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TITRE: CONTRIBUTION A L'ETUDE DES EFFETS DES RUMONISINES SJR LES ENZYMES DE
BIOTRANSFORMATION CHEZ LE CANARD DE BARBARIE.

RESUME :

Le but de cdte dude et de mettre en évidence les effets que peuvent avoir les fumonisines ar les
réadions de biotransformation hépatiques et rénales chezle canard de Barbarie, un animal fortement exposé ala
toxicité de ces mycotoxines.

Les canards ont été divisés en 4 lots de 5 animaux recevant par voie orale pendant 12 jours du matériel
de allture de Fusarium moniliforme contenant 0, 5, 15 ou 45mg de FB1/kg de PV. Au cours du traitement
aucun effet létal n'est observé. On re remarque qu une diminution du gain pondéra (jusgu'a 48% avec
45mg/kg/j). Le poids du foie et cdui desreins est augmenté proportionnellement aladose ingérée

Bien que la mncentration en cytochrome P450total ne soit pas affedéepar le traitement, les résultats
obtenus montrent que la FB1 modifie I’ activité des enzymes de biotransformation de phase I. Ainsi, les adivités
hépatiques de N-déméthylation de la benzphétamine, I'éthylmorphine & I'érythromycine et cdle de
I’ éthoxyresorufin O-dééhylase sont augmentées de fagon dose dépendante (respedivement de 114, 242, 57 et
27% avec 5mg/kg/j et 1024, 969, 200 et 147% avec 45 mg/kg/j). L' activité de I'aniline hydroxylase devient
détedtable apartir d’une dose de 15 mg/kg/j. Par contre, les adivités de N-déméthylation de I’ aminopyrine et la
nitrosodiméthylamine, ainsi que les O-dédkylations de la méthoxyrésorufin et de la pentoxyrésorufine ne
subissent une induction que pour une dose de 45mg/kg/j.

Au niveau rénal, seule I'adivité de I’ érythromycine N-déméthylase est augmentée (de 409 % avec 45
ma/kg/j), alors que les adivités des O-dédkylases ont diminuées.

Les résultats suggérent qu' une exposition aux fumonisines peut modifier les cgpadtés enzymatiques de
biotransformation chezle caard.

MOTS-CLES: FUMONISINE / CANARD DE BARBARIE / ENZYME / BIOTRANSFORMATION /
CYTOCHROME P450/ FOIE / REIN

ENGLISH TITLE: STUDY OF EFFECTS OF FUMONISINS ON DRUG METABOLIZING ENZYMES IN
MUSCOVY DUCK.

ABSTRACT :

The purpose of this work is to study the effeds of fumonisins on hepatic and renal drug metabalizing
enzymes in Muscovy duck (an animal highly exposed to mycotoxin toxicity).

During 12 days, 4 groups of 5 ducks were filled up with material of culture of Fusarium moniliforme
containing known dases of fumonisins (0, 5, 15 or 45 mg/FB1/Kg PV). During the treagment no lethal effect is
ohserved. Only a deaease of the live weight (until 48% with 45 mg/Kg/j) can be noticed. Weights of liver and
kidneys are increased proportionally to the ingested dcse.

Although total concentration d cytochrome P450 is not affeded by the treament, the mycotoxin
modifies the adivity of phase | drug metabolizing enzymes. Hepatic adivities of N-demethylation of
benzphetamin, ethylmorphin and erythromycin, and O-dedhylation of ethoxyresorufin are increased
(respedively by 114, 242, 57 and 2@6 with 5 mg/Kg/j and 1®4, 969, 200 and 147% with 45 mg/Kg/j). The
adivity of anilin hydroxylase bemmes detedable from the dose of 15 mg/Kg/j. On the other hand, N-
demethylation of aminopyrin and nitrosodimethylamin, as well as O-deahylation of methoxyresorufin and
pentoxyresorufin, undergoes an induction for the only dose of 45 mg/Kg/j.

In kidney, the adivity of erythromycin-N-demethylase is increased (by 409% with 45
mg/Kg/j), whil e activiti es of O-dealkylases are decreased.

Results suggest that Fumonisins may modify enzymatic capadties of
biotransformationin duck.

KEY WORDS : FUMONISIN / MUSCOVY DUCK [/ ENZYME /
BIOTRANSFORMATION / CYTOCHROME P450 / LIVER / KIDNEY
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INTRODUCTION

Les fumonisines ont des mycotoxines principalement produites par Fusarium moniliforme,
une moisisaure ontaminant essentiellement le mais.

Bien que I'on comnaise les mycotoxicoses que provoque leur ingestion (la
leucoencéphalomalacie chez le cheval et I'oadéme pulmonaire dchez le porc), le mécanisme
d’ adion des fumonisines reste méwmnnu.

Comme tous les xénaobiotiques, ces mycotoxines subisent, au cours du phénoméne
d’ élimination, des biotransformations, nadamment au niveau hépatique, mettant en jeu un
équipement enzymatique. Or, il est montré, chez le rat, que les fumonisines peuvent modifier
I’activité de ces enzymes, auss bien dans le sens d'une ativation gque d' une inhibition. Cette
perturbation du pocessaus de détoxification poura ains étre al’ origine d’ une goparition ou d une
augmentation des effets toxiques d'autres xénobiotiques ou encore d'une modification de
I efficadté d’ agents thérapeutiques.

Les donrées concernant I’ équipement enzymatique des oiseaux restent rares. Néanmoins,
I’ étude des eff ets de la FB1 sur les enzymes de biotransformation a éé anduite chez le canard car
peu dinformations sont disponibles pou cette espece aimale, par ailleurs fortement exposée a

ces composés dans notre région, grande productrice de mai's largement contaminé.
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1 LES FUMONISINES ET LES MYCOTOXICOSES QU’ELLES
DETERMINENT

Les fumonisines sont des mycotoxines dort le principal producteur est un micromycéte du
genre Fusarium : F.moniliforme Sheldon. Elles ont fréquemment retrouvées dans le mai's et ses
Sous-produits.

Depuislafin duXIX®™siéde, les fumonisines nt connues pour leurs eff ets toxiques chez
le dheval (leucoencéphalomalacie équine) et le porc (cedeme agué du paimon). Maisil semblerait
gue la FB1, principale fumonisine, soit en fait resporsable de nombreuses pathdogies touchant
les élevages, voire |"homme.

Nous présenterons, dans cette partie, ces mycotoxines avant d’'envisager les diverses

mycotoxicoses et leurs causes.

1.1 Structure

La structure plane desfumonisines A1, A2, B1, B2 a été dlucidée en 1988par Bezuidenhaut
et ses collaborateurs [8]. La FB1 est un dester de I'acide 1,2,3 popane tricarboxylique @ du 2
amino-12,16diméthyl 3,5,10,14,15entahydroxyeicosane (Figure 1). La FA1 se différencie par
une acéylation de la fonction amine, aors que les fumonisines B2, B3 et A2 sont des analogues
deshydroxylés de FB1 et FA1.

L'iso-FB1, nauvelle fumonisine récemment isolég se distingue de la FB1 par la seule
présence d’' une fonction hydroxyle en C4 au lieu de C5[42].

Malgré I'existence de plusieurs carbores asymétriques, les informations concernant la
stéréochimie de la molécule restent peu nombreuses et contradictoires [81]. L’ étude de la structure
tridimensionnelle de aes composés révele une droite relation entre les groupes amine et acide

carboxylique laissant imaginer que les fumonisines possdent des propriétés chélatrices[6].
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Figure 1 : Structure des fumonisines

1.2 Propriétés physiques et chimiques

1.2.1 Propriétés physiques

Les fumonisines $ présentent sous la forme de solides amorphes. La FB1 passede un pads
moléculaire de 722 g/mol. Son pant de fusion se situe entre 103 et 105 °C. Ces moléaules ne
posgdant pas de groupements chromophores, elles n’ absorbent pas en lumiére UV, ni en lumiéere
visible et ne sont pas fluorescentes. Ce sont des compasés tres palaires, solubles dans I'eau, plus
encore dans le méthanol et le mélange ac&onitrile-eau, mais insolubles dans les lvants non
polaires[21].
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1.2.2 Propriétés chimiques

Présentant une structure d’ ester, les fumonisines nt hydrolysables par chauffage en milieu
adde ou basique. Elles libérent alors I'acide propane tricarboxylique et I'’aminopdyol
correspordant. Des réactions d’ acétylation et de méthylation sont également possbles sur les

fonctions alcod et amine.

1.3 Stabilite

Du fait de la présence de fumonisines a |'état naturel dans les denrées destinées aux
animaux et a I’homme, plusieurs méthodes de détoxificaion ort été envisagées. Ains les effets
des traitements thermiques, biologiques, chimiques et mécaniques ont été testés dans le but de

réduire la contamination du mais par laFB1.

1.3.1 le traitement thermique

Dans les diverses études menées [32], 3 parametres ont été pris en compte : la température,
ladurée le pH. Les différents résultats montrent que :

e une température inférieure a 125 °C maintenue pendant 60 mn napporte qu une
diminution de 27% de la teneur en FB1

* unetempérature de 150 °C permet une réduction ce 80290 % apH 4, 18 a30% apH 7
et 40452 apH 10

e pou une température supérieure a 175 °C, plus de 80% de la FB1 est totalement
détruite.

Les fumonisines ont donc des composés thermostables qui résistent aux procédés

thermiques les plus couramment utili sés pour stériliser les denrées alimentaires.

1.3.2 le traitement biologique
Bothast et ses collaborateurs (1992 ont montré que la fermentation par des levures de mais

naturellement contaminé par FB1 pou la production déthand n'apportait qu une légére

diminution de la teneur en toxine.
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1.3.3 le traitement chimique

L’adion ce I’'ammoniaque (2% a température anbiante & presson atmosphérique) permet
une réduction nonnégligeable de la mntamination, mais reste sans conséquence sur la toxicité du
mai's chez le rat [56].

L’eau chaudée ,asociée aun traitement thermique (24 heures a 25°C) provoque, sur des
grains de mais contaminés, ure réduction de 95% de la mncentration en FB1. Cette diminution
est liée ala perte du péricarpe ou se locdli se principalement la toxine. Toutefois, I’aliment reste
toxique dhez lerat [81].

1.3.4 le traitement mécanique

En diminant les fines particules de mais (inférieures a 3 mm), on peut atteindre une
réduction duniveau de contamination de 26 a69 % [79].

1.4 Latoxinogénése de F. moniliforme

1.4.1 Les voies de biosynthese

Les voies exades de biosynthése restent encore inconnwes a cejour. Cependant, deux
principales hypothéses prédominent.

Etant domé la structure des fumonisines, tres proche de celle des bases gphingoides, il aété
propcsé un schéma de synthése identique a celui des sphingolipides [62].

D’autre part, I'utilisation d'isotopes radioactifs en milieu de adlture liquide a €aement
montré que la méthionine, le glutamate et I’ alanine étaient incorporés au squelette hydrocarboné
des fumonisines, ce qui suggere I'existence d'une voie de biosynthese empruntant la voie des
polycé&oaddes[62, 13.

1.4.2 Les facteurs physicochimiques influant sur la toxinogenése
La production des mycotoxines est influencée a lafois par des fadeurs intrinseques (nature

et origine de I'espéce et de la souche) et des fadeurs extrinseques comme la température, la

disponhilité en eau, le mnfinement et la nature du substrat.
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1.4.2.1 LES FACTEURS INTRINSEQUES

1. I"espéce: la FB1 est principalement produte par Fusarium moniliforme mais également

par d autres espéces du méme genre (Tableau 1). Le genre Alternaria synthétise auss cette

mycotoxine mais en quantité bien inférieure [81].

Espece du genre % de souches Quantité de FB1
Fusarium testée synthétisant laFB1 produite
F. proliferatum 61 15522936 pm
F. antophilum 18 58a613 pm
F. dlamini 56 42a82 ppm
F. napiforme 15 162479 pm
F. nygamai 37 1747162 pm

Tableau | : Production de FB1 par des espéces du genre Fusarium autres que F. monili forme [81]

2. la souche: la production de FB1 varie avecla souche productrice. Ainsi, sur un groupe

de 25 souches fraichement isolées de 37 échantill ons de grains de mai's originaires du sud-ouest de

la France, onapu olserver destaux de mycotoxine trés variables (Tableau II) [39].

Taux de FB1 produte (ug/g) % de souches
de 50a200 12
de 2002800 4
de 80043200 68
plus de 3200 16

Tableau Il : Production de FB1 par des souches de F. monili forme isolées dans des grains de mai's du sud-

ouest de laFrance[38]

1.4.2.2 LES FACTEURS EXTRINSEQUES

1. latempérature: la toxinogenése et beaucoup pus étroitement liée ala température que ne
I’est la croissance du champignon. La production maximale de fumonisine est atteinte a20°C
[38, 3. Elle décroit pou des températures voisines pou chuter brutalement vers 10 et 30 °C.

A 35 °C, en dépit d’'une croissance mycdienne réguliére, aucune trace de FB1 n' est détectée

au bou de 10 semaines.
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2. l'activité hydrique (aw) et lateneur en eau : pour obtenir une production maximale de FB1, le

mai's doit avoir une teneur en eau de 32% [38]. Comme la température, |’ activité hydrique est

un fadeur déterminant pour la toxinogenése. Pour une valeur inférieure a0,95la production
se trouve fortement diminuég voire nulle pou des valeurs inférieures a 0,9 [46]. Enfin, ure
étude des variations de produwction de FB1 en fonction des deux variables température ¢
adivité hydrique montre que les résultats optima sont obtenus avec une température de 30 °C
a0,97aw pou F. moniliforme et 15°C a0,97aw pour F proliferatum. [45]

le confinement : aprés 10 semaines de culture mnfinéela production de FB1 reste nulle. Cela

suggere gue le stockage en atmosphére anfinée sous atmosphére modifiée (enrichie en N,
ou CO,) ou en anaéobiose (ensilage) permettrait d’inhiber 1a synthése des fumonisines.
3. lesubdtrat : le tableau suivant montre que la quantité de fumonisine produite varie fortement
en fonction dusubstrat utilisé pou la alture. Il apparait que le mais reste, de loin, le meilleur
substrat [81].

Substrat utili sé pour la aulture FB1 produte (Lg/g)
Mais 10242
Riz nonmoulu 206
Aliments pour rats de laboratoire 34
Cacahuetes <5
Soja <5

Tableau 11l : Quantité de fumonisine produite en fonction du substrat utili sé pour la allture, aprés 24 jours
d’incubation 2a25°C al’ obscurité [81]

1.5 les mycotoxicoses
Les fumonisines nt resporsables de nombreuses maladies animales. Les plus conntes
restent la leucoencéphalomalacie é&uine et I'oedéme dgu du poumon chez le porc. Mais il

semblerait que ces intoxications puisent avoir d autres conséquences pathologiques chez de

nombreuses espéces, y compris chez I’ homme ou une activité arcinogéne est suspedée.
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1.5.1 chez les équidés

Chez le dcheval, onconreit deux formes dues a l’ingestion de mai's ou ce ses us-produits
contaminés par Fusarium moniliforme. Suivant I'importance de la dose ingérée |'animal
présentera des sgnes nerveux (leucoencéphalomalacie éjuine) ou des troudes hépatiques
(hépatotoxicose). Une troisiéme pathologie moins connie, le syndrome duadénite-jéunite

proximale, semblerait étre, en partie, provoguéepar la mnsommation de mycotoxine [2§].
1.5.1.1 LA LEUCOENCEPHALOMALACIE EQUINE

Le premier cas cité dans la littérature remonte a1850 aux Etats-Unis. Depuis, de nombreux
cas ont été répertoriés aur les diff érents continents. En France, |’ aff edion semble prédominer dans
le quart sud-ouest (20 morts entre 1994 et 1996 [5].

Les symptdmes ont variables suivant I'individu, la durée d’expaosition et la dose ingérée
Méme s la dose minimale provoquant |’ apparition des symptdmes reste inconnte, on sait que
I’administration de 20 dases de 1 a4 mg de FBL/kg PV sur 29 jours par voie orale, ou de 6 dases
de 0,125mg/kg sur 7 jours par voie veineuse, suffit areproduire lamaladie [43].

Le tableau clinique est dominé par des désordres nerveux (hyperesthésie, ataxie, amaurose,
hyperexcitabilité, marche en cercle, pousser au mur...) accompagnés d’ anorexie, d apathie & d’ un
ictere. Ces symptdmes évoluent rapidement vers des crises convulsives ou unétat comateux, la
mort survenant au baut de quelques heures a quelques jours. L’animal peut également mourir sans
révéler aucun symptome [22].

On peut noter quelques modifications biochimiques, nadamment pou les marqueurs
hépatiques : augmentation des PAL, GGT, ASAT, addes hiliaires et de la hilirubine totale. Le
métabolisme des gphingolipides est également altéré puisque la cncentration sérique en
sphinganine libre est en nette augmentation, alors que clle des phingoli pides diminue.

Les|ésions observées al’ autopsie seront esentiellement celles de I’ encéphale. Celui-ci, trés
oedémacié, présente des foyers de néaose dans la substance blanche, parfois dans la substance
grise. L’ observation microscopique de ces foyers de liquéfaction montre une démyélinisation
massve d diffuse. Des |ésions de stéatose € de stase biliaire peuvent également étre présentes sur

lefoie.
1.5.1.2 L'HEPATOTOXICOSE

Apres I'ingestion de doses plus élevées (6 doses de 2,5 mg de FBL/kg PV sur 7 jours), le
tableau clinique est dominé par des troubles hépatiques £ traduisant par un ictére, accompagné
d’ apathie, d’anorexie et de constipation. Tous les marqueurs biochimiques d’ une souffrance

hépatique @& d'une dhoestase sont augmentés. A |'autopsie, on ndera une dégénérescence
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hépatocell ulaire accompagnée d’ une infiltration de cell ules inflammatoires. De plus, |’ existence

delésions proches de celles de I’ ELEM reste possble.
1.5.1.3 LE SYNDROME DUODENITE/JEJUNITE PROXIMALE

Les fumonisines mbleraient ére impliquées dans |’ apparition de cesyndrome dont les
principales manifestations nt une dépresson et un reflux gastrique important, parfois
hémorragique [28]. A |'autopsie, les Iésions sont limitées au dualenum et au jéjunum proximal,

avecdes freuses et des muqueuses rouges, des pétéchies et des ecchymoses.

1.5.2 chez les porcins

Chez le porc, I'ingestion d aliments contaminés provoque, a faible dose, une hépatotoxicose

et, aplus forte dose, uncaedéme pumonaire € un hydrothorax.
1.5.2.1 L'EDEME PULMONAIRE PORCIN

Les doses minimales provoquant I’ apparition des symptdmes de cette maladie ne sont pas
conntes. Cependant, les sgnes cliniques ont reproduts chez des porcs ayant ingéré une ration
contaminée(175 ppm de fumonisines) sur 4 a6 jours[49].

Apres |"apparition des premiers symptémes, les troules respiratoires vont en s aggravant
(tachypnée dyspnée cyanose des muqueuses) jusgu’ alamort de I’ animal en quelques jours.

Les examens biochimiques mettent en évidence une atteinte hépatique. L’ autopsie révele la
présence de quelques centaines de ml d’un liquide jaune clair dans |a cavité pleurale et un oadéme
pumonaire esentiell ement interstitiel et interlobuaire.

1.5.2.2 L'HEPATOTOXICOSE

Moins gédfique que I’ cadéme pulmonaire, I” hépatotoxi cose peut également toucher e porc
intoxique par les fumonisines.

Contrairement au cheval, les|ésions hépatiques surviennent pour de faibles doses:
» pou unedoseinférieure a4 mg/kg PV/j sur 30jours, les sgnes cliniques restent absents
» pou une dose mmprise entre 4 et 16 mg/kg PV/j, les troules hépatiques apparai sent
* au-dela I'affedion pulmonaire prendle desaus[19].

Cette toxicose ne se traduit que par des sgnes généraux (apathie, baise du GMQ) et un
amaigrissement plus ou moins marqué. L’ animal peut, dans certains cas, présenter unictere.

A I'autopsie, le foie, de auleur brune d de taille augmentég peut comporter des nodues de

1 a7 mm de diamétre.
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1.5.3 chez les volailles

Chez les oiseaux, les eff ets toxiques des fumonisines  traduisent esentiellement par une

mortalité enbryonraire et des retards de aoissance
1.5.3.1 TOXICITE POUR L'EMBRYON

Les effets de la toxine, inoculée dans I’ cauf, varient avecla dose d le temps. Le tableau IV
résume les poucentage de mortalité en fonction de la dose injectée & du moment de cette
injection [34].

L'embryon apparait plus snsible ai début de I'incubation. Les datérations du
développement embryonnaire seront les suivantes: dispropation de la téte par rappat au corps
(hydrocéphalie), une hypertrophie du kec (pour de faibles doses) et une dongation ducou (pour
les caufs inoculés a 1 jour). De plus, si |es embryons ne sont pas morts a un stade trop précoce de
leur développement, on poura observer des hémorragies au niveau des pattes, du cou, s
membranes de I’ cauf et dans le vitellus qui prend alors une cnsistance visgqueuse (jusqu’ a donrer
du coagulum pour les doses les plus importantes).

Les poussns ayant survécu auront du mal a briser leur coquille en raison e la rigidité
insuffisante de leur bec. Ils sront également sous-développés et chétifs. Les autres poussns, a
I’ autopsie, ont un foie jaune et friable, des reins pales avec des hémorragies focdes. Des pétéchies
sont présentes aur le myocarde, les poumons ont congestionres, violacé et fermes. Enfin, les

intestins, qu ont une paroi épaisse, présentent une lamina propria @& une musculeuse

hémorragiques [34].
Pourcentage de mortalité des embryons
Doseinjectée Injedionau premier jour injection au dixieme jour
d’incubation d'incubation
1uM FB1 50 30
10uM FB1 70 60
100uM FB1 100 90
20uM FB1, 41M FB2 100 80

Tableau 1V : Pourcentages de mortalit & des embryons en fonction de ladose injedée & du moment
d’'incubation [34]
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1.5.3.2 TOXICITE CHEZ LE JEUNE

L’ administration ce rations contaminées (100a 400mg de FB1 par kg) a de jeunes canards
aura pou principae amnséquence une diminution celaprise dimentaire, de I’indice de conversion
et du GMQ [7]. Pour de fortes doses (300 a 400 mg/kg), on poura avoir des diarrhées noirétres,
voire une mortali té.

Les canards emblent plus ensibles que les autres volailles a I'adion toxique des
mycotoxines. A |I'autopsie, le poids de ceatains organes (foie, coaur, reins, pancréas, proventricule)
est augmenté. L’ examen histopathodogique ne révele pas de Iésions maeures, mais le foie peut
présenter une néaose multifocde [24], avec un tisau hépatocell ulaire hyperplasié. Pour de fortes
doses, onrencontre également une hyperplasie au niveau de I’ épithélium biliaire.

Tous les animaux traités auront une peau et des phanéres déalorés. Des déformations au
niveau des cartilages de I’ épiphyse du tarse sont possibles afortes doses[7].

Chez le pouet, les modifications biochimiques restent classques avec une auigmentation du
cholestérol, des GGT, de la LDH, de I'ASAT e de la CK, ains que du rappat
sphinganine/sphingosine. Par contre, les taux d acide urique & de triglycérides ont diminués
[24].

Des répercutions de I'intoxication sur le systéme immunitaire eistent. En effet, la
production des immunaglobuines est affedée ains que I’ activité phagocytaire des maaophages
qui se trouve réduite de 34% [64]. De par cette action immunodpressve, le risque infedieux

vient se surgjouter aux troubles liés ala mycotoxicose. [40, 4]

1.5.4 chez les autres animaux

1.5.4.1 LES RUMINANTS

Les ruminants apparaisent plus résistants que les autres especes. L’organe dble reste le
foie mmme le prouve I’ exploration biochimique € I’augmentation des marqueurs de souffrance
hépatique (GGT,ASAT,LDH), du cholestérol et des triglycérides [59, 23]. Chez les ovins, on
trouve, en plus, des concentrations friques élevées pou |'urée ¢ la aédinine, traduisant une
atteinte rénale [23].

L’administration, chez le veau, d une dose de FB1 égale a 148 mg/kg d’ aliment reste sans
répercusson sur les performances zootechniques de |’ animal. Seule |” histopathol ogie peut révéler
des troubles avec de |égeres Iésions hépatiques microscopiques, ains qu'une altération de la
lymphoHastogenése [59].
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Les agneaux, pou une dose de 22,2 mg/kg PV sur 4 jours, vont montrer des sgnes de
fatigue, seront |é&hargiques et auront une diarrhée marquée. Une néphrose tubuaire, associée a

I” hépatotoxicose, est mise en évidence al’ autopsie [23].
1.5.4.2 LES RONGEURS

Les effets toxiques des fumonisines nt nombreux chez les rongeurs. Chez le rat, ure
hépatotoxicité gparait apres |I’administration dune dose de 150 mg/kg de FB1 puifiée Le
métabolisme des gphingolipides est, encore une fois, atéré (augmentation du rappat
sphinganine/sphingosine). De la sphinganine libre est détectable au niveau du foie, des reins, du
serum et de |’ urine [86].

Le rein congtitue galement un agane cible chez le rat. En effet, malgré de rares lésions
histopathologiques, les sgnes d'une atération de la fonction rénale sont marqués: polyurie,
baiss de I’osmolarité urinaire & une protéinurie trahissant une fuite glomérulaire [78]. 1l existe
des variations de sensibilité selon le sexe d |'espece: la souris emble insensible [87], tandis que,
chez le rat, le méle présente des sgnes cliniques pour des doses moindres par rappat alafemelle
(15 mg/kg contre 50 mg/kg) [86].

Les effets aur le systéme immunitaire se traduisent par une diminution en poids du thymus
qui apparait néaose, une augmentation ce la mncentration sérique en IgM, ainsi que du nambre
de cell ules phagocytaires [11].

A pluslong terme (sur plus de 450jours), I'ingestion d aliments contaminés provoque, chez
le rat, I'apparition de pathoogies cancéreuses. On peut alors observer des cacinomes
hépatocellulaires (hyperplasie noduaire, cirrhose sévére), des cholangiocarcinomes, des
adéndfibroses ou ure hyperplasie des cellules basales de I’ épithélium oesophagien ou stomacal
[44, 49.

Enfin, bien que la leucoencéphal omalacie semble ére une maladie spéafique des équidés,

des |ésions smilaires ont été rapportées sur des lapins ayant requ de la FB1 puifiée ala dose de

1,75mg/kglj [15].

1.5.5 les risques pour I'homme

Pour évaluer la toxicité des fumonisines chez I’homme, de nombreuses études ont été
menées sur des snges. Aing, I'intoxication de vervets pendant 6 mois par du matériel de alture
de F.moniliforme provoque |’ apparition dhépatites aigués ou chroniques (dégénérescence et
néaose, cirrhose). Cette pathologie présente, en outre, une droite anaogie avec |’ hépatite virale
connte chez I’homme [33].

Un effet cancérigene peut également étre suspecté. |l existe dans certaines régions du

Transkel (Afrique du sud) et du rord de la Chine [92] une forte prévalence du cancer de
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I’ cesophage. Celle-ci peut étre asciée al fait que le mai's constitue, dans ces régions, un aliment

de baseg, et ala mntamination importante des cultures par Fusarium moniliforme [65, 43.

1.6 cinétique et mécanismes d’action des fumonisines

1.6.1 la cinétique

Le marquage au C14 de la FB1 permet de suivre le devenir dans |’ organisme de la toxine

aprés une aministration par voie orale ou parentérale.
1.6.1.1 ABSORPTION

L’ absorption aale delaFB1 serévele tres faible thez I’ ensemble des animaux. Chez le rat,
laquas totdité de la radioadivité (plus de 80%) est retrouvéedans les feces 24 heures apres une

administration intragastrique [55].

Cette FB1 fécde peut avoir 2 arigines:

e un mssage direct le long du tube digestif sans absorption
e une asorptionsuivie d une excrétion hiliaire

Dans tous les cas, la mycotoxine ne semble pas étre un substrat pour les microorganismes
intestinaux [81]. La nonabsorption intestinale est confirméepar la mesure de la radioactivité de la
bile : 24 heures apres le gavage des rats avecune solution de FB1 a 75 mg/kg PV, seulement 0,2%
de laradioactivité est détectée danslabile[71].

Chez lapoue pondeuse, |’ absorption est également faible. Apres absorption de 2 mg(47,36
kBq)/kg PV, 0,71/-0.5% de laradioactivité se retrouve dans la drculation dasmatique. Le pic de
concentration est obtenu entre 1 heure 30 et 2 heures 30 avec28 a 103 rg/ml de FB1 et/ou ck ses
métabalites asciés. Comme chez le rat, la quas totaité (97+/-3.73%) de la radioactivité se

retrouve dans les feces au bou de 24 heures [89].

1.6.1.2 DISTRIBUTION

1.6.1.2.1 plasmatique

Aprés |I’administration, par voie veineuse, de FB1 marquée chez des poues ponceuses (2

mg FBLl/kg PV), I’éimination dasmatique suit une curbe bi-exponentielle (t1/2a=2,5+/-0,3mn,
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t1/23=48,8+/-112mn). Le volume de distribution apparent est de 18,27 ml/kg et la clairance
plasmatique de 1,18 ml/mn/kg [88].

1.6.1.2.2 tissulaire

Chez tous les animaux étudiés, le foie et le rein constituent les principales cibles pour
I’accumulation de FB1. Chez le rat, des traces de radioactivité y sont encore détectées 96 heures
aprés administration [55].

La distribution tisaulaire de FB1 marquée dez des singes vervets (administration par voie

orale ou veineuse) est résuméedans le tableau qui suit [72].

% de radioactivité mesuré gores 24 heures

Tisu 1,72mg/kg PV par IV 6,42mg/kg PV par VO
Foie 1,92 0,64
Muscle 0,62 0,14
Rein 0,37 0,03
Cerveau 0,08 0,02
Poumon 0,07 0,03
Coaur 0,04 0,01
Rate 0,02 <0,01
Plasma 0,66 0,12
Hématies 0,11 0,01

Tableau V : Distribution de fumonisine marquée & 24 heures chezdes snges vervets [72]

1.6.1.3 METABOLISME

1.6.1.3.1 in vivo

L’ analyse qualitative des urines ou des feces montre que la principale forme excrétée et la
molécule aministrée La fumonisine peut toutefois subir une hydrolyse partielle (présence de
monaoesters) [74] ains qu’ une désamination oxydative [10]. Des traces d’aminopdyols nt auss
détectées. Aucun produit d hydrolyse n'étant retrouvé dans la bile, on peut penser que la
métabadlisation a lieu dans le tube digestif, e non au niveau du foie [72], sous I'adion des

enzymes et/ou des microorganismes intestinaux [73].
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1.6.1.3.2 in vitro

L’incubation de 600uM de FB1 sur une adlture primaire d’ hépatocytes de rat ne révéle
aucune biotransformation de la mycotoxine. Toutefois, la limite de détection étant comprise entre
50et 100 rg pou laFB1, des métabolites mineurs ont peut-étre pases inapercus [17].

L’incubation de FB1 avec différentes enzymes microsomales montre que clle-ci n’est pas
un substrat pour les monooxygénase gytochrome P450 dEpendantes, ni pour les estérases [17].
Elle n'est pas non plus un substrat pour la lipase pancrédique porcine, ni pou la triglycéride
lipase endothéliale hépatique [17].

1.6.1.3.3 effets des fumonisines sur les enzymes de biotransformation

Si les fumonisines ne subissent que trés peu les réadions de biotransformation, elle peuvent
en revanche modifier les adivités des diff érentes enzymes impliquées dans ce procesaus. Aing
Martinez a mené une étude sur trois groupes de rats auxquels on administrait, par voie intra
péritonéale, 0,125; 0,25et 2,5mg/kg d’ extrait de aulture de FB1 pendant 6 jours. Les tableaux VI
et VII résument les activités enzymatiques hépatiques et rénales [47]. Il a constaté, pou les deux
derniéres doses, une aigmentation des activités rénales et hépatiques de N-déméthylation de
I’ érythromycine (P450 3A1) et de I’activité hépatique de O-dééthylation de I’ é&hoxyrésorufine
(P450 1A1). Cette derniere activité est également augmentéedans lerein pou la plus forte dose.

Detelles domées ne sont pas disponibles en ce qui concerne le canard.
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Enzyme Contréle | 0,125mg/kg | 0,25mg/kg 2,5mg/kg
Anili ne hydroxylase (1) 0,20+0,01 | 0,21+0,01 | 0,28+0,04 | 0,33t0,03+
Aminopyrine N-déméthylase (1) | 0,990,067 0,83t0,04 | 1,2740,06+ | 1,330,09
Erythromycine N-déméthylase (1) | 122,1t4,8 119,2t8 144,3£3,6+ | 154,1£12,1
EROD (2) 43,1£3,0 47,147 66,2842+ | 89,4E2 e
PROD (2) 8,62t0,58 | 7,44£0,27 | 9,61t0,78 | 8,65t1,16

MROD (2) 19,2+1,6 17,6£1,1 18,1+0,9 17,6£1,3

Tableau VI : Activités hépatiques chezdes rats traités alafumonisine B1

Enzyme Contréle | 0,125mg/kg | 0,25mg/kg 2,5mg/kg
Anili ne hydroxylase (1) 0,1740,001| 0,170,001 | 0,23+0,0%+ | 0,28+0,02+~
Aminopyrine N-déméthylase (1) | 0,50+0,03 | 0,47+0,03 | 0,61+0,03 | 0,66+0,04~+
Erythromycine N-déméthylase (1) 89t4 87,2£3,4 | 117,934+~ | 131,3£5,3+~
EROD (2) 3,68£0,27 | 3,45£0,19 | 4,38:0,29 | 5,04:0,2%+

PROD (2) 2,88£0,19 | 2,94£0,11 | 3,09£0,25 | 3,02£0,27

MROD (2) 4,54+0,27 | 4,3%0,23 4,36+0,32 4,89+0,13

* . différencesignificative par rapport alavaleur du lot témoin & p<0,05

** . différencesignificative par rapport &lavaleur du lot témoin ap<0,01

*** - diff érence significative par rapport &lavaleur du lot témoin a p<0,001

Tableau VII : Activités rénales chezdes rats traités alafumonisine B1

1.6.1.4 ELIMINATION

(1) : activités en nmol de produit formé/mn/mg de protéine

(2) : activités en pmol de produit formé&mn/mg de protéine

L’ élimination se fait par voie fécde et urinaire dans le ca d une aministration par voie

orale. Chez lerat, 80% des marqueurs ont détectés dans les feces et 3% dans les urines [55].

Par contre, suite aune injedion intraveineuse ou intrapéritonéde, la voie d élimination sera

esentiellement biliaire. Ainsi, ure dose de 7,5 mg de FB1/kg PV, injedée en IP chez un rat, est

retrouvée a67% dans labile au baut de 24 heures. 88% de cete dose seront éiminés dans les 4

heures siivantes[71].
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1.6.2 mécanisme d’action

Le mécanisme d' action des fumonisines reste inconnu a cejour. Cependant, on peut noter
une droite ressemblance structurale entre ces toxines et la chaine carbonée de la sphingosine
(Figure 2).

FB1 R OH OH
CH3
CH3 R CH3 OH NH2
SFHINGOSINE
OH
//\N/”\v/“\//\\//\V/A\V/\\ cHzon
N H2
(COOH
R = OOC-CH2-CH-CH2-COOH

Figure 2 : Comparaison des gructures delaFB1 et de la sphingosine

Cette anadlogie structurale serait a I'origine d'une perturbation e la synthese des
sphingolipides. Nous présenterons, tout d abord, cette famille de molécules avant d’ envisager

I”action de la FB1 sur leur synthése d ses conséguences.

1.6.2.1 NATURE ET ROLES DES SPHINGOLIPIDES

Les ghingolipides, qui entrent dans la compasition des membranes cell ulaires, constituent
une famille cmprenant plusieurs moléaules (céramides, sphingomyélines, gangliosides...). Ces
composes ot largement impliqués dans larégulation ¢k la aoissance, de la diff érenciation et de
la mort cellulaire. En effet, les chaines gphingoides (sphingosine, cé&ramides) peuvent inhiber ou
adiver des protéines kinase, des phosphatases, des transporteurs d'ions et autres outils de
régulation des activités métaboli ques [77].
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De par leur réle de second messager pou les fadeurs de aoissance, les cytokines et
agonistes, les métabolites des phingoli pides peuvent, suite a une augmentation anormale de leur
concentration, conduire ades phénomeénes pathol ogiques.

Voyons par quels mécanismes les fumonisines peuvent interférer avec le métabolisme de

ceslipides.
1.6.2.2 ACTION DES FUMONISINES SUR LA BIOSYNTHESE DES SPHINGOLIPIDES

Ce mécanisme d'action a été essentiellement étudié sur des cultures d’ hépatocytes de rat
[91], mais des études smilaires sur des neurones de souris ont confirmé ces résultats [48].

L’incubation d hépatocytes de rat avec de la FB1 inhibe I’incorporation de C14-sérine dans
les ghingolipides cell ulaires par I'intermédiaire de la sphingosine. La concentration inhibant 50%
delasynthese est de 0,1 uM.

L’ augmentation de ancentration en sphinganine libre suggere que I’ action des fumonisines
revient a une inhibition de la transformation e ce intermédiaire en N-acyl-sphinganine (Figure
3). Cette hypothése se trouve vérifiéepar I’inhibition par laFB1 de |’ activité de la sphinganine N-
aoyl-transférase (ou céramide synthétase) dans des microsomes hépatiques de rat. Cette inhibition
se traduit par une réduction ce la cnversion dce [H3]sphingosine en [H3] céramides par des
hépatocytes pourtant restés intacts [91].

Le mécaiisme exact reste obscur. On note cegpendant une différence d activité entre les
diff érentes mycotoxines produites par Fusarium moniliforme (FB1, FALl et AP1, un drivéisa de
I" hydrolyse totale de la FB1). Aingi, il apparait que |’ AP1 est latoxine qui interfére le moins avec
la synthése des gphingolipides, laissant penser que I'adde tricarboxylique joue un réle majeur
dans I'inhibition de la céramide synthétase. Par contre, la présence d'un groupement aminé
n'influence en aucun cas I’ activité toxique éant donnés les résultats comparables obtenus avec
FAlet FB1[83.
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Figure 3 : Voie de biosynthése des gphingolipides[52]

1.6.2.3 CONSEQUENCES

L'adion des fumonisines condut donc a une accumulation e sphinganine libre @ a
I’ augmentation durappart sphinganine/sphingosine [84]. Ce rappat pourait d'ailleurs étre utilisé
en tant qu’ outil diagnostique des mycotoxicoses[16].

Une partie de la sphinganine libre est métabolisée mais le reste est libéré par les cellules. In
vivo, elle s'accumule dans les tisaus et se retrouve rapidement dans le sang et les urines [66, 84.
Or, tous les métabolites dérivés des phingolipides, peuvent se révéler cytotoxiques slivant le
type de produt formé, salocdisationintracell ulaire € la nature de lacellule [77].

L’acaimulation des bases ghingoides va donc conduire aune inhibition e la croissance et
une acélération du vieillissement cell ulaire conduisant au phénomene d’ apoptose. Ainsi, sur des
hépatocytes de rat, ure cncentration en FB1 comprise entre 10 et 35 uM condura, aprés une
période de latence de 24 heures, a une inhibition de la prolifération cellulaire ; une concentration
supérieure eoutira toujours a une mort cdlulaire. Cependant, il semblerait que cephénomene
d’inhibition soit réversible apresle retrait de lamycotoxine [93, 49.

De plus, les fumonisines vont diminuer le réle de barriére des cdlules endothéliales. Ceci
peut alors expliquer les sgnes nerveux et pumonaires engendrés par les intoxications chez le

cheval et le porc.
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1.6.2.4 AUTRES MECANISMES

L' étude de I'action des fumonisines sur le muscle drial de grenoulle montre que les
courants calciques normalement engendrés par la dépdarisation cellulaire sont blogués. 1l en
résulte une réduction de I’amplitude & de latension maximale du muscle ardiaque. Ced pourrait
expliquer les accidents cardiaques parfois observés slite aix intoxications chez certains animaux
[69].

La sphingosine éant uninhibiteur de la protéine kinase C (PKC), laFB1 pourait également
directement dtérer I'activité de cette kinase en raison de I'analogie structurale avec les
sphingoides. Cependant, les effets observés restent variables slon I'isoforme de PKC étudiée
[81].

2 LES BIOTRANSFORMATIONS

2.1 schémagénéral des biotransformations

Les biotransformations désignent I’ ensemble des réactions qu' un xénobiotique peut subir en
pénétrant dans un aganisme.

Les médicaments et produits chimiques de I'environrement sont pou la plupart non
polaires et liposolubles. La principale fonction des enzymes de biotransformation est de convertir
Ces compaosés en produits polaires afin de fadliter leur excrétion. Ce procesaus % divise
généralement en deux étapes qui sont la phase | (oxydations, réductions et hydrolyses) et la phase
Il (conjugaison) [27]. Mais certains xénobiotiques peuvent subir diredement des réactions de

conjugaison.
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PHASE | PHASE 11

(XENOBIOTIQUE |]|:||::> PRODUIT | [||:||::> PRODUIT 11

Oxydoréductions Conjugaisons

Hydrolyses

LIPOPHILE > > {HYDROPHILE

Figure 4 : Schéma général des biotransformations

2.1.1 la phase |

Au cours de cette phase, la molécule initiale va subir des dégradations visant a augmenter
son hydrosolubilité. Ces réactions de dégradation seront de trois types mais les réactions
d’ oxydations sont de loin les plus fréquentes. Suivant le substrat a transformer, on poura avoir
des hydroxylations, des époxydations, des désaminations ou ces désulfurations oxydatives. Ces
réactions ont catalysées par des enzymes membranaires regroupges us le terme générique de
« monoaygénases a fonction mixte» (MFO). Ce systeme MFO fait intervenir deux types de
complexe enzymatique: les monooxygénases a flavines et les cytochrome P450, aqii nouws
intéressent plus particuliérement.

Les deux autres types de réaction, les réductions et les hydrolyses, restent beaucoup moins

importantes quantitativement.

2.1.2 laphaselll

Elle mrrespondaux réactions de conjugaison entre les métabolites obtenus lors de la phase
| et des moléaules endogenes, le plus souvent hydrophiles telles que I’ acide glucuronique, le 3'-
phosphoadénosine-5'-phosphasulfate (PAPS), le glutathion, ai plus rarement lipophiles tels que
les groupements méthyl ou acétyl ou certains acides aminés. On abouit ains a la formation de
compaosés en général plus polaires et donc fadlement éliminés par voie rénale ou hliaire [50]. En
fonction de I'éat d'adivation du substrat, les réadions dominantes <sront la

glucuronaconjugaison, la sulfoconjugaison et I action des glutathion transférases.

L’ ensemble des réactions de biotransformation vont dorc, dans la plupart des cas, diminuer

I activité des composés médicamenteux et toxiques et favoriser leur élimination. Néanmoins, ced
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est loin d étre une regle ésolue et dans bon nambre de cas, les biotransformations augmentent

I activité ou latoxicité du composé initial.

2.2 les monooxygénases a cytochrome P450

Chez les mammiféeres, c’'est dans le foie que la cncentration en cytochrome P450 est la
plus élevée Mais on le trouwve dans de nombreux autres tisuus: au niveau des cellules
bronchiolaires, des entérocytes de I'intestin gréle, des tubues proximaux durein, dce I’ épithélium
olfadif, destesticules, des surrénales, delapeau et du cerveau. Au niveau cdlulaire, bien quonle
trouve auss dans les mitochondies et les noyaux, le cytochrome PA50 est présent

principalement dans la membrane du réticulum endoplasmique lisse [50].

2.2.1 'enzyme

2.2.1.1 STRUCTURE

Le o/tochrome P450 est une hémoprotéine de masse molaire mwmprise aitre 48 et 58 kD
[35]. Il comporte une partie protéique (apoprotéine) et un heme (protoparphyrine 1X) asocié aun
atome de fer, participant au site catalytique. La présence d une 5°™ liaison fer-sulfure avec le
groupe thiolate d’' une o/stéine lui confére une absorption particuliére a450 nm, aprés réduction et
complexation par le monaxyde de carbore, alors que les autres hémoprotéines, comme
I hémoglobine, doment un maximum d’ absorptiona420 rm.

CH3 CH ——CH>

| N
3HC ——CH 3
N Fe.... N
2HC \ CH ==CH 2
| N |
SHC HC =] ==, CH
HOOC CHp, CHg ™

CH 2COOH

Figure 5 : Structure de I’ hémoprotéine du cytochrome P450
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Ces cytochromes ont ancrés dans les membranes par un petit segment amino terminal de
29 résidus et leur activité est dépendante d’ une flavoprotéine, la NADPH-P450-réductase, dort la
fonction est d’ asaurer le transfert des électrons du NADPH au complexe gytochrome/substrat [51].
La réductase, superficiellement maintenue par un pde hydrophote, est orientée @mme le P450
vers le cytosol sur ou rés de la membrane dans laquelle les stes catalytiques des deux molécules

peuvent interagir en acceptant le NADH et les substrats a métabaliser [27].
2.2.1.2 LES PROPRIETES CATALYTIQUES

Le cytochrome P450 est un pussant agent d oxydation qu fonctionne essentiell ement
comme une monooxX/génase : incorporation dun seul atome d’oxygéene dans le substrat qui est
oxydé en méme temps que le NADPH, |le deuxieme aome d’ oxygene participant a la formation
d’une molécule d eau [50].

Laréadion globale peut étre résuméepar laformule suivante :

R-H+NADPH+H"+0, ——R-OH+NADP'+H,0

Le cycle réactionnel du cytochrome P450se déroule en 6 étapes détaill ées dans la figure 6.
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Figure 6 : Cycle caalytique du cytochrome P450
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l. Le substrat RH se fixe sur le site actif du P450. Le fer ferrique pass dors d'un état de
spin de niveau bas a un niveau supérieur, le patentiel réducteur s en trouvant augmenté.

. Réduction du complexe enzyme/substrat par un électron fourni par le NADPH
(Fe"O Fe.

IIl.  Fixation ce |’ oxygéne cmme 6™ ligand sur I’ atome de fer hémique.

V. Nouvell e réduction par laNADPH cytochrome P450reéductase.

V. Cest au cours de la phase IV que peut se fixer le CO pou produre le maximum
d’ absorption 2450 nm.

VI. Réduction d un atome d’ oxygéene en eaul.

VII.  Insertion du @uxiéme d@ome d’ oxygene sur le substrat conduisant a la régénération du
cytochrome P450et al’ oxydation dusubstrat.

2.2.1.3 LESISOENZYMES DU CYTOCHROME P450

[l n"existe pas un seul cytochrome P450 mais une superfamille de o/tochromes P450. En
effet, la cagadté du cytochrome P450 a métaboliser de nombreuses substances est liée a
I’ existence de plusieurs isoenzymes au sein d une méme espece. Ces isoenzymes possdent un
site catalytique identique (dorc catalysent la méme réaction) mais difféerent par leur partie
protéique [50]. La substitution d un seul acide aminé dans la proténe suffit a modifier I’ affinité de
I”’enzyme pour un substrat domé [35]. Il en résulte I’ existence de diff érents stes de fixation du
substrat, expli quant la spécificité de substrat et d activité pour chague isotype.

Une comparaison immunologique de différentes enzymes microsomiales montre qu’ en

dépit d’'une édroite reseemblance structurale il n’existe qu' une éroite analogie antigénique [35].
2.2.1.4 LA NOMENCLATURE

Deux cytochromes P450 seront considérés comme gpartenant a la méme famille s'ils
montrent plus de 40% de similitude dans leur séquence. De méme, les sous-familles sront
constituées de P450identiques pou plus de 60% de leur séquence [51].

La nomenclature, mise a jour chaque année recommande d'indiquer pour le gene le
symbole CYP (Cyp pou la souris et la drosophile), représentant Cytochrome P450, suivi par un
chiffre aabe dénotant la famille, par une lettre désignant la sous-famille et par un autre ciffre
arabe représentant le géne individuel al’intérieur de la sous-famille. La nomenclature des génes
humains peut étre gopliquée atoutes les espéces animales exceptées la souris et la drosophle.
Enfin, pou désigner un cytochrome, les mémes conventions ont utilisées en remplagant CYP par
P450[53).
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2.2.2 Les facteurs de variation

2.2.2.1 INFLUENCE DU SEXE

Chez le rat, Waxman (1985) a montré que la femelle présente un ceficit de 10 a 30% de la
quantité de o/tochrome P450 mar rappat au male. Des études immunachimiques ort, en oure,
prouvé |’ existence d'isoenzymes édfiques de chague sexe. Ains le P450 ZC11 est spécifique
duméleaorsqueleP450 2212 est propre alafemelle [50].

En ce qui concerne les especes aviaires, les concentrations totales en cytochromes P450 et

b5 sont 2 a4 fois plus élevées chez le mq que chez lapoule [60].
2.2.2.2 INFLUENCE DE L'AGE

Les quantités de chaque isotype varient au sein d une méme espece e fonction de I’ &ge des
individus [50]. Waxman (1985 a étudié diff érents isotypes chez le rat et amontré que :
e LeP450 2211 subit une induction ala puberté pou atteindre chez le méle aulte un riveau 30
fois supérieur a celui du méle impubeére.
* LeP450 212, chez lafemelle, atteint son riveau maximal a8 semaines.
* Le P450 26 (en quantité éale chez les 2 sexes) subit une nette augmentation entre 2 et 4
semaines (accroissement de 50 a 100%).

2.2.2.3 INFLUENCE DE L'ESPECE : ETUDE DES CYTOCHROMES P450 D'OISEAUX

Les oiseaux, comme les mammiféres, métabalisent les composés exogenes (médicaments,
poluants, pesticides) et endogenes (stéroides et addes gras) principalement par |’action des
cytochromes P450 hépatiques et de la GST. Des enzymes extrahépatiques métabolisant les
xénohotiques ont également retrouvées au niveau desreins et de I’ intestin et peuvent participer a
cette détoxification [4].

Les concentrations en protéines des microsomes hépatiques ont plus faibles chez les
especes aviaires, nadamment chez le canard, comparées a call es trouvées chez lerat (tableau VIII)
[20].
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Espéce Poidsrelatif dufoie Concentration en proténe des microsomes
étudiée (% duPV) (mg/g de foie)
Canard 2,01+ 0,16 15,79+ 1,73

Rat 497+ 0,17 24,13+ 1,98

Tableau VIII : Comparaison des concentrations microsomales en protéines chezle canard et le rat [20]

De méme, les concentrations en cytochromes P450 sont généralement plus faibles chez les
oiseaux comparées aux valeurs des mammiféres. On peut citer comme intervalles pou les
concentrations en cytochromes P450 ce microsomes hépatiques les valeurs siivantes[90] :

e Chez lesmammiféres (9 espéces éudiées) : entre 0,8 et 1,9 nmol/mg de protéine
» Chez lesoiseaux (16 espéeces étudiées) : entre 0,15et 0,51 rmol/mg de proténe
» Chezlesvolailles (4 especes étudiées) : entre 0,18 et 0,45 nmol/mg de protéine.

Il faut noter qu'il existe non seulement de grandes variations des enzymes métaboli ques
entre les oiseaux et les mammiféres, mais également entre | es diff érentes espéces d’ oiseaux.

Le canard, espéce moncernéepar natre éude, présente une des plus basses concentrations en
PA50 @rmi I’ensemble des oiseaux étudiés (0,182 + 0,016 nmol/mg de protéine pou les
microsomes hépatiques) [20].

Les donrées aur la purification et la description des formes inductibles de cytochromes
PA50 chez les volailles restent vagues. Le tableau IX résume les connaissances concernant le
poulet (embryon et adulte) [89].

Nom Inducteur Substrats Commentaires
BNFC BNF Benzopyréne Apparentés au P450 1A du
PASOMC 3MC Aminopyrine, aniline rat
P448L PCB EROD Assmilésau BNFC
BNFB BNF Benzopyréne, aminopyrine Assmil é au P448
PA48H PCB Anili ne, oestradiol Assmilé au BNFB
PA50 H1 PB Benzphétamine Apparentés aux P450 B1 et
PA50 H2 PB Benzphétamine 2B2 durat
PB-A PB
PB-B PB
2E Acéone, éthanol p.nitrophénal Apparenté au P450 ZE durat

Tableau IX : Formes inductibles de cytochrome P450 chezle poul et
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Il existe deux formes principaes, BNFB et BNFC, powant étre assmilées ala famille 1A
des cytochromes de mammiferes. D’ autres formes (P450 MC, P448 L et P448) présentant de
nombreuses analogies peuvent étre rattachées a e groupe. Les PA50 H1 et 2H2 sont, quant a
eux, similaires aux formes 2B1 et 2B2 du rat. Enfin, ure forme induwtible al’acétone a &é

comparée alafamille des P450 Z des rongeurs.

2.3 Les enzymes de conjugaison de la phase Il

2.3.1 Les UDP glucuronyl transférases

La glucuronidation est une des principales réactions de mnjugaison permettant de convertir
les xénaobiotiques ains que de nombreux composés endogenes en métabolites polaires et
hydrosolubles.

Laprincipale enzyme de cette amnjugaison est I'UDP glucuronyl transférase qui est présente
dans la bicouche phaospholipidique du réticulum endodasmique. Cette transférase cdalyse la
trandocaion de I'adde glucuronique depuis I’adde UDP-a-D-glucuronique sur un composé
approprié pou former le 3-D-glucuronide.

Cette enzyme et présente chez tous les mammiféres, oiseaux et reptiles étudiés. Son
adivité se situe principalement au niveau hépatique, mais elle et également détectée dans les
reins, le tradus digestif et la peau [36].

On distingue deux sortes d UDP glucuronyl transférase dans les microsomes [35] :

* LetypeA, mgoritaire alafin dela période fodale, conjuguant essentiellement les phénols.

* Letype B, majoritaire dans la période néonatale, conjuguant les géroides et lamorphine.

2.3.2 Les Glutathion S-Transférases

Les Glutathion S-Transférases, proténes cytosoli ques dimériques (25 kDa par monamere),
constituent une famille d’enzymes palyvalentes impliquées dans le métabolisme de nombreux
xénohiotiques et composés adivés endogenes (stéroides, prostaglandines et leucotrienes) [63].

Comme pou les P450, les GST forment une super-famille composée de pres de 100
séquences diff érentes [76]. Chez les mammiféres, la nomenclature distingue plusieurs classes de
génes nommeés Alpha, Pi, Mu, Sigma & Theta [63]. Par contre, chez les autres animaux, aucune
nomenclature n’ est proposée a’ heure aduelle.

L'adivité des GST prise en compte dans cette étude sera la catadyse de I'attagque
nucléophle du groupe thiolate du glutathion, tripeptide congtitué de I'adde glutamique, de
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cystéine d de glycine, sur le cantre électrophile d' un substrat (qui peut avoir subi une ativation
prédable lors de réactions de phase I)

Mais, en plus de ctte fonction enzymatique, le GST peut également lier de nombreux
COMpPOSES qui ne seront pas métabalisés, comme la hili rubine, les acides hiliaires ou des agents
carcinogéenes[12].

Encore une fois, cette enzyme sera essentiellement présente au niveau hépatique. En effet,
la mellleure ativité de mnjugaison du 1-chloro-2-4-dinitrobenzéne (CDNB), chez le rat, est

trouvéedans le foie, suivi destesticuleset durein [12].

2.4 Les facteurs de modification des activités enzymatiques

Les fadeurs susceptibles de moduler les activités enzymatiques ont nombreux, ce qui N’ est
pas surprenant dans la mesure ou I’on a affaire aun systéme hautement adaptatif. Ces fadeurs
peuvent étre exogenes (apports alimentaires, stress toxique) ou endagénes (espéce souche, age,

Sexe).

2.4.1 Facteurs endogenes

2.4.1.1 INFLUENCE DU SEXE

Le métabolisme du méle est, en général, plus important que celui de la femelle. Ceci est
bien connu pou I’ activité du P450 2211 du méle qui est bien plus importante que alle du P450
2C12 celafemelle[50].

Chez les volalles, le métaboisme des xénobiotiques (hexobarbital, coumarine et
éthoxyrésorufine) et des stéroides est 2 a 4 fois supérieur chez le q par rapport ala poue [60].
Par contre, ure éude menée ez le canard mulard conclue que I’ activité des monoox/génases

n'est pasliée au sexe [67)].
2.4.1.2 INFLUENCE DE L'ESPECE

La plupart des espéces d’ oiseaux montre des activités enzymatiques inférieures a celles des
mammiféres d’un pads comparable. De plus, il existe une forte corrélation entre cette activité et
le régime dimentaire. En effet, les oiseaux piscivores, ainsi que certains prédateurs gpéaali ses,
présentent des activités métabaliques bien inférieures a celles des mammiféres ou des oiseaux

omnivores [89].
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Lestableaux X et X1 donrent quelques valeurs d’ activités pour les enzymes hépatiques. On

peut constater d’importantes diff érences entre especes, les canards ayant le plus uvent de faibles

cgpacités métabaliques.

Eqpice NoTnbre Concentrationen BenzphétamineN | gnjline hydroxylase
d’ animaux PA50total (1) déméthylase (2) @)

Callle 9 0,163+ 0,021 1,86+ 0,20 0,101+ 0,006

Canard 10 0,182+ 0,016 1,78+ 0,27 0,125+ 0,015
Oie 8 0,286+ 0,041 4,07+ 0,68 0,248+ 0,021

Poulet 9 0,257+ 0,011 2,22+ 0,17 0,254+ 0,029
Dinde 12 0,363+ 0,030 3,33+ 0,26 0,262+ 0,024
Rat 10 0,535+ 0,029 1,90+ 0,15 0,199+ 0,016

1 En nmol/mg de protéine

(2 En nmoles de formal déhyde formé/mn/mg de protéine

3 En nmoles de p.aminophéna formé/mn/mg de protéine

_ _ p.nitrophéna O- .
R p.nitroanisole O- i sulfaméthazine N-
Espece o procaine estérases) glucuronyl i i
déméthylase (1) ; acdtyl transférase (7)
transférase)
Poulet 23,87+ 7,56 4,69+ 2,67 1,65+ 1,01 0,0059+ 0,0028
Canard 7,63+ 3,61 1,66+ 1,45 2,55+ 1,36 0,0038+ 0,0020
Dinde 17,56+ 9,54 6,59+ 4,03 1,54+ 2,65 0,0056* 0,0135
Rat 13,91+ 2,84 2,38+ 1,60 2,61+ 1,26 0,0258+ 0,0064
Lapin 23,60+ 5,18 4,37+ 2,33 6,36+ 0,80 0,3040+ 0,0702

4 En nmoles de p.nitrophénol formé&/mn/g de foie

) En nmoles d’ ester de procaine formémn/g de foie

6 En nmoles de glucurono-p-nitrophéna formémn/g de foie

(7 Ennmoles de sulfaméthazine acétylédmn/g de foie

Tableaux X et XI : Activités enzymatiques chez différentes especes[20, 75]
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2.4.2 facteurs exogenes

2.4.2.1 L'INDUCTION

2.4.2.1.1 généralités

L’induction revient & une augmentation des activités de biotransformation suite a I’ action
de composés endogénes ou exogenes. Ce phénoméne cncerne non seulement les enzymes de
phase | et Il du foie, mais également de nombreux tisus extrahépatiques (notamment avec des
inducteurs du type du 3Méthylchaanthréne (3MC)).

Tous les cytochrome P450 ne sont pas inductibles et, dans une méme famille, tous les
cytochromes ne sont pas induts de maniere égale : dans lafamille 2 des P450 seulement 3 sous-
familles sont inductibles, deux (2B et 2C) par le phénoberbital (PB) et une (2E) par I’ éthanal.

Beaucoup dinducteurs nt des substrats pou les formes de P450 quils indusent. Ils
augmentent donc leur propre métabdisme. Ains, un médicament peut indure sa propre
biotransformation et par conséquent réduire sa propre dficadté, par augmentation de la clairance,
en plusde clled autres agents. Par exemple, la rifampicine est un inducteur du cytochrome P450
3A4 dans le foie et I'intestin. Lors de I’administration concomitante de mntraceptifs oraux, le
métabolisme de ces composés sra auigmenté, conduisant aune absence d’ adivité.

La plupart des composés qui indusent des P450 indusent également des enzymes de
conjugaison de la phase Il. Chez le rat, les UDP-glucuronyl transférases ont induites par le PB
(augmentation de I’adivité de 160 a 220%) et le 3MC (augmentation de 220 a 330%) [36, 35].
Les GST seront également indutes (augmentation de 171a20%6 de I’ activité par le PB et de 150
a220% par le 3MC).

Le tableau suivant donre pou chaque sous-famille les inducteurs gécifiques connus [51,

57].
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P450: famille et

Substrats gécifiques

Inducteurs gécifiques

sous-famille
Benzopyreéne, Etoxy résorufine (1A1)
1A 3MC, BNF
Acéanilide, Méthoxy résorufine (1A2)
. 3MC, BNF, PB
2A Testostérone . _
(2A2 noninductible)
Benzphétamine (2B1, 2B4), Pentoxy résorufine
2B PB
(2B1)
Aminopyrine (2C3)
2C Progestérone (2C5) PB
Benzphétamine (2C8, 2C11)
2D Débrisoquine (noninductible)
2E Aniline, N nitroso diméthylamine (2E1) Ethanol, acétone, ether
_ _ PB, dexaméthasone,
3A Erythromycine (3A1, A3, A4, A7), Ethylmorphine _ o
rifampicine

A Acidelaurique-11 (4A1, 4A7) Clofibrate

Prostaglandines (4A4) Progestérone

Tableau XI1 : Inducteurs édfiques des différentes isoenzymes de P450

2.4.2.1.2 les mécanismes de I'induction

L’induction revient a une augmentation dutaux de protéine dans la cellule. Cette dévation

de oncentration est esentiellement due aune augmentation de la transcription dugene cdant

pou le P450indut. Maisil existe éaement des mécanismes non transcriptionrels pour induire
les cytochromes (stabilisation ce I’ ARN,, ou cela protéine) [57].

Il existe principalement quatre « familles » d’'inducteurs::

e Type 3 MC: Le mécanisme et essentiellement éudié pou la famille 1A1. La

transcription dugene CYP1A1 est activée par des composés qui agisent en se fixant

au récepteur ah (aromatic hydrocarbon) et en le mnvertissant en une forme caable

dinteragir avec un petit segment d ADN localis¢ en amont du gene codant le
cytochrome [29].

» Type PB : De nombreuses formes de cytochromes P450 (familles 2B, 2C, 3A) sont

indutes par ce compose [29]. Le mécanisme d’induction reste comparable a cdui du
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3MC sauf que le moyen de reconreissance de I’inducteur par la cellule & son moyen
d adion sur la transcription restent inconnws. L'existence d'un récepteur pou les
inducteurs de cetype a €€ awvisagéemais reste peu probable vue la grande variabilité
structurale des composés appartenant a cette catégarie [57].

« Type pregnéndone-16-a-cabonitrile (PCN) et glucocorticoides: Ce sont des

inducteurs pour le g/tochrome P450 3A1 qui peut étre également induit par des agents
antifongiques (imidazoles), des antibiotiques macrolides (rifampicine, érythromycine)
ou @r le PB et apparentés. Suivant I'inducteur en cause, les phénoménes
transcriptionnels ou ¢k stabilisation e la protéine d/ou de ses messagers gront plus
ou moins importants [57].

+ Type édhand: Cette induction concerne la famille 2E1. Elle semble étre la
conséquence de la stabilisation ce la protéine et de I’ ARN,, correspordant, et non

I"augmentation ¢k latranscription dugéne codant [57].
2.4.2.1.3 l'induction chez les oiseaux

e Indwtion par les hydrocarbures aromatiques poalycycliques (PAH), les

poychlorobiphényls (PCB) planaires et les naphtalénes polychlorés : ces inducteurs

sont caractérisés par leur action sur I'EROD. Le type de réponse obtenu rappelle e ui
de I'induction des P450 e la sous-famille 1A chez les mammiféres. Il existe
cependant quelques variations suggérant que les formes aviaires induites diff erent de
cdles des mammiféres [89].

* Induwction par le PB et les PCB nonplanaires: Ils ont resporsables de |’ induction des

PA50 ¢k la sous-famille 2B chez les mammiferes, ce qui correspord aux cytochromes
P450 H1 et 2H2 des volailles. On nde, chez les oiseaux, quelques différences de
réporse aces inducteurs par rappat au rat. Par exemple, I'adivité de I'EROD est
augmentée par le PB chez le canard mulard alors que cdte induction riest pas déaite
chez lesrongeurs.

 Induwtion par les fongicides inhibiteurs de la biosynthése d' erqosterol (EBI) : Chez

les mammiféres ce sont ala fois des inducteurs et des inhibiteurs de cetaines formes
de P450. Chez les oiseaux, Ces COmposEs peuvent avoir une ation en 2 temps:
d’abord ure rapide inhibition de certaines monocoxygénases siivie, au baut d une
dowzaine d heures, d une importante induction ce cytochromes P450 hépatiques. Les
enzymes indutes par les EBI se révélent ére immunaréactives vis- a-vis d’ anticorps
dirigés contre les PA50 des familles 1, 2, 3 et 4 des mammiféeres. Chez la caille, les
EBI testés induisent entre aitre |’EROD, la PROD et laMROD.
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2.4.2.2 L'INHIBITION

Le phénomeéne d'inhibition corresponda une diminution de I’ activité d’ une enzyme ou dun
systeme enzymatique du fait de I’ action d un composé exogéne ou endagene [80].
Trois grands groupes d'inhibiteurs de cytochromes P450 peuvent étre différenciés en
fonction ce leur cible, ceux qu agissent par [5]] :
» laliaisonau substrat
» laliaisondelamolécule d oxygene (suite au premier transfert d’ électron)

* |’oxydation dusubstrat.

Suivant le mécanisme misen jeu, I’inhibition sera ou nonréversible.
2.4.2.2.1 les inhibitions réversibles

Les inhibitions réversibles ne sont que transitoires et les enzymes peuvent retrouver leurs

fonctions normales aprées |’ élimination ducomposé compétiteur.

e Par coordination du fer ferrique, avec diminution de I'état de spin. Le potentiel

réducteur de I’enzyme est alors fortement diminué € le pic d absorption est amené a
430 rm. Ce mécanisme est, par exemple, misen jeu lorsde |’ action ducyanure [51].

e Par coordination du fer ferreux, comme c'est le cas avec le monoxyde de cabone

resporsable du pc d absorptiona 450 .

» Par liaison lipophle ai site actif et coordination de I’héme: Les alcoadls, I’ éher, les

cétones et les lactones peuvent engager un atome d’'oxygéne dans une liaison de
coordination ce I'heme. Ils s révelent étre de faibles inhibiteurs. Par contre, des
composes comme la pyridine ou lesimidazoles, avec une forte liaison de mordination,
sont des inhibiteurs plus actifs. L’inhibition résultera d’ un phénoméne de compétition

sur le site actif du cytochrome lors de la premiére éape du cycle [51].
2.4.2.2.2 les inhibitions par formation d’'un complexe avec des métabolites activés (Ml)

De nombreux composés exogenes et médicaments, qu ne sont pas des substances
inhibitrices a I’ origine, peuvent le devenir aprés avoir été anvertis et activés par les P450. Ce
mécanisme ncene, par exemple, certaines hydrazines et plusieurs dérivés alkylamine [51].
Aprés formation, le complexe PA50MI reste relativement stable, ure réactivation étant toutefois

possble.
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2.4.2.2.3 les inhibitions nécessitant une catalyse

Il s'agit d’inhibitions irréversibles faisant intervenir laformation ce liaisons covalentes avec

I’ enzyme.

e Par liaison covaente a I'héme: ce mécanisme ncene les acétylénes, les

cyclopropylamines et les dihydropyridines dort les métabolites formés avec le
cytochrome vort inactiver cedernier par une N-alkylation ce I’ heme [51].

e Par liaison covalente a |’apoprotéine: c'est le cas pour des composés sulfurés

(disulfate de carbone, parathion, malathion, déthyldithiocarbamates...) ou haelogénés
(principalement le chloramphénicol) [82, 51. Elle et accompagnée dune
modification de structure voire d’ une destruction de la protéine.

Enfin, de nombreux ions métalliques interférent avec la synthése des P450 (cobalt,
cadmium, manganése, nickel) [80, 82].
Le tableau suivant donre pou quelques ous-familles de gitochrome P450 les diff érents

composés inhibiteurs ainsi que les mécanismes mis en cause [51].

Sous-famille de P450 Inhibiteurs Mécanismes
1A1 a-Naphtoflavone Réversible
1 Sewmbarbital, a,a-Dichlorotoluéne Alkylation (héme/protéine)
Diphénhydramine, Orphénadrine Complexation M|
2B4 1-N-Benzylamino-benzotriazole Inadivation
17B-Vinyl- et 17B-Ethynylandrost-4-éne- o
Inadivation
2C5, 2C6 3-one-22-amino-23,24bisnor-5cholen-33- o
Réversible
ol
2D Ajamalicine Reversible
2E1 Didlyl sulfate Alkylation (protéine)
3A1 Erythromycine Complexation M|
3A4 17a-Ethynyloestradiol Inadivation

Tableau XIII : Inhibiteurs de cytochromes P450et leurs mécaiismes d' adion [51]
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DEUXIEME PARTIE :

MATERIEL ET METHODES
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3 REACTIFS ET PRODUITS CHIMIQUES

3.1 appareillage

Pour le dosage des adivités N-déméthylases et pour cdui des protéines nous avons utili sé
un spedrophaometre UVIKON 922 (KONTRON Instruments SA.).

La séparation des fradions cdlulaires pour la préparation des microsomes a éé réalisée a
I”aide d’ une ultracentrifugeuse TGA-65 (KONTRON Instruments S.A.).

Le dosage des adivité O-dédkylases a été rédise au fluorimetre 8465(Bischoff).

3.2 réactifs

Leréadif permettant |e dosage des protéines provient de Bio Rad, Paris, France
L’ Ethylmorphine nous a été fournie par la Coopération Pharmaceutique Francaise, Melun
Réactifs provenant de Sigma, Saint-Louis, M.O., USA
NADPH , Acéylacdone, Acide trichloroac&ique, K2HPO4, Erythromycine,
Aminopyrine, N-nitrosodiméthylamine, ZnSO4, 1 chloro 2-4 dnitrobenzéne (CDNB), TRIS
acétate, Butylated hydroxytoluéne (HTB ou BHT), Dithionite de sodium.

Réactifs provenant de Merck, Darmtadt, Allemagne
Acéate d ammonium, TRIS, HCI, NaOH, N&Os, Chlorure de potassum(KCl), NaCl,
KCI.
Réactifs provenant de Prolabo, Paris, France
KH2PO4, Formaldéhyde, Baryte de sodium, Na,P,O; Na;HPO,, KH,PO,.
Réactifs provenant de Fluka, Suise
EROD, MROD, PROD, Résorufine, 1-2 dichloro 4 nitrobenzene (DCNB).

3.3 culture des fumonisines

La souche de F.moniliforme utilisée dans cette éude a €€ isolée apartir de mais impliqué
dans des cas d' ELEM décritsen Tunisie.

Sa alture sur du riz (pendant 5 semaines, a 20°C et a I’obscurité) a éé suivie d' une
extractional’ aide d’ un mélange acé&onitrile/eau (3:1) et d’ une cncentration par évaporation.
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Les concentrations en fumonisine du matériel de ailture ont éé déterminées par
chromatographie sur couche mince. Enfin, les volumes ont été gjustés avec de I’ eau afin d obtenir
trois concentrations (0,4;1,2 et 3,6 mg FB1/ml).

4 TRAITEMENT DES ANIMAUX

On utili se 20 canards de barbarie ayés de 6 semaines, pesant initialement 1,5 kg (£0,2). Ils
recoivent ad libitum de I’ eau et de la nouriture.

Ces canards ont divisés par randomisation en 4 lots de 5 animaux (1 lot témoin et 3 lots
traités).

L’administration des fumonisines « fait qudidiennement par gavage avec 12,5 ml de
matériel de alture (tableau X1V).

Lot de canards dose de traitement (mg/kg de PV)
numeros 01a 05 0
numéros11a15 5
numeros 21a25 15
numeros 31a 35 45

Tableau X1V : Doses de traitement des 4 |ots d’ animaux.

Le traitement dure 12 jours, | euthanasie dant pratiquéele 13°™ jour. Les foies et les reins

sont alors prélevés et conservés a— 80°C.

5 PREPARATION DES FRACTIONS CELLULAIRES

Les cytosols et microsomes (réticulum endodasmique) hépatiques et rénaux sont obtenus

par ultracentrifugation selon le protocole suivant [26]:

» 109 de foie sont homogénéisés au patter type Braun Helsungen dans du tampon 1a +4°C a
I' aided un gstonen téflon (1300t/mn pendant 5 mn).

* |' homogénat est filtré sur gaze @ gusté a22 mavec @ méme tampon 1 puis centrifugé a
9000g a4 °C dans une ultracentrifugeuse pendant 30 mn.

* le allot, formé de noyaux, de mitochondies, de célules entiéres, est éliminé dors que le
surnageant est centrifugé a10500g pendant 1 h.

» le surnageant obtenu correspond au cytosol dort on mesure le volume que I' on réparti en

fradions diquotes conservéesa— 80°C.
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* le alot formé par les microsomes est repris avec du tampon 2, repottérisé, puis centrifugé a
10500g pendant 30 mn.
* le surnageant est éiminé et le culot est repris avec 8 ml de tampon 3 Cette suspension

microsomale est répartie en ali quotes de 1 ml qui sont conservées a 80°C jusgualeur analyse.

Les différentes lutions utili sées ot :

« tampon K ( KH,PO,a0.1 M, pH 7,4: 206 ml; K,HPO, 40.1M , pH 7,4: 794ml ; pH de 7,4
ajusté s nécessaire)

« tampon 1 (tris-acétate: 18,10 g; KCL 7,45 g; EDTA : 0,34 mg; Hydroxytoluene : 4,00 mg ;
tampon K : QSP1000.00ml)

e tampon 2 (Na;P,O7 : 22,30 g; ED : 350,00ml, dilution & 40 °C, le pH de 7,5 est ajusté par
I'sjout de HCI (1 N ) : 3500 ml, ED : QSP500,00ml)

e tampon 3 (EDTA : 16,8 mg, Glycérol : 100ml, tamponK : QSP500.00ml)

6 DOSAGE DES PROTEINES

Le dosage des protéines a éé rédisé al’aide d'un kit biorad, la solution étalon éant une
solution mere de BSA (Serum Albumine Bovine) a 2mg/ml.
« Aprés avoir introdut une certaine quantité d échantillon diué au 1000°™, on gjuste le
volume a800ul avecdel’eau distill ée.
e On rgjoute ensuite 200 pl de réactif, pus on incube les tubes a I’abri de la lumiére
pendant 20 min.

» Ladensitéoptique (DO) est ensuite mesurée a595nm.

Un exemple type de gamme d’ étalonrege est domé dans la figure suivante.
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Figure 7 : exemple type de gamme d'étalonrnege pou le dosage des protéines.

7/ DOSAGE DES CYTOCHROMES B5 ET P450

Les dosages des cytochromes b5 et P450 sont effedués slon la méthode de Omura et Sato
[58]basée sur les diff érences Pectrales entre les échantill ons, réduits par le dithionite de sodium

pou le b5, pus complexés par le monoxyde de cabone pour le P450.

e 2a4 mg de protéines ont dilués us un volume de 2 ml avec du tampon phosphate
0,1M et pH 7,4 puis répartis dans 2 cuves en quartz.

* Lalignedebase et mesuréeentre 390et 490 rm.

» On goute dans la cuve de dosage une faible quantité de dithionite de sodium, puson
refait défiler le spedre de longueur d'onde 390-490 nm. Le pic observé a420 nm est
cdui du cytochrome b5.

e Du dthionite de sodium est alors gjouté dans la auve de référence, et on fait barboter
du monoxyde d'azote pendant 30 s dans la auve de dosage. On refait défiler le spectre,
toujours dans la méme gamme de longueur d'onde. Le pic observé a450 rm est celui
du cytochrome P450.
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Un exemple de spectres d' absorption olienus est donné dans la figure 8.
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Figure 8 : Spedres d absorption des cytochromes b5 et P450 chezle rat.

Les concentrations en cytochromes ont calculées al’ aide des équations siivantes:

[b5] _ADO* 1000 [ PA50] _ ADO* 1000
171 1 mg prot/ml] 91 *[ mg prot/ml ]

ou 171et 91 sont les coefficientsd' extinction molaires respectifs du b5et du P450.

8 DOSAGES DES ACTIVITES ENZYMATIQUES

8.1 Deétermination de la température d’'incubation

Les méthodes de dosage employées nt celles utilisées chez les mammiferes. Etant domé
le métabolisme particulier des oiseaux et le mangue de donrées bibliographiques, il nous a fallu
déterminer latempérature d'incubation permettant d’ atteindre une activité enzymatique optimale.

Les dosages nt réalisés sur un pal des doses témoins a diverses températures (38, 4 et
42°C). Les substrats utilisés ont I'aminopyrine & |’ éythromycine pou les N-déméthylases, et la
méthoxy résorufine pou les O-dédkylases.

Les différentes activités ont rappatées dans le tableau XV .
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Température d’incubation (°C) Substrat Activité enzymatique

Aminopyrine 0,19*

38 Erythromycine 0,0429*

Méthoxy résorufine 1,35**
Aminopyrine 0,16*

40 Erythromycine 0,0851*

Méthoxy résorufine 1,23**
Aminopyrine 0,15*

42 Erythromycine 0,1195*

Méthoxy résorufine 0,94**

* : en mmol de formaldéhyde formé&mn/mg de protéine

** : en nmol de résorufine formégmn/mg de protéine

Tableau XV : Influencede latempérature d'incubation sur les activités enzymatiques

On aune adivité maximae a38°C pou I’aminopyrine & laméthoxy résorufine ¢ a42°C
pour |’ érythromycine. Dans un souci d’ homogénéité, onchoisi d’ effeduer tous les dosages ala

méme température. Lesincubations s feront donc a40°C.

8.2 Activité des N-déméthylases

Le principe de ces dosages est de mesurer au spedrophdometre la production de
formaldéhyde (méthode de Nash modifiée par Cochin et Axelrod [18]) a partir des diff érents
substrats  testés  (aminopyrine,  érythromycine, éthylmorphine, benzphétamine, N-
nitrosodimpéthylamine) afin de rendre compte del' activité des Ndéméthylases.
e On introduit dans des tubes eppendaf de 2 ml, 1 mg de proténe microsomale
hépatique ou 2mg de protéines microsomales rénales, 50 ul de substrat (Aminopyrine
20 mM, Benzphétamine 20 mM, Erythromycine 20 mM, Ethylmorphine 20 mM et N
Nitroso dméthylamine 100 mM), 20 ul de NADPH a 40 mM et du tampon phosphate
0,1MapH 7,4 cggp 1 ml.

» Paralélement, pour chague échantillon, wn blanc « réactif » de méme composition que
I' essai, mais sns substrat, est prépa.

¢ Onincube ensuite 20min a40°C.

e La réadion enzymatique est stoppée par gout de TCA a 25 % (50Qul) faisant

prédpiter les protéines, puis on centrifuge 5 min a 10000g. On collecte enfin 1 ml de
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surnageant et on gjoute dans la gamme, les essais et les blancs, 500 pl de réectif de
Nash afin de révéler I'éventuelle présence de formal déhyde.

* LaleduredelaDO sefait a412 nm aprés une incubation de 30 minutes a 60°C.

* Une gamme de dosage et rédiséedans les mémes condtions avec du formaldéhyde a

38 rg/ml. Un exemple des résultats obtenus est domé dans lafigure 9.

0,6
05 - y =0,1778x + 0,0024
R%=0,9999
E 0,4
o
9
< 0,3
T
o)
a 0,2 -
0,1 1
0 T
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
[]enng/ml

Figure 9: gamme d'étalonrege des adivités N-déméthylases

L’ adivité enzymatique est déterminée al’aide de |’ équation suivante :

A = x*d* 1000
30 *t* g

avec: A : activité ex mmol/min/mg de protéines
x: ng/ml de formol (d'aprésla gamme)
d: ladilution
30: poids moléculaire duformaldéhyde en g/mol
t : duréed'incubation en minutes

g : concentration des protéines de |'échantill on en mg/mll

Les oiseaux ayant un métaboli sme relativement diff érent de celui des mammiferes, il nous a
falu déterminer les concentrations en substrat nécessaires pou une ativité enzymatique
optimale. Des dosages ont dorc éé réaisés aur un pod des doses témoins pou diverses
concentrations en substrat. Les résultats donrés dans les figures 10 et 11 montrent que la

concentration ogimale est de 20 mM pour ces réactions de N-déméthylation..
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Figure 10: Activité des N-déméthylases en fonction de la concentration en aminopyrine
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Figure 11: Activité des N-déméthylases en fonction de la concentration en éhylmorphine

8.3 Activité des O-déalkylases

Le principe de e dosage mnsiste en la mesure au fluorimétre de la production dun
composé fortement fluorescent, larésorufine, suite ala déméthylation de la méhoxyrésorufine par
la MROD (métoxyrésorufine O déméthylase), la dééthylation de I’ éthoxyrésorufine par I'EROD
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(étoxyrésorufine O dééhylase) ou la dépenthylation de la pentoxyrésorufine par la PROD
(pentoxyrésorufine O dépenthylase) [37].

e Onintrodut dans des tubes eppendaf de 2 ml un volume @rrespondant a 0,5 mg de
protéines microsomales, 20 pl de NADPH a 40 mM et du tampon TRIS/HCI apH 8,4
(QSP930ul).

e On préincube a40°C pendant 5 min.

* On gjoute ensuite le substrat (concentration finale : 8,5 uM) et onincube 10 min ala
méme température.

» Afin de faire précipiter les protéines, 500l de baryte de sodium saturé & 500 ul de
ZnS0O4 a 5 % sont gjoutés. On mélange au vortex afin d arréter la réadion pus on
centrifuge 5 min a 10000g.

* Onrémlte 500 ul de surnageant et on ajoute 1000pl de tamponglycine-NaOH.

* On mesure ensuite lafluorescence (excitation : 535, émisson: 582).

* Unegamme sans substrat est réali sée dans les mémes condtions al’ aide de résorufine.

Un exemple de murbe d’ étalonnage ansi obtenu est donré danslafigure 12.

450
400
350

y = 3,5099x - 0,9908

300 7 R? = 0,9992
250 |

200 1
150
100 -

Epsilon

0 20 40 60 80 100 120

[Ten nmol/ml

Figure12: gammed' étalonrage pou I' adivité desd@@éhylases
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L’ adivité des O-déalkylases est obtenue gréaceal’ éguation suivante :

A= X
Q*t

avec: A : adivité en rmol/min/mg
Q : concentration des protéines en mg/ml

t : temps d’incubation en minutes

Comme pour les activités de N-déméthylation, la cncentration en substrat a été déterminée
par des dosages aur un pod des doses témoins. Il en resort que I'adivité enzymatique et
maximale pour une @mncentration en substrat de 8,5uM (figure 13).

3,50
3,00 1
2,50 1
2,00 4
1,50 4
1,00 4
0,50

0,00 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

M éthoxy résor ufine (UM)

Résorufine
(nmol/min/mg de prot)

Figure 13: Activité delaMROD en fonction de la concentration en méthoxy résorufine

8.4 Activité de I'aniline hydroxylase

On utili se pour le dosage de I’ activité de I aniline hydroxylase la méthode de Nebert [52].

*  Onintroduit dans des tubes eppendaf de 2 ml, 1 a4 mg de protéines microsomales, 5
pl d’aniline 40,25M ainsi que 12,5ul de NADPH &40 mM. On compléte a500 pl
avecdutampona0,1M et pH 7,6.

e Onincube30mina37°C, pusonmet sur laglace.

» Parallélement , des blancs doivent étre rédisés sans substrats.
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» Les protéines ont précipitées par gjout de 150 pl de TCA a 50 % et centrifugées 5
min a 10000g.

» On collecte 0,4 ml de surnageant auxquels on gjoute 0,4 ml de réactif au phénol et 0,4
ml de Na,COz; a1 M.

*  On met ensuite 30 min al’ obscurité puisonmesure laDO a630 M.

« Lagamme et rédisée aec une solution dhydroxyaniline a1l mM et une solution
tampon a0,1M et apH 7,6.

Lafigure 14 illustre un exemple type de gamme.

0,6 1

0,5
y = 0,0484x + 0,0173

0,4 - R?=0,9983

Abs a 630 nm

0,3 1

0,2

0,1 +

[1enpug/ml

Figure 14: Gammed' étalonnege pou ledosagedel’ anili ne hydroxylase

L’adivité aniline hydroxylase est obtenue gréce al’ équation suivante :

A =_x* 1000
145.6 *t* q

avec: A activité en nmol/min/mg de protéines d’ hydroxyanili ne formee.
145.6 PM de I’ hydroxyanili ne
t : temps d’incubation en minutes

g mg de protéines
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8.5 Activité de 'UDPG

Le principe et de mesurer le paranitrophénd (PNP) restant aprés incubation des
microsomes dans un milieu tampomé contenant de [I'UDPGA (adde uridine
5 diphosphaglucuronique) et du PNP [25].

Pour chague échantillon, on prépare 3 tubes a hémolyse comme suit :

Blanc (B) Essa (E) Témoin (T)
Tp Phosphate 7,4 (ul) 395 395 395
PNPO,7mM (ul) - 220 220
UDPGA 5mM (ul) 165 165 165
H-O 440 220 220
TCA 0,2V - - 2200
Microsomes (pl) 100 100 100

Aprés avoir incubé 15 minutes a 37°C, on goute du TCA a 0,2 M dans les blancs et les
essis, pus on centrifuge 10 min a 3000 t/min. On collecte 2,7 ml de surnageant auxquels on
ajoute 220 pl de KOH a 10 N (dans chague tube). La ledure se fait 2400 nm : on mesure d’ abord
le témoin contre le blanc (DO T/B), pus|’essai contre le blanc (DO E/B).

L’ adivité de la protéine est obtenue grace al’ équation suivante :

A=DOT/B-DOE/B * 154
DOT/B tq

avec: A : activité ex nrmol de PNP conjugué/min/mg de protéines
154 nmol de PNP mises aincuber
t : duréed' incubation en min

g : quantité de protéines contenues dans 10Qul en mg

8.6 Activité des GST

L’ adivité des glutathion transférases est obtenue par mesure de la vitesse de formation de
substrats conjugués au glutathion [31].

Deux substrats peuvent étre utilisés: le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) et le 1,2
dichloronitrobenzéne (DCNB).
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Le dosage se fait diredement dans des cuves en quartz de 1 cm de largeur a 25 °C ou a
température anbiante aune longueur d’ onde de 340 nm.
» pou le CDNB, onintroduit 1 ml de tampon phaphate 0,2M apH 6,5avec0.5 ml de
GSH a4 mM, 0,45 ml de cytosol dilué au 1/5000 et 50 pl de CDNB a 40 mM ajoutés
au démarrage de la réaction. L’ enregistrement est réali sé pendant 3 min. (Une cuve de
référence permet le dosage : 0,45ml d'eau ala place du cytosol).
» pou le DCNB, onintroduit 1 ml de tampon phaphate 0,2M apH 7,5avec 100 ul de
GSH a19.206mg/ml, 50 pl de cytosol dilué au /100 et 100 ul de DCNB a12,5mM
ajoutés au démarrage de la réaction. L’ enregistrement se fait pendant 5 min. ( De

méme une cuve de référence est réali sée sans cytosol).

Un exemple des courbes obtenues au cours de ce dosage est donré danslafigure 15.

0.080

0.060

0.040

0.020

0.000
0.0 1.0 2.0

Figure 15: Cinétique de laformation du CDNB-glutathion
Les adivités de conjugaison sont déterminées de la maniére suivante :
A =ADO/min*v*d

9,6 *q
avec A :umol de substrat conjugué/min/mg de protéines

ADO/9,6: concentration en pmol/ml; 9,6 correspond au  coefficient
d’extinction du complexe enx mM™.cm® (CDNB-glutathion ou DCNB-
glutathion selon le cas)
v : volume total en ml (2 ml)
g: quantité de protéines en mg.
d: dilution
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9 EFFETS DU TRAITEMENT SUR LES CANARDS

Tout au long des 12 jours de traitement, les animaux nont présenté aucun signe goparent
d’intoxication méme pour les plus fortes doses. On ne remarque qu une diminution du gain
poncéra d’environ 3®% chez les animaux traités avec 5 mg de FB1/kg/j, jusqu’ a 48% pour le lot
traité arec45 mg/kg/j.

L’ examen néaopsique révéle une augmentation du poids du foie. Cette augmentation est
propationnelle ala dose de fumonisines ingérée (de 30% chez les animaux traités avec 5 mg/kg/j
de FB1 et de 48% chez ceux traités a 45 mg/kg/j). La mesure des différents paramétres
biochimiques plasmatiques, alanine aminotransférase (ALAT), gamma glutamyltransférase
(gamma-GT) et lactate déshydrogénase (LDH), confirme la souffrance hépatique (augmentations
respectives de 158, 95,2t 288% pou 5 mg/kg/j de FB1 et de 216, 83,3t 432% pou 45 mg/kg/j
de FB1) d¢§adéaite danstoutes les espéces étudiées [ 70].

Paramétre Témoin 5 mg/kglj 15 mg/kg/j 45 mg/kg/j
ALAT (U 37) 224+ 6,35 578+ 1781* 698 + 1327* 70,8 £ 6,02 *
Gamma-GT (U 37) 84 £ 0,55 164 + 4,28* 178+ 2,12* 154 £ 1,67 *
LDH (U 37) 2115 + 651 8203 + 2365* 9305 £+ 3513* 11250+ 0 *
Protéines totales (g/l) 422+ 2,77 52+ 235* 588 + 5,07 * 602+ 3,71*
Cholestérol (U 37) 4,48 + 0,40 845+ 185* 11,28+ 0,71* 1316+ 1,18*
Triglycérides (mmol/l) 1,3+0,21 1,86 + 0,35 1,82 + 0,50 2,0+0,62
Créatinine (umol/l) 132+ 0,45 15+ 1,41 146 + 1,52 16+ 2,35
Urée(mmol/l) 0,96 + 0,01 0,98 + 0,03 0,97 £ 0,04 0,97 + 0,02
Sodium (mmol/I) 1426 + 1,67 1454 + 4,62 1412 £ 6,02 1426 + 1,82
Potassum (mmol/l) 2,39 + 0,56 2,85+ 1,04 324+1,14 2,68 + 0,68
Chlorures (mmol/l) 1066 + 1,67 1078 £ 4,44 1072+ 2,28 104+ 1,87
Bicarborates (mmol/l) 20,8+ 1,48 . ;16 * 21,2+ 1,79 196 + 3,58

* . différencesignificative par rapport aux témoins (p < 0,005)

Tableau XV : Paramétres biochimiques des diff érents groupes d’ animaux

Les concentrations plasmatiques en protéines totales et en cholestérol sont également
augmentées (augmentations respectives de 23 et 89% pou 5 mg/kg/j et de 43% et 194% pou 45
ma/kg/j). Par contre, les autres parametres tels les triglycérides, la aéatinine, I’ urée le sodium, le
potassum, les chlorures et les bicarbonates ne subisent pas de modificaions significatives

(Tableau XV1).
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10 EFFETS DES FUMONISINES SUR LES ENZYMES DE
BIOTRANSFORMATION

Pour les diff érentes doses de fumonisine testées, les concentrations en cytochromes b5 et
PA450 totaux ne subissent aucune variation (tableau XV I1). Ced est en accord avec les résultats
obtenus chez lerat [47].

Cytochrome Témoin 5mgde FBL/kg/j | 15mg de FB1/kg/j | 45mg de FBL/kg/j
P450@ 0,214+ 0,101 | 0,119+ 0,012 0,154+ 0,018 0,202+ 0,052
b5®@ 0,336+ 0,112 | 0,450+ 0,052 0,445+ 0,091 0,398+ 0,076

(& ennmolessmg de protéines

Tableau XV I : Effets de laFB1 sur les concentrations en cytochromes P450 et b5

10.1Les enzymes hépatiques

Les différents résultats obtenus ont résumés danslesfigures 17 et 18.

Les adivités de N-déméthylation de I’ érythromycine d de I’ é&hylmorphine sont augmentées
de fagon dme-dépendante sous I'effet du traitement (respectivement de 92 et 241% pou
5mg/kg/j, a 290 et 969% pou 45mg/kg/j). Ce résultat est en accord avec celui obtenu par
Martinez chez lerat [47]. Dans cette espece, ces deux substrats ont spécifiques des P450 A [57],
alors qu aucune forme de P450 uili sant ces substrats n'a éé déaite ez les oiseaux [89]. Latres
forte induction obtenue nous a @nduit a déterminer si le phénomene observé concernait une ou
plusieurs enzymes. Nous avons, pou cda, éudié I'adivité de I’ é&hylmorphine N-déméthylase en
fonction ce la cncentration en substrat. Trois déterminations ont éé dfeduées en duplicates sur
deux pools d’' échantillons (le mélange des 5 échantill ons témoins d’ une part, et le mélange des 5
édhantillons du lot traité a 45 mg/kg/j d’ autre part) avec un temps d'incubation égal a 20 mn afin
d’ étre en vites= initiale (Figure 16). L’évolution des adivités enzymatiques en fonction e la

concentration en substrat est représentéedans lafigure 19.
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Figure 16: Evolution del’adivité de I’ é&hylmorphine N-déméthylase e fonction du temps d’ incubation

Les Vm et Km ont ensuite été déterminées par modéli sation grace au logiciel scientist selon
une &uation de Michadlis-Menten. Les résultats obtenus ont présentés dans le tableau XVIII.
Les forts coefficients de aorrélation (R) et de détermination (CD) observés pou chague ess
suggerent qu' une seule enzyme est impliquée dans la réaction. La comparaison des parametres
cinétiques obtenus chez les animaux témoins et ceux traités ala dose de 45 mg de FBL/kg/j révéle
des diff érences beaucoup gus importantes pour les Vm que pour les Km. Les résultats suggerent
gue |’augmentation de I’ activité de I’ é&hylmorphine N-déméthylase, observée chez les animaux
traités par laFB1, est probablement liée aune augmentation ce I’ expresson microsomale de cette

enzyme. Cette hypaothése devra ére ultérieurement confirmée par Western Blot.
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Activité de I'érythromycine N-déméthylase

Activité de I'éthylmorphine N-déméthylase
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Figure 17 : Activités hépatiques des N-déméthylases (pou I’ aminopyrine, la benzphétamine,

I’ érythromycine, I’ é&hylmorphine & laN nitroso dméthylamine) et de | aniline hydroxylase
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Activité de 'EROD

Activité de laMROD
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Figure 18 : Activités hépatiques des O-dédkylases (EROD, MROD et PROD) et des enzymes de phase |1
(UDPGA ET GST)
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Figure 19: Activité de I’ é&hylmorphine N-déméthylase en fonction cela cncentration en substrat pour les
témoins et la dose de 45 mg/kg/j.
Km vVm R &3 Dispersion Dispersion
(mM) | (mmol/mn/mg) 95% Km 95% Vm
Témoin 21,77 0,28 0,9994 0,9964 17,39 -26,16 0,26 -0,30
Essi 1
45 mg/kg/j 4,49 111 0,9998 0,9956 3,87-5,10 1,08-1,14
Témoin 10,55 0,20 0,9995 0,9947 8,51-126 0,19-0,21
Essi 2
45 mg/kg/j 4,53 1,12 0,9988 0,9699 2,86-6,19 1,05-1,20
Témoain 14,18 0,24 0,9925 0,9441 3,93-244 0,19-0,29
Essi 3
45 mg/kg/j 7,66 1,32 0,9998 0,997 6,64 —8,68 1,28-1,36
Témoain 15,18 0,24 0,9895 0,9246 10,23 -20,13 0,22-0,26
Moyenne
45 mg/kg/j 5,50 1,18 0,9967 0,9329 4,26 -6,73 1,13-1,25

Tableau XV Il : Paramétres cinétiques de I’ adivité éhylmorphine N-déméthylase chezles animaux témoins

et traités par 45 mg/kg/j de FB1.
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Une autre N-déméthylase asubir une induction dose-dépendante est la benzphétamine N-
déméthylase avec une augmentation de 122% pou 5mg/kg/j de FB1 a 811% pou 45 mg/kg/j par
rappat au lot témoin. Aucune domée oncernant |’ effet des fumonisines sur cette adivité n'est
disponble chez le rat. Cette activité est attribuée a la sous-famille des P450 2B chez le rat et des
PA50 H chez les oiseaux. Afin de déterminer le nombre d’enzymes mises en jeu dans cette
induction, nows avons réitéré I’ expérience menée pour I’ é&thylmorphine N-déméthylase en utilisant
un temps d'incubation de 20 mn (figure 20). Les adivités sur le pool des microsomes témoins
étant trop faibles pou permettre un calcul des Vm et Km, nows nous smmes limités a |’ étude du
pod d' échantillons dulot traité a45mg de FBL/kg/j (figure 21).

1,20 7

—& = 5mM
—4&— 10mM
—®— 20mM
—*— 40 mM

Formaldéhyde
(mmol /mn/mg de prot)

D 50 100 150 200 250

Temps (mn)

Figure 20 : Evolution de I’ adivité de |a benzphétamine N-déméthylase en fonction du temps d’incubation.

Bvolution de I'activité en fonction de la Représentation de Linewaever-Burk
concentration en benzphétamine pour la dose 3.
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Figure 21: Activité de la benzphétamine N-déméthylase en fonction ce la concentration en substrat.

On peut observer, pou les concentrations en substrats supérieures a 40 mM, une chute de
I’ activité de I’ enzyme. Cette inhibition est probablement due ala présence d' un excés de substrat
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entrainant des phénomenes de compétition et de mauvaises fixations du substrat au site actif de

I”enzyme [6]].
Essi 1 Essai 2 Essi 3
Km (mM) 7,09 3,11 6,79
Vm (mmol/mn/mg) 1,31 0,99 0,98
Ki (mM) 158,62 136,13 157,83
R 0,9997 0,9985 0,9996
CD 0,9959 0,9613 0,9942
DispersionKm 95 % 5,45—-8,73 2,20—4,01 4,71-8,87
DispersionVm 95 % 1,17-1,44 0,89-1,08 0,85-1,11
DispersionKi 95 % 112,83-204,4 95,9- 176,32 97,95-217,71

Tableau X1X : Paramétres cinétiques de I’ adivité benzphétamine N-déméthylase chezles animaux traités par
45 mg/kg/j de FB1.

Les parameétres cinétiques de I’ activité benzphétamine N-déméthylase ont été déterminés
par modélisation en tenant compte de I’inhibition: v=Vm/(Km/S+ 1+ SKi ) avec v lavitese
de laréaction, Vm la onstante de vitesse, Km la cmnstante d’ affinité, Ki la constante d’inhibition
et Slaconcentration en substrat. Les valeurs de ces différents paramétres sont présentées dans le
tableau XIX. La encore, les forts coefficients de corréation (R) et de détermination (CD) observés
pou chaque essai suggerent qu une seule enzyme est impliquée dans la réaction. On peut enfin
observer que la onstante d'inhibition est trés élevée puisque dle est supérieure de plus de 20% a
la constante d' affinité dans les trois essais rédisés. |l sera intéressant par la suite de réaliser des
Western Blots afin de savoir si la méme enzyme est concernée chez les canards témoins et chez
les canards traités.

En ce qui concerne I'activité aminopyrine N-déméthylase, ure faible augmentation est
constatée gores administration de 45 mg/kg/j de FB1 (augmentation de 61%). Chez le rat cette
adivité est spécifique du P450 2C3 [57], alors que dhez les ciseaux €elle et corrélée aix PAS0MC
inductibles, apparentés ala sous-famille 1A [89].

La derniére activité de N-déméthylation explorée la N-nitroso dméthylamine N-
déméthylase, ne peut étre quantifiée chez les témoins et les traités ala dose de 5 mg/kg/j et de 15
mg/kg/j. Cependant, pour les animaux traités avec 45 mg de FBL/kg/j, cette activité devient
nettement exprimée. Chez lerat, elle est corrélée al’ expresson des P450 2E [57] mais également
des P450 1A2. Les effets des fumonisines n’ ont jamais été explorés au préalable sur cette activité.

En ce qui concerne les adivités des O-déakylases, I’ activité de I'EROD est augmentée de
144 pou le lot traité avec 45 mg/kg/j. Cet effet est par ailleurs dose-dépendant. Les résultats
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sont similaires a ceux oltenus chez le rat [47]. Chezles volaill es, 'EROD est un substrat pour le
P448L quel'on peut apparenter au P450 1A durat [89].

L’'adivité de la MROD n'’est augmentée de fagon significative que pour un traitement avec
45 mg de FB1 /kg/j (augmentation de 56%). || est anoter que chez lerat I’ activité de laMROD ne
subissait aucune modification [47]. Cette ativité et asociée au P450 1A chez le rat [57].
Aucune information sur les enzymes impli quées n’ est dispornible chez le canard.

L'adivité de la PROD est sensiblement augmentée sans toutefois que ce effet soit
significaif. Chez lerat, pou qui cette enzyme arrespondau P450 B1 [57], les fumonisines sont
également sans effet [47]. La spédficité des P450 impliqués dans la dépenthylation e la
pentoxyrésorufine est inconnue chez le canard.

L'adivité aniline hydroxylase, non exprimée tez les témoins, devient détectable des la
dose de 15 mg/kg/j de fumonisine. Chez le rat, cette activité et esentiellement attribuée a P450
2E [57]. Chez les oiseaux, €elle et en revanche spédfique des P450 MC inductibles apparentés
aux P450 1A [89.

Ainsi, I'EROD, I'aniline, I'aminopyrine d@ sans doute la MROD sort, chez les oiseaux, des
substrats pou des P450 apparentés a la sous-famille 1A chez le rat. Toutes ces activités ont
augmentées apres un traitement avec des fumonisines, ce qui suggére une induction de cette sous-
famille dez le canard. La confirmation e aette hypothése devra étre goportée par Western Blot.
Néanmoins, il est intéressant de se demander par quels mécanismes les fumonisines peuvent
condure aune induction ce ces cytochromes. En effet, les inducteurs des P450 1A sort le plus
souvent de type 3MC et pasent par la liaison au récepteur Ah [57]. Ces inducteurs doivent
réponde acertains critéres (li posolubilité, structure polycyclique planaire, dimension moléaulaire
proche de cle du 3VIC et une distribution des charges appropriée aveg, le plus uvent, des
substitutions halogénées). Or, les fumonisines étant loin de présenter ces caradéristiques, il parait
peu probable que I'induction olservée suive la voie dassquement déaite mettant en jeu le
récepteur Ah. En paralléle des inducteurs de type 3MC, ure augmentation ce I’ expresson des
PA450 1A ne mettant pas en jeu le récepteur Ah a éé déaite pou certains composés de la famille
des benzimidazoles [1, 39] et certains isomeres du béta-caroténe (cantaxanthine, béta-apo-8'-
caoténal) [30, 3]. Ces molécules ne se lieraient pas au récepteur Ah mais | présence serait
indispensable.
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Figure 22: Structures du 3VIC, du thiabendazole, de la anthaxanthine & de lafumonisine B1.

La cmparaison des dructures du MC, du thiabendazole, de la canthaxanthine & de la
fumonisine B1 suggére que si les fumonisines augmentent I’ expresson des P450 1A, larecherche
du mécanisme impliqué devra prendre en compte la posshilité d’'une induction non liée a
récepteur Ah (Figure 22).

Les effets des fumonisines ont également été explorés sur certaines activités de phase II.
L’'adivité de I'UDPGA est significativement augmentée apartir de 15 mg/kg/j (+65%). Les
adivités de la GST, auss bien pou le CDNB que pou le DCNB, ne sont que trés modérément
aff edées. Aucune donnée concernant les eff ets des fumonisines aur ces enzymes n’est disponible

dans les autres espéces.
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10.2 Les enzymes rénales

Les effets des fumonisines ont également é&é explorés aur les enzymes de biotransformation
exprimées dans les reins (figure 23). On peut remarquer que ces activités enzymatiques ont plus
difficilement détectables que dans le foie. Les effets du traitement sont par ailleurs moins
marqués.

La seule enzyme pou laquelle I’ activité est augmentée et I’ érythromycine N-déméthylase.
L’ effet devient significatif a partir de 15 mg de FB1/kg/j, I’ activité présentant une augmentation
de 409% pou ladose de 45mg/kg/j. Des effets smilaires ont été obtenus chez lerat [47)].

L'adivité de I'aminopyrine N-déméthylase reste en revanche nstante quelle que soit la
dose utilisée. La N nitroso dméthylamine N-déméthylase n’est quant a dle pas quantifiable de
méme que I’activité aiiline hydroxylase. Chez le rat, les activités de N-déméthylation de
I’aminopyrine & d hydroxylation de I’ aniline sont induites [47]. La N nitroso dméthylamine N-
déméthylase n’ a pas été explorée chez lerat.

Paradoxalement, on peut noter que I’ activité de I'EROD, qu était augmentée dans le foie,
est diminuée et devient méme non détectable apartir de 15mg/kg/j. Chez le rat, cette adivité et
indute [47]. Paradldement, les adivités de la MROD et de la PROD diminuent des la dose
5mg/kg/j (respedivement de 51% et de 28%), pou atteindre une diminution respective de 60% et
de 91% a 45mg/kg/j, aors qu elles ne sont pas aff edées chez le rat [47]. Ces enzymes subissent
dorc des variations oppaees €lon leur localisation rénale ou hépatique. De tels phénomeénes ont
déja été décrits, comme dans I’ étude des effets de I’ infestation par F.hepatica chez lerat [9]. Les
meécanismes de ces variations « compensatoires » demeurent inconnus.

Comme pour le foie, I’ activité de la GSH transférase avecle CDNB pou substrat n' est pas
affedéepar le traitement. Aucune activité ne peut étre détectéelorsque du DCNB est utili sé. Ces

adivitésn’ont pas é&é éudiées chez lerat.
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Activité pour I'érythromycine

Activité de I'aminopyrine N-déméthylase
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Figure 23: Activités rénales des N-déméthylases, des O-dédkylases et de la GST
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CONCLUSION

Il resort de cdte éude que les fumonisines modifient I'activité des enzymes de
biotransformation chez le canard. De tels effets, déja observés chez le rat [45], n'avaient jamais
été déaits dans cette espece, néanmoins tres exposée alatoxicité de ces contaminants.

Parmi les enzymes de biotransformation explorées, seules les enzymes de phase | sont
affedées, 2 groupes powant étre différenciés :

- Le groupe onstitué par les activités aminopyrine N-déméthylase, EROD, MROD et
aniline hydroxylase, augmentées dans le foie et diminuées dans les reins (I’adivité aninopyrine
reste aonstante), qu correspond a des enzymes dort le niveau d expresson peut étre ascié a
cdui des P450 1A. Les fumonisines étant conrues pou induire ces cytochromes chez le rat, des
western blot seront réalisés afin de déterminer s |’augmentation ces adivités observée et
également liée aune induction e ces proténes chezle canard. Si tel est bien le cas, larecherche
des mécanismes d'adion des fumonisines poura étre dfeduée dans cette espece animale, ou sur
modele in vitro.

- Le groupe oongtitué par les activités éthylmorphine et benzphétamine N-déméthylases,
tres fortement augmentées par les fumonisines, mais pou lequel aucune information rest
disporible concernant les P450 impli qués chez le canard. L’ intensité des eff ets observés et e fait
que dans chaque cas, une seule enzyme semble impliquée suggérent un effet spédfique des
fumonisines. Des études complémentaires pourront étre conduites dans d’ autres espéces animales,
dort I'expresson des P450 est mieux conrue, afin de déterminer si de tels effets nt asociés a
une modification de I’expresson e ces protéines. Ces effets étant apparents des la dose de
5mg/kg/j, malgré d’ importantes variations individuelles par ailleurs déja décrites dans cette espéce
[71], des études ultérieures eront réalisees afin de déterminer si une toxicité cumulative peut étre
observéelors d’ administrations de trés faibles doses de fumonisines (<1mg/kg/j) pendant toute la
période de croissance de I'anima. De telles études pouraient ére importantes dans la
détermination de doses sans effet dans celte espéce, qu pourait ains étre reconnte cmMmMe un

modéle expérimental particuliérement sensible alatoxicité des fumonisines.
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