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Introduction

Chapitre 1 - Introduction

L'organisme subit en permanence des agressions provenant du milieu extérieur

(polluants, pesticides, additifs alimentaires, substances médicamenteuses). Pour se défendre, il

a mis en place toute une batterie enzymatique, localisée principalement au niveau du foie,

permettant de neutraliser et d'éliminer toutes ces substances. Toutefois, on sait maintenant

que ces enzymes sont également présentes au niveau cérébral (Minn et al., 1991) et

participent à la protection du cerveau, organe complexe et fragile. Tous les systèmes de

défense et de protection du cerveau sont essentiels afin de préserver nos facultés

intellectuelles et le contrôle des fonctions vitales de notre organisme.

Le processus inflammatoire, intervenant dans de nombreuses pathologies, est déclenché

suite à diverses agressions de l'organisme. Il se traduit par la production de nombreuses

molécules pro-inflammatoires (cytokines, prostaglandines) et de formes actives de l'oxygène.

Les conséquences au niveau du système nerveux central (SNC) sont nombreuses. Cependant,

très peu de travaux ont montré l'impact de ce processus inflammatoire sur l'homéostasie du

SNC et sur le métabolisme cérébral.

Le travail que nous présentons ici a consisté à étudier les conséquences d'une

stimulation inflammatoire sur des enzymes du métabolisme des médicaments, les UDP­

glucuronosyltransférases (UOT), au niveau cérébral chez le rat. Premièrement, nous avons

déterminé, à partir d'un modèle in vitro d'astrocytes en culture, les modifications de la

glucuronoconjugaison cérébrale suite à un stress oxydant ou lors de traitements pro­

inflammatoires. Dans ces conditions, nous avons notamment examiné le métabolisme de

neurostéroïdes et autres composés endogènes ou exogènes. Pour finir, la modulation de la

glucuronoconjugaison cérébrale a également été évaluée à partir d'un modèle d'inflammation

in vivo chez le rat.

Afin de mieux comprendre le contexte général de notre étude, nous exposons dans le

chapitre II les thèmes principaux de la thèse. Nous y rappelons les principales propriétés du

cerveau et de la barrière hémato-encéphalique ainsi que des enzymes du métabolisme des

médicaments et principalement des UOT. Par la suite, nous présentons les caractéristiques

générales d'une inflammation avant d'évoquer plus pmiiculièrement l'inflammation cérébrale

ou neuroinflammation. Pour finir, nous abordons la notion de stress oxydant qui est un des

paramètres rencontrés au cours de pathologies inflammatoires. Dans les chapitres III et IV,

nous énonçons les objectifs de cette étude ainsi que les techniques et les principes mis en jeu.
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Les résultats obtenus sont décrits au chapitre V avant d'être interprétés au chapitre VI. Enfin,

le chapitre VII est consacré aux conclusions et perspectives de ce travail.
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Chapitre II - Etude bibliographique

A - Le cerveau: quartier général du système nerveux central

1 - Généralités

Le cerveau, organe complexe, est le siège de nos émotions, nos humeurs et nos

réflexions. Il est ainsi responsable de la conscience, de la mémoire, de la pensée et du contrôle

de toutes les fonctions de notre organisme.

Chez l'homme, le cerveau est un organe relativement petit puisqu'il ne pèse environ que

1,5 kg et représente à peine plus de 2% de la masse corporelle totale. Cependant, ses besoins

en oxygène sont considérables. Il utilise à lui seul 20% de la consommation totale d'oxygène

de l'organisme ainsi que 20% de l'énergie quotidiennement produite. Il est aussi l'organe le

plus vascularisé.

2 - Les cellules cérébrales

Le cerveau est composé de 200 à 500 milliards de cellules classées en 3 groupes

principaux : les cellules nerveuses ou neurones, les cellules de soutien et les cellules

endothéliales. Les cellules de soutien, encore appelées cellules gliales, sont divisées en

2 groupes, la microglie et la macroglie, elle-même composée de plusieurs types cellulaires

(astrocytes, oligodendrocytes et épendymocytes).

2.1 - Les neurones

Les neurones représentent 10 à 20% des cellules cérébrales. Ces cellules très

spécialisées sont les cellules excitables du SNC et sont impliquées dans la production et la

transmission des signaux nerveux. Cette propriété est due à l'existence de systèmes de

synthèse et de libération de neurotransmetteurs, à la présence de récepteurs, à l'ouverture de

canaux ioniques et à l'activation de nombreux messagers secondaires. Les lésions cérébrales

sont souvent irréversibles car les cellules nerveuses détruites ne se régénèrent généralement

pas. Dans de pareils cas, les neurones du SNC sont remplacés par les astrocytes qui entrent

alors en phase de prolifération.
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2.2 - Les cellules endothéliales cérébrovasculaires

Les cellules endothéliales de la microvasculature cérébrale, qui représentent 10 à 15%

des cellules cérébrales, participent à la constitution de la barrière hémato-encéphalique (ou

BHE), interface entre le sang et le parenchyme cérébral. Contrairement aux cellules

endothéliales périphériques, les cellules endothéliales cérébrales sont jointes par des jonctions

intercellulaires serrées étanches organisées en zonulae occludens qui restreignent le flux

paracellulaire. De plus, ces cellules ont très peu de vésicules d'endocytose limitant ainsi la

quantité de flux transcellulaire. Les cellules endothéliales cérébrovasculaires forment ainsi

une barrière physique qui régule et contrôle les échanges entre le sang circulant et l'espace

extracellulaire. Ces cellules possèdent des propriétés sélectives et restrictives de perméabilité,

des activités enzymatiques capables de métaboliser les précurseurs directs des

neurotransmetteurs ainsi que des systèmes de transport actif d'efflux très efficaces,

responsables de la résistance à de nombreux médicaments.

2.3 - Les cellules gliales

2.3.1 - La microglie

La microglie est constituée de petites cellules allongées qui représentent environ 10 à

15% des cellules cérébrales. La cellule microgliale au repos, ou microglie ramifiée, est une

petite cellule ovoïde dotée de prolongements épineux plus ou moms longs. Au cours de

différentes atteintes du SNC (ischémies, lésions, maladies auto-immunes et

neurodégénératives, infections virales), la microglie est activée et subit des modifications

morphologiques. Elle se transfonne en microglie amiboïde: les prolongements disparaissent

et le corps cellulaire s'agrandit. Les cellules microgliales participent alors à la défense du tissu

cérébral et jouent notamment le rôle de phagocyte pour éliminer les débris laissés par les

neurones et les cellules gliales en voie de dégénérescence.

2.3.2 - Les oligodendrocytes et les cellules de Schwann

Ces deux types de cellules ont un rôle similaire. En effet, elles sont responsables de la

myélinisation des axones dans le SNC (oligodendrocytes) et dans les nerfs périphériques

(cellules de Schwann). Les oligodendrocytes constituent 20% des cellules cérébrales. Elles
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forment des couches de myéline qui isolent la plupart des axones et contribuent ainsi à

accélérer la propagation des impulsions nerveuses le long de l'axone. La destruction de cette

gaine de myéline dans le cerveau, telle qu'on l'observe dans la sclérose en plaques, provoque

une totale désorganisation de la transmission de l'influx nerveux. La disparition d'un seul

oligodendrocyte altèrerait le fonctionnement de 15 à 30 neurones et engendrerait de graves

troubles de la motricité, du langage et de la mémoire.

2.3.3 - Les cellules épendymaires ou épendymocytes

Ces cellules tapissent les ventricules cérébraux et le canal central de la moelle épinière.

Elles forment un épithélium continu et hétérogène. Les deux grands types de cellules

épendymaires sont celles des plexus choroïdes et les cellules épendymaires

extrachoroïdiennes. Elles ont en commun une polarité bien définie: un côté apical ou luminal

en contact avec le liquide céphalorachidien (LCR) où se situent des cils ou des microvillosités

selon le type de cellules, et un côté basal ou subépendymal qui repose sur une lame basale.

Elles sont unies les unes aux autres par des complexes jonctionnels serrés au niveau de leur

pôle apical. Les jonctions assurent la cohésion de l'ensemble de l'épendyme. Ces cellules

épendymaires contrôlent le passage de substances du LCR dans le tissu nerveux. Elles

possèdent également des systèmes de transport actif très efficaces de la famille ABC (ATP

binding cassette), capables d'extraire nombre de molécules du LCR pour les rejeter dans la

circulation générale. Elles pourraient également jouer un rôle considérable dans le contrôle du

sens de la migration de certaines cellules pendant le développement cérébral.

2.3.4 - Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules majoritaires du cerveau car elles représentent environ

40% des cellules. Ce sont de grandes cellules, tirant leur nom de leur fonne étoilée, réparties

ubiquitairement dans la matière grise et la matière blanche du SNC. Ces cellules envoyent de

fins prolongements souvent terminés par des parties élargies, appelées pieds astrocytaires, en

contact avec de nombreux éléments cellulaires dont les neurones et les cellules endothéliales

des capillaires sanguins (Figure 1). La principale caractéristique ultrastructurale des astrocytes

est la présence de gliofilaments et de grains de glycogène dans le cytoplasme de leurs somas

et de leurs prolongements. Les gliofilaments sont composés d'une protéine spécifique des
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astrocytes : la protéine fibrillaire acide de la glie (GFAP). Cette protéine, marqueur spécifique

des astrocytes, va permettre de les identifier par immunocytochimie ou immunohistochimie.

Artère

Prolongement
astrocytaire Neurone

Dure-Mére
.----

.......-" Aradmo'ide

- Espace sous-arachno,'dien

Pie-Mère

Ventricule cérébral

\,
Cellule épendymaire

Figure 1. Relations entre neurones, astrocytes et vaisseaux sanguins

Il existe deux pnnClpaux types d'astrocytes : ceux impliqués dans les contacts du

parenchyme nerveux avec le milieu extérieur (type 1), et ceux jouant un rôle dans la

transmission des influx nerveux (type II). Les astrocytes de type 1 apparaissent avant la

naissance. Ils constituent la frontière entre le parenchyme nerveux et son environnement,

construisant ce qu'on appelle la glie limitante (glia limitans) en rapport avec les méninges et

entourant tous les espaces périvasculaires. A ce niveau frontière, les « pieds astrocytaires »

sont jointifs et forment un étui continu entourant complètement les capillaires. De plus, les

astrocytes, considérés comme des cellules « multifonctions », jouent un rôle de protection des

neurones, assurent la croissance des neurites et contrôlent la différenciation des

oligodendrocytes en sécrétant des facteurs de croissance (Wilkin et al., 1990). Ils assurent

également le développement et le maintien de plusieurs caractères phénotypiques des cellules

endothéliales cérébrales en leur fournissant divers facteurs de croissance ou de différenciation

(Abbruscato et Davis, 1999; Sobue et al., 1999). Les astrocytes de type II apparaissent plus

tardivement, à savoir 8 à 10 jours après la naissance. Ils sont en contact direct avec les
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neurones, soit au niveau de la membrane somato-dendritique, soit au niveau des nœuds de

Ranvier. Associés aux oligodendrocytes, ils contribuent au processus de myélinisation

(Ffrench-Constant et Raff, 1986).

Les astrocytes, identifiés par Ramon Y Cajal en 1913, ont longtemps été considérés

comme de simples cellules de soutien dans le système nerveux central. Des études récentes

ont montré que les astrocytes étaient capables de réguler la transmission synaptique

(Newman, 2003). En effet, les astrocytes sont dotés de différents canaux ioniques, pompes

ATPase ou encore systèmes de co-transport qui leur permettent non seulement de contrôler

l'état électrique du neurone mais également de moduler la composition ionique du milieu

extracellulaire, gérant ainsi l'homéostasie du SNC (Figure 2).
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Figure 2. Régulation des taux ioniques extracellulaires par les astrocytes

Les astrocytes, en modifiant les flux extracellulaires en ions potassium, contrôlent

l'excitabilité des neurones. De plus, afin d'éviter l'accumulation de substances comme l'eau,

les acides aminés (glutamate, taurine, ... ) et les ions potassium dans le liquide extracellulaire,
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ces substances vont être transpOliées vers le LeR et le sang grâce à des systèmes de transport

localisés dans la membrane plasmique des astrocytes (Figure 3).

Liquide céphalorachidien (LCR)

f
Jonction "Gap"

Acides
aminés

Neurone

Figure 3. Astrocytes et homéostasie du sNe

Il a également été constaté que les astrocytes pouvaient absorber certains

neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique, p\.lÏs les recycler, régulant ainsi leur

fixation sur les récepteurs de la membrane post-synaptique. La disparition des astrocytes,

autour des synapses, entraîne une saturation en neurotransmetteurs non recyclés, provoquant

un blocage de la transmission du signal. Les astrocytes peuvent également augmenter ou

diminuer le signal. En effet, par la libération d'une molécule de signalisation dans la fente

synaptique, les astrocytes, selon les besoins, peuvent augmenter le nombre de récepteurs sur

la membrane post-synaptique. Le trafic des informations est alors plus fluide. De la même

façon, les astrocytes sont capables de produire une molécule-leurre qui va se fixer sur les

neurotransmetteurs, les empêchant ainsi de se fixer sur leurs récepteurs. La propagation de

l'information en est alors réduite. Par ce biais, les astrocytes seraient donc des partenaires

actifs de la transmission synaptique.
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Les astrocytes ont également un rôle nourricier. En effet, les pieds astrocytaires qui

entourent les capillaires sanguins cérébraux permettent de capter le glucose sanguin. Les

astrocytes le stockent sous forme de glycogène pour fournir l'énergie nécessaire à l'activité

des cellules nerveuses. En plus de tout cela, et en association avec les cellules endothéliales,

les astrocytes participent à la formation, à la différenciation et à la maintenance de la BHE (cf.

chapitre BHE).

3 - Le liquide céphalorachidien (LeR)

Le LCR est un liquide clair, incolore qui remplit les cavités du cerveau et de la moelle

épinière. Il les protège en agissant comme un lubrifiant et une barrière mécanique contre les

chocs. Le LCR a une composition chimique légèrement alcaline. Il est composé à 99% d'eau.

Il y a environ 100 à 150 ml de LCR chez un Homme adulte. Le liquide céphalorachidien

baigne le cerveau et la moelle épinière et aide à supporter le poids du cerveau. En plus de

maintenir la pression à l'intérieur du crâne à un niveau constant, le liquide évacue dans le

sang de nombreux produits métaboliques, des anticorps, des substances chimiques anormales,

des produits pathologiques de maladies du cerveau et des tissus de la moelle épinière.

Plusieurs systèmes de transport ATP-dépendants assurent le maintien de l'homéostasie du

LCR. Il est secrété par les plexus choroïdes et circule dans le système ventriculaire pour

atteindre l'espace sous-arachnoïdien. La formation du LCR est un processus continuel. Il se

remplace totalement toutes les 6 à 8 heures, soit 3 à 4 fois par jour. Il est finalement absorbé

dans la circulation sanguine par l'intermédiaire de structures spécialisées appelées villosités

arachnoïdiennes.

4 - La barrière hémato-encéphalique (BHE)

4.1 - Généralités

Le concept de barrière hémato-encéphalique est apparu en 1885 lorsqu'Ehrlich, en

injectant un colorant, la coeruléine S, par voie systémique, s'est aperçu que tous les organes

étaient colorés exceptés le cerveau et la moelle épinière. Cependant, cette notion de BHE,

considérée comme étant un système strict d'exclusion, a depuis longtemps été remplacée par

un concept plus général de filtration sélective qui est importante pour la stabilité de

l'environnement cellulaire et le bon fonctionnement du système nerveux central. En allant
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dans ce sens, Fenstermacher a défini le terme de BHE comme étant associé à un «mécanisme

spécial réglant le passage de diverses substances du sang vers le LCR et vers les centres

nerveux cérébraux spinaux» (Fenstermacher, 1980).

La barrière cérébrale se compose en réalité de trois entités:

- la barrière hémato-liquidienne : barrière située au niveau de l'épithélium

des plexus choroïdes et au niveau de la paroi des vaisseaux de l'arachnoïde, permettant le

passage ou non de la substance du sang vers le LCR,

- la barrière liquido-tissulaire : barrière entre le LCR et le parenchyme

nerveux située au niveau de l'épendyme ou de la pie-mère. Cette interface, très perméable,

mérite, en fait, peu son qualificatif de « barrière »,

- la barrière hémato-encéphalique : barrière entre le sang et le parenchyme

cérébral située au niveau des capillaires cérébraux. La surface vasculaire qui constitue cette

barrière est 5 000 fois plus importante que celle de la barrière hémato-liquidienne. C'est donc

la voie principale d'entrée de la plupart des solutés dans le SNC.

4.2 - La BHE : une barrière physique

4.2.1 - Composants cellulaires de la BHE

La barrière hémato-encéphalique est caractérisée par les propriétés spécifiques des

cellules endothéliales qui fonnent les capillaires cérébraux. Contrairement aux cellules

endothéliales systémiques, les cellules endothéliales cérébrovasculaires sont reliées par des

jonctions serrées étanches, ne présentant que très peu de vésicules de pinocytose et de

fenestrations. Elles possèdent néanmoins un certain nombre de mécanismes de transport au

travers de la membrane cytoplasmique endothéliale, pennettant en particulier l'apport de

nutriments et de précurseurs de molécules neuroactives au SNC.

Les capillaires cérébraux sont fonnés d'une couche de cellules endothéliales reposant

sur une lame basale et par endroits, d'un deuxième type cellulaire plus externe: les péricytes.

La lame basale de ces capillaires, sur laquelle adhèrent les cellules endothéliales, est entourée

par une gaine de prolongements astrocytaires pédiculés. L'agencement des pieds astrocytaires

autour de l'endothélium des capillaires cérébraux, ainsi que les contacts étroits entre les

cellules endothéliales et les astrocytes, laissent supposer l'existence d'interactions privilégiées

entre ces deux types cellulaires (Figure 4). De nombreux travaux, effectués in vitro et in vivo,

ont suggéré une implication des astrocytes dans la fonnation et la maintenance de la BHE.
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Janzer et Raff ont ainsi montré qu'en inoculant des cellules purifiées d'astrocytes de rat dans

la chambre oculaire d'un rat adulte, cela entraînait une agrégation des cellules sur la surface

de l'iris et une vascularisation de celles-ci en 48h (Janzer et Raff, 1987). Les vaisseaux

présentaient même les caractéristiques d'une BHE imperméable deux semaines plus tard. Si le

contact entre les cellules endothéliales cérébrovasculaires et les astrocytes permet

d'augmenter la formation de jonctions étanches en culture (Tao-Cheng et al., 1987),

l'utilisation d'un milieu conditionné par des astrocytes permet également d'induire une

résistance électrique transendothéliale élevée dans des cultures endothéliales humaines et

bovines (Neuhaus et al., 1991).

Capillaire classique

fluide interstitiel

cellule endothéliale

Capillaire cérébral

solutés
hydrophiles

cellule endothéliale

.r~
~I~" solutés

hydrophobes
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cellule endothéliale
liquide cérébro-spinal

jonctions serrées

astrocyte

---~ pied
astrocytaire

solutés
hydrophiles

(via transporteur)

cellule endothéliale

solutés
hydrophobes

jonction serrée

Figure 4. Comparaison capillaire classique / capillaire cérébral
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4.2.2 - Pennéabilité sélective de la BHE

On peut considérer que les membranes plasmiques, vu leur composition biochimique,

constituent, dans la plus grande partie de leur étendue, un environnement non polaire par leur

bicouche phospholipidique. Cet environnement non polaire est adjacent à l'environnement

aqueux très polaire du plasma sanguin d'un côté et du cytoplasme cellulaire de l'autre. La

pennéabilité de la BHE à une substance donnée va donc largement dépendre de la capacité de

la molécule à s'échanger entre les deux phases aqueuse et lipidique. Le passage de diverses

substances au travers de la BHE a tout d'abord été évalué par la mesure de leur extraction

cérébrale (rapportée à celle de l'eau) qui a été représentée en fonction du coefficient de

partage in vitro de chaque substance entre l'huile et l'eau. Le coefficient de partage représente

en fait l'affinité relative de la substance testée pour les phases lipidique et aqueuse (Figure 5).
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De la même façon, le coefficient de partage octanol-eau (Boaziz et al., 1991) est

également utilisé pour évaluer le passage de composés à travers la BHE (Tableau 1).

Molécules
Coefficient

octanol/eau (log P)
Méthotrexate - 1,85
Melphalan - 1,70

Hydrophiles 5-Fluorouracile (5-FU) - 0,95
Aracytine - 0,79
Chlorambucil - 0,67
Fotémustine 1,25
Carmustine (BCNU) 1,53

Lipophiles Vinca-alcaloïdes 2,80
Lomustine (CCNU) 2,83
Semustine (Me-CCNU) 3,30

Lipophilie optimale entre - 0,2 et 1,34

Tableau 1. Lipophilie des principales drogues utilisées dans le traitement des tumeurs
cérébrales

Actuellement, la BHE représente l'un des principaux facteurs d'échecs des

chimiothérapies des tumeurs du SNC. La plupart des molécules, après une administration

intraveineuse, n'atteignent pas le SNC à une concentration thérapeutique adéquate pendant un

temps suffisamment long. De nombreux essais ont d'ailleurs été entrepris pour augmenter le

passage des molécules normalement « filtrées» par la BHE : chimiothérapies à fortes doses,

injections intrathécales ou intra-miérielles, ouverture de la barrière par hyperosmolarité. La

réalisation de précurseurs lipophiles de médicaments polaires, par le greffage d'un groupe très

liposoluble, a été évaluée (Prokai et al., 2000). Ce système permet une augmentation

significative du passage de la BHE pour de nombreux médicaments à visée neurologique, y

compris les neuropeptides. D'autres systèmes font intervenir des nanoparticules (Kas, 2004;

Kreuter, 2004). Ces nanoparticules, mimant les lipoprotéines de faible densité (LDL),

semblent subir une endocytose par les cellules endothéliales.

Il existe différents processus de transport au travers de la BHE. Tout d'abord, la

diffusion passive paracellulaire, du fait de la présence de jonctions serrées, est limitée aux

molécules hydrophiles de petites tailles. Ce mécanisme correspond au passage des molécules

entre les cellules endothéliales par des pores hydrophiles. La plupart des molécules

liposolubles de poids moléculaire inférieur à un seuil de 400 à 600 daltons sont transportées
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par diffusion paSSIve transcellulaire. Dans ce cas, les xénobiotiques doivent franchir la

membrane luminale, le cytoplasme puis la membrane abluminale des cellules endothéliales, et

seul un gradient de concentration de la molécule de part et d'autre de la membrane est

nécessaire. La diffusion passive transcellulaire concerne la majorité des molécules

médicamenteuses et certaines hormones comme par exemple la testostérone. Les molécules

peu liposolubles et de haut poids moléculaire peuvent traverser la BHE à l'aide d'un

transporteur protéique. C'est le cas du transport de part et d'autre de la BHE pour le glucose,

des ions, des acides aminés, des peptides et diverses protéines. On parle alors de diffusion

facilitée (sans apport d'énergie) ou de transport actif (apport d'énergie nécessaire).

4.3 - La BHE : une barrière métabolique et active

La barrière hémato-encéphalique est également considérée comme une barrière

métabolique (Minn et al., 2002). En effet, il est maintenant bien connu que le cerveau et

notamment les cellules qui composent la BHE, les cellules endothéliales cérébrovasculaires et

les astrocytes, possèdent une «machinerie» enzymatique capable de métaboliser les

xénobiotiques afin de les éliminer. Ainsi, comme dans d'autres organes tels que le foie, les

reins, les poumons, la peau, l'intestin et le cœur, on y retrouve des enzymes du métabolisme

des médicaments.

Le métabolisme des médicaments et de nombreuses molécules endogènes va résulter en

la production de déchets polaires (produit d'oxydation, d'hydroxylation ou de conjugaison)

dont le cerveau doit se débarrasser pour maintenir son homéostasie. Parmi les systèmes

responsables de l'exportation de ces produits hors de la cellule, on peut citer la

glycoprotéine-P (P-gp) mais également les protéines de résistance aux médicaments (famille

des MRP) et les transporteurs d'anions organiques (OAT), éléments clés de la BHE dont le

rôle est de refouler activement les molécules lipophiles qui auraient pu traverser les

membranes. Ce mécanisme est connu sous le nom de « multidrug resistance ». Ces protéines

appartiennent à la famille des transpOlieurs membranaires ATP-dépendants, la super-famille

ABC (ATP-binding cassette). Elles sont présentes au niveau des cellules endothéliales

cérébrovasculaires mais également au niveau des pieds astrocytaires (Pardridge et al., 1997;

Golden et Pardridge, 1999; Decleves et al., 2000; Hirrlinger et al., 2002) et assurent une

fonction de détoxification. Il a été identifié plus d'une centaine de molécules capables d'être

transpoliées par la P-gp. Les caractéristiques communes à ces molécules sont leur

hydrophobie et leur haut poids moléculaire (supérieur à 400 kDa) (Sharom, 1997).
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Ce phénomène de « multidrug resistance » est un obstacle majeur pour la distribution de

médicaments au niveau cérébral. De plus, beaucoup de cellules tumorales ont la capacité de

surexprimer la P-gp, se débarrassant ainsi de nombreux médicaments anticancéreux comme

les anthracyclines (doxorubicine, épirubicine), les épipodophyllotoxines (étoposide,

téniposide), les vinca-alcaloïdes (vinblastine, vindésine), le taxol, quelques intercalants

(mitoxantrone, dactinomycine) et certains dérivés de la camptothécine. C'est ainsi qu'en

clinique, lors de tumeurs résistantes, la bi-thérapie est utilisée en associant un agent anti­

cancéreux avec un inhibiteur de la P-gp comme le vérapamil ou la cyclosporine.

4.4 - Absence de barrière dans certaines régions cérébrales

Les capillaires du système nerveux central ne sont pas constitués uniformément par des

cellules endothéliales unies par des jonctions serrées étanches. En effet, dans certaines régions

bien particulières qui ne partagent pas les fonctions inhérentes à la plus grande partie du

cerveau, on retrouve des capillaires fenestrés sans jonctions serrées pennettant des échanges

très aisés de protéines ou autres solutés. Ces régions sont constituées par des cellules

différentes des neurones et pour lesquelles un contact direct avec le courant sanguin est

absolument nécessaire puisqu'elles secrètent des hormones dans le sang et qu'elles présentent

des chémorécepteurs. C'est ainsi qu'on ne retrouve pas de barrière hémato-encéphalique dans

des régions du cerveau regroupées autour des ventricules, appelées organes

circumventriculaires, comme notamment la glande pinéale, l'éminence médiane, l'aréa

postréma ou encore le tuber cinereum.

B - Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques

1 - Généralités

L'organisme est soumis à l'agression de nombreux composés naturels ou synthétiques

environnementaux souvent lipophiles comme les médicaments, les pesticides, les polluants

industriels ou encore les additifs alimentaires. L'Homme, comme tous les autres organismes

vivants, a développé une «batterie» de systèmes enzymatiques complexes destinés à les

éliminer le plus souvent par augmentation du caractère hydrophile de la molécule, facilitant

ainsi son élimination.

33



Etude bibliographique

Si l'élimination de celiaines substances hydrophiles peut se faire sans biotransformation

préalable, la plupart des composés plus lipophiles seront métabolisés avant d'être excrétés

dans les urines ou la bile. Le rôle de ces systèmes enzymatiques complexes ne se limite pas au

métabolisme des xénobiotiques. Ils sont également responsables de la biotransformation de

substances endogènes (lipides, hormones, ... ).

La biotransformation et l'élimination des xénobiotiques comporte 3 étapes (Figure 6) :

- les réactions de phase 1 ou réactions de fonctionnalisation

- les réactions de phase II ou réactions de conjugaison

- la phase d'élimination (ou phase III) permettant l'exportation des métabolites

polaires formés hors de la cellule.
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Figure 6. Biotransformation des xénobiotiques
(BCRP : breast cancer resistance protein; MRP : mu/tidrug resistance-associatedprotein ;

P-gp : P-g/ycoprotein)

1.1 - La fonctionnalisation ou phase 1

1.1.1 - Les cytochromes P450

Les cytochromes P450 (CYP) appartiennent à une superfamille d'enzymes héminiques

et jouent un rôle important dans le métabolisme d'un grand nombre de composés exogènes et
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endogènes comme les acides gras, les honnones stéroïdiennes ainsi que certains

neurotransmetteurs (Miksys et Tyndale, 2002). Les CYP qui métabolisent les xénobiotiques

sont majoritairement situés dans le réticulum endoplasmique. Cependant, un grand nombre

d'études récentes ont montré la présence, l'inductibilité et l'activité de cytochromes P450

mitochondriaux vis-à-vis de divers xénobiotiques (Bhagwat et al., 2000; Rosenbrock et al.,

2001).

Al'origine, il avait été reporté que les CYP du cerveau ne représentaient que 1% des

taux de CYP hépatiques (Walther et al., 1987; Warner et al., 1988). Dans plusieurs de ces

études, le cerveau avait été considéré, à tort, comme un organe homogène. En effet, les

régions cérébrales diffèrent de manière importante dans leur composition cellulaire, leur

densité cellulaire et leurs fonctions. Il est maintenant bien connu que les CYP cérébraux sont

extrêmement variés (Strobel et al., 2001). Il a également été montré que les taux en CYP dans

des neurones spécifiques étaient identiques voire supérieurs aux taux retrouvés au niveau des

hépatocytes (Miksys et al., 2000). D'un point de vue général, les CYP sont distribués de

manière hétérogène entre les différentes régions cérébrales (Perrin et al., 1990) ; on les

retrouve dans les corps cellulaires, les prolongements neuronaux et souvent dans les cellules

gliales. La plupart des sous-familles de CYP, observées à l'interface sang-cerveau et dans les

organes circumventriculaires, peuvent être induites par un grand nombre de composés : le

phénobarbital (CYP2Bl, 2B2, 3Al), la beta-naphtoflavone et le 3-méthylcholanthrène

(CYPIAl), la phénytoïne (CYP2Bl, 2B2), les honnones stéroïdiennes (CYP2D) et l'éthanol

(CYP2El). Dans certains cas, un composé peut avoir un effet différent d'un organe à un autre.

Ainsi, l'éthanol induit le CYP2B1 dans le foie de rat mais pas dans le cerveau alors que la

nicotine induit le CYP2B1 dans le cerveau de rat mais pas dans le foie.

L'activité des cytochromes P450 implique la présence de la NADPH-cytochrome P450

réductase, flavoprotéine qui va fournir les électrons nécessaires au déroulement du cycle

catalytique des CYP du réticulum endoplasmique, ou d'une NADPH-adrénodoxine réductase

mitochondriale qui va jouer le même rôle que la flavoprotéine. Au cours de leur activité

catabolique, les CYP forment des espèces activées de l'oxygène (EAO) (Rushmore et Kong,

2002) pouvant mener à un stress oxydant en cas d'hyperactivité. Les CYP du cerveau, en plus

de métaboliser un large panel de substrats (vitamine A, vitamine D, cholestérol, acides

biliaires), catalysent la formation de molécules importantes dans la signalisation cérébrale

comme notamment les neurostéroïdes et les eicosanoïdes. Cela leur pennet de jouer un rôle

important dans la neuroprotection, le contrôle du flux sanguin cérébral, la maintenance de

l'homéostasie du cholestérol cérébral, le contrôle de la température, ou encore des fonctions
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importantes dans la physiologie cérébrale, le développement cérébral ou encore la maladie

(Liu et al., 2004). De nombreuses études ont montré que l'expression des CYP pouvait être

modifiée lors d'épisodes inflammatoires ou infectieux (Renton, 2004) et pouvaient ainsi

altérer le métabolisme et la pharmacocinétique des médicaments dont l'élimination est CYP­

dépendante.

1.1.2 - Les monoamines oxydases

Ces enzymes mitochondriales de phase 1jouent un rôle important dans la régulation de

plusieurs amines bioactives (sérotonine, catécholamines). Les monoamines oxydases (MAO)

catalysent la désamination oxydative des amines pour former des aldéhydes et relarguer du

peroxyde d'hydrogène et de l'ammoniac (Benedetti, 2001). Ainsi, au cours de leur activité

catabolique, les MAO, tout comme les cytochromes P450, forment des EAO.

Il existe deux sous-familles de MAO: la MAO-A et la MAO-B. La première dégrade

préférentiellement la sérotonine, l'adrénaline et la noradrénaline alors que la seconde montre

une forte affinité pour le ~-phényléthylamine, substance précurseur de toutes les amines

sympathomimétiques. La dopamine est considérée comme un substrat de ces deux

isoenzymes. Dans les tissus du système nerveux, les MAO participent à la régulation des taux

en neurotransmetteurs monoaminergiques et inactivent toute trace d'amines. Dans les tissus

périphériques, les MAO catalysent la désamination des monoamines ayant une action

paracnne ou endocrine. Elles jouent un rôle très actif de détoxification dans le foie et

l'intestin. La MAO-A est présente dans les neurones adrénergiques, noradrénergiques et

dopaminergiques alors que la MAO-B est retrouvée dans les neurones sérotoninergiques,

histaminergiques, les astrocytes, les cellules épendymaires et les cellules endothéliales des

capillaires cérébraux. La MAO-B, au niveau des cellules endothéliales cérébrovasculaires de

rat, participe à la barrière enzymatique et protège le cerveau contre les dérivés exogènes

neurotoxiques de pyridine comme le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine ou MPTP

(Johannessen, 1991). Actuellement, les MAO sont fOliement étudiées à cause de leur

implication probable lors de maladies neurodégénératives comme Alzheimer ou Parkinson.

Des études chez l'animal ont récemment montré qu'en inhibant la MAO-A avec de la

clorgyline (inhibiteur irréversible sélectif) et du mocobémide (inhibiteur réversible), il en

résultait une augmentation des taux de sérotonine et de noradrénaline dans de nombreuses

régions cérébrales (Youdim et Weinstock, 2004). De plus, des inhibiteurs de la MAO-B,
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notamment la rasagiline, démontrent clairement une activité neuroprotectrice en inhibant

l'inactivation de la dopamine (Youdim et al., 2005).

1.1.3 - Les monooxygénases à flavine

Les monooxygénases à flavine appartiennent à un groupe d'oxygénases dépendantes du

NADPH et de l'oxygène. Les molécules métabolisées par ces enzymes possèdent divers

groupes fonctionnels comme un hétéroatome de phosphore, d'azote, de sélénium, ou encore

de groupements sulfure, amine ou hydrazine. Elles sont présentes, au niveau cérébral, dans les

neurones (Janmohamed et al., 2004) ainsi que dans les cellules endothéliales des capillaires

cérébraux (Mushiroda et al., 2001).

1.1.4 - Les époxydes hydrolases

De nombreux xénobiotiques ont une structure chimique qui favorise leur oxydation en

époxydes, lesquels sont généralement très réactifs et mutagènes. Les époxydes hydrolases,

présentes sous forme soluble ou microsomale, métabolisent donc ces composés très réactifs en

diols vicinaux peu toxiques. Elles interviennent également dans le métabolisme des lipides.

Ces enzymes ont été mises en évidence dans de nombreux organes dont le cerveau (Newman

et al., 2005). Les époxydes hydrolases microsomales, situées au niveau cérébral, sont

principalement retrouvées dans les cellules gliales. Elles possèdent des activités élevées dans

les tissus formant les barrières sang-cerveau et liquide-cerveau.

1.2 - La conjugaison ou phase II

1.2.1 - Les glutathion S-transférases

Les glutathion S-transférases (OST) catalysent la conjugaison de composés électrophiles

au glutathion réduit (OSH). Les OST sont principalement localisées dans le cytosol mais sont

également actives dans les mitochondries et le réticulum endoplasmique. Ces enzymes

interviennent dans la détoxification de xénobiotiques électrophiles (composés carcinogènes,

agents anti-tumoraux, polluants environnementaux) et d'espèces réactives de l'oxygène

(radical hydroxyle ·OH). Elles inactivent également des composés endogènes comme les

aldéhydes insaturés, les quinones, les époxydes et les hydroperoxydes. Ces molécules
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endogènes peuvent cependant avoir une action inhibitrice vis-à-vis de l'activité des GST

cérébrales, c'est le cas des précurseurs et des dérivés de la sérotonine (Sawicki et al., 2001).

Les GST interviennent également dans la biosynthèse des leucotriènes, des

prostaglandines, de la testostérone, de la progestérone et dans la dégradation de la tyrosine

(Hayes et al., 2004). Elles sont regroupées en 3 classes principales (a, Il et II). Chez le rat et la

souris, les GST de la classe Il ont été localisées dans les astrocytes, les cellules épendymaires

et les tanicytes ; celles de la classe II dans les oligodendrocytes et celles de la classe a dans les

astrocytes, les plexus choroïdes, les cellules endothéliales et/ou les pieds astrocytaires, les

cellules de Purkinje et les neurones. Les cellules gliales du SNC, très importantes dans la

défense du SNC (Peinado et al., 2000), possèdent les plus forts taux en GSH et peuvent ainsi

lutter contre les agressions oxydantes. En effet, dans le cerveau, le GSH participe surtout à la

protection contre le stress oxydant par réduction directe des oxydants. Cependant, si les taux

de GSH sont diminués, les risques de toxicité sont alors augmentés.

1.2.2 - Les méthyltransférases

Ces enzymes catalysent le transfert d'un groupement méthyle à partir d'un donneur,

généralement la S-adénosylméthionine (SAM), vers un accepteur nucléophile ayant un

groupement phénol, thiol ou amine. Elles peuvent également prendre directement en charge

des molécules exogènes portant au moins l'une de ces trois fonctions.

1.2.2.1 - Les catéchol O-méthyltransférases

Les catéchol O-méthyltransférases (COMT) sont localisées principalement dans le foie

maIS également dans le cerveau au niveau des cellules microgliales et épendymaires

(Shirakawa et al., 2004). Ces enzymes sont majoritairement cytosoliques (Bonifacio et al.,

2000) mais une forme membranaire a également été décrite dans le cerveau humain et de rat

(Matsumoto et al., 2003). Comme leur nom l'indique, les catécholamines (dopamine,

norépinéphrine, épinéphrine) sont les substrats physiologiques des COMT. L'activation de ces

enzymes stimule, au niveau astrocytaire, la synthèse d'homocystéine qui est ensuite

transformée en cystéine et participe ainsi à la fonnation du GSH (Huang et al., 2005). La

tolcapone et l'entacapone, deux inhibiteurs des COMT, sont utilisés en association avec la

lévodopa pour traiter la maladie de Parkinson. L'inhibition de ces enzymes pennet d'obtenir

un meilleur effet de la lévodopa (Haasio et al., 2001; Keating et Lyseng-Williamson, 2005).
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1.2.2.2 - Les thiol S-méthyltransférases

Ces enzymes sont situées au niveau des mitochondries et du réticulum endoplasmique.

Elles métabolisent la méthylation du dithiotréitol et autres composés thiols dans le cerveau de

rat. Les thiol S-méthyltransférases sont inégalement distribuées dans les régions cérébrales.

Elles présentent des activités importantes au niveau de l'hippocampe et du bulbe rachidien.

1.2.2.3 - Les N-méthyltransférases

La phosphatidyléthanolamine N-méthyltransférase et l'histamine N-méthyltransférase

sont deux méthyltransférases cérébrales dont seule l'implication dans le métabolisme

endogène a été étudiée. La première catalyse la méthylation de la phosphatidyléthanolamine

en phosphatidylcholine, composant majeur des membranes cellulaires et de la myéline. C'est

également un précurseur de l'acétylcholine (Brosnan et al., 2004). L'histamine

N-méthyltransférase est présente au niveau cérébral mais également dans d'autres organes où

elle catalyse la méthylation de l'histamine et l'inactive (Yan et al., 2000). L'histamine est un

neurotransmetteur du SNe impliqué dans la physiopathologie de la schizophrénie.

1.2.3 - Les N-acétyltransférases

Les N-acétyltransférases capturent le groupement acétyle de l'acétylcoenzyme A pour

former un intennédiaire acétyl-enzyme qui va catalyser l'acétylation du substrat avec

régénération de l'enzyme. Les substrats sont des amines primaires, généralement des

arylalkylamines, des hydrazines et hydrazides, ainsi que des carcinogènes. Il a récemment été

montré qu'un polymorphisme des N-acétyltransférases 1 et 2, associé à une exposition à des

amines aromatiques et hétérocycliques, pouvaient augmenter les risques de cancer (Hein,

2002; Pande et al., 2003).

1.2.4 - Les sulfotransférases

Les sulfotransférases (ST) catalysent le transfert d'un groupement sulfate à partir d'un

donneur, le 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate ou PAPS, sur des phénols, amines ou

hydroxylamines. Il existe deux classes de ST : les ST cytosoliques ou membranaires. Les ST

cytosoliques ont pour substrats des composés endogènes et exogènes comme des honnones,
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des bioamines et de nombreux xénobiotiques. Les ST membranaires semblent être impliquées

dans des processus biologiques cruciaux faisant intervenir diverses protéines et participent

ainsi dans les voies biochimiques de signalisation.

1.2.5 - Les UDP-glucuronosyltransférases

Ces enzymes seront décrites au paragraphe 2.

1.3 - L'élimination ou phase III

Les métabolites, formés au cours de la biotransformation de composés endogènes ou

exogènes, peuvent perturber l'homéostasie cellulaire ou être toxiques pour la cellule. Ces

composés vont donc devoir être exportés de la cellule ; on parle alors de la phase

d'élimination.

Cette phase cruciale est caractérisée par la présence de transporteurs transmembranaires

qui vont exporter les composés hors de la cellule par transport actif nécessitant par conséquent

de l'énergie (ATP). La superfamille de ces transporteurs est appelée ABC (ATP-Binding

Cassette), qui est elle-même subdivisée en 7 membres appelés MRP (multidrug resistance­

associated protein) (Borst et al., 2000).

Panni ces MRP, la MRP-1 est capable de transporter des amons orgamques, des

glucuronates, des sulfates ainsi que des médicaments conjugués au glutathion (Leslie et al.,

2001). La MRP-1, également appelée pompe de conjugués au GSH (pompe GS-X), est

ubiquitaire et est le transporteur majeur d'un médiateur de la réponse inflammatoire, le

leucotriène C4 (Leier et al., 1994). Elle transporte également les glucuronides de la bilirubine,

de l'oestradiol, de sels biliaires di-anioniques comme l'hyodéoxycholate a-glucuronosyl, le

glutathion oxydé (GSSG), l'arsenite ou encore des anticancéreux (méthotrexate). De la même

façon, le MRP-2 est capable de transporter des agents anticancéreux comme le méthotrexate,

le cisplatine, l' étoposide, la doxorubicine, ou encore l'épirubicine. Cette résistance aux

médicaments, médiée par les transporteurs MRP-I et 2, requiert un apport continu de GSH. Il

a été démontré qu'une augmentation d'expression de MRP-1 était associée à une

augmentation de la y-GCS (gamma-glutamyIeystéine synthétase), enzyme clé de la synthèse

du GSH, dans les cellules tumorales (Kuo et al., 1998). De plus, les taux d'expression de ces

transporteurs sont plus importants dans les cellules tumorales que dans des cellules saines

(Suzuki et al., 200 l) ce qui diminue fortement l'activité des anticancéreux utilisés.
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La P-glycoprotéine (P-gp) est également un membre de la superfamille de transporteurs

ABC. Appelée aussi MDR-1 (Multidrug resistance-l), elle a été caractérisée, pour la première

fois, dans des cellules tumorales (Ueda et al., 1987). La P-gp, située sur le bord apical des

cellules épithéliales intestinales, est également exprimée dans de nombreux autres tissus

comme le foie, les reins et le cerveau. Ainsi, la P-gp empêche l'accumulation des

xénobiotiques et de leurs métabolites dans ces différents organes. Elle est présente au niveau

des cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Lee et al., 2001; Volk et Loscher, 2005)

et joue donc un rôle dans la BHE. Elle possède un grand nombre de substrats comme des

agents anticancéreux (doxorubicine, étoposide), des hormones stéroïdiennes (aldostérone,

cortisol), des agents anti-microbiens (érythromycine, kétoconazole), des opioïdes

(lopéramide, morphine), des médicaments (digoxine, vérapamil) ou encore des

immunosuppresseurs (Mealey, 2004).

Les transporteurs polypeptidiques d'anions orgamques (OATP) ou de cations

organiques (OCTP) sont également des transporteurs d'efflux. Les OATP acceptent un grand

nombre de substrats dont les acides biliaires, les conjugués au glutathion, le leucotriène C4 et

le OSH. Les OCTP, quant à eux, transportent des substances comme la choline, le TEA

(tétraéthylammonium), des zwitterions, la camitine, ou encore le métabolite toxique du MPTP

(MPP+). Au niveau cérébral, on retrouve des transporteurs d'anions et de cations organiques

au niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux et dans les plexus choroïdes

(Hagenbuch et Meier, 2003; Lockman et al., 2004).

2 - Les UDP-glucuronosyltransférases (UGT)

Les Uridine 5' -diphosphate-glucuronosyltransférases (EC 2.4.1.17) catalysent une voie

de métabolisme majeure chez l'Homme et les animaux: la glucuronoconjugaison. Cette

réaction consiste à fixer l'acide glucuronique, provenant de l'acide UDP-glucuronique

(UDPOA), sur un substrat appelé aglycone généralement lipophile. Cette réaction conduit à la

formation d'un glucuronide et à la libération d'UDP. Les UOT métabolisent de nombreux

composés endogènes et exogènes. Les métabolites fonnés ne présentent généralement pas

d'activité pharmacologique ; cependant, certains métabolites pourront avoir un effet

pharmacologique augmenté ou présenteront une toxicité accrue.
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2.1 - Nomenclature

De nombreuses études concernant l'induction, la spécificité de substrats et les variations

au cours du développement ont permis de classer les UGT en une superfamille d'isoenzyrnes

(Tableau 2). La comparaison des séquences primaires, déduites des ADNc des 61 UGT clonés

chez des mammifères à ce jour, a permis de classer les UGT en 2 familles (UGTI et 2) et 4

sous-familles (UGTIA, 2A, 2B et 2e).

Gène Nom commun Espèce N° d'accession
UGTlAl BI Rat D38065 - U20551

UgtBrl Souris S64760 - L02333
HUG-Brl Homme M57899 - M84125

Chat AF039137 - AB010872
UGTlAOl Singe AF104339
UGTlA2 Bilirubin Rat M34007

B2 Rat D38066
Souris D87866 - D50707

UGTlA2P 1bp Homme M84126
UGTlA02 Chat AF039138

Singe Confidentiel
UGTlA3 B3 Rat D38067

1c Homme M84127
UGTlA03 Singe Confidentiel
UGTlA4P B4 Rat D38068
UGTlA04 Ugtl-4c Lapin U09101
UGTlA4 HUG-Br2 Homme M84128 - M57951
UGTlA5 B5 Rat D38069

le Homme M84129
Souris

UGTlA6 4NP Rat J02612 - J05132
Souris U16818 - D87867

HlugP1 Homme M84130 - J04093
Ugtl-6 Lapin U09030

Vache AB008677
Mouton AB018477
Chien AJ290948
Furet AF333815

UGTlA06 Singe AF104337
UGTlA6P Chat AF064085

Léopard AFl77922
UGTlA7 A2 Rat D38062

19 Homme U39570 - U89507
UGTlA07 Lapin AFOl1902

Mouton AB018478
Cochon d'Inde Confidentiel

UGTlA8 A3 Rat D38063
1h Homme U42604 - AF03031 0

UGTlA08 Singe AF104338
UGTlA9P A4 Rat D38064
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UGTIA9 mUGTBr/P Souris L27122
Homme AF056188

UGTIA09 Singe AF104336
UGTIAIO 1j Homme U39550 - U89508

UGTIAllP 1k Homme U39551
UGTIA12P 11 Homme U39552

UGT2Al ülfrat Rat X57565
Homme AJ006054
Souris NM 053184

UGT2A2 2C1 renamed Lapin L01083
UGT2A3 Cochon d'Inde AF175221
UGT2Bl r-2 Rat M13506 - M35202
UGT2B2 r-4 Rat J02589 - X03478
UGT2B3 r-3 Rat M31109

Rlug38 Rat YOO156
UGT2B4 Hlug25, h-1, h-20 Homme Y00317 - AF064200
UGT2B5 m-1 Souris X06358
UGT2B6 r-5 Rat M33746
UGT2B7 h-2, Hlug6 Homme J05428
UGT2B8 Rat U27518
UGT2B9 Singe U91582

UGT2BIO h-46 Homme NM 001075
UGT2Bll Homme AF016492
UGT2B12 Rat U06273 - U06274
UGT2B13 EgtlO Lapin L01081
UGT2B14 Egt12 Lapin L01082
UGT2B15 h-3, Hlug4 Homme U08854 - U06641
UGT2B16 Lapin U72742
UGT2B17 Homme U59209
UGT2B18 Singe AF016310
UGT2B19 Singe AF112112
UGT2B20 Singe AF072223
UGT2B21 Cochon d'Inde AB034987
UGT2B22 Cochon d'Inde AB034988
UGT2B23 Singe AFl12113

UGT2B24P Homme AF179876
UGT2B25P Homme AF179877
UGT2B26P Homme AF179878
UGT2B27P Homme AF179879
UGT2B28 Homme AF177272

UGT2B29P Homme AF179880
UGT2B30 Singe AF401657
UGT2B31 Chien Confidentiel
UGT2B32 Cochon d'Inde Confidentiel
UGT2B33 Singe AF294902

UGT8 rCerGT Rat L2l698 - U07683
mCerGT Souris U48891 - X92122
hCerGT Homme U30930 - U31461

Tableau 2. Gènes des UGT connus à ce jour chez les mammifères
(d'après http://som.flinders.edu.au/FUSA/ClinPharm/UGT)

(p =pseudogènes : codon stop et/ou mutation du cadre de lecture dans la séquence codante)
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Deux membres d'une même famille possèdent une homologie de séquence en acides

aminés supérieure à 50% et moins de 50% d'homologie avec une autre famille. De plus, deux

sous-familles ont 60% d'homologie entre elles. Malgré les différences de la séquence primaire

en acides aminés entre les UGTI et 2, les domaines C-terminaux de ces protéines ont une

forte homologie de séquence suggérant ainsi la présence d'une région conservée

correspondant probablement au site de fixation de l'acide UDP-glucuronique (Ritter et al.,

1992). En revanche, le domaine N-terminal, qui intervient dans la fixation de l'aglycone, est

moins conservé (Figure 7).

Domaine variable Domaine conservé

Peptide-signal
Site de fixation
de l'aglycone

l
Site de fixation Domaine

de l'UDP transmembranaire

l l
1 26 246

293

Site de glycosylation

-cao

Séquence de
rétention-recydage

dans le RE

0- 0 0

""c// Il

~
0 0 CNH

OH Il Il N)~
HO OHO--I_--O--I_--O~~

o 0 H
HO OH

Figure 7. Représentation des principaux domaines des UGT
(RE: réticulum endoplasmique)

Tous les membres de la famille 1 sont codés par un même gène formé de 17 exons et

localisé dans la région q37 du chromosome 2. Ce gène est constitué de 13 exons l, chacun

étant précédé par sa région promotrice. Ainsi, le 1er exon diffère d'une isoforme à l'autre et
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code pour 288 acides aminés dans la partie N-terminale de la protéine. Les autres exons,

numérotés de 2 à 5, sont identiques entre les isoformes et codent pour les 246 acides aminés

de la partie C-terminale de la protéine comprenant le site de fixation de l'UDPGA. Le

transcrit primaire est le produit d'épissage pseudo-alternatif comprenant un des exons 1

fusionné avec les exons 2, 3,4 et 5. Ce mécanisme d'épissage différentiel génère des UGT de

la famille 1 dont les domaines C-terminaux sont identiques et les domaines N-terminaux

possèdent entre 37 et 90% d'homologie (Ritter et al., 1992). Les UGT1 conjuguent des

composés endogènes tels que la bilirubine, les hormones thyroïdiennes, des stéroïdes et des

composés exogènes comme des phénols et des anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)

(King et al., 2000).

Contrairement aux UGT1, les UGT de la famille 2 sont codées par des gènes différents

constitués de 6 exons et localisés dans les régions q13 et q28 du chromosome 4. Cette famille

d'UGT est divisée en 3 sous-familles: A, B et C. La sous-famille 2A est responsable de la

conjugaison de substances odorantes. La sous-famille 2B est constituée d'enzymes qui

conjuguent les acides carboxyliques, les alcools, les amines et les thiols. Ainsi, les anti­

inflammatoires non stéroïdiens de la série des profènes, les hormones stéroïdiennes et

thyroïdiennes, les acides biliaires et la morphine sont majoritairement pris en charge par cette

sous-famille. La sous-famille 2C est représentée par une isoforme unique (foie de lapin), dont

la séquence diverge des autres membres de la sous-famille 2B de lapin (Tukey et al., 1993).

La famille UGT8 est exprimée chez la souris, le rat et l'Homme sous forme de

galactosyltransférases. Elles catalysent le transfert du galactose provenant de l'UDP-galactose

sur des céramides cérébraux pour former des cérébrosides (Mackenzie et al., 1997; Ezoe et

al., 2000). Les cérébrosides font parties des glycosphingolipides majeurs qui forment la

membrane lipidique de la gaine de myéline synthétisée par les oligodendrocytes et les cellules

de Schwann (Schulte et Stoffel, 1993; Schaeren-Wiemers et al., 1995).

2.2 - Répartition des UGT

2.2.1 - Généralités

Le foie est généralement considéré comme l'organe majeur responsable de la

glucuronoconjugaison. Cependant, d'autres organes comme le rein (Tsoutsikos et al., 2004),

l'intestin (Staines et al., 2004), le poumon (Ren et al., 2000) et la peau (Levesque et al., 1997)

expriment également des UGT actives. Il a aussi été montré des activités de
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glucuronoconjugaison au niveau cérébral (Ohersi-Egea et al., 1987; Suleman et al., 1993; El­

Bacha et al., 2000), et des activités très élevées dans la muqueuse olfactive (Heyde1 et al.,

2001). Certaines UOT sont exprimées spécifiquement dans certains tissus. C'est le cas de

l'UOT2A1, absente au niveau hépatique, mais que l'on retrouve au niveau de la muqueuse

olfactive et des bulbes olfactifs (Heydel et al., 2001; Leclerc et al., 2002). Les UOT1A7, 1A8

et 1A10 sont également exprimées dans des tissus extra-hépatiques. Les isoformes lA8 et

1A10 sont présentes au niveau du tractus gastro-intestinal alors que l'UOT1A7 est exprimée

dans l'œsophage, l'estomac et les poumons (Kiang et al., 2005). En revanche, certaines UOT,

telles que les isoformes 1A6 et 2B7, sont exprimées de façon ubiquitaire.

2.2.2 - Les UOT cérébrales

En 1987, Ohersi-Egea et al. ont mis en évidence une activité de glucuronoconjugaison

envers le l-naphtol dans le cerveau de rat. Cette activité est très inférieure à celle trouvée au

niveau hépatique. A l'opposé, la présence de très fortes activités d'UOT métabolisant le

l-naphtol a été détectée dans les plexus choroïdes (Leininger-Muller et al., 1994). D'autres

études ont montré que l'activité des UOT, envers le l-naphtol et la 4-méthylombélliférone,

sont supérieures au niveau astrocytaire par rapport aux neurones et supérieures dans les

neurones par rapport à l'ensemble du cerveau (Suleman et al., 1998). Les astrocytes

participent ainsi à la protection des neurones contre une éventuelle toxicité des xénobiotiques.

Les études d'activité des enzymes métabolisant les médicaments, responsables de la

détoxification et de l'inactivation pharmacologique des xénobiotiques, ont mis en évidence

plusieurs aspects. Tout d'abord, comme ces enzymes participent aux voies métaboliques

endogènes, le métabolisme des médicaments peut interférer avec la synthèse ou le

catabolisme de ces molécules. De plus, ces enzymes peuvent générer des métabolites toxiques

réactifs et/ou des radicaux libres. Ceci peut altérer le fonctionnement du SNC et induire à long

tenne une neurotoxicité par altération des protéines ou des lipides et par inactivation

d'enzymes clés du métabolisme. Enfin, elles peuvent activer des molécules lipophiles et/ou

des précurseurs en métabolites réactifs (Minn et al., 1991). Toutes les molécules qui

franchissent la BHE et qui pénètrent dans le cerveau sont susceptibles d'être métabolisées par

les UOT, présentes dans les différents types cellulaires, à condition d'avoir des groupements

fonctionnels reconnus par celles-ci. Ainsi, les UOT cérébrales ont pour rôle de protéger le

cerveau contre les xénobiotiques. Une isofonne d'UOT, l'UOTlA6, a été identifiée et

caractérisée dans le cerveau de rat (Suleman et al., 1998). Les activités des UOT1A6 et 2B7
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ont été détectées chez l'Homme (King et al., 1999). D'autres isoformes d'UGT spécifiques,

comme la glucuronosyltransférase néolactotétraosylcéramide, ont un autre rôle, celui de

métaboliser des molécules complexes impliquées dans l'adhésion cellulaire en patiiculier

dans l'adhésion neurone-astrocyte durant le développement du SNe (Kawashima et al.,

1992).

2.3 - Localisation des UGT

Les UGT sont des protéines transmembranaires de 50 à 60 KDa (Figure 8)

principalement localisées dans le réticulum endoplasmique (RE) et dans la membrane

périnucléaire des cellules (Mulder, 1992).
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Figure 8. Représentation de l'organisation membranaire des UGT dans le RE
(d'après Burchell et Coughtrie, 1989; R-XH =aglycone)
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Ces enzymes sont composés de 528 à 531 acides aminés qui peuvent être divisées en 2

régions, un domaine N-termina1 et un domaine C-termina1. La partie N-termina1e est la moins

conservée d'une isoenzyme à l'autre. Cette portion variable semble conférer leur spécificité

aux UOT. Cette région protéique contient une séquence signal qui dirige la protéine dans le

réticulum endoplasmique (Kinosaki et al., 1993). Ce peptide signal sera clivé ultérieurement

et la protéine pourra être glycosylée. La très grande homologie de séquence dans la région

C-terminale des UOT conduit à l'hypothèse que cette région est responsable de la liaison avec

le cofacteur UDPOA. L'analyse de la structure primaire de l'enzyme révèle un signal

d'ancrage au réticulum endoplasmique composés d'acides aminés chargés positivement dans

la région C-terminale. Il semblerait que les UOT soient actives sous la forme d'homodimères

ou hétérodimères composés de 2 chaînes polypeptidiques d'UOT (Radominska-Pandya et al.,

1999).

2.4 - La réaction de glucuronoconjugaison

La glucuronoconjugaison est une réaction faisant intervenir une molécule hydrophobe,

appelée aglycone, et le co-substrat de la réaction: l'acide UDP-glucuronique (UDPOA). Les

UOT vont donc catalyser le transfert de l'UDPOA sur des structures chimiques possédant une

fonction R-OH, R-COOH, R-CO, R-NH2 ou encore R-SH et former ainsi des O-glucuronides,

C-glucuronides, N-glucuronides ou S-glucuronides.

Le co-substrat de la réaction, l'UDPOA, est synthétisé dans la cellule en 2 étapes. La

1ère étape (1) est catalysée par l'UDP-glucose pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) qui, à partir de

glucose-1-phosphate et d'uridine triphosphate (UTP), va former de l'UDP-glucose et du

pyrophosphate. Lors de la 2e étape (2), l'UDP-glucose va être oxydé en UDPOA par une

UDP-glucose déshydrogénase (EC 1.1.1.22). L'activité de cette enzyme est contrôlée par le

rapport NAD+/NADH (Oe et al., 2004).

(1) glucose-l-phosphate + UTP <Il • UDP-glucose + pyrophosphate

(2) UDP-glucose + 2 NAD+ <Il • acide UDP-glucuronique + 2 NADH + 2 H+

Le mécanisme réactionnel de la conjugaison catalysée par les UOT consiste en une attaque

nucléophile de l'aglycone sur le carbone Cl de l'acide glucuronique selon un mécanisme de
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substitution nucléophile d'ordre 2 avec inversion de configuration (inversion de Walden). Elle

conduit à la formation de 1-P-D-glucuronide (Figure 9).
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Figure 9. Représentation schématique de la réaction de glucuronoconjugaison

2.5 - Rôles pharmacologiques et physiologiques des UGT

2.5.1 - Conjugaison de xénobiotiques

La glucuronoconjugaison des médicaments lipophiles, quelle que soit leur classe

thérapeutique, reste une voie d'élimination majoritaire de l'organisme avec ou sans

fonctionnalisation préalable par les enzymes de phase I. La glucuronoconjugaison de certains

médicaments est énantiosélective et stéréosélective. C'est le cas, par exemple, du naproxène

(el Mouelhi et al., 1987; el Mouelhi et al., 1993) dont la forme R, chez le rat, est 17 fois plus

rapidement glucuronoconjuguée que son énantiomère. La glucuronoconjugaison des

médicaments diminue généralement leur durée d'activité pharmacologique. Ainsi, la

pharmacocinétique d'un médicament dépend, en patiie, de sa vitesse de

glucuronoconjugaison. Celle-ci varie d'une molécule à une autre en fonction de l'activité

catalytique des isoformes d'UGT responsables de sa conjugaison et des facteurs qui affectent

leur expression. De plus, l'administration d'un médicament peut modifier la vitesse de

glucuronoconjugaison d'un autre médicament. Ceci a notamment été montré par des études in

vitro (Le Guellec et al., 1995) portant sur les interactions possibles entre le propofol et une

dizaine d'autres composés susceptibles d'être co-administrés en période pré- ou post-

49



Etude bibliographique

opératoire (acide acétylsalicylique, kétoprofène, oxazépam, ... ). L'inhibition de la

glucuronoconjugaison du propofol par ces substances conduit à un risque de toxicité par

surdosage. De telles interactions médicamenteuses liées à la glucuronoconjugaison sont

également observées entre l'AZT et d'autres composés co-administrés aux malades atteints du

SIDA (Haumont et al., 1990). Elles peuvent s'avérer intéressantes, le but étant de ralentir le

catabolisme de l'AZT et ainsi d'augmenter sa durée de vie dans l'organisme.

Les glucuronides ont parfois une activité pharmacologique propre. La morphine, les

stéroïdes, les acides biliaires et les rétinoïdes sont, par exemple, tous transformés en

métabolites pharmacologiquement plus actifs (Vore et al., 1983; Abbott et Palmour, 1988;

OIson et al., 1992; Mercadante, 1999; Radominska-Pandya et al., 1999). La

glucuronoconjugaison peut également conduire à la formation de glucuronides réactifs. Les

glucuronides formés à partir de médicaments à structure carboxylique peuvent se fixer de

manière covalente sur des protéines tissulaires ou plasmatiques pour former des adduits. Le

glucuronide de kétoprofène se fixe de manière covalente sur les UGT provoquant une

inhibition irréversible de la glucuronoconjugaison (Terrier et al., 1999). Les adduits peuvent

générer des effets toxiques et/ou immunoallergiques après administration de ces médicaments

(Spahn-Langguth et Benet, 1992).

La glucuronoconjugaison est impliquée en psychiatrie (De Leon, 2003). En effet, il a été

montré que divers psychotropes (oxazépam, lorazépam) et anti-épileptiques étaient

métabolisés par les UGT. La glucuronoconjugaison joue également un rôle majeur dans la

détoxification de molécules carcinogènes et autres polluants qui peuvent être ingérés ou

inhalés par l'organisme. A ce niveau, deux mécanismes opposés peuvent être observés. Des

travaux ont montré que la glucuronoconjugaison des métabolites du benzo(a)pyrène protège

les fibroblastes de peau de rat en culture contre la formation d'adduits protéiques et

l'alkylation de l'ADN (Vienneau et al., 1995). Ainsi, une déficience de glucuronoconjugaison

augmenterait les risques de cancérogenèse par processus chimique. Au contraire, les N­

hydroxy-glucuronides d'arylamines sont des métabolites réactifs qui peuvent initier des

cancers de la vessie ou du colon chez l'Homme. Dans ce cas, la glucuronoconjugaison permet

d'excréter les métabolites hydroxylamines et phénoliques de la bile vers l'intestin. Les ~­

glucuronidases du colon libèrent alors des composés électrophiles carcinogènes.
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2.5.2 - Conjugaison de composés endogènes

La bilirubine est issue du catabolisme des hémoprotéines et est produite à raison de

300 mg/jour chez l'Homme. C'est un métabolite toxique dont la seule voie d'élimination est

la glucuronoconjugaison. La bilirubine est excrétée sous forme de mono- ou de

diglucuronides biliaires. Chez l'Homme, les premiers glucuronides d'hormones thyroïdiennes

ont été mis en évidence en 1958 dans le plasma et la bile (Fauvert et Benhamou, 1958). La

glucuronoconjugaison de la thyroxine réduit la capacité de l'hormone à fixer les protéines

plasmatiques (Hays et al., 1992) et maintient une hormonémie thyroïdienne physiologique.

Dans le même sens, une diminution de la glucuronoconjugaison de la dihydrotestostérone

conduit à l'accumulation de celle-ci au niveau de la prostate, ce qui a pour conséquence de

déclencher une hyperplasie prostatique (Rizner et al., 2003). Il a également été montré que la

glucuronoconjugaison de l'acide rétinoïque empêche la fixation du composé parent aux

récepteurs de l'acide rétinoïque (Howell et al., 1998). Les UGT participent donc à la

régulation de l'activité transcriptionnelle sous le contrôle de petits ligands non protéiques tels

que les hormones et les neurotransmetteurs (Nebert, 1994). Par ailleurs, les UGT sont

également connues pour métaboliser des composés endogènes tels que la sérotonine, des

acides biliaires ou encore des catéchols oestrogènes (De Leon, 2003).

2.6 - L'UDP-glucuronosyltransférase lA6

L'UGTIA6 humaine est une isoforme de 55 KDa codée par le gène UGTI. Elle est

présente dans de nombreux organes comme le foie, les reins, les poumons, l'estomac, les

intestins et le cerveau (Shelby et al., 2003). Au niveau cérébral, la glucuronoconjugaison est

principalement observée dans les astrocytes. Ainsi, ces cellules gliales présentent une activité

et une expression de l'UGTIA6 les plus élevées de toutes les cellules cérébrales (Suleman et

al., 1998).

Cette isofonne est inductible par les hydrocarbures polycycliques aromatiques chez le

rat (Bock et al., 1999) et conjugue essentiellement des phénols plans tels que le 4-nitrophénol,

le I-naphtol, la 4-méthylombelliférone, des quinols et des amines aromatiques carcinogènes

(Burchell et al., 1995). Cette UGT est également impliquée dans la conjugaison de

médicaments (paracétamol, naftazone, AINS, ... ). La sérotonine est un des rares composés

endogènes métabolisés par cette isofonne (Krishnaswamy et al., 2004; Kohle et al., 2005).
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2.7 - Régulation des UGT

2.7.1 - Induction enzymatique

L'activité de glucuronoconjugaison est modulée par de nombreux facteurs endogènes tel

que l'âge et le sexe. Les UGT sont des enzymes inductibles, leur synthèse de nova peut être

augmentée par différentes substances exogènes et endogènes. Les hormones thyroïdiennes

peuvent influencer l'expression des UGT1A1 et 1A6 au niveau transcriptionnel (Haberkom et

al., 2001). La L-triidothyronine (T3) augmente l'expression de l'UGT1A6 et diminue celle de

l'UGT1A1 (Li et al., 1999). La vitamine A prolongerait cet effet. Chez l'animal, un nombre

important de xénobiotiques se révèlent être capables de moduler l'activité des UGT. Cette

modulation est souvent le résultat soit d'une activation soit d'une inhibition enzymatique

touchant parfois spécifiquement une isoforme particulière. Au niveau du gène, la transcription

des UGT peut être sensible à des facteurs exogènes. De nombreuses substances décrites

comme inductrices de la transcription des gènes des CYP sont également inductrices de

l'expression des UGT.

2.7.1.1 - Les hydrocarbures polycycliques

Il est clairement démontré que des substances comme la dioxine ou le 3­

méthylcholanthrène peuvent induire l'expression de l'UGT1A6. Les hydrocarbures, après leur

entrée dans la cellule, vont se fixer sur leur récepteur AhR (Aryl hydrocarbon Receptor). Ce

récepteur situé dans le cytosol fonne un complexe avec deux protéines de choc thermique

(Hsp90). La liaison entre le récepteur et le ligand conduit à la libération des protéines Hsp90

et à la liaison avec le translocateur nucléaire des hydrocarbures polycycliques (ARNt, Aryl

hydrocarbon Receptor Nuclear translocator). Le complexe ainsi fonné est transloqué vers le

noyau où il interagit avec un élément de réponse aux hydrocarbures polycycliques (AhRE,

Aryl hydrocarbon Response Element) présent dans la région promotrice du gène et favorise

ainsi l'action de l'ARN polymérase et par conséquent la transcription des gène cibles (Munzel

et al., 1999; Miller et Ramos, 2001). L'hétérodimère AhRJARNt est notamment connu pour

induire l'isofonne UGT1A6 (Auyeung et al., 2003). De plus, les séquences des promoteurs

d'UGT1A6 de rat et d'Homme ont montré la présence d'un élément de réponse aux

xénobiotiques (XRE, Xenobiotic Response Element) en amont de ces gènes (Munzel et al.,

2003). Des souris knock-out vis-à-vis du récepteur AhR ont été générées (Femandez-Salguero
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et al., 1995). Chez ces souris dépourvues de récepteurs AhR, les ARN messagers de

l'UGTIA6 sont indétectables dans le foie. Ceci suggère que ce récepteur soit également

impliqué dans l'expression constitutive de l'UGTIA6.

2.7.1.2 - Les barbituriques

Des agents anti-convulsivants comme le phénobarbital, la phénytoïne et la

carbamazépine augmentent la glucuronoconjugaison de certains médicaments in vivo. Par

exemple, la glucuronoconjugaison du paracétamol (utilisé comme un marqueur chez l'homme

pour tester la capacité de glucuronoconjugaison) est augmentée par un traitement au

phénobarbital (Miners et al., 1984; Bock et Bock-Hennig, 1987; Qatanani et al., 2005). La

conjugaison de médicaments tel que le valproate (Panesar et al., 1989) et le chloramphénicol

(Powell et al., 1981) est également augmentée. Des études au niveau transcriptionnel ont

permis de mettre en évidence des isoformes inductibles par le phénobarbital, comme par

exemple l'UGT2Bl de rat (Ishii et al., 1997). Cependant, le mécanisme d'induction n'est pas

encore connu mais est supposé opérer au niveau transcriptionnel. En thérapeutique,

l'induction par le phénobarbital est utilisée pour augmenter la conjugaison et l'excrétion de la

bilirubine chez des patients souffrant d'une maladie génétique héréditaire (Criggler-Najjar de

type II) liée à une absence complète ou partielle du gène de l'UGTIAI.

2.7.1.3 - Les proliférateurs de peroxysomes

Les proliférateurs de peroxysomes sont également connus pour induire des UGT.

Classiquement, ces composés initient la prolifération des peroxysomes quand ils sont

administrés chez le rongeur. Cette catégorie de molécules comprend des fibrates synthétiques

tels que le c1ofibrate, le ciprofibrate ou le fénofibrate mais également des analogues d'acides

gras comme l'acide perfluorodécanoïque. Ce sont des médicaments hypolipémiants. Plusieurs

d'entre eux sont connus pour se lier spécifiquement aux récepteurs activateurs des

proliférateurs de peroxysomes (PPAR) afin d'activer des gènes cibles. Les UGT, comme les

cytochromes P450, interviennent dans l'élimination des acides gras. Les fibrates peuvent

augmenter l'activité enzymatique des UGT en modifiant l'environnement lipidique dans

lequel elles se trouvent ou alors en augmentant l'expression de celles-ci. En modifiant la

composition lipidique des membranes du réticulum endoplasmique, les hypolipémiants de

type fibrate peuvent avoir une action sur l'activité de l'enzyme. En effet, le c10fibrate
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augmente la teneur en lysophosphatidylcholines microsomales qui ont des propriétés

détergentes, ce qui en fait de puissants agents d'activation des UGT. Par ailleurs, d'autres

substances telles que des alcools ont été décrites comme pouvant réguler l'ARN messager de

certaines isoformes d'UGT. Chez le rat, l'éthanol et le pentanol peuvent augmenter

significativement les ARN messagers des UGTlAl, lAS, 2Bl et 2B3 (Li et al., 2000).

2.7.1.4 - Implications de facteurs de transcription

Comme on a pu le voir ci-dessus, les UGT sont sensibles à de nombreux composés

(endogènes ou exogènes). Il a ainsi été identifié de nombreux facteurs de transcription

intervenant dans la régulation des UGT. Après un stimulus, ces facteurs de transcription sont

activés et peuvent agir sur le gène d'une UGT donnée à condition que celui-ci possède, sur

son promoteur, un élément de réponse du facteur de transcription en question. Les différences

de régulation entre les UGT peuvent s'expliquer par la présence ou non d'un élément de

réponse donné.

Les facteurs de transcription hépatiques HNF (Hepatic Nuclear Factor) interviennent

dans la régulation de plusieurs UGT hépatiques. Les UGTlA8 et lAlO sont régulées par

HNFI alors que l'UGTlA9 est régulée par HNF4 (Gregory et al., 2004; Barbier et al., 2005).

D'autres facteurs, incluant CIEBP (CAAT/Enhancer Binding Protein), AP-l (Activator

Protein-l) ou NFKB (Nuclear Factor kappa B), sont connus pour réguler les UGT intervenant

dans le métabolisme des stéroïdes, les UGT2B15 et 2B17 (Turgeon et al., 2000). De plus,

l'isoforme métabolisant la bilirubine, l'UGTlAI, est également régulée par NFKB

(Svehlikova et al., 2004).

Le facteur de transcription NrF2 (Nuclear factor E2 p45-related Factor 2) joue un rôle

central dans la régulation des enzymes de phase II telles que la NAD(P)H :quinone réductase,

la glutathion S-transférase, la gamma-glutamylcystéine synthétase, l'époxyde hydrolase ou

encore les UDP-glucuronosyltransférases. Ce facteur se fixe sur un élément de réponse aux

anti-oxydants ou ARE (Antioxidant Response Element) situé sur le promoteur (Cho et al.,

2002; Thimmulappa et al., 2002) et active la transcription du gène en question. Ce facteur de

transcription joue donc un rôle important de protection contre les carcinogènes mais

également contre les phénomènes de stress oxydant générés par une production accrue

d'espèces activées de l'oxygène.
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2.7.2 - Inhibition enzymatique

Les UDP-glucuronosyltransférases peuvent être inhibées par de nombreux composés

endogènes, des médicaments ou des contaminants environnementaux (Grancharov et al.,

2001).

Parmi les composés endogènes, il a été montré que des acides biliaires (acide cholique,

acide déoxycholique), des hormones (testostérone, T3, T4), des acyl-coenzymes A

(Palmitoyl-CoA, Oléoyl-CoA) et des nucléotides (UDP, UTP, CDP) pouvaient inhiber ou

réguler négativement l'activité des UGT. Il a été démontré que des facteurs de croissance des

fibroblastes (FGF) entraînent une inhibition concentration-dépendante de la

glucuronoconjugaison de la dihydrotestostérone (DHT) dans une lignée cancéreuse

prostatique humaine (Levesque et al., 1998a). Une cytokine pro-inflammatoire,

l'interleukine-la, présente les mêmes effets sur la glucuronoconjugaison de la DHT avec un

maximum d'inhibition pouvant atteindre 70%. Ainsi, la régulation, par les cytokines, de

l'expression des UGT métabolisant les stéroïdes est une voie importante par laquelle certains

facteurs pourraient altérer le niveau de DHT et par conséquent pourraient influencer le

développement des cancers hormono-dépendants (Levesque et al., 1998b).

Certains médicaments peuvent modifier la glucuronoconjugaison de composés

endogènes. Ainsi, l'administration chez le rat d'un anti-inflammatoire, le pirprofène, résulte

en une diminution temps-dépendante de la glucuronoconjugaison de la bilirubine. Cette

inhibition peut atteindre jusqu'à 59% 5 jours après administration (Magdalou et al., 1990).

Des antidépresseurs (amitriptyline, imipramine), des neuroleptiques (chlorpromazine) et des

antihistaminiques (prométhazine, cyproheptadine) sont de puissants inhibiteurs de la

glucuronoconjugaison de la testostérone, de l'androstérone, de l'estradiol et du 1-naphtol

(Sharp et al., 1992). On peut utiliser l'inhibition de la glucuronoconjugaison pour augmenter

la durée d'action de la molécule mère. C'est le cas de l'AZT utilisé chez les patients atteints

du VIH. L'AZT, qui est métabolisé spécifiquement par l'UGT2B7, présente une demi-vie

plasmatique d'une heure. L'administration simultanée d'AZT et d'éthynylestradiol ou de

flurbiprofène augmente fortement sa demi-vie plasmatique (Herber et al., 1992).

Des polluants industriels (2,4,6-trichlorophénol, pentachlorophénol), des métaux lourds

(cadmium, mercure, nickel, plomb), ou des pesticides sont autant de substances pouvant

diminuer l'activité des UGT.
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2.7.3 - Déficiences génétiques de la glucuronoconjugaison

Les activités des UGT sont différentes d'un individu à un autre. Ces variations peuvent

être liées à l'âge, à l'état physiologique, au sexe ou à des modifications génétiques. Des

déficiences d'origine génétique ont été démontrées pour la conjugaison de la bilirubine par

l'UGTIAI chez des patients atteints des syndromes de Criggler-Najjar ou de Gilbert

(Burchell et Coughtrie, 1989; Kadakol et al., 2000). Ces patients présentent des

hyperbilirubinémies plus ou moins sévères. Le syndrome de Criggler-Najjar de type 1 est une

déficience grave puisque les malades ne survivent pas plus de 15 ans, alors que les malades

souffrant du syndrome de type II présentent une plus faible déficience. Au niveau cérébral,

l'accumulation de bilirubine, qui peut apparaître chez l'enfant lorsque la BHE n'est pas

totalement fonctionnelle, entraîne des séquelles neurologiques importantes et un retard

mental.

Mackenzie et al. ont décrit les isoformes d'UGT humaines pour lesquelles un

polymorphisme génétique avait été identifié (Mackenzie et al., 2000). Parmi les 24 gènes

d'UGT humaines, seuls les polymorphismes des UGT1A1, lA6, 1A7, 2B4, 2B7 et 2B15 ont

été observés. L'étude du polymorphisme des UGT est cruciale dans la mesure où la

glucuronoconjugaison est une voie de détoxification de nombreux composés. Un

polymorphisme de ces gènes pourrait avoir un impact important dans notre capacité à

détoxifier et éliminer les médicaments et les produits toxiques de l'organisme.

C - L'inflammation

1 - Généralités

L'inflammation est une réponse normale, immédiate et transitoire aux agreSSIOns

extérieures compromettant l'intégrité de l'organisme. Elle est définie depuis Comelus Celsus

par les signes cardinaux rougeur, douleur, chaleur, œdème. L'inflammation est déclenchée par

les agents infectieux, les métaux toxiques, les cellules ou particules étrangères. Elle engage le

recrutement de cellules régulatrices et/ou effectrices dont les rôles consistent à limiter la

propagation des agents infectieux ou lésant au site de l'inflammation, c'est-à-dire de les

éliminer, de stimuler la réponse immunitaire adaptative et de pennettre «le retour à la

normale» par la réparation tissulaire ou cicatrisation.
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2 - La réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire fait intervenir la sécrétion de médiateurs (chémokines,

cytokines, ... ) par les différentes cellules participant à la réponse inflammatoire.

Dans les premières secondes, la principale manifestation est une phase de congestion

active auto-amplifiée. Elle correspond à une vasodilatation massive et à l'augmentation de la

perméabilité vasculaire qui induisent l'exsudation des protéines plasmatiques, la libération

d'amines vasoactives (histamine, sérotonine) et l'activation du système du complément. Ces

phénomènes s'auto-entretiennent, initient et/ou entretiennent l'opsonisation (processus

facilitant la phagocytose) par l'intermédiaire de récepteurs présents à la surface des

phagocytes, la libération d'histamine par les mastocytes, l'accroissement de la perméabilité

vasculaire, la contraction des muscles lisses et la libération de molécules chémotactiques

(cytokines et chémokines). Les cellules présentes au site de l'agression (mastocytes,

histiocytes, fibroblastes et plaquettes) produisent des médiateurs pro-inflammatoires qui vont

activer l'endothélium vasculaire. Enfin, l'expression de molécules d'adhésion va permettre

l'adhérence des leucocytes sanguins aux parois des vaisseaux.

Les cellules effectrices recrutées au niveau du foyer inflammatoire, comme les

leucocytes et les neutrophiles, marginent puis pénètrent dans le tissu conjonctif par diapédèse,

en réponse aux signaux chémotactiques ; on parle alors de «réponse cellulaire aiguë ». Ces

signaux sont activés sous l'action de stimuli locaux (cytokines pro-inflammatoires, ... ) et

participent à l'entretien du processus inflammatoire notamment par la libération de nombreux

médiateurs solubles (Figure 10). Ces médiateurs sont structurellement, fonctionnellement et

temporellement hétérogènes. Au cours de la réponse inflammatoire aiguë, une série d'étapes

basées sur l'intervention des cytokines, des chémokines, et des différentes classes

d'eicosanoïdes se succèdent les cytokines pro-inflammatoires, prostaglandines,

thromboxanes, et leucotriènes, de par leurs nombreuses fonctions biologiques, entretiennent la

réaction inflammatoire et participent à la mise en place de la réaction immunitaire spécifique.

Enfin, survient la libération retardée des cytokines et lipoxines anti-inflammatoires, la

réduction du trafic des leucocytes et finalement la phase de résolution de l'inflammation.

Cependant si l'agent infectieux n'a pas pu être éliminé complètement ou si les dommages

infligés au tissu sont suffisamment sévères, la réponse cellulaire peut devenir chronique.
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Figure 10. La réaction inflammatoire: de l'initiation à la résolution
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3 - Les médiateurs de l'inflammation

3.1 - Les cytokines et chémokines

L'inflammation fait intervenir de nombreux signaux et médiateurs, dont leur but est de

rétablir 1'homéostasie de l'hôte suite à l'agression.

3.1.1 - Les cytokines

Les activités des cytokines sont complexes. Leurs cibles sont nombreuses, et selon le

contexte, la nature de la cellule cible, la chronologie d'action, la nature de l'activateur ou

encore le compartiment tissulaire où elles agissent, leur fonction est modifiée.

Parmi les premières cytokines pro-inflammatoires synthétisées, l'interleukine-l (IL-l)

et le facteur nécrotique des tumeurs (TNF) jouent un rôle critique dans l'inflammation

(Yoshimura et al., 2003). De nombreuses cellules stimulées par ces cytokines sont capables

de produire, à leur tour, des médiateurs lipidiques de l'inflammation, des enzymes

protéolytiques, des espèces activées de l'oxygène ou de l'azote, et des chémokines. Elles

entretiennent ainsi le processus inflammatoire. L'IL-l et le TNF-a peuvent agir localement ou

être responsables d'effets systémiques comme la fièvre. L'IL-l exerce également de

nombreux effets indirects en favorisant la synthèse d'IL-2, 3, 4, 6 et 8. Le TNF-a peut être

produit sous l'action d'un stress oxydant par différents types cellulaires, notamment par les

phagocytes mononucléés, et en particulier les macrophages alvéolaires. La plupart des

fonctions pléiotropes du TNF-a seraient dues à des effets précoces comme l'activation de

facteurs de transcription (Flora et al., 2002; Schubert et a!., 2002), ainsi qu'à des effets plus

tardifs comme l'activation de la caspase 3 (Filippatos et a!., 2004) et une réponse anti­

proliférative. Le TNF-a régule l'inflammation en recrutant et en activant les cellules

inflammatoires par la production de médiateurs: IL-l, IL-6, PDGF (Platelet-Derived Growth

Factor), TGF-a (Transforming Growth Factor-a), prostaglandines E2 et prostacyclines. Il

induit la transcription de gènes impliqués dans la défense de l'hôte, l'expression de molécules

d'adhésion par les cellules endothéliales, la surproduction d'espèces activées de l'oxygène et

de l'azote par les leucocytes (Driscoll, 2000). La production d'IL-l et de TNF par les

macrophages peut être augmentée par d'autres cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-3, le

GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) et l'interféron-y (IFN-y).
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Les cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-lO, IL-13, TGF-~, ... ) inhibent la synthèse

des cytokines pro-inflammatoires. Elles exercent un rétrocontrôle négatif indispensable pour

la résolution de l'inflammation. Ces cytokines, en particulier le TGF-~, diminuent la

production des espèces activées de l'oxygène et de l'azote et participent à la réparation

tissulaire en stimulant la prolifération et la différenciation des fibroblastes, ainsi que la

production de matrice extracellulaire. Ainsi, différents systèmes vont permettre de limiter

l'induction, l'entretien ou l'amplification d'une réponse inflammatoire:

- cytokines anti-inflammatoires (TGF-~, IL-lO)

- cytokines «compétitrices» qui vont bloquer le récepteur de cytokines pro-

inflammatoires (IL-IRa)

- récepteurs solubles de cytokines qui vont fixer la cytokine avant que celle-ci

ne se lie à son récepteur membranaire (récepteur soluble du TNF)

- anticorps anti-cytokine pro-inflammatoire (anticorps anti-TNF)

3.1.2 - Les chémokines

Le terme de chémokines provient de la contraction des mots chémoattractant et

cytokines. Ce sont de petites protéines de 8 à 10 KDa qui ont initialement été identifiées

comme étant des attracteurs de leucocytes. Elles jouent un rôle clef dans le recrutement et

l'activation des cellules inflammatoires. Les chémokines possèdent un motif structural

hautement conservé et «basé» autour de 4 résidus cystéine. Cette superfamille de cytokines

chémotactiques est divisée en 4 familles en fonction du nombre et de l'espace entre les

cystéines conservées à leur extrémité N-terminale : CXC ou a, CC ou ~, CX3C ou 0, C ou y.

3.2 - Les médiateurs lipidiques

Le PAF (platelet-activating factor) et les eicosanoïdes (prostaglandines, thromboxanes,

leucotriènes et lipoxines) sont synthétisés à partir des phospholipides membranaires sous

l'action d'enzymes (Figure Il). Ces médiateurs sont actifs sur un grand nombre de cellules

impliquées dans la réponse inflammatoire. Ils agissent également comme des facteurs

chémotactiques capables de recruter et de pré-activer les cellules afin de les rendre plus

sensibles à l'action d'autres médiateurs.
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3.2.1 - Le PAF ou «platelet-activating factor»

In vivo, le PAF est un médiateur phospholipidique biologiquement actif. Il est produit

par les monocytes, neutrophiles, basophiles, éosinophiles, mastocytes, lymphocytes,

plaquettes, cellules endothéliales ou encore les fibroblastes. Il agit sur la plupart des cellules,

notamment celles des muscles lisses et les neurones. Le PAF exerce de nombreux effets

physiopathologiques en agissant à des concentrations de l'ordre du nanomolaire. Il reste à la
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surface des cellules endothéliales qui le produisent, où il sert de co-stimulateur des

neutrophiles adhérant à la paroi endothéliale. Il peut induire la bronchoconstriction,

augmenter la perméabilité vasculaire en synergie avec les prostaglandines, diminuer le

volume de plasma, activer les plaquettes, diminuer le rythme cardiaque, induire l'infiltration

de cellules, occasionner des dégâts vasculaires et une nécrose tissulaire, et entretenir la

réaction inflammatoire. Sa durée de vie est très courte mais ses effets biologiques sont

prolongés par la production de médiateurs secondaires (IL-l~, TNF-a, IL-6, IL-8) et le PAF

lui-même. Il active de nombreuses voies de signalisation intracellulaire par l'activation des

protéines à activité tyrosine kinase ainsi que l'activation de la phospholipase A2 et, augmente

par conséquent, la libération d'acide arachidonique et la synthèse des eicosanoïdes.

3.2.2 - L'acide arachidonique et ses dérivés

Au cours des processus inflammatoires, les leucocytes libèrent des médiateurs dérivés

du métabolisme de l'acide arachidonique (AA), acide gras insaturé: les eicosanoïdes. Leur

structure générale de base est à 20 atomes de carbone avec 2 chaînes latérales leur donnant

une forme en épingle à cheveux. Les eicosanoïdes sont synthétisés dans tous les organes et

tous les tissus où ils exercent des fonctions de régulation et des rôles de médiateur dans de

nombreux processus (Tableau 3).

Organes Effets Eicosanoïdes

Vaisseaux
Vasoconstriction (hypertension) PGF2, TXA2, LTC4, LTD4

Vasodilatation (hypotension) PGh, PGE2, PGD4

Plaquettes
Anti-agrégant PGE, PGh

Pro-agrégant TXA2

Bronchoconstriction PGF2, TXA2, LTC4, LTD4
Bronches

Bronchodilatation PGE, PGh

Nausées, diarrhées PGE, PGF
Intestin

Motilité PGE2, PGF2

Estomac
Inhibition de la sécrétion gastrique PGE, PGh

Motilité PGE2, PGF2

Utérus Contraction PGE2, PGF2, TXA2
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Rein
Augmentation de la filtration rénale

POH2, POE" POh
par augmentation du débit sanguin

Hypothalamus et Augmentation hypothalamique et

Hypophyse hypophysaire (ACTH, OHRH)
POE" POE2

Tableau 3. Les effets des eicosanoïdes sur l'organisme
(ACTH : adrenocorticotropic hormone, GHRH : growth hormone releasing hormone)

3.2.2.1 - Les prostaglandines et les thromboxanes

Les prostaglandines sont d'importants médiateurs de l'inflammation, de la douleur et de

la fièvre. Elles peuvent être synthétisées par la plupart des cellules de l'organisme et agissent

en médiateurs lipidiques auto et paracrines. Les deux premières étapes de biosynthèse

(Figure Il) sont catalysées par les prostaglandine endoperoxyde H synthases-1 et -2 (POHS-1

et -2) également appelées cyc1ooxygénases-1 et -2 (CÜX-1 et -2). CüX-1 est l'isoforme

responsable de la synthèse constitutive des prostaglandines (Chandrasekharan et Simmons,

2004), elle est quasiment exprimée dans tous les tissus. Son expression n'est pas affectée par

les stimuli inflammatoires (Miyauchi et al., 2004; Mohammed et al., 2004). En revanche

COX-2, qui est induite par de nombreux stimuli inflammatoires, est absente de la plupart des

tissus à l'exception notamment du SNC. Ainsi, pour le traitement des symptômes associés à la

douleur et à l'inflammation, les médicaments principalement utilisés sont des inhibiteurs de la

COX-2 : les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS).

Le thromboxane A2 (vasoconstriction, bronchoconstriction, agrégation plaquettaire) est

synthétisé par la thromboxane synthase à partir de POH2. Le thromboxane B2, impliqué

également dans l'agrégation plaquettaire, provient de l'hydratation du TXA2. Les

thromboxanes et les prostaglandines possèdent une durée de vie très courte, de l'ordre de la

seconde voire de la minute. Ils doivent donc agir à proximité de leur lieu de synthèse.

3.2.2.2 - Les leucotriènes

Les leucotriènes sont des lipides insaturés à trois doubles liaisons. Ils sont synthétisés à

partir de l'oxydation, catalysée par la 5-lipoxygénase (5-Lü), de l'acide arachidonique, libéré

par la phospholipase A2 (PLA2), en acide 5-hydroperoxyeicosatétraénoïque (5-HPETE). Dans

les cellules au repos, la 5-Lü, comme la PLA2, est localisée dans le cytoplasme et le noyau.
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Lorsque les cellules sont activées pour produire des leucotriènes, la PLA2 et la 5-LO sont

transloquées à proximité de la membrane nucléaire et du réticulum endoplasmique par

l'intermédiaire de la 5-lipoxygenase-activating protein.

Les leucotriènes sont de puissants médiateurs des réponses inflammatoires. Ils sont

impliqués dans la physiopathologie des maladies inflammatoires aiguës et chroniques incluant

notamment l'asthme, l'arthrite, le psoriasis et les maladies inflammatoires intestinales

(maladie de Crohn, rectocolite hémorragique). Contrairement aux prostaglandines, la synthèse

des leucotriènes est restreinte aux cellules inflammatoires comme les neutrophiles,

mastocytes, monocytes / macrophages. Les leucotriènes C4, D4 et E4 sont majoritairement

synthétisés par les éosinophiles, mastocytes, basophiles et macrophages. Ils sont impliqués

dans la réaction anaphylactique grâce à leur capacité à contracter lentement et de façon

entretenue les cellules des muscles lisses. Ils sont particulièrement impliqués dans les

réactions aiguës de bronchoconstriction, dans la vasodilatation et l'accroissement de la

perméabilité vasculaire des veinules post-capillaires. Le LTB4 est un des agents

chémotactiques les plus puissants en particulier pour les neutrophiles, éosinophiles et

monocytes. Il stimule la libération d'enzymes, les flux de cations, l'augmentation de la

concentration cytoplasmique en Ca2
+ et induit la génération d'anions superoxyde (02• -) par

les neutrophiles.

3.2.2.3 - Les lipoxines

Contrairement aux dérivés de l'acide arachidonique cités précédemment, les lipoxines

possèdent des propriétés anti-inflammatoires dont l'action spécifique porte sur les leucocytes.

Une analyse temporelle au cours d'une réaction inflammatoire aiguë montre que la synthèse

des lipoxines est décalée dans le temps. Les lipoxines, en particulier le LX~, interagissent de

façon autocrine avec leurs récepteurs spécifiques exprimés par les leucocytes. Ils agissent

comme de puissants contre-régulateurs des médiateurs inflammatoires lipidiques ou

cytokiniens, entraînant ainsi l'inhibition de l'inflammation (Serhan et Chiang, 2002;

Nascimento-Silva et al., 2005). Par la suite, les lipoxines sont rapidement converties en

composés inactifs par les cellules myéloïdes.

64



Etude bibliographique

4 - Inflammation et système nerveux central

4.1 - De l'inflammation systémique à la neuroinflammation

Le système nerveux central a longtemps été considéré comme un site «lmmuno­

privilégié» échappant à la surveillance du système immunitaire, du fait de la présence de la

barrière hémato-encéphalique (BHE) qui limite les échanges entre le sang et le parenchyme

cérébral. Cependant lors de pathologies cérébrales présentant un caractère inflammatoire, les

cellules immunocompétentes gagnent l'encéphale et permettent, en coopération avec les

cellules du SNC, l'initiation et la propagation de la réaction inflammatoire; on parle alors de

neuroinflammation. L'une des lésions cérébrales les plus fréquemment rencontrées est ce que

les cliniciens qualifient de « rupture de la BHE ». Elle a pour conséquence une augmentation

de la perméabilité de cette barrière, l'apparition d'œdème, l'invasion de cellules immunitaires,

l'activation de la glie (notamment la microglie), et l'expression de la plupart des médiateurs

immunitaires et inflammatoires classiques (protéines du complément, protéines de la phase

aiguë, cytokines).

Une réponse inflammatoire systémique, provoquée par exemple par l'inoculation de

parois de bactéries (lipopolysaccharide), se traduit par la production de médiateurs pro­

inflammatoires (IL-l, IL-6, TNF, ... ). Ceux-ci vont circuler dans le sang et communiquer

avec les neurones sensoriels du nerf vague qui innerve les organes de la cavité abdominale

(Konsman et al., 2002). En effet, il existe 4 voies par lesquelles une réponse inflammatoire

systémique peut communiquer avec le SNC (Figure 12). La première de ces voies fait

intervenir les organes circumventriculaires (région dépourvue de BHE). Les médiateurs pro­

inflammatoires diffusent du sang vers le parenchyme cérébral où ils vont pouvoir alors

interagir avec les populations macrophagiques (microglie). La seconde voie majeure est le

passage au travers de la BHE. Les cytokines activent les cellules endothéliales cérébrales qui

vont activer les macrophages périvasculaires qui, à leur tour, vont activer les macrophages

présents à l'intérieur du parenchyme cérébral. La troisième voie identifiée fait intervenir les

afférences sensorielles du nerf vague qui communique avec les populations neuronales.

Finalement, la quatrième et dernière voie conespond à un transport actif des cytokines, via

leurs récepteurs, au travers de la BHE.
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Figure 12. Voies par lesquelles le LPS affecte la structure et les fonctions cérébrales
(CVO : organes circumventriculaires ; EAO : espèces activées de l'oxygène; LPS :

lipopolysaccharide ; VEGF : vascu/ar endothe/ia/growth factor)

4.2 - Médiateurs impliqués dans la neuroinflammation

4.2.1 - Les cytokines

Tous les membres de la famille des interleukines 1 (IL-l) sont exprimés par les cellules

cérébrales mais à des taux faibles dans le SNC sain. L'expression d'IL-l, en terme d'ARN

messagers et de protéines, est rapidement augmentée lors d'agressions cérébrales comme lors

d'ischémie, ou de stimuli neurotoxiques ou inflammatoires (Figure 13). Les premières cellules

à exprimer l'IL-l sont les cellules microgliales mais d'autres cellules comme les astrocytes,

les cellules endothéliales et probablement les neurones, peuvent produire de l'IL-l. Cette

interleukine pourrait être directement impliquée dans les phénomènes de neurodégénération.
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Figure 13. Relations cytokines / pathologies cérébrales

L'expression et la libération de cytokines pro-inflammatoires par la microglie et les

astrocytes sont des phénomènes typiques de la neuroinflammation (Stoll et al., 1998;

Akiyama et al., 2000; Becher et al., 2000). En plus de l'IL-l, l'IL-6 et le TNF-a sont

également présents lors de maladies neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson,

d'Alzheimer (Tableau 4) (McGeer et McGeer, 1995; McGeer et McGeer, 2001; Cacquevel et

al., 2004), de multiples scléroses, la démence associée au SIDA, les ischémies cérébrales ou

encore les traumatismes cérébraux (Minagar et al., 2002).

Microglie
IL-I
IL-6

IL-S

TNF-a

MIP-I

EAO

MHC Il

Peptide A~
Protéines du complément

Inhibiteurs du complément

Astrocytes
IL-I

IL-6
IL-S

TNF-a

COX-2

SIOO

Peptide A~
Protéines du complément

Inhibiteurs du complément

Tableau 4. Produits et molécules secrétés, par la microglie et les astrocytes, en association avec

la maladie d'Alzheimer
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L'IL-1~ est extrêmement lié aux maladies neurodégénératives, cependant des études

récentes ont démontré que cette cytokine entraînait une remyé1inisation dans le SNC chez

l'adulte (Mason et al., 2001).

4.2.2 - Les chémokines

Elles sont libérées par de nombreuses cellules du SNC (microglie, astrocytes, cellules

endothéliales, neurones) en réponse à une agression (Cartier et al., 2005). Les chémokines

jouent un rôle essentiel au cours de la neuroinflammation en tant que médiateurs de

l'infiltration leucocytaire. Leur surexpression a été mise en évidence dans plusieurs

pathologies telles que les maladies de Parkinson, d'Alzheimer, les accidents vasculaires

cérébraux (AVC) et la démence associée au SIDA.

En effet, des analyses immunohistochimiques de tissus cérébraux provenant de patients

atteints de la maladie d'Alzheimer ont révélé l'expression du récepteur CXCR2 dans les

neurites dystrophiques des plaques séniles (dépôts de peptide ~-amyloïde et de

dégénérescences neurofibrillaires), ainsi qu'une augmentation de l'expression de CCR-3 et -5

dans les astrocytes et la microglie (Xia et Hyman, 1999). Les processus inflammatoires sont

fortement impliqués dans les lésions cérébrales consécutives à un AVC. L'ischémie cérébrale

semble induire une augmentation de l'expression de certaines chémokines (IP-10, MCP-1,

MCP-3) liées à l'accumulation leucocytaire au niveau des tissus lésés. Il a ainsi été montré

une régulation positive du gène codant pour la MCP-3 à la suite de l'occlusion temporaire ou

permanente de l'artère cérébrale moyenne (Wang et al., 1999). La démence associée au SIDA

fait l'objet de recherches intenses. Les cellules cérébrales généralement infectées par HIV-1

sont des cellules microgliales et des astrocytes. De nombreuses études ont montré que les

récepteurs aux chémokines (CXCR4, CCR3, CCR5) sont des co-récepteurs fonctionnels, avec

CD4, et permettent à HIV-1 d'entrer dans les cellules cibles et de transmettre un signal

délétère (Gabuzda et al., 1998).

4.2.3 - COX-2 et les prostaglandines

Les cyc1ooxygénases, comme on a pu le voir précédemment (Figure Il), catalysent la

synthèse des prostaglandines. Elles sont constituées de 2 isoformes : une isofonne constitutive

(COX-1) et une isoforme inductible (COX-2). Cependant dans les reins, la prostate et le

cerveau, COX-2 est constitutive. Elle est ainsi exprimée dans des conditions normales et
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contribue à des fonctions cérébrales fondamentales comme l'activité synaptique, la

consolidation de la mémoire et l'hyperhémie fonctionnelle.

Lors d'états inflammatoires, l'expression de COX-2 est augmentée au mveau des

cellules endothéliales, des astrocytes et de la microglie par de nombreux facteurs (facteurs de

croissance, IL-l~, TNF-a, LPS, esters de phorbol, concentrations élevées en Ca2+) ce qui

entraîne une élévation des taux cérébraux en POE2. Il est montré que COX-2 est exprimée de

manière importante chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer (Hoozemans et al.,

2001). De plus, l'expression de la PLA2 est également augmentée au cours de pathologies

neurodégénératives (Bazan et al., 2002) permettant ainsi d'augmenter le substrat des

cyclooxygénases, l'acide arachidonique. Le même constat peut-être fait chez des patients

atteints de sclérose amyotrophique latérale (AImer et al., 2001) pour lesquels les taux de

COX-2 et de POE2 sont fortement élevés. C'est ainsi qu'on a pu voir apparaître sur le marché

les anti-inflammatoires non stéroïdiens, dont leur rôle est de bloquer l'inflammation en

diminuant au préalable l'activité des cyclooxygénases.

4.2.4 - Le monoxyde d'azote (NO·)

Pour conserver des fonctions cérébrales normales, le métabolisme du NO· apparaît

nécessaire. La surproduction de NO· a été montrée dans de nombreuses pathologies

cérébrales comme les maladies d'Alzheimer, de Parkinson et de nombreuses scléroses (Heales

et al., 1997; Heales et al., 1999). La neuroinflammation semble être responsable d'un cycle

vicieux dans lequel l'inflammation gliale entraîne la génération de NO· (Hunot et Hirsch,

2003). Cette production de NO· provoque le relarguage d'un neurotransmetteur excitateur, le

glutamate, qui entraîne une augmentation des taux de Ca2
+ intracellulaires suite à l'activation

de récepteurs NMDA (Stewart et al., 2002). Cela aura pour conséquence d'activer les NO

synthases qui vont dégrader l'arginine en citrulline et NO·. Le monoxyde d'azote, mais

également son métabolite toxique, le peroxynitrite, pourront entraîner des dommages à l'ADN

(Bentz et al., 2004) ou diminuer l'activité des complexes de la chaîne respiratoire

mitochondriale (Bolanos et al., 1997). Il faut également noter que la susceptibilité des cellules

cérébrales au NO· et au peroxynitrite est dépendante des taux de glutathion réduit (OSH)

intracellulaires et des voies de signalisation de résistance au stress oxydant. Les neurones,

contrairement aux astrocytes qui possèdent des taux élevés en glutathion intracellulaire,

semblent particulièrement vulnérables. Cela expliquerait l'implication du NO· dans les

nombreux désordres neurologiques.
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D - Le stress oxydant

1 - Définition

Le stress oxydant cellulaire est classiquement défini comme étant l'altération de la

balance redox intracellulaire en faveur de conditions oxydantes. Cette rupture d'équilibre

(Figure 14) peut avoir de multiples origines dont les principaux acteurs sont les espèces

àctivées de l'oxygène (EAO). En effet, l'organisme peut avoir à faire face à une production

d'EAO trop forte pour être maîtrisée, observée lors d'intoxication aux métaux lourds,

d'irradiation (UV), d'ischémies / reperfusions suivant les thromboses. La rupture d'équilibre

peut provenir d'une défaillance nutritionnelle ou d'une carence en un ou plusieurs des anti­

oxydants appo11és par la nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments. Enfin, la

mauvaise adaptation peut résulter d'anomalies génétiques responsables d'un mauvais codage

soit d'une protéine enzymatiquement anti-oxydante, soit d'une protéine synthétisant ou

régénérant un anti-oxydant (y-glutamylcystéine synthétase) ou alors d'un promoteur de ces

mêmes gènes que la mutation rendra incapable de réagir à un excès d'EAO. Généralement, le

stress oxydant se produit dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance.

vitamines (C et E)

, , $ ubiquinone
~.'> '~"" •

caroténoïdes glutathlon

acide urique flavonoïdes

superoxyde dismutase catalase

glutathion peroxydase
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alcool en excès
agents cancérigènes

Figure 14. Equilibre entre les EAO et les différents systèmes de détoxification
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2 - Les acteurs: les espèces activées de l'oxygène

2.1 - Définition

Les espèces activées de l'oxygène, ou EAO, dérivent de l'oxygène moléculaire. Ce sont

soit des radicaux libres, soit des molécules. Un radical libre est un atome ou une molécule,

neutre ou chargé, qui a la particularité de porter un électron célibataire (ou non apparié) sur sa

couche externe. Les radicaux libres sont généralement instables et peuvent réagir plus ou

moins rapidement avec d'autres molécules chimiques environnantes du fait de leur électron

célibataire. Ils peuvent soit arracher un électron (et sont des oxydants) soit en céder un (et sont

des réducteurs). Ces réactions radicalaires conduisent souvent à la formation d'un nouveau

radical et le phénomène peut se propager par des réactions en chaîne (Figure 15).
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Figure 15. Diversité et réactivité des EAO
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2.2 - La chimie de l'oxygène

2.2.1 - Structure électronique et réduction monoélectronique de l'oxygène

La molécule d'oxygène est un bi-radical. Il possède deux électrons non appariés sur des

orbitales externes différentes avec des spins parallèles. L'oxygène cherche à capter des

électrons pour réapparier ses électrons célibataires et peut être ainsi un bon agent oxydant.

Cependant, selon la mécanique quantique, il ne peut y avoir réaction spontanée de l'oxygène

avec les molécules organiques ce qui nous évite ainsi de brûler. De ce fait, l'oxygène

moléculaire a une réactivité limitée. En revanche, il a tendance à accepter les électrons un par

un. La Figure 16 montre les produits successifs de la réduction monoélectronique de

l'oxygène (Calderon et Roberfroid, 1988).

O2 + 1e- ~
O

2
• -

O2• - + 1e- + 2 H+ ~ H20 2

H20 2 + 1e- + 1 H+ ~ ·OH + H20

·OH+ 1e-+ 1 H+ ~ H20

O2 + 4e-+4 H+ ~ 2 H20

Figure 16. Réduction monoélectronique de l'oxygène moléculaire

2.2.2 - Les différentes EAO

Dans les conditions quotidiennes normales, des espèces activées de l'oxygène sont

produites en permanence en faible quantité (Figure 17). Cette production physiologique est

parfaitement maîtrisée par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau

d'EAO présentes.
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Figure 17. Transformation des EAO produites à partir de l'oxygène moléculaire
(CAT: catalase, GPX : glutathion peroxydase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé,

SOD : superoxyde dismutase)

2.2.2.1 - L'oxygène singulet (102)

Un gain d'énergie par activation photochimique de l'oxygène entraîne le déplacement

d'un des éiectr0l1s célibataires et dOlme une forme beaucoup plus réactive appelée oxygène

singulet. Cette espèce n'est pas un radical libre mais possède un fort pouvoir oxydant.

2.2.2.2 - L'anion superoxyde (02.-)

Il provient de la réduction monoélectronique de l'oxygène moléculaire:
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Cet anion superoxyde est relativement réactif. Il a cependant une demi-vie très courte (10-6 s)

et est peu diffusible. Il est le précurseur d'autres EAO. En solution aqueuse, il peut se

comporter comme un réducteur. Il réduit notamment les formes oxydées de divers métaux de

transition, le fer en particulier:

Ce fer ferreux (Fe2+) est très dangereux car il intervient dans la réaction de Fenton (décrite par

la suite). Cependant, cette réduction du Fe3+ par 1'02• - est considérée comme peu importante

in vivo (Liochev et Fridovich, 1994). Toute réaction engendrée par l'anion superoxyde est en

compétition avec la réaction de dismutation de cet anion.

2.2.2.3 - Le monoxyde d'azote (NO·)

Le radical NO· est synthétisé à partir de l'arginine, en présence d'oxygène, par l'action

d'au moins trois isofonnes de NO synthases (NOS) : la NOS neuronale (nNOS ou NOS 1), la

NOS inductible (iNOS ou NOS II) et la NOS endothéliale (eNOS ou NOS III). Le NO·, qui

diffuse à travers les membranes, a une demi-vie de l'ordre de la seconde. Il joue le rôle de

second messager, comme neurotransmetteur dans les neurones (Jacintho et Kovacic, 2003) ou

dans la régulation de la vasodilatation et de l'agrégation plaquettaire (Wallis, 2005). A pH

physiologique, il peut réagir avec l'anion superoxyde et former des peroxynitrites, composés

fortement oxydants pouvant produire des radicaux hydroxyles. Il peut également inactiver

diverses enzymes anti-oxydantes, telles que la catalase, la glutathion peroxydase et les

superoxyde dismutases (Lawler et Song, 2002).

2.2.2.4 - Le peroxyde d'hydrogène (H20 2)

L'anion superoxyde 02· - peut disparaître par dismutation spontanée ou sous l'action de

superoxyde dismutases :

Dans cette réaction, l'un des O2• - est oxydé en O2 et l'autre réduit en H20 2. Le peroxyde

d'hydrogène est plus stable que 1'02• -. De par sa diffusion dans les milieux aqueux et
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lipidiques, l'H20 2 est une vraie« bombe» mobile. Ce n'est pas un radical mais, par réduction

monoélectronique, il donne naissance à un des radicaux les plus réactifs, le radical hydroxyle.

2.2.2.5 - Le radical hydroxyle C-OH)

Ce radical a une durée de vie de l'ordre de 10-11 s et possède une très grande réactivité

dans les milieux biologiques. Il oxyde pratiquement toutes les macromolécules voisines telles

que les acides nucléiques, les protéines, les acides gras polyinsaturés et les glucides.

Le radical hydroxyle peut être formé par plusieurs réactions:

- la scission homolytique (par radiolyse, photolyse, ... ) de la liaison -0-0- de

l'H20 2 conduit à la formation de 2 ·OH.

- la réaction de Fenton se produit en présence de métaux de transition et en

particulier d'ions ferreux (Fe2+). Le fer étant naturellement présent sous la forme d'ions

ferriques (Fe3+), divers réducteurs de Fe3+(dont l'anion superoxyde) fournissent les ions Fé+.

- la réaction d'Haber Weiss donne naissance au radical ·OH en présence

d'02· - et d'H20 2 (elle se produit en présence de fer comme catalyseur) :

- la réaction entre le monoxyde d'azote produit par certaines cellules (cellules

endothéliales, macrophages et cellules nerveuses) et l'anion superoxyde peut être une autre

source de production du radical hydroxyle.

2.2.2.6 - Les radicaux alkyles R· et peroxyles RaO·

A titre d'exemple, les radicaux R· et RaO· sont générés suite à l'action oxydante de

·OH sur les chaînes d'acides gras polyinsaturés (RH). R· et RaO· sont à l'origine des

processus radicalaires en chaîne et en particulier de la peroxydation lipidique.

2.3 - Les différentes sources d'EAO
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Au sein de la cellule, tous les processus qui utilisent de l'oxygène sont susceptibles de

produire des EAO.

2.3.1 - Les sources non mitochondriales

2.3.1.1 - Sources enzymatiques

~ Les NAD(P)H oxydases

Les cellules phagocytaires activées produisent de larges quantités d'anions superoxyde

et dérivés via l'isoforme phagocytaire de la NADPH oxydase (Babior, 1999) selon la

réaction:

202 + NADPH - 2 O2-- + NADP+ + H+

L'02- - est rapidement dismuté en H20 2 qui donnera, par la réaction de Fenton, de

l'-OH. De plus, l'activité de la myéloperoxydase dans les phagocytes catalyse la réaction

conduisant à l'acide hypochloreux (CIOH), un puissant agent oxydant antimicrobien :

Dans un contexte inflammatoire, cette production maSSIve d'EAO, consommatrice

d'oxygène, est appelée la flambée oxydante ou « oxidative burst », et joue un rôle clé dans la

défense contre les organismes pathogènes.

Il existe également une NAD(P)H oxydase non phagocytaire (qui utilise le NADPH et

le NADH) qui présente un certain nombre de différences par rapport à la NADPH

phagocytaire. Elle joue un rôle dans la régulation des voies de signalisation intracellulaire

dans plusieurs types de cellules non phagocytaires telles que les cellules du système

cardiovasculaire (cellules endothéliales, cellules musculaires lisses, cardiomyocytes)

(Griendling et al., 2000).

~ Les oxydases
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Les oxydases utilisent l'oxygène moléculaire pour effectuer des réactions cataboliques.

La xanthine oxydase (catabolisme des purines) est impliquée dans l'oxydation de la xanthine

en acide urique avec production d'anions superoxyde. Le rôle de cette production d'EAü

dépendante de la xanthine oxydase a ainsi été démontré dans la physiopathologie des lésions

d'ischémie-reperfusion mais aussi dans la réponse inflammatoire (Meneshian et Bulk1ey,

2002). Les monoamines oxydases (MAO) sont impliquées dans le catabolisme des

monoamines (dopamine, noradrénaline). Le peroxyde d'hydrogène généré peut pénétrer à

l'intérieur de la mitochondrie et causer des dommages par oxydation, notamment de l'ADN

mitochondrial (Hauptmann et al., 1996). Il a également été montré que les amines oxydases,

en particulier celles localisées au niveau de la membrane plasmique, pouvaient avoir une

action insulinomimétique dans les adipocytes (Fontana et al., 2001).

~ Les cytochromes P450 monooxygénases

Comme on a pu le voir précédemment, les cytochromes P450 sont impliqués dans la

détoxification de nombreux composés. Le substrat se fixe sur l'enzyme et est oxydé par

fixation d'un groupe hydroxyle. Cependant, la fixation de substrat peu ou pas oxydable (pour

des raisons stériques ou chimiques) au cytochrome P450 favorise la production d'Oz· - (Cross

et Jones, 1991).

~ Les lipoxygénases / cyclooxygénases

Certaines étapes de la biosynthèse des eicosanoïdes (prostaglandines, prostacyclines,

thromboxanes et leucotriènes), formés par l'action de la lipoxygénase ou de la

cyclooxygénase, produisent des radicaux ROO· et ·OH.

2.3.1.2 - Sources non enzymatiques

~ Cycle redox de certains xénobiotiques

Le cycle redox de certains xénobiotiques nécessite, dans une première étape, la

réduction monoélectronique par une enzyme (NADPH cytochrome P450 réductase dans le

réticulum endoplasmique ou NADH déshydrogénase dans la mitochondrie par exemple). La
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molécule réduite réagit avec l'oxygène pour redonner la molécule oxydée et de 1'02· -. Le

cycle peut continuer tant qu'il y a de l'oxygène et du NAD(P)H. C'est le cas pour des

polluants (paraquat) ou des médicaments (adriamycine, agent anticancéreux).

La ménadione (2-méthyl-l,4-naphtoquinone ou vitamine K3 ; Figure 18) est souvent

utilisée comme outil expérimental d'étude du stress oxydant (Livertoux et al., 1996; Chiou et

Tzeng, 2000). En effet, la semiquinone, produite par réduction monoélectronique de la

ménadione, interagit avec des molécules d'oxygène et engendre la production

stoechiométrique d'02·-.

o

Figure 18. Structure de la ménadione

~ Oxydo-réduction du fer

Dans l'organisme, le fer existe sous deux formes: le fer héminique et non héminique.

Le fer non héminique est présent dans de nombreuses enzymes et correspond aux formes de

transport du fer (par la transferrine) et de réserve (par la ferritine). La ferritine maintient le fer

sous la forme ferrique Fe3
+. Une production d'anions superoxyde dans l'environnement très

proche de la ferritine, peut entraîner la réduction du Fe3
+ en Fe2

+ et sa mobilisation, celui-ci

permettant la réaction de Fenton (en présence de H202) et donc la production d'·OH

(Samokyszyn et al., 1988). Tout comme 1'02• -, l'acide ascorbique (ou vitamine C réduite,

AH2) est capable de réduire le Fe3+ en Fe2
+.

L'administration de vitamine C chez des patients ayant une surcharge en fer a provoqué

de sévères problèmes, cel1ainement dus à la production d'·OH in vivo.
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2.3.2 - Les sources mitochondriales

Une proportion significative d'oxygène (2 à 6%) échappe à la réduction complète en

molécule d'eau et subit une réduction monoélectronique au niveau des complexes 1 et III de la

chaîne respiratoire (Turrens, 1997; Turrens, 2003), ceci donnant naissance à l'anion

superoxyde. Sachant que 70 à 80% de 1'02· - cellulaire est produit au niveau de la chaîne

respiratoire mitochondriale, cette dernière est donc le site majeur de production d'02· - dans

la cellule.

La contribution relative des différents complexes de la chaîne respiratoire (Figure 19) à

la production totale d'02· - mitochondrial dépend fortement du tissu examiné (Kwong et

Sohal, 1998). Il a longtemps été considéré que le complexe III était le site prépondérant de

génération d'anions superoxyde. En effet, il était proposé que la production d'02· - par le

complexe 1soit équivalente à 50% de celle produite par l'ubisemiquinone (Turrens et Boveris,

1980). Mais ces dernières années, le rôle majeur joué par le complexe l, notamment dans les

cellules du cerveau, a été clairement mis en évidence (Barja, 1999; Liu et al., 2002). De plus,

le complexe 1 est le site majeur de production dans plusieurs situations physiopathologiques

(vieillissement, maladies neurodégénératives) (Robinson, 1998; Schapira, 1998).

Il a été montré sur mitochondries isolées, et en absence d'ADP, que la production

d' O2• - par la chaîne respiratoire est élevée lorsque le substrat oxydé est le succinate (donneur

de FADH2, substrat du complexe II). Or cette production d'02· -, dépendante du succinate, est

bloquée par la roténone (insecticide naturel), révélant ainsi que la production d'02· - est due

essentiellement au complexe 1 et non au complexe III (Turrens et Boveris, 1980; Liu et al.,

2002). Ces résultats ont également démontré que la production d'02· - par le complexe 1 se

faisait majoritairement lors du transfert inverse des électrons du succinate vers le NAD+, la

production d'02· - au cours du transit des électrons du complexe 1vers le coenzyme Q jouant

un rôle minime. Ce transport inverse des électrons ne se fait qu'en cas de potentiel de

membrane élevé. En effet, la production d'02· - par le succinate est bloquée par l'addition

d'ADP ou de découplant (Liu et al., 2002). Lorsque la chaîne respiratoire fonctionne

intensément et que le potentiel de membrane est faible, les électrons ne remontent pas du

complexe II au complexe 1 mais vont dans le sens classique vers le complexe III. Deux

théories se confrontent quant au véritable site de production de 1'02• - au sein du complexe 1.

Une première hypothèse (Genova et al., 2003) énonce qu'un centre Fe-S, parmi les 7 présents

dans le complexe l, serait la source de l'addition directe d'un électron à l'oxygène ou

indirecte via la réduction de quinones exogènes hydrophiles. Ces quinones sont alors sous
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forme semiquinone instable et peuvent réduire l'oxygène en O2• -. D'autres travaux proposent

que ce soit le groupement FMN qui soit responsable de la production d'anions superoxyde

(Liu et al., 2002).

Plusieurs expériences ont permIs de démontrer que le coenzyme Q, sous sa forme

ubisemiquinone QH, est responsable de la production d'02· - (TuiTens et al., 1985).

membrane
interne

matrice

chatne respiratoire

NADH

Complexe 1

Fumarate

Complexe IV

Figure 19. Schématisation de la chaîne respiratoire mitochondriale

3 - Les systèmes de défenses anti-oxydantes

Notre organisme a développé des défenses anti-oxydantes pouvant nous protéger contre

les effets potentiellement destructeurs des EAO. Ainsi, il existe un équilibre entre la

production et J'élimination des EAO.
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3.1 - Le glutathion : pièce maîtresse de la défense anti-oxydante

Le glutathion réduit (OSH) est un tripeptide (L-'y-Olutamyl-L-Cystéinyl-Olycine). Il joue

un rôle à divers niveaux dans la lutte contre le stress oxydant. C'est un tripeptide ubiquitaire

retrouvé chez les mammifères, la plupart des plantes et les microorganismes. Dans les

conditions physiologiques, le OSH est maintenu en équilibre dans le cytosol avec sa forme

oxydée disulfure (OSSO). Sa concentration cytosolique, de l'ordre du millimolaire, en fait le

thiol non-protéique prédominant.

De façon générale, le OSH :

- assure le maintien de l'équilibre redox intracellulaire

- assure le maintien des anti-oxydants non enzymatiques (thiols, vitamines)

sous leur forme réduite biologiquement active

- régule l'expression et/ou l'activation de facteurs de transcription sensibles à

l'oxydation et nécessaires au fonctionnement de la réponse anti-oxydante

- exerce un effet cytoprotecteur en neutralisant les métabolites du stress

oxydant à l'aide de ses propriétés réductrices

- sert de forme de stockage et de transport permettant l'approvisionnement

cellulaire en L-cystéine

- sert de cofacteur à plusieurs enzymes (glyoxylases, formaldéhyde

déshydrogénases, ... )

- module des processus neuro-immuno-endocrines, la synthèse d'ADN, le

métabolisme des microtubules, la prolifération cellulaire et la réduction des leucotriènes.

Le OSH est synthétisé dans la cellule par la y-glutamylcystéine synthétase (y-OCS),

dont l'expression est induite lors d'un stress oxydant. L'addition de N-acétylcystéine (NAC),

un précurseur du glutathion, protège les cellules du stress oxydant en stimulant la synthèse de

glutathion (Dringen et Hamprecht, 1999; Dringen, 2000).

3.2 - Les autres molécules anti-oxydantes

Certains composés anti-oxydants comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate), le

coenzyme Q (ubiquinone), ou les caroténoïdes appOliés par les aliments, agissent en piégeant

les radicaux et en captant l'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables

(Krinsky, 1989). La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit

régénérée par un autre système. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est
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elle-même régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases (Packer, 1991). De très

nombreux composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols,

alcaloïdes, phytates (Bors et al., 1990).

3.3 - Les principales protéines enzymatiques éliminant les EAa

3.3.1 - Les superoxyde dismutases

Les superoxyde dismutases (SaD) catalysent la dismutation de l'anion superoxyde en

peroxyde d'hydrogène et oxygène:

Il existe 4 fonnes différentes de SaD selon la nature du métal cofacteur présent au

niveau de leur site réactif: la saD Cu/Zn, la saD Mn, la saD Fe et la saD Ni.

Chez les mammifères, la SOD Cu/Zn intracellulaire est surtout localisée dans le cytosol.

Elle est présente en faible quantité dans les peroxysomes et le noyau. Il existe également une

SOD Cu/Zn extracellulaire localisée au niveau des espaces extracellulaires des tissus mais

aussi dans le plasma. L'activité de cette saD Cu/Zn représente 80% de l'activité SOD totale

de la cellule. Elle est inhibée par le cyanure. L'activité de la saD Mn représente 20% de

l'activité totale cellulaire. Elle est insensible au cyanure mais est inhibée par le peroxynitrite.

Cette saD est localisée essentiellement dans la mitochondrie.

La SaD Fe est présente chez les procaryotes, chez des eucaryotes inférieurs comme les

protozoaires et dans les chloroplastes. La SaD Ni, quant à elle, a été découverte dans le

cytosol de différentes espèces de Streptomyces.

Ces superoxyde dismutases, en éliminant les premières EAa fonnées (02e-),

représentent la première ligne de défense de la cellule. Les localisations de la saD Cu/Zn et

de la saD Mn sont complémentaires, ce qui assure la protection de tous les compartiments

intracellulaires. L'action des SOD est couplée à celle d'enzymes décomposant le peroxyde

d'hydrogène (catalase, glutathion peroxydase).
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3.3.2 - La catalase

Dans la cellule, la catalase est présente dans les hématies et les peroxysomes. Elle

transforme le peroxyde d'hydrogène en oxygène et eau. C'est une enzyme efficace qui est

active même lorsque la teneur en H20 2est élevée (Lledias et al., 1998).

3.3.3 - La glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases (GPX 1 à 4) sont des enzymes qui décomposent l'H202 et

les hydroperoxydes (ROOH) en eau et alcool respectivement et ce en présence de GSH et de

sélénium. La GPXl joue un rôle majeur dans la plupart des tissus et est présente dans le

cytosol mais également dans la matrice mitochondriale. L'isoforme GPX2, cytoplasmique, a

une expression tissulaire très faible excepté dans le tractus gastro-intestinal. L'isoforme GPX3

est essentiellement présente dans le plasma. La GPX4, appelée aussi hydroperoxyde

glutathion peroxydase, exerce son action spécifiquement au niveau des membranes en

réduisant les hydroperoxydes du cholestérol et des phospholipides présents dans les

membranes.

Le maintien de l'activité de la GPX implique le recyclage du glutathion oxydé (GSSG)

en glutathion réduit (GSH) par l'activité de la glutathion réductase et de la glucose-6­

phosphate déshydrogénase (Figure 20).
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Figure 20. Mécanismes régulant "homéostasie du glutathion
(6-PG : 6-phosphogluconate, G6P : glucose-6-phosphate, G6PDH : glucose-6-phosphate
déshydrogénase, GPX : glutathion peroxydase, GR : glutathion réductase, GSH : glutathion
réduit, GSSG : glutathion oxydé, y-GCS : y-glutamylcystéine synthétase)

4 - Les EAü : régulation des voies de signalisation et de l'expression génique

Les EAü et l'état redox intracellulaire influencent l'activité de protéines impliquées

dans différentes fonctions cellulaires. Certaines d'entre elles sont impliquées dans la

régulation du métabolisme: l'aconitase par exemple qui fait paliie du cycle de Krebs ou

encore la glycogène synthase kinase qui intervient dans le métabolisme du glucose (Nemoto

et al., 2000). D'autres protéines appartiennent à des voies de signalisation qui contrôlent les

processus de prolifération cellulaire ou de différenciation. Les EAü contrôlent aussi l'activité

de certains facteurs de transcription.

La modification d'activité de ces protéines est la conséquence, la plupmi du temps, de

l'oxydation d'une cystéine critique pour la fonction de la protéine. Le degré de sensibilité des

protéines à cette régulation redox dépend de leur structure et de leur aptitude à être modifiées

par oxydation.
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4.1 - Oxydation des résidus cystéine

Certains acides aminés comme la cystéine sont particulièrement sensibles à l'oxydation

via leur groupement thiol. L'oxydation peut se faire directement par les EAO (02· - ou H20 2)

ou par des modifications du potentiel redox d'un couple prépondérant comme celui du

glutathion. Un environnement oxydant favorise la formation de ponts disulfures (-S-S-) au

niveau des cystéines. De plus, le groupement thiol (-SH) peut être oxydé en groupe sulfénique

(-SOH), sulfinique (-S02H) voire sulfonique (-S03H). Sous l'action de réducteurs recyc1ables

(thiorédoxine, glutathion), ces oxydations sont réversibles.

Ces cystéines peuvent se trouver dans des domaines particulièrement importants pour

l'activité de la protéine (Morel et Barouki, 1999). Leur oxydation peut donc modifier le

comportement de la protéine. Ces cystéines critiques peuvent se situer :

- dans des domaines essentiels pour la conformation tridimensionnelle de la protéine ;

l'oxydation anormale peut alors modifier la structure globale et donc la fonction de la

protéine;

- dans les domaines catalytiques d'enzymes, l'oxydation peut donc créer un changement

d'activité de la protéine;

- dans le domaine d'interaction d'un facteur de transcription avec sa séquence consensus

d'ADN, l'oxydation peut alors modifier sa capacité de liaison à l'ADN;

- dans des domaines de dimérisation de certains facteurs de transcription, c'est le cas

des protéines « à doigt de zinc» (des cystéines participent en effet à la coordination de cations

métalliques comme le Zn2+). Ainsi, la dimérisation d'un facteur de transcription peut être

affectée.

4.2 - Régulation redox des protéines kinases et phosphatases

Les EAO et l'état redox peuvent modifier l'activité de protéines kinases ou

phosphatases (Chiarugi et Cirri, 2003). Par exemple, un traitement avec le peroxyde

d'hydrogène provoque une augmentation massive de la phosphory1ation des résidus tyrosine,

et ce sur de nombreuses protéines (Kamata et Hirata, 1999; Allen et Tresini, 2000). La plupart

du temps cet effet passe par une inactivation des protéines phosphatases plutôt qu'une

activation directe des protéines kinases. En effet, il a été démontré que l'H20 2 et 1'02• - sont à

l'origine de l'oxydation spécifique (et réversible) d'un résidu cystéine localisé dans le site
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catalytique des tyrosine phosphatases les rendant inactives (Denu et Tanner, 1998; Barrett et

al., 1999).

Les MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases) sont des sérine thréonine kinases qui

servent de relais dans la signalisation intracellulaire déclenchée par des facteurs

extracellulaires (facteurs de croissance, cytokines inflammatoires, UV, stress oxydant ... ), et

transmettent les signaux de la membrane plasmique jusqu'au noyau via la phosphorylation de

certains facteurs de transcription. Les trois membres de cette famille, ERKl/2 (Extracellular

signal Regulated Kinase), JNK (cJun N-terminal Kinase) et p38 MAPK sont phosphorylés et

donc activés suite à une administration extracellulaire de H202, ce phénomène étant bloqué

par un prétraitement avec des anti-oxydants (Guyton et al., 1996; Lo et al., 1996). Ce

mécanisme est mis en jeu par exemple lors de la régulation redox du facteur de transcription

AP-1 (Activator Protein-l). Le peroxyde d'hydrogène entraînerait l'activation oxydative de

MAPK, qui phosphorylerait cJun ; cette phosphorylation étant nécessaire à l'activité du

complexe AP-1 (Schulze-Osthoff et al., 1995).

4.3 - Régulation redox des facteurs de transcription

De nombreux facteurs de transcription (NFKB, AP-1, p53, ... ) sont régulés par l'état

redox de la cellule. Cette régulation redox peut se faire soit directement via l'oxydation de

cystéines critiques au sein même du facteur de transcription soit indirectement via la

modification oxydative de l'activité de protéines kinases / phosphatases en amont des facteurs

de transcription.

L'activation du facteur de transcription NFKB par divers stimuli (UV, LPS ou TNF-a)

est bloquée par l'addition d'anti-oxydants, comme la NAC, le PDTC (pyrolidine

dithiocarbamate) ou la vitamine E, mais aussi par la surexpression d'enzymes anti-oxydantes

(Meyer et al., 1994; Schulze-Osthoff et al., 1995; Manna et al., 1998). Le peroxyde

d'hydrogène, second messager commun aux divers activateurs de NFKB, stimule la

phosphorylation d'IKB (soit via l'inactivation de phosphatases soit via l'activation de kinases

(IKK, IKB Kinase) en amont d'IKB). Le peroxyde d'hydrogène, en activant la dégradation

d'IKB, entraîne la translocation nucléaire de NFKB et donc son activation. Cependant, un

article récent propose que la NAC et le PDTC, bloqueraient l'activation de NFKB par le

TNF-a par des propriétés autres que leur activité anti-oxydante (Hayakawa et al., 2003). La

NAC empêcherait la liaison du TNF-a à son récepteur tandis que le PDTC inhiberait l'activité
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ubiquitine ligase dirigée contre IKB phosphorylée, indépendamment de leur activité anti­

oxydante. Cet article remet ainsi en cause les études (nombreuses) démontrant la régulation

redox de NFKB.

AP-l est un dimère composé de deux protooncogènes cFos et cJun. Différents agents

oxydants (peroxyde d'hydrogène, rayonnements UV) activent AP-l d'au moins deux

manières différentes (Schulze-Osthoff et al., 1995) : augmentation des ARNm codant pour

cFos et cJun et augmentation de l'activité d'AP-l par la phosphorylation dépendante de

MAPK. Il est à noter que, comme NFKB, activation et liaison à l'ADN sont deux étapes

différemment sensibles à l'état redox de la cellule. En effet, cJun possède une cystéine

critique dans le domaine de liaison à l'ADN qui doit être sous forme réduite pour permettre

l'interaction avec l'ADN.

Ces deux exemples de régulation redox de NFKB et AP-l montrent que le site

subcellulaire de production d'EAO a une importance fondamentale: des taux relativement

élevés d'EAO dans le cytoplasme ou dans le noyau ont des répercussions totalement opposées

sur l'activité de ces facteurs de transcription. Ainsi, ces régulations sont rapides, réversibles et

ne nécessitent pas la synthèse protéique de nova. D'après ces caractéristiques, la biologie des

EAO pourrait être comparée à celle de l'AMPc, second messager fondamental dans la cellule.

5 - Implications physiopathologiques des EAO

Les EAü et le stress oxydant sont impliqués dans de nombreuses pathologies (cancer,

diabète, athérosclérose, maladies neurodégénératives ... ) (Figure 21). Cependant, on ne sait

pas toujours s'ils en sont la cause ou la conséquence. L'importance des EAü et du stress

oxydant dans le développement normal et pathologique a été (et est) particulièrement

démontrée grâce à la création de souris transgéniques dont les gènes codant pour les enzymes

anti-oxydantes ont été invalidés (Wallace, 2001).
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Figure 21. Pathologies associées aux EAO
(Favier, 1997)

5.1 - Les maladies neurodégénératives

La trisomie 21 (ou syndrome de Down) est la cause la plus fréquente de retard mental et

est communément associée au développement de la maladie d'Alzheimer chez l'adulte. Des

neurones corticaux fœtaux, issus de sujets atteints de la trisomie 21, montrent des taux d'EAO

3 à 4 fois supérieurs aux cellules cérébrales normales. La dégénération de ces neurones

corticaux peut être stoppée par des traitements avec des piégeurs de radicaux libres ou de la

catalase (Busciglio et Yankner, 1995). La SOD Cu/Zn présente une expression élevée dans

une grande variété de types cellulaires et organes comme les érythrocytes, les plaquettes, les

fibroblastes, les lymphocytes et le cerveau de fœtus. Cette augmentation d'expression de la

SOD semble être la cause de l'élévation des taux d'H20 2 et du déplacement de l'équilibre de

la balance EAO / systèmes anti-oxydants. Par ailleurs, la transfection stable de cellules, afin

de surexprimer la SOD Cu/Zn, accroît la peroxydation lipidique. Les cellules exhibant une

augmentation du rapport SOD Cu/Zn / glutathion peroxydase et une augmentation de

l'activité catalase présentent des taux intracellulaires élevés de peroxyde d'hydrogène et des

aspects typiques de sénescence cellulaire (croissance faible, morphologie altérée) (de Haan et
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al., 1996). Un phénotype similaire de sénescence est observé chez des enfants atteints du

syndrome de Down et sur des cellules directement exposées à l'H20 2 (de Haan et al., 1996;

Bladier et al., 1997). Des souris transgéniques SOD Cu/Zn montrent des signes de

vieillissement prématuré et un dysfonctionnement neuromusculaire (Avraham et al., 1991).

En effet, les jonctions neuromusculaires des muscles des pattes de ces souris présentent des

changements pathologiques similaires à ce que l'on rencontre au niveau des muscles de rats et

souris âgés et au niveau des muscles de la langue chez des individus atteints du syndrome de

Down (Yarom et a!., 1986; Yarom et al., 1987).

La maladie d'Alzheimer est un désordre neurodégénératif caractérisé par une

diminution progressive des fonctions cognitives et une perte neuronale importante. Le cerveau

de patients atteints présente de nombreuses plaques amyloïdes et d'enchevêtrements

neurofibrillaires. Il a été montré, dans le liquide cérébrospinal de patients décédés de la

maladie d'Alzheimer, que la production d'EAO dans le cerveau pouvait entraîner une

augmentation d'un produit de la peroxydation lipidique, le 4-hydroxynonénal (4-HNE)

(Cecchi et al., 2002) et entraîner des modifications de la protéine amyloïde ~ (Multhaup et a!.,

1997).

La sclérose amyotrophique latérale est une maladie neurodégénérative qui affecte

essentiellement les neurones moteurs de la moelle épinière et du tronc cérébral.

Approximativement 10% des cas sont liés à une transmission héréditaire. 1/5e des familles

touchées par cette pathologie présente des mutations du gène codant pour la SOD Cu/Zn,

suggérant ainsi l'implication des EAO dans cette maladie neurodégénérative (Stathopulos et

al., 2003). Plusieurs lignées de souris transgéniques, portant une mutation sur le gène de la

SOD, ont développé des phénotypes pathologiques et cliniques identiques à ceux rencontrés

chez les patients atteints par la sclérose amyotrophique latérale (Tu et al., 1997). La mutation

du gène de la SOD Cu/Zn entraîne une mort neuronale par apoptose par l'activation des

caspases 1 et 3 (Pasinelli et a!., 2000).

5.2 - La théorie du vieillissement

Selon la théorie de Hannan (1956), les dommages oxydatifs causés par les EAO seraient

la cause majeure du vieillissement. Ceci est basé sur de nombreuses observations

expérimentales et cliniques, y compris le fait que plusieurs maladies liées au vieillissement

sont le résultat de lésions oxydatives aux macromolécules. Il y aurait une corrélation inverse

entre la durée de vie et les dommages oxydatifs. Comme la mitochondrie est le site majeur de
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la production d'EAü intracellulaires, elle est fortement impliquée dans le vieillissement

(Sastre et al., 2003). Le nématode C. elegans est un modèle de choix pour étudier les

mécanismes moléculaires du vieillissement. Plusieurs mutants ayant une durée de vie

augmentée ont été isolés et caractérisés. Des diminutions de la production d'EAO ou des

augmentations des systèmes anti-oxydants semblent être un des dénominateurs communs de

ces mutants. En effet, les mutants perte de fonction daf-2 (daf-2 code pour le récepteur

insuline/lOF) vivent deux fois plus longtemps que les vers sauvages (Kenyon et al., 1993) et

ceci grâce à une augmentation de SOD2 (Honda et Honda, 1999). De plus, les mutants perte

de fonction isp-1 (ISP, composant du complexe III de la chaîne respiratoire) ont également un

vieillissement ralenti et une durée de vie augmentée (Feng et al., 2001) ceci étant dû à une

faible production d'EAü mitochondriales. Par ailleurs, les composés ayant des activités

« SOD et catalase like » augmentent la durée de vie des vers sauvages de 44% (Melov et al.,

2000).

Sachant que le taux de production d'EAO mitochondriales dépend en partie de la

disponibilité de substrats énergétiques et de la quantité d'équivalents réducteurs NADH,H+ et

FADH2, la restriction calorique a été fortement étudiée comme stratégie pour augmenter la

durée de vie (Hekimi et Ouarente, 2003; Lin et al., 2004).
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Chapitre III - Objectifs du travail

Différents systèmes enzymatiques interviennent dans le métabolisme basal de

l'organisme. Cependant, au cours du vieillissement ou de réactions inflammatoires, ce

métabolisme est susceptible de varier. On note ainsi l'altération des fonctions sensorielles

comme le goût et des fonctions cérébrales chez les personnes âgées, et une sensibilité accrue

lors d'une exposition à des toxines.

Le cerveau est un important consommateur d'oxygène, et contient beaucoup de

substrats facilement oxydables, ce qui en fait une cible privilégiée des réactions radicalaires

agressives. Ainsi un stress oxydant important peut se produire. Il peut altérer la structure et la

fonction cérébrale, entraînant des perturbations neurologiques, et très probablement des

modifications du métabolisme cérébral des médicaments. De plus, des stimuli pro­

inflammatoires peuvent interférer dans le métabolisme cellulaire en modifiant notamment

l'efficacité de systèmes de transport (Kie1ian et Esen, 2004) ou les activités d'enzymes du

métabolisme des xénobiotiques comme notamment les cytochromes P450 (Kelicen et

Tindberg, 2004). La capacité du cerveau à métaboliser les médicaments a été clairement

démontrée, et des modifications importantes de l'activité des enzymes impliquées peuvent

avoir des répercussions sur la pharmacocinétique et l'activité thérapeutique de ces molécules.

C'est pourquoi, la connaissance du métabolisme cérébral des xénobiotiques et des

mécanismes qui le contrôlent est indispensable pour pouvoir intervenir efficacement lors

d'intoxication par des xénobiotiques responsables de stress oxydant, ou encore lors d'épisodes

inflammatoires.

Nous nous sommes donc proposés dans ce travail de mettre au point deux modèles

d'étude mimant des conditions inflammatoires ou encore de vieillissement, afin d'examiner

les modifications engendrées sur la glucuronoconjugaison (voie de métabolisme majeure chez

l'Homme et les animaux) :

- un modèle in vitro de stress oxydant cérébral modéré faisant intervenir une

molécule génératrice de radicaux libres, la ménadione, sur des cultures primaires d'astrocytes

de rats nouveaux-nés. Après avoir confirmé la production d'EAO et la présence d'un stress

oxydant, nous avons évalué les conséquences d'un tel traitement sur les activités

enzymatiques de glucuronoconjugaison et sur l'expression de deux membres de la famille des
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UGT : l'UGTlA6 et l'UGT2Bl. Cette première étude a fait l'objet d'une publication

(Heurtaux et al., 2004).

- un modèle in vitro d'inflammation cérébrale par l'utilisation de molécules pro­

inflammatoires (LPS, IL-l~ et TNF-a) sur des cultures primaires d'astrocytes de rats

nouveaux-nés. Nous avons alors évalué les modifications engendrées par ces traitements pro­

inflammatoires sur la glucuronoconjugaison (activités, expression). Cette étude fait

actuellement l'objet d'un deuxième article (soumis pour publication). Parallèlement à cette

étude in vitro, nous avons essayé de voir si les modifications observées étaient vérifiables

chez l'animal. Pour se faire, nous avons établi un modèle d'inflammation in vivo chez le rat

en administrant une dose de LPS par voie intrapéritonéale. La glucuronoconjugaison est

ensuite estimée au niveau de différentes zones cérébrales: les bulbes olfactifs, le cervelet, le

tronc cérébral, le cortex, l'hypothalamus + le thalamus, le striatum, 1'hippocampe et le

mésencéphale.
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Chapitre IV - Matériels et méthodes

A - Etudes in vitro

1 - Cellules

1.1 - Cultures primaires

Les cellules utilisées sont issues de rats Wistar (Laboratoires Charles River, Saint

Germain sur l'Arbresle, France) nouveaux-nés. Les cultures primaires d'astrocytes sont

préparées comme décrit dans la littérature (Booher et Sensenbrenner, 1972). Les rats

nouveaux-nés sont sacrifiés par décapitation 1 jour après la naissance. Le cerveau est

rapidement prélevé en conditions stériles et plongé dans du milieu de culture DMEM

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) additionné de SVF (10%), de pénicilline

(100 unités/ml), de streptomycine (0,1 mg/ml) et de glutamine (2 mM). Les méninges sont

soigneusement enlevées. Les cellules sont dissociées mécaniquement par passages lents et

successifs à travers une aiguille hypodermique (21 G ; 0,8 x 25 mm) dans 10 à 20 ml de milieu

de culture. Elles sont ensuite ensemencées dans des boîtes de Pétri et mises à incuber à 37°C,

en atmosphère humide contenant 5% de CO2. Le milieu est renouvelé deux fois par semaine.

1.2 - Lignées V79-1A6 et V79-2B1

Les lignées cellulaires V79 (fibroblastes de poumon de hamster chinois), transfectées de

manière stable par l'isoforme UGT1A6 et l'isoforme UGT2B1 de rat, ont été établies dans

notre laboratoire (Fournel-Gigleux et al., 1991; Pritchard et al., 1994). Les cellules

recombinantes sont cultivées en monocouche dans du milieu DMEM complet supplémenté

par 5% (V79-2B1) ou 8% (V79-1A6) de Nu-Sérum®, des antibiotiques (0,1 mg/ml de

streptomycine et 100 unités/ml de pénicilline), 2 mM de glutamine et 1 mM de pyruvate de

sodium. L'expression des UGT recombinantes est augmentée par traitement des cellules

pendant 24 heures avec 2 mM d'acide n-butyrique avant traitement et récolte.
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2 - Caractérisation de la culture d'astrocytes

Les cultures sont caractérisées par détection de l'expression de la Glial Fibrillary Acidic

Protein (GFAP), marqueur spécifique des astrocytes, par immunocytochimie comme suit. La

culture est faite en plaques 24 puits, sur des lamelles préalablement stérilisées, à raison de

30 000 cellules par puits dans 1 ml de milieu. La confluence est atteinte 2-3 jours plus tard.

Les lamelles sont alors rincées une fois dans du DMEM puis deux fois dans du PBS

(Invitrogen) à température ambiante. Les cellules sont fixées pendant 15 min avec du

paraformaldéhyde 4% (plv) préparé dans du PBS, puis rincées dans du PBS (3 x 10 min). Les

cellules sont ensuite incubées à 4°C pendant une nuit avec 100 III de premier anticorps anti­

GFAP (polyclonal Rabbit anti-GFAP, Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France) préparé dans

du PBSTB (Triton X100 0,05% ; BSA 3% dans du PBS, plv) dilué au l/100e
. Les cellules

sont rincées 2 fois dans du PBS pendant 10 min puis incubées à température ambiante avec

100 III de 2e anticorps couplé au FITC (Goat Anti-Rabbit IgG (H + L) ; ZYMED,

CliniSciences, Montrouge, France) préparé dans du PBSB (BSA 3% dans du PBS, plv) et

dilué au 1/l00e
. L'incubation est maintenue pendant 1h30 à température ambiante et à l'abri

de la lumière. Les cellules sont ensuite lavées deux fois pendant 10 min dans du PBS

additionné de 0,05% de Tween 20 (v/v), puis lavées 10 min dans du PBS et dans de l'eau. Les

noyaux sont contre-colorés à l'iodure de propidium (4 IlM), dilué dans du PBS, pendant

30 min. Les lamelles sont lavées au PBS avant d'être montées sur des lames avec du liquide

de montage. La fluorescence est observée à 580 nm.

3 - Traitements

3.1 - Modèle de stress oxydant

3.1.1 - Principe

Ce modèle consiste à traiter nos cellules par de la ménadione (2-méthyl-1,4­

naphtoquinone ou vitamine K3 ; Sigma). La réduction monoéléctronique de la ménadione

produit une semiquinone, qui va interagir avec des molécules d'oxygène et engendrer la

production de radical superoxyde (Livertoux et al., 1996).
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3.1.2 - Réalisation

Les trois types cellulaires sont cultivés jusqu'à confluence dans des boîtes de 10 cm.

Elles sont incubées avec de la ménadione dissoute dans du DMSO (0,1% final). La

ménadione est préparée dans du PBS à différentes concentrations (5, 20 et 80 flM), et les

cellules sont incubées pendant différents temps (15 min, 1h et 4h). Les témoins de

l'expérience correspondent à des cellules ne recevant que 0,1 % de DMSO.

3.1.3 - Autres traitements

3.1.3.1 - Traitements pro-oxydants

Ce modèle à la ménadione a été comparé à un autre modèle pro-oxydant au peroxyde

d'hydrogène. Nos cellules sont ainsi traitées par 50 flM d'H202 (Carlo Erba, Val de Reuil,

France) pendant 15 min afin de vérifier l'action de cette EAO sur la glucuronoconjugaison.

De plus, afin d'évaluer l'importance du glutathion intracellulaire, les cellules sont prétraitées

pendant 24h par 20 flM de L-buthionine [S,R] sulfoximine (BSO, Sigma), qui est un

inhibiteur d'une enzyme clé de la synthèse du glutathion, la gamma-glutamylcystéine

synthétase (y-GCS). La BSO permet ainsi de diminuer les défenses anti-oxydantes cellulaires.

3.1.3.2 - Traitements anti-oxydants

Afin d'étudier le rôle et la nature des EAO dans ce modèle, nous avons évalué la

glucuronoconjugaison suite à différents traitements anti-oxydants.

Deux traitements ont ainsi été réalisés. Le premier consiste à prétraiter nos cellules

pendant 15 min par 500 flM de N-acétyl-L-cystéine (NAC, Sigma) préparée dans du PBS. La

NAC est un précurseur de la synthèse du glutathion et augmente, par conséquent, les capacités

de défense anti-oxydante. Le second est un co-traitement ménadione / superoxyde dismutase

(SOD, Sigma). La SOD est une enzyme capable de transfonner les anions superoxyde en

H20 2. Ainsi, les cellules sont co-traitées par 30 flg/ml de SOD et 5 flM de ménadione pendant

15 min.
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3.2 - Modèle d'inflammation

3.2.1 - Principe

Les trois types cellulaires (astrocytes, V79-1A6 et 2B1) sont soumis à un traitement au

lipopolysaccharide (LPS ; E.Coli, 0111 :B4 ; Sigma). Le LPS, souvent utilisé pour mimer des

conditions inflammatoires, est un constituant majeur de la paroi de la plupart des bactéries

gram (-). Les conséquences sur la glucuronoconjugaison de 2 cytokines pro-inflammatoires,

l'IL-lB (Interleukine-lB, Sigma) et le TNF-a (Tumor necrosisfactor-a, R&D systems, Lille,

France), sont également évaluées au niveau astrocytaire.

3.2.2 - Réalisation

Les cellules sont cultivées dans des boîtes de 10 cm. Elles sont incubées avec du LPS,

de l'IL-1 B ou du TNF-a, tous solubilisés dans du PBS et ajoutés au milieu de culture. Les

cellules sont ainsi mises en contact pendant 12, 24 et 48h avec 0,1, 1 et 10 /lg/ml de LPS ou

10 ng/ml d'IL-lB ou de TNF-a.

3.2.3 - Co-traitements

Dans le cadre de l'étude du mécanisme d'induction de l'UGT1A6 par le LPS, les

cellules sont co-traitées par un anti-inflammatoire stéroïdien, la dexaméthasone (10 /lM,

Sigma) ou non-stéroïdien, le NS398 (100 nM, Sigma). De plus, pour étudier le rôle de l'oxyde

nitrique (NO) dans la modulation de la glucuronoconjugaison, les cellules sont co-traitées par

1 mM de L-NAME (N(O)-nitro-L-arginine methyl ester, Sigma) ou de L-NMMA (N(G)­

monomethyl-L-arginine acetate salt, Sigma) qui sont des inhibiteurs de la NO synthase. Pour

détenniner la nature des MAP kinases (Mitogen-activated protein kinase; MAPK) impliquées

dans la voie de transduction du signal conduisant à l'induction de l'UGT1A6 par le LPS, les

cellules sont co-traitées par différents inhibiteurs de MAPK (Calbiochem, Nottingham,

Angleterre) : le SB203580 (l0 /lM), inhibiteur de la p38 MAPK, et le PD98059 (30/lM),

inhibiteur de ERK (Extracellular signal-regulated protein kinase).

Enfin, nous avons vérifié si l'induction de l'isofonne UGT1A6 par le LPS était due à une

régulation transcriptionnelle ou traductionnelle. Pour cela, les cellules sont prétraitées pendant
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4h par 3 !JM d'actinomycine D, bloquant ainsi la synthèse d'ARNm et permettant de vérifier

s'il y avait ou non une stabilisation de ces ARNm, ou par 30 !JM de cyc10heximide qui bloque

la traduction.

4 - Evaluation de la toxicité des traitements

4.1 - Principe

La toxicité des traitements est évaluée par le test au MTT qui repose sur une différence

d'activité cellulaire entre des cellules saines et des cellules traitées. En effet, les cellules

saines présentent une activité optimale des déshydrogénases mitochondriales, contrairement à

des cellules ayant subit divers traitements toxiques. La réduction de sels de tétrazolium en

cristaux de formazan représente un indicateur de la viabilité cellulaire. En ajoutant sur les

cellules le substrat soluble jaune pâle MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5­

diphényltétrazolium, Sigma), celui-ci pénètre à l'intérieur des cellules avant d'être converti,

par les déshydrogénases présentes, en produit insoluble pourpre (cristaux de formazan),

absorbant à 540 nm. Cette coloration pourpre est proportionnelle à l'activité des

déshydrogénases mitochondriales et en conséquence à la viabilité cellulaire.

4.2 - Réalisation

La solution de MTT (5 mg/ml) est diluée dans du PBS avant d'être filtrée stérilement.

Le test est réalisé sur des cellules ensemencées en plaque 24 puits. Au tenne des traitements

dans 1 ml de milieu de culture, les cellules sont incubées en ajoutant directement 100 !JI de la

solution de MTT dans chaque puits pendant 3h à 37°C. Le milieu est éliminé en renversant

délicatement les plaques de culture sur du papier absorbant. Les cellules sont ensuite lysées

pendant 1h à 37°C avec 100 !JI de DMSO pur afin de solubiliser les cristaux de formazan

fonnés. Les lysats sont récupérés et placés dans une plaque 96 puits. L'absorbance est lue à

540 nm sur un lecteur de microplaque.

5 - Etude des marqueurs du stress oxydant

5.1 - Principe
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Dans notre modèle de stress oxydant induit par la ménadione, il nous a été nécessaire de

caractériser ce modèle en évaluant la production d'EAO. De plus, les conséquences de cette

production d'EAO sont évaluées en mesurant les taux de glutathion intracellulaire ainsi que

les taux de groupes carbonyles formés.

5.2 - Dosage colorimétrique du taux de H20 2 intracellulaire

La concentration de H202 produit lors du traitement des astrocytes par la ménadione est

déterminée selon la méthode de Wolff (Jiang et al., 1991).

Après deux rinçages au PBS, les cellules sont grattées puis lysées dans de l'eau par 3

congélations / décongélations successives. Le dosage est réalisé avec 50 III de lysat cellulaire

auxquels sont ajoutés 950 III de réactif FOX-1 contenant 100 IlM de xylénol orange (Sigma),

250 IlM de sulfate ferreux d'ammonium, 100 mM de sorbitol et 25 mM de H2S04.

L'incubation est maintenue pendant 30 min à température ambiante. Le mélange est ensuite

centrifugé à la 000 g pendant 1 min. L'absorbance est mesurée au spectrophotomètre à

560 nm. La concentration de H20 2 contenue dans l'échantillon, déduite d'une courbe étalon,

est exprimée en nmol.mg-1 de protéines.

5.3 - Mise en évidence d'EAO intracellulaires

La dihydrorhodamine 123 (Sigma) ou DHR123 est une substance incolore, capable de

pénétrer dans les cellules. Elle est oxydée par les EAO produisant ainsi la rhodamine 123, qui

émet une fluorescence à 530 nm lorsqu'elle est excitée à 488 nm (Newton et Vaddi, 1997).

Les cellules sont rincées deux fois par du PBS et sont ensuite incubées avec la DHR123

(5 IlM) en présence ou non de ménadione (5 et 20 IlM) pendant 15 min à 37°C. La

fluorescence est alors observée sous microscope à 530 mn.

5.4 - Mesure des EAO intracellulaires produites

Les cellules, ensemencées en plaque 6 puits, sont co-incubées pendant 15 min avec la

DHR123 (5 IlM) et le traitement correspondant (ménadione ou LPS). Les cellules sont rincées

deux fois avec du PBS avant d'être lysées avec 1 ml de tampon Tris-HCI (la mM) / Tween 20

(0,5%), pH 7,4, pendant la min. Le mélange est ensuite centrifugé la min à la 000 g. Le

surnageant est prélevé et dosé à 535 nm après excitation à 500 nm. La mesure est rapportée à
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la quantité protéique de chaque échantillon et est exprimée en intensité de fluorescence par

mg de protéines.

5.5 - Mesure des taux de glutathion

Les taux de glutathion réduit (OSH) et oxydé (OSSO) sont déterminés comme décrit

dans la littérature (Baker et al., 1990). Les cellules sont cultivées en boîte de culture de 10 cm.

Après traitement, les cellules sont grattées dans 1 ml de tampon phosphate (50 mM Na2HP04

150 mM NaH2P04, pH 7,4). L'ajout d'un volume égal de TCA (5%) permet de précipiter les

protéines. L'ensemble est centrifugé à 2 600 g pendant 5 min. Un aliquot de 130 III de

surnageant est neutralisé par 55 III d'un tampon Hépès (20 mM) contenant 0,3 M de KOH.

Ensuite, 50 III de cet extrait neutralisé sont additionnés de 100 III de tampon phosphate

comprenant 225 IlM de DTNB (acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique, Sigma), 300 IlM de

NADPH (Sigma) et 23 unités de glutathion réductase (Sigma). La glutathion réductase va

permettre de réduire le OSSO en OSH. L'analyse spectrophotométrique à 405 nm de ce

mélange va déterminer le taux de glutathion total (OSx) de l'échantillon. Afin de mesurer le

taux de glutathion réduit, 50 III de l'extrait neutralisé initialement sont additionnés de 100 III

de tampon phosphate comprenant 225 IlM de DTNB et 300 IlM NADPH mais sans glutathion

réductase. Les taux de glutathion oxydé sont calculés comme suit: 20SS0 = OSx - OSH. Les

taux de glutathion sont évalués par l'intermédiaire d'une gamme d'étalonnage de OSH

(Sigma) de 0 à 20 nmoles.

5.6 - Mesure des taux de carbonyles

Les groupements carbonyles représentent un marqueur de l'oxydation des protéines.

Cette méthode de dosage spectrophotométrique fait intervenir la 2,4 - dinitrophénylhydrazine

(2,4 - DNPH) (Levine et al., 1990). Le dosage est basé sur la détection de complexes

hydrazones formés par la fixation de la DNPH sur les carbonyles. Les cellules sont cultivées

en boîtes de 10 cm. Après traitement, les cellules sont grattées dans 1 ml de PBS.

L'homogénat cellulaire est ensuite additionné de 4 ml d'une solution de DNPH (10 mM)

solubilisé dans de l'Hel (2 M). L'incubation est maintenue pendant 1h à l'obscurité en agitant

toutes les 10 min. Un volume identique de TCA (20%, plv) est ajouté, puis les échantillons

sont placés dans la glace pendant 10 min avant d'être centrifugés à Il 000 g pendant 3 min.

Les culots sont lavés à 5 reprises par 1,5 ml d'une solution éthanol- acétate d'éthyle (1:1, v/v)
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afin d'éliminer le DNPH n'ayant pas réagit ainsi que le TCA résiduel. Les échantillons sont

alors centrifugés à Il 000 g pendant 3 min. Le surnageant est éliminé, et le culot est repris

dans 0,6 ml de guanidine (Sigma) à 37°C pendant 15 min sous agitation. Le contenu en

carbonyles est mesuré au maximum d'absorbance à 360 nm en utilisant un coefficient

d'absorption molaire de 22 000 M-1.cm-1. Les résultats sont exprimés en nmoles de carbonyles

par mg de protéines.

6 - Etude de médiateurs pro-inflammatoires

6.1 - Principe

Dans notre modèle d'inflammation cérébrale induite par des traitements au LPS, nous

avons évalué la production de deux médiateurs pro-inflammatoires: la production de nitrite,

qui est un métabolite stable du NO provenant de la dégradation de l'arginine par une NO

synthase en NO et citrulline, ainsi que la production de prostaglandines Ez (PGEz), produits

de la dégradation de phospholipides par des cyclooxygénases. Ces deux médiateurs pro­

inflammatoires sont relargués dans le milieu de culture par les cellules.

6.2 - Dosage des nitrites

Les concentrations en nitrites sont déterminées selon la méthode de Griess (décrite par

Kiemer et Vollmar, 1997). Les cellules sont cultivées en plaque 24 puits. Après traitement,

100 /lI du milieu de culture sont prélevés et additionnés de 100 /lI d'une solution C. Cette

solution C est un mélange, à volume égal, d'une solution A composée de 0,1% de

dichlorhydrate de naphthyléthylène diamine dilué dans de l'eau et d'une solution B

comprenant 1% de sulfanilamide (v/v) dans de l'H3P04 à 5%. Les échantillons sont ensuite

placés dans une plaque 96 puits et l'absorbance est lue à 550 nm. La concentration des

échantillons, rapportée à la concentration protéique de l'échantillon, est déterminée par

l'intermédiaire d'une gamme d'étalonnage de nitrites de a à 50 /lM. Les résultats sont

exprimés en /lM par mg de protéines.
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6.3 - Dosage des PGE2

La production de PGE2, par les cellules en plaque 24 puits, est mesurée dans le milieu

de culture par l'intermédiaire d'un kit ElA (Enzyme immunoassay, Assay Designs,

Mundolsheim, France). Ce test se fait en plaque 96 puits. 50 III d'échantillons additionnés de

50 III de « PGE enzyme conjugate » sont déposés par puits. La plaque est recouverte d'un film

et mise à incuber, pendant 1h à température ambiante, sous agitation en évitant tout courant

d'air et fluctuations de température. Après incubation, le contenu est enlevé et la plaque est

égouttée en tapant contre un tissu sec et propre. Chaque puits est rincé 4 fois avec 300 III de

solution de lavage puis 150 III de substrat sont ajoutés par puits. La plaque est homogénéisée

et incubée 30 min à température ambiante. Après incubation, la réaction est arrêtée par 50 III

de solution stop. L'absorbance est mesurée à 650 nm et rapportée à une gamme étalon de

PGE2 (0 à 5 ng/ml). Les résultats sont exprimés en ng de PGE2 par ml.

7 - Préparations des fractions membranaires

7.1 - Principe

L'VGT est localisée dans les membranes du réticulum endoplasmique. L'étude de la

glucuronoconjugaison est donc réalisée sur des microsomes préparés par centrifugations

différentielles (Walther et al., 1987) (Figure 22).
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Sédiments: U
noyaux, débris cellulaires

~ 1300 9 P'OK!on' 10 ml.

~ Surnageant

~ 10 000 9 po"""'" 20 ml.

Sédiments: U
mitochondries, lysosomes

Sédiments: U
microsomes

~ Surnageant

~ 100 000 9 po"""" 60 ml.

8 Surnageant

Figure 22. Isolement des microsomes

7.2 - Réalisation

7.2.1 - Préparation de microsomes d'astrocytes

Après traitement, les cellules astrocytaires sont récupérées par grattage dans du tampon

phosphate A (50 mM KH2P04 / 50 mM K2HP04 (pH 7,4), 1 mM EDTA et 0,1 mM DTT).

Une première centrifugation à 2 000 g pendant 10 min permet la récupération du culot

cellulaire qui est ensuite remis en suspension dans du tampon phosphate A. Les cellules sont

ensuite soniquées à une intensité de 60 W pendant 50 secondes à 4°C. Une deuxième
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centrifugation à 1 300 g pendant 10 min permet de sédimenter les noyaux et les débris

cellulaires. Le surnageant est récupéré puis centrifugé à la 000 g pendant 20 min afin de

sédimenter les mitochondries et les lysosomes. Le surnageant est récupéré et centrifugé à

100 000 g pendant 1h. Le culot correspondant à la fraction microsomale est remis en

suspension dans du tampon phosphate B (100 mM KH2P04 / 100 mM K2HP04 (pH 7,4),

1 mM EDTA, 1 mM DTT, et 20% glycérol (v/v)). Les microsomes sont conservés à - SO°C

avant utilisation. Pour optimiser la réaction de glucuronoconjugaison, les microsomes seront

préalablement activés par du Triton X-100 (rapport optimal Triton/protéine de 0,15) pendant

15 min dans la glace (Suleman et al., 1993). L'VOT étant ancrée dans la membrane du

réticulum endoplasmique, l'action de détergents va faciliter l'accès du cofacteur au site actif

de l'enzyme.

7.2.2 - Préparation de microsomes de cellules V79

Les fractions membranaires sont préparées à partir d'homogénats cellulaires par

ultracentrifugations différentielles (Battaglia et al., 1994). Les cellules V79-1A6 et V79-2B1

sont grattées dans du PBS avant d'être centrifugées à 2 000 g pendant la min. Le culot

cellulaire est ensuite remis en suspension dans du tampon 5 mM Hépès (pH 7,4), 0,25 M

saccharose puis soniqué trois fois la secondes à 60 W. La suspension cellulaire est alors

centrifugée à la 000 g pendant la min. Les fractions membranaires sont obtenues par

ultracentrifugation du surnageant à 100 000 g pendant 1h et conservées à - SO°C avant

utilisation.

8 - Dosage des protéines

S.l - Principe

Le dosage des protéines est réalisé selon la technique BCA (Bicinchoninic acid protein

assay kit, Sigma). La méthode BCA, plus tolérante que celle de Lowry ou de Bradford vis-à­

vis de nombreux réactifs utilisés pour extraire les protéines, est compatible avec les

détergents. Elle combine le pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin et la capacité de

l'acide bicinchoninique à fonner un complexe coloré avec les ions cuivreux. La structure

macromoléculaire de la protéine, le nombre de liaisons peptidiques, et la présence de 4 acides

aminés (cystéine, cystine, tryptophane et tyrosine) sont responsables de la réduction des ions
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cuivriques Cu2
+. Le produit pourpre de la réaction est fonné par l'interaction de 2 molécules

de BCA avec un ion Cu2
+. Le complexe est hydrosoluble et présente une forte absorbance à

560 nm pennettant ainsi le dosage colorimétrique des protéines.

8.2 - Réalisation

Une solution de travail est préparée en mélangeant 50 parts de réactif A (BCA) et 1 part

de réactifB (CUS04)' Une gamme d'étalonnage, de 0,1 à 0,8 mg/ml, est réalisée à partir d'une

solution d'albumine sérique bovine (1 mg/ml, Sigma), et additionnée de 10% (v/v) de tampon

d'extraction protéique. La solution étalon et les échantillons dilués au 1/l0ème sont déposés

dans chaque puits d'une plaque de microtitration à raison de 10 Ill/puits. La solution de travail

C (A+B) est ajoutée (200 Ill/puits). La plaque est ensuite recouverte d'un film et incubée 1h à

37°C. L'absorbance est lue à 560 nm avec un lecteur de microplaque.

9 - Dosage des glucuronides

9.1 - Chromatographie liquide à haute perfonnance en phase inverse

9.1.1 - Principe

La chromatographie liquide à haute perfonnance (CLHP) est une technique qui pennet

la séparation de composés issus d'un mélange selon leur polarité. En phase inverse, les

molécules éliminées les premières sont les plus polaires. Cette technique nous a pennis

d'identifier le glucuronide de kétoprofène (KPF).

Le système chromatographique couplé à un détecteur UV est composé d'une pompe Waters

510, d'une colonne Novapak C-18 (100 mm x 8 mm ; 4 Ilm ; Waters, Saint-Quentin-en­

Yvelines, France) insérée dans un module de compression Radial-Pak (Waters). Le détecteur

UV (Waters 996) pennet de repérer et de tracer les spectres de substances absorbant dans

l'ultraviolet.

9.1.2 - Réalisation

Les microsomes activés de cellules astrocytaires, de V79-1A6 et V79-2B1 (100 Ilg) sont

repris dans un tampon acétate de sodium 0,1 M (pH 5,4) / MgCb 10 mM. Ils sont incubés
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pendant 1h à 37°C avec le KPF (1 mM, solubilisé dans du DMSO à 5% final; Rhône­

Poulenc) et de l'acide uridine 5'-diphospho-a,D-glucuronique (UDPGA ; 3 mM solubilisé

dans de l'eau; Sigma) en présence de saccharonolactone (5 mM, solubilisé dans le tampon;

Sigma), inhibiteur des p-glucuronidases actives à pH acide. Le volume réactionnel final est

alors de 100 f.ll. La réaction est arrêtée par addition de 10 f.ll d'Hel 6N et les protéines sont

précipitées par centrifugation à 3 000 g pendant 10 min.

Les sumageants sont alors injectés dans le système chromatographique. La phase

mobile est constituée d'un mélange acétonitrile / eau / acide trifluoroacétique (35 / 65 / 0,04,

v/v), dont le débit est de 1 ml/min. La détection est réalisée à 256 nm. Les quantités de

glucuronides de KPF sont directement évaluées par comparaison avec une gamme étalon

réalisée au moyen de quantités croissantes en KPF. Il a été vérifié que l'addition du résidu

glucuronique, qui n'absorbe pas dans l'UV, ne modifie pas le spectre UV du KPF (coefficient

d'extinction molaire et ~nax inchangés). Le KPF et ses glucuronides ont le même spectre UV

mais des temps de rétention différents dus à leurs propriétés d'hydrophobicité différentes. Les

activités spécifiques sont exprimées en nmol.h-1.mg-1de protéines.

9.2 - Fluorimétrie

9.2.1 - Principe

Les mesures d'activité de glucuronoconjugaison du 1-naphtol (1-NP) et de la

4-méthylombélliférone (4-MO), réalisées par fluorescence, sont basées sur la fluorescence

spécifique des glucuronides de 1-NP et de 4-MO.

9.2.2 - Réalisation

Les mesures sont réalisées à partir de microsomes activés de cellules astrocytaires, de

V79-1A6 et de V79-2B 1.

9.2.2.1 - Glucuronoconjugaison du 1-naphtol

Les microsomes activés (100 f.lg) sont repris dans du tampon Tris-HCI 0,1 M (pH 7,4) /

MgCb 10 mM, et sont incubés pendant 1h à 37°C avec le 1-NP (1 mM, solubilisé dans du

DMSO à 5% final; Sigma), et l'UDPGA (2 mM, solubilisé dans de l'eau). Après arrêt de la
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réaction par addition de tampon d'acide trichloroacétique 0,4 M / glycine 0,6 M (pH 2,2), une

extraction par 4 ml de chloroforme est réalisée. Après centrifugation, 1 000 g pendant 10 min,

un aliquot de la phase aqueuse (200 fll) est récupéré. La lecture au spectrofluorimètre, aux

longueurs d'onde d'excitation et d'émission, respectivement 290 et 330 nm, se fait

directement après ajout de 1,8 ml de NaOH 0,1 M. Les quantités de glucuronides de 1-NP,

présentes dans le milieu réactionnel, sont évaluées par comparaison avec une gamme étalon

réalisée au moyen de quantités croissantes de 1-~-D-glucuronide de 1-NP (Sigma). Les

activités spécifiques sont exprimées en nmol.h-'.mg-' de protéines.

9.2.2.2 - Glucuronoconjugaison de la 4-méthylombélliférone

Les microsomes activés (l00 flg) sont repris dans un tampon Tris-HCIO, 15 M (pH 7,6)

/ MgCb 50 mM, et sont incubés pendant Ih à 37°C avec la 4-MO (l mM, solubilisée dans du

DMSO à 5% final; Sigma), et l'UDPGA (2 mM, solubilisé dans de l'eau). Après arrêt de la

réaction par addition d'eau glacée, 4 ml d'acétate d'éthyle sont ajoutés puis les échantillons

sont centrifugés à 1 000 g pendant 10 min. La phase supérieure d'acétate d'éthyle est éliminée

et un aliquot de 200 fll de la phase aqueuse est récupéré. La lecture au spectrofluorimètre, aux

longueurs d'onde d'excitation et d'émission, respectivement 320 et 380 nm, se fait

directement après ajout de 1,8 ml de glycine 0,25 M (pH 10,3). Les quantités de glucuronides

de 4-MO, présentes dans le milieu réactionnel, sont évaluées par comparaison avec une

gamme étalon réalisée au moyen de quantités croissantes en 1-~-D-glucuronide de 4-MO

(Sigma). Les activités spécifiques sont exprimées en nmol.h-1.mg-' de protéines.

9.3 - Chromatographie sur couche mince

9.3.1 - Principe

La quantification des glucuronides de stéroïdes est réalisée par chromatographie sur

couche mince (CCM) couplée à la radiodétection (Bansal et Gessner, 1980). Cette technique

permet de séparer les glucuronides formés du substrat et de l'UDPGA non utilisé grâce à leur

différence de polarité, par CCM suivie d'une autoradiographie. La phase stationnaire est

composée d'un gel de silice. Ainsi, l'UDPGA, de part son caractère polaire, se fixe à la silice

et migre peu alors que l'aglycone, apolaire, migre avec la phase mobile. Le glucuronide

formé, de polarité intermédiaire, migre à une distance entre celle de l'UDPGA et celle de
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l'aglycone. Cette technique, impliquant l'utilisation de [14C]-UDPGA, est à la fois qualitative

par la mise en évidence d'un signal sur le film d'autoradiographie et quantitative puisque le

[14C]-glucuronide peut être récupéré, par grattage, et compté. Pour chaque expérience, un

témoin positif est réalisé avec de la 4-méthylombélliférone ainsi qu'un témoin négatif sans

substrat.

Par cette technique, nous avons évalué la glucuronoconjugaison de stéroïdes (CI8, C19

et C21) ainsi que 3 autres composés endogènes (Tableau 5). Tous ces substrats proviennent de

chez Sigma et sont solubilisés dans du DMSO.

C18 C19 C21 Autres substrats

estrone testostérone progestérone sérotonine

16a-hydroxyestrone dihydrotestostérone 17- hydroxyprogestérone triiodo-L- thyronine (T3)

estradio1 androstérone prégnénolone
tétraiodo-L-thyronine

(T4)

estriol épiandrostérone 17-hydroxyprégnénolone

déhydroépiandrostérone

Tableau 5. Récapitulatif des différents substrats testés en CCM

9.3.2 - Réalisation

Les 11l1CrOSOmes d'astrocytes (50 flg) et de V79-1A6 (200 flg), préparés après

traitement, sont incubés dans du tampon Tris-HCI100 mM (pH 7,4) / MgCb 10 mM pendant

1h à 37°C en présence d'UDPGA (0,05 mM, solubilisé dans de l'eau), de [14C]-UDPGA

(entre 200000 et 250000 dpm ; PerkinElmer, Comiaboeuf, France) et de substrat (1 mM,

solubilisé dans du DMSO) dans un volume final de 40 fll. La réaction est arrêtée dans la glace

en ajoutant 40 fll d'éthanol absolu. Les échantillons sont ensuite agités puis centrifugés à

3000 g pendant 10 min. Le surnageant (60 fll) est alors déposé sur une plaque de CCM (CCM
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Whatman à zone de concentration; Saint-Quentin, France) qui est mise à sécher une nuit sous

une hotte ventilée. La plaque est ensuite déposée verticalement dans une cuve contenant une

phase mobile composée de n-butanol, d'acétone, d'acide acétique, d'ammoniaque 28% et

d'eau (35/25/9/1/30 ; v/v) qui va entraîner la séparation des différents produits de réaction.

Après migration, la plaque est séchée pendant 2h puis exposée contre un écran de révélation

(Kodak Phosphor Screen ; Amersham, Saclay, France) pendant au minimum 1h. L'image de

la plaque est révélée en disposant l'écran dans un scanner laser à haute résolution (Typhoon®,

Amersham).

10 - Analyse de l'expression de gènes au niveau transcriptionnel

10.1 - Principe

L'étude de l'expression de gènes est réalisée par RT-PCR (Reverse Transcription ­

Polymerase Chain Reaction) semi-quantitative afin de détecter l'accumulation des ARNm,

molécules issues de la transcription des gènes, précurseurs de la biosynthèse des protéines. Le

principe de cette technique consiste à extraire les ARN totaux des tissus étudiés et de les

copier in vitro en ADNc simple brin par l'action de la transcriptase inverse. Cette étape est

fondamentale avant la réaction de polymérisation en chaîne qui fait intervenir une ADN

polymérase. Les molécules d'ADNc obtenues servent alors de matrice pour cette réaction et

un fragment de l'ADNc cible est multiplié en utilisant un couple d'amorces spécifiques

correspondant à la séquence de l'ARN d'intérêt. Le principe de l'amplification in vitro repose

sur la répétition de trois processus: (i) la dénaturation des deux brins d'ADN à 94°C pendant

45 sec, (ii) l'hybridation d' oligonucléotides (amorces) complémentaires d'une séquence cible

d'ADN monocaténaire à une température d'hybridation spécifique (Tm) pendant 45 sec, et

(iii) la réaction d'élongation par une ADN polymérase thermostable (la Taq polyrnérase), à

partir des oligonucléotides, réalisée à la température optimale de noc pendant 45 sec. Les

fragments obtenus, après les cycles de PCR, sont alors suffisamment nombreux pour être

visualisés sur gel d'agarose après électrophorèse.

10.2 - Réalisation

10.2.1 - Extraction des ARN totaux
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Les ARN totaux sont extraits en une étape (Chomczynski et Sacchi, 1987). Les ARN

totaux sont isolés avec le kit d'extraction Trizol® (Invitrogen) en suivant les instructions du

fabricant. Cette solution de Trizol® est composée d'isothiocyanate de guanidium qui a pour

rôle de dénaturer les protéines afin de séparer les protéines chaperonnes des ARN, mais

également de phénol pour isoler les protéines.

Après traitement, les cellules astrocytaires (en plaque 6 puits) sont rincées au PBS. Les

cellules sont ensuite lysées avec la solution de Trizol®, à raison de 1 ml par puits, à

température ambiante pendant 5 min. Les lysats cellulaires sont placés dans des tubes « Rnase

- Dnase free » dans lesquels sont ajoutés 0,2 ml de chloroforme afin de séparer parfaitement

la phase aqueuse, contenant les ARN, de la phase organique contenant les protéines. Après

homogénéisation et 15 min de repos dans la glace, les échantillons sont centrifugés à 12 000 g

pendant 15 min à 4°C. La phase aqueuse est récupérée et 500 III d'isopropanol y sont ajoutés

afin de précipiter les ARN totaux. Après homogénéisation, les échantillons sont placés à

- 20°C pendant 3h puis centrifugés à 10 000 g pendant 10 min. Le culot est ensuite lavé à

l'éthanol 75% et centrifugé à 7 500 g pendant 5 min à 4°C. Le culot d'ARN totaux obtenu est

séché à l'air avant d'être dissous dans 20 III d'eau stérile. La concentration en ARN est

mesurée par spectrophotométrie à 260 nm sachant qu'une unité de DO correspond à 40 Ilg/ml

d'ARN. Une double mesure à 280 nm permet d'estimer la contamination des ARN par des

protéines résiduelles. Les expériences sont entreprises sur des échantillons ayant un rapport

d'absorbance 260 nm / 280 nm supérieur à 1,7. Tous les échantillons sont ensuite ramenés à

une dilution de 0,29 Ilg/Ill. L'intégrité des ARN est finalement estimée par électrophorèse en

gel d'agarose à 1,5% (p/v) préparé dans du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE ; Sigma) et

additionné de bromure d'éthidium (BET ; Invitrogen) à 1% (v/v). Les échantillons sont

stockés à - 80°C.

10.2.2 - Transcription inverse ou « RT »

La synthèse d'ADN complémentaire (ADNe) est réalisée à partir de 2 Ilg d'ARN totaux

dénaturés à 70°C pendant 10 min, en utilisant des amorces poly-dT (0,5 IlM, Life

Technologies, Cergy-Pontoise, France) et 200 unités de MMLV Reverse Transcriptase

(Eurobio, Les Ulis, France) dans un volume final de 20 III de solution tamponnée fournie avec

l'enzyme et complétée avec des dNTP (0,5 mM, Eurobio). Le mélange réactionnel est incubé

1h à 37°C, puis la réaction est stoppée en chauffant le mélange à 70°C pendant 15 min. Les

solutions d'ADNe obtenues sont diluées au 1i avant d'être stockées à -20°e.
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10.2.3 - Réaction de polymérisation en chaîne ou « PCR »

La réaction de PCR est réalisée à partir de 2 fJI d'ADNe, précédemment préparés par

RT, et en utilisant un couple d'amorces oligonucléotidiques (amorces sens et antisens)

reconnaissant spécifiquement une séquence d'intérêt (Tableau 6). Ces amorces sont

synthétisées dans le commerce (MWG-Biotech AG, Courtaboeuf, France).

Gène
Amorce sens (5' ~ 3') Amorce antisens (5' - 3')

N° d'
étudié accession

UGTIA6 GGACTCAGTTCTAGGTGACAAGC GCCGTTGACATAGGCTTCAAATTCC UI6818

UGT2Bl TGCTACTTTAGACCTGGAGCCT GTCATGCGGTCACTTAATTCTG M13506

iNOS AGCAGAATGTGACCATCATGGACC ATGCAGACAACCTTGGTGTTGAAGG L09210

COX-2 TCCAGATCACATTTGATTGACAG TGTGGGAGGATACATCTCTCC M90100

L27 GCTGTCGAAATGGGCAAGTT CAAACTTGACCTTGGCCTCC NM-022514

Tableau 6. Séquences des amorces oligonucléotidiques utilisées pour la PCR

La synthèse des amplicons (fragments de PCR) est effectuée avec 2,5 unités de Taq

DNA polymerase (Eurobio), complétée par 1,5 mM de MgCb, 0,2 mM de dNTP, 0,4 fJM de

chaque amorce dans un volume final de 50 fJI d'une solution tamponnée fournie avec

l'enzyme. Le mélange réactionnel est ensuite placé dans un thermocycleur (Mastercycler™,

Eppendorf, Le Pecq, France) et est soumis à un nombre variable de cycles chauffage­

refroidissement en fonction du gène étudié. Chaque cycle comprend 3 étapes: une phase de

dénaturation à 94°C pendant 45 sec, une phase d'hybridation à une température spécifique du

couple d'amorce (Tm) utilisé pendant 45 sec, et une phase d'élongation enzymatique à 72°C

pendant 45 sec. Les conditions de PCR sont optimisées au niveau du nombre de cycles à

réaliser permettant une amplification linéaire de la quantité d'amplicons (Tableau 7).
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Gène étudié -ra d'hybridation (Tm)
Nombre de Taille des

cycles amplicons (pbs)

UGTIA6 62°C 33 822

UGT2Bl 59°C 38 575

iNOS 62°C 28 433

COX-2 59°C 28 443

L27 62°C 27 364

Tableau 7. Optimisation des conditions de PCR

10.2.4 - Analyse de la quantité des amplicons fonnés

L'analyse des fragments amplifiés est réalisée par électrophorèse en gel d'agarose à

1,5% (p/v) préparé dans du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE; Sigma) additionné de bromure

d'éthidium 1% (v/v) (Invitrogen). Les échantillons sont dilués au 1/6ème dans une solution de

bleu de dépôt (Loading gel bl,ifJer ; Sigma) puis 15 III sont déposés dans le gel. La séparation

électrophorétique s'opère à voltage constant (80 V) pendant 45 min. Les amplicons sont

visualisés sous UV. Leur taille (en paire de base) est estimée par comparaison avec un

marqueur de taille connu (Ready® 100 bp ladder ; Sigma). Le gel est scanné avec un système

d'acquisition et d'analyse d'image (Geldoc 2000™ ; Bio-Rad, Mames-la-Coquette, France)

en préservant la linéarité du rapport quantité d'ADN / signal. L'intensité du signal de chaque

bande est finalement mesurée.

11 - Analyse de l'activité des protéines nucléaires sur l'ADN

Il.1 - Transfection transitoire

11.1.1 - Principe

L'expression transitoire d'un gène pennet une analyse rapide de la régulation de ce gène

en fonction de son promoteur. Des gènes dits rapporteurs sont utilisés car leur expression peut

être facilement mise en évidence. Le produit d'un gène rapporteur doit être absent des cellules

soumises à la transfonnation afin d'évaluer uniquement la composante inductible de cette
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régulation. C'est pour cette raison que les gènes rapporteurs sont souvent d'origine

bactérienne. Pour étudier le promoteur de l'UGT1A6, nous avons utilisé le gène de la GFP

(Green Fluorescent Protein). Ainsi, après avoir introduit ce gène dans les cellules par

transfection, la détection de la fluorescence émise par la GFP est réalisée à la longueur d'onde

d'émission de 510 nm après excitation à 485 nm.

Il.1.2 - Construction plasmidique contenant la partie promotrice du gène codant

l'UGT1A6

Il.1.2.1 - Amplification de la région promotrice par PCR

Les amorces, synthétisées par la société MWG-Biotech AG, sont choisies d'après la

séquence nucléotidique du gène codant l'UGT1A6 (No d'accession: AF359280).

Amorce sens: 5' -CAG CTT CTG ATA ATT CTG GCT CTA C-3'

Amorce antisens: 5'-AGC TCT CTC TCC CTG ACT CTAA-3'

L'amplification par PCR est réalisée dans les conditions décrites précédemment

(paragraphe 10.2.3) à l'aide de 200 ng d'ADN génomique (Interchim, Montluçon, France). Le

mélange réactionnel est placé dans un thermocycleur et est soumis à 40 cycles chauffage­

refroidissement. Chaque cycle comprend 3 étapes : une phase de dénaturation à 94°C pendant

45 sec, une phase d'hybridation à 55°C pendant 45 sec, et une phase d'élongation

enzymatique à noc pendant 3 min. En fin de programme, une étape supplémentaire

d'élongation est réalisée à 72°C durant 10 min. La taille attendue du fragment amplifié est de

887 pbs.

Il.1.2.2 - Clonage du fragment amplifié par PCR

L'analyse du produit de PCR précédemment obtenu est réalisée par électrophorèse en

gel d'agarose à 0,9% (p/v) préparé dans du tampon Tris-Acétate-EDTA (TAE ; Euromedex,

Mundolsheim, France) additionné de bromure d'éthidium 1% (v/v). Après avoir vérifié la

taille du fragment, la bande d'ADN est découpée puis purifiée à l'aide d'un kit commercialisé

(Qiagen, Courtaboeuf, France). Le fragment amplifié est cloné dans le plasmide pGlow-
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TOPO-GFP (Invitrogen), présentant le gène de résistance à l'ampicilline, pendant 30 min à

température ambiante. Les bactéries compétentes E.Cofi (One Shot®TOPIO, Invitrogen) sont

ensuite transformées par choc thermique à 42°C pendant 30 sec, puis incubées sous agitation

pendant Ih à 37°C dans 250 III de milieu SOC (2% tryptone, 0,5% extrait de levure, 10 mM

NaCI, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCb, 10 mM MgS04, 20 mM glucose). Les bactéries sont

ensuite étalées en boîte de Pétri sur un milieu LB agar (10 g/l tryptone, 5 g/l extrait de levure,

5 g/l NaCI, 15 g/l agar ; Gibco) contenant 50 Ilg/ml d'ampicilline et incubées une nuit à 37°C.

Seules les bactéries ayant été transformées sont capables de pousser sur les boîtes de Pétri.

Il.1.2.3 - Sélection des clones positifs

L'insertion du promoteur de l'UGTIA6 dans le plasmide est vérifiée en réalisant une

PCR classique (paragraphe 10.2.3) à partir des colonies présentes sur la boîte de Pétri. Pour

cela, nous avons utilisé l'amorce antisens qui nous a servi à amplifier la région promotrice par

PCR (S'-AGC TCT CTC TCC CTG ACT CTA A-3') et une amorce T7 (5'-TAA TAC GAC

TCA CTA TAG GG-3') fournie avec le plasmide. Les amplicons sont visualisés sous UV

après migration sur gel d'agarose à 1% (p/v) préparé dans TBE additionné de bromure

d'éthidium 1% (v/v). Les clones positifs sélectionnés sont remis en culture dans 250 ml de

milieu LB-ampicilline (50 Ilg/ml).

Il.1.2.4 - Extraction du plasmide

Après 48h d'agitation à 37°C, le plasmide contenant l'insert est extrait de la culture

bactérienne à l'aide d'un kit commercialisé par Qiagen (Endofree Plasmid Maxi Kit). Le culot

final d'ADN est remis en suspension dans 200 III de tampon contenant 10 mM Tris-HeI

(pH 8,0) et 1 mM EDTA puis conservé à -20°C. La concentration en ADN double brin est

mesurée par spectrophotométrie à 260 mn sachant qu'une unité de DO correspond à 50 Ilg/ml

d'ADN double brin. La construction plasmidique contenant le promoteur de l'UGTIA6 a été

vérifiée par séquençage (Centre INRA, service de séquençage, Nancy).
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Il.1.3 - Transfection des astrocytes

11.1.3.1 - Conditions de transfection

Les conditions de transfection sont établies en modulant différents paramètres afin

d'obtenir une toxicité cellulaire minimale ainsi qu'une efficacité de transfection la plus

importante possible. Nous avons pour cela fait varier trois paramètres : la quantité

plasmidique déposée au contact des cellules, le pourcentage de sérum de veau fœtal (SVF)

présent dans le milieu de culture, ainsi que le temps de transfection. La toxicité est évaluée sur

nos cultures sous microscope en lumière visible. L'efficacité de transfection est visualisée par

marquage à l'iodure de propidium (4 IlM, solubilisé dans du PBS) qui a la propriété de

s'intercaler dans l'ADN.

Les astrocytes, cultivés en plaque 6 puits, sont transfectés transitoirement par la

méthode de lipofection avec le plasmide pGlow-Topo-GFP dont le gène de la GFP est sous

contrôle du promoteur du gène de l'UGTlA6. De plus, les cellules sont co-transfectées avec

un plasmide CMV-pGal, codant pour le gène de la p-galactosidase sous le contrôle d'un

promoteur faible non inductible. Ce 2ème plasmide servira de témoin de transfection.

Il.1.3.2 - Réalisation

Après optimisation des conditions de transfection, les cultures astrocytaires sont co­

transfectées avec 2 Ilg de pGlow-Topo-UGTlA6-GFP, et 0,5 Ilg de plasmide CMV-pGal. Les

cellules sont transfectées par lipofection avec le poly-éthylènimine linéaire (PEI, Exgen 500 ;

Euromedex) en présence de 150 mM de NaCI afin de saturer les sites électrostatiques présents

sur les tubes. L'ADN plasmidique est dilué dans une solution de NaCI 150 mM ainsi que le

PEI (dilution au 1/5èm~. Le PEI est ensuite ajouté à l'ADN plasmidique, agité immédiatement

puis incubé 15 min à température ambiante. Le mélange réactionnel (l00 Ill) ainsi que 900 III

de milieu de culture contenant 10% de SVF sont ajoutés aux cellules préalablement lavées au

PBS. Après 2h d'incubation à 37°C sous atmosphère humide, 2 ml de milieu de culture sont

ajoutés aux cellules. Les différents traitements ne seront appliqués sur les cellules que 48h

après la transfection.
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Il.1.4 - Evaluation de l'expression de la GFP

Les cellules sont rincées deux fois par du PBS, sans Ca2
+ ni Mg2

+, 24h après traitement.

Les cellules sont ensuite grattées dans 1 ml de PBS puis centrifugées à 1 500 g pendant 5 min.

Le culot est alors repris dans 100 /lI de tampon de lyse Tris-HCl 50 mM (pH 7,8) / NaCI

150 mM / 1% Igepal CA-630 (v/v). La suspension cellulaire est incubée à température

ambiante pendant 10 min puis centrifugée à 10 000 g pendant 10 min pour culoter les noyaux.

Le surnageant (100 /ll) est alors prélevé et placé dans un autre tube. Des aliquots de chaque

échantillon (50 /ll) sont prélevés puis placées dans une microplaque de 96 puits. La mesure de

l'expression de la GFP est réalisée par spectrofluorimétrie à 510 nm après excitation des

échantillons à 485 nm. Un contrôle négatif est préparé dans les mêmes conditions mais sur

des surnageants de cellules n'ayant pas été transfectées, ou transfectées par un seul des deux

plasmides.

11.1.5 - Dosage de l'activité ~-galactosidase

Le dosage est réalisé avec 50 /lI de surnageant dilué par 50 /lI de tampon de lyse utilisé

pour le dosage de la GFP et 150 /lI de tampon d'essai (tampon phosphate de sodium 200 mM,

pH 7,8 additionné de MgCb 2 mM, de ~-mercaptoéthanol 100 mM et 1,33 mg/ml d'ONPG

(O-nitrophényl-p-D-galactopyranoside, Sigma) ajouté extemporanément). L'incubation est

maintenue pendant 1h30 à 37°C puis est stoppée par l'addition de 500 /lI de Tris base 1 M. La

lecture est effectuée à l'aide d'un spectrophotomètre à 420 nm.

Il.2 - Retard sur gel

Il.2.1 - Principe

L'expression de gènes cibles est régulée par la fixation de facteurs de transcription sur

l'ADN. La technique de gel-retard (<< Electro-Mobility Shifl Assay» ou EMSA) permet de

mettre en évidence la fixation de protéines, dites de régulation, sur la région promotrice de

gènes. Le principe de cette technique consiste à extraire les noyaux cellulaires des tissus à

étudier, à incuber ces extraits nucléaires avec le fragment d'ADN radiomarqué portant la

séquence promotlice d'intérêt. L'ensemble est ensuite déposé sur gel non dénaturant pour

séparer les fragments d'ADN par électrophorèse. Si une protéine nucléaire s'est hybridée avec
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le fragment d'ADN, la migration du complexe formé sera alors retardée par rapport au

fragment seul. Le gel est autoradiographié et la mobilité électrophorétique des fragments

d'ADN complexés ou non est révélée.

Si, par l'utilisation d'un anticorps, une reconnaissance spécifique a permis la formation d'un

complexe immun s'accrochant sur la sonde marquée, la migration sur gel du complexe

fragment-protéine-anticorps est alors encore plus retardée, on parle de "super-retard".

Il.2.2 - Réalisation

Il.2.2.1 - Extraction des protéines nucléaires

Après deux lavages avec du PBS froid, les cellules traitées sont mises en suspension par

grattage dans 5 ml de PBS, puis centrifugées à 300 g pendant 5 min. Le culot cellulaire est

resuspendu dans 1 ml de tampon A hypotonique froid (Hépès 10 mM pH 7,9, KCl10 mM,

EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, DTT 1 mM et anti-protéases), puis laissé dans la glace

pendant 15 min. Les cellules sont lysées en ajoutant 0,6% (v/v) d'Igepal® (Sigma).

L'homogénat est centrifugé à 200 g pendant 5 min à 4°C pour sédimenter les noyaux. Après

élimination du surnageant, les noyaux sont repris dans 60 /lI de tampon de lyse B

hypertonique froid (Hépès 20 mM pH 7,9, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Igepal

0,25% (v/v), DTT 1 mM et anti-protéases). Les lysats sont laissés dans la glace pendant

30 min, agités régulièrement, puis centrifugés 10 min à 12 000 g à 4°C. Les extraits nucléaires

sont alors dosés selon la méthode BCA (paragraphe 8) avant d'être aliquotés et stockés à

- 80°C.

Il.2.2.2 - Préparation des sondes

Les éléments de réponse à AP-1 (Activator Protein-l, 21 pbs) et NrF2 (Nuclear factor

E2 p45-related Factor 2, 23 pbs) correspondent aux séquences des sites de fixation des

protéines nucléaires AP-1 et NrF2. Ces séquences, présentes dans le promoteur de l'UGT1A6

de rat, sont synthétisées sur commande (MWG-Biotech AG). Le site de fixation des protéines

nucléaires apparaît en gras sur la séquence. Afin d'évaluer la spécificité de ces sondes, des

séquences comprenant plusieurs mutations ont été synthétisées.
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Sonde AP-l (région - 467 à - 448 du promoteur de l'UGTIA6, N° d'accession: AF359280)

5' - CAG AAG GTG ACT CT - 3'
3' - CAC TGA GAC TCC TC - 5'

Sonde AP-l mutée

5' - CAG AAG GTA ATT TG - 3'
3' - GAT TAA ACC TCC TC - 5'

Sonde NrF2 (région - 942 à - 920 du promoteur de l'UGTIA6, N° d'accession: AF359280)

5' - AAA GAT TAC TGA CTA AGC - 3'
3' - ATG ACT CAG TCG TTC AC - 5'

Sonde NrF2 mutée

5' - AAA GAT TAC TGC GTG AAC - 3'
3' - ATG ACG CAC TTG TTC AC - 5'

Les brins sens et antisens sont stockés à -20°C à la concentration de 1 Ilg/Ill. Les brins sont

dilués à lOng/ill dans de l'eau puis hybridés par incubation d'un mélange 1: 1 pendant 10 min

à température ambiante. Le marquage de la sonde est réalisé par extension des brins en 3'

selon la séquence du brin complémentaire par l'activité polymérase du fragment de Klenow

(DNA polymérase sans activité exonucléasique). La sonde hybridée est incubée pendant 1h à

30°C en présence d'un tampon d'incubation fourni, additionné de 0,5 mM de dATP, de dGTP

et de dTTP, de 4 unités d'enzyme de Klenow (Promega, Madison, USA) et de 0,5 mM de

[a-33P]dCTP (Amersham). La sonde radiomarquée est purifiée par centrifugation à 1 200 g

pendant 4 min sur une colotme Tris Bio-Spin 30 (Bio-Rad). La sonde marquée est alors

conservée pendant 1 semaine à -20°C.

11.2.2.3 - Interaction ADN-protéines et analyse du complexe sur gel

Les protéines nucléaires (l0 Ilg) sont incubées pendant 30 min à 4°C dans un tampon de

fixation (Tris/Hel 100 mM pH 8, MgCb 10 mM, EDTA 5 mM, Glycérol 50% (v/v), NaCI

500 mM, DTT 5 mM) additionné de 1 ~lg de poly-dIdC (Promega) et 1 III de sonde

radiomarquée purifiée. Le volume final est complété à 10 ~tl avec de l'eau. Après incubation,
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1 )..lI d'une solution de dépôt (constituée de bleu de bromophénol dilué dans du tampon de

fixation) est ajouté au mélange réactionnel.

Le complexe ADN-protéine est analysé par électrophorèse sur gel de polyacrylamide à 5%

préparé dans du tampon TBE 0,5X. Les échantillons sont déposés dans le gel puis soumis à un

voltage constant de 150 V pendant 1h45 dans du tampon TBE 0,5X. Le gel est alors placé sur

un papier Whatman recouveli d'un film de Saran®. Le gel est ensuite séché sous vide pendant

20 min à 80°C puis exposé contre un écran de révélation (Kodak Phosphor Screen)

pendant Ih au minimum. L'image du gel est révélée en disposant l'écran dans un scanner

laser à haute résolution (Typhoon®).

II.2.2.4 - Identification des protéines du complexe retardé

La technique est la même que celle décrite précédemment. Un anticorps, spécifique

d'une protéine susceptible de se fixer sur l'élément de réponse, est ajouté après incubation des

protéines nucléaires avec la sonde radiomarquée. Ainsi, 1 fll d'anticorps, soit anti-cFos ou

anti-cJun (Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France) pour le complexe AP-l, ou anti-NrF2 (Tebu)

pour le facteur de transcription NrF2, est ajouté pendant 30 min à 4°C. Le complexe super­

retardé est ensuite analysé par électrophorèse en gel de polyacrylamide (5%) comme

précédemment.

12 - Mutagenèse dirigée

12.1 - Principe

Afin de vérifier la fonctionnalité des deux sites de fixation de type AP-l présents sur le

promoteur de l'UGTIA6 (Figure 23), nous avons utilisé la technique de mutagenèse dirigée.

-933 -925 -460 -454 -357 -349 -129 -121

- 97~ TGACTAAGC 1--1 TGACTCT H TGTCAGAGC ~I TTACAGGGC~93

ARE / AP-1 AP-1

Figure 23. Sites de fixation présents sur le promoteur de l'UGT1A6

(AP-l : Activator Protein-l; ARE: Antioxidant Response Element)

118



Matériels et méthodes

En effet, par cette technique (Figure 24), il est possible d'effectuer des modifications

(inseliions, délétions ou substitutions) d'une séquence donnée et ainsi de bloquer l'action de

cette dernière.

plasmide "parent"

Etape 1: copie du plasmide
"parent" à pcrtir d'amorces
mutées (substitutions)

plasmide "parent" (pGLow-GfP)
Însert UGTlA6

if- amorce mutée
insert UGTlA6 muté
plasmide muté

Figure 24. Les différentes étapes de la mutagenèse dirigée
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12.2 - Réalisation

Il s'agit, à partir de la construction p1asmidique pG1ow-TOPO-UGT1A6-GFP, ou

plasmide « parent », réalisé précédemment (paragraphe 11.1.2), d'effectuer une copie de ce

plasmide avec des amorces (MWG-Biotech AG) contenant plusieurs mutations

(substitutions).

La mutation 1 correspond à la mutation du site de fixation à AP-1 le plus en amont du

promoteur de l'UGT1A6 (- 933 à - 927) et la mutation 2 à celle de l'autre site de fixation à

AP-1 (- 460 à - 454). La mutation 3 correspond à la mutation de ces 2 sites.

- Séquence non mutée (- 944 à - 914) contenant la séquence AP-1 (- 933 à - 927):

Sens: 5' - GCA AAG ATT ACT GAC TAA GCA AGT GTT CTA C - 3'

Antisens: 3' - CGT TTC TAA TGA CTG ATT CGT TCA CAA GAT G - 5'

- Amorces utilisées pour la Mutation 1:

Sens: 5' - GCA AAG ATT ACG CAG TAA GCA AGT GTT CTA C - 3'

Antisens: 3' - CGT TTC TAA TGC GTC ATT CGT TCA CAA GAT G - 5'

- Séquence non mutée (- 472 à - 442) contenant la séquence AP-1 (- 460 à - 454):

Sens: 5' - CAT AGC AGA AGG TGA CTC TGA GGA GGA GAC G - 3'

Antisens: 3' - GTA TCG TCT TCC ACT GAG ACT CCT CCT CTG C - 5'

- Amorces utilisées pour la Mutation 2:

Sens: 5' - CAT AGC AGA AGG ACA CAC TGA GGA GGA GAC G - 3'

Antisens: 3' - GTA TCG TCT TCC TGT GTG ACT CCT CCT CTG C - 5'

- Mutation 3 = double mutation (mutation 1 + 2)

Les copies sont réalisées par l'intermédiaire d'un kit de mutagenèse (Stratagène, La

Jolla, USA). Brièvement, la réaction est effectuée avec 2,5 unités de Pfit Turbo DNA

polymerase, 10 ng de plasmide « parent », 125 ng de chaque amorce (sens et antisens),

0,5 mM de chaque dNTP, et le tampon de réaction Cl OX) dans un volume final de 50 ~ll. Le

mélange réactionnel est ensuite placé dans un thermocycleur et est soumis à 18 cycles

chauffage-refroidissement. Chaque cycle comprend 3 étapes: une phase de dénaturation à
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9SoC pendant 30 sec, une phase d'hybridation à SSOC pendant 1 mm, et une phase

d'élongation enzymatique à 68°C pendant 6 min. Le plasmide« parent» est ensuite digéré par

action de la Dpn l (10 unités) pendant 2h à 37°C. En effet, cette endonucléase agit

spécifiquement sur l'ADN méthylé.

Les produits obtenus (2 Ill), correspondant aux différentes mutations, sont ensuite

clonés dans des bactéries compétentes E.Cofi (One Shot®TOPl 0, Invitrogen) transformées par

choc thermique à 42°C pendant 30 sec, puis incubées sous agitation pendant Ih à 37°C dans

2S0 III de milieu SOC. Les bactéries sont ensuite étalées en boîte de Pétri sur un milieu LB

agar contenant SO Ilg/ml d'ampicilline et incubées une nuit à 37°C. Seules les bactéries ayant

été transformés sont capables de pousser sur les boîtes de Pétri. Quelques colonies

sélectionnées sont ensuite remises en culture dans 2S0 ml de milieu LB-ampicilline

(SO Ilg/ml) pendant 48h. Les plasmides sont alors extraits (paragraphe II.1.2.4) et envoyés à

séquencer afin de vérifier les mutations réalisées.

Une fois le séquençage vérifié, les astrocytes sont transfectés par les différents

plasmides comme décrit précédemment (paragraphe 11.1.3.2). L'expression de la GFP ainsi

que l'activité ~-galactosidase sont évaluées après traitement (respectivement paragraphe

11.1.4 et 11.1.S).

13 - Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne ± écart-type. Les comparaIsons des

moyennes entre les groupes non appariés ont été réalisées selon 2 tests: test t de Student ou U

de Mann Whitney après analyse de la variance. Le niveau de significativité a été choisi pour

p < O,OS. Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel StatView® 4.S (Abacus

Concepts).

B - Etudes in vivo

L'activité de glucuronoconjugaison ainsi que l'expression de l'isofonne UGTlA6 sont

évaluées en fonction de la zone cérébrale chez des rats traités au LPS.
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1- Animaux

L'étude est réalisée chez des rats mâles Wistar (Laboratoires Charles River, Saint

Germain sur l'Arbresle, France) de 250 à 300 g. Les animaux sont stabulés dans une salle

thermorégulée (22 ± 2 OC) soumise à des cycles obscurité / lumière de l2h / l2h. Après

réception, les rats sont laissés au repos pendant 5 jours. Une alimentation standardisée et de

l'eau sont données ad libitum. Toutes les expériences et les soins sont conformes à la

réglementation et les normes éthiques en vigueur. Cette étude a été approuvée par le Comité

Local d'Ethique de l'Expérimentation Animale.

2 - Traitement

Le traitement consiste à administrer du lipopolysaccharide (E.Coli, 0111 :B4, Sigma)

chez des rats vigiles par voie intrapéritonéale. L'injection de LPS (2 mg/kg) solubilisé dans du

NaCl (0,9%) est réalisée dans la période de lumière. Les témoins négatifs de l'expérience

n'ont reçu aucun traitement.

3 - Prélèvement des différentes zones cérébrales

Le cerveau est découpé en zones cérébrales selon la procédure de dissection représentée

Figure 25 (Glowinski et Iversen, 1966). La glucuronoconjugaison ainsi que l'expression de

l'isoforme UGTIA6 sont évaluées au niveau des régions suivantes:

- bulbes olfactifs

- cervelet

- tronc cérébral

- cortex

- hypothalamus + thalamus

- striatum

- hippocampe

- mésencéphale
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4 - Activités de glucuronoconjugaison

4.1 - Préparations des fractions membranaires

Les différentes zones cérébrales sont prélevées 48h après l'administration de LPS

(2 mg/kg). Les tissus sont tout d'abord broyés dans du tampon phosphate A (50 mM KH2P04

1 50 mM K2HP04 (pH 7,4), 1 mM EDTA et 0,1 mM DTT) à l'aide d'un ultraturax. La

préparation des fractions membranaires est identique à celle réalisée à partir de cultures

d'astrocytes (paragraphe 7). Le dosage protéique des échantillons est réalisé selon la

technique BCA (paragraphe 8).

4.2 - Dosages des glucuronides

L'activité de glucuronoconjugaison des différents échantillons, vis-à-vis de la

4-méthylombélliférone (4-MO), est évaluée par fluorimétrie comme décrit précédemment

(paragraphe 9.2.2.2).

5 - Analyse de l'expression de gènes au niveau transcriptionnel

5.1 - Extraction des ARN totaux

Les différentes zones cérébrales sont prélevées 24h après l'administration de LPS

(2 mg/kg). Les ARN totaux des différents tissus prélevés sont extraits selon la méthode de

Chomczynski et Sacchi (1987). Après broyage des échantillons, par l'ultraturax, dans le

Trizol® (Invitrogen), le protocole suivi est semblable à celui utilisé au paragraphe 10.

5.2 - Réactions de «RT-PCR »et analyse sur gel d'agarose

Après extraction des ARN totaux, les réactions de «RT-PCR » ainsi que l'analyse des

amplicons formés sont réalisées comme indiqué au paragraphe 10 de la partie «Etude in

vitro ». La seule modification réside dans l'utilisation d'une HotStar Taq DNA polymerase

(2,5 unités; Qiagen) comme enzyme de PCR à la place de la Taq DNA polymerase (Eurobio).
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6 - Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés en moyenne ± écart-type. Les comparaIsons des

moyennes entre les groupes non appariés ont été réalisées selon 2 tests: test t de Student ou U

de Mann Whitney après analyse de la variance. Le niveau de significativité a été choisi pour

p < 0,05. Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel StatView® 4.5 (Abacus

Concepts).
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Chapitre V - Résultats

Etude in vitro

A - Caractérisation de la culture d'astrocytes

Ce travail a été réalisé, en grande partie, sur des cultures primaires d'astrocytes de rats

nouveaux-nés. Dans un premier temps, nous avons caractérisé la pureté de la culture en

détectant les cellules à phénotype astrocytaire parmi toutes les cellules en culture.

Pour se faire, la détection de la GFAP, marqueur spécifique des astrocytes, a été

effectuée par immunocytochimie (Figure 26). Ainsi, la présence de la GFAP se traduit par une

coloration vetie, exclusivement cytoplasmique, dans de nombreuses cellules conespondant

aux astrocytes. La contre-coloration rouge des noyaux va nous permettre de distinguer les

cellules astrocytaires des autres cellules. Nous avons alors estimé, par comptage, le nombre de

cellules astrocytaires (marquage vert et rouge) sur le nombre de cellules totales (marquage

rouge). Ainsi, nous obtenons en moyenne 95% de cellules à caractère GFAP positif, indiquant

une culture fortement enrichie en astrocytes.

Figure 26. Caractérisation de la culture par détection de la GFAP
Les astrocytes apparaissent colorés en vert et rouge (1 : cellule GFAP positive) alors que les
autres cellules présentent uniquement un noyau coloré en rouge (2 : cellule GFAP négative).
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B - Influence d'un stress oxydant modéré sur la glucuronoconjugaison

1 - Analyse de la viabilité cellulaire

La viabilité de nos cultures (astrocytes, V79-1A6 et V79-2Bl), suite à différentes

conditions de traitement à la ménadione, est évaluée par la méthode au MTT (Tableau 8).

Viabilité cellulaire (% du témoin)

ménadione (flM)

5

20

80

incubation (h)

0,25

1

4

0,25

1

4

0,25

1

4

astrocytes V79-1A6 V79-2Bl

100 ± 10 100 ± 9 100 ± 6

97±21 100±15 98±8

95 ± 12 83 ± 5* 85 ± 10*

98 ± 7 93 ± 2* 95 ± 2*

92 ± 7* 91 ± 3* 91 ± 6*

44±8* 71±5* 51±9*

94±2* 62±4* 69±10*

44±8* 54±8* 60±7*

26 ± 5* 34 ± 2* 22 ± 2*

Tableau 8. Evaluation de la toxicité des traitements à la ménadione

Au niveau astrocytaire, la ménadione n'entraîne pas de diminution de la viabilité

cellulaire pour une dose de 5 flM et ceci quelque soit le temps d'incubation. Pour des doses

plus importantes, on s'aperçoit que la viabilité cellulaire peut diminuer fortement. Les lignées

cellulaires V79-1A6 et V79-2B 1 apparaissent plus sensibles au traitement que les astrocytes.

En effet, les deux lignées V79 présentent une viabilité cellulaire diminuée dès 4h d'exposition

à la dose de 5flM.

La viabilité cellulaire a également été évaluée suite aux différents autres traitements

(pro- ou anti-oxydants), et aucune modification n'a été relevée aux doses et temps

d'incubation utilisés.

2 - Mise en évidence et quantification de la production d'EAO

Nous avons vérifié que la ménadione entraînait bien la production d'espèces activées de

l'oxygène. Ainsi, l'utilisation de la DHR123 a pennis de mettre en évidence cette production

d'EAü dans les 3 types cellulaires (Figure 27).
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astrocytes

V79-lA6

V79-2Bl

témoin

Figure 27. Mise en évidence de la production d'EAO

Résultats

20~M

- 120/-lm

Après 15 min d'incubation, la production d'EAO est visible dans les 3 types cellulaires

dès la dose de 5 !lM. Cette production est d'autant plus importante avec une dose plus fOlie en

ménadione (20 ~M). Par cette technique, il est également possible de quantifier la production

d'EAO. Ainsi, après avoir traité nos cultures astrocytaires avec 5 ~M de ménadione pendant

15 minutes, nous avons mesuré la quantité d'EAO produites au cours du temps (Figure 28).
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Figure 28. Quantification de la production astrocytaire d'EAO

On observe une augmentation significative de la production d'EAO (+ 119%) dès la fin

du traitement (t = 0). De plus, cette surproduction d'EAO disparaît dès 6h après traitement

(Figure 28A) et se maintient à un niveau basal jusqu'à 48h après traitement. Un prétraitement

anti-oxydant (Figure 28B), avec un précurseur de la synthèse du glutathion (NAC ; 500 j.lM,

15 min), empêche partiellement, à t = 0, l'augmentation d'EAO (+ 46%) engendrée par le

traitement à la ménadione.

Il faut également noter que, suite au traitement à la ménadione (5 j.lM, 15 min), nous

n'avons pu mettre en évidence une surproduction d'H202 au cours du temps.

3 - Mesure du stress oxydant

Nous avons ensuite vérifié que cette production d'EAO entraînait un stress oxydant.

Pour se faire, nous avons évalué les conséquences de cette production d'EAO sur les taux de

glutathion intracellulaire (Figure 29) et sur les taux de carbonyles formés (marqueur de

l'oxydation des protéines; Figure 30) au niveau astrocytaire.
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Figure 29. Mesure des taux de glutathion au niveau astrocytaire
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Dès la fin du traitement à la ménadione (5 /lM, 15 min) (Figure 29A), à t = 0, une

diminution significative des taux de OSH est observée (- 24%) alors que les taux de OSSO

sont identiques à ceux que l'on retrouve dans les cellules non traitées. Les taux de OSH

retrouvent des valeurs basales 6h après traitement et ceci jusqu'à 48h après traitement. Les

taux de OSSO, quant à eux, sont augmentés de + 55% et + 50%, respectivement à 6 et 12h

après traitement. A partir de 24h, les taux observés de OSSO reviennent à des taux basaux. Un

prétraitement anti-oxydant (Figure 29B) empêche partiellement la diminution des taux de

OSH (- 10%) dès la fin du traitement (t = 0), alors que les taux de OSSO restent inchangés.

En ce qui concerne les taux de carbonyles, une augmentation significative (+ 26%) est

observée dès la fin du traitement (Figure 30A). Cette augmentation est également visible

jusqu'à 12h après traitement. C'est seulement à partir de 24h que les taux de carbonyles

mesurés sont identiques à ceux des témoins. Un prétraitement avec la NAC empêche

totalement cette augmentation des taux de carbonyles, observée à t = 0, au niveau astrocytaire

(Figure 30B).
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Figure 30. Mesure des taux de carbonyles au niveau astrocytaire

4 - Production de médiateurs pro-inflammatoires

Nous avons cherché à évaluer si la ménadione, en plus d'induire un stress oxydant, était

capable de produire des médiateurs pro-inflammatoires comme les prostaglandines E2 et le

monoxyde d'azote (Figure 31).
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Figure 31. Mesure de la production de médiateurs pro-inflammatoires et analyse de l'expression
de COX-2 et d'iNOS

Contrairement à un traitement pro-inflammatoire (LPS), la ménadione (5 flM, 15 min)

n'entraîne pas de production de PGE2 (Figure 31A) ou de monoxyde d'azote (Figure 31B) à

12, 24 ou encore 48h après traitement. De plus, par RT-PCR semi-quantitative, nous

n'observons pas, 24h après traitement, d'induction d'iNOS ou de COX-2 (Figure 31 C).

5 - Modulation de la glucuronoconjugaison

La glucuronoconjugaison est évaluée, au cours du temps après exposition à la

ménadione (5 flM, 15 min), à patiir de microsomes d'astrocytes, de V79-1A6 et de V79-2Bl.

Différents substrats sont utilisés tels que le 1-naphtol (l-NP) et la 4-méthylombélliférone

(4-MO), substrats des UGT de la famille lA et le kétoprofène (KPF), substrat des UGT de la

famille 2B.

Les activités mesurées au niveau astrocytaire, de par l'action simultanée de plusieurs

UGT, représentent une activité globale de glucuronoconjugaison. En revanche, au niveau des
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lignées cellulaires V79, on mesure l'activité spécifique de l'isoforme présente soit l'UGT1A6

pour les V79-1A6 et l'UGT2B1 pourles V79-2Bl.

5.1 - Cultures d' astrocytes

Au niveau astrocytaire, on observe des activités de glucuronoconjugaison importantes

vis-à-vis du 1-NP (Figure 32A) et de la 4-Mü (Figure 32B). Les activités de

glucuronoconjugaison vis-à-vis du KPF (Figure 32C) sont environ 6 à 7 fois inférieures à

celles déterminées pour les deux autres substrats.
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Dès la fin du traitement (t = 0), les activités de glucuronoconjugaison sont diminuées de

50% pour le I-NP, de 58% pour la 4-Mü et de 32% pour le KPF. Pour ces 3 substrats, le

profil des activités mesurées au cours du temps est sensiblement le même. En effet, à 6h, 12h

et 24h après traitement, les activités de glucuronoconjugaison mesurées sont toujours

significativement inférieures à celles mesurées chez les témoins mais supérieures à celles

observées à t = O. Ainsi, plus le temps après traitement est important, plus la diminution de

l'activité enzymatique est faible. Ce n'est qu'à partir de 48h après traitement qu'on retrouve

des activités de glucuronoconjugaison basales.

Un prétraitement anti-oxydant empêche totalement la diminution des activités de

glucuronoconjugaison,dès t = 0, et cela quelque soit le substrat et le temps d'étude.

5.2 - Lignées cellulaires V79-1A6

Les activités mesurées au niveau des V79-1A6 (Figure 33) sont moins importantes que

celles mesurées au niveau astrocytaire. De plus, les V79-1 A6 sont incapables de métaboliser

le KPF.
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Figure 33. Mesure des activités de glucuronoconjugaison au niveau des cellules V79-1A6

Dès la fin du traitement, les activités de glucuronoconjugaison sont diminuées de 55%

pour le I-NP (Figure 33A) et de 41 % pour la 4-Mü (Figure 33B). Au cours du temps, le

profil des activités mesurées est visiblement le même quelque soit le substrat. Les activités de

glucuronoconjugaison, mesurées à 6, 12 et 24h après traitement, sont inférieures à celles

obtenues chez les témoins mais supérieures à celles observées à t = O. Ainsi, au cours du
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temps, on observe un retour progressif des activités de glucuronoconjugaison vers des

conditions basales qui ne seront atteintes qu'à partir de 48h.

Un prétraitement anti-oxydant n'est pas suffisant pour éviter cette baisse d'activité

enzymatique. En effet, dès t = 0, les activités de glucuronoconjugaison vis-à-vis du I-NP et de

la 4-MO sont diminuées respectivement de 39% et de 18%. Ce n'est qu'à 48h après traitement

qu'on observe un retour à des conditions basales.

5.3 - Lignées cellulaires V79-2Bl

Dans ce type cellulaire, les activités mesurées sont beaucoup plus faibles que dans les

astrocytes et les V79-1A6 pour le I-NP et la 4-Mü (respectivement Figure 34A et 34B). En

revanche, les V79-2B 1 présentent des activités de glucuronoconjugaison, vis-à-vis du KPF

(Figure 34C), supérieures à celles observées dans les astrocytes.
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Comme dans les 2 autres types cellulaires, l'exposition à la ménadione diminue, dès

t = 0, les activités de glucuronoconjugaison de l'ordre de 35% pour le I-NP, 33% pour la

4-MO et 17% pour le KPF. Ces diminutions sont cependant moins importantes que celles

observées dans les astrocytes et les V79-1A6.

Une fois encore, on observe, au cours du temps, un retour progressif des activités de

glucuronoconjugaison. Pour le 1-NP et la 4-MO, le retour à une activité enzymatique basale

est observé 48h après traitement alors que pour le KPF, il se situe à 24h.

Comme dans les V79-1A6, un prétraitement anti-oxydant n'est pas suffisant pour éviter

cette baisse d'activité enzymatique. En effet, dès t = 0, les activités de glucuronoconjugaison

vis-à-vis du 1-NP, de la 4-MO et du KPF sont diminuées respectivement de 30%,25% et 6%.

Ce n'est qu'à 24h (KPF) et 48h (l-NP, 4-MO) après traitement qu'on observe un retour à des

activités enzymatiques identiques à celles des témoins.

5.4 - Effets d'autres traitements sur la glucuronoconjugaison

Les activités de glucuronoconjugaison ont également été évaluées à la suite d'autres

traitements pro-oxydants (BSO, H20 2) ou anti-oxydants (NAC, SOD) sur des cultures

d'astrocytes (Figure 35) en utilisant le 1-naphtol comme substrat.
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Figure 35. Modulation de la glucuronoconjugaison astrocytaire

Lorsque l'on fait un prétraitement avec de la BSO (20 /lM, 24h) puis un traitement à la

ménadione (5 /lM, 15 min), on observe une diminution plus importante de l'activité

enzymatique comparativement à un traitement à la ménadione seule (-72% versus -50%). De

plus, un traitement pro-oxydant avec du peroxyde d'hydrogène (50 /lM, 15 min) a un effet sur
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la glucuronoconjugaison comparable à celui de la ménadione. En effet, l'activité enzymatique

est diminuée de 57%.

Comme on a pu le voir précédemment un prétraitement anti-oxydant avec la NAC

empêche totalement cette diminution d'activité provoquée par le traitement à la ménadione.

Un co-traitement SOD (30 )..tg/ml) et ménadione pendant 15 min n'empêche que partiellement

cette baisse de glucuronoconjugaison (-17%).

6 - Analyse de l'expression des UGTIA6 et 2Bl

L'expression des isoformes UGT1A6 et UGT2Bl est analysée par RT-PCR seml­

quantitative et migration sur gel d'agarose (Figure 36). Comme on peut le voir après

migration (Figure 36A), un traitement à la ménadione augmente significativement, 24h après

traitement, l'expression de l'UGT1A6. Aucune modification de l'expression de cette isofonne

n'est visible à t = 0 ou à un autre temps après traitement. En revanche, l'expression de

l'isofonne UGT2Bl n'est pas modifiée suite au traitement à la ménadione. Pour l'étude de ces

2 isoformes d'UGT, nous avons rapporté leur expression à celle de la L27 (gène de référence).

Ainsi, on s'aperçoit que le rapport des expressions UGT1A6/L27 (Figure 36B), à t = 24h, est

augmenté de 70% alors que le rapport UGT2B 1/L27 (Figure 36C) reste inchangé au cours du

temps.

A
Temps après
traitement (h)

ménadione

100 pbs ---+

o

- +

6
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48
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Figure 36. Expression des UGTlA6 et 2B1 dans les astrocytes

7 - Etude du promoteur de l'UGTIA6

7.1 - Mise au point des conditions de transfection

Afin de transfecter nos cultures astrocytaires dans les meilleures conditions, en terme de

viabilité cellulaire et de transfection, nous avons établi les conditions optimales en fonction du

pourcentage de sérum de veau fœtal (SVF) présent dans le milieu de culture (l, 5 ou 10%), le

temps de transfection (l, 2 ou 4h) ainsi que la quantité de plasmide pGlow-GFP utilisé (1, 1,5

ou 2 Ilg) ; la quantité de plasmide CMV-~Galactosidase étant fixée à 0,5 Ilg.

Le marquage au iodure de propidium colore en rouge l'ADN présent dans la cellule

(noyau + plasmide) et nous permet ainsi «d'évaluer» le degré de transfection.

En faisant varier les différents paramètres (Tableau 9), on observe une toxicité cellulaire

ainsi qu'une transfection plus ou moins importante. Nous avons choisi les conditions de telle
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sorte que la viabilité cellulaire ne soit pas modifiée et que la transfection soit plus ou moins

importante.

Quantité (/lg)
Temps

SVF(%)
Viabilité Marquage IP

d'exposition (h) cellulaire
1 - +/-

1 5 T +/-
10 T +/-

1 - - +
1 2 5 - +

10 T +/-

1 - - +

4 5 - +
10 T +

1 - +
1 5 T +

10 T +/-

1 - - +
1,5 2 5 - +

10 T +

1 - - +/-
4 5 - - +/-

10 - ++

1 - - +/-

1 5 T +/-
10 T +

1 - - +
2 2 5 - ++

10 T ++

1 - - - +

4 5 - - ++
10 - ++

Tableau 9. Différentes conditions de transfection
(IP : iodure de propidium ; T: aspect identique au témoin)

En conclusion, pour la suite de l'étude, nous avons transfecté les astrocytes avec 2 /lg de

plasmide GFP contenant le promoteur de l'UGT1A6 et 0,5 /lg de plasmide CMV­

~Galactosidasependant 2h dans un milieu de culture « classique» contenant 10% de SVF.

Dans ces conditions, comme on peut le voir ci-dessous, les cultures d'astrocytes,

transfectées ou non, ont le même aspect morphologique (Figure 37A et 37C). De plus, le
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marquage au iodure de propidium apparaît plus imp0l1ant après transfection (Figure 37B et

37D).

Figure 37. Comparaisons astrocytes non transfectés (A, B) / astrocytes transfectés (C, D)
(A et C : lumière visible; B et D : marquage au iodure de propidium)

Dans ces conditions et jusqu'à 72h après transfection, aucune modification du tapis

cellulaire n'est observée sous microscope.

7.2 - Régulation de l'expression de l'UGTIA6 après exposition à la ménadione

Les astrocytes sont traités, 48h après transfection, pendant 15 min avec 5 ~lM de

ménadione avec ou sans prétraitement à la NAC (500 ~M, 15 min). Le rapport

GFP/~-galactosidase est mesuré 24h après traitement (Figure 38). Une augmentation de

l'expression de la GFP (+80%) est alors observée. De plus, un prétraitement anti-oxydant est

suffisant pour empêcher l'augmentation de l'expression de la GFP.
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Figure 38. Analyse de l'expression de la GFP 24h après exposition à la ménadione

7.3 - Activation du facteur AP-1 dans les astrocytes exposés à la ménadione

Par la technique de gel retard, nous avons montré la fixation de protéines nucléaires,

extraites en fonction du temps après traitement à la ménadione, sur les sondes AP-1 et NrF2

(Figure 39).

A B

SS 0 5' 15' 30' 1h 3h 6h 12h Cp SS 0 5' 15' 30' 1h 3h 6h 12h Cp

R--+

SL--+

Figure 39. Cinétiques de fixation de protéines nucléaires sur les sondes AP-l (A) et NrF2 (B)
(Cp: compétition avec 100 fois plus de sonde non radiomarquée ; R : retard; SL : sonde libre;
SS : sonde seule)
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Les résultats montrent une fixation de protéines nucléaires astrocytaires sur les 2 sondes

dès 5 min après exposition à la ménadione. La fixation maximale est observée à 3h après

traitement puis diminue avec le temps. Ces protéines ont ensuite été identifiées par

l'utilisation d'anticorps (Figure 40).

SR--..

R--..

A

SS
S* + S*

o 3h cFos cJun p65 Cp cFos mutée

B

SS 0 3h NrF2 cFos cJun Cp

Figure 40. Activation d'AP-l dans les astrocytes exposés à la ménadione
(A : sonde AP-l, B : sonde NrF2) - (Cp : compétition avec 100 fois plus de sonde non
radiomarquée ; R : retard; 5* : sonde radiomarquée ; 5L : sonde libre; SR : super-retard; 55 :
sonde seule)

L'anticorps anti-cFos, contrairement à l'anti-cJun, se fixe sur le complexe protéine­

sonde AP-1 (Figure 40A) et le retarde. L'essai faisant intervenir la sonde radiomarquée (S*) et

l'anticorps anti-cFos permet de confirmer que le super-retard observé avec l'anticorps est

spécifique de la fixation de ce dernier sur le complexe protéine-sonde. De plus, la mutation de

la sonde empêche la fixation de protéines nucléaires sur celle-ci. L'anticorps anti-NrF2

(Figure 40B) ne retarde pas le complexe protéine-sonde NrF2. En revanche, l'utilisation de

l'anticorps anti-cFos se fixe sur ce complexe et le retarde.
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Un prétraitement anti-oxydant avec la NAC, avant exposition à la ménadione, permet

d'inhiber l'activation du facteur de transcription AP-I dans nos cultures astrocytaires et

empêche sa fixation sur la sonde AP-I (Figure 41).

SS 0 3h NAC Cp

R-.

SL

Figure 41. Inactivation du complexe AP-l par un prétraitement anti-oxydant (NAC)
(Cp: compétition avec 100 fois plus de sonde non radiomarquée; R: retard; SL : sonde libre; SS
: sonde seule)

7.4 - Implication d'éléments de réponse présents sur le promoteur de l'UGT1A6

Les astrocytes sont traités, 48h après transfection avec les différents plasmides, pendant

15 min avec 5 flM de ménadione. Le rapport GFP/p-ga1actosidase est mesuré 24h après

traitement (Figure 42). La mutation du site ARE, qui est également un site AP-1,

correspondant à la région - 933 à - 925 du promoteur, n'entraîne pas de diminution de

l'expression de la GFP (+ 80%). En revanche, une mutation du site AP-1, correspondant à la

région - 460 à - 454 du promoteur, diminue de moitié l'expression de la GFP (+ 40%). Une

double mutation bloque totalement l'augmentation de l'expression de la GFP induite par le

traitement à la ménadione.
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Figure 42. Implication des sites AP-l présents sur le promoteur de l'UGTIA6
(AP-l: Activator Protein-l; ARE: Antioxidant Response Element)

C - Influence de conditions inflammatoires sur la glucuronoconjugaison

1 - Analyse de la viabilité cellulaire

Les traitements pro-inflammatoires (LPS, IL-1~ et TNF-a), réalisés dans cette étude,

n'entraînent pas de modification de la viabilité cellulaire sur nos cultures astrocytaires ou sur

les lignées cellulaires V79. De plus, dans nos conditions, les co-traitements appliqués sur les

cellules ne sont également pas toxiques.

2 - Mesure de la glucuronoconjugaison

La glucuronoconjugaison est mesurée, au niveau astrocytaire, après 12h, 24h et 48h de

traitement au LPS (0,1, 1 et 1°flg/ml) (Figure 43). La 4-méthylombélliférone est utilisée

comme substrat de la réaction.
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Figure 43. Mesure des activités astrocytaires de glucuronoconjugaison suite à une exposition au
LPS

La glucuronoconjugaison astrocytaire n'est pas modifiée à 12h et 24h de traitement au

LPS et ceci quelle que soit la dose utilisée. Cependant à 48h de traitement, le LPS augmente

significativement la glucuronoconjugaison (+ 84%) dès la dose de 0,1 Ilg/ml. Une réponse

identique est observée pour les doses de 1 et 1°Ilg/ml.

Nous avons ensuite vérifié les conséquences d'un traitement au LPS (1 Ilg/ml) sur la

glucuronoconjugaison de la 4-MO au niveau des lignées cellulaires V79-1A6 et V79-2Bl

(Figure 44). Ainsi, un traitement à la dose de 1 Ilg/ml de LPS pendant 12, 24 ou 48h ne

modifie pas l'activité enzymatique mesurée dans les V79-1A6 (Figure 44A) et les V79-2Bl

(Figure 44B).

A B

t:
t: 0

l/l0 ëiil/l 40'Cil Cl:::lCl .~
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Figure 44. Mesure des activités de glucuronoconjugaison au niveau des lignées cellulaires V79
suite à une exposition au LPS (1 jJg/ml)
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L'action de cytokines pro-inflammatoires (IL-1~, TNF-a) a également été évaluée à

12h, 24h et 48h d'exposition, sur nos cultures astrocytaires à la dose unique de lOng/ml

(Figure 45).
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Figure 45. Mesure des activités astrocytaires de glucuronoconjugaison suite à une exposition à
l'IL-l~ et au TNF-a

Un traitement avec de l'IL-1 ~ (lOng/ml) ne modifie pas les activités de

glucuronoconjugaison à l2h et 24h de traitement (Figure 45A). Ce n'est qu'à 48h

d'exposition que l'on observe une augmentation de l'activité enzymatique (+ 41 %). De plus,

dans nos conditions, le TNF-a ne modifie pas la glucuronoconjugaison (Figure 45B).

3 - Expression des UGTIA6 et 2BI

3.1 - Traitement au LPS

L'expression des isofonnes UGT1A6 et 2B1, en fonction du temps de traitement au

LPS sur nos cultures astrocytaires, est représentée en Figure 46. A partir de 12h de traitement,

on observe une augmentation significative de l'expression de l'UGTlA6 (x 1,6) ; la plus forte

augmentation d'expression de cette isoforme étant visible au temps 24h (x 3,8). A un degré

moindre, on visualise toujours cette augmentation d'expression à 48h de traitement (x 2,2).

De plus, pour un même temps de traitement, aucun effet dose n'est observé.
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Pour l'UGT2Bl, aucune modification de son expression n'a pu être mise en évidence

dans ces conditions de traitement.
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Figure 46. Expression des UGT1A6 et 2B1 astrocytaires lors d'une exposition au LPS

3.2 - Traitement aux cytokines pro-inflammatoires

3.2.1 - Exposition à l'IL-l ~

Un traitement de 24h à l'IL-l~ (Figure 47) augmente l'expression de l'UGTIA6 (x 1,6).

Cependant, après 12h ou 48h d'exposition, aucune modification significative de l'expression

de l'UGTIA6 n'est observée. Comme précédemment avec un traitement au LPS, l'expression

de l'UGT2Bl n'est pas modifiée par l'IL-l~.
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Figure 47. Expression des UGTlA6 et 2Bl astrocytaires lors d'une exposition à l'IL-ll)

3.2.2 - Exposition au TNF-u

Dans nos conditions expérimentales, le TNF-u ne provoque aucune modification de

l'expression des UGTIA6 et 2BI astrocytaires (Figure 48) à 12, 24 et 48h d'exposition.

TNF-a

T 12 24 48

600 pbs -

600 pbs

100 pbs

Figure 48. Expression des UGTlA6 et 2Bl astrocytaires lors d'une exposition au TNF-a
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4 - Production de médiateurs pro-inflammatoires

Dans les trois modèles pro-inflammatoires (LPS, IL-I Pet TNF-a), nous avons évalué

l'expression de 2 gènes pro-inflammatoires que sont COX-2 et iNOS ainsi que la production

de leurs médiateurs respectifs, les PGE2 et le monoxyde d'azote.

4.1 - Traitement au LPS

Après migration sur gel d'agarose, on note qu'un traitement au LPS induit fortement

COX-2 mais également iNOS (Figure 49A) dès la plus faible dose (0,1 Ilg/ml). Plus le temps

de traitement augmente plus l'induction de ces 2 gènes diminue. Néanmoins, l'induction de

COX-2 et d'iNOS est toujours visualisable après 48h d'exposition. De plus, aucun effet dose

n'est observé au cours du temps. Parallèlement à l'induction de ces 2 gènes, les productions

de PGE2 (Figure 49B) et de monoxyde d'azote (Figure 49C) augmentent au cours du temps.

Dès 12h de traitement, on observe une augmentation de la production de ces 2 médiateurs.

Cette production est maximale à partir de 48h de traitement.
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Figure 49. Induction d'iNOS, COX-2 et production des médiateurs lors d'une exposition au LPS

Au cours des traitements au LPS, on observe également une augmentation de la

production d'EAO dans nos cultures astrocytaires (Tableau 10). Cette production est dose­

indépendante et uniquement observable après 12h d'exposition au LPS. En effet, pour des

traitements plus longs, la quantité d'EAO produite est identique à ce que l'on retrouve chez

les témoins.

12h 24h 48h

témoin (%) 100 ± 5 100 ± 5 100 ± 5

0,1 Ilg/ml 125 ± 7* 103 ± 6 101 ± 3

1 Ilg/ml 131 ± 7* 98 ± 5 103 ± 5

lOIlg/ml 135 ± 6* 103 ± 8 99 ± 6

Tableau 10. Production d'EAO lors d'une exposition des cultures d'astrocytes au LPS

4.2 - Traitement aux cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires induisent les gènes COX-2 et/ou iNOS (Figure 50).

L'IL-1p induit COX-2 dès 12h de traitement (Figure 50A). Cette induction diminue au cours

du temps et disparaît à 48h. En revanche, aucune induction d'iNOS n'a été observée suite à un

traitement par cette cytokine. Quant au traitement au TNF-cx, COX-2 mais également iNOS

(respectivement Figure 50B et 50C) sont induits par cette cytokine dès l2h. L'induction,

observée pour ces 2 gènes, est toujours présente à 24h de traitement; les intensités sont

identiques à celles observées à 12h. A 48h, l'induction de COX-2 est plus faible que celle

observée à 24h, alors que l'expression d'iNOS retourne au niveau d'expression des témoins.
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Figure 50. Induction d'iNOS et COX-2 lors d'une exposition à l'IL-l~ et au TNF-a

5 - Mesure des taux de glutathion après traitement au LPS

Les taux de glutathion sont évalués à la suite des différents traitements en LPS. Comme

le montre la Figure 51, aucune modification des taux intracellulaires en GSH et GSSG n'est

observée pour une dose de LPS de 0,1 llg/m1. Pour les doses de 1 et 10 llg/m1, des variations

sont visibles uniquement pour un temps d'exposition de 48h. Ainsi, les taux de GSH

diminuent de 13% et 17% pour respectivement des traitements de 1 et 10 llg/m1. De plus, on

observe une augmentation des taux de GSSG de l'ordre de 20% pour la dose de 1 Ilg/ml et

14% pour la dose de 10 Ilg/ml.
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Figure 51. Mesure des taux de GSH et GSSG après traitement au LPS

150



Résultats

6 - Influence de différents inhibiteurs sur la surexpression de l'UGTIA6 induite par

le LPS

6.1 - Effets d' anti-inflammatoires

Pour le reste de l'étude, nous nous sommes placés dans des conditions de traitement en

LPS pour lesquelles nous observons une surexpression maximale de l'UGT1A6 soit une dose

de 1 ~g/m1 pendant 24h (Figure 46). Dans ces conditions, la dexaméthasone (anti­

inflammatoire stéroïdien) et le NS398 (AINS) sont capables d'inhiber totalement

l'augmentation d'expression induite par ce traitement au LPS (Figure 52A et 52B). La

dexaméthasone inhibe totalement l'induction de COX-2 (Figure 52C) ce qui a pour

conséquence de bloquer la production de PGE2 (Figure 52D). Le NS398 diminue

partiellement l'induction de COX-2 (induction divisée par 3) et très fortement la production

de PGE2.
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Figure 52. Blocage de la surexpression de l'UGTlA6 par des traitements anti-inflammatoires
(Dex : dexaméthasone ; NS : NS398)
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6.2 - Effets d'inhibiteurs de NO synthases

L'utilisation d'analogues de l'arginine empêche la surexpresSlOn de l'isoforme

UGTlA6 suite à un traitement LPS (1 Jlglml, 24h) (Figure 53A et 53B). Ces deux analogues,

le L-NAME et le L-NMMA, diminuent la production de NO respectivement d'un facteur 4,5

et 4 (Figure 53C) mais également l'induction d'iNOS (Figure 53D) respectivement d'un

facteur 3,6 et 2,4.
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Figure 53. Blocage de la surexpression de l'UGTlA6 par des inhibiteurs de NOS
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7 - Tentatives d'explication du mécanisme de surexpression de l'UGTIA6 induite par

le LPS

7.1 - Implication d'un mécanisme transcriptionnel et/ou traductionnel ?
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Figure 54. Effets de l'actinomycine D et de la cycloheximide sur l'expression de l'UGTlA6
(ActD : actinomycine D ; CHX : cycloheximide)

Un prétraitement de nos cultures astrocytaires avec de l'actinomycine D (inhibiteur de

la synthèse d'ARN ; Figure 54A), ou de la cycloheximide (inhibiteur de la synthèse

protéique; Figure 54B) n'affecte pas l'expression basale de l'UGTIA6 alors qu'il supprime,

dans les deux cas, la surexpression de cette isoforme engendrée par le LPS.

7.2 - Rôles des MAP kinases?

Des inhibiteurs spécifiques de MAP kinases ont été utilisés lors de co-traitement des

cultures astrocytaires avec le LPS (l Ilg/ml, 24h). Les résultats obtenus par RT-PCR montrent

que le PD98059 (inhibiteur de ERK, 30 IlM) et le SB203580 (inhibiteur de p38, 10 IlM)

suppriment totalement l'effet du LPS sur l'expression de l'UGTIA6 (Figure 55).

153



A

600 pbs

\00 pbs

600 pbs

200 pbs

B
T LPS + PD + SB

E
*z 2,5

0::
<C

2,0.....
N
-1

1,5
E
z 1,0
0::
<C :::_ll_(,0

<C.....
l-
e>
::l témoin

Figure 55. Effets d'inhibiteurs de MAPK
(PD: PD98059 ; SB : SB203580)

Résultats

+ PD + SB

LPS (1 IJg/ml)

7.3 - Régulation de l'expression de l'UGTlA6 après traitement au LPS

Le rapport GFP/p-Galactosidase (Figure 56) a été établi, par transfection transitoire de

nos cultures astrocytaires, après traitement au LPS (1 Ilg/ml, 24h), à l'IL-1 P(10 ng/ml, 24h)

ou au TNF-a (10 ng/ml, 24h). Les résultats montrent que l'expression de la GFP, mesurée

dans ces conditions, est augmentée suite à l'exposition au LPS (x 5,2) ou à l'IL-1p (x 2).

L'expression de la GFP reste inchangée après une exposition au TNF-a.
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Figure 56. Augmentation de l'expression de la GFP suite au traitement au LPS et à l'IL-ll'

7.4 - Activation du facteur AP-l dans les astrocytes exposés au LPS

Les résultats obtenus par gel retard révèlent la fixation de protéines nucléaires sur la

sonde AP-1 après une exposition au LPS (Figure 57).
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Figure 57. Activation d'AP-l après traitement au LP5
(Cp : compétition avec 100 fois plus de sonde non radiomarquée, R : retard, 5* sonde
radiomarquée, 5L : sonde libre, 5R : super-retard, 55 : sonde seule)

Ainsi, on observe une fixation de protéines nucléaires sur la sonde AP-1 dès 5 min de

traitement (Figure 57A). Cette fixation augmente jusqu'à 1h d'exposition, temps pour lequel

la fixation est maximale, puis diminue jusqu'à 6h et augmente à nouveau à 12h.

Par la suite, l'utilisation d'anticorps a permis d'identifier ces protéines (Figure 57B).

L'anticorps anti-cFos se fixe sur le complexe protéine-sonde et le retarde davantage. Une

bande de super-retard apparaît sur le gel. L'essai réalisé en incubant uniquement la sonde (S*)

et l'anticorps anti-cFos confirme la spécificité de fixation de l'anticorps sur le complexe

protéine-sonde. En revanche, l'anticorps anti-cJun n'est pas capable de retarder ce complexe

mais on peut cependant observer que la bande correspondante au retard est moins intense.

L'utilisation d'une sonde mutée ne permet plus de visualiser la fixation de protéines

nucléaires sur cette sonde.
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t=1h

SS 0 LPS +Dex +NAME Cp

SL---+

Figure 58. Inactivation d'AP-l par des co-traitements
(Cp: compétition avec 100 fois plus de sonde non radiomarquée, Dex : dexaméthasone, R : retard,
SL : sonde libre, SS : sonde seule)

Par rapport au traitement au LPS seul, les co-traitements réalisés avec la dexaméthasone

et le L-NAME (Figure 58) diminuent la fixation des protéines nucléaires sur la sonde. De plus,

l'intensité de la bande de retard, en comparaison de celle du témoin (0), est identique pour un

co-traitement avec le L-NAME alors qu'elle est diminuée suite à l'utilisation de la

dexaméthasone.

7.5 - Implication des sites de fixation à AP-1 sur le promoteur de l'UGT1A6

Le rapport GFP/~-Galactosidase (Figure 59) a été établi, par transfection transitoire de

nos cultures astrocytaires, après traitement au LPS (1 Ilg/ml, 24h). La mutation du site ARE,

qui est également un site AP-1, correspondant à la région - 933 à - 925 du promoteur,

n'entraîne pas de diminution de l'expression de la GFP (x 5). En revanche, une mutation de la

région - 460 à - 454 du promoteur, correspondant également à un site AP-1, diminue

fortement l'expression de la GFP (x 1,9). Une double mutation bloque totalement

l'augmentation de l'expression de la GFP induite par le traitement au LPS.
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Figure 59. Implication des sites AP-l présents sur le promoteur de l'UGTIA6
(AP-l: Activator Protein-l; ARE: Antioxidant Response Element)

D - Analyse du métabolisme de composés endogènes

Nous avons évalué la conjugaison de composés endogènes tels que des neurostéroïdes à

18, 19 et 21 carbones (CI8, C19 et C2l) ainsi que d'autres composés comme la sérotonine, la

T3 et la T4 (Tableau Il).

échantillons
glucuronides formés glucuronides formés

(V79-1A6) (astrocytes)
4-méthylombélliférone ++++ ++++

estrone ND traces
C18 estradiol ND traces

estriol ND +
16a-hydroxyestrone ND +

testostérone ND ND
dihydrotestostérone ND ND

C19 androstérone ND ND
épiandrostérone ND ND

déhydroépiandrostérone ND ND
progestérone ND ND

C21 17- hydroxyprogestérone ND ND
prégnénolone ND ND

17-hydroxyprégnénolone ND traces
sérotonine ++ +

triiodo-L- thyronine (T3) ND traces
tétraiodo-L-thyronine (T4) ND traces

Tableau Il. Récapitulatif du métabolisme de composés endogènes par CCM
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Les résultats, obtenus après chromatographie sur couche mince et autoradiographie,

montrent que peu de substrats sont métabolisés au niveau des V79-1A6. En effet, dans la liste

des substrats choisis, en plus du témoin (4-MO), seule la sérotonine est glucuronoconjuguée

par l'isoforme UGTIA6 (Figure 6üA). Cependant, le métabolisme de la sérotonine se révèle

être beaucoup moins important que celui de la 4-Mü.

Aucune modification de la glucuronoconjugaison de la sérotonine n'est visible suite au

traitement LPS ; les bandes correspondantes aux glucuronides sont d'intensité égale.

Au niveau astrocytaire, un nombre plus important de substrats sont métabolisés. Cependant, la

glucuronoconjugaison de ces molécules (Figure 6üB et 6ÜC) s'avère être très inférieure à celle

du substrat témoin (4-MO). On observe ainsi la formation de traces de glucuronides d'estrone,

d'estradiol, de 17-hydroxyprégnénolone, de triiodo-L- thyronine (T3) et de tétraiodo-L­

thyronine (T4). Les composés comme l'estriol, le 16a-hydroxyestrone et la sérotonine sont

quant à eux davantage métabolisés. Dans ces cellules astrocytaires, aucune activité de

glucuronoconjugaison n'est observée pour les composés en C19 et pour les % des composés

en C21. De plus, aucune modification de la glucuronoconjugaison ne peut être décelée suite

au traitement LPS, excepté pour la sérotonine dont les bandes de migration des métabolites

semblent légèrement plus intenses que celles des témoins.
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Etude in vivo

1 - Mesure de la glucuronoconjugaison

La glucuronoconjugaison vis-à-vis de la 4-MO est mesurée dans les différentes zones

cérébrales 48h après injection de LPS (2 mg/kg) par voie intrapéritonéale (Figure 61).
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Figure 61. Mesure des activités de glucuronoconjugaison dans les différentes zones cérébrales
(BO: bulbes olfactifs; hippoc. : hippocampe; hypot. : hypothalamus)

Tout d'abord, il est important de noter que les activités de glucuronoconjugaison in vivo

sont présentes dans les différentes zones cérébrales étudiées mais sont très inférieures à celles

mesurées précédemment à partir de cultures primaires d'astrocytes.

On observe des différences d'activités en fonction de la zone étudiée. L'activité de

glucuronoconjugaison la plus importante est mesurée au niveau du tronc cérébral (7,5 ±

1,5 nmoles/h/mg de protéines) alors que la plus faible est mesurée au niveau des bulbes

olfactifs (3,7 ± 0,6 nmoles/h/mg de protéines). Les activités de glucuronoconjugaison

mesurées dans les autres régions cérébrales oscillent entre 4,7 et 6,9 nmoles/h/mg de

protéines. Une administration de LPS a tendance à augmenter cette activité enzymatique, dans

la plupart des régions, mais d'une manière non significative.

2 - Expression de l'UGTIA6

L'expression de l'UGT1A6 a été analysée, 24h après administration de LPS, par RT­

PCR semi-quantitative et rapportée à l'expression de la L27 (Figure 62).
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Figure 62. Expression de l'isoforme UGTIA6 dans les différentes zones cérébrales
(BO: bulbes olfactifs; hippoc. : hippocampe; hypot. : hypothalamus)

L'isoforme UGT1A6 est présente dans les différentes régions cérébrales étudiées.

Comme pour les activités de glucuronoconjugaison, on s'aperçoit que l'expression de

l'UGT1A6 est variable d'une région à une autre. Cependant, les échantillons, ayant subit des

amplifications par des PCR différentes, ne peuvent être tous comparés les uns aux autres. En

effet, une PCR a été réalisée avec un groupe d'échantillons (témoins et traitées) constitués des

BO, du cervelet, du tronc cérébral et du cortex, et une autre PCR avec les autres échantillons.

Ainsi, on peut dire que l'expression de l'UGT1A6 est moins importante dans le cortex

que dans les BO et le tronc cérébral. Aucune différence significative n'est observée dans les

autres régions (hypothalamus + thalamus, striatum, hippocampe et mésencéphale).

De plus, l'administration de LPS (2 mg/kg, 24h) a tendance à augmenter l'expression de

l'UGT1A6 dans la plupart des régions cérébrales mais de manière non significative.
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Chapitre VI - Discussion

Les astrocytes constituent les cellules majoritaires au niveau cérébral. Le métabolisme

de neurotransmetteurs, l'homéostasie du SNC, la formation et la maintenance de la BHE, le

stockage du glucose, sont autant de rôles qui permettent aux astrocytes d'entretenir, de

protéger et de participer à la fonction des neurones (Giaume et al., 2005).

La barrière hémato-encéphalique, caractérisée par la présence des astrocytes et des

cellules endothéliales des capillaires cérébraux, est une véritable barrière séparant le sang du

parenchyme cérébral. Une perturbation de cette barrière a des conséquences dramatiques

comme l'œdème cérébral, l'altération de la structure et des fonctions cérébrales et des

perturbations neurologiques. Cette barrière est également dotée des enzymes nécessaires à la

dégradation de toutes substances exogènes nocives pour le cerveau, ou pouvant perturber son

fonctionnement. Ce métabolisme permet de prévenir l'entrée de ces molécules. Si l'on

compare le foie et le cerveau d'un point de vue métabolique, on s'aperçoit que la proportion

d'enzymes responsables de la dégradation de ces substances diverses est beaucoup plus

importante au niveau hépatique que dans le cerveau. Cependant, ce dernier est un organe

hétérogène et la présence de ces enzymes peut varier d'une région à l'autre (Perrin et al.,

1990). Des travaux ont d'ailleurs montré que les taux en certaines isoformes de cytochrome

P450, au niveau cérébral, étaient supérieurs aux taux hépatiques (Miksys et al., 2000). En

plus, certaines enzymes sont également capables de moduler les taux de composés endogènes

comme des neurotransmetteurs et des neurostéroïdes.

Nous avons donc estimé que les rôles fonctionnels et métaboliques des astrocytes

constituent un outil de choix pour l'étude de l'impact et des conséquences d'une pathologie

du SNC, principalement responsable de la formation de formes actives de l'oxygène ou

d'inflammation.

A - Glucuronoconjugaison et stress oxydant

La production d'espèces activées de l'oxygène est un phénomène normal de la vie

cellulaire intervenant dans la plupart des processus biologiques. Cette production est liée à

l'activité catalytique de nombreuses enzymes mais peut également se produire suite à des

processus extérieurs accidentels (radiations ionisantes, intoxications). Une augmentation trop

importante entraîne un déséquilibre de la balance production / neutralisation des EAü et est à
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l'origine du stress oxydant. Ce phénomène apparaît également lors du métabolisme de

certaines substances qui subissent une réduction monoélectronique NADPH-dépendante par la

NADPH-cytochrome P450. Dans ce travail, nous avons choisi la ménadione comme molécule

génératrice d'EAü. Nous nous sommes placés dans des conditions de traitement pour

lesquelles la viabilité cellulaire n'est pas modifiée et qui, de plus, sont suffisantes pour

engendrer une production significative d'EAü. Ainsi, nous avons établi qu'un traitement à la

dose de 5 /lM en ménadione pendant 15 minutes était suffisant pour mimer des conditions

oxydantes retrouvées lors de pathologies inflammatoires (Cuzzocrea, 2005) ou encore lors du

vieillissement (Oalli et al., 2005; Kang et Hamasaki, 2005). La production d'EAü est rapide

puisqu'elle intervient dès la fin du traitement. Au cours du temps, ces EAü ne sont plus

quantifiables car les systèmes de défenses anti-oxydantes ont réagit à l'agression et ont donc

piégé ou métabolisé ces molécules. Le résultat est identique avec l'utilisation d'un précurseur

de la synthèse du glutathion, la N-acétyl-L-cystéine (NAC).

Les conséquences de cette surproduction d'EAü par la ménadione sont évaluées au

niveau de deux paramètres : le glutathion intracellulaire et les groupements carbonyles. La

réponse d'une cellule à un stress oxydant implique souvent des changements du contenu en

thiols qui est en première ligne dans les réactions de protection de la cellule dans le but de

supprimer le composé délétère. Le glutathion, comme la thiorédoxine, sont des composés

intracellulaires complémentaires intervenant dans le maintien de l'état redox intracellulaire.

Le glutathion réduit, présent à des concentrations de l'ordre du millimolaire, est le composé

thiolle plus abondant dans la plupart des cellules. Ses rôles sont nombreux: il intervient dans

la défense anti-oxydante, la conjugaison de xénobiotiques, et dans l'expression de gènes

(Dickinson et Fonnan, 2002). L'état redox intracellulaire correspond à l'équilibre entre les

groupes sulfhydryles et sulfures qui peut être altéré par les EAü et autres oxydants. De plus,

contrairement aux oligodendrocytes ou aux neurones, les astrocytes présentent de forts taux

de glutathion (Cooper et Kristal, 1997; Wilson, 1997). Nos données montrent que l'exposition

à la ménadione diminue rapidement les taux de OSH sans augmenter le OSSO. Il a en effet

été reporté que la ménadione était capable de fonner un conjugué ménadione-OSH (Seung et

al., 1998). Les taux de OSSO sont augmentés plus tardivement; l'état redox intracellulaire est

ainsi modifié puis revient à la normale avec le temps. Nous avons également observé la

fonnation de groupements carbonyles, qui est le marqueur d'oxydation protéique le plus

utilisé (Chevion et al., 2000). Les taux de carbonyles sont rapidement augmentés puis

reviennent à la normale suggérant la dégradation des protéines oxydés par des protéases

cytosoliques et/ou une augmentation de la synthèse protéique. Ceci caractérise l'induction
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d'un stress oxydant. L'augmentation des défenses intracellulaires et le maintien de l'état

redox intracellulaire, par un traitement anti-oxydant (NAC), empêchent l'oxydation des

protéines et ainsi l'augmentation des groupements carbonyles. De plus, les médiateurs pro­

inflammatoires tels que les PGE2 et le monoxyde d'azote ne sont pas produits au cours de ce

traitement. Cela va donc nous permettre d'examiner l'effet pro-oxydant d'une inflammation

sans avoir les effets des médiateurs. Cela permet également de mimer les conditions d'un

vieillissement.

L'altération de l'état redox intracellulaire peut modifier l'activité d'enzymes qui ont des

résidus cystéines dans leur domaine catalytique (Atmane et al., 2003). Dans nos conditions

pro-oxydantes, nous avons cherché à évaluer les conséquences de cet environnement sur les

activités de glucuronoconjugaison dans les astrocytes et les lignées cellulaires V79. Pour cela,

nous avons utilisé deux substrats phénoliques (l-NP et 4-MO) qui sont des substrats

préférentiels pour l'isoforme UGTIA6, et le KPF, un AINS, substrat préférentiel de

l'UGT2Bl. L'utilisation des lignées cellulaires V79 permet de mesurer l'activité propre aux

isoformes UGTIA6 (V79-1A6) et UGT2B1 (V79-2B1). En revanche, au niveau astrocytaire,

c'est une activité globale de glucuronoconjugaison catalysée par les différentes isoformes

exprimées et compétentes qui est mesurée. Les activités astrocytaires mesurées vis-à-vis du

1-NP et de la 4-Mü sont plus importantes que celles mesurées vis-à-vis du KPF. Ceci est en

accord avec des travaux antérieurs qui ont montré que l'isoforme UGT1A6 est

préférentiellement exprimée dans les astrocytes plutôt que dans les cellules endothéliales et

les neurones (Suleman et al., 1998). Après traitement par la ménadione, nous observons deux

réponses différentes en fonction du temps après l'induction du stress oxydant. Tout d'abord,

le profil observé des activités est sensiblement le même dans les 3 types cellulaires et quel que

soit le substrat, à savoir une diminution importante des activités dès t = 0 puis un retour à la

normale 24 à 48h plus tard. L'utilisation des lignées V79 montre que les isoformes UGT2B1

et surtout 1A6 sont sensibles au stress oxydant expliquant ainsi la diminution de l'activité

globale mesurée au niveau astrocytaire. Cependant, les diminutions d'activité observées au

niveau des V79-2B1 sont moins importantes et soulignent ainsi une sensibilité moindre de

cette isoforme au traitement. La diminution rapide des activités est liée à l'excès d'EAü

intracellulaires responsables de l'oxydation de la protéine. En effet, une exposition à des

générateurs d'EAü peut entraîner des modifications de l'activité de nombreuses protéines

(Davies, 1987; Dean et al., 1997). Un prétraitement anti-oxydant permet de préserver

totalement cette activité enzymatique dans les astrocytes mais partiellement dans les V79.

Cette différence de réponse à la NAC est probablement due à des capacités de défense anti-
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oxydante plus limitées dans les lignées cellulaires. Nous avons vérifié ce concept en utilisant

de la BSO qui est un inhibiteur d'une enzyme clé de la synthèse du glutathion, la

y-glutamylcystéine synthétase (y-GCS). En effectuant un prétraitement pendant 24h, on

diminue les taux de GSH et ainsi les défenses anti-oxydantes. On s'aperçoit alors que la

ménadione diminue davantage les activités astrocytaires que lors d'un traitement seul. Ainsi la

modulation des taux de glutathion, et donc la modification de l'état redox intracellulaire, est à

l'origine de la baisse d'activité de glucuronoconjugaison. En revanche, lorsqu'on augmente

les défenses anti-oxydantes par un co-traitement avec de la SOD, on piège une partie des

EAO ce qui évite partiellement la diminution de l'activité. L'utilisation de cette superoxyde

dismutase permet également de montrer l'influence que peut avoir l'anion superoxyde dans

notre modèle de stress oxydant. Nous n'avons pu mettre en évidence dans ce modèle la

formation d'H202. Cependant quand on traite nos cultures astrocytaires avec de l'H202, on

observe une diminution des activités, semblable à celle obtenue après traitement à la

ménadione. Ces résultats suggèrent ainsi la présence de résidus thiol fonctionnels dans le site

actif de l'enzyme ou sur les différents sites de fixation présents. Il a récemment été démontré

la présence de 3 cystéines (Cys 121, 125 et 126) dans le site actif de l'UGT1A6 (Ikushiro et

al., 2002; Senay et al., 2002). En plus de ces résidus cystéines, des acides aminés méthionines

sont également la cible de réactions d'oxydation (Stadtman, 1993). Au cours du

vieillissement, normal ou pathologique, il a été montré que les changements cellulaires et

notamment les modifications des activités catalytiques de certaines protéines étaient dues en

partie à l'action des EAO produites (ozone, oxygène singulet, ... ) (Stadtman et al., 1992;

Hoshi et Heinemann, 2001). De plus, l'oxydation d'acides aminés dans le site actif de

l'enzyme peut entraîner des modifications conformationnelles et/ou des changements

d'hydrophobicité (Dean et al., 1997). Si on prend le cas des UDP-glucuronosyltransférases,

ces changements pourraient avoir de l'importance. En effet, le site actif de ces enzymes

possède une région hydrophobe N-terminale fortement conservée avec des acides aminés

importants pour l'intégrité fonctionnelle et structurale de l'enzyme (Senay et al., 1997).

La deuxième phase observée consiste en un rétablissement des activités enzymatiques

48h après traitement dans les astrocytes, les V79-1A6 et les V79-2B1. Comme on a pu le

montrer par RT-PCR semi-quantitative, le rétablissement de ces activités au niveau

astrocytaire peut notamment s'expliquer par une surexpression de l'isofonne 1A6 24h après

traitement. Ces modifications ne sont pas visibles pour l'isoforme UGT2B 1. Les espèces

activées de l'oxygène générées par la ménadione peuvent ainsi modifier la régulation des

UGT au niveau transcriptionnel. Dans ce sens, il est montré dans la littérature que certains
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cytochromes P450 peuvent être régulés négativement par des agents oxydants (Morel et al.,

2000; Chen et al., 2005). Divers travaux ont montré la surexpression d'enzymes de phase II

dans certains tissus. En effet, après un stress oxydant, une surexpression des UGTlA6 et 2B1

est observée chez le rat au niveau hépatique mais pas dans l'intestin (Vargas et al., 1998).

Dans les lignées cellulaires V79, les modifications observées ne peuvent correspondre à une

régulation transcriptionnelle puisque le promoteur des gènes des deux isoformes n'est pas

présent dans ces cellules. Il est plus probable que cette diminution d'activité, suivie par un

retour à des conditions normales, soit due à une oxydation réversible de certains résidus dans

le site actif de l'enzyme qui perturberait ainsi la fixation du substrat et/ou l'action de

l'enzyme.

De nombreuses études ont démontré l'implication de récepteurs nucléaires dans la

régulation d'enzymes du métabolisme des médicaments. Ainsi, les récepteurs nucléaires de

type PXR (Pregnane X Receptor), RXR (Retinoid X Receptor) ou CAR (Constitutive

Androstane Receptor) sont impliqués en tant que régulateur clé d'induction. Une exposition

au phénobarbital, à la dexaméthasone, ou encore à des hydrocarbures polycycliques

aromatiques entraîne l'augmentation de la fixation d'hétérodimères PXR/CAR ou RXR/CAR

sur le promoteur. Ceci a pour conséquence d'augmenter l'expression de cytochromes P450 de

la famille 2, et de la famille 3A, d'UGT ou encore de GST (Souidi et al., 2005; Sugatani et

al., 2005; Xu et al., 2005). De plus, en présence d'hydrocarbures polycycliques aromatiques,

un autre type de récepteur nucléaire est activé, les AhR (Aryl hydrocarbon Receptor) qui en

association avec un ARNt (Ah Receptor Nuclear translocator) se fixe sur un élément de

réponse (AhRE) au niveau du promoteur de cytochromes P450 et augmente également

l'expression de ces enzymes (Nebert et al., 2000). Un nombre important de gènes codant pour

des enzymes de phase 1 et II du métabolisme des xénobiotiques présentent, au niveau de leur

promoteur, des éléments de réponse spécifiques comme notamment des séquences ARE

(Antioxidant Response Element), ou encore XRE (Xenobiotic Response Element). Ces

séquences jouent un rôle important dans l'activation transcriptionnelle de l'enzyme (Lee et

al., 2003) au cours de conditions oxydantes ou lors d'intoxication. Pour expliquer la

surexpression de l'UGT1A6 dans notre étude, nous avons analysé la séquence du promoteur

de son gène. On note ainsi la présence de nombreux sites de fixation de facteurs de

transcription, notamment des sites de fixation de type AP-1, et des éléments de réponse aux

anti-oxydants. Le gène de l'UGT1A6, qui contient dans sa région promotrice une séquence

ARE fonctionnelle (Buetler et al., 1995), est surexprimé au niveau hépatique suite à un stress

oxydant par le facteur de transcription NrF2 (Enomoto et al., 2001). De plus, il est bien connu
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que les facteurs de transcription NrF2 mais également AP-1 sont activés dans des conditions

de stress oxydant (Closa et Folch-Puy, 2004; Eggler et al., 2005) ou des conditions

inflammatoires (Hwang et al., 2005; Rangasamy et al., 2005). Au cours du vieillissement, il a

cependant été observé une diminution de l'activation de ces facteurs de transcription

(Lavrovsky et al., 2000; Suh et al., 2004).

Dans des conditions normales, le facteur de transcription NrF2 est séquestré dans le

cytoplasme. Il est lié à la protéine d'ancrage Keap1 (Kelch-like-ECH-associated protein 1)

qui empêche sa translocation dans le noyau. Lors de conditions oxydantes, NrF2 est libéré de

Keap1, pénètre dans le noyau, et induit, en association avec des oncogènes (c-Jun, Jun-D,

Fra-1 ou Maf), de nombreux gènes intervenant dans la synthèse de protéines anti-oxydantes et

anti-inflammatoires. AP-1 est également un facteur de transcription inducteur de l'expression

de gènes codant pour des protéines anti-oxydantes. Ce facteur est composé de deux sous­

unités protéiques parmi lesquelles figurent des protéines issues de la famille des gènes de

réponse immédiate Fos et Jun. AP-1 est sous forme d'homodimère JuniJun ou d'hétérodimère

Fos/Jun, la famille Fos étant constituée des protéines c-Fos, Fra-1 et -2, Fos-B et v-Fos (Angel

et Karin, 1991) et la famille Jun, des protéines c-Jun, Jun-B, Jun-D et v-Jun (Vogt et Bos,

1990). Une fois phosphorylées, les deux protéines s'associent pour former le complexe AP-1

qui va se fixer sur son site sur l'ADN et induire l'expression de gènes. Dans ce travail, nous

avons choisi d'étudier les facteurs de transcription AP-1 et NrF2 car leurs éléments de

réponse sont présents sur le promoteur du gène de l'UGT1A6. Ainsi, par transfection

transitoire, nous mettons en évidence l'activation de facteurs de transcription suite au

traitement pro-oxydant. Cela se traduit par une fixation de protéines nucléaires sur le

promoteur de l'UGT1A6 et une augmentation de l'expression de la GFP présente dans notre

construction plasmidique. Cette activation est totalement inhibée suite à un traitement anti­

oxydant. Dans ces conditions, nous démontrons ainsi une régulation transcriptionnelle de

l'isoforme UGT1A6. Pour étudier cette régulation, nous avons fait synthétiser deux régions

du promoteur de l'UGT1A6 : une séquence possédant un élément de réponse ARE

(TGACTAAGC ; région - 942 à - 920) et une séquence possédant un site de fixation de type

AP-1 (TGACTCT ; région - 467 à - 448). Il faut noter que le site ARE choisi contient

également un site de type AP-1. Par la technique de gel retard, nous avons observé, après

traitement, une augmentation de la fixation de protéines sur ces deux sondes. L'utilisation

d'anticorps a pennis de révéler les protéines en question. Sur la sonde AP-1, on note la

fixation d'un complexe qui est constitué en hétérodimère Fos/Jun. En effet, l'anticorps anti­

cFos retarde le complexe protéine-sonde. En revanche, l'anticorps anti-cJun n'a aucune
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influence sur ce complexe. Mais comme on a pu le voir précédemment, la famille Jun est

constituée de plusieurs protéines. Ainsi, une protéine autre que c-Jun semble intervenir en

association avec c-Fos pour former le complexe AP-l. L'utilisation de la sonde NrF2 n'a pas

permis de mettre en évidence l'implication de NrF2 dans nos conditions. Les conditions de

traitement à la ménadione ne sont peut-être pas assez fortes pour pouvoir libérer le facteur

NrF2 de sa protéine d'ancrage Keap1 et ainsi l'activer. Des travaux antérieurs ont montré que

la ménadione, à une concentration de 100 /lM soit une dose 20 fois supérieure à celle utilisée

dans notre étude, pouvait augmenter l'expression de la y-GCS dans les cellules épithéliales

humaines (Rahman et al., 1996). En réalisant des mutations du promoteur du gène de la

y-GCS, ils n'ont pu mettre en évidence, dans ces conditions, l'implication de la séquence

ARE présente sur le promoteur et l'activation du facteur de transcription NrF2. En revanche,

le mécanisme d'activation de la y-GCS impliquerait les éléments de réponse à AP-1. Dans ce

travail, nous avons montré que l'anticorps anti-cFos, contrairement à l'anticorps anti-NrF2,

retarde le complexe protéine-sonde NrF2 par la fixation de l'hétérodimère Fos/Jun sur cette

sonde et souligne une nouvelle fois l'activation d'AP-l. On a également établi que la NAC,

dont on a démontré qu'elle empêchait totalement la baisse des activités de

glucuronoconjugaison au niveau astrocytaire, agissait en bloquant l'activation d'AP-l. Ceci

est en accord avec les travaux de Kamata et al., 2005.

Par ces différentes techniques, nous avons observé l'activation et la fixation d'AP-1 sur

nos sondes. Cependant, il a fallu vérifier que les sites présents sur le promoteur de l'UGT1A6

étaient fonctionnels et impliqués, par la fixation du complexe AP-1, dans la régulation de

l'isoforme UGT1A6. Nous avons alors muté, par mutagenèse dirigée, les deux sites de

fixation à AP-1 présents sur le promoteur. Les résultats obtenus confirment l'importance du

site AP-1 de la région - 460 à - 454 du promoteur dans la régulation de l'UGT1A6.

Cependant, le site AP-1 (région - 933 à - 925), qui coïncide avec un élément de réponse ARE,

peut être également impliqué dans l'augmentation de l'expression de l'UGT1A6 mais à un

degré moindre. Ainsi, le site AP-1 présent dans la région - 460 à - 454 semble être le site

privilégié quant à la surexpression de l'UGT1A6. La double mutation bloque la surexpression

de l'isoforme UGT1A6 et confinne ainsi le rôle joué par le complexe AP-1 sur le promoteur

de l'UGT1A61ors d'un traitement à la ménadione.
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B - Glucuronoconjugaison et conditions inflammatoires

Dans cette deuxième partie, nous avons évalué la glucuronoconjugaison dans des

conditions inflammatoires. Par rapport au modèle précédent de stress oxydant, nous avons

estimé, en plus du caractère oxydant du traitement, l'implication et le rôle de médiateurs dans

les modifications observées.

1 - Conditions inflammatoires in vitro

1.1 - Modification de la glucuronoconjugaison et régulation de l'UGT1A6

De nombreuses études ont montré que des conditions inflammatoires pouvaient

modifier des voies du métabolisme cellulaire (Hassan et al., 2001; Renton, 2004). En effet,

lors de réactions inflammatoires ou de maladies infectieuses, le métabolisme des

xénobiotiques est fortement perturbé entraînant ainsi des modifications de l'élimination de ces

composés et notamment des risques de toxicité. Cependant, les conséquences de telles

réactions sont différentes selon l'enzyme, le tissu, l'organe ou l'organisme étudié (Ferrari et

al., 1993; Langouet et al., 1995; Renton et Nicholson, 2000; Su et Ding, 2004; Abdulla et al.,

2005). Dans nos conditions, le traitement pro-inflammatoire au LPS est capable d'augmenter

les activités astrocytaires de glucuronoconjugaison après 48h d'exposition. Le LPS est connu

pour induire la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, l'IL-1 ~ et

l'IL-6 (Wierinckx et al., 2005). Parallèlement à l'étude d'une exposition au LPS, nous avons

évalué l'impact des cytokines IL-1~ et TNF-a sur la glucuronoconjugaison au niveau

astrocytaire. L'IL-1~, contrairement au TNF-a, est capable d'augmenter l'activité

enzymatique totale après 48h de traitement. Ainsi, cette cytokine pourrait intervenir dans le

mécanisme d'augmentation de l'activité enzymatique induit par le LPS. Cette modification

d'activité peut être due à une surexpression de l'UGT1A6, isoforme majoritaire au niveau

astrocytaire. En effet, par RT-PCR, nous avons mis en évidence une surexpression maximale

à 24h de traitement par le LPS (x 3,8) et l'IL-1~ (x 1,6), alors que le TNF-a n'entraîne aucune

modification. Il faut également noter que l'UGT2B1 n'est pas surexprimée suite aux

différents traitements pro-inflammatoires. De plus, aucune augmentation d'activité n'est

visible dans les lignées V79 ce qui suggère donc l'implication d'un mécanisme de régulation

dans les cultures primaires.
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La faible production d'EAO induite par le LPS n'est pas suffisante pour entraîner des

modifications de la glucuronoconjugaison à court tenne. Cependant, le LPS et les deux

cytokines induisent les gènes pro-inflammatoires COX-2 et/ou iNOS. Comme on a pu le

montrer au niveau astrocytaire, l'induction de ces deux gènes, iNOS et COX-2, entraînent au

cours du temps une production accrue de leurs médiateurs respectifs, le monoxyde d'azote et

les prostaglandines Ez (PGEz). Contrairement à ce qui est suggéré dans la littérature, l'IL-l~,

dans nos conditions, n'est pas capable d'induire iNOS. De plus, le TNF-a induit fortement

COX-2 et iNOS sans pour autant avoir une répercussion sur la glucuronoconjugaison. En

effet, on s'aperçoit que le maximum d'induction d'iNOS et COX-2 par le TNF-a est observé à

24h alors que pour le LPS et l'IL-l~, l'induction maximale se situe à 12h de traitement.

L'induction maximale des gènes pro-inflammatoires se faisant plus tard, on peut concevoir

que les conséquences du TNF-a sur la glucuronoconjugaison puissent être visibles pour un

temps d'exposition supérieur à 48h.

Les taux de GSH varient peu en fonction des traitements au LPS. Cependant, on peut

noter une modification de l'état redox intracellulaire pour les temps de 48h d'exposition. On

s'aperçoit que plus les taux de monoxyde d'azote augmentent, plus les taux de GSH

diminuent. En effet, le monoxyde d'azote réagit avec le glutathion réduit pour fonner un

composé appelé nitrosoglutathion (GSNO) (Chiueh, 1999). Il est important de noter que le

GSNO produit aurait, pour des concentrations identiques, des capacités anti-oxydantes plus

fortes que le précurseur du glutathion, la NAC (lu et al., 2004).

Les cyclooxygénases, les NO synthases et leurs médiateurs respectifs interviennent de

manière importante dans tous les phénomènes d'inflammation et de neuroinflammation.

Même si ces mécanismes sont complexes et encore peu connus, on observe néanmoins un

accroissement de ces facteurs, en tenne d'induction de gènes pro-inflammatoires et de

production de médiateurs, au cours de multiples scléroses, d'ischémies, de radiations

ionisantes ou de désordres neurologiques. Dans nos conditions, nous avons montré qu'un

traitement au LPS sur des cultures astrocytaires augmentait les taux de monoxyde d'azote et

de PGEz. Toutefois, nous avons voulu vérifier le rôle et l'importance de ces deux médiateurs

pro-inflammatoires dans le mécanisme de surexpression de l'UGTIA6. Pour se faire, le reste

du travail a été réalisé avec une dose de LPS à 1 ~g/ml pendant 24h car c'est dans ces

conditions que l'on observe une surexpression maximale de l'isofonne étudiée.

Afin de contrer l'induction de COX-2 dans notre modèle, nous avons choisi deux anti­

inflammatoires. Tout d'abord, la dexaméthasone, anti-inflammatoire stéroïdien, agit

indirectement sur COX-2. En effet, cette molécule est un inhibiteur de la phospholipase Az.
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Cette enzyme intervient dans la première étape de dégradation des phospholipides

membranaires en acide arachidonique lequel est ensuite dégradé notamment en

prostaglandines par les cyclooxygénases. Le NS398, anti-inflammatoire non stéroïdien, a

quant à lui une action inhibitrice spécifique sur COX-2. L'utilisation de ces deux molécules

empêche la surexpression de l'UGTIA6 engendrée par le LPS. Ainsi, en diminuant que

partiellement l'induction de COX-2, la production de PGE2 est fortement réduite. Cependant,

on ne peut conclure à un lien direct entre la diminution d'induction de COX-2 et la baisse des

taux de PGE2 formés car l'activité des prostaglandines synthases, et notamment celle de la

mPGES qui intervient dans la synthèse des PGE2, n'a pas été évaluée dans ces conditions.

L'action de cette prostaglandine E2 a déjà été décrite dans la littérature. Par exemple, elle est

capable de réguler négativement le cytochrome P450 2Bl (Li et al., 2005) et de surexprimer

la cytochrome P450 aromatase (CYP 19) dans le cancer du sein (Zhou et al., 2005). Pour

l'étude de l'autre médiateur, le monoxyde d'azote, nous avons utilisé deux analogues de

l'arginine. En effet, les NO synthases transforment l'arginine en citrulline et monoxyde

d'azote. L'oxydoréduction de la L-arginine en NO et L-citrulline se fait en deux étapes avec la

génération d'un composé intermédiaire très instable la N(G)-hydroxy-L-arginine. Ces

deux étapes sont stéréospécifiques et sont inhibées par certains analogues structuraux de la

L-arginine dont les plus connus sont le L-NAME ou le L-NMMA. Dans nos conditions, ces

deux analogues diminuent la production de nitrites ainsi que l'induction de iNOS. Les

conséquences de ces modifications sont visibles au niveau de l'expression de l'UGT1A6

puisque celle-ci n'est plus surexprimée suite à l'exposition au LPS. On peut donc conclure

que l'induction des gènes pro-inflammatoires iNOS et COX-2 intervient dans le mécanisme

de surexpression de l'isoforme UGTIA6, le monoxyde d'azote ainsi que les PGE2 étant les

médiateurs impliqués dans ce mécanisme. Cependant pour confirmer cette hypothèse, il

faudrait traiter nos cultures astrocytaires avec des donneurs de NO et des prostaglandines pour

observer l'action directe de ces médiateurs sur la glucuronoconjugaison. En bloquant soit la

voie du NO soit celle des prostaglandines, on observe une réponse identique à savoir une

inhibition de la surexpression de l'UGTIA6 induite par le LPS. Ces résultats montrent donc

l'implication de mécanismes croisés entre les voies de COX-2 et d'iNOS. Dans ce sens, il est

connu que les PGE2 activent iNOS et ainsi le relarguage de monoxyde d'azote chez le rat

traité au LPS (Uno et al., 2004) alors que des donneurs de NO induisent COX-2 dans des

lignées cancéreuses (Park et al., 2003). De plus, nos données sont en accord avec de

nombreuses études qui ont démontré que la dexaméthasone, le NS398, le L-NAME ou encore
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le L-NMMA peuvent empêcher l'induction d'iNOS et COX-2 (Day et al., 2003; Park et al.,

2003; Uno et al., 2004).

L'augmentation maximale de l'expression du gène de l'UGT1A6 est observée à 24h de

traitement au LPS. En prétraitant nos cellules avec de l'actinomycine D, un inhibiteur de la

transcription, l'augmentation des taux d'ARNm de l'UGT1A6 est inhibée, indiquant ainsi que

l'effet observé est dû à une augmentation de l'activité transcriptionnelle du gène codant pour

cette isoforme plutôt qu'à une stabilisation de son ARNm. Cela est confirmé par

l'augmentation de l'expression de la GFP, observée par transfection transitoire, suggérant

ainsi la participation de facteurs de transcription suite à un traitement LPS mais aussi d'IL-1~.

L'utilisation d'un inhibiteur de synthèse protéique, la cyc1oheximide, nous informe que

l'augmentation des taux des ARNm de l'UGT1A6 implique également une synthèse protéique

de novo.

Dans la continuité de notre étude sur la voie de transduction du signal impliquée dans la

surexpression de l'UGT1A6, nous nous sommes intéressés à la famille des MAPK et

notamment aux deux sous-familles p38 et ERK. Des études récentes ont montré que la

phosphorylation de tyrosine jouait un rôle important dans la signalisation cellulaire induite par

le LPS, aboutissant à l'activation de facteurs de transcription (Buzas et al., 2002; Pawate et

al., 2004). Bhat et al. ont rapporté que l'inhibition des MAPK p38 et ERK empêchait la

production de NO et l'induction d'iNOS par le LPS dans des cultures primaires gliales (Bhat

et al., 1998). De plus, les sous-familles de MAPK interviennent dans l'induction de COX-2 et

la production de PGEz dans des monocytes et neutrophiles humains (Nagano et al., 2002;

Inoue et al., 2004). Nos résultats montrent que l'inhibition spécifique de la p38 MAPK par le

SB230580 et de ERK par le PD98059 conduit à une suppression totale de la surexpression de

l'UGT1A6 ; la phosphorylation de p38 et ERK est donc nécessaire dans ce mécanisme induit

par le LPS. Il est ainsi de plus en plus probable qu'iNOS, COX-2 et leurs médiateurs

interviennent dans la (les) voie(s) de signalisation induite(s) par le LPS résultant finalement

de la surexpression de l'UGT1A6.

Au cours d'une inflammation, des facteurs de transcription comme AP-1, NrF2 ou

NFKB sont activés. Il a été récemment démontré que l'élastase pancréatique, impliquée dans

la pancréatite sévère aiguë, active les facteurs de transcription NFKB et AP-1 dans les cellules

myéloïdes humaines (Hietaranta et al., 2004). De plus, NrF2, qui se fixe aux éléments de

réponse ARE, peut supprimer la réponse inflammatoire en induisant des enzymes de

détoxification de phase II (Chen et Kunsch, 2004). Au vu de l'organisation du promoteur du

gène de l'UGT1A6, on s'est une nouvelle fois intéressé au complexe AP-1 ; d'autant plus
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qu'il est montré dans la littérature que p38 et ERK sont capables d'activer ce complexe (Jang

et Surh, 2005) en phosphorylant les deux sous-unités qui le composent. Dans nos conditions,

on observe l'activation de l'hétérodimère Fos/Jun correspondant au facteur de transcription

AP-l. Des co-traitements avec de la dexaméthasone ou du L-NAME inhibent l'activation du

complexe AP-l. Le retard observé suite au co-traitement avec la dexaméthasone est d'ailleurs

moins intense que celui observé dans les conditions témoins. Il est vrai que les

glucocorticoïdes peuvent agir dans le noyau en activant ou inhibant divers facteurs de

transcriptions et notamment AP-1. En effet, la dexaméthasone se fixe sur son récepteur

cytoplasmique inactif. Le complexe récepteur-dexaméthasone est alors activé et rentre dans le

noyau. Il peut ensuite interagir avec une des sous-unités d'AP-1 et inhiber son action

transcriptionnelle. Une étude récente a montré qu'en inhibant la signalisation cellulaire

induite par des facteurs de transcription comme AP-1 et NFKB, il est possible de réduire à la

fois l'inflammation des tissus et la mort neuronale en augmentant la neuroprotection dans des

modèles animaux de neurodégénération (Fahrig et al., 2005).

Par la suite, nous avons utilisé les constructions plasmidiques présentant les mutations

des sites AP-1 afin de vérifier leurs implications dans ce modèle au LPS. Les résultats obtenus

confinnent l'importance du site AP-1 de la région - 460 à - 454 du promoteur dans la

régulation de l'UGT1A6. La mutation de ce site diminue d'un facteur 2,6 l'augmentation

d'expression de la GFP soulignant une fonctionnalité plus importante que celle du site AP-1

plus en amont sur le promoteur. Ainsi, le site AP-1 présent dans la région - 460 à - 454 semble

être le site privilégié quant à la surexpression de l'UGT1A6. La double mutation bloque la

surexpression de l'isoforme UGT1A6 et confirme l'implication du facteur de transcription

AP-1 et de ses sites de fixation sur le promoteur suite à un traitement au LPS.

En tenant compte des données de la littérature et des résultats obtenus, le mécanisme

possible d'action du LPS est présenté en Figure 63. En effet, les composés pathogènes,

comme le LPS, sont reconnus par des récepteurs spécifiques de motifs microbiens, les "Toll­

like receptors" (TLR) (Tsan et Gao, 2004). Après fixation, le LPS active toute une cascade de

réactions intracellulaires menant à l'activation de facteurs de transcription. Ces derniers vont

ensuite se fixer à l'ADN et induire des gènes pro-inflammatoires qui vont libérer leurs

médiateurs. Le monoxyde d'azote et les prostaglandines, ainsi produits, augmentent les taux

de GMPc et d'AMPc lesquels vont activer respectivement la protéine kinase G (Pilz et al.,

1995; Komalavilas et al., 1999; Oliveira et al., 2003) et la protéine kinase A (Li et al., 2004;

Park et al., 2004). Ces deux protéines kinases entraînent une cascade de phosphorylations

passant par l'activation des MAP kinases ERK et p38 puis des sous-unités Fos et Jun qui vont
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par conséquent s'associer pour former le complexe AP-l. Celui-ci va subir une translocation

dans le noyau et se fixer sur son élément de réponse présent sur l'ADN. Le facteur de

transcription AP-1 va alors pouvoir induire les gènes pro-inflammatoires iNOS (Jang et Surh,

2005) et COX-2 (Subbaramaiah et al., 2002) et par la suite augmenter l'expression de

l'isoforme UGT1A6.
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Figure 63. Mécanisme de surexpression de l'UGTlA6 après exposition au LPS
(LBP : LPS Binding Protein ; PKA : protéine kinase A ; PKG : protéine kinase G ;

TLR: To//-Itke receptor)
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1.2 - G1ucuronoconjugaison de composés endogènes

La machinerie enzymatique située dans le cerveau, et notamment dans les cellules qui

constituent la BHE, présente des affinités vis-à-vis de composés endogènes, et notamment des

neurostéroïdes. Le terme de «neurostéroïdes» ne désigne pas une catégorie chimique

particulière de stéroïdes, mais indique le lieu de leur synthèse à savoir le système nerveux

central et périphérique. Les neurostéroïdes sont des stéroïdes synthétisés à partir du

cholestérol (Figure 64), indépendamment de l'activité des glandes endocrines stéroïd6gènes

comme les gonades et les glandes surrénales. Ainsi, la testostérone mais également l'estradiol

ne sont pas considérés comme des neurostéroïdes car ils disparaissent du cerveau après

castration et surrénalectomie chez l'animal.
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Figure 64. Biosynthèse des neurostéroïdes

(d'après Mensah-Nyagan et a/., 1999)

Les fonctions attribuées aux neurostéroïdes sont nombreuses. Ils interviennent en

particulier dans la modulation des récepteurs GABAergiques, NMDA, nicotiniques,

muscariniques, et sérotoninergiques. Ils participent également à la synaptogenèse et la

neuroprotection (Stoffel-Wagner, 2003). Ce sont des neuromodulateurs qui peuvent
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notamment activer ou inactiver les communications neurone-neurone. Ils interviennent aussi

lors de pathologies inflammatoires. La 7~-hydroxyépiandrosterone, produit de conversion de

l'épiandrostérone, montre des effets neuroprotecteurs dans un modèle animal présentant des

lésions de type maladie d'Alzheimer (Dudas et al., 2004). Chez des patients atteints par cette

maladie, les taux retrouvés de prégnénolone sulfate et de déhydro-épiandrostérone sulfate sont

inférieurs à ceux mesurés chez des patients sains. Ces taux en neurostéroïdes sont inversement

proportionnels aux taux des protéines clés intervenant dans la formation des plaques et

enchevêtrements neurofibrillaires (Weill-Engerer et al., 2002) suggérant ainsi un rôle

neuroprotecteur de ces deux neurostéroïdes. De plus, certains neurostéroïdes sont capables

d'influencer les processus d'apprentissage et de mémoire en régulant la neurotransmission au

niveau de l'hippocampe (Schumacher et al., 1997). Ils pourraient alors être bénéfiques lors de

désordres cognitifs liés à l'âge ou à la maladie. Une perturbation de la quantité de

neurostéroïdes peut avoir des conséquences plus ou moins graves. En effet, une production

accrue de neurostéroïdes peut stimuler de manière importante les récepteurs GABA et ainsi

inhiber l'excitabilité des neurones (Reddy, 2004) alors qu'une production diminuée peut

notamment être en cause dans la pathophysiologie de la schizophrénie (Kurumaji et al.,

1997).

Pour revenir à ce travail, nous avons voulu savoir dans un premier temps si les UGT, et

notamment l'UGT1A6, sont capables de métaboliser des neurostéroïdes. Mais, comme il est

montré dans la littérature, ce sont essentiellement les UGT de la famille 2 qui les métabolisent

(King et al., 2000; De Leon, 2003) ; les résultats que nous avons obtenu avec les V79-1A6

vont dans ce sens. Cependant, au niveau astrocytaire, nous observons une biotransformation

plus ou moins importantes de certains neurostéroïdes comme l'estriol ou le l6a­

hydroxyestrone. L'estriol est une source d'amélioration de maladies démyélinisantes auto­

immunes (Kim et al., 1999) alors que le l6a-hydroxyestrone est, quant à lui, reporté comme

étant carcinogène (Raju et al., 2000). Dans un deuxième temps, nous avons évalué les

conséquences que pourraient avoir des conditions inflammatoires sur ce métabolisme

endogène. Cependant, les traces des glucuronides fonnés ne nous permettent pas d'établir une

quelconque conclusion quant au traitement.

La glucuronoconjugaison d'autres substrats endogènes comme les hormones

thyroïdiennes (T3 et T4) ainsi que la sérotonine a été étudiée. Les honnones T3 et T4 sont

connues pour être métabolisées par les isoformes UGTlAl et UGTlA9 (Findlay et al., 2000).

Elles sont très faiblement métabolisées au niveau astrocytaire. Les trente dernières années ont

vu une multiplication importante du nombre des travaux expérimentaux et observations
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cliniques démontrant l'implication d'un neurotransmetteur, la sérotonine, non seulement dans

la dépression mais aussi l'anxiété, la conduite suicidaire, les désordres alimentaires, le trouble

obsessionnel compulsif et l'alcoolisme. En parallèle, il était aussi montré que la sérotonine

exerçait un rôle important dans nombre de fonctions physiologiques telles que le sommeil,

l'appétit, le rythme circadien, la régulation de l'humeur, les fonctions cognitives et le

développement du cerveau. Des travaux récents ont montré que les syndromes

neuropsychiatriques observés dans la maladie d'Alzheimer n'étaient pas simplement une

conséquence de la neurodégénération mais résulteraient probablement de différentes

altérations en neurotransmetteurs (Garcia-Alloza et al., 2005). Lors d'épisodes

inflammatoires, il est décrit que la sérotonine peut moduler la production de cytokines dans

les monocytes humains par l'activation de certains de ses récepteurs (Durk et al., 2005). Des

travaux ont montré qu'une libération importante de sérotonine dans la moelle épinière pouvait

intervenir au cours d'une inflammation périphérique, modulant ainsi la composante

neurogénique de l'œdème (Daher et al., 2005). Un dysfonctionnement d'un tel mécanisme

peut être impliqué dans la pathophysiologie de certains types de maux de tête ou migraine qui

semblent dépendre d'une vasodilatation neurogénique. Les résultats obtenus avec la

sérotonine sont en accord avec les données de la littérature (Kohle et al., 2005). En effet, nous

avons montré une glucuronoconjugaison de ce neurotransmetteur par l'isoforme UGT1A6. Au

niveau des cultures astrocytaires, la biotransformation de la sérotonine est également visible et

semble être augmentée dans les astrocytes lors du traitement au LPS.

2 - Conditions inflammatoires in vivo

L'administration intrapéritonéale de LPS chez le rat n'a pas permis de confirmer les

résultats obtenus à partir de nos cultures astrocytaires de rats nouveaux-nés. Ces travaux sont,

à notre connaissance, les premiers à mettre en évidence l'activité de glucuronoconjugaison

ainsi que l'expression de l'isoforme UGT1A6 dans les différentes zones cérébrales.

Le LPS est fréquemment utilisé chez l'animal dans le but d'induire une réponse

inflammatoire. En effet, l'administration de LPS induit l'expression de cytokines pro­

inflammatoires responsables notamment de l'apparition de fièvre (Roth et De Souza, 2001).

Les doses utilisées de LPS, que l'on retrouve dans la littérature, varient fortement. Elles se

situent sur une échelle pouvant aller de quelques Ilg/kg à une dizaine de mg/kg par voie

intrapéritonéale ou intraveineuse. Différents travaux ont montré que le LPS administré aux

doses de 0,3 et 4 mg/kg réduisait l'activité de cytochromes P450 respectivement au niveau
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intestinal (Maezono et al., 2005) et hépatique (Masubuchi et Horie, 2004). Les travaux de

Saitoh et al. ont établi qu'une administration de LPS (17 flg/kg) en intraveineuse, répétée cinq

fois à raison d'une fois par heure, chez le lapin entraînait également une diminution des taux

de cytochromes P450 hépatiques jusqu'à trois jours après administration de LPS (Saitoh et al.,

1999). De plus, les auteurs n'ont observé aucune modification concernant les UGT.

Dans nos conditions, le LPS n'a pas d'effet sur l'activité de glucuronoconjugaison ni sur

l'expression de l'isoforme UGTlA6. Cependant, on observe une «tendance» à

l'augmentation de l'activité enzymatique et de l'expression de l'UGTlA6 dans la plupart des

régions cérébrales. Ceci nous amène à penser que la dose utilisée de LPS n'est peut-être pas

suffisante pour observer des modifications et/ou que les temps d'analyse ne sont pas

appropriés, d'où l'hypothèse d'évaluer ces paramètres plus tard après l'administration de LPS.

On pourrait également évaluer l'action du LPS sur la glucuronoconjugaison après l'avoir

administré non plus par voie intrapéritonéale mais en intracérébroventriculaire.

178



Conclusions et perspectives

Chapitre VII - Conclusions et perspectives

Dans ce travail, nous nous sommes consacré à l'étude des effets engendrés par

différents traitements sur des enzymes du métabolisme des médicaments, les UDP­

glucuronosyltransférases, au niveau cérébral chez le rat. Nous avons choisi les astrocytes

comme modèle cellulaire d'étude car en plus d'être les cellules majoritaires du SNC, elles

interviennent dans la formation et la maintenance de la BHE et jouent donc un rôle

d'approvisionnement et de protection vis-à-vis des neurones. Afin de mimer des conditions

inflammatoires, deux modèles expérimentaux ont été utilisés. Le premier consiste à vérifier

les conséquences de la composante pro-oxydante d'une inflammation sans se préoccuper de la

« soupe» de médiateurs produits par celle-ci. Ce modèle permet également de mimer les

conditions rencontrées au cours du vieillissement pour lequel une production croissante

d'EAO ainsi qu'un accroissement des risques d'oxydation sont observés en fonction de l'âge.

Pour ce faire, nous avons utilisé la ménadione qui, par son métabolisme, entraîne une

production bien quantifiée de radical superoxyde. Le deuxième modèle a consisté à établir des

conditions inflammatoires en traitant nos cultures avec des parois de bactéries (LPS).

Dans les deux cas, on s'aperçoit que la glucuronoconjugaison est modifiée. En effet, un

stress oxydant va perturber l'état redox de la cellule, et provoquer l'oxydation de nombreuses

protéines, dont des enzymes du métabolisme des médicaments comme les UGT. Comme on a

pu le voir dans ce travail, les activités de glucuronoconjugaison sont diminuées, dans ces

conditions, de l'ordre de 50%. Ainsi, pour des médicaments, dont le métabolisme serait

principalement réalisé par les UGT, il y aurait des risques de toxicité importants liés à une

diminution de la vitesse d'élimination de la molécule, maintenue plus longtemps sur son site

d'action. Il conviendrait donc d'adapter la posologie du médicament administré afin de

supprimer un risque toxique, tout en maintenant son action thérapeutique. De plus, on a

montré que l'utilisation d'anti-oxydants est suffisante pour protéger la cellule contre les

conséquences du stress oxydant produit. Une protection thérapeutique contre ce stress

oxydant devra donc s'orienter vers l'administration de substances anti-radicalaires.

L'isoforme UGTIA6 étant majoritaire au niveau astrocytaire, les résultats suggèrent une

possible perturbation du métabolisme au niveau de la BHE, où cette enzyme est active, et

soulignent le risque possible d'agression encouru par le cerveau.

Le modèle au LPS a permis d'observer une augmentation de la glucuronoconjugaison à

48h de traitement (+ 84%). Les gènes pro-inflammatoires, iNOS et COX-2, sont induits et
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engendrent la production importante de médiateurs pro-inflammatoires tels que les PGE2 et le

monoxyde d'azote. L'augmentation de l'activité de glucuronoconjugaison, visible à 48h,

entraînerait ainsi une biotransformation accrue de substances médicamenteuses, cibles de ces

enzymes. Il s'ensuit une présence diminuée du médicament sur son site d'action et donc une

baisse de l'efficacité thérapeutique de la molécule. Donc, afin d'éviter une diminution de

l'efficacité thérapeutique d'un médicament, il serait envisageable d'augmenter, au cours du

temps, la dose initialement administrée, particulièrement si la glucuronoconjugaison liée à

l'UGTIA6 est la voie principale de biotransformation.

Il faut également prendre en considération le cas des pro-drogues qui ont besoin d'être

métabolisées pour être plus actives (cas de la morphine). L'augmentation de la

glucuronoconjugaison entraînerait une production plus importante de composés actifs et donc

un risque de toxicité pourrait apparaître.

Dans le modèle au LPS, il serait intéressant d'évaluer la production de cytokines pro­

inflammatoires consécutives à l'exposition au LPS puisque l'on a démontré que l'IL-l p
augmente les activités de glucuronoconjugaison et régule l'expression de l'UGTlA6.

L'utilisation d'inhibiteurs de la voie du NO·, de la voie des prostaglandines ainsi que des

MAP kinases empêchent la surexpression de l'UGTIA6 induite par le LPS. Toutes ces voies

représentent ainsi des réponses thérapeutiques destinées à diminuer l'inflammation cérébrale.

On a également montré que les UGT agissaient en association avec les enzymes de la

stéroïdogenèse afin de maintenir des concentrations hormonales physiologiques nécessaires

au bon fonctionnement cellulaire. De plus, ces enzymes sont également capables de conjuguer

des neurotransmetteurs, comme la sérotonine. Un changement de l'activité des UGT peut

ainsi entraîner une perturbation du métabolisme endogène et engendrer des modifications des

différents systèmes hormonaux ou des transmissions synaptiques. En accord avec cette

hypothèse, il a été montré une diminution des taux de sérotonine dans les structures corticales

et sous-cOliicales chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer.

Les modifications des propriétés fonctionnelles de la BHE, observées en particulier au

cours de maladies neurodégénératives, sont probablement l'une des causes des graves troubles

neurologiques résultant de l'entrée dans l'espace cérébral de molécules normalement

confinées à l'extérieur. Ce travail paraît alors être susceptible de déboucher sur des

traitements préventifs, limitant la dégradation fonctionnelle de la BHE et l'apparition de

certains symptômes neurologiques observés lors du vieillissement nonnal ou pathologique ou

lors de conditions inflammatoires.
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Bien entendu, tous les résultats et hypothèses présentés dans ce travail ayant été réalisés

sur un modèle in vitro, leur validation devra être réalisée au préalable chez l'animal avant

qu'elle ne puisse s'appliquer en pratique humaine.
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Abstract-We have investigated the effects of mild oxidative conditions on drug-metabolizing enzyme activity in rat
cultured astrocytes. These experimental conditions promoting an oxidative environment were obtained by short exposure
to a low concentration of menadione (5 {lM) for a short duration (15 min). This resulted in the rapid and transient
production of reactive oxygen species (+130%), associated with a decrease in GSH cellular content (-24%), and an
increase in total protein oxidation (+26%), but promoted neither PGEz nor NO production. This treatment induced a
rapid and persistent decrease in astrocyte glucuronidation activities, which was totally prevented by N-acetyl-L-cysteine.
These oxidative conditions also affected the specific UGTlA6 activity measured in transfected V79-1A6 ceUs. Finally,
the subsequent recovery of astrocyte glucuronidation activity may result from upregulation of UGTlA6 expression
(+62%) as shown by RT-PCR and gene reporter assay. These results show that the catalytic properties and expression of
cerebral UGTlA6 are highly sensitive to the redox environment. The protective effect of N-acetyl-L-cysteine suggests
both a direct action ofreactive oxygen species on the protein and a more delayed action on the transcriptional regulation
of UGTlA6. These results suggest that cerebral metabolism can be altered by physiological or pathological redox
modifications. © 2004 Elsevier Inc. AU rights reserved.

Keywords-Brain, Oxidative stress, Aging, Metabolism, UGTlA6, Protein oxidation, Free radicals

INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS) are continuously gen­
erated during cell respiration and metabolism, but their
interaction with cellular components can deeply alter the
cellular physiology (for a review, see [1 D. Therefore,
neutralization of ROS is required, and achieved by
several intracellular scavenger systems, including super­
oxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase, as
weIl as scavenger molecules such as tocopherol and
ascorbate [2]. However, during injury, drug intoxication,
and pathological states such as cancer and inflammatory
diseases, high ROS formation exceeding the cell
antioxidant abilities is frequently observed, which
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promotes a noxious oxidative stress [3,4]. Because of
its high oxygen consumption, and its important content
of free iron and oxidizable unsaturated lipids, the brain
is particularly vulnerable to oxidative stress [5]. This
raises the possibility that oxidative stress is implicated
in both the initiation and progression of several neuro­
degenerative diseases, as weIl as in normal brain aging
[6]. In addition, CUITent evidence indicates that cerebral
oxidative stress can induce modification of enzyme or
transporter activity [7,8], loss of neurotransmitter
receptor affinity and synaptic efficacy [9,10], and
induction of neuronal death [Il], leading to numerous
neurophysiological alterations [12] and cognitive
impairments [13]. Moreover, a recent study has sug­
gested that mitochondrial dysfunction generating oxida­
tive stress can be the central cause of neurodegenerative
diseases [14].

Due to their high levels of antioxidants [15,16],
astrocytes can sustain the presence of ROS, and then
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prevent their neurotoxicity [17]. However, even if
astrocytes tolerate a mild oxidative stress, their metabolic
processes and biosynthetic activities may be strongly
altered. For instance, oxidative stress causes diminution
of rat brain astrocyte energy status, dysregulation of
osmotic control, and perturbation of glucose metabolism
[18]. We hypothesized that oxidative conditions could
also modulate the cerebral activity of enzymes involved
in xenobiotic metabolism as it has been already observed
in hepatocytes and colorectal cells [19]. Therefore, we
investigated the changes in glucuronidation activity in an
experimental model of mild oxidative stress. Glucuroni­
dation is achieved by a number of UDP-glucuronosyl­
transferase (UGT) isoenzymes, belonging to a multigenic
superfamily of enzymes that catalyze the transfer of
glucuronic acid (UDP-GlcA) to a wide range of
exogenous and endogenous substrates. This enzymatic
activity results in an increase in substrate water solubility,
and generally suppresses the pharmacological activity or
toxicity of these substrates [20]. In the brain, glucur­
onidation is completed mainly by astrocytes which
exhibit the highest UGTlA6 activity and expression
among brain cells [21].

The frrst aim of the present study was to validate a
model of nontoxic oxidative conditions in rat cerebral
astrocytes in primary culture. For this purpose, we used a
short-duration (15 min) treatment with a low concen­
tration (5 /lM) of menadione (2-methyl-l,4-naphthoqui­
none), which efficiently produces superoxide if added to
the culture medium of brain cells, including astrocytes
[22]. Other aims of the study were to investigate the total
glucuronidation activity in astrocytes submitted to an
increased oxidative environment; to investigate the
specifie activity of the UGTlA6 isoform after oxidative
stress; and to examine the regulation of UGTlA6
isoform expression in astrocytes exposed to an altered
redox environment.

MATERIALS AND METHODS

Drugs and chemicals

Menadione (2-methyl-l ,4-naphthoquinone), ketopro­
fen (KPF, 2-(3-benzoylphenyl)propionic acid), I-naph­
thol (l-NP), UDP-glucuronic acid (UDP-GlcA), N­
acetyl-L-cysteine (NAC), L-buthionine[S,R]sulfoximine
(BSO), superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1, 15,000
U/mg), reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione
(GSSG), [3-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
reduced tetrasodium salt ([3-NADPH), 5,5' -dithiobis(2­
nitrobenzoic acid) (DTNB), dihydrorhodamine-123
(DHR-123), guanidine hydrochloride and 2,4-dinitrophe­
nylhydrazine (DNPH) were purchased from Sigma
(Saint-Quentin Fallavier, France), hydrogen peroxide
was from Carlo Erba (Val de Reuil, France), and

glutathione reductase (EC 1.6.4.2) was from Roche
(Meylan, France). Cell culture products were provided
by Œbco (Cergy-Pontoise, France). AIl reagents for
reverse transcription polymerase chain reaction (RT­
PCR) were obtained from Eurobio (Les Ulis, France).

Animais

This study was performed with female and male
Wistar rats (lffa Credo, Saint-Germain-sur-l'Arbresle,
France). The animaIs were maintained under standard
laboratory conditions on 12/12-h lightldark cycle with
unrestricted access to standard food and tap water. To
obtain newbom rats, two adult females and one male
were housed together for 48 h. Pregnant females were
then maintained in separate cages. The study was
approved by the local animal ethics committee, and aIl
procedures adhered to the Principles of Laboratory
Animal Care.

Primary cultures and characterization ofastrocytes

Astrocytes were prepared from newbom Wistar rat
brains, as described previously [22]. Precisely, I-day-old
rats were sacrificed by decapitation and the brains were
rapidly removed and placed in the culture medium
(Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) contain­
ing 2 mM L-glutamine, 100 /lg/ml streptomycin, 100 U/
ml penicillin, and 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf
serum). Residual meningeal tissues were removed from
brains using fine scissors and tweezers. The cells were
dissociated in the culture medium by passage through a
hypodermic syringe (21 G, 0.8 x 25 mm) and centrifuged
at 200g for 10 min. The resulting pellet was resuspended
in culture medium and plated on 75-cm' flasks at a density
of two brains per flask. The ceIls were grown in a
humidified atmosphere of 5% CO2 at 3rC, and the
culture medium was renewed twice a week. AIl experi­
ments were carried out on cell subcultures at passage 2.

Cell culture purity was characterized by immunocy­
tochemical detection of a specifie astrocyte marker, glial
fibrillary acidic protein (GFAP). Cells were fixed with
paraformaldehyde (4% w/v) and marked with a primary
antibody anti-GFAP (1: 100, polyclonal rabbit anti­
GFAP; Sigma, France) and a fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labeled secondary antibody (1:100, goat anti­
rabbit IgG (H + L); Zymed, France). Cells were co­
stained with 4 /lM propidium iodide, a nuclear marker.
Fluorescence-labeled cells were observed using an
epifluorescence microscope (AX 70 Provis, Olympus,
France) equipped with a mercury vapor lamp, a FITC
filter (excitation between 450 and 490 mniemission at
505 nm), and a propidium iodide filter (excitation
between 540 and 580/emission at 590 nrn). Pictures
were then recorded using a x40 oil immersion
objective.
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Culture of V79 cel! line

We used an established recombinant V79 cell line
(Chinese hamster lung fibroblasts) that stably expresses
rat UGTlA6 cDNA [23]. V79 cells were grown in
DMEM containing 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium
pyruvate, 100 flg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin,
and 8% (v/v) heat-inactivated Nu-serum in a humidified
atrnosphere of5% COz at 37°C. The culture medium was
renewed twice a week.

Cell treatments

AlI treatrnents were applied to confluent cultures. To
promote oxidative stress, cells were first rinsed with
phosphate-buffered saline solution (PBS), and then
exposed to menadione diluted in PBS containing 0.1%
DMSO (v/v). For the antioxidant pretreatrnent, cells were
rinsed with PBS, and incubated for 15 min with 500 flM
NAC diluted in PBS before menadione exposure.
Control cells were incubated with PBS containing the
vehic1e (0.1% DMSO, v/v) for 15 min. The t = 0 time
point refers to the end of the menadione exposure
corresponding to substitution of the menadione medium
with fresh complete medium.

Cellular viability assay

Mitochondrial function was assessed as an index of
cellular viability using the MTT method. This assay
measures the ability of mitochondrial dehydrogenases to
convert 3-[4,5-dimethylthiazol -2-yl]-2,5-diphenyltetra­
zolium bromide (MTT) to colored formazan. Cells were
seeded on six-well plates (9.5 cm') at an initial density of
0.15 x 10" cells/well. After treatment, cells were
incubated for 3 h at 3TC with MTT (5 mg/ml) diluted
in PBS. Then, the medium was removed, and cells were
lysed by addition of 10% (w/v) sodium dodecyl sulfate
(SDS). Absorbance was measured at 540 nm using a
microplate reader (MR 5000, Dynatech, France). Viabil­
ity was estimated from the absorbance of treated versus
untreated cells.

Measurement of intracellular ROS production

ROS production was measured by using the oxidant­
sensitive dye dihydrorhodamine-123 (DHR-123). DHR­
123 easi1y crosses cell membranes and, on oxidation by
ROS, tums into fluorescent rhodamine-l23. Astrocytes
were plated on 10 cm culture dishes at an initial density of
0.5 x 10" cells. Cell cultures were treated with menadione
and were further incubated with 5 flM DHR-123 for 15
min before the end of the treatment. Production of
intracellular ROS was measured at different times after
menadione exposure. After treatment, the cells were
rinsed with PBS before being scraped off with a buffer
containing 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) and 0.5% Tween 20

(v/v). The homogenate was centrifuged at 1O,000g for 10
min. The supematant was then subjected to a spectropho­
tometric analysis to measure the rhodamine-l23 fluores­
cence at 535 nID under excitation at 500 nID.

Glutathione assay

Total glutathione (GSx) content was quantified
according to the technique of Baker et al. [24] using
the method originally described by Tietze [25]. This
method requires the conversion of GSSG into GSH,
which can react with DTNB. Astrocyte primary cultures
were seeded on 10 cm culture dishes at an initial density
of 0.5 x 10

6

cells. Cel1s were scraped off after treatments
with 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). Proteins
were subsequently precipitated with an equal volume of
5% TCA and pel1eted by centrifugation at 2600g for 5
min. Supematants were neutralized at a ratio of 130:55
with 20 mM Hepes buffer containing 300 mM KOH.
Aliquots of the neutralized extract (50 fll) were further
treated with 100 fll of reaction mixture containing 225
flM DTNB, 300 flM NADPH, and 23 units of
glutathione reductase in 50 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.4). GSx, which is the amount of GSH plus two
times the amount of GSSG, was then measured by a
spectrophotometric analysis using a Dynatech microplate
reader at 405 nm. To determine the GSH content,
aliquots of the neutralized extract (50 fll) were treated
with the reaction mixture without glutathione reductase.
GSSG content was calculated as fOl1ows: 2GSSG =
GSx-GSH. Glutathione levels were quantified using
standards of GSH, which were processed through exactly
the same procedure as the cel1 extracts.

Estimation ofprotein oxidation

Carbonyl content was determined as an index of
protein oxidation using the 2,4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH) derivation method as described by [26]. This
spectrophotometric assay is based on the detection of
protein hydrazones formed by the reaction ofDNPH with
protein carbonyls. Astrocyte primary cultures were
seeded on 10 cm culture dishes at an initial density of
0.5 x 10" cells. After treatment, astrocytes were scraped
off with PBS. The harvested cellular homogenates were
mixed with 4 vol of 2 M HCI solution containing 10 mM
DNPH, except for the blanks. The protein concentration
of homogenates was usual1y of 1 mg/ml. Mixtures were
left for 1 h at room temperature in the dark with agitation
every 10 min. An equal volume of 20% TCA (w/v) was
added and the samples were further incubated for 10 min
at 4°C, and then centrifuged for 3 min at 11,000g. The
pellets were washed for 10 min with 1.5 ml of
ethanol:ethyl acetate (1:1) (v/v) to remove the excess
DNPH and TCA, and were centrifuged for 3 min at
Il,000g. This washing step was performed five times.
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The resulting pellets were dissolved in 6 M guanidine
hydrochloride (0.6 ml) for 15 min at 37°C with agitation.
Carbonyl content was calculated from absorbance at 360
nm using an absorption coefficient of 22,000 M-- ' cm-1.

Measurement ofpro-inflammatory mediator release

Cells were seeded on six-well plates (9.5 cm') at an
initial density of 0.15 x 10

6

cells/well. Production of
nitrite and prostaglandin Ez (PGEz) was measured 12,24,
and 48 h after the menadione exposure. The concen­
tration of nitrite, a stable metabolite of NO, was
determined in culture supematants by the Griess assay
as described by Kiemer and Vollmar [27]. PGEz release
was measured in the medium with a commercially
available enzyme immunoassay kit (Assay Designs,
USA). Positive controls were obtained by exposure of
astrocytes to bacterial lipopolysaccharide (LPS) from
Escherichia coli (1 j.tg/ml).

Preparation ofmicrosomes from cultured ceUs

Astrocytes were seeded on 10 cm culture dishes at an
initial density of 0.5 x 10

6

cells. After treatment, cells
were scraped off in a 50 mM potassium phosphate buffer
(pH 7.4) comp1emented with 1 mM EDTA and 0.1 mM
dithiothreitol, and were sonicated for 50 s at 60 Woutput
power. The homogenate was centrifuged at 10,000g for
20 min, and the resulting supematant was further
centrifuged at 100,000g for 60 min. The microsomal
pellet was suspended using a manual glass Dounce-type
homogenizer in 100 mM potassium phosphate buffer (pH
7.4) to which was added 1 mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol, and 20% glycerol (v/v), and stored at
-80°C until use. For the V79 cellline, microsomes were
obtained by the same method but using a 5 mM Hepes
buffer (pH 7.4) containing 0.25 M sucrose.

Protein content measurement

Protein content was determined using the BCA
Protein Assay Reagent Kit (Pierce Chemical Co.,
London, UK) according to the manufacturer's protocol.

Measurement ofglucuronidation activity

As UDP-glucuronosyltransferases are membrane­
bound enzymes, microsomes were activated before
assays by addition of 0.15 mg Triton X-lOO/mg protein
for 15 min on ice [28] to obtain maximal enzyme
activation.

For 1-NP glucuronidation measurement, activated
astrocytes or V79 cell line microsomes (100 j.tg) were
incubated for 30 min at 3rC in 100 mM Tris-HCl, 10
mM MgClz buffer (pH 7.4), in the presence of 1 mM 1­
NP, 2 mM UDP-GlcA, in a final volume of 200 j.tl. The
reaction was stopped by addition of 200 j.tl of 0.4 M
TCA and 0.6 M glycine buffer (pH 2.2), and the

unreacted substrate was extracted with 4 ml of chloro­
form. The mixture was centrifuged at 1000g for 10 min,
and 1.8 ml of 0.1 M NaOH solution was added to the
supematant. 1-NP glucuronide was quantified by
spectrofluorometry at 330 nm under excitation at 290
nm, using 1-J3-D-naphthylglucuronide as a calibration
standard.

For ketoprofen (KPF) glucuronidation measurement,
activated microsomes (100 j.tg) were incubated for 60
min at 37"C in 100 mM sodium acetate (pH 5.4),
containing 10 mM MgClz, in the presence of 1 mM KPF
and 3 mM UDP-GlcA, in a fmal volume of 100 j.tl. The
reaction was stopped by addition of 6 M HCl (10 j.tl).
Samples were centrifuged at 2300g for 10 min. The
supematant was analyzed by HPLC on a 100 x 8 mm, 5
/-lm particle Novapak C18 column inserted in a Radia1­
Pak compression module. Chromatographie separation
was performed using a mobile phase (water:acetonitrile:
trifluoroacetic acid, 65:35:0.04, v/v) at a flow rate of 1
ml/min. Spectrophotometric changes were detected with
a UV detector (486-Waters; Waters, France) at 256 nm.

RT-PCR analysis ofiNOS, COX-2, and UGTIA6 mRNA
expression in astrocytes

Astrocytes were seeded on six-well plates (9.5 cm').
Total RNA from astrocytes was isolated by the single­
step guanidium thiocyanate-phenol-chloroform method
using Trizol Reagent (Life Technologies Inc., France)
according to the manufacturer's protocol. Total RNA was
recovered in water and quantified from the absorbance at
260 nm. The purity was verified by spectrophotometry
(absorbance ratio at 260 nm vs that at 280 nm).
Complementary DNA (cDNA) was synthesized from
RNA samples by mixing 2 j.tg total RNA and 500 pmol
of poly(dT) in the presence of 50 mM Tris-HCl buffer
(pH 8.3), 80 mM KCl, 4 mM MgClz, 4 mM dithio­
threitol, 200 units of Moloney murine leukemia virus
(MMLV) reverse transcriptase, and 0.5 mM of each
dNTP in a total volume of 20 j.tl. Samples were incubated
for 1 h at 37°C and 5 min at 95°C. The cDNA products
were diluted 2-fold. A 2 /-lI aliquot was used for each
amplification by PCR and added to the incubation
mixture containing 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4),
50 mM KCl, 1.5 mM MgClz, 0.2 mM of each dNTP, 0.4
j.tM of each primer, and 2.5 units of Taq DNA polymer­
ase in a total volume of 50 j.tl. Separate PCRs for
UGTlA6, iNOS, COX-2, and L27 amplification were
performed using the following primers: UGTlA6
(Accession No. U16818, 817 bp product), sense 5'­
CTC AGT TCT AGG TGA CAA GC-3', antisense 5'­
GCC GTT GAC ATA GGC TTC AAA TTC C-3'; iNOS
(Accession No. L092lO, 333 bp product), sense 5'-AGC
AGA ATG TGA CCA TCA TGG ACC-3', antisense 5'­
ATG CAG ACA ACC TTG GTG TTG AAG G-3';
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COX-2 (Accession No. M90100, 443 bp product), sense
S' -TCC AGA TCA CAT TTG ATT GAC AG-3',
antisense S' -TGT GGG AGG ATA CAT CTC TCC­
3'and L27 (Accession No. NM022514, 364 bp product),
sense S' -GCT GTC GAA ATG GGC AAG TT-3',
antisense S' -CAA ACT TGA CCT TGG CCT CC-3'.
PCR conditions allowing to be in the exponential phase
of PCR were: number of cycles (n) = 34, annealing
temperature (AT) = 62°C for UGTlA6; n = 28, AT =
59°C for COX-2; and n = 28, AT = 62°C for iNOS and
L27. Amplification products were analyzed by agarose
gel electrophoresis after ethidium bromide staining, and
quantified by densitometry with Quantity One software
(Version 4.3) and Gel Doc 2000 apparatus (Bio-Rad
Laboratories, France). AIl amplicons were of the
expected size. Results were expressed relative to the
level of L27 (a housekeeping gene coding for a
ribosomal protein) and are shown as percentages of
mRNA expression from control.

Reporter plasmid construction

The UGTlA6 promoter fragment -979 to -93
(relative to the transcription start point in the UGTlA6
gene) was amplified by PCR on rat astrocyte genomic
DNA using the foIlowing primers: UGTlA6 (Accession
No. AF359280, 887 bp product), sense 5'-CAG CTT
CTG ATA ATT CTG GCT CTA C-3', antisense 5'-AGC
TCT CTC TCC CTG ACT CTA A-3'. The PCR product
was visualized by agarose gel electrophoresis, excised for
purification using a gel extraction kit (Qiagen, Courta­
boeuf, France), and cloned into a green fluorescent
protein (GFP) reporter vector, pGlow-TOPO (lnvitrogen,
Cergy Pontoise, France), according to the manufacturer's
protocol. Plasmid construct was recovered using an
endotoxin-free Maxiprep kit (Qiagen, France). DNA
sequencing was used to verifY the plasmid construct.

Transient transfection assay

For transfection experiment, 5 x 10
4

astrocytes were
seeded onto six-weIl plates. At 50% confluence, astro­
cytes were co-transfected for 2 h with 2 /lg of pGlow/
UGTlA6 (-979/-93)-GFP construct, and 0.5 /lg of the
[?>-galactosidase plasmid cytomegalovirus (Promega,
Charbonnieres, France) using Exgen 500 (Euromedex,
Mundolsheim, France) according to the manufacturer's
instructions, and were further grown for 48 h in complete
medium. After menadione exposure, astrocytes were
harvested with PBS and pelleted at 1500g for 5 min. The
pellet was resuspended in 100 /lI oflysis buffer (50 mM
Tris-HCI, pH 7.8, 150 mM NaCI, 1% (v/v) Nonidet P­
40). The lysate was incubated on ice for 10 min and
centrifuged at 1a,OOOg for 10 min. GFP expression was
measured in the supematant (50 /lI) by spectrofluorom­
etry at 510 nm under excitation at 485 nm. GFP

expression was normalized to [?>-galactosidase activity
that was assessed photometrically at 420 nm in the
supematant, using o-nitrophenyl [?>-D-galactopyranoside
as substrate.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed on experimental
data. FoIlowing analysis of variances, different groups
were compared using Student's t test. Differences
between groups were considered significant when p
values were less than .05. Results are expressed as
means ± SD.

RESULTS

Characterization ofastrocyte primary culture purity

The purity of our primary cultures was checked by
detection of a specifie astrocyte marker, GFAP, by
immunocytochemistry. Figure 1 clearly shows the green
fluorescence staining of GFAP in most (295%) cultured
cells (1: GFAP-positive cclI; 2: GFAP-negative cclI).

Effect of a menadione treatment on cel! viability

The MTT assay was used to determine time- and
concentration-dependent changes in viability after expo­
sure ofconfluent primary astrocyte cultures and recombi­
nant cells to menadione (Table 1). Loss of viability was
limited (~10% or less) in V79 ceIls treated with 5 /lM
menadione for 4 h and with 20 /lM for 15 min or 1 h for

IlIGFAP
III propidium iodide

Fig. 1. Characterization of astrocyte primary cultures. The purity of the
cultured cells was evaluated by detection of GFAP (green color), a
specifie astrocyte marker (l: GFAP-positive celV2: GFAP-negative
cell), and co-staining with propidium iodide (red color) for the nuclear
DNA. Magnification: x 40, Bar = 50 Ilm.
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Table 1. Cellular Viability after Menadione Treatments Reactive oxygen species production

Cellular viability (% of control)
Incubation

Menadione ÙlM) time (h) Astrocytes V79-lA6

5 0.25 100 ± la 100 ± 9

97 ± 21 100 ± 15

4 95 ± 12 83 ± 5*

20 0.25 91 ± 7* 93 ± 2*

1 92 ± 7* 91 ± 3*

4 44 ± 8* 71 ± 5*

"Cell cultures were incubated with different concentrations of
menadione for 0-4 h. Cellular viability was detennined by the MIT
method. Results are given as means ± SD (n = 5 independent
experiments).

*p < .05, significantly different from control.

both V79-1A6 cel1s and astrocytes. No significant
modification of cel1u1ar viability was observed with 5
pM menadione added for 15 min or 1 h.

Cel1ular viability was not affected even 48 h after a 5
pM menadione treatment for 15 min and a 500 pM NAC
antioxidative treatment for 15 min. Moreover, no
modification of cel1 viability was observed after treat­
ment with BSO (20 pM, 24 h), SOD (30 pg/ml, 15 min),
and HzOz (50 pM, 15 min) (data not shown).

DHR-123 al10wed visualization of intracel1ular ROS
production (Fig. 2). In the presence of menadione, both
V79-1A6 cel1 and primary astrocyte cultures produced
ROS in a concentration-dependent manner but the
highest ROS-dependent fluorescence was observed with
astrocytes (data not shown). Thus, ROS production was
measured after a 5 pM, 15 min menadione exposure
(considered as t = 0) and from 6 to 48 h after the
treatment (Fig. 2A). At t = 0, ROS production was
already higher than the controllevel (+119%). However,
the quantity of rhodamine-l23 detected in astrocytes
retumed to controllevel at t = 6 h and remained constant
up to 48 h. Moreover, pretreatrnent with 500 pM NAC
for 15 min (Fig. lB) partial1y prevented the production of
ROS (+46%). Therefore, we considered that 5 pM
menadione treatrnent of cel1s for 15 min was nontoxic,
and a valuable experimental mode! of the increase in the
oxidative environment of the cultured cel1s.

Glutathione assay in astrocyte cultures

After oxidative treatment, a significant loss of GSH
was observed (-24% at t = 0, compared with control),
whereas GSSG content remained unaffected (Fig. 3A).
GSH leve! then retumed to the basal value at t = 6 h and
remained constant up to 48 h after menadione exposure.

Fig. 2. Measurement of intracellular ROS production. Astrocytes were
co-incubated with 5 J1M DHR-123 and 5 J1M menadione for 15 min.
(A) Production of intracellular ROS was measured at 1 = 0, as well as 6,
12, 24, and 48 h after treatment. (B) ROS production was also measured
at 1 = a after a 500 pM, 15 min NAC pretreatment. The fluorescent
rhodamine-123 was measured by spectrofluorometry at 535 nm under
excitation at 500 nm. Results are given as means ± SD (n = 5
independent experiments). *p < .05, significantly different from control;
p < .05, significantly different between treatments.
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Fig. 5. Measurement of release of pro-inflammatory mediators and
analysis of levels of COX-2 and iNOS expression. (A,B) Induction of
PGE, (A) and nitrite (B) release in supematant of primary astrocyte
cultures 12, 24, and 48 h after a 5 pM, 15 min menadione treatment.
Exposures to LPS (1 pglml) for 12, 24, and 48 h are shown as positive
controls. Results are given as means ± SD (n = 5 independent
experiments). (C) Semiquantitative RT-PCR of COX-2 and iNOS
expression after a 24 h recovery following a 5 pM, 15 min menadione
treatment and after a 1 pglml, 24 h LPS exposure. This experiment is
representative of three assays. 'p < .05, significantly different between
control and LPS treatments. L, ladder; ND, not detectable.

iNOS mRNA (Fig. SC) occurred after oxidative treat­
ment, whereas treatment with 1 ,ug/ml LPS promoted
S.S- and 12.S-fold induction for COX-2 and iNOS,
respectively.
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In contrast, the GSSG level was significantly increased at
6 and 12 h after oxidative treatment (+SS% and +SO%,
respectively). The GSSG level retumed to basal values at
t = 24 h after treatment. In addition, at t = 0, a NAC
pretreatment (Fig. 3B) partially prevented the loss of
GSH (-10%), whereas the GSSG level remained
unchanged.

Carbonyl content in astrocyte cultures

The menadione treatment rapidly induced total protein
oxidation. From t = °to 12 h after menadione exposure
(Fig. 4A), carbonyl content remained significantly higher
(+26%) than that of the control. Then, a decrease in the
carbonyl level to basal value was observed 24 h after
oxidative treatment, and remained constant up to 48 h. At
t = 0, NAC pretreatment entirely prevented the carbonyl
content increase (Fig. 4B).

Estimation ofpro-inflammatory mediator release

In contrast to endotoxin exposure (LPS, 1 ,ug/ml),
no significant release of nitrite and PGEz was observed
12, 24, and 48 h after menadione treatment (Figs. SA
and SB). Furthermore, no expression of COX-2 and

Fig. 4. Effect of menadione on carbonyl content in astrocyte cultures.
(A) Carbonyl content was measured after 15 min exposure to 5 IIM,
menadione (t = 0) and 6, 12, 24, and 48 h after treatment. (B) Carbonyl
content was also measured at t = 0 after a 500 pM, 15 min NAC
pretreatment. AlI values are means ± SD (n = 5 independent
experiments). 'p < .05, significantly different compared with control;
'p < .05, significantly different between treatments.
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Glucuronidation activity in astrocytes after menadione
exposure

As suggested by their glucuronidation ability toward
different substrates, astrocytes express several UGT
isofonns. Glucuronidation toward I-NP and KPF was
measured after menadione exposure (5 !lM, 15 min) to
assess the activity of both the UGTlA and UGT2B
families (Fig. 6). At t = 0, glucuronidation activity
strongly decreased by 50% for I-NP and 32% for KPF,
corresponding to the maximum effect of oxidative stress.
At 6, 12, and 24 h after menadione exposure, glucur­
onidation in astrocytes was still significantly decreased
compared with control, but the decrease was less than
that observed at t = O. Total recovery of glucuronidation
was observed at t = 48 h after oxidative treatment.
Conversely, pretreatment with 500 !lM NAC for 15 min
entirely prevented the decrease in astrocyte glucuronida­
tion activity induced by oxidative stress, whatever the
time point considered.

1-NP glucuronidation
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Fig. 7. Measurement of glucuronidation activity of V79 cells.
Glucuronidation activity was studied in a V79-IA6 celltine, pretreated
or not with NAC (500 IlM for 15 min). After 15 min incubation with
5 IlM menadione (t = 0), as well as after 6, 12, 24, and 48 h recovery
following incubation, I-NP glucuronidation activity was evaluated in
activated V79-1A6 cell line microsomes (100 Ilg). The amount of
glucuronide was measured by spectrofluorometry at 330 nm under
excitation at 290 nm for I-NP. Results are given as means ± SD (n =

5 independent experiments). *p < .05, significantly different from
control; 'p < .05, significantly different between treatments.
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Fig. 8. Effect of SOD, BSO, and H20 2 treatments on glucuronidation
activity in astrocytes. Primary cultures were treated with 5 IlM
menadione for 15 min or with 50 IlM H20 2 for 15 min or were
exposed to 20 IlM L-buthionine[S,R]sulfoximine and 500 IlM NAC 24
h and 15 min, respectively, prior to menadione (5 IlM, 15 min)
treatment. Cells were co-treated with menadione (5 1lM) and superoxide
dismutase (30 Ilg/ml) for 15 min. After incubation, glucuronidation
activity was evaluated in activated astrocytes microsomes (100 Ilg)
using I-NP and the cosubstmte. The amount of glucuronide was
measured by spectrofluorometry at 330 nm under excitation at 290 nm.
Results are given as means ± SD (n = 6 independent experiments). *p <
.05, significantly different from control.

The use of a V79 cell line transfected with rat
UGTlA6 cDNA allowed the specifie measurement of
conjugation activity triggered by the UGTlA6 isofonn
(Fig. 7). V79-1A6 cells metabolized I-NP four times less
efficiently than astrocytes. Moreover, V79-1A6 cells

1-NP glucuronidation

Glucuronidation activity in V79 cel/Une after menadione
exposure
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Fig. 6. Measurement of glucuronidation activity of astrocytes.
Glucuronidation activity was studied in a primary culture of astrocytes,
pretreated or not with NAC (500 IlM, 15 min). After 15 min incubation
with 5 IlM menadione (t = 0), as well as after 6, 12, 24, and 48 h
recovery following incubation, glucuronidation activity was evaluated
in activated astrocytes microsomes (100 Ilg) using I-NP or KPF, and
the cosubstrate. The amount of glucuronide was measured by
spectrofluorometry at 330 nm under excitation at 290 nm for I-NP
and by HPLC at 256 nm for KPF. Results are given as means ± SD (n =

5 independent experiments). *p < .05, significantly different from
control; 'p < .05, significantly different between treatments.



UGTlA6 redox regulation in astrocytes 1059

NAC+
menadione

menadionecontrol

250 *Cl>
III
l'Il 200"0
'iii g
~ c: 150
l'Il 0
ni u... 100t( 0
0:
~

Do 50
u.
Cl 0

Expression of GFP driven by the UGTlA6 isoform
promoter was assessed in transfected astrocytes after
oxidative treatment (Fig. 10). An increase in GFP
expression (+80%) was clearly observed 24 h after
menadione exposure (5 IlM, 15 min). Moreover, pretreat­
ment with 500 IlM NAC for 15 min was sufficient to
prevent the increase in GFP expression.

24 hr after oxidative treatment

Fig. 10. Transient transfection assay. Astrocytes were cotransfected with
pGiowlUGTlA6 (-979/-93)-GFP and pCMV/~-galactosidase plas­
mids and incubated 48 h later with 5 /lM menadione for 15 min with or
without a NAC pretreatrnent. Results from six independent experiments
are means ± SD of GFP expression normalized to ~-galactosidase

activity and shown as percentages increase in control values. *p < .05,
significantly different from control.

8). Then, under these conditions, H20 2 treatrnent induced
a decrease in glucuronidation by approximately 60%.
Compared with menadione exposure, pretreatrnent with
BSO strongly decreased glucuronidation activity
(-73%), whereas SOD co-treatrnent partially prevented
this decrease (- 19%).

Regulation of UGTIA6 isoform expression in astrocytes
afler menadione exposure

The effect of menadione treatrnent on UGTlA6
isoform mRNA levels was assessed by semiquantitative
RT-PCR (Figs. 9A and 9B). A significant increase (1.7­
fold) in UGTlA6 expression was observed on1y at t =
24 h after oxidative treatrnent. PBS containing the
vehicle (0.1 % DMSO v/v) altered neither UGTlA6 nor
L27 mRNA levels (data not shown).

Activation of the UGTIA6 isoform promoter after
menadione exposure
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were not able to metabolize KPF. After menadione
exposure, glucuronidation activity strongly decreased
(-55% at t = 0). At 6, 12, and 24 h after the oxidative
treatrnent, V79-lA6 glucuronidation was still signifi­
cantly decreased compared with control, but the decrease
was lower than that observed at t = O. Total recovery of
glucuronidation was observed at t = 48 h after oxidative
treatrnent. Pretreatment with NAC (500 IlM, 15 min)
partially prevented the oxidant treatment-induced
decrease in glucuronidation activity. The control level
of 1-NP glucuronidation, after NAC pretreatment, was
recovered 48 h after treatrnent.

EfJects of H20 2, BSO/menadione, and SOD/menadione
treatments on astrocyte glucuronidation activity

To better characterize the mechanisms by which
menadione induces the decrease in glucuronidation
activity, astrocytes were treated with 50 IlM H20 2 for
15 min, pretreated with BSO (20 IlM, 24 h) before
menadione exposure (5 IlM, 15 min), and co-treated with
SOD (30 Ilg/ml) and menadione (5 IlM) for 15 min (Fig.

Time after menadione exposure (hr)

Fig. 9. Expression of UGTlA6 mRNA in astrocyte cultures. Expression
of the UGTIA6 and L27 genes was studied at different times of
recovery following the menadione treatment. (A) Ethidium bromide gel
electrophoresis of RT-PCR amplicons was achieved with primers to
probe the UGTlA6 and L27 in rat astrocytes. The size of the amplicons
was 817 and 364 bp for UGTlA6 and L27, respectively. This
experiment is representative of six assays. (B) The quantity ofUGTlA6
mRNA relative to L27 mRNA was calculated in astrocyte cultures
treated or not with menadione as described under Materials and
Methods. Each value represents the mean ± SD of six separate
measurements. *p < .05, significantly different from control.

DISCUSSION

In the present work, we first validated a procedure to
obtain a moderate experimental oxidative stress that
promotes the production of significant amounts of ROS
without altering the viability of astrocytes during our
assays. For that purpose, treatments with different low
concentrations of menadione and for limited durations
were run on astrocytes. We considered the treatment with
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5 J1M menadione for 15 min as valuable in obtaining a
mild oxidative stress. This protocol was also applied to
the transfected V79 cell line, and did not promote
disturbances in mitochondrial function (MTT assay).
The efficiency of this pro-oxidant treatment was estab­
lished by the increase in intracellular ROS content as
shown by the increase in rhodamine-l23 fluorescence.
The presence of NAC prevented menadione-dependent
superoxide production.

The intracellu1ar redox state is controlled mainly by
intracellular glutathione levels, and reflects a balance
between sulfhydryls and disulfides that can be altered by
ROS and other oxidants. Our data on astrocytes have
shown that menadione exposure rapidly depletes GSH
without increasing GSSG (t = 0). As reported by Seung
et al. [29], menadione is able to deplete GSH by arylation
and formation of a menadione-glutathione conjugate.
Moreover, superoxide radicals produced during mena­
dione metabolism by cultured astrocytes [22] also
promote GSH oxidation, observable as an increase in
the GSSG level6 and 12 h after treatment. Thus, we have
chosen to study the formation of protein carbonyls,
which are actually the most general indicator and, by far,
the most commonly used marker of protein oxidation
[30,31]. Thus, in addition to GSH/GSSG level modifi­
cations, production of ROS caused a carbonyl content
increase from t = 0 to 12 h after menadione exposure.
Twenty-four hours after treatment, carbonyl content
returned to the control level, suggesting a degradation
of the oxidized proteins by cytosolic proteases and/or an
increase in protein synthesis. Furthermore, this oxidative
treatment neither produced pro-inflammatory mediators
(NO and PGE2) nor induced the COX-2 or iNOS
expression level. We can conclude that ail these cellular
modifications result from increased intracellular ROS
production. In this way, a precursor ofGSH synthesis, N­
acetyl-L-cysteine, partially prevented the decrease in
GSH level but totally prevented carbonyl formation.

Alterations in the intracellular redox state can modifY
the activity of a number of enzymes that have a cysteine
residue in their catalytic domain [32]. To characterize
UGT activity modifications promoted by a moderate
oxidative stress, we used 1-NP, an exogenous phenol that
is a preferential substrate for the UGTlA6 isoform, and a
nonsteroidal anti-inflammatory drug, KPF, which is
metabolized mainly by the rat UGT2B1 isoform [33].
The use ofV79 cells transfected with rat UGTlA6 cDNA
allowed us to demonstrate modifications in the specific
activity of UGTlA6 isoform after oxidative treatments.
On the other hand, modifications of total glucuronidation
activity toward the model substrates were established on
astrocyte primary cultures. Astrocytes displayed an
important basal glucuronidation activity toward 1-NP,
but a low activity toward KPF. These results are in

accordance with previous studies, where we showed that,
as compared with neurons or cerebrovascular endothelial
cells, the UGTlA6 isoform is preferentially expressed in
rat astrocyte primary cultures, where it efficiently cata­
Iyzes 1-NP glucuronidation [21].

After a time-limited exposure to 5 J1M menadione,
we observed two different responses depending on the
delay after the experimenta1 oxidative stress. First, as a
result of protein oxidation, glucuronidation activity
rapidly decreased in both astrocyte and V79 cell
cultures. This inhibitory effect was completely abol­
ished in astrocytes by pretreatment with NAC. In the
transfected V79 cell line, the presence of NAC only
partially prevented the decrease in glucuronidation
efficiency, probably due to antioxidant defense capaci­
ties lower than those of astrocytes. To verifY this
hypothesis, astrocytes were pretreated with BSO, which
causes glutathione depletion and decreases antioxidant
defense capacities. Thus, the decrease in glucuronida­
tion activity was more important after pre-treatment
with BSO. Moreover, when astrocytes were co-treated
with superoxide dismutase and menadione, the decrease
in UGT activity was lower than that after treatment
with menadione alone. The presence of SOD partially
prevented the enzymatic inhibition, confirming the
important involvement of superoxide radicals. Further­
more, superoxide can be transformed to hydrogen
peroxide which, as shown in our results, also causes
a decrease in glucuronidation activity. Then, the rapid
decrease in UGTlA6 activity should directly result
from the intracellular excess of ROS triggering
oxidative modification of the protein. This concept is
supported by the evidence that exposure to free radical­
generating systems changes cata1ytic activities and
thermal stability and increases sensitivity to proteolytic
degradation due to partial unfolding of numerous
proteins [34,35]. Ail the above-mentioned actions of
ROS are fully reversed or prevented by thiol reagents,
suggesting the presence of functionally important thiol­
containing residues in the active or binding sites.
Accordingly, the presence of cysteine side chains (Cys
121, 125, and 126) has recently been demonstrated in
the active site of UGTlA6, which is involved in the 1­
NP glucuronidation process [36,37]. Both thiol-directed
agents and site-directed mutagenesis of Cys 126
inactivated UGTlA6. Therefore, the UGTlA6 inhib­
ition we observed after an oxidative treatment should
result from direct Cys 121, 125, or 126 oxidation. The
susceptibility of amino acids to oxidation varies
greatly, although methionine and cysteine residues are
highly susceptible to oxidation by a variety of
physiological and nonphysiological systems [38]. Such
oxidations, producing methionine and cysteine sulfox­
ide, have been implicated in the cellular changes
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associated with nonnal or pathological brain aging [39].
More subtle changes in catalytic activity due to active site
amino acid oxidation may also result from limited
confonnational changes and/or from hydrophobicity
changes [35], which could be important as the UOT
active site possesses a highly conserved amino-tenninal
hydrophobic region with amino acids important for the
functional and structural integrity of the enzyme [40].

On the other hand, the recovery of I-NP glucur­
onidation activity we observed in astrocytes 48 h after
menadione treatment suggests the involvement of
another mechanism. In that case, the recovery of
glucuronidation may result from an upregulation of
UOTlA6 expression, as suggested by semiquantitative
RT-PCR. Thus, ROS could alter UOT regulation at both
transcriptional and translational levels. In this way, a
downregulation of CYPIAI expression has been
observed in rat H4 hepatoma cells under a HzOz­
promoted oxidative stress [19]. Sorne CYP isofonns are
downregulated by oxidant agents, whereas sorne others
remain unaffected. In contrast, it has been shown that
the expression of several phase II enzymes, including
UOT, was induced in rat liver subjected to an oxidative
stress by oral oltipraz administration [41]. Moreover,
regulation of UOTlA6 isofonn expression should differ
depending on the tissue considered. Thus, induction of
UOT expression in rat liver but no variation in the rat
small intestinal mucosa was described after an oxidative
stress [42]. Therefore, the experimental conditions of
oxidative treatment, the tissue, and the nature of oxidant
agents may promote different responses.

A number of genes encoding enzymes involved in
phase 1 and II (i.e., functionalization and conjugation)
metabolism of xenobiotics have been found to contain
functional responsive elements in their S' -regulatory
region: the antioxidant response element (ARE), and
the xenobiotic response element OCRE). Cellular expo­
sure to chemical entities, including electrophilic com­
pounds, antioxidants, and other agents capable of
generating radical species that alter the cellular redox
state, lead to transcriptional activation through the ARE
and, then, upregulation of drug-metabolizing enzymes
[43]. Thus, UOT genes, which contain functional ARE in
the promoter region [41], are upregulated in the liver by
the transcription factor NrF2 during oxidative stress [44].

This NrF2 factor can also be a key regulator of
cytoprotective phase II genes in mouse [45,46]. More­
over, an increase in AP-l DNA binding activity has also
been shown in neuronal and mice astrocytic primary
cultures after an HzOz oxidative stress [47] and in rat
brain after hyperoxia [48]. In the present study, the
overexpression of mRNA encoding UOTlA6 by mod­
erate oxidative conditions may be associated with the
presence of ARE regulatory elements and/or AP-l
binding sites. The UOTlA6 promoter fragment (887
bp, Fig. Il), used for the reporter plasmid construction,
contained a conserved ARE motif (TOACNNNOC) and
two modified ARE motifs. It also contained two
modified AP-l binding sites (TOACTCA). In this way,
the increase in OFP expression, observed by transient
transfection assay, suggests the involvement of tran­
scription factors such as NrF2 and AP-l.

In conclusion, the present work shows that an
experimental increase in oxidative cellular status can
rapidly modulate glucuronidation activity in cerebral
astrocytes. Altematively, intracellular redox status
change can induce overexpression of the UOTlA6
isofonn through activation of its promoter as shown by
transient transfection. This increase in UOTlA6 expres­
sion may be associated with transcription factor activa­
tion and suggests then the involvement of specific
binding sites on the UOTlA6 promoter. These results
can explain the decrease in cerebral glucuronidation
previously described in aged brain [49]. Hence, these
fmdings may be relevant to aging, but also to neuro­
degenerative diseases involving inflammation where
brain metabolism can be deeply altered.
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Abstract

Alteration of drug metabolism under diseased conditions is of clinical importance. We

have investigated the effects of inflammatory conditions on phase II drug-metabolizing

enzyme activity in rat cultured astrocytes. Lipopolysaccharide (LPS) treatment was used to

promote inflammatory conditions. Thus, we reported that LPS initiates an inflammatory

response, which is mediated by pro-inflammatory mediators and free radical generation. An

increase in astrocyte glucuronidation activity was observed after a 48 hr LPS treatment. This

increase in glucuronidation activity was associated with an up-regulation of the UGTIA6

isoform mRNA level as shown by RT-PCR and gene reporter assay. Moreover, this

endotoxin-induced increase in UGTIA6 expression level was blocked by actinomycin D and

cycloheximide, indicating the requirement for RNA and protein synthesis. The UGTIA6

expression enhancement could be prevented by anti-inflammatory drugs (dexamethasone and

NS398) or nitric oxide synthase inhibitors (L-NAME and L-NMMA). Moreover, gel shift

assay revealed increased AP-l (activator protein-l) binding activity after LPS treatment.

We propose, based on the data presented, that the action of LPS to induce UGTIA6

isofonn up-regulation may be mediated by pro-inflammatory mediator accumulation, and

AP-l binding activity increase.
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Introduction

The inflammatory reaction occurs in response to tissue injury, and is intended primarily

to restore tissue integrity (Ali and Mann, 2004). It is characterized by the production of

numerous cellular mediators as cytokines, arachidonic acid metabolites, reactive oxygen and

nitrogen species (ROS/RNS), which act in concert to eliminate harmful agents and facilitate

healing. Although acute inflammation is fundamentally beneficial, persistent inflammation

may display deleterious effects triggered by a long-term secretion of cytokines and others pro­

inflammatory mediators, as observed during sepsis (Mueller et al., 2001). In the central

nervous system (CNS), inflammation is associated to various neurological injuries such as

bacterial and viral infections (Pawate et al., 2004), cerebral ischemia (Berti et al., 2002), and

neurodegenerative disorders including multiple sclerosis (Barac-Latas et al., 1997),

Alzheimer's (Paris et al., 1999) and Parkinson's diseases (Castano et al., 2002). CUITent

evidence indicates that inflammatory processes may cause neurotransmission changes

(Linthorst and Reul, 1998), neuronal apoptosis (Nolan et al., 2003), neural stem cell

dysfunction (Monje et al., 2003), and cognitive impairment (Hokkanen and Launes, 2000).

However, little is known about the impact of the inflammatory reaction on CNS homeostasis

and brain metabolism. Nevertheless, it has been recently proposed that cerebral metabolism

could be altered under oxidative stress, an event frequently associated to ageing or neuro­

inflammation (Hemiaux et al., 2004).

Numerous studies have shown that pro-inflammatory stimuli could markedly interfere

in cellular metabolism pathways in liver, kidney, or intestine, by affecting either transport

system efficiency or enzymatic activity (Kielian and Esen, 2004). Among enzymes whose

functions are altered by inflammation mediators, hepatic drug-metabolizing enzymes appear

highly sensitive to cytokines and endotoxin exposure (FelTari et al., 1993). In particular, the
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expression of phase l drug-metabolizing enzymes, inc1uding numerous cytochrome P450

isofonns, are up- or down-regulated during inflammation, depending on both the isofonn and

the tissue considered (Sewer et al, 1997; Kelicen and Tindberg, 2004). However, there is

limited knowledge conceming inflammation effects on phase II drug-metabolizing enzymes,

such as UDP-glucuronosyltransferases (UGT, EC 2.4.1.17). The reaction of glucuronidation is

achieved by several UGT isoenzyrnes, belonging to a multigenic superfamily of enzymes that

catalyze the transfer of glucuronic acid (UDP-GlcA) to a wide range of exogenous and

endogenous substrates. This enzyrnatic activity results in an increase in substrate water

solubility, and modifies biological activity or toxicity of these substrates (Bock, 2003). In the

brain, glucuronidation is completed mainly by astrocytes which exhibit the highest UGT1A6

activity and expression among brain cells (Suleman et al., 1998).

Therefore, we investigated whether the cerebral activity of phase II drug-metabolizing

enzymes could be affected under inflammatory conditions in the CNS as it has been already

reported in hepatocytes (Congiu et al., 2002). For this purpose, we subjected rat astrocyte

primary cultures to an endotoxin exposure, using lipopolysaccharide (LPS). We also

investigated the implication of pro-inflammatory mediators in order to characterize UGT1A6

expression regulation in these conditions.
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Materials and methods

Drugs and chemicals

4-methylumbelliferone (4-MU), actinomycin D (ActD), cycloheximide (CHX),

dexamethasone (Dex), dihydrorhodamine-123 (DHR-123), NS398, N(O)-nitro-L-arginine

methyl ester (L-NAME), N(G)-monomethyl-L-arginine acetate salt (L-NMMA),

lipopolysaccharide (LPS, from E. coli 0111 :B4), UDP-glucuronic acid (UDP-GlcA), were

purchased from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). Cell culture products were provided

by Gibco (Cergy-Pontoise, France). AlI reagents for reverse transcription - polymerase chain

reaction (RT-PCR) were obtained from Eurobio (Les Ulis, France).

Animais

This study was performed with female and male Wistar rats (lffa Credo, Saint-Germain­

sur-l'Arbresle, France). The animaIs were maintained under standard laboratory conditions on

12: 12 hr light/dark cycle with unrestricted access to standard food and tap water. To obtain

newborn rats, two adult females and one male were housed together for 48 hr. Pregnant

females were then maintained in separate cages. The study was approved by the local Animal

Ethic Committee, and all procedures adhered to the "Principles oflaboratory animal care".

Primary cultures and characterization ofastrocytes

Astrocytes were prepared from newborn Wistar rat brains, as described previously

(Bayol-Denizot et al., 2000). Precisely, I-day-old rats were sacrificed by decapitation and the

brains were rapidly removed and placed in the culture medium (Dulbecco's modified Eagle's

medium (DMEM) containing 2 mM L-glutamine, 100 Ilg/ml streptomycin, 100 U/ml

penicillin, and 10% (v/v) heat-inactivated fetai calf serum). Residual meningeal tissues were
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removed from brains by using fine scissors and tweezers. The cells were dissociated in the

culture medium by passing through a hypodermic syringe (21G, 0.8 x 25 mm) and

centrifuged at 200 g for 10 min. The resulting pellet was resuspended in culture medium and

p1ated on 75 cm2 flasks at a density of 2 brains per flask. The cells were grown in a

humidified atmosphere of 5% C02 at 37°C, and the culture medium was renewed twice a

week. All experiments were carried out on cell subcultures at passage 2. Cell culture purity

was characterized by immunocytochemical detection of a specifie astrocyte marker, the glial

fibrillary acidic protein (GFAP) as previously described (Heurtaux et al., 2004).

Cell treatments

All treatments were applied to confluent cultures. Cells were treated with different

concentrations of LPS (0.1, 1 and 10 flg/ml) diluted in PBS and added to the culture medium

during 12, 24 and 48 hL In order to elucidate whether LPS may regulate UGT1A6 isoform,

primary astrocyte cultures were pre-treated for 4 hr with 3 flM actinomycin D or 30 flM

cyc10heximide before LPS treatment or co-treated for 24 hr with LPS and dexamethasone

(10 flM), NS398 (100 nM), L-NAME (1 mM) or L-NMMA (1 mM).

Cellular viability assay

Mitochondrial function was assessed as an index of cellular viability using the MTT

method. This assay measures the ability of mitochondrial dehydrogenases to convert 3-[4,5­

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to colored fonnazan. Cells

were seeded on 6 wells plate (9.5 cm2) at an initial density of 0.15 x 106 cells/well. After

treatment, cells were incubated for 3 hr at 37°C with MTT (5 mg/ml) diluted in PBS. Then,

the medium was removed, and cells were lysed by addition of 10% sodium dodecyl sulphate

(SDS) (w/v). Absorbance was measured at 540 mn using a microplate reader (MR 5000,
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Dynatech, France). Viability was estimated from the absorbance of treated versus untreated

cells.

Measurement ofintracellular ROS production

ROS production was measured using the oxidant-sensitive dye dihydrorhodamine 123

(DHR-123). DHR-123 easily crosses cell membranes, and upon oxidation by ROS, tums into

fluorescent rhodamine-l23. Astrocytes were plated on 10 cm culture dishes at an initial

density of 0.5 x 106 cells. Cell cultures were treated with LPS and were further incubated with

5 /lM DHR-123 for 15 min before the end of the treatment. After treatment, the cells were

rinsed with PBS before being scraped offwith a buffer containing 10 mM Tris-HCI (pH 7.4),

and 0.5% Tween 20 (v/v). The homogenate was centrifuged at 10,000 g for 10 min. The

supematant was then subjected to spectrophotometric analysis to measure rhodamine-l23

fluorescence at 535 nm under excitation at 500 mn.

Measurement ofpro-inflammatory mediator release

Cel1s were seeded on 6 wel1s plates (9.5 cm2) at an initial density of 0.15 x 106

cel1s/well. The production of nitrite and prostaglandin E2 (PGE2) was measured after 12, 24

and 48 hr LPS treatment or after co-treatments. The concentration of nitrite, a stable

metabolite of NO, was determined in culture supematants by the Griess assay as described by

Kiemer and Vol1mar (1997). PGE2 release was measured in the medium by a commercial1y

available enzyme immunoassay kit (Assay Designs, USA).

Preparation ofmicrosomes /J'am cultured cells

Astrocytes were seeded on 10 cm culture dishes at an initial density of 0.5 x 106 cel1s.

After treatments, cel1s were scraped off in a 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4)
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complemented with 1 mM EDTA and 0.1 mM dithiothreitol (DTT), and were sonicated for

50 sec at a 60 W-output power. The homogenate was centrifuged at 10,000 g for 20 min, and

the resulting supematant was further centrifuged at 100,000 g for 60 min. The microsomal

pellet was suspended using a manual glass Dounce-type homogenizer in a 100 mM potassium

phosphate buffer (pH 7.4) added with 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 20% glycerol (v/v), and

stored at - 80°C until use.

Protein content measurement

Protein content was determined using the BCA Protein Assay Reagent kit (Pierce

Chemical Company, London, UK) according to the manufacturer's protocol.

Measurement ofglucuronidation activity

As UDP-glucuronosyltransferases are membrane-bound enzymes, mlcrosomes were

activated before assays by addition of 0.15 mg Triton X-lOO/mg protein for 15 min on ice

(Suleman et al., 1993) to obtain maximal enzyme activation.

For 4-methylumbelliferone (4-MU) glucuronidation measurement, activated astrocytes

microsomes (100 Ilg) were incubated for 30 min at 37°C in a 150 mM Tris-Hel, 50 mM

MgCb buffer (pH 7.6), in the presence of 1 mM 4-MU, 5 mM UDP-GlcA, in a final volume

of 200 Ill. The reaction was stopped by addition of 800 III of cold water, and the unreacted

substrate was extracted with 4 ml of ethyl acetate. The mixture was centrifuged at 1,000 g for

10 min, and 1.8 ml of 0.25 M glycine solution was added to the aqueous phase. 4-MU

glucuronide was quantified by spectrofluorometry at 380 mTI under excitation at 320 nm,

using 4-~-D-methylumbelliferylglucuronideas a calibration standard.
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RT-PCR analysis ofiNOS, COX-2 and UGT1A6 mRNA expression in astrocytes

Astrocytes were seeded on 6 wells plates (9.5 cm2
) at an initial density of 0.15 x 106

cells/well. Total RNA from astrocytes was isolated by a single-step guanidium thiocyanate­

phenol chloroform method using Trizol® Reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)

according to the manufacturer's protocol. Total RNA was recovered in water and quantified

from the absorbance at 260 llffi. The purity was verified by spectrophotometry (absorbance

ratio at 260 nm versus 280 nm). Complementary DNA (cDNA) was synthesized from RNA

samples by mixing 2 Ilg total RNA, 500 pmol of polydT in the presence of 50 mM Tris-Hel

buffer (pH 8.3), 80 mM KCI, 4 mM MgCb, 4 mM DTT, 200 units of Moloney Murine

Leukemia Virus (MMLV) reverse transcriptase, and 0.5 mM of each dNTP in a total volume

of 20 Ill. Samples were incubated for 1 hr at 37°C and 15 min at 70°C. The cDNA products

were diluted 2-fold. A 2 III aliquot was used for each amplification by PCR and added to the

incubation mixture containing 20 mM Tris-HCl buffer (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCb,

0.2 mM of each dNTP, 0.4 IlM of each primer, and 2.5 units of Taq DNA polymerase in a

total volume of 50 Ill. Separate PCR for UGT1A6, iNOS, COX-2 and L27 amplification was

performed using the following primers: UGT1A6 (access number: U16818, 817 bp product),

sense 5'-CTC AGT TCT AGG TGA CAA GC-3', antisense 5'-GCC GTT GAC ATA GGC

TTC AAA TTC C-3'; iNOS (access number: L09210, 433 bp product), sense 5'-AGC AGA

ATG TGA CCA TCA TGG ACC-3', antisense 5'-ATG CAG ACA ACC TTG GTG TTG

AAG G-3'; COX-2 (access number: M90100, 443 bp product), sense 5'-TCC AGA TCA

CAT TTG ATT GAC AG-3', antisense 5'-TGT GGG AGG ATA CAT CTC TCC-3'and L27

(access number: NM022514, 364 bp product), sense 5'-GCT GTC GAA ATG GGC AAG TT­

3', antisense 5' -CAA ACT TGA CCT TGG CCT CC-3'. PCR conditions allowing to be in the

exponential phase of PCR were: number of cycles (n) = 34, annealing temperature (AT) =

62°C for UGTIA6; n = 28, AT = 59°C for COX-2 and n = 28, AT = 62°C for iNOS and L27.
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Amplification products were analyzed by agarose gel electrophoresis after ethidium bromide

staining, and quantified by densitometry with Quantity One® software (v. 4.3) and Gel Doc

2000™ apparatus (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). AlI amplicons were of the expected

size. Results were expressed relatively to the level of L27, a housekeeping gene coding for a

ribosomal protein, and are shown as percentage of mRNA expression from control.

Reporter plasmid construction

The UGT1A6 promoter fragment - 979 to - 93 (number relative to the transcription stmi

point in the UGT1A6 gene) was amplified by PCR on rat astrocyte genomic DNA using the

following primers: UGT1A6 (access number: AF359280, 887 bp product), sense 5' -CAG

CTT CTG ATA ATT CTG GCT CTA C-3', antisense 5'-AGC TCT CTC TCC CTG ACT

CTA A-3'. The PCR product was visualized by agarose gel electrophoresis, excised for

purification using a gel extraction kit (Qiagen, Comiaboeuf, France), and c10ned into a green

fluorescent protein (GFP) reporter vector, pGlow-TüPü (Invitrogen), according to the

manufacturer's protocol. Plasmid construct was recovered using an endotoxin-free Maxiprep

kit (Qiagen). DNA sequencing was used to verify the plasmid construct.

Transient transfection assay

For transfection experiment, 5 x 104 astrocytes were seeded onto 6 well plates. At 50%

confluence, astrocytes were cotransfected for 2 hl' with 2 /lg of pGlow/UGT1A6

(-979/-93)-GFP construct, and 0.5 /lg of the B-galactosidase plasmid CMV (Promega,

Charbonnieres, France) using Exgen 500 (Euromedex, Mundolsheim, France) according to

the manufacturer' s instructions, and were further grown for 48 hl' in complete medium. After

LPS exposure, astrocytes were harvested with PBS and pelleted at 1,500 g for 5 min. The

pellet was resuspended in 100 /lI of lysis buffer (50 mM Tris-Hel, pH 7.8, 150 mM NaCl, 1%
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(v/v) Nonidet P-40). The lysate was incubated on ice for 10 min and centrifuged at 10,000 g

for 10 min. GFP expression was measured in the supematant (50 Ill) by spectrofluorometry at

510 nm under excitation at 485 nm. The GFP expression was normalized to ~-galactosidase

activity that was assessed photometrically at 420 nm in the supematant, using o-nitrophenyl

~-D-galactopyranoside as a substrate.

Preparation ofnuclear extracts

Primary astrocyte cultures in 10 cm culture dishes were washed twice with cold PBS.

Cells were scraped off in PBS and centrifuged at 200 g for 5 min. The pellet was then

suspended in 500 III cytoplasmic extraction buffer consisting of 10 mM Hepes (pH 7.9),

10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA and 1 mM DTT with proteases inhibitors

(Roche, Meylan, France). The detergent Igepal CA-630 (Sigma) was added to a final

concentration of 0.6% (v/v). Samples were mixed before centrifugation at 200 g for 5 min at

4oc. Nucleus pellets were then incubated in 50 III nuclear extraction buffer consisting of

20 mM Hepes (pH 7.9), 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.25%

Igepa1 (v/v) and protease inhibitors for 30 min and vortexed every 6 min. The mixture was

centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4°C. Following centrifugation, an aliquot was removed

for protein analysis. Nuclear extracts were stored at - 80°C until use.

Electrophoretic mobility shift analysis (EMSA)

Nuclear protein extracts from primary astrocyte cultures treated by LPS were subjected

to EMSA. The dete1111ination of AP-1 activation was assessed by evaluation of the nuclear

protein extract-binding activity on a DNA probe containing the potential AP-1 binding site

(bold type) which represents the fragment - 467 to - 448 (number relative to the transcription

start point) of the rat UGTlA6 promoter. The probe was double-stranded oligonucleotides as

Il



follows: sense 5'-CAGAAGGTGACTCT-3' and antisense 5'-CTCCTCAGAGTCAC-3',

which were diluted at 10 ng//ll, and hybridized by incubation for 10 min at room temperature.

The probe was labeled using Klenow enzyme (Promega, Madison, USA) and [u}3p]dCTP

(Amersham, Saclay, France) according to the manufacturer's instructions. To remove

unincorporated nucleotides, the probe was centrifuged at 1,200 g for 4 min on a Bio-Spin 30

Tris column (Bio-Rad). For gel shift analysis, purified probe (1 /lI) and nuclear protein extract

(10/lg) were incubated for 30 min at 4°C in a binding buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0,

10 mM MgCb, 5 mM EDTA, 500 mM NaCl, 5 mM DTT, 50% glycerol) containing 1 /lg

poly-dldC in a final volume of 10 /lI. Unlabelled oligomers, containing AP-1 sequences in a

100-fold molar excess, were used in competition assay. The DNA-protein complexes were

separated by 5% non-denaturating polyacrylamide gel electrophoresis in Tris-Borate-EDTA

buffer (0.5 X) at 150 V for 1 h 45. The gel was dried and then exposed onto storage Phosphor

Screens® (Amersham), revealed and analyzed using a high resolution laser scanner

(TyphoonTM, Amersham). For gel supershift analysis, the following antibodies were further

added to the reaction mixture: anti-cFos (sc-253X; Tebu, Le Perray-en-Yvelines, France),

anti-cJun (sc-45X; Tebu) or anti-p65 (sc-372X; Tebu).

Site-directed mutagenesis

The functionality of AP-1 binding sites on the UGT1A6 promoter was assessed by site­

directed mutagenesis. The promoter of the UGT1A6 gene contained two AP-1 binding sites

respectively in the - 933 to - 927 region (TGACTAA) and in the - 460 to - 454 region

(TGACTCT) (number relative to the transcription start point). Thus, we mutated both regions

present in our pOlow/UGT1A6(-979/-93)-GFP construct by using the QuickChange site­

directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, USA) according to the manufacturer's
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protocol. AH mutant constructs were verified by sequencing before transient transfection

assay (previously described).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed on experimental data. Following analysis of

variances, different groups were compared using Student's t-test. Differences between groups

were considered as significant when P-values were less than 0.05. Results are then expressed

in means ± standard deviation (S.D.).
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Results

Characterization ofastrocyte primary culture purity

The purity of our primary cultures was checked by detection of a specific astrocyte

marker, the glial fibrillary acidic protein (OFAP) by immunocytochemistry. In our

experimental conditions, most of 95% of the cultured cells were stained by the green

fluorescence of OFAP (not shown).

Effect oftreatments on ceU viability

MTT assay was used to determine changes in viability following exposure of confluent

primary astrocyte cultures and recombinant cells to LPS, IL-l~, TNF-u and others pre- and

co-treatments. No loss ofviability occurred in astrocyte cultures (data not shown).

Glucuronidation activity foUowing LPS and pro-inflammatory cytokine exposure

As suggested by their glucuronidation ability towards different substrates, astrocytes

express several UOT isoforms. Olucuronidation toward 4-MU was measured after LPS

exposure to assess the activity of UOT1A family (Fig. lA). At t = 12 hr, glucuronidation

activities decreased by 34% after a 0.1 flg/ml LPS treatment whereas a 1 or 10 flg/ml LPS

treatment did not induce significant modification of activity. At t = 24 hr, LPS exposure had

no effect on astrocyte glucuronidation activity. Moreover, at t = 48 hr, glucuronidation was

increased by 84% in a dose-independent manner.

Olucuronidation activity was also evaluated in astrocytes following IL-1 ~ (10 ng/ml)

and TNF-a (lOng/ml) exposure (respectively Fig. 1Band 1C), to verify the part of such

cytokines in glucuronidation modulation. An IL-1 ~ exposure did not induce activity

modification at 12 and 24 hl' of treatment, but after a 48 hl' IL-1 ~ treatment, glucuronidation
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activity was increased by 41 %. On the other hand, no effect on UGT activity was observed

fol1owing a TNF-a treatment.

Regulation of the UGTlA6 isoform expression in astrocytes following LPS and pro­

inflammatory cytokine exposure

The effect of LPS treatment on UGT1A6 isoform mRNA levels was assessed by semi­

quantitative RT-PCR (Figs. 2A and 2B). From 12 hr of LPS treatment, a significant increase

in UGT1A6 expression (1.6 fold) was observed. However, the highest increase in UGT1A6

expression (3.8 fold) was observed at 24 hr of treatment. At 48 hr of LPS exposure, this

increase was less important (2.2 fold). Moreover, for a same time of treatment, no dose effect

was observed. The effect of cytokine treatment on UGT1A6 isoform mRNA levels was also

assessed by semi-quantitative RT-PCR. An IL-1 ~ treatment was able to significantly increase

the UGT1A6 expression level (1.6 fold) at only 24 hr of exposure (Figs. 2C and 2D).

However, TNF-a treatment induced no modification of the UGT1A6 expression (Figs. 2E and

2F).

Reactive oxygen species production

DHR-123 al10wed to visualize intracel1ular ROS production (not shown). Primary

astrocyte cultures produced reactive oxygen species during 12 hr of LPS exposure in a dose­

independent manner (+30%). However, no significant quantity of rhodamine-l23 was

detected in astrocytes after 24 and 48 hr of LPS exposure.
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Induction of COX-2 and iNOS expression levels and production of pro-inflammatory

mediators following LPS treatment in astrocytes

COX-2 and iNOS expression levels (Fig. 3A) were increased from 12 hr of 0.1 flg/ml

LPS treatment. The increase in expression of both genes was also detectable at 24 hr and

48 hr oftreatment but with a lower intensity. As a result ofCOX-2 and iNOS induction, PGE2

and nitrite contents, respectively Figs. 3B and 3C, increased significantly after LPS exposure

in a time-dependent manner.

EfJect ofactinomycin D and cycloheximide on the LPS-induced UGTIA6 expression increase

Pre-treatment of primary astrocyte cultures with actinomycin D (ActD, 3 flM) or

cyc10heximide (CHX, 30 flM) did not affect the basal expression of UGT1A6 whereas it

suppressed the stimulating effect of LPS on UGT1A6, as respectively shown in Figs. 4A and

4B.

Activation ofthe UGTIA6 isoform promoter after LPS exposure

Expression of GFP driven by the UGT1A6 isoform promoter was assessed in transfected

astrocytes after LPS treatment (Fig. 5). An increase in GFP expression (5.2 fold) was c1early

observed 24 hr after LPS (1 flg/ml) exposure.

Inhibition ofthe LPS-induced UGTlA6 expression increase by anti-inflammatory drugs

Anti-inflammatory drugs (dexamethasone or NS398) were able to prevent LPS-induced

UGT1A6 expression level increase (Fig. 6A). Moreover, dexamethasone totally prevented

PGE2 production (Fig. 6B) whereas NS398 strongly decreased this production. COX-2

induction promoted by LPS exposure was completely prevented by dexamethasone but

paliially by NS398 (Fig. 6C).
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Inhibition ofthe LPS-induced UGTlA6 expression increase by NO synthase inhibitors

Nitric oxide synthase inhibitors (L-NAME and L-NMMA) totally prevented the increase

of the UGTIA6 expression level induced by LPS treatment (Fig. 7A). These compounds

partially reduced nitrite production (Fig. 7B) but also iNOS expression increase resulting from

LPS exposure (Fig. 7C).

LPS-mediated induction ofUGTlA6 enhances AP-l binding activity

The DNA-binding activity of AP-l was observed after 5 min LPS exposure (Fig. SA),

the maximal AP-l activation being observed at 1 hr of treatment. The shifted band

disappeared when an excess of unlabeled oligonuc1eotides was added as competitors in the

nuc1ear protein-Iabeled probe mixture, demonstrating binding specificity. A supershift band

appeared only with anti-cFos antibody (Fig. SB) concomitantly with a decrease of the

intensity of the related shifted band, confirming the binding of AP-l on the radiolabeled

probe. Neither the presence of anti-cJun nor anti-p65 antibodies was able to induce the

formation of such a supershifted band. Moreover, AP-l activation was inhibited by

dexamethasone or L-NAME (Fig. SC).

Mutation of the AP-l binding sites in the UGTlA6 gene promoter decreased transcription

from this promoter

To investigate whether AP-l motifs were involved in transcription of UGTIA6 gene

promoter, we canied out transfection assays with promoter constructs mutated at the - 933 / ­

927 site (Mutl), at the - 460 / - 454 site (Mut2), or at both sites (Mut3). As shown in Fig. 9,

LPS-stimulated expression of GFP was seen in astrocytes transfected with the wild type

construct (pOlow/UGTlA6(-979/-93)-GFP) (5 fold). The mutation of the - 933 / - 927 AP-l

site (Mutl construct) did not affect the increase in GFP expression. However, the mutation of
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the second AP-1 site in the - 460 / - 454 region (Mut2 construct) decreased the GFP

expression by 2.6 foid. Mutation of both AP-1 binding sites, using the Mut3 construct,

absolutely blocked the LPS-induced elevation of GFP expression.
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Discussion

In this study, we presented evidence that UOT1A6 isofonn expression and AP-1 binding

activity are increased by inflammatory signaIs in rat astrocyte cultures.

Numerous studies have shown that pro-inflammatory conditions could modify cellular

metabolism pathways (Hassan et al., 2001; Renton, 2004). Our data on astrocytes show that a

bacteriallipopolysaccharide exposure modifies total glucuronidation activity. To characterize

these modifications, we used 4-MU, an exogenous phenol that is a preferential substrate for

the UOT1A6 isofonn (King et al., 2000; Hanioka et al., 2001). In astrocyte cultures, we

observed two different responses depending on the duration of LPS exposure. First, we

recorded a significant decrease in total glucuronidation activity at a dose of 0.1 flg/ml after

12 hl' of treatment. A non significant enzymatic activity decrease was observed at 1 and

10 flg/ml. This total UOT activity modification, at t = 12 hl', could be associated with a ROS

production increase. These results are in accordance with a recent study where we showed

that an increase in oxidative cellular status can rapidly decrease glucuronidation activity in

cerebral astrocytes (Heurtaux et al., 2004). 4-MU glucuronidation was not affected after 24 hl'

oftreatment but the highest increase in UOT activity was observed at 48 hl' oftreatment.

Administration of LPS induces an inflammatory response in animaIs through the

activation of macrophages and the subsequent release of cytokines (Paton and Renton, 1998).

Indeed, in both in vivo and in vitro experiments, LPS acts by inducing pro-inflammatory

cytokines including notably interleukins (IL-l, IL-6), tumor necrosis factors and interferon­

gamma (Pawate et al., 2004). Then, we wanted to show whether pro-inflammatory cytokines,

such as IL-l ~ and TNF-a, could modulate cerebral glucuronidation. Contrary to TNF-a,

which did not modify glucuronidation activity, IL-l ~ was able to increase the total enzymatic

activity at 48 hl' of treatment. The increase in UOT activity, observed for both LPS and IL-1 ~
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exposure, may result from an up-regulation of UGTIA6 expression, as suggested by semi­

quantitative RT-PCR. We have also established that our conditions ofLPS treatments induced

pro-inflammatory genes, such as COX-2 and iNOS, resulting in an increase in PGEz and

nitrite levels. It can be noticed that theses pro-inflammatory conditions did not induce

modification of the UGT2BI isoforrn (not shown). Then, UGT2Bl seemed not to be regulated

by the same mechanisms that the UGTIA6 isoforrn.

To establish the LPS-induced UGTIA6 overexpression mechanism, we used a single

dose of LPS (l flglml for 24 hr), corresponding to the highest induction of UGTIA6

expression level (3.8 fold). First, as it was shown by actinomycin D pre-treatment, the

increase in UGTIA6 mRNA leve1 is likely due to a stimulation of the transcriptional activity

of the UGTIA6 gene rather than a stabilization of UGTIA6 mRNA. This was confirrned by

the increase in GFP expression, observed by transient transfection assay, suggesting the

involvement of transcription factors in LPS treatment. Using the translational inhibitor

cyc10heximide indicated also the requirement for de novo protein synthesis in the LPS

stimulating effect on UGTIA6 gene. On the other hand, astrocytes were co-treated with LPS

and COX-2 inhibitors (dexamethasone and NS398) or iNOS inhibitors (L-NAME and L­

NMMA) to show the part of responsibility of prostaglandin and NO pathways in the LPS­

induced UGTIA6 expression increase. The partial or total reduction of COX-2 expression,

respectively by NS398 or dexamethasone, also inhibited UGTIA6 overexpression induced by

the endotoxin exposure. Moreover, as a result of NO production decrease, both L-NAME and

L-NMMA iNOS inhibitors also repressed UGTIA6 overexpression. These results suggest

cross-talk between COX-2 and iNOS pathways. Our data are in accordance with numerous

studies which established that dexamethasone, NS398, L-NAME or L-NMMA could prevent

the induction ofboth iNOS and COX-2 (Day et al., 2003; Park et al., 2003; Uno et al., 2004).
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Recent studies in astrocytes have indicated that tyrosine phosphorylation plays a crucial

role in LPS signaling. One of the intracellular signaling pathways, brought about by LPS, was

the activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway which finally resulted

in transcription factor activation (Buzas et al., 2002; Pawate et al., 2004). On the other hand,

Bhat et al. (1998) reported that inhibition of p38 and ERK MAP kinases inhibited the LPS­

induced NO production and iNOS expression in primary glial cultures. Furtherrnore, MAPK

subfamilies were involved in COX-2 expression induction and subsequent PGE2 production in

human monocytes (Inoue et al., 2004) but also in human neutrophils (Nagano et al., 2002). On

sight of these results, it was more and more reliable that iNOS, COX-2 and their metabolic

products were tied with LPS-signaling pathway activation resulting finally in UGTlA6

overexpression.

A number of genes encoding enzymes involved in phase 1 and II (i.e., functionalization

and conjugation) metabolism of xenobiotics have been found to contain functional responsive

elements in their 5'-regulatory region. It is well known that UGT genes contain functional

antioxidant response element (ARE) (Buetler et al., 1995), and AP-l (Activator Protein-l) or

NF-KB (Nuc1ear Factor-kappa B) binding sites (Turgeon et al., 2000). During inflammation,

pro-inflammatory transcription factors, such as AP-l, NF-KB or Nrf2 (Nuc1ear factor

erythroid2-related factor 2), are activated (Hietaranta et al., 2004).

In the present study, the overexpression of mRNA encoding UGTlA6 by endotoxin is

associated with the activation of the AP-l transcription factor. We have demonstrated by

Electrophoretic Mobility Shift Assay that the AP-l dimer is early activated following LPS

exposure. Moreover, the mutation of the two AP-l binding sites blocked totally the increase

in GFP expression induced by LPS exposure. The AP-l site located in the - 460/ - 454 region

of the UGTlA6 promoter seems to be the preferential site for AP-l binding. Then, these

results present evidence that AP-l transcription factor could bind to its response element
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located in the promoter to regulate the expression ofUGT1A6, during inflammatory states. In

our conditions, activated AP-1 complex may be composed in heterodimer with cFos and a

member of the Jun family. We have also established that dexamethasone and L-NAME co­

treatments could inhibit the AP-1 pathway. Theses results are in accordance with previous

studies which reported that dexamethasone could suppress inflammation by inhibition of

AP-1 activity (Gonzalez et al., 2000; Mitte1stadt and Ashwel1, 2001) and that nitric oxide

actions are mediated by PKC and MAPK acting on AP-1 (Jones et al., 2004). Then, the

inhibition of NO production by NO synthase inhibitors could inhibit AP-1 binding activity.

In conclusion, the present work shows that an experimental inflammatory state can

induce the expression of the UGT1A6 isoform and thus modulate the glucuronidation activity

in cerebral astrocytes. We reported that UGT1A6 expression level increase, fol1owing

inflammatory state by LPS exposure, may be due to the activation and binding of AP-1 on the

UGT1A6 promoter.
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Figure legends

Fig. 1. Measurernent of glucuronidation activity after LPS and cytokine exposure.

Glucuronidation activity was studied on primary astrocyte cultures (A, B, C) using 4-MU and

the cosubstrate. (A) After 12, 24 and 48 hr LPS exposure (0.1, 1 and 10 flg/ml),

glucuronidation activity was evaluated in activated astrocyte microsomes (100 flg). (B, C)

After 12, 24 and 48 hr IL-1 ~ (lOng/ml) or TNF-ct (10 ng/ml) exposure, glucuronidation

activity was measured in activated astrocyte microsomes (100 flg). The amount of 4-MU

glucuronide was measured by spectrofluorometry at 380 nm under excitation at 320 nm.

Results are given as mean ± S.D. (n = 6 independent experiments). *p<O.OS, significantly

different from control.

Fig. 2. Expression of UGTIA6 mRNA in astrocyte cultures after LPS and cytokine

exposure. The expression of the UGT1A6 and L27 genes was studied at 12,24 and 48 hr LPS

(A, B) and cytokine treatments (C, D, E, F). (A, C, E) Ethidium bromide gel electrophoresis

of RT-PCR amplicons was achieved with primers to probe the UGT1A6 and L27 in rat

astrocytes. The size of the amplicons was 817 and 364 bp for UGT1A6 and L27, respectively.

This is a representative experiment of six assays. (B, D, F) The quantity of UGT1A6 mRNA

relative to L27 mRNA was calculated in astrocyte cultures treated with LPS or cytokines as

described in Materials and Methods. Each value represents the mean ± S.D. of six separate

measurements. *p<O.OS, significantly different from control. L, ladder.

Fig. 3. Analysis of COX-2 and iNOS expression levels and measurement of pro­

inflammatory mediator release. The expression of COX-2 and iNOS genes was studied at

12,24 and 48 hr LPS (0.1,1 and 10 flg/ml). Ethidium bromide gel electrophoresis ofRT-PCR

29



amplicons was achieved with primers to probe the L27, COX-2 and iNOS in rat astrocytes

after LPS exposure (A). The size of the amplicons was 364 bp, 443 bp and 433 bp for L27,

COX-2 and iNOS respectively. This is a representative experiment of six assays. The

induction of PGE2 (B) and nitrite (C) release were measured in supematant of primary

astrocyte cultures after 12, 24 and 48 hl' LPS treatment (0.1, 1 and 10 Ilglml). Results are

given as mean ± S.D. (n = 6 independent experiments). *p<O.OS, significantly different

between control and treatments. L, ladder.

Fig. 4. Effects of actinomycin D and cycloheximide pre-treatment on the LPS-induced

UGTIA6 mRNA overexpression. (A, B) Primary astrocyte cultures were pre-treated for 4 hl'

with 3 IlM actinomycin D (ActD) or 30 IlM cyc10heximide (CHX) with or without LPS

treatment (1 Ilglml) for 24 hr. The quantity of UGT1A6 mRNA relative ta L27 mRNA was

evaluated and each value represents the mean ± S.D. of six separate measurements. * p<O.OS,

significantly different from control.

Fig. 5. Transient transfection assay. Astrocytes were cotransfected with the

pGlow/UGT1A6(-979/-93)-GFP and pCMV/~-galactosidase plasmids and incubated 48 hl'

later with LPS (1 Ilglml) for 24 hr. Results from six independent experiments are mean ± S.D

of GFP expression normalized ta ~-ga1actosidase activity and shawn as percentage increase in

control values. * p<O.OS, significantly different from control.

Fig. 6. Effects of COX-2 inhibitors on LPS-induced UGTIA6 expression increase.

Primary astrocyte cultures were cotreated with LPS and COX-2 inhibitors (dexamethasone

(Dex) and NS398 (NS)). Primary astrocyte cultures were cotreated with 1 Ilglml LPS and

10 IlM Dex or 100 nM NS for 24 hr. The quantity ofUGT1A6 mRNA relative to L27 mRNA
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was evaluated in (A). The effect of COX-2 inhibitors on PGE2 release and the quantity of

COX-2 mRNA relative to L27 mRNA were estimated in (B) and (C) respectively. Each value

represents the mean ± S.D. of six separate measurements. *p<0.05, significantly different

from control.

Fig. 7. Effects of iNOS inhibitors on LPS-induced UGTIA6 expression increase. Primary

astrocyte cultures were cotreated with LPS and iNOS inhibitors (L-NAME and L-NMMA).

Primary astrocyte cultures were cotreated with 1 !J,g1ml LPS and 1 mM L-NAME or 1 mM

L-NMMA for 24 hI. The quantity of UGT1A6 relative to L27 mRNA was evaluated in (A).

The effect of iNOS inhibitors on NO release and the quantity of iNOS mRNA relative to L27

mRNA were measured in (B) and (C) respectively. Each value represents the mean ± S.D. of

six separate measurements. *p<0.05, significantly different from control.

Fig. 8. Effect of LPS exposure on AP-l DNA-binding activity in astrocytes. Primary

astrocyte cultures were treated with 1 !J,g1ml LPS. (A) Representative autoradiography

showing the time course of AP-1 activation monitored by EMSA analysis. Nuclear proteins

were extracted at 5 min, 15 min, 30 min, 1 hr, 3 hr, 6 hr and 12 hr LPS treatment. (B)

Astrocyte nuclear extracts from 1 hr LPS exposure were mixed to labeled DNA probe with

different antibodies. This is a representative autoradiography of six assays. (C) Astrocytes

were co-treated with LPS (1 !J,g1ml) and an anti-inflammatory drug (10 !J,M dexamethasone,

Dex), or a NO synthase inhibitor (1 mM L-NAME, N). Nuclear proteins were extracted after

1 hr LPS exposure. This is a representative autoradiography of six assays. FP indicates free

probe; S, AP-1 related shifted complex; S-S, AP-1 related supershifted complex; (-) no

nuclear extract added; 0, not treated astrocytes; n, no antibody added; cFos, cJun, p65,

indicates addition of anti-cFos, anti-cJun, or anti-p65, respectively, into the nuclear extract-
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DNA probe mixture; Cp., competitor consisting in lOO-fold unlabeled probe; P/cFos indicates

mixture ofDNA probe with anti-cFos and without protein extracts.

Fig. 9. Effects of AP-l site mutations in the UGTIA6 gene on responses to LPS exposure.

Astrocytes were cotransfected with the wild type (pG1ow/UOTIA6(-979/-93)-OFP) or mutant

constructs (Mutl, Mut2 and Mut3) and pCMV/~-galactosidase plasmid and incubated 48 hr

later with LPS (l Ilg/ml) for 24 hr. Mutated bases in AP-l sites are shown by bold letters.

Control samples were obtained after astrocyte cotransfection with the wild type and pCMV/~­

galactosidase plasmids but without LPS exposure. Mut3 was a double mutant in which both

AP-l sites were mutated. Results from six independent experiments are mean ± S.D. of OFP

expression normalized to ~-galactosidase activity and shown as percentage of control values.

* p<O.OS, significantly different from control.
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Résumé. Les astrocytes constituent une population de cellules cérébrales dont les fonctions se révèlent très

importantes pour un fonctionnement optimum du cerveau. En effet, ils participent à la fourniture de nutriments

aux neurones, ainsi que de précurseurs et de facteurs de croissance; ils participent également à leur activité

fonctionnelle en maintenant l'homéostasie de l'environnement neuronal, et enfin, ils assurent la différenéiation

des cellules endothéliales cérébrales, dont les propriétés spécifiques constituent une structure fonctionnelle très

importante, la barrière hémato-encéphalique (BHE). Située à l'interface entre le sang et le cerveau, la BHE

permet de contrôler rigoureusement les échanges moléculaires entre le sang et le parenchyme cérébral. Cette

barrière est nécessaire afin de protéger le cerveau des agressions extérieures et de maintenir son homéostasie. En

plus d'être une barrière physique, la BHE est également considér~e comme une barrière métabolique car dotée

d'enzymes intervenant dans la biotransformation des xénobiotiques. Les activités enzymatiques observées sont

beaucoup plus faibles dans le cerveau que dans les autres organes, mais il est évident que celles-ci présentent

tout de même un rôle de protection significatif. De ce fait, les caractéristiques de la BHE peuvent modifier

considérablement l'efficacité des médicaments à visée cérébrale.

Notre travail a été consacré à l'étude d'enzymes du métabolisme des médicaments, les UDP­

glucuronosyltransférases (UGT), dans un modèle cérébral in vitro constitué par des cultures primaires

d'astrocytes de rats ainsi que dans un modèle in vivo. Plus précisément, sachant qu'un état inflammatoire

perturbe fortement les propriétés de la BHE, nous avons cherché à déterminer les conséquences que pouvaient

avoir des conditions pro-inflammatoires sur la glucuronoconjugaison astrocytaire.

Notre travail a permis de démontrer une diminution des activités astrocytaires de glucuronoconjugaison suite à

un stress oxydant induit par la ménadione. Cette diminution d'activité est liée à une perturbation de l'état redox

intracellulaire et une augmentation de l'oxydation des protéines. Cependant, au cours du temps, nous observons

un rétablissement des activités enzymatiques consécutif à la surexpression d'isoformes d'UGT et notamment de

l'UGTIA6, isoforme majoritaire au niveau astrocytaire. Le modèle pro-inflammatoire, mis en place par

traitement de nos cultures avec des parois de bactéries (1ipopolysaccharide, LPS), provoque une augmentation de

la glucuronoconjugaison. L'état redox intracellulaire reste inchangé, cependant la production de médiateurs pro­

inflammatoires, dans ces conditions, est à l'origine de mécanismes intracellulaires menant à la surexpression de

l'UGTIA6. Parallèlement, nous n'avons pu vérifier ces résultats chez le rat, après injection de LPS par voie

intrapéritonéale.

En conclusion, ces travaux présentent de nouvelles données concernant les UGT cérébrales. Nous avons montré

leur sensibilité au stress oxydant ainsi que leur perturbation lors d'états pro-inflammatoires. Dans de telles

conditions, la glucuronoconjugaison est modifiée et peut entraîner une diminution ou une augmentation du

métabolisme de composés endogènes et exogènes. Ces perturbations pourraient alors engendrer une toxicité

cérébrale de la molécule administrée ou une diminution de l'efficacité thérapeutique de cette molécule.

Mots-clés: système nerveux central, astrocytes, inflammation, stress oxydant, UDP-glucuronosyltransférases
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