologie, de la biologie, de la toxicologie et de la clinique des
différentes pathologies liées & une consommation excessive d’alcool.
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Le groupe d’experts a structuré sa réflexion autour des questions suivantes :

e Quel est le devenir de I'alcool dans l'organisme ? Comment différents
parametres biologiques (sexe, Age, poids, patrimoine génétique) ou environ-
nementaux (alimentation, niveaux d’exposition) influencent-ils la toxicoci-
nétique de I'alcool ?

e Quels sont les effets d’'une consommation aigué ou chronique d’alcool sur
les systémes nerveux central et périphérique, sur les fonctions cognitives ?
Quels sont les mécanismes de la neurotoxicité ?

e Quelles sont les conséquences d’une exposition in utero sur le développe-
ment du feetus (tératogénicité, foetotoxicité) et de 'enfant ? Quels sont les
mécanismes impliqués dans les 1ésions feetales ?

o Quelle est la toxicité hépatique de 'alcool ? Quels en sont les mécanismes
d’action (cytokines, stress oxydant...) ?

o Quel est I'impact de la consommation d’alcool sur les facteurs de risque et la
morbi-mortalité cardiovasculaire ? Quelle est la relation dose-effet ?

¢ Quels sont les risques de cancer liés a la consommation d’alcool ?

e Quelles sont les susceptibilités génétiques individuelles aux maladies liées a
la consommation d’alcool ?

e Quelles sont les relations entre consommation d’alcool et statut nutrition-
nel, et corpulence ?

Linterrogation des bases bibliographiques internationales a conduit a sélec-
tionner plus de 1 500 articles. Au cours de sept séances de travail organisées
entre les mois de novembre et mai 2001, les experts ont présenté une analyse
critique et une synthése des travaux publiés au plan international sur les
différents effets de la consommation d’alcool. Les trois derniéres séances ont
été consacrées a ’élaboration des principales conclusions et des recommanda-
tions. Enfin, les apports de 'imagerie médicale anatomique et fonctionnelle
dans la compréhension des lésions liées a la consommation d’alcool et les
données de mortalité due a I'imprégnation alcoolique chronique en France
ont fait 'objet de communications.
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Pharmacocinétique de I’éthanol

La pharmacocinétique étudie le devenir d’une substance dans l'organisme.
Essentielle a la compréhension des effets d’une molécule sur 'organisme, elle
est la résultante de plusieurs étapes : absorption, distribution, métabolisme et
excrétion (Wagner, 1993 ; Wilkinson, 1980). Un certain nombre de parame-
tres sont susceptibles d’intervenir dans la pharmacocinétique d’'une molécule :
dans le cas de I’éthanol, on peut en particulier relever 'influence de facteurs
génétiques (polymorphismes des enzymes du métabolisme de I’éthanol, sexe...)
et environnementaux (mode de consommation, prise conjointe de médica-
ments..) sur 'ensemble des événements consécutifs a la consommation d’al-
cool.

Absorption

Dans le cas de I'éthanol, seule sera présentée I'absorption digestive, les autres
voies étant en effet exceptionnelles. I'éthanol est une petite molécule absor-
bée par simple diffusion. Cette diffusion est lente au niveau gastrique et la
majeure partie (70 % a 80 %) est absorbée au niveau de l'intestin gréle
(duodénum et jéjunum). Quand l'alcool est ingéré a jelin, la concentration
maximale est atteinte rapidement, environ une demi-heure aprés 'ingestion
(Jones et Jénsson, 1994).

Lingestion de nourriture ralentit la vidange gastrique en entrainant la ferme-
ture du verrou pylorique et en réduisant la motricité gastrique, en particulier
au niveau antral. En conséquence, I'ingestion de nourriture, en prolongeant le
temps de séjour de I’éthanol dans I'estomac, va modifier la cinétique de
I'absorption de I’éthanol. On observe un écrétement du pic de concentration

plasmatique (Cmax), ce pic étant plus tardif et moins élevé (Wilkinson et
coll., 1977) (hgure 1.1).

On admet classiquement que les graisses retardent plus la vidange gastrique
que les hydrates de carbone. Cependant, I'effet sur I’absorption de I’éthanol est
compliqué par le fait que les graisses augmentent le flux sanguin mésentérique,
avec pour conséquence une augmentation de I’absorption de I’éthanol (Jones
et Jonsson, 1994 ; Jones et coll., 1997). Leffet de la nourriture ne se manifeste
pas uniquement sur la vidange gastrique, mais également sur le métabolisme.

1
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Ethanolémie (g/1)

Temps ( heures)

Figure 1.1 : Pharmacocinétique d’absorption de I’éthanol a je(in ou apres un
repas (d’apres Lands, 1998)

Valeurs obtenues chez un homme ayant consommé 0,80 g d’alcool/kg de poids corporel
avant (@) ou apres (O) le petit déjeuner

Une différence sexuelle pourrait exister a ce niveau : il semble en effet que le
méme repas entrainerait un allongement du délai de vidange gastrique plus
important chez les femmes que chez les hommes, principalement 2 cause d’une
diminution plus importante des contractions antrales chez la femme (Knight
et coll.,, 1997). Les concentrations élevées d’cestradiol et de progestérone
correspondant a la phase lutéale du cycle menstruel et a la grossesse ralentis-
sent la vidange gastrique et le transit intestinal, et pourraient ainsi (bien
qu’agissant en sens inverse) modifier 'absorption de I’éthanol. Ces facteurs
pourraient, au moins partiellement, expliquer les différences intersexuelles de
la pharmacocinétique de I'éthanol, jusqu’ici attribuées a des différences d’effet
de premier passage gastrique (Frezza et coll., 1990). Cependant, les études sont
assez contradictoires, puisque les uns (Jones et Jones, 1976) trouvent des
concentrations en éthanol plus élevées chez les femmes pendant la phase
lutéale (concentrations élevées en cestradiol et progestérone), alors que les
autres (Zeiner et Kegg, 1980) retrouvent des concentrations d’éthanol plus
élevées quand les concentrations en progestérone et cestrogénes sont basses.
Enfin, certains auteurs ne trouvent aucune différence significative selon les

périodes du cycle (Haddad et coll., 1998).

Les alcools forts (d’'une concentration supérieure 2 20 %) entralnent un
spasme pylorique qui retarde la vidange gastrique et donc ralentit I'absorption

2 (Holt, 1981).
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Distribution

La distribution de 1’éthanol est trés rapide (demi-vie de distribution de 7 2
8 minutes) (Jones et coll., 1990) aux organes trés vascularisés comme le
cerveau, les poumons et le foie. Les concentrations dans ces différents organes
sont tres rapidement équilibrées avec les concentrations sanguines.

Léthanol est distribué dans I’eau libre sans liaison aux protéines plasmatiques,
sa solubilité dans les graisses et les os est négligeable. Son volume de distribu-
tion est donc celui de I'eau libre (soit environ 41 | pour un homme de 70 kg).
La conséquence en est que des variations dans les proportions respectives de
masse grasse par rapport a la masse maigre influencent le volume de distribu-
tion de I"éthanol. Ce fait pourrait expliquer en partie les différences observées
entre hommes et femmes de « sensibilité » a alcool. En effet, 'administration
a des hommes et a des femmes de mémes doses d’alcool par rapport a leur
volume d’eau libre (et non par rapport a leur poids) aboutit & des concentra-
tions identiques des pics d’éthanolémies. Le volume de distribution serait en
moyenne de 0,50 I/kg chez la femme et de 0,60 l/kg chez ’homme (Goist et
Sutker 1985 ; Jones et coll., 1992).

Cette méme observation expliquerait également les différences d’éthanolé-
mies observées en fonction des 4ges. Entre 25 ans et 60 ans, la masse grasse
double chez 'lhomme et augmente de 50 % chez la femme (Vogel-Sprott et
Barett 1984 ; Dufour et coll., 1992).

Léthanol, petite molécule trés diffusible, franchit la barriere placentaire, et les
concentrations dans le liquide amniotique et chez le foetus sont proches des
concentrations plasmatiques de la meére.

Elimination

Deux voies contribuent a I'élimination de I'éthanol : Poxydation enzymati-
y Yy
que, c’est-a-dire le métabolisme, et 'excrétion sous forme inchangée (Lands,

1998).

Lélimination de I’éthanol se fait suivant une cinétique michaélienne (Wa-
gner, 1973 ; Wilkinson et coll., 1977), méme si la partie initiale de la courbe
pour des concentrations plasmatiques supérieures a 0,40 g/l parait linéaire.
Widmark (1932) avait estimé la pente de cette droite a 0,15 g/l/h (ce qui
correspond a une élimination de 7 g d’éthanol par heure) (Jones 1993).

Métabolisme

Lessentiel du métabolisme de I’éthanol a lieu dans le foie ; cependant, d’autres
tissus peuvent participer a I'oxydation de I’éthanol, le rein pour une faible part
et le tractus gastro-intestinal dont la part peut dans certaines circonstances

ANALYSE
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étre significative. Le métabolisme hépatique élimine plus de 80 % de I'alcool
ingéré. Il fait intervenir deux oxydations successives ; I'éthanol est d’abord
transformé en acétaldéhyde selon trois voies enzymatiques : la voie de I'alcool-
déshydrogénase (ADH) qui est la voie prépondérante, la voie microsomale
qui fait intervenir une isoenzyme du cytochrome P450 (le CYP2E1) et une
voie accessoire, celle de la catalase. Lacétaldéhyde est ensuite oxydé en
acétate par I'aldéhyde déshydrogénase.

Facteurs influencant le métabolisme

Les principales enzymes du métabolisme de 1'éthanol, ADH et ALDH, se
répartissent en différentes sous-classes d’isoenzymes dont 'affinité pour I’étha-
nol ou l'acétaldéhyde et la vitesse maximale d’activité varient. Diverses
sous-populations porteuses d’alleles particuliers de TADH ou de ’ALDH se
distinguent donc par un métabolisme de I’éthanol modifié. Ainsi, 50 % de la
population asiatique, dotés d’une activité ALDH déficiente voire nulle, pré-
sentent une intolérance a I'alcool en raison d’'une accumulation de I'acétaldé-
hyde, a l'origine d’une association de troubles décrite sous le nom d’effet
« antabuse ».

Le CYP2ELI est inductible par I’éthanol, avec pour conséquence une oxyda-
tion plus rapide (10 % a 20 %) de I’éthanol (Lands 1998), cette accélération
du métabolisme étant en partie compensée par une diminution de I'activité de

I’ADH chez les consommateurs excessifs et chroniques (Thomas et coll.,
1982).

Le fructose accélérerait le métabolisme de I’éthanol. Toutefois, le mécanisme
impliqué reste controversé ; une augmentation du flux sanguin hépatique a été
évoquée (Brown et coll., 1972 ; Jones, 2000), ainsi qu’une régénération rapide
du NAD. Ce dernier mécanisme suppose I'ingestion de quantités trés impor-
tantes de fructose (Bode et coll., 1979).

De nombreux travaux ont étudié les différences de métabolisme de I’éthanol
entre ’homme et la femme, mais leurs résultats demeurent trés contradictoires
(Mezey, 2000). Il semble que la clairance métabolique soit supérieure chez la
femme, peut-étre de facon liée a I'influence des cestrogenes et de la progesté-
rone sur 'activité de ’ADH. Ainsi, quelques auteurs retrouvent des variations
aux différentes périodes du cycle menstruel. Des taux élevés d’cestrogénes
semblent augmenter 'activité de ’ADH hépatique, alors que 'ovariectomie
semble diminuer cette activité (Lammers et coll., 1995). Il a également été
suggéré une inhibition partielle de ’ADH par la dihydrotestostérone (Vau-
bourdolle et coll., 1991), peut-&tre par accélération de sa dégradation.

Effet de premier passage

On appelle « effet de premier passage » le métabolisme initial transformant
une fraction d’une substance avant qu’elle n’atteigne la circulation générale.
4 Dans le cas de I’éthanol, ce métabolisme intervient chronologiquement en



Pharmacocinétique de I’éthanol

premier, mais demeure quantitativement moins important que le métabolisme
hépatique.

Les enzymes responsables de ce premier métabolisme sont contenues dans la
muqueuse digestive et dans le foie. En effet, aprés avoir traversé la muqueuse
digestive ou ils peuvent étre déja métabolisés (Hernandez-Munoz et coll.,
1990 ; Seitz et Poschl, 1997 ; Baraona, 2000 ; Haber, 2000), les produits
absorbés gagnent par la veine porte le foie ot ils subissent un premier métabo-
lisme hépatique avant de gagner la circulation générale par la veine sus-
hépatique. D’un point de vue expérimental, 'existence d’un effet de premier
passage est démontrée (pour les produits absorbés en totalité) par la différence
des aires sous les courbes des concentrations plasmatiques en fonction du
temps apres administration intraveineuse et administration orale. Pour I’étha-
nol, 'effet de premier passage représenterait environ 20 % de la dose ingérée,
5 % a 14 % seulement dans certaines études.

Différents facteurs influencent "amplitude de ces premiers métabolismes. En
ralentissant la vidange gastrique, la nourriture entraine un temps de séjour
plus long de 'alcool dans I'estomac et donc « favorise » l'effet de premier
passage gastrique. De méme, une « mise a disposition » plus lente de 'alcool
au niveau hépatique éviterait la saturation des enzymes hépatiques et favori-
serait 'effet de premier passage hépatique.

Lactivité de ’ADH diminue avec I'Age, particulierement chez les hommes,
alors que l'activité serait stable chez la femme (Seitz et coll., 1993). Ces
résultats doivent étre modulés par les différences de masse maigre entre
I’homme et la femme. Certains auteurs ont montré que 'effet de premier
passage était moins important chez les femmes jeunes que chez les hommes
(Seitz et coll.,, 1993 ; Mumenthaler et coll.,, 1999). Cet effet est parfois
rattaché a 'activité plus faible des ADH de classe 111 chez les femmes (Baraona
et coll., 2001). Certains auteurs rattachent les différences observées a des
différences de proportion entre masse maigre et masse grasse (Kwo et coll.,

1998 ; Li et coll., 2000).

Une atrophie de la muqueuse gastrique entraine une diminution de la sécré-
tion d’ADH et donc de l'effet de premier passage (Pedrosa et coll., 1996). La
colonisation de I'estomac par Helicobacter pylori jouerait un role dans Ueffet de
premier passage gastrique car il posséderait une isoenzyme ADH. Toutefois,
effet sur le métabolisme de ’éthanol de I'infection par ce microorganisme
n’est pas clairement élucidé (Salmanella et coll., 1994 ; Roine et coll., 1995 ;

Thuluvath et coll., 1994 ; Lieber, 1997).

Excrétion

L’éthanol est éliminé sous forme inchangée par 'air expiré, les urines, la sueur
(Lands, 1998 ; Brown, 1985), la contribution de ces différentes voies étant
variable suivant les concentrations plasmatiques. C’est sur I’élimination pul-
monaire que repose l’estimation de 1’éthanolémie a partir des concentrations
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dans l'air expiré. En effet, le rapport des concentrations sang/air expiré est
constant et égal a 2 100 (éthanolémie = concentration dans l'air expiré x
2 100). La clairance pulmonaire est estimée a 0,16 1/h/70 kg.

La clairance rénale est estimée 0,06 1/h/70 kg, et la clairance cutanée a
0,02 1/h/70 kg. Environ 3 % a 5 % de la quantité totale absorbée serait élimi-
née sous forme inchangée par le rein (Ritchie, 1980).

Léthanol est excrété dans le lait maternel a des concentrations environ 10 %
plus élevées que les concentrations plasmatiques, en raison de la teneur en eau
supérieure du lait.

En conclusion, la pharmacocinétique de I’éthanol peut étre modifiée par de
nombreux facteurs tels que la consommation chronique d’alcool, I'absorption
de nourriture ou de médicaments, mais aussi par I'age et le sexe. Il semble
notamment que, pour une méme quantité d’alcool consommée, les femmes
atteignent généralement des alcoolémies plus élevées que les hommes. Ces
variations rendent trés difficile 'extrapolation d’une alcoolémie & un instant
donné a partir d’un résultat correspondant a un préléevement fait ultérieure-
ment.
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Enzymes du métabolisme
de ’éthanol

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

Ethanol |

——
Hiy "
e / A A
L
--'-'--'-'-

Catalase "OH ADH MECS

\;\‘ ru l‘:_-..-_-. 5

Acétaldéhyde

ALDH

+\u.=..

| Acétate

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

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

I’éthanol, ’ADH, le CYP2E1 et 'ALDH.

Alcool déshydrogénase

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

Classification des ADH

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

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

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

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

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

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

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

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

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

L'ADH de classe V, qui est le produit du gene ADH6, est mal caractérisée.
LADH6 a été cloné en criblant des bibliotheques d’ADN génomique et
d’ADNc avec des oligonucléotides correspondant & certaines régions des

13

ANALYSE



Alcool — Effets sur la santé

14

ADH (Yasunami et coll., 1991). UARN messager de ce géne a été identifié
dans le foie et ’estomac, mais I'enzyme elle-méme n’a pas été purifiée.

Régulation de I'expression de ’ADH

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

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

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

coll., 1982).
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Polymorphisme génétique de ’ADH

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

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

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

ethnies (tableau 2.11).

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

Fréquence (%)

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

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

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

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

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

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

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

Cytochrome P4502E1 (CYP2ET1)

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

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

Tableau 2.111 : Principaux substrats, inducteurs et inhibiteurs du CYP2E1

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

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

Enflurane Trichloréthyléne

Ethanol

Ether Diabéte

Glycérol Jelne

Halothane Obésité

Nitrosamines

Paracétamol

Phénol

p-nitrophénol

Pyrazole

Pyridine

Styréne

Tétrachlorure de carbone

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

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

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

(Lieber, 1999).

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

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

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

cool (Badger et coll., 1993).

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

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

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

nine et de choline provoque chez le rat une stéatohépatite associée a une
induction du CYP2E1 (Weltman et coll., 1996). Cette induction du CYP2E1
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se retrouve également chez 'homme atteint de stéatohépatite d’origine non
alcoolique (Weltman et coll., 1998).

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

Tierney, 1990).

Tableau 2.1V : Mécanismes d’induction du CYP2E1

Inducteur Niveau de régulation
Naissance, jelne, alcoolisation chronique Transcription

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

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

Polymorphisme génétique du CYP2E1

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

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