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INTRODUCTION



Le stress oxydant, syndrome intimement lié a la toxicité de ’oxygéne et plus
précisément aux espéces réactives qui dérivent de celui-ci, occupe une place importante dans
la recherche biologique actuelle. L’intérét considérable porté & ce domaine est justifié par les
multiples implications des espéces réactives de [’oxygéne dans des pathologies variées,
comme le cancer, les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives. C’est pourquoi la
recherche fondamentale dans la biochimie du stress oxydant s’efforce de déchiffrer les bases
moléculaires des agressions oxydatives provoquées par les espéces réactives de I'oxygene,

ainsi que les systémes physiologiques de protection et de réparation des 1ésions oxydatives.

La recherche dans ce domaine fait connaitre des aspects nouveaux et parfois
inattendus des éléments impliqués dans le stress oxydant. Ceci est le cas par exemple de
certains antioxydants « classiqueé » dont les propriétés pro-oxydantes ont été démontrées.
L’influence de certaines conditions peut par ailleurs amener une rupture de I’équilibre et la

prédominance des propriétes soit antioxydantes, soit pro-oxydantes.

La y-glutamyltransférase (GGT), enzyme Hée au métabolisme extracellulaire du
glutathion (GSH) est considérée comme ayant une fonction principalement antioxydante, car
elle fournit les acides aminés nécessaires a la synthése intracellulaire du GSH, dont le réle
antioxydant est bien connu. Cependant, au cours des derniéres années, plusieurs études ont
montré un rle pro-oxydant de la GGT, li¢ au catabolisme du GSH en présence de métaux de
transition. Dans ces conditions, les espéces réactives générées peuvent induire des dommages
oxydatifs aux niveau des biomolécules sensibles a I’attaque radicalaire. La GGT semble donc
représenter un nouveau systéme physiologique d’oxydation dont la connaissance 3 ["heure

actuelle est loin d’étre parfaite.

Une deuxiéme enzyme a activité y-glutamyltransférase, mais distincte de la GGT, la
GGT-rel (« GGT-related enzyme ») a été identifiée récemment, mais son rdle physiologique

et ses éventuelles implications dans le stress oxydant n’ont pas été encore étudiés.

La connaissance des mécanismes impliqués dans !’action pro-oxydante des systémes

phystologiques permettrait une meilleure compréhension de la contribution de chaque
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systeme aux déséquilibres de la balance anti-/pro-oxydant, aux agressions oxydatives et
finalement aux pathologies liées au stress oxydant. Une meilleure connaissance des systémes
d’oxydation permettrait également d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques, soit pour
diminuer les phénoménes de stress oxydant, soit pour les augmenter, en fonction des objectifs

thérapeutiques visés.

Au cours de ce travail, nous avons étudié quelques aspects du réle pro-oxydant de la
GGT, notamment dans la production d’espéces réactives et dans la peroxydation lipidique. De
plus, nous avons tenu a vérifier si la GGT-rel posséde également une fonction pro-oxydante,
et enfin & mettre en évidence des conséquences du stress oxydant induit par la GGT (ou la

GGT-rel) au niveau cellulaire.

Aprés un bref rappel sur le stress oxydant, nous présentons le role du glutathion et
d’autres thiols dans le stress oxydant et nous insistons spécialement sur le role pro-oxydant de
la GGT au cours du métabolisme du GSH. L’état actuel des connaissances sur ce sujet est
résumé par une étude bibliographique. La peroxydation lipidique et surtout les effets toxiques
induits au niveau cellulaire par le 4-hydroxynonénal, ainsi que le métabolisme de ce dernier

sont également décrits.

1. Le stress oxydant

L’oxygene, élément indispensable de la vie, conduit 4 la formation d’espéces réactives
au cours du métabolisme normal chez les organismes aérobies. Des processus physiologiques
divers comme les oxydations mitochondriale et microsomale, le métabolisme des
peroxysomes, la phagocytose, certaines activités enzymatiques, l'auto-oxydation des
molécules physiologiques, générent des espéces réactives de I’oxygéne (ERO). Ce sont des
intermédiaires formés par la réduction séquentielle univalente de ’oxygeéne (fig. 1) et qui
rendent compte de la toxicité de ce demier (Fridovich, 1998). Les principales ERO sont:
I’anion superoxyde (0;"), le peroxyde d’hydrogéne (H»O,), le radical hydroxyle (HO") et

I"oxygéne singulet.
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Oxygéne Anjon Peroxyde de Radical
moléculaire  superoxyde hydrogéne hydroxyle

O> —— 05 ——=Ho05 = 0H

Figure 1 : Réduction séquentielle univaleute de "oxygéne (d’aprés Reiter, 1995).

Les fléches (T) indiquent les spins des électrons célibataires dans la molécule d’oxygéne.
Le symbole “~représente 1’électron non apparié.

L’anion superoxyde (O; ") représente la premiére étape de ’activation de I’oxygéne
par I’acceptation d’un électron. Il se forme comme intermédiaire dans de nombreuses
réactions biochimiques physiologiques ou au cours du métabolisme des xénobiotiques. 1l ne

présente pas une réactivité élevée, mais il peut donner naissance & d’autres espéces plus
réactives, telles que [a forme protonnée (HO, ") et libérer le fer de ses formes de dépét (1ié aux
protéines) (Chaudiére, 1994). O;"" a une demi-vie courte et il est rapidement inactivé par la

superoxyde dismutase (SOD), qui catalyse la réaction (1) de dismutation du O," avec

production de H,O; :

20,7 +200 22, 1,0,+0, )

Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) se forme principalement par la réaction de
dismutation du O,", mais aussi au cours des réactions enzymatiques comme celles catalysées
par les monoamineoxydases, les monooxygénases i cytochrome P450, la xanthine oxydase.
Bien que H;O; ne soit pas un radical libre, il peut étre, en fonction de sa concentration, nocif
pour les cellules car il traverse les membranes cellulaires et nucléaires (Reiter, 1995).

H>0; est catabolisé par la catalase et les peroxydases suivant les réactions (2) et (3):

2H,0, — 2H,0+ 0, (catalase) )
H,0,+ AH, > 2 H,0+ A (peroxydase) (3)

Parmi les différentes ERO, H,0; est la plus stable et la plus facile 4 mesurer.
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Le radical hydroxyle (HO") est extrémement réactif et représente la plus toxique des
ERO. Il se forme & partir de O,"" ou de H»O, par la réaction Haber-Weiss (6), équilibre des

deux réactions (4 et 5), dont la deuxiéme est de type Fenton, catalysée par des métaux :

Fe** + 0, — Fe*+ 0, (@)
Fe** + H,0, — Fe’* + HO"+ HO" (réaction Fenton) )

0, +H;0, > 0; + HO + HO® (réaction Haber-Weiss) (6)

Le radical HO" pouvant réagir avec presque tous les composés physiologiques est
responsable des dommages oxydatifs produits dans des situations de stress oxydant, comme
I’exposition excessive aux radiations ionisantes. Toutefois, il a une demi-vie extrémement
courte et est piégé par des antioxydants comme I’albumine et les métallothionéines. A noter
que l'organisme ne dispose pas d’un systéme enzymatique pour I’élimination du HO®

(Buechter, 1988).

L’oxygéne singulet (!0y) est forms par inversion du spin d’un des deux électrons
appariés de la molécule d’oxygéne, suite 4 ’absorption d’énergie. Il présente une réactivité
élevée et peut réagir avec divers composés organiques, mais il a une demi-vie courte et il est
rapidement inactivé par des antioxydants, en particulier par le B-caroténe (Martinez-Cayuela,

1995).

La réactivité élevée des ERO (notamment de HO") est & ’origine de modifications
oxydatives qu’elles peuvent entrainer au niveau des molécules biologiques (lipides, protéines

et acides nucléiques), cibles sensibles a [’attaque radicalaire.

L’organisme dispose d’une variété de mécanismes pour inactiver les ERO mettant en
jeu des systémes enzymatiques (SOD, peroxydases, catalase), ainsi que des molécules
antioxydantes (vitamines E, C, P-caroténe, coenzyme Qp, glutathion, métallothionéines,
protéines du choc thermique, etc.). Cependant, dans certaines conditions, un déséquilibre
entre la production et [’inactivation des ERO peut survenir, par suite d’une surproduction
massive de celles-ci (inflammation, irradiation, intoxication) ou d’un effondrement des

défenses endogénes provoqué par des carences en micronutriments antioxydants ou des
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anomalies génétiques des enzymes antioxydantes. Le stress oxydant résulte donc d’un
déséquilibre de la balance anti/pro-oxydants (Favier, 1997). Le niveau des ERO dépassant la
capacité des mécanismes de protection entraine des dommages oxydatifs directs au niveau des
molécules biologiques, ainsi que des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique ou

mutagéne des produits d’oxydation formés.

QOutre les dégits provoqués par des niveaux élevés en ERO, il a été démontré au cours
des derniéres années que des niveaux sous-toxiques des ERO sont impliqués dans la
signalisation cellulaire, la régulation des génes et ’induction de processus biologiques variés,
tels que la croissance cellulaire, I’apoptose, ’adhésion des cellules (Baeuerle et al., 1996 ;

Suzuki et al., 1997 ; Allen and Tresini, 2000).

Par ailleurs, le stress oxydant a ét¢ incriminé dans différentes pathologies (cancer,
athérosclérose, inflammation, maladies neurodégénératives, ischémie, vieillissement accéléré,

etc.), en tant que facteur de genése ou phénoméne associé (Toyokuni, 1999).

2. Le glutathion

2.1. Principaux roles physiologiques et métabolisme

Le glutathion, y-glutamyl-cystéinyiglycine (GSH) (fig. 2) est un tripeptide 4 cystéine
qui joue un role important dans les mécanismes antioxydants. Le GSH est caractérisé par une

liaison peptidique particuliere entre le COOH en position y de 'acide glutamique et la

cystéine, ce qui le rend résistant a la majorité des peptidases.

Acide glutamique Cystéine Glycine
Hooc—?H—cm;cwrco+NH—Cﬁ~co%wH“cw;COOH

NH, | CHy—SH'

liaison y-glutamyl groupe thiol réactif

Figure 2 : Structure du glutathion.
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Le GSH est impliqué dans un nombre important de fonctions cellulaires incluant la
défense antioxydante, la détoxification des xénobiotiques électrophiles, la modulation de la
transduction du signal par une régulation redox, le stockage et le transport de la cystéine, la
régulation de la prolifération cellulaire, la synthése des déoxyribonucléotides, la régulation du

meétabolisme des leucotriénes et des prostaglandines (Sies, 1999).

Dans la plupart des cellules animales, la concentration intracellulaire en GSH est
comprise entre 0,5 et 10 mM, alors qu’elle est de I’ordre de 0,5 2 10 uM dans le plasma. La
majeure partie du glutathion intracellulaire se trouve sous forme réduite (GSH) et constitue un
“tampon redox” qui maintient un potentiel redox thiol/disulfure donné. Deux pools de GSH
intracellulaire ont été mis en évidence : le pool cytosolique, labile, et le pool mitochondrial,
stable. Le noyau cellulaire contient aussi un pool de GSH qui serait essentiel pour la
protection de I’ADN et d’autres structures nucléaires contre les aggressions chimiques et

oxydatives (Bellomo et al., 1992).

Le glutathion sous forme de disulfure (GSSG), dénommé couramment glutathion
oxydé (bien que d’autres produits d’oxydation, tels que les sulfonates puissent étre formés a
partir du GSH) (Winterbourn and Brennan, 1997) représente moins de 0,5% du glutathion
total (Gérard-Monnier et Chaudiére, 1996). L’équilibre thiol-disulfure et ses variations
représentent un mécanisme cié pour de nombreuses propriétés métaboliques et régulatrices du
glutathion (Sen, 1998 ; Arrigo, 1999). La formation des disulfures mixtes de type GSSR, dont
une classe d’intérét biologique particulier est représentée par les glutathion-cystéinyl
disulfures des protéines,. constitue le processus dénommé par le terme de thiolation des
protéines. Par le biais de ce dernier, le GSH participe au contrble de différents processus
biologiques tels que la transduction du signal, ’expression des geénes, 1’apoptose, car un
nombre important d’enzymes et de protéines se trouvent « glutathionylées». La liste de
celles-ci est longue; voici seulement quelques exemples: ’anhydrase carbonique, la
glutathion S-transférase, la protéine-kinase C, la créatine kinase, l’aldose réductase, la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogenase, la phosphorylase. Dans beaucoup de cas la
thiolation a été rendue responsable d’altérations de fonctions des protéines. D’autre part, la
thiolation et la réaction inverse de déthiolation (réduction des disulfures mixtes en
sulfhydryles) représentent des réponses précoces au stress oxydant et ainsi protégeraient les

protéines contre un dommage oxydatif irréversible (Thomas et al., 1995, Seres et al., 1996).
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Par ailleurs, un autre dérivé du GSH, le S-nitrosoglutathion, formé par la réaction du
GSH avec les especes dérivées de NO, se révele étre une forme de stockage et de transfert de

NO (Butler and Rhodes, 1997).

Le métabolisme du GSH fait intervenir plusieurs enzymes pour sa synthése et sa
dégradation, qui font partie du cycle y-glutamyle ou cycle de Meister (Meister and Anderson,

1983) (fig 3).

GSSG (—\

, glutathion
glutathion peroxydase ;
réductase \
~Glu-Cys- I
GSP GSH gz'nmr!uon _Y/Gm}“ Gy v-Glu-Cys-Gly
cIren all S-transférase
ClLCYe Gly glutathion \i\
.iynrhéfai
v-Glu-Cys

y-glutamyl-
cystéine

y-glutamyl S-oxoprolinase
cycfolmns_,@rme

ﬂ-Giu
T

T~ [ synrueses
PROTEIQUES

v-Glu-aa )

dipeptida, se )

Cys-Gly |
Cys

N-acétyl

IS_X yémse
?'.H 3

CH;~ CO~NH— CH— COOH

(acide mercapturique)

Figure 3 : Systémes enzymatiques impliqués dans le métabolisme du GSH

(cycle de Meister).

Le GSH est synthétisé de novo a I’intérieur de la cellule par 1’action séquentielle de la
y-glutamyleystéine synthétase (y-GCS, EC 6.3.2.2) et la GSH synthétase (EC 6.3.2.3). La
y-GCS catalyse la syntheése de la y-glutamyleystéine (y-GluCys), dipeptide intermédiaire, a
partir des acides aminés constituants. La y-GluCys subit ensuite ’action de la GSH synthétase
catalysant la fixation d’une molécule de glycine. La régulation de la synthese du GSH est

soumise au moins a trois facteurs : (i) le niveau d’expression de la y-GCS dans la cellule ; (7i)
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la disponibilité des substrats, en particulier de la Cys (acide aminé limitant) et (iii) le rétro-

controle négatif de la y-GCS par le GSH (Griffith, 1999).

La dégradation du GSH est initiée & D'extériewr de la cellule par la y-
glutamyltransférase (GGT, EC 2.3.2.2), enzyme capable de cliver la liaison y-glutamyl-
cystéine du GSH. Le produit formé, la cystéinylglycine (CysGly) est ensuite soumis & I’action
des dipeptidases membranaires (EC 3.4.13.6) qui libérent les acides aminés cystéine et
glycine, lesquels peuvent entrer dans la cellule et servir & la synthése de novo du GSH
{Curthoys and Hughey, 1979, Meister and Anderson, 1983). Ainsi, !'initiation de la
dégradation du GSH a P'extérieur de la cellule est nécessaire pour la synthése intracellulaire

du GSH, car celui-ci ne traverse pas la membrane cellulaire.

Une fois synthétisé, le GSH peut étre exporté et participer au cycle inter-organes dans
lequel le foie, le rein et 'intestin jouent un rdle important. L exportation du GSH sert de
systéme transporteur d’acides aminés et de systéme cyclique de récupération de la cystéine
qui est utilisée pour la synthése du GSH. Ce processus présente une importance majeure car, a
part le foie, organe capable de synthétiser la cystéine 4 partir du squelette carboné de la sérine
(voie métabolique de la méthionine), la synthése du GSH est dépendante de ['apport

extracellulaire de cystéine.

2.2. Le glutathion et le stress oxydant

Le réle du GSH dans la défense antioxydante est bien établi et ceci dans de tres
nombreuses études in vitro et in vivo. Ainsi, par exemple, le GSH inhibe la peroxydation
lipidique et I’oxydation des protéines dans les microsomes (Palamanda and Kehrer, 1992), la
production du radical HO® par la réaction de Fenton et |’oxydation de I’ ADN (Spear and Aust,
1995) et sa concentration dans les macrophages est inversement corrélée a la capacité de ces
cellules d’oxyder les LDL (Rosenblat and Aviram, 1998). Gréce a sa concentration élevée, le
(GSH est un antioxydant majeur de la cellule par un mécanisme de piégeur direct des espéces
réactives et par sa fonction de substrat pour d’importantes enzymes de défense. Il posséde en
effet des propriétés réductrices et nucléophiles et est un piégeur efficace du radical hydroxyle

ainsi que d’espéces réactives variées d’oxygéne et d’azote (Kalyanaraman er al, 1996,
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Luperchio et al., 1996). 1l intervient alors comme donneur soit d’hydrogéne, soit d’électrons
(sous sa forme ionisée GS). Il peut également agir en synergie avec d’autres antioxydants, en
transférant a I’ascorbate les électrons nécessaires au recyclage de 1’a-tocophérol a partir des

radicaux tocopheroxyles (Gérard-Monnier et Chaudiére, 1996).

En réagissant avec différentes espéces radicalaires, le GSH forme le radical
glutathionyle (GS"), espéce radicalaire peu réactive qui est inactivée par dimérisation
(formation de GSSG) ou par réaction avec ’anion GS". Dans ce dernier cas, il se forme
P’anion radical GSSG™ qui, en présence d’oxygene, produit du GSSG et I’anion superoxyde.
Ainsi, le radical GS® peut initier des réactions de production des ERO dont I’inactivation
nécessite 'intervention d’enzymes antioxydantes (SOD) (Munday and Winterbourn, 1989)
(fig. 4). De cette fagon, bien que la majorité des fonctions du GSH vis-a-vis du stress oxydant
soient protectrices, la possibilité de certaines réactions secondaires ne doit pas &tre exclue

(Diplock, 1994).

R.
GSH T
RH + GS'
- GSSG 0, )GSSG
02.-
Superoxyde
dismutase
GSH~._ H20:
Glutathion Glutathion
réductase <v peroxydases
GSSG
H,0

Figure 4 : Réactions du glutathion avec les espéces radicalaires (d’aprés Winterbourn, 1995).
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Le rdle protecteur et détoxifiant du GSH résulte principalement de sa fonction de
coenzyme de quelques enzymes antioxydantes clés: les glutathion peroxydases, les

glutathion-S-transférases, la glutathion réductase.

Les glutathion peroxydases (GPx) (EC 1.11.1.3) représentent une famille de
sélénoprotéines qui réduisent H,O en eau et les peroxydes organiques en alcools aux dépens
du GSH. Les isoenzymes de la GPx différent par leur distribution et leurs roles tissulaires
spécifiques ainsi que par la spécificité de leur substrat. La GPx cytosolique (cGPx) présente
une distribution ubiquitaire et utilise le GSH pour réduire H;O; et quelques peroxydes
organiques. D’autres GPx sont connues, telles que 'isoenzyme gastro-intestinale (GI-GPx), la
plus proche de la forme ¢GPx, la PH-GPx (phospholipid hydroperoxide GPx), qui réduit les
hydroperoxydes des phospholipides, du cholestérol et des lipoprotéines et qui n’est pas GSH-
spécifique, et la GPx plasmatique (pl-GPx) qui semble avoir un rdle dans la défense
antioxydante extracellulaire (Brigelius-Flohé, 1999). L’activité de la GPx nécessite le
recyclage du GSH par coopération de plusieurs systémes enzymatiques, dont la glutathion
réductase (GR) (E.C. 1.6.4.2), qui réduit le GSSG avec consommation de NADPH. Ce
dernier est régénéré par 1’action de la glucose-6-phosphate-déshydrogénase dans le cycle des

pentoses-phosphate, source de NADPH (fig.5).

{ 2H,O / ROH + H,0 GSSG NADPH +H"  6-P-Gluconate

NN NS

G-6-PDH

ALK

H,0,/ ROOH GSH NADP* Glucose-6-P

Figure 5 : Le cycle des réactions glutathion-peroxydase — glutathion-réductase.
GPx : giutathion peroxydase, GR: ghitathion réductase, G-6-PDH : glucose-6-phosphate-
déshydrogénase.
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Les glutathion-S-transférases (GST) (EC 2.1.5.18) représentent une vaste famille
d’isoenzymes homo- ou hétéro-dimériques qui ont un rdle important de détoxification par
conjugaison au GSH de nombreux substrats électrophiles exogénes ou endogénes. De plus, les
GST ont une activité réductrice des hydroperoxydes, dont "importance physiologique est
controversée. Les différentes isoenzymes cytosoliques sont groupées en quatre classes
principales en fonction de leurs propriétés structurales, immunologiques et catalytiques :
alpha (A), mu (M), pi (P) et théta (T). De plus, des activités GST ont été trouvées dans les

microsomes, les mitochondries et le noyau cellulaire (Commandeur et al., 1995).

Les réactions qui consomment le GSH produisent du GSSG qui est soit reconverti en
GSH soit excrété a I’extérieur de la cellule. Dans des conditions normales, activité de la GR
et la disponibilité en NADPH sont suffisantes pour maintenir le rapport [GSH]/[GSSG] >
100. La diminution du rapport [GSH]/[GSSG] dans certaines conditions de stress oxydant
entraine une altération du statut redox de la cellule, ce qui influence une variété de fonctions
cellulaires, comme 1’activation et la phosphorylation des stress kinases, P’activation des
facteurs de transcription sensibles au stress oxydant comme AP-1 et NF-kB, conduisant
éventuellement a I’augmentation de ’expression des génes (Arrigo, 1999 ; Rahman and
MacNee, 2000). Une déplétion plus marquée en GSH produit une amplification des dégits
oxydatifs (Bains and Shaw, 1997). La déplétion sévére en GSH a été incriminée dans
quelques maladies comme les dysfonctionnements hépatiques, la fibrose pulmonaire, le SIDA

et les maladies neurodégénératives (Uhlig and Wendel, 1992).

3. Autres thiols endogénes : role anti- et pro-oxydant

Le GSH est en effet le thiol intracellulaire le plus abondant, mais d’autres thiols
endogénes sont aussi impliqués dans les phénoménes complexes liés au stress oxydant, et

ceci d'une maniére ambivalente, par des effets anti- ou pro-oxydants.

3.1. Réle antioxydant

Le 18le antioxydant de plusieurs thiols (cystéine, méthionine, acide lipoique,

lipoamide, y-glutamylcystéine) a été mis en évidence par différentes études in vitro ou in vivo.
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Ces thiols peuvent protéger contre le dommage oxydatif, en réagissant directement avec les
espéces oxydantes et non par un mécanisme enzymatique spécifique comme dans le cas du
GSH. Ainsi, dans une étude in vitro non seulement le GSH, mais aussi la cystéine, ont été
capables de protéger la Na'K'-ATP-ase contre Iinhibition induite par les radicaux libres
produits au cours d’une réaction de Fenton (Tsakiris et al., 2000). De méme, la cystéine et la
méthionine préviennent I’inactivation de la dihydrolipoamide déhydrogenase par le systéme
oxydant de la myéloperoxydase (Gutierrez-Coreea and Stoppani, 1999). L’acide lipoique
protége les LDL contre I’oxydation induite in vitro par Cu®* (Lodge et al, 1998), mais
également la supplémentation en acide lipoique de I’alimentation chez les humains, conduit in
vivo a la diminution du taux d’oxydation des LDL (Marangon et al., 1999). La lipoamide
manifeste aussi des propriétés antioxydantes, réduisant les dommages multiples provoqués par
reperfusion aprés ’ischémie dans un modéle expérimental de cceur perfusé (Szabados et al.,
1999). Bien que moins étudiée, la y-glutamylcystéine pourrait avoir aussi un effet
antioxydant, comme le démontre la protection contre le stress oxydant induit par HyO», O™

ou le tert-butylhydroperoxyde chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Grant et al., 1997).

Le mécanisme d’action antioxydante de ces molécules fait intervenir la réaction
directe du groupe -SH avec les ERO, ainsi que la complexation des métaux. De plus, ’acide
dihydrolipoique et son amide semblent jouer un rdle important dans la réduction du radical
semi-déhydroascorbate et participent ainsi indirectement au recyclage de !’a-tocophérol,

comme, cela est connu pour le GSH (Gérard-Monnier et Chaudicre, 1996).

3.2. Réle pro-oxydant

En dehors du role antioxydant évoqué ci-dessus, les thiols peuvent avoir aussi un effet
pro-oxydant au cours du processus d’auto-oxydation en présence de métaux de transition
(Fe**, Cu®™, ce qui conduit a la formation d’ERO et, par suite, an dommage oxydatif de

biomolécules.

Le mécanisme de production d’ERO, schématisé dans la figure 6, a pour origine la
réduction du Fe¥™ (Cu®*") en Fe" (Cu') (réaction 1) avec formation concomitante du radical

thiyle correspondant. Ce dernier peut conduire a la formation de O, {(conformément au
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schéma des réactions décrites pour le GSH, fig 4), de méme que la réaction (2) de Fe** avec
I’oxygéne. La premiére ERO qui se forme est donc O;"" dont la dismutation produit ensuite
une deuxiéme ERO, 4 savoir H,Q; (réaction 3), L’auto-oxydation des thiols fournit donc Fe**
et H,0,, qui peuvent interagir selon la réaction de Fenton pour former HO®, espéce hautement

réactive (réaction 4).

RS + Fe** - RS' + Fe** 1)
Fe* + 0, - Fe’™ + 0, )
20, +2H - H,0, + O, 3)
Fe*" + H,0, - Fe’* + HO" + HO (@)

Figure 6 : Schéma des réactions conduisant 3 la formation
d’ERO par Pauto-oxydation des thiols.

Plusieurs données expérimentales viennent a i’appui de ce mécanisme. La formation
de O;" au cours de 1’auto-oxydation des thiols a été mise en évidence par Misra (1974), et
celle de H,O, par Kwon ef al., 1998. D’autres études ont montré également la formation de
HO® et donc le rble de la réaction de Fenton (Held et al., 1996 ; Nappi and Vass, 1997). De
plus, I"apparition du radical thiyle (Saez et al., 1982), ainsi que la réduction de Fe’™ (Tien ez

al., 1982), viennent aussi confirmer ce mécanisme.

La réactivité des différents thiols, dans le schéma décrit ci-dessus, n’est pas identique
et des études comparatives ont montré une réactivité faible pour le GSH et plus élevée pour
d’autres thiols biologiques, tels que la cystéine, la cystéinylglycine, I’homocystéine (Lynch
and Frei, 1997, Nappi and Vass, 1997, Winterbourn and Metodiewa, 1999). Cette différence
de réactivité est souvent expliquée par des valeurs de pK, (corrélation inverse avec la
réactivité). En effet, 'ionisation des thiols est requise pour I'initiation de la chaine de
réactions et par conséquent 1’auto-oxydation augmente avec le pH. Mais I’ionisation n’est pas
le seul déterminant de la réactivité des thiols (Winterbourn and Metodiewa, 1999), d’autres
facteurs, comme la longueur de la chaine (Wood and Graham, 1995) et la capacité de
complexer le fer (importante pour le GSH) (Spear and Aust, 1994) influencent aussi la

réactivité des thiols.
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Les conséquences du processus pro-oxydant dépendant des thiols ont été mises en
évidence par la constatation de dommages oxydatifs causés a différentes biomolécules. Ainsi,
dans des modéles d’étude in vitro, plusieurs auteurs ont démontré la peroxydation par
différents thiols, notamment la Cys, d’acides gras polyinsaturés (Schéneich et al., 1989), de
liposomes (Tien et al., 1982) et de lipoprotéines de faible densité (LDL) (Parthasarathy,
1987 ; Sparrow and Olszewski, 1993 ; Lynch and Frei, 1997). L’ ADN peut &étre aussi une
cible des espéces réactives produites par l’auto-oxydation des thiols, comme le montre la
formation de 8-hydroxydésoxyguanosine, produit d’oxydation de ’ADN, par le GSH (Park
and Floyd, 1997). 1l en est de méme en ce qui concerne !’induction de la mutagenése chez des
bactéries par le GSH, la Cys (Glatt, 1989) ou par la Cys et la CysGly (Martinez et al., 1999).
Par ailleurs, I’oxydation des protéines par le systéme thiol/métal peut se traduire par une
perte de leur activité enzymatique comme dans le cas de I’aldose réductase (Giannessi ef al.,
1993). De plus, des modifications structurales (fragmentation, agrégation, formation de
groupes carbonyles) ont été mises en évidence dans le cas de la superoxyde dismutase (Kwon
et al., 1998). Le radical HO" a été le plus souvent incriminé dans les dommages oxydatifs,
mais il en est de méme pour d’autres especes réactives telles que H,O, (Martinez et al., 1999)

et méme le radical thiyle (Schoineich et al., 1989).

Les propriétés pro- et antioxydantes des thiols sont influencées de maniére importante
par les conditions expérimentales, en particulier par la concentration en thiol (Tien et al,
1982, Spear and Aust, 1995), par la présence de métaux, leur nature (Fe’* ou Cu®™), leur
concentration et méme par la composition du milieu d’incubation (Parthasarathy, 1987, Spear
and Aust, 1998). Par exemple, I’oxydation des LDL induite par Cu”* est inhibée par les thiols,
alors que celle induite par Fe’* est stimulée (Lynch and Frei, 1997). Dans cette étude, le GSH
a été le plus efficace dans I’inhibition de 1’oxydation induite par Cu*", tandis que la Cys a eu
effet stimulateur le plus marqué sur Poxydation des LDL dépendante de Fe'".
L’homocystéine a présenté un effet intermédiaire dans les deux cas. Cette influence
multifactorielle peut expliquer les résultats parfois contradictoires obtenus par différents
auteurs, par exemple en ce qui concerne 'implication ou non des thiols produits par les
macrophages dans ’oxydation des LDL (Sparrow and Olszewski, 1993, Santanam and
Parthasarathy, 1995). Néanmoins, les différentes études convergent vers un effet prédominant
antioxydant du GSH, et des effets pro- et antioxydants d’autres thiols, les thiols endogénes
présentant les effets pro-oxydants les plus marqués étant la cystéine, la cystéinylglycine et

["homocystéine.
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Bien que la plupart des études évoquées s’appuient sur des modéles in vitro, des
études in vivo suggérent aussi un effet pro-oxydant des thiols, particuliérement dans le cas de
I’homeocystéine. En effet, ’hyperhomocystéinémie semble impliquée dans le processus
d’athérogenése par un mécanisme qui serait dii a son activité pro-oxydante. De nombreuses
études €pidémiologiques ont permis d’établir une corrélation entre 1’oxydation des LDL et la
concentration plasmatique en homocystéine. De ce fait, {’hyperhomocystéinémie est a présent
comptée parmi les facteurs de risque des pathologies cardiovasculaires (Stamler and Slivka,

1996, Brattstrom and Wilcken, 2000, Ueland et al., 2000).

4. La y-glutamyltransférase

La y-glutamyltransférase (GGT) est une glycoprotéine membranaire hétéro-dimérigue,
constituée de deux sous-unités, dont les masses moléculaires varient selon 'espéce (57kD et
23kD pour la GGT hépatique humaine). La séquence amino terminale de la grande sous-unité
contient un domaine hydrophobe qui assure {’ancrage de ’enzyme a la membrane, tandis que
la petite sous-unité contient le site actif de I’enzyme qui se trouve orienté vers |’extérieur de la
cellule (Stole and Meister, 1991). La GGT est synthétisée sous forme d’un propeptide, qui
apres glycosylation est clivé en deux sous-unités qui migrent vers la membrane (Taniguchi

and Tkeda, 1998).

La distribution de la GGT dépend des tissus et son expression varie au cours du
développement. Les taux les plus élevés en GGT sont exprimés dans le rein adulte,
spécialement dans la membrane luminale des tubules proximales, puis par ordre décroissant
dans le pancréas, la prostate et le foie (Taniguchi and lkeda, 1998, Courtay et al., 1994). Il
faut noter I’expression accrue de la GGT dans certains cancers (foie, colon, ovaire, prostate)
corrélée, semble-t-il, avec les besoins augmentés en GSH des cellules tumorales. Des études
consacrées a ’expression de la GGT et sa corrélation avec la réponse aux chimiothérapies
sont maintenant développées (Hannigan, 1998). De plus, la synthése de prodrogues
y-glutamyle constituie une nouvelle approche dans le ciblage des médicaments

chimiothérapeutiques vers les tumeurs riches en GGT (Keren and Stark, 1998).
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La GGT se trouve également dans le plasma ol son origine est principalement
hépatique. Le taux sérique de GGT augmente lors de pathologies hépato-biliaires, comme
cholestases, cancer du foie et cirrthose (Philipps et «l., 1986). L’augmentation de la GGT
hépatique qui précede celle de la GGT sérique est un marqueur trés précoce de 1’évolution
dysplasique des hépatocytes. L’élévation la plus caractéristique est liée a [’alcoolisme, la
GGT étant considérée comme un test de dépistage de 1’alcoolisme et de surveillance du
sevrage chez les sujets alcooliques, bien que les mécanismes moléculaires a Porigine de
I’augmentation de I’expression de la GGT par ’éthanol ne soient pas bien connus (Ishii ef /.,
1986). L’augmentation de [Pactivitt GGT sérique a été rapportée au cours d’autres
pathologies, comme Ies affections rénales, pancréatiques, cardiaques, pulmonaires, les
tumeurs cérébrales et les affections malignes comme le cancer du sein et les mélanomes

malins.

‘La "GGT clive le résidu y-glutamyle du GSH, ainsi que celui de ses dérivés
S-substitués et des composés y-glutamyle et transfere ce résidu sur différents accepteurs.
Suivant la nature de 1’accepteur, la réaction catalysée par la GGT est de type :

- transpeptidation : I’accepteur est un acide aminé ou un dipeptide,
- hydrolyse : I’accepteur est une molécule d’eau,
- autotranspeptidation : le substrat donneur du y-glutamyle est aussi son accepteur (Meister

et al., 1981).

Les réactions catalysées par la GGT rendent compte des réles polyvalents de cette
enzyme. En dehors de {’approvisionnement des cellules en précurseurs du GSH, la GGT
participe au transport transmembranaire des acides aminés. Le y-glutamyl-acide aminé formé
par transpeptidation pénétre dans la cellule et, sous {’action de la y-glutamylcyclotransférase,
conduit a [a formation de 5-oxo-proline et libére ’acide aminé. Ce dernier peut €tre utilisé
pour la synthése des protéines en fonction des besoins cellulaires et la 5-oxo-proline fournit

de I’acide glutamique sous ’action de la 5-oxoprolinase (fig. 3) (Meister et Anderson, 1983).

Quand ’accepteur du y-glutamyle est la cystine, la y-glutamylcystine formée peut
ensuite pénétrer dans la cellule et aprés 1’action d’une réductase, former de la y-GluCys qui
participe a la synthése du GSH. Cette voie permet la synthése du GSH évitant [action de la
v-GCS (Anderson and Meister, 1983).
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4.1. Réle antioxydant

En initialisant le métabolisme du GSH & P’extérieur des celiules, la GGT fournit les
précurseurs nécessaires pour la synthése intracellulaire du GSH. De ce fait, la GGT est
considérée comme faisant partie des systémes de défense antioxydante (fig. 7A). En effet, un
des mécanismes de protection par le GSH des cellules soumises a un stress oxydant consiste
en "augmentation du GSH intracellulaire, qui est sous dépendance de 1la GGT. Ainsi, I’ajout
de GSH dans le milieu extracellulaire des macrophages alvéolaires (Forman and Skelton,
1990), ou des cellules épithéliales de rat (Kugelman et al., 1994), protége les cellules contre le
stress oxydant induit par différents agents. Cependant, cette protection est supprimée, au
moins partiellement, par les inhibiteurs de la GGT comme [’acivicine et la sérine-borate, ce
qui démontre que la GGT joue un rdle dans la défense antioxydante. La présence de GGT
dans une lignée cellulaire de lymphoblastome humain prévient I’apoptose induite par stress

oxydant lorsque les cellules sont incubées en milieu déficient en cyst(é)ine (Karp et al., 2000).

De plus, "augmentation de l'expression de la GGT observée dans différentes
conditions de stress oxydant, par exemple lorsqu’il est induit expérimentalement par les
quinones (Choi et al., 1997 ; Liu et al., 1998b) ou par une surcharge en fer (Brown et al,

1998), constitue aussi une adaptation de la défense antioxydante.

Cependant, au cours des derniéres années, plusieurs fravaux ont également mis en

évidence un rble pro-oxydant de la GGT.

4.2. Role pro-oxydant

Griffith and Tate (1980) ont signalé pour la GGT une activité apparente de glutathion
oxydase. Cette activité peut étre attribuée a la formation de CysGly, dont ’oxydation plus
rapide que celle du GSH conduit 4 la formation de disulfures (cystinyl-bis-glycine ou
disulfure mixte entre CysGly et GSH). Ces disulfures, identifiés par ailleurs par d’autres
auteurs (Madhu et al, 1992), participent a4 des réactions non-enzymatiques de
transhydrogénation conduisant a la formation de GSSG, ce qui rend compte de "activité de

GSH oxydase de la GGT.
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Figure 7 : Effets anti- et pro-oxydants de la GGT au cours du métabolisme du glutathion.

¥-GCS : y-glutamylcystéine synthétase, GPx : glutathion peroxydase, GR : glutathion réductase,
GS : glutathion synthétase, GSHi: glutathion intracellulaire, GST : glutathion-S-transférases,
RS®: radical thiyle ; RS": anion thiolate ; RSSR : disulfure ; SOD : superoxyde dismutase

Mis & part cette activité de GSH oxydase, de plus en plus d’études montrent un effet
pro-oxydant de la GGT li¢ au métabolisme du GSH en présence des métaux (fig. 7B). Cet
effet pro-oxydant est basé sur la différence importante de réactivité entre le GSH et son
métabolite, la CysGly. En effet, comme nous ’avons décrit pour différents thiols, la CysGly
présente une sensibilité beaucoup plus élevée & I’auto-oxydation que le GSH, fait illustré aussi

par la différence de pK, du group -SH des deux thiols (6,4 pour CysGly et 8,5 pour GSH).
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L’auto-oxydation de la CysGly en présence des métaux initialise les réactions en chaine de

production d’espéces réactives, conformément au schéma des réactions déja décrit (fig.6).

Le r6le pro-oxydant de la GGT a été mis en évidence initialement par Stark ef al.
(1993) dans la peroxydation de 1’acide linolénique en présence de GSH/Fe’* dans un modéle
in vitro. Les auteurs ont caractérisé ce systéme qui requiert, en plus de la GGT et du GSH, du
fer(IIl), un chélateur de celui-ci (EDTA, ADP) ou du fer sous forme de transferrine et de
I’oxygéne. Un substrat accepteur pour la réaction de transpeptidation (glygly) augmente
efficacité de ce systéme, tandis que les inhibiteurs de la GGT (serine-borate et acivicine)
inhibent cet effet. Un lien entre [’expression accrue de la GGT dans les foyers
prén€oplasiques hépatiques et le dommage oxydatif induit par le métabolisme du GSH
extracellulaire & ce niveau a €té suggéré en corrélation avec ’hépatocarcinogenése. Cette
hypothése a ét¢ ultérieurement confirmée par des études histochimiques démontrant la
colocalisation de la GGT et de la peroxydation lipidique dans les foyers prénéoplasiques
hépatiques induits chez le rat par des carcinogénes chimiques (Stark et al., 1994, Pompella et
al., 1996). Ces résultats apportent la preuve qu'un tel phénomeéne peut se produire in vivo,
bien que son rdle potentiel dans la modulation de la carcinogenése ne soit pas connu
(contribution a 1’évolution vers la malignité ou, au contraire, a la regression des lésions par les

produits cytotoxiques libérés).

D’autres travaux viennent a I’apput du rdle pro-oxydant de la GGT dans différents
modéles, notamment de peroxydation lipidique. Ainsi, il a été signalé que le métabolisme du
GSH par la GGT en présence de fer est capable d’induire la peroxydation lipidique des
microsomes hépatiques de rat utilisés en tant que modéle de substrat lipidiqgue membranaire
(Zalit et al., 1996, Paolicchi er al., 1997). Les membranes des cellules vivantes peuvent aussi
subir un dommage oxydatif dépendant de la GGT, comme le montrent des expériences
réalisées avec des hépatocytes et des cellules d’hépatome humain HepG2 en culture
(Paolicchi er al., 1997). Dans ce cas, ’accumulation extracellulaire et non intracellulaire du
malondialdéhyde, produit de la peroxydation lipidique, a été observée. Cette constatation est
en accord avec la localisation membranaire de la GGT dont ’action catalytique s’exerce
A Pextérieur de la cellule et par conséquent le métabolisme du GSH présent dans
Penvironement cellulaire crée les conditions pour Dinitiation d’un événement pro-

oxydant extracellulaire dont les lipides membranaires seraient les premiéres cibles.
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En dehors des dommages oxydatifs induits par la GGT an niveau tissulaire et qui
semblent étre en relation avec la carcinogenése, des preuves récentes témoignent de
Pimplication de la GGT dans I’oxydation des LDL (Paolicchi et al., 1999). Dans cette étude
I’oxydation des LDL en présence de GSH et Fe**-ADP a été obtenue 4 I’aide de la GGT
purifiée ou de la GGT des cellules leucémiques U937. Dans tous les cas, ’augmentation de
I’oxydation des LDL a été inhibée par |’acivicine. De plus, 1’étude histochimique de
colocalisation de la GGT et des LDL oxydées dans les plaques d’athérome a permis
d’envisager une possible implication de la GGT dans I’athérogengse in vivo (Paolicchi ef al.,
1999). 11 a ét€ suggéré que I’oxydation des LDL dépendante de la GGT contribuerait au
dommage vasculaire et & la progression des athéromes. En effet, une corrélation entre des taux
plasmatiques élevés en GGT et la mortalité par rechute de I'infarctus du myocarde a été
rapportée lors d’études épidémiologiques (Wannamethee et al., 1995).

Récemment, une étude in vivo a montré la contribution de la GGT au stress oxydant
dans un modéle d’ischémie rénale chez le rat (Cutrin et al, 2000). Dans ce modéle, la
surexpression de la GGT a été observée aussi bien dans la zone médullaire que corticale du
rein, suite a une hypoxie. Cette surexpression a été accompagnée par une diminution de la
concentration en GSH et une augmentation importante de la peroxydation lipidique. Tous ces

effets ont été prévenus par le prétraitement des animaux par 1’acivicine.

Les lipides ne sont pas les seuls composés sensibles au stress oxydant induit par
GG’_I'/GSH/Fe”. La mutagenése oxydative, suite a des atteintes de ’ADN, a été décrite chez
les bactéries (Stark and Glass, 1997, Martinez et al., 1999) incubées en présence de ce
systéme. Cette mutagenese de nature oxydative est augmentée par des concentrations réduites
en Cu?* ou céruloplasmine mais, au contraire, inhibée par des concentrations élevées (Stark

and Glass, 1997).

Des modifications oxydatives des protéines au cours du métabolisme du GSH par la
GGT ont été également signalées. 1l s’agit de réactions d’oxydation et de S-thiolation des
groupes -SH des protéines membranaires, comme [’atteste une étude sur les cellules U937
(Dominici et al., 1999). Dans ce modéle, I'oxydation des groupes —SH des protéines a été
augmentée par la stimulation de ’activité GGT par |’addition des substrats GSH et glygly et
inhibée par ’acivicine. Des résultats similaires ont ét€ rapportés avec une lignée de mélanome
exprimant des niveaux élevés de GGT (Me665/2/60) (Maellaro et al., 2000). Puisque la

thiolation des protéines peut également représenter un mécanisme de protection contre le
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dommage oxydatif irréversible (Thomas et al., 1995, Seres et al., 1996), il a été suggéré que
la modulation redox des groupes thiols des protéines membranaires pourrait contribuer & la
résistance aux chimiothérapies pro-oxydantes et 4 la radiothérapie des tumeurs riches en GGT

(Dominici et al., 1999).

Les études citées ci-dessus montrent 1’effet pro-oxydant de la GGT de maniére
indirecte, & la fois par I’évaluation du dommage oxydatif subi par des molécules biologiques
{lipides, ADN, protéines) et par la suppression de celui-ci grice aux inhibiteurs de la GGT. La
premicre démonstration directe de la production d’ERO dépendante de la GGT a été réalisée
au cours d’une étude ou la production globale d’espéces réactives a €té mesurée par
chimiluminescence (Drozdz ef al., 1998). Les auteurs ont démontré que la GGT, en présence
de concentrations physiologiques de GSH et de transférrine est impliquée dans la formation
d’espéces réactives de l'oxygene. De plus, au cours de cette ¢tude, une production d’ERO
dépendante de la GGT a été également mise en évidence dans une lignée fibroblastique V79
surexprimant la GGT. Ultérieurement, d’autres ¢tudes ont montré a 1’aide d’une technique
spécifique, que H;O; est produit au cours du métabolisme du GSH par {a GGT (Del Bello et
al., 1999 ; Dominici et al., 1999). Cette constatation est importante, car H>O, est une espece
réactive relativement stable et capable de traverser librement les membranes cellulaires et
nucléaires (Reiter, 1995). H,O, produit dans ’espace extracellulaire suite au processus pro-

oxydant dépendant de GGT pourrait donc diffuser et induire des effets toxiques a Iintérieur

i des cellules.

En dehors de la production de dommages oxydatifs sur les biomolécules, il a été
montré récemment qu’une production modérée d’espéces réactives dépendante de la GGT
peut induire des effets modulateurs sur différentes fonctions cellulaires. Ainsi, la croissance
cellulaire d’une lignée de carcinome ovarien (A2780) est inhibée lorsque la GGT de ces
cellules métabolise le GSH ajouté au mileu (30 uM a 1 mM) (Perego et al., 1997). Cependant,
pour des concentrations en GSH plus élevées, aucun effet inhibiteur de la croissance cellulaire
n’a été observé. De plus, dans une autre lignée (IGROV-1) et bien que le niveau d’expression
de la GGT soit approximativement $ fois plus élevé que dans la lignée A2780, la croissance
cellulaire n’a pas été inhibée. Ceci pourrait étre dit 4 des niveaux également élevés d’auntres
enzymes dépendantes du GSH et exergant une fonction antioxydante, telles que la GPx, les

GST, la GR.
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Au contraire, de faibles concentrations de H,0O; (de ’ordre de 5 nmoles/million
cellules/h) produites au cours du métabolisme du GSH (100 uM) par la GGT, sont nécessaires
pour le maintien de la prolifération cellulaire et la prévention de I’apoptose des cellules U937.
En effet, I’inhibition de la GGT et par conséquent la suppression de la production de H;O,,
ainst que I’élimination de H,0; provoquent 1’arrét de la croissance et la mort cellulaire (Del

Bello et al., 1999).

D’autres fonctions cellulaires sont modulables par le pouvoir pro-oxydant de la GGT,
en particulier I’activation des facteurs de transcription, rapportée trés récemment (Accaoui
et al., 2000, Maellaro et al., 2000). Ainsi, dans la lignée cellulaire V79GGT surexprimant la
GGT, le métabolisme extracellulaire du GSH (0,5 a 2,5 mM) est accompagné d’une activation
du facteur NF-kB, effet dépendant de la concentration en GSH et du temps d’incubation. Cet
effet a €t¢ inhibé par la catalase, ce qui démontre I’implication de H,O; dans 1’activation du
NF-kB dépendante de GGT/GSH. Dans les mémes conditions, aucun effet n’a €t€ observé
dans la lign€e témoin, dépourvue de GGT (Accaoui et al., 2000). De méme, dans la lignée de
mélanome Me665/2/60 exprimant des taux élevés de GGT, une activation plus importante du
facteur NF-kB a été observée, par rapport & la lignée Me665/2/21 n’exprimant que de faibles
niveaux de GGT (Maellaro et al., 2000).

La GGT est donc impliquée dans les phénomeénes liés au stress oxydant par ses roles
anti- et pro-oxydants (fig. 7). L.’équilibre de ces fontions serait influencé par différents
facteurs, dont, en particulier, la concentration des sources physiologiques de fer, celle du

GSH, le niveau d’expression de la GGT ainsi que le statut des mécanismes antioxydants.

Les références des études relatives au rdle pro-oxydant de la GGT et aux effets qui en
découlent, sont présentées dans le tableau I. On constate alors que malgré les conditions assez
variées utilisées par différents auteurs, en ce qui concerne les modeles d’étude, les
concentrations en GSH, F&’” et I'activité de la GGT, les effets observés ont pour origine le
processus pro-oxydant dépendant de la GGT. En vertu de ces études, dont la plupart ont été
réahisées en méme temps que notre travail de these, le métabolisme du GSH par la GGT est
reconnu actuellement comme étant une source physiologique d’espéces réactives qui peut
avoir de multiples conséquences biologiques. Néanmoins, il reste beancoup d’inconnues et
nous nous sommes proposée dans ce travail d’approfondir quelques aspects concernant le réle

pro-oxydant de la GGT.
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Tableau 1. Etudes relatives au réle pro-oxydant de la GGT (tableau récapitulatif).

CONDITIONS
MODELE D’ETUDE EFFET OBSERVE REFERENCE
[GSH] [Fe*'] [GGT) milicu
Production des ERO
Cellules fibroblastiques Production des ERO dépendante | 2,5 mM Transferrine 80 pM | Activité surexprimée | Tampon Drozdz et al., 1998
surexprimant ou non la GGT | de GGT (chimiluminescence) de cellules V79GGT | phosphate 55
(V79GGT/VTICL) (2 U/mg protéines) | mM pH 7,4
ou 100 mU/ml GGT
purifiée
Cellules de Iymphome U937 | Production de H;O; dépendante | 100 pM - Activité intrinséque | Tampon Del Bello et al,
de GGT des cellules U937 | phosphate Krebs- | 1999
(ca. 15 mU/mg Ringer
protéines)
100200 pM | - tdem Milieu de Hank’s | Dominici et al,
1999
Peroxydation lipidique
Acides gras insaturés (acide | Formation de MDA (TBARS) 1 ou 2 mM Fe*-EDTA 100 : | 100 mU/ml Tampon Tris
linolénique) 110 pM ou 50mM pH 6,9
Fe’™-ADP 100 : 500 Stark et al,, 1993
uM ou '
transferrine 100 uM
Formation de MDA (TBARS) 300 ou 600{Fe”-EDTA-ADP 75 mU/ml HEPES 50 mM |Glass et Stark,
Augmentation de la peroxydation | pM 50:27,5:125 M pH7 1997

lipidique en présence de
GGT/GSH/Fe*" par Cu®" et
céruloplasmine

+ 1 pM CuSO; 0u
0,4 uM
céruloplasmine
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Tableau I, Etudes relatives au rile pro-oxydant de la GGT (tableau récapitulatif) (suite).

Microsomes de foic (rat) Formation de MDA (TBARS) 500 M Fe**-Citrate 160 mU/ml HEPES 50 mM | Zalit et al., 1996
10 :80uM ou Cu**- pH 7,4
Histidine 2 : 4 uM
2 mM Fe’*ADP 0,15-1,5 1200 mU/ml Milieu de Hank’s | Paolicchi ef al,
mM 1997
Foyers prénéoplasiques de | Localisation in sifu de la <5mM Fe""-EDTA 100 : | Activité élevée par | Tampon Tris | Stark et al., 1994
foie de rat induits par des peroxydation lipidique 110 pM ou rapport au tissu{S50mM pH 7
carcinogenes dépendante de I’activité GGT Fe*"-ADP 100 : 500 | normal
(détection des fonctions M
aldéhydiques avec le réactif de
Schiff)
Colocalisation de la peroxydation | 0,05-2mM Fe’-ADP 0,05: 1|Activité élevée par | Tampon Tris } Pompella er al,
lipidique et diminution des mM ou transferrine |rapport au  tissu|50mM pH 7,4 1996
groupes -SH des protéines 100 pM normal
Hépatocytes Formation du MDA (TBARS) 2 mM Fe'-ADP 0,15 : 1,5 | 200 mU/ml Milieu de Hank’s | Paolicchi et al,
Cellules d’hépatome HepG2 mM 1997
humain
LDL humaines Formation de MDA (TBARS) 2 mM Fe'™-ADP 0,1: 1 200 mU/ml PBS pH 7,4 Paolicchi et al,
Réduction du Fe’ mM 1999
Colocalisation de la peroxydation
lipidique et de 1a GGT dans les
plaques d’athérosclérose
Ischémie rénale chez le rat| Augmentation du niveau de la Cutrin ef al., 2000

(in vivo)

GGT et de la peroxydation
lipidique (TBARS) ‘
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Tableau 1. Etudes relatives aun role pro-oxydant de la GGT (tableau récapitulatif) (suite).

Modulation redox des protéines (thiolation)

Cellules de lymphome U937 | Diminution des groupes -SH des|100-200 pM | - Activité Milieu de culture | Dominici et al,
humain protéines par réactions intrinséque des RPMI 1640 1999
d’oxydation et de thiolation cellules U937 (ca.
’ 15 mU/mg
protéines)
Celluies de mélanome Diminution des groupes -SH des | 0,1 mM - Activité Milieu de culture | Maellaro ef al,
Me665/2 protéines intrinséque des RPMI 1640 2000
cellules Me665/2
Mutagenése oxydative
Salmonella typhimurium Mutagenése oxydative 300 pM Fe’*-EDTA-ADP 75 mU/mi HEPES 50 mM |Stark et al., 1987,
TA102 dépendante de GGT/GSH/Fe™* 50:27,5:125 uM pH 6,9 Stark et al.,1988
Augmentation ou diminution par Stark et Glass,
addition de Cu** ou 1997
céruploplasmine (effet en
fonction de la concentration)
Escherichia coli WP2 Mutagenése oxydative 1-20 mM - 700 mU/ml Bouillon nutritif | Martinez et al,

souche 1C203

dépendante de GGT/GSH

Oxoid N°2

1999
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Tableau L. Etudes relatives au role pro-oxydant de la GGT (tableau récapitulatif) (suite et ﬁn).

Modulation de la croissance cellulaire

Cellules de  carcinome | Inhibition de la croissance dans|{30 pM & 1 Activité Milien de culture | Perego et al., 1997
ovarian humain A2780 et|les cellules A2780 mM intrinséque des | RPMI 1640
IGROV-1 Pas d’effet sur la croissance des cellules A2780
cellules IGROV-1
Cellules de lymphome U937 | Prévention de I’apoptose par des | 100 pM Activité Milien de culture{Del Bello e al,
concentrations faibles de H,0, intrinséque des | RPMI 1640 1999
produites par GGT/GSH cellules U937
Modulation des facteurs de transcription
Cellules fibroblastiques | Activation du  facteur de{0,542,5mM Activité Milieu de culture{Accaoui ef dl.,
surexprimant ou non la GGT | transcription NF-kB dans les surexprimé (2U | RPMI 1640 2000
(V79GGT/V79Cl) cellules V79GGT /mg protéines)
Cellules de mélanome Activation duo facteur de(0,1 mM Activité Milieu de culture (Maellaro et al,
Me665/2/60 transcription NF-kB intrinséque des | RPMI 1640 2000

cellules
Me665/2/60




5. La y-glutamyltransférase « related »

En dehors de la GGT, une autre enzyme GGT-rel (« GGT-related »), capable aussi
d’initier le clivage du GSH, a été identifie (Heisterkamp et al., 1991, Morris et al., 1993) et
clonée initialement a partir de I’ADNc de placenta humain. Il s’agit également d’une protéine
hétérodimérique glycosyiée dont les deux sous-unités présentent des masses moléculaires de
53,5 et 26,8 kDa. La GGT-rel présente une homologie de structure de 40% avec la GGT
humaine. La GGT-rel semble également &tre localisée sur la membrane cellulaire et orientée
vérs I’extérieur de la cellule. De méme que la GGT, la GGT-rel appartient aussi a une famille

multigénique dont les génes codants sont localisés sur le chromosome 22.

Son expression chez I'homme n’est que trés peu connue. Ainsi, dans les lignées
celtulaires humaines suivantes : lymphoblastes IM-9 et GM 7441, fibroblastes pulmonaires,
cellules de carcinome rénal A498 et pulmonaire ChaGo, cellules de glioblastome A172, la
GGT-rel n’est pas exprimée. En revanche, de faibles niveaux d’expression de la GGT-rel
(ARNm) ont été détectés dans les lignées cellulaires humaines K562 (erythroleucémie) et
HepG2 (hépatoblastome). Dans cette derniére, 1’enzyme est inductible par la dexaméthasone
(Heisterkamp et al, 1991). De méme, chez la souris, la plupart des tissus examinés
n’expriment pas de GGT-rel (cerveau, il cceur, poumon, thyroide, vessie, intestin, rein, foie,
pancréas, rate, moelle osseuse, glandes salivaires, placenta et tissus embryonnaires). En
revanche, des taux élevés d’expression de la GGT-rel ont été trouvés dans les cellules
épithéliales trachéales de rat (Potdar et al., 1997). Dans ce cas, la protéine présente une
homologie structurale de 79% avec la GGT-rel humaine et peut étre induite par le facteur de
croissance épidermique et par exposition aux carcinogénes chimiques comme le nitrite

d’isobutyle.

L’activité biologique de la GGT-rel a été mise en évidence par 1’é¢tude du métabolisme
du GSH dans un modeéle cellulaire. Ce dernier est constitué par des cellules issues d’une
lignée fibroblastique NIH3T3 transfectée par ’ADNc de la GGT-rel (NIH3T3/GGT-rel).
Ainsi, une diminutiozi de la concentration du GSH (ajouté au milieu a la concentration de
0,2 mM), en fonction du temps, a été mise en évidence dans la lignée NIH3T3/GGT-rel,
tandis que dans la lignée NIH3T3 témoin la concentration en GSH reste, dans les mémes
conditions, sensiblement constante (Heisterkamp et al., 1991). Toutefois, le métabolisme du

GSH par la GGT-rel n’a pas été étudié€ en détail et aucune information n’existe actuellement
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au sujet des métabolites du GSH formés par la réaction enzymatique catalysée par la GGT-rel.
Par ailleurs, il a été démontré que la GGT-rel catalyse la conversion du leucotriéne C4, un

substrat physiologique de la GGT, en leucotriéne D4 (Heisterkamp et al., 1991).

Bien que la GGT-rel semble capable de cliver le résidu y-glutamyle, sa spécificité de
substrat est différente de celle de la GGT. Ainsi, la GGT-rel ne reconnait pas les substrats
synthétiques (contenant le résidu y-glutamyle lié 4 un noyau aromatique) couramment utilisés
pour la mesure de I’activité GGT, tels que le L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide et le y-
glutamyl-4-méthoxynaphtylamide. De ce fait, une éventuelle activité GGT-rel n’interfére
pratiquement pas dans le dosage de |'activité GGT reposant sur ’utilisation des substrats
évoqués ci-dessus. En revanche, Pacivicine, inhibiteur de la GGT, est également capable

d’inhiber la GGT-rel, bien que pour cette derniére I’ effet semble plus limité.

Une comparaison des caractéristiques de la GGT et la GGT-rel est résumée dans le

tableau IL.

Tableau II. Comparaison des caractéristiques de la GGT et de la GGT-rel.

Caractére GGT GGT-rel
Locahsatlczn des genes chromosome 22 chromosome 22
codants (génes distincts)
Protéine glycosylée + +
Masse moléculaire (grande et 57/23kD 53.5/26.8kD
petite sousunité glycosylées)
Spécificité de substrat :
GSH + +
Leucotriéne C4 + +
y-glutamyle-3-carboxy-4- + i
nifroanilide
v-glutamyle-4- + i
méthoxynaphtylamide
Inhibition par acivicine + +

Le r6le physiologique de la GGT-rel est trés mal connu; elle semble lide aux
différentes étapes de développement (Heisterkamp ef al., 1991), ou a la défense antitoxique
(Potdar er al., 1997). Par ailleurs, des activités GGT-rel ont été proposées pour rendre compte
d’une fonction protéolytique, en particulier en relation avec le métabolisme de I'IL-6 et IGF-1

(Laouar et al., 1993, Laouar et al., 1994).
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Enfin, aucune donnée de la littérature ne mentionne un effet éventuel pro-oxydant de

la GGT-rel, comme dans le cas de la GGT.

Une conclusion est tout de méme certaine : la GGT n’est pas la seule enzyme capable
de cliver le résidu y-glutamyle et, par conséquent, la GGT-rel doit étre prise en considération
pour toute étude du métabolisme du GSH, de ses conjugués et des dérives y-glutamyle en

général, ainsi que pour les conséquences biologiques qui en découlent.

6. La peroxydation lipidique

Ainsi que nous ’avons évoqué précédemment, le rdle pro-oxydant de la GGT a été

démontré principalement dans des modéles d’étude de la peroxydation lipidique.

La peroxydation lipidigue (LPO), généralement définie comme «la détérioration
oxydative des lipides polyinsaturés», est un processus complexe qui comprend 3 étapes :
initiation, propagation et terminaison (fig. 8). L’initiation du processus résulte d’une attaque
radicalaire par des ERO notamment HO®. Cependant, ceci peut étre également le fait d’autres
espéces présentant une réactivité suffisante pour arracher un atome d’hydrogéne a un groupe
-CH,- adjacent 4 une double liaison. Il se forme alors un radical centré sur ce carbone et qui se

stabilise par réarrangement spontané avec formation d’un radical diéne conjugué.

Dans le cas de 1’acide linoléique (1), pris ici comme exemple, deux atomes de carbone
sont susceptibles de subir cette abstraction d’hydrogéne. Il s’ensuit, dans chaque cas, la
formation d’un radical diéne conjugué qui peut adopter, soit une configuration cis-trans (2 et
3), soit trans-trans (4 et 5). En aérobiose, la fixation d’oxygéne conduit & un radical peroxyle
(LOO" (6), qui, & son tour, est capable d’arracher un atome d”hydrogéne 4 une autre molécule
d’acide linoléique. 1l se forme alors un hydroperoxyde (LOOH) (7) et un radical ~"CH- qui
assure ainsi la propagation du phénomeéne d’oxydation. Ce dernier peut étre interrompu par la
réaction du radical peroxyle avec le tocophérol, antioxydant majeur des membranes
cellulaires, ou par combinaison des deux radicaux conduisant a une espéce moins réactive (de

type LOOL, LOH).
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Figure 8. Schéma général de la peroxydation lipidique.
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Les hydroperoxydes lipidiques sont des produits primaires de la LPO présentant une
stabilit¢ réduite et qui sont convertis par des réactions de scission, de réarrangement et

d’oxydation en produits secondaires (8 4 14). (Halliwell and Gutteridge, 1989).

Les produits secondaires comprennent des composés aldéhydiques et des
hydrocarbures (alcanes, alcénes). Les composés carbonylés issus de la LPO incluent une
variété de produits : alcanals, 2-alcénals, 2,4-alcadiénals, alcatriénals, a-hydroxyaldéhydes,
4-hydroxyalcénals, malondialdéhyde (MDA), composés a-dicarbonyle, cétones saturées et
insaturées (Rice-Evans and Diplock, 1991). A 'opposé des hydroperoxydes lipidiques, les
aldéhydes ont une demi-vie plus longue et la capacité de diffuser et de transmettre a distance
les conséquences de I’événement oxydatif initial. Cela conduit 2 une amplification du
processus de la LPO par les aldéhydes, qui sont considerés de ce fait comme des « seconds

messagers toxiques » de la LPO (Esterbauer ef al., 1991, Comporti, 1998).

La peroxydation lipidique a ét¢ incriminée dans des pathologies variées telles que le
cancer, les maladies neurodégénératives, 1’athérosciérose, etc., (Martinez-Cayuela, 1995,
Chisolm and Steinberg, 2000). Les atteintes de ’intégrité et des fonctions des membranes
cellulaires ainsi que les modifications oxydatives des LDL seraient des facteurs de genése de

telles maladies. Cela justifie I'intérét du choix des marqueurs de la LPO.

Les principaux produits issus de la LPO utilisés comme marqueurs sont les aldéhydes,
les diénes conjugués, les hydrocarbures et les isoprostanes (De Zwart et al., 1999). Ces
derniers sont des isoeicosanoides (composés « prostaglandin-like») formés par la
peroxydation de I’acide arachidonique sous |’action des radicaux libres et non par les voies
enzymatiques de la cyclooxygénase ou de la lipoxygénase (Roberts et Morrow, 1997). Leur
dosage dans 'urine, de méme que le dosage des alcanes dans 1’air expiré sont des méthodes
non-invasives de mesure de la LPO in vivo. Le dosage des diénes conjugués par absorption
UV (230-235 nm) est adapté a la mise en évidence des modifications peroxydatives précoces
de lipides a I’état pur mais soumis & beaucoup d’interférences lorsqu’il s’agit des milieux
biologiques complexes (Meagher and Fitzgerald, 2000). Les marqueurs de la LPO les plus
souvent utilisés restent les produits secondaires aldéhydiques et parmi ceux-ci le MDA et le
4-hydroxynonénal (HNE). Le premier permet par un simple dosage colorimétrique
{(condensation avec [’acide thiobarbiturique) une appréciation du niveau de la LPO et de ce

fait a été extensivement utilisé (Esterbauer, 1996). L’HNE présente une réactivité biologique
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beaucoup plus €levée que le MDA et il est considéré actuellement comme étant un meilleur

indicateur de la LPO car il permet également 1’évaluation d’un processus toxique di a la LPO.

Depuis P’identification du HNE comme produit d’oxydation des lipides dans des
systémes biologiques soumis & un stress oxydant, de nombreuses études ont mis en évidence

les effets du HNE sur une variété de fonctions cellulaires :

- inhibition de la croissance cellulaire (Zarkovic et al., 1995, Haynes et al., 2000)

- induction de I’apoptose (Herbst ez al., 1999, Haynes et al., 2000)

- inhibition de la synthése des acides nucléiques (White and Rees, 1984, Hauptlorenz ef al.,
1985) et des protéines (Benedetti ef al., 1981, White and Rees, 1984)

- inhibition de la respiration mitochondriale (Humphries et Szweda, 1998)

- inhibition de plusieu:s. activités enzymatiques (Siems et al., 1996, Del Corso et al., 1998,
Buko ef al., 1999)

- effets cytotoxiques (Spitz et al., 1990, Fukuda ef al., 1996)

- effets génotoxiques (Eck! ef al., 1993)

- activité chémotactique envers les polymorphonucléaires (Rossi et al., 1994).

Selon les travaux, la concentration en HNE nécessaire pour I’induction de ces effets
biologiques varie de 1 4 500 uM. En dehors des effets principalement toxiques évoqués ci-
dessus, des études récentes montrent que pour des concentrations physiologiques (<0,1-1pM)
ou modérément élevées, le HNE exerce des effets modulateurs sur quelques fonctions
cellulaires telles. que la différenciation (Dianzani ef al, 1999, Rinaldi et al., 2000) et la
prolifération cellulaire (Zarkovic et al., 1993, Barrera et al., 2000), la transduction du signal
(Uchida et al., 1999, Leonarduzzi et al., 2000) et ’expression des génes. Il a ét€¢ montré que le
HNE induit 'expression des génes du TGFB! (transforming growth factor) (Leonarduzzi et
al., 1997), de la protéine du choc thermique hsp70 (Cajone et Crescente, 1992, Allevi et al.,
1995), de 1a y-globine (Fazio et al., 1992) et de la y-GCS (Liu et al., 1998a) dans différents
modeles ceilulaires. La signalisation par 'HNE impliquerait I'activation du facteur de
transcription AP-1 (Camandola et al., 1997) et la voie de la MAP kinase (Leonarduzzi et al.,
2000). L’ensemble de ces effets cellulaires suggére que I’HNE agirait non seulement comme
un médiateur toxique et mutagénique du stress oxydant, mais également comme un signal

biologique dans des conditions normales et pathologiques (Parola et al., 1999a).
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D’autres 4-hydroxyalcénals identifiés parmi les produits de la LPO (4-
hydroxyhéxenal, 4-hydroxyocténal, 4-hydroxyundécénal, 4,5-dihydroxydécénal, 4,5-
dihydroxydécénal) ainsi que différents aldéhydes o, B-insaturés (2-nonénal, 2,4-décadiénal, 4-
oxononénal) possédent aussi une réactivité biologique élevée, ainsi que le montrent des études
récentes (Parola et al., 1999b, Rossi and Dianzani, 2000, Lee et al., 2000, Carvalho et al.,
2000). L’HNE étant toutefois I’hydroxyaleénal majoritaire produit par ’oxydation dans
différents systémes biologiques, il est considéré souvent comme étant une molécule modeéle

du stress oxydant (Esterbauer et al., 1991, Comporti, 1998).

6.1. Le métabolisme du 4-hydroxynonénal

La grande réactivité du HNE est due & la présence de trois groupes fonctionnels : le

groupe aldéhyde, la double liaison éthylénique et le groupe hydroxyle :

OH
HgC/\/\/LA CHO

4-hydroxy-2,3-trans-nonénal (HNE)

HNE réagit facilement avec les composés possédant un groupe thiol (GSH, Cys,
coenzyme A), par une réaction d’addition de type Michael (Esterbauer et al., 1975a). Il forme
également des adduits avec les protéines, par réaction avec les groupes -SH des cystéines,
ainsi que par formation de bases de Schiff avec les groupes -NH; des acides aminés lysine et
histidine. La liaison thio-éther qui lie I’HNE ou d’autres hydroxyalcénals aux protéines
présente une stabilité élevée, méme en milieu acide et permet la réaction du groupe ~-CHO
avec la 2,4-dinitrophénylhydrazine (Esterbauer ef ai., 1991). Cependant, {’aldéhyde peut étre
déplacé de sa liaison a la protéine par un excés de thiol de petite masse moléculaire

(Schauenstein et al., 1971, Esterbauer ef al., 1991).

La formation des adduits HNE-protéines est 4 I’origine de I"inactivation de certaines
activités enzymatiques comme par exemple : les enzymes a cytochrome P450 (Bestervelt et
al., 1995, Buko et al., 1999), la cytochrome ¢ oxydase {(Chen et af., 1999), Paldose réductase
(Del Corso et al, 1998), 'a-cétoglutarate déshydrogénase et la pyruvate déshydrogénase
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(Humphries et Szweda, 1998). La formation des adduits HNE-protéines a été associée avec
quelques états pathologiques impliquant un stress oxydant comme 1’ischémie (Eaton et al.,
1999), les maladies neurodégénératives (Montine et al., 1997) et le cancer (Toyokuni et al.,
1994, Okamoto et al., 1994). Dans les LDL, les adduits HNE-protéines constituent un
marqueur de 1’athérosclérose (Uchida et al., 1994, Salomon et al., 2000). HNE forme aussi
des adduits avec ’ADN, en réagissant avec le groupe —NH; de la désoxyguanosine, ce qui

entraine des lésions de I’ ADN et des effets mutagénes (Chung et al., 2000).

Dans les cellules, HNE est rapidement métabolisé en composés moins réactifs, ce qui
constitue un mécanisme de défense qui protége les biomolécules contre les modifications
induites par la LPO. Au cours des derniéres années, plusieurs études ont été consacrées a
I’identification des métabolites du HNE et ceci dans différents modéles cellulaires (Grune et
al., 1991, Hartley et al., 1995, Siems et al., 1997, Srivastava et al., 2000), des fractions
subcellulaires (Esterbauer et al., 1985, Ullrich et al., 1994) ou des organes isolés perfusés
(Grune et al., 1997, Srivastava et al., 1998).

Trois voies majeures du métabolisme du HNE ont été ainsi identifiées (fig. 9) :
- oxydation en acide hydroxynonénoique (HNA), catalysée par [’aldéhyde
déshydrogénase,
- réduction en 1,4-dihydroxynonéne (DHN), catalysée par I’alcool déshydrogénase ou
[’aldose réductase,

- conjugaison avec le GSH formant 1’adduit GS-HNE, catalysée par la GST.

L’existence de ces systémes enzymatiques rend tres efficace le métabolisme du HNE.
C’est ainsi que 95% de HNE (100 pM) ajouté a une suspension d’hépatocytes ont été
métabolisés en 3 minutes et moins de 3% seulement du HNE consommé ont €té retrouvés
sous forme liée aux protéines (Siems et al., 1997). De ce fait, il a méme €té suggéré que le
dosage des métabolites du HNE serait un meilleur indicateur de la production de HNE que la
mesure de [’aldéhyde libre et des adduits HNE-protéines. En effet, ces deux demniéres
sous-estiment de maniére importante le niveau de la LPO, a cause du métabolisme efficace du

HNE (Srivastava et al., 1998, Alary et al., 1998b).
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Adduits HNE-protéines

Adduits HNE-ADN
NADH+H" NAD(P}' JH+H*
N\LACHon WCHO WCOOH
ALDH
DHN HNE NA
B-

, GSH : ! .

| GST oxydahy i \ixydatlon

| Acides %

4 dicarboxyliques COz+H;0

OH OH OH
/\/\A]/\CHZOH <« /\/\/K‘/\CHO —> /WCOOH

SG SG 8G
GS-DHN aldose GS-HNE GS-HNA

réductase

I i

GS-HNE GS-HNA

hémiacétal
l / factone

Acides mercapturiques

Figure 9 : Voies métaboliques du 4-hydroxynonénal (d’aprés Boon et al., 1999)

ADH, alcool déshydrogénase ; ALDH, aldéhyde déshydrogénase ; DHN, : dihydroxynoneéne ;
GST, glutathion S-transférase ; HNA, acide hydroxynonénoique ; HNE, 4-hydroxynonénal,
-8G, conjugué au GSH.

La conjugaison du HNE avec le GSH semble étre la voie majeure de défense
antioxydante contre ce produit de la LPO. Plusieurs GST, telles que la GST humaine A4-4
(Hubatsch et al., 1998) la GST 8-8 de rat (Stenberg et al., 1992) et particuliérement la GST
humaine atypique 5.8 (Singhal et al., 1994) montrent une affinité élevée vis-a-vis du HNE. Le
GS-HNE peut étre métabolisé ensuite par des voies oxydative et réductrice, formant les

conjugués GS-HNA et GS-DHN. 11 a été démontré que le conjugué GS-DHN, identifié dans
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différents modéles se forme par réduction du GS-HNE catalysée par 1’aldose réductase et non
par une réaction directe de conjugaison catalysée par la GST (Srivastava ef al., 1998, Laurent
et al., 1999). Les conjugués du HNE ou de ses métabolites au GSH sont exportés 3 ’extérieur
des cellules par le méme systéme de transport que pour les autres conjugués au GSH (Dygas
et al., 1998, Tjalkens et al.,, 1999). Ce processus, consommateur d’ATP, est assuré par des
glycoprotéines membranaires appartenant a la famille récemment découverte des protéines
MRP (multidrug-resistance protein) (Keppler, 1999). L’HNA peut subir & son tour d’autres
transformations métaboliques qui font intervenir les équipements enzymatiques de la j-

oxydation et de I’w-oxydation (Guérad et al., 1999).

L’analyse des métabolites du HNE dans 'urine a conduit a la mise en évidence des
mercapturates de HNE, DHN, HNA et HNA-lactone (Petras et al., 1995, Alary et al., 1995),
et plus récemment des acides dicarboxyliques (Alary et al, 1998a). Parmi les différents
acides mercapturiques (MA), le DHN-MA est le métabolite final majeur et a été retrouvé en
tant que composé physiologique dans I'urine chez le rat et chez 'homme (Alary et al,

1998b).

De fagon générale, il est connu que e métabolisme des conjugués du GSH par la voie
de 1’acide mercapturique implique, a la fois, le clivage du résidu y-glutamyle par la GGT,
I’hydrolyse par une dipeptidase (la CysGly-dipeptidase ou !’aminopeptidase M) et
’acétylation catalysée par une N-acétyltransférase (Curthoys et Hughey, 1979, Commandeur
et al., 1995). Les produits formés sont respectivement des conjugués a la CysGly, alaCyset 4

la N-acétylcystéine; ce dernier étant appelé couramment acide mercapturique (fig. 10).

Bien que la formation des acides mercapturiques représente généralement une voie de
détoxification, car elle conduit a I’élimination du produit initial sous une forme hydrosoluble
et souvent moins réactive, elle induit cependant, dans certains cas, une augmentation de la
toxicité du conjugué initial. Tel est le cas de plusieurs dérivés halogénés, hydroquinoniques
ou phénoliques comme le dichlorovinyle (Elfarra and Anders, 1984), le bromobenzéne
(Monks et al., 1985), 'hydroquinone (Peters ef al., 1997), la bromohydroquinone (Lau and
Monks, 1990), les polyphénols (Monks and Lau, 1998), le 17-B-estradiol et ses métabolites
catéchols (Butterworth et al., 1997). L’augmentation de la toxicité de ces composés conjugués

au GSH est induite au niveau rénal par 'initialisation de la voie de I’acide mercapturique par
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la GGT et est supprimée, dans la plupart des cas, par I’acivicine. Ce méme phénoméne a été
observé pour le conjugué au GSH de ’acroléine, un aldéhyde o, B-insaturé (Horvath et al.,
1992).

HOOCC
ﬁ O
GS-X HZN)\/\H, j/u\N/\COOH
Os— H
I
H,0 (aa) X
>l v-glutamyltranspeptidase
¥ -glu-(aa)
O
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H,O X
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Y7 HN_~cooH
Cys-X
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> ¢ N-acétyltransférase
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Acide HaCW/N COOH
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O g
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Figure 10 : Schéma général de la biosynthése des acides mercapturiques.

Bien que les acides mercapturiques du HNE ou de ses métabolites aient été identifiés
en tant que métabolites urinaires finaux, le métabolisme du GS-HNE par les enzymes de la
voie des acides mercapturiques, et en particulier par la GGT, n’a pas été étudié. Dans une
seule étude récente (Boon ef al., 1999) la GGT a été uniquement utilisée pour confirmer la

structure du conjugué GS-HNE formé par réaction spontanée ou catalysée par la GST.
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HYPOTHESES ET
OBJECTIFS



Le role majeur du GSH dans la défense antioxydante, aussi bien en tant que piégeur
direct d’especes réactives, que par sa fonction de cofacteur enzymatique, est bien connu. De
méme, la GGT est généralement considérée comme faisant partic des systémes de défense
antioxydante. En effet, de nombreuses études ont établi que 1’augmentation du GSH
intracellulaire suite & I’action de la GGT représente un mécanisme de protection des cellules

contre le stress oxydant.

Cependant, au cours des derniéres années, quelques études ont montré que le
métabolisme du GSH par la GGT en présence de fer peut induire un processus pro-oxydant,
qui a été mis en évidence par [e dommage oxydatif provoqué aux biomolécules. Il s’agit dans
la plupart des cas de conséquences sur la peroxydation lipidique, mais également sur la
mutagenése et la thiolation des protéines. Néanmoins, le réle pro-oxydant de la GGT a fait

’objet de relativement peu d’études et sa connaissance est encore trés imparfaite.

En plus de 1la GGT, une autre enzyme, la GGT-rel, est capable de cliver le GSH. Le
rble physiologique de cette enzyme est inconnu et une éventuelle fonction pro-oxydante de la

GGT-rel n’a jamais été mise en évidence.

Lors de la peroxydation lipidique, en plus du MDA, le marqueur le plus souvent
utilisé, il se forme d’autres produits réactifs, en particulier le HNE. Ce dernier est détoxifié
par plusieures voies métaboliques, dont celle de la conjugaison au GSH semble avoir une
fonction antioxydante majeure. La GGT métabolise généralement les conjugués du GSH,
étant la premiére enzyme a intervenir dans la voie de synthése des acides mercapturiques. Le
HNE-acide mercapturique a ¢té identifié en tant que métabolite final du GS-HNE, mais le
métabolisme du GS-HNE par la GGT et les propriétés des métabolites résultants n’ont jamais

été étudiés.

Le but général de notre travail est de mieux comprendre 1'implication de la GGT dans
le stress oxydant et de vérifier si la GGT-rel posséde également un effet pro-oxydant. Nous
nous basons sur Phypothése que la GGT et éventuellement la GGT-rel jouent un rdle

pro-oxydant au cours du métabolisme du glutathion en présence de fer et que cela peut
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conduire a un état de stress oxydant et donc par conséquent a des effets sur les constituants et

les fonctions cellulaires.

Nous nous sommes donc proposé comme objectifs principaux :

d’étudier la relation entre le métabolisme du GSH par la GGT ainsi que par la

GGT-rel et Ia production d’espéces réactives de Poxygéne ;

d’identifier les produits issus de la peroxydation lipidique induite par le systéme

GGT(GGT-rel)/GSH/Fe’" ;

d’étudier le réle potentiel de la GGT et de la GGT-rel dans le métabolisme de
Padduit glutathion-4-hydroxynonénal et ses conséquences éventuelles au niveau

cellulaire.

Un probléme majeur lors des études du stress oxydant in vitro est le choix d’un
modéle approprié, ainsi que des paramétres a4 mesurer et des méthodes de dosage
correspondantes. Nofre travail est basé principalement sur 'utilisation de modéles
cellulaires différant seulement par la présence ou non de I’expression de la GGT ou de la
GGT-rel. L’emploi de ces couples de cellules GGT ou GGT-rel positives ou négatives,
permet en effet d’apprécier la contribution directe de la GGT ou de la GGT-rel aux

variations des paramétres du stress oxydant mesurés.

La premiére partie de ce travail vise 1’étude du métabolisme du GSH par la GGT et
la GGT-rel, plus précisément la formation de CysGly, suivie en CLHP. La production
d’ERO qui en découle en présence de fer et la dépendance de celle-ci vis-a-vis de
Pactivité GGT (GGT-rel) devrait étre démontrée par un dosage global des espéces

réactives en spectrofluonmétrie.

La deuxiéme partie de notre étude se propose d’analyser dans un modéle in vitro, a
I’aide des techniques de spectrométrie de masse, les produits aldéhydiques formés lors de
la peroxydation des acides gras polyinsaturés sous [’action du systéme oxydant
GGT/GSH/Fe®". En effet, mis & part le MDA, aucun autre produit n°a été identifié dans les

oxydations auxquelles participe la GGT. Le but est de mieux comprendre |’implication de
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la GGT (et éventuellement de la GGT-rel) dans la peroxydation lipidique, décrite dans la
littérature et, selon la nature des composés formés, d’envisager I’étude des effets toxiques

éventuels au niveau cellulaire.

Enfin, la troisiéme partie de notre travail est consacrée a I’étude du rdle que la GGT
et la GGT-rel peuvent jouer dans le métabolisme du conjugué glutathion-4-
hydroxynonénal, dans la voie de I’acide mercapturique. La CLHP et la spectrométrie de
masse sont envisagées comme oufils d’analyse des produits de cette réaction enzymatique
en utilisant comme substrat le conjugué GS-HNE synthétisé chimiquement. De plus, la
voie de la biosynthése de I’acide mercapturique pouvant conduire, dans certains cas, & une
augmentation de la toxicité, nous nous proposons d’étudier les conséquences éventuelles
de ce métabolisme par la GGT et la GGT-rel sur la cytotoxicité dans les modeles

cellulaires évoqués ci-dessus.

Les résultats répondant a chaque objectif fixé font partie de trois chapitres. Ces
derniers comprennent a chaque fois les publications issues de ce travail qui rassemblent
une partie importante de nos résultats ainsi que la discussion de ceux-ci. Cependant, un
certain nombre de résultats complémentaires, non-publiés, ou qui ont servi aux mises au

point des techniques sont présentés également dans les chapitres correspondants.
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RESULTATS ET
DISCUSSION

CHAPITRE I



Production d’espéces réactives de I’oxygéne au cours du métabolisme du
glutathion par la GGT et la GGT-rel

Le role pro-oxydant de la GGT au cours du catabolisme du GSH en présence de fer ou
de cuivre a été suggéré par plusieurs études montrant un lien entre ce processus métabolique
et les conséquences sur le dommage oxydatif des biomolécules dans différents modéles. Bien
que le mécanisme exact de formation et I’identité des espéces réactives responsabies de cet
effet ne soient pas connus avec précision, un travail récent réalisé au laboratoire soutient
Phypothése de la production d’ERO liée a ’activité de la GGT (Drozdz et al., 1998). Les
auteurs ont montré que le métabolisme du GSH par la GGT en présence de transferrine en tant
que source de fer génére des ERO, dont la mesure repose sur la chimiluminescence du
luminol. Dans ces conditions, la production d’ERO a été corrélée 4 la formation de CysGly a

partir du GSH en présence de GGT purifiée ou de cellules exprimant la GGT.

Si ’effet pro-oxydant de la GGT a été décrit dans plusieurs études, aucune donnée de la
littérature ne suggére un effet similaire dans le cas de la GGT-rel. Cette enzyme, distincte de
la GGT est également capable de catalyser le clivage du GSH (Heisterkamp ef al., 1991). A
partir de cette analogie, nous avons supposé que la GGT-rel pourrait aussi avoir un effet pro-

oxydant lors du métabolisme du GSH en présence de fer.

Nous nous sommes proposé d’étudier d’une part la relation entre le métabolisme du
GSH par la GGT et la production d’ERO dans un modéle cellulaire permettant de mettre en
évidence de fagon directe le réle de la GGT. D’autre part, nous avons tenu & vérifier si un

effet pro-oxydant similaire 4 la GGT peut &tre mis en évidence dans le cas de la GGT-rel.

1.1. Métabolisme du glutathion et production d’espéces réactives de I’oxygéne par

la GGT

Pour répondre au premier objectif cité ci-dessus, nous nous sommes proposé
d’approfondir 1’étude du role pro-oxydant de la GGT dans un modele cellulaire afin de mieux
connaitre les conditions optimales de production d’ERO et d’améliorer sa quantification. Pour

ce faire, deux lignées cellulaires issues de fibroblates de Hamster Chinois (V79) et
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précédemment établies au laboratoire : V79GGT (cellules V79 transfectées par I’ADNc
codant la GGT humaine) et V79Cl (cellules V79 transfectées uniquement par le vecteur) ont
été choisies comme modele (Visvikis et al., 1991). Le couple des cellules V79GGT/V79Cl
semble étre un modéle parfaitement adapté a cette étude, car la seule différence notable entre

les activités des enzymes li€es au métabolisme du GSH porte sur la GGT (Parmentier, 1998).

Le métabolisme du GSH par la GGT dans le modéle cellulaire choisi a été déja étudié
au laboratoire (Parmentier, 1998). Au cours de I’incubation des cellules V79GGT en présence
de GSH a la concentration de 2,5 mM nous avons également observé un métabolisme
extracellulaire rapide du GSH accompagné d’une formation équivalente de CysGly (fig. 11)
(Accaoui ef al., 2000). La concentration de ce dermier métabolite augmente également a
Pintérieur des cellules (5,1 £ 0,5 nmoles/mg protéines) contrairement aux cellules cultivées en
I’absence de GSH surajouté, chez lesquelies la CysGly n’est pas détectée (Parmentier, 1998).
Enfin, dans les mémes conditions d’incubation (2,5 mM GSH), la CysGly n’est pas détectée

ni dans le milieu &’ incubation ni dans les cellules V79CL
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Figure 11 : Métabolisme extracellulaire du GSH et formation de CysGly par les cellules
V79GGT et VT9CL

Métabolisme du GSH dans les cellules V79GGT (A) et V79CI (A) ; formation de CysGly dans les
cellules V79GGT (M) et V79CI (). Les cellules ont été incubées en présence de 2,5 mM GSH et 25
mM glygly. * p<0,05 par rapport au temps 0.
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Puisque la production d’ERO est liée 4 la formation de CysGly a partir du GSH, nous
avons tenu a déterminer [’activité de la GGT vis-&-vis du GSH. L’activité exprimée en nmoles
de CysGly formée/mg protéines/min permet en effet une comparaison plus juste entre les
niveaux des activités de type GGT présentes dans les lignées cellulaires exprimant soit la
GGT, soit la GGT-rel. En présence de 2,5 mM GSH et de 25 mM glygly (glycylglycine,
substrat accepteur), les cellules V79GGT possédent une activité de 243 £ 3,90 mU (1 mU =1
nmole CysGly/mg protéines/min). Cette méthode d’estimation s’est imposée également par le
fait que la GGT-rel ne reconnait pas les substrats synthétiques (tels que la y-glutamyl-3-

carboxy-4-nitroanilide) couramment utilisés pour la mesure de I’activité de la GGT.

Les méthodes de mesure des ERO reposent essentiellement sur la résonance

paramagnétique électronique (RPE), la chimiluminescence et la fluorescence. La RPE n’étant
pas disponible et la chimiluminescence étant limitée 4 des incubations de courte durée, nous
avons opté pour une méthode basée sur une mesure de fluorescence. L’utilisation d’une sonde
qui devient fluorescente suite 4 I'interaction avec les ERO semble la méthode la mieux
adaptée. En effet, I’accumulation de la sonde oxydée est directement liée a la production
d’ERO initiée par la CysGly formée sous I'influence de la GGT au dépens du GSH et permet
une mesure cinétique pendant une assez longue période d’incubation. L’identité des espéces
réactives produites au cours du métabolisme du GSH par la GGT n’étant pas connue et afin de
piéger toutes les ERO produites conformément au mécanisme propose (voir introduction, fig.
6 et 7) notre choix s’est porté sur la dihydrorhodamine 123 (DHR-123). Cette sonde est
capable de former de la rhodamine 123 (Rh-123) fluorescente par réaction avec différentes
ERO: HO®, O;" H;0, en présence de peroxydases (Royall and Ischiropoulos, 1993 ;

Parmentier et al., 1999) :

H,N o NH, H,N ol NH,+
ERO
e —————— e .

("OH, 0,*,
] COOCH:3 Hzoz + peroxydases) COOCHs
dihydrorhodamine 123 rhodamine 123
(DHR-123) {Rh-123)

t
(non fluorescent) (fluorescent)
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Le choix des conditions d’incubation des cellules V79GGT et V79CI pour la mesure des

ERO a été fait 4 partir des données de la littérature (voir introduction, tableau I). En fait, les
conditions sont trés variées suivant les auteurs, aussi bien en ce qui conceme la source
d’enzyme que la composition du milieu d’incubation. Ainsi, les concentrations en GSH
s'échelonnent de 100 uM & 2,5 mM et celles du Fe’* de 0 4 150 uM. Le fer est utilisé sous
forme de complexe, le plus souvent avec de PEDTA (rapport des concentrations Fe*" : EDTA
1:1,1) ou de I’ADP (rapport des concentrations Fe* : ADP 1 : 10), mais la transferrine peut
étre également utilisée en tant que source physiologique de fer (Stark et al., 1994). Enfin, un
substrat accepteur pour stimuler la réaction de transpeptidation (glygly) est ajouté

systématiquement, dans un rapport constant de 10 fois la concentration en GSH.

1.1.1. Résultats

Afin de créer les conditions optimales pour une production élevée d’ERO, nous avons
d’abord incubé les cellules exprimant ou non la GGT en présence de concentrations
relativement élevées en GSH et Fe**. Dans la suite du travail, les conditions ont été toutefois
modifiées, afin de mieux discerner la contribution de chaque facteur dans ce processus.
L’incubation des cellules V79GGT et V79Cl dans les conditions suivantes : GSH 2,5 mM,
glygly 25 mM, Fe’*-EDTA 150 :165 uM dans un milieu simple (PBS pH 7,4) et en présence
de 25 pM de DHR-123. Dans ces conditions, {a production d’ERO {mesurée sous forme de
Rh-123 oxydée) dans le milieu d’incubation des cellules V79GGT est linéaire en fonction du
temps. 11 en est de méme pour les cellules V79CI, mais 4 un niveau considérablement plus

faible (fig.12).

La reproduction de ces expériences dans le milieu de culture RPMI (exempt de serum
foetal de veau), s’est montrée décevante. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre
les lignées V79GGT et V79Cl, bien que la production d’ERO soit, dans ces conditions,
beaucoup plus élevée que lors des incubations dans du PBS. Ceci résulte vraisemblablement
d’une interférence du milieu RPMI dans le processus d’oxydation de la sonde (tableau III)
qu’il est difficile de maitriser et qui de plus, par son niveau élevé, peut masquer 1’oxydation

due a 1a GGT.
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Figure 12 : Cinétique de la production d’ERQ par les cellules V79GGT et V79CI en

présence de GSH/Fe**-EDTA

Les cellules ont été incubées en présence de 2,5 mM GSH, 25 mM glygly, 150:165 pM Fe’*-EDTA et 25 pM
DHR 123 dans du PBS. Significativité statistique des différences V79GGT/V79Cl: p < 0.0l  pour tous les
temps examinés.

Tableau I1I : Influence de la nature du milieu sur la production d’ERO par les cellules
V79GGT et V79CL

nmoles Rh-123/million
cellules
Milieun V719GGT V79C1
PBS 57+0,6 0,5+ 0,01
RPMI 21,9+£0,9 19,3+ 1,1

Les cellules ont ét¢ incubées dans du PBS ou dans du milieu de culture RPMI exempt de serum feetal de veau en
présence de 2,5 mM GSH, 25 mM glygly, 150 :165 uM Fe’*-EDTA, 25 uM DHR. Temps d’incubation : 60
min .

En effet, I'mcubation du milieu RPMI contenant 25 uM DHR-123 en présence de
GSH/Fe*"-EDTA (conditions expérimentales identiques & celles décrites ci-dessus) mais en
’absence de cellules, conduit a une oxydation importante de la sonde (16,6 £ 0,2 nmoles de
Rh-123) (tableau IV) par rapport aux valeurs obtenues en présence de cellules V79GGT ou
V79Cl (tableau HI). Ces conditions ne permettent donc pas de quantifier I’oxydation induite
par la GGT. En revanche, le remplacement de 'EDTA par de 'ADP comme agent
complexant du fer, conduit a une trés forte diminution de ’oxydation de la sonde (tableau

V).
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Tablean IV : Influence de I’agent chélateur du Fe** sur la mesure d’ERO dans le milieu
de culture.

Couple fer-ligand nmoles Rh-123/essai
Fe’*-EDTA 150 :165 uM 16,6 0,2
Fe’"™-ADP 100 :1000 uM 1,4+ 0,01

_ 0,5 + 0,01

Milieu : RPMI surchargé par 2,5 mM GSH, 150: 165 uM Fe*-EDTA ou 0,1: 1 mM Fe’*-ADP, 25 uM
DHR-123 ; temps d’incubation : 60 min.

L’importance des chélateurs du fer dans la formation des espéces réactives par
différents systémes, ainsi que dans I'induction de dommages oxydatifs & des biomolécules, a
¢té signalée par plusieurs auteurs (Burkitt and Gilbert, 1991 ; Puntarulo and Cederbaum,
1988). 11 est connu par exemple que le Fe’* complexé par I’ADP posséde une capacité
moindre que le Fe’*-EDTA dans la catalyse de la réaction Haber-Weiss (Sutton, 1985). Dans
notre systéme, ['utilisation de I’ADP comme agent complexant du fer diminue les
interférences du milien RPMI dans le processus d’oxydation et permet de détecter la
production d’ERO dépendante de 1la GGT. La cinétique de production d’ERO dans les deux
lignées cellulaires, mesurée dans le milieu RPMI en présence de Fe’*-ADP, devient ainsi

comparable 4 celle mesurée dans le milieu PBS en présence de Fe’*-EDTA (fig. 13).
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Figure 13 : Cinétique de la production d’ERO par les cellules V7I9GGT et V79CI en
présence de GSH/Fe’*-ADP.

Les cellules ont été incubées en présence de 2,5 mM GSH, 25 mM glygly, 10 :100 uM Fe**-ADP et 25 uM
DHR-123. Milieu d’incubation : RPMI exempt de serum feetal de veau. Significativité statistique des différences
entre V79GGT et V79CL : N.S. pour le temps 5 min, p< 0,05 pour les temps 15, 30 et 45 min, p< 0,001 pour le
temps 60 min.
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Bien que le fer soit un catalyseur nécessaire dans le processus d’auto-oxydation des
thiols générant des ERO (Saez et al., 1982), sa concentration ne semble pas jouer un rdle trés
spécifique, car des concentrations élevées en Fe’* augmentent 1’auto-oxydation non seulement
de la CysGly, mais également du GSH, son précurseur. Ainsi, l’augmentation de la
concentration du Fe’* de 10 pM 2 100 uM (Fe** 1ié a ’ADP, rapport constant 1: 10),
augmente le niveau de I’oxydation de la DHR-123 par un facteur d’environ 4 aussi bien dans
les cellules V79GGT que V79CL 11 faut cependant remarquer que ceci ne modifie
pratiquement pas le rapport de production de Rh-123 entre les deux lignées cellulaires
(fig. 14). 1l en est de méme pour le fer sous forme de transferrine, 1’augmentation de sa
concentration de 80 pM a 150 puM n’entraine pas d’augmentation spécifique du niveau

d’oxydation de la DHR-123 (résultats non-illustrés).
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Figure 14 : Production des ERO par les cellules V79GGT et V79Cl en fonction de la

concentration en Fe**. -

Les cellules ont été incubées en présence de 1 mM GSH, Fe**-ADP 10 : 100 uM ou 100 : 1000 uM et 25 pM
DHR-123 dans du milieu RPMI exempt de serum de veau foetal. Les rapports entre la production &’ERC
VI9GGT/V79CL : 2,55 pour 10 uM  Fe®*; 2,66 pour Fe™* 100 uM. Significativité statistique des différences entre
les déux lignées : N.S en I'absence de Fe™*, p<0,001 pour les concentration de 10 et 100 pM.

Quant au GSH, sa concentration représente un facteur important pour la production
d’ERO liée 4 la GGT, comme lillustre la figure 15 A. De plus, Paugmentation de sa
concentration de 1 a 2,5 mM permet de détecter une différence significative entre les deux
lignées cellulaires, méme en absence de toute source de Fe* ajoutée au milieu de culture
(fig. 15 B). Ceci est en accord avec les données rapportées par Dominici er al. (1999)
montrant que les traces de fer toujours présentes dans les milieux de culture sont suffisantes

pour déclancher le processus d’oxydation dépendant de la GGT.
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Figure 15: Production d’ERO par les cellules V79GGT et V79Cl en fonction de la

concentration en GSH.
Les cellules ont été incubées dans du milieu RPMI exempt de serum de veau feetal en présence de 0,5 4 2 mM
GSH et 10 :100 pM Fe®*-ADP (A) ou en P"absence de toute source de fer (B) (25 uM DHR-123).

Sachant que la DHR-123 convient aussi bien pour la quantification des ERO
intracellulaires qu’extracellulaires (Ischiropoulos et al., 1999), nous avons mesuré les ERO
intracellulaires produites lors du méme processus métabolique. Nos résultats montrent que la
concentration de Rh-123 a intérieur des cellules V79GGT incubées pendant 60 min en
présence de 2,5mM GSH, 25 mM glygly et 25 pM DHR-123 (0,035 +0,002 nmole
Rh-123/million cellules) est plus élevée que dans les cellules V79CI (0,016 £ 0,001 nmole
Rh-123/million cellules). Cependant, le fait que la concentration extracellulaire des ERO soit
beaucoup plus importante que celle détectée a l'intérieur des cellules rend difficile
I’interprétation de ces résultats. En effet, on ne peut pas écarter ’hypothése d’une pénétration
a lintérieur des cellules de Rh-123, molécule lipophile, mais provenant de !’oxydation
extracellulaire de DHR-123. Ce probléme ne peut pas étre exclu méme lorsque les cellules
sont préalablement incubées pendant 60 min en présence de DHR-123 avant [’addition du
systéme d’oxydation. Toutefois, les valeurs absolues du produit d’oxydation étant beaucoup
plus importantes dans le milieu extracellulaire qu’intracellulaire, cec1 nous a amenée &
conclure que le processus d’oxydation dépendant de la GGT est essentiellement
extracellulaire et nous avons retenu sa mesure comme technique de routine pour I’évaluation
des ERO dans ce modéle cellulaire. Sans jamais exclure la possibilité d’une production

intracellulaire des ERQO suite & Paction de la GGT, cette conclusion est d’ailleurs en accord
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avec la localisation membranaire de la GGT dont le site actif est orienté vers I’extérieur de la
cellule, ainsi qu’avec 1’accumulation de CysGly plus importante a |’extérieur qu’a I’intérieur

de la cellule comme cela a été déja rapporté (Parmentier 1998, Drozd et al., 1998).

Il faut noter qu’une mesure globale de la production d’ERO extra et intracellulaires peut
étre également réalisée a partir des cellules récoltées dans leur milieu puis centrifugées. Aprés
la remise en suspension des culots cellulaires dans du PBS et addition du systéme d’oxydation
(2,5 mM GSH, 25 mM glygly, 150: 165 pM Fe**-EDTA) et de 250 uM DHR-123, nous
avons mesuré la production de Rh-123 en fonction du temps. Dans ce cas, 1’utilisation du PBS
élimine le probléme de 1’agent complexant du fer signalé précédemment. Les résultats
(fig. 16) font ressortir que dans ces conditions la production d’ERO est beaucoup plus élevée

que dans les cellules en culture. Aucune explication de ce phénoméne n’est actuellement

satisfaisante.
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Figure 16 : Cinétique de la production d’ERO par les cellules V79GGT et V79CI (culots

cellulaires).
Les culots cellulaires contenant 10° cellules/m! ont &té incubés en présence de 2,5 mM GSH, 25 mM glygly,
150 :165 pM Fe*"-EDTA et 250 uM DHR-123,

11 ressort de nos expérimentations que les conditions utilisées pour la mise en évidence
de la production d’ERO par le systtme GGT/GSH/Fe®* sont des facteurs importants pour
I’intensit¢ de ce processus ainsi que pour sa quantification. On note en particulier

I’importance du choix de I’agent complexant du Fe** suivant la nature du milieu d’incubation
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ainsi que de la concentration en GSH. Cependant, quelles que soient les conditions utilisées,
nos résultats confirment pleitnement ’hypothése du rble pro-oxydant de la GGT lié au

métabolisme du GSH.

I1 est important de préciser que la production d’ERQO dépendante de la GGT est basée
sur la formation de CysGly (métabolite responsable, par la suite, de Pinitialisation d’un
processus conduisant aux espéces réactives) et non sur une action pro-oxydante directe de
I’enzyme. En effet, la mesure des ERO produites lors d’incubation de 3 thiols (GSH, CysGly
et Cys) en présence de Fe’* montre que les métabolites du GSH, a savoir la Cys et la CysGly

sont beaucoup plus réactifs que le GSH lui-méme (fig. 17).
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Figure 17 : Production d’ERO par le systéme thiol/Fe**,
~ Conditions d’incubation : 400 uM thiol (GSH, CysGly, Cys), 150: 165 pM Fe'-EDTA, 250 uM
DHR-123 dans du PBS'pH 7,4. Une valeur représentative sur 3 est montrée.

L’étude de la production d’ERO dans différentes conditions nous a permis de choisir
par la suite les concentrations des composants du systéme d’oxydation en fonction de
’application biologique visée. En effet, il est connu que la teneur en ERO est un facteur
décisif pour les conséquences au niveau cellulaire : modulation des différentes fonctions par
un processus de signalisation redox (concentrations réduites en ERO) ou dommage oxydatif
des biomolécules (concentrations en ERO élévées) (Remacle ef al.,, 1995, Sen, 1998. Nous
avons retenu les concentrations suivantes : GSH 0,5 - 2,5 mM ( £ Fe’™-ADP 10 :100 uM),
conditions d’oxydation “douces”, adéquates pour des études sur [’activation des facteurs de

transcription ; GSH 2,5 mM + Fe'"150 uM complexé par EDTA (165 uM) ou ADP (1,5 mM),
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conduisant 4 des processus d’oxydation plus intenses, pour 1’étude des conséquences sur la

peroxydation lipidique.

Enfin, aprés avoir démontré le lien entre le catabolisme du GSH dans le milieu
extracellulaire des cellules V79GGT et la production d’ERO qui en résulte, il a été possible
d’établir les conditions appropriées a la réalisation d’une étude portant sur I’influence du
catabolisme du GSH par la GGT sur Pactivation du facteur de transcription NF-kB.
Une partie des résultats que nous venons d’évoquer représente notre contribution a ce travail ;

le texte intégral est présenté en annexe n°t du manuscrit :

M.-J. Accaoui, M. Enoiu , M. Mergny, C. Masson, S. Dominici, M. Wellman and A. Visvikis.
Gamma-glutamyltranspeptidase-dependent glutathione catabolism results in activation of
NF-kB

Biochem. Biophys. Res. Commun., 2000, 276, 1062-1067.

1.2. Métabolisme du glutathion et production d’espéces réactives de ’oxygéne par

la GGT-rel

Afin de vérifier I’hypothése d’un réle pro-oxydant possible de la GGT-rel, nous avons
suivi les mémes démarches expérimentales que précédemment en ce qui concerne le
métabolisme du GSH et la production des ERO.

Le modele d’étude utilisé consiste dans un couple de cellules fibroblastiques exprimant
ou non la GGT-rel : NIH3T3/GGT-rel, lignée cellulaire NIH3T3 transfectée par I’ADNc de la
GGT-rel et la lignée NIH3T3 transfectée « a blanc » (plasmide sans insert).

Nous avons tout d’abord étudié le métabolisme du GSH par la GGT-rel car, si des
études précédentes ont montré la transformation du leucotri¢ne C4 en leucotri¢éne D4 et la
consommation du GSH sous la dépendance de la GGT-rel (Heisterkamp et af., 1991), la
formation de CysGly en tant que métabolite du GSH n’a jamais été¢ démontrée. Nous avons
mis en évidence par une technique de dosage des thiols en CLHP, que le métabolisme du
GSH par la GGT-rel conduit & la formation de CysGly dépendante du temps d’incubation

uniquement dans les cellules NIH3T3/GGT-rel. Cette constatation nous a permis ensuite
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d’avancer '’hypothese d’une production d’ERO via le méme mécanisme que celui proposé

pour la GGT.

L’¢valuation de la production d’ERO dépendante de la GGT-rel a été faite selon le
protocole que nous avons établi précédemment lors des études sur le modéle cellulaire
V79GGT/VT79CL Dans ces conditions, nous avons égalemerit observé une production
d’ERO beaucoup plus élevée dans les cellules NIH3T3/GGT-rel que dans les cellules
NIH3T3 dépourvues de toute activité GGT (et GGT-rel), aussi bien avec des cellules en
culture que des culots cellulaires. De plus, en utilisant une méthode spécifique de mesure du
radical HO® par le dosage CLHP des métabolites hydroxylés de I'acide salicylique, nous
avons mis en évidence que le radical HO®, espéce hautement réactive, est produit au cours du
métabolisme du GSH par la GGT-rel (fig 18). La formation du radical HO® a été d’ailleurs
signalée parmi les espéces réactives générées au cours de 1’auto-oxydation des thiols (Nappi
et al., 1997), mais jamais démontrée de maniére directe dans les oxydations induites par les
enzymes GGT ou GGT-rel. La formation de HO" pourrait expliquer non seulement les
conséquences que I’on connait sur la peroxydation des lipides, mais également 1’inefficacité
des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, peroxydase) dans I’inhibition de
la peroxydation lipidique « GSH/GGT-dépendante » constatée par plusieurs auteurs (Stark et
al., 1993 ; Glass and Stark, 1997).
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Figure 18: Cinétique de la production de HO® par les cellules NTH3T3/GGT-rel et
NIH3T3.

Les suspensions cellulaires contenant 10° celiules/ml ont été incubées en présence de 2,5 mM GSH, 25 mM
glygly, 150:165 uM Fe’*-EDTA et 250 pM DHR-123. Significativité statistique des différences entre
NIH3T3/GGT-rel et NIH3T3 : p<0,05 pour les temps 15 4 60 min, p<0,01 pour les temps 90 & 180 min.
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De maniére similaire au mécanisme décrit pour la GGT, qui implique la réduction du
Fe® pour Dinitiation de 1’oxydation des lipides (Paolicchi et al., 1999), nous avons démontré
4 Paide du modeéle cellulaire NIH3T3GGT-rel/NIH3T3, qu’un processus de réduction du
Fe®* (mesurée par la réaction spécifique du Fe?* avec la bathophénanthroline) est également
associé au stress oxydant induit par la GGT-rel. En outre, 1’évaluation de la peroxydation
lipidique par la mesure CLHP du MDA libéré dans le milieu extracellulaire des cellules
incubées en présence de GSH/Fe™ (2,5 mM GSH, 25 mM glygly et 150: 165 uM
Fe’*-EDTA) a montré que le processus pro-oxydant initié par la GGT-rel peut induire un

dommage oxydatif au niveau des lipides membranaires.

Les résultats que nous venons de résumer, ainsi que la discussion de ceux-ci sont
présentés en détail dans notre publication n°® 1, dont le texte est joint ci-aprés. Dans
I’ensemble, nos résultats confirment ’hypothése de départ concernant une implication
possible de Ia GGT-rel dans les phénoménes liés au stress oxydant, de facon similaire a

la GGT.

M. Enoiu, H. Aberkane, J.-F. Salazar, P. Leroy, J. Groffen, G. Siest and M. Wellman.
Evidence for the pro-oxidant effect of y-glutamyltranspeptidase-related enzyme
Free Radic. Biol. Med., 2000, 29, 825-833.
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Abstract—TIt has been previously reported that the metabolism of reduced glutathione (GSH) by y-glutamyiranspep-
tidase {GGT) in the presence of chelated metals leads to free radical generation and lipid peroxidation (LPQ). The
present study demonstrates for the first time that an established cell line expressing GGT-rel, a2 human GGT-related
enzyme, metabolizes extracellular GSH to cysteinylglycine (CysGly) in a time-dependent manner when cells were
incubated in a medium containing 2.5 mM GSH and 25 mM glycylglycine. Supplementation with 150-165 uM
Fe?"-EDTA resulted in a reactive oxygen species (ROS) generation process. The resulting data showed a significantly
higher level (7.6-fold) of ROS production in the GGT-rel positive cells in comparison with the GGT-rel negative control
cells. CysGly and Cys, but not GSH, were responsible for the observed ROS production, as we confirmed by measuring
the same process in the presence of Fe? *-EDTA and different thiols. A higher iron reduction and an increased LPO level
determined by malondialdehyde HPLC measurement were also found in GGT-rel-overexpressing cells compared to
GGT-rel negative cells. Our data clearly indicate that in the presence of iron, not only GGT, but also GGT-ret has a
pro-oxidant function by generation of a reactive metabolite (CysGly) and must be taken into account as a potential
physiopathological oxidation system. © 2000 Elsevier Science Inc.

Keywords—Gamma-glutamyltransferase-related enzyme, Glutathione, Cysteinylglycine, Free radicals, Lipid peroxi-

dation

INTRODUCTION

Reduced glutathione (GSH), the major intraceltular non-
protein thiol is mainly known as an important protector
‘against free radical damages by providing reducing
equivalents for several key antioxidant enzymes and also
by scavenging hydroxyl radicals and singlet oxygen. The
plasma membrane—bound enzyme y-glutamyl transpep-
tdase [GGT (5-glutamyl)-peptide: aminoacid 3-glu-
tamyliransferase E.C. 2.3.2.2] initiates the breakdown of
GSH by removing the y-glutamyl moiety and therefore
providing amino acid precursors for the intracelluiar de
novo synthesis of GSH. However, recent studies have
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shown that in the presence of chelated transition metals
(iron or copper), pro-oxidant species can originate during
the GGT-mediated metabolism of GSH [1-4]. This pro-
cess was explained by the autoxidation of the GGT-
generated metabolite of GSH, cysteinylgiycine (Cys-
Gly), which is able to form thiyl and oxygen radicals by
reacting with Fe>* and O, [1,3].

In the last few years, it has been reported that the
GGT/GSH/Fe** (Cu®*) oxidant system is able to induce
lipid peroxidation (LPQ) on different targets, e.g., poly-
unsaturated fatty acids [1,5], human LDL [6], hepato-
cytes [7], liver microsomes [8,9], HepG2 hepatoma cells
[9], and also oxidative mutagenesis on DNA [2,10].
Recent biochemical and histological findings suggest
that the GGT-dependent oxidation of LDL may represent
a potential mechanism in atherosclerosis and that the
persistent increase of serum GGT is a possible risk of
reinfarction in patients with ischemic heart disease [6]. In
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situ colecalization of GGT and LPO showed an evident
association between GGT activity and oxidative damage
in preneoplastic lesions from carcinogen-treated rats (7).
High levels of GGT expression were also reported in
several human and mammalian cancers (fiver, colon,
ovary, prostate) suggesting that GGT is a marker of
mmor progression, which could be mediated also by the
oxidative damage linked to GGT activity {11].

On the other hand, it was shown that GGT-mediated
metabolism of GSH leads to production of low levels of
H,0,, which is essential to prevent apoptosis and main-
tain cell proliferaton in U937 cells [4]. Furthermore,
GGT-generated H,0, and reactive thiol metabolites of
GSH are involved in redox modulation of cell surface
protein thiols by sulthydryl oxidation and protein S-
thiolation reactions, with possible consequences on cell
resistance to pro-oxidant drugs and radiation therapy, as
recently demonstrated by Dominici et al. [12].

In addition to GGT, another human GGT-related
{GGT-rel) enzyme able to catalyze the cleavage of GSH
has been identified [13,14]. This enzyme, initially cloned
from a human placental ¢DNA library, exhibited an
overall similarity of 40% with human GGT. Similar to
GGT, GGT-rel is also a membrane-bound dimer; the
molecular weights of glycosylated heavy and light chains
in HepG2 are 33 and 42 kDa, respectively {13]. Rela-
tively little i{s known about the expression of GGT-rel in
humans; most of the examined mouse tissues and human
cell lines such as lymphoblast cell lines, pulmonary
fibroblasts, kidney carcinoma (A498), lung carcinoma
(ChaGe), and glioblastoma {A172) lacked abundant ex-
pression of GGT-rel. In contrast, GGT-rel expression
was found in K562 and HepG?2 cells and was inducible
by dexamethasone {13].

Recently, a homologue of GGT-rel with 79% identity
to human GGT-ret was identified in rat tracheal epithelial
cells. Its expression was found to be induced by epider-
mal growth factor and increased in lung adenomas and
carcinomas from rats chronically exposed to iscbutylni-
trite [15]. GGT-rel shows a substrate specificity different
from GGT; it cannot cleave the common synthetic chro-
mogenic substrates of GGT, e.g., L-y-glutamyl-3-car-
boxy-4-nitroanilide or +y-glutamyl-4-methoxy-2-naphth-
ylamide. The GGT-rel activity was determined in the
GGT-rel transfected NIH3T3 cell line by degradation of
extracellular GSH and was further confirmed by conver-
sion of leukotriene C4 to leukotriene D4 [13]. However,
the products of the enzymatic degradation of GSH (such
as CysGly) have not been identified yet.

Although GGT is apparently much more abundant
than GGT-rel, an important and particular physiclogical
role of GGT-rel camnot be excluded. It was suggested
that GGT-rel may be involved during particular stages of
development, such as pregnancy or in specialized cell

types [13], as well as a protective mechanism against
oxidative stress or other toxic injurifes [15]. One of the
hypotheses proposed by Laocuar et al. [16,17] is devoted
to the proteclytic function of GGT-related activities, In
fact, these authors postulated that GGT-related proteins
participate in the regulation of [L-6 and IGF! metabo-
lism, IL-6 dimerization was shown to be due to the
membrane-bound GGT-related activity present in hema-
topoietic cells, as well as IGF-1, which was found to be
a specific substrate for cathepsin D and GGT-related
enzymes [16,17]. Recent findings describe also the pres-
ence of GGT-rel genes in low-copy repeats, which me-
diate the common 3-MB deletion in patients with velo-
cardic-facial syndrome [18].

In analogy with GGT, we assumed that GGT-rel
might have also pro-oxidant properties resulting from the
generation of a reactive metabolite of GSH (CysGly) in
the presence of chelated iron. Our present work clearly
demonstrates that a GGT-rel-transfected cell line metab-
olizes the extracellular GSH to CysGly and that this
reaction is involved in a free radical generation process
and consecutive induction of LPO, in the presence of
chelated iromn.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and standards

All reagents were of analytical or cell culture grade.
Dihydrorhodamine 123 (DHR-123), thodamine 123 (Rh-
123), holo-transferrin, and tested thiols were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Solu-
tions were prepared using Milli-Q water (18.2 M{).cm).

GGT-rel expressing cells

The murine fibroblast NIH3T3 cell line stably ex-
pressing GGT-rel ¢cDNA (3T3/GGT-rel) and NIH3T3
mock-transfected cells (3T3) were established by Heis-
terkamp et al. [13]. The cells were cultured in DMEM
medium (Sigma Cell Culture) added with 10% fetal calf
serum (Boehringer Mannheim; Mannheim, Germany),
100 units penicillin, 100 pg streptomycin, and 0.25 pg
amphotericin B per mi of medium and 2 mM L-glu-
tamine (Sigma Cell Culture). Cells were grown at 37°C
in a humidified ammosphere of 5% C0,/95% air.

Cell membrane—enriched fractions were prepared ac-
cording to Battaglia et al. [19] from PBS-washed cell
pellets sonicated in 50 mM phosphate buffer pH 7.4, to
which 0.25 M sucrose was added. After 10 min centmif-
ugaticn at 10,000 X g (4°C), the supernatant was cen-
trifuged for 60 min at 100,000 X g (4°C), and the
resulting pellet was used as membrane-enriched fraction.

For Western blot analysis, cell pellets or membrane-
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enriched fractions were solubilized in SDS buffer (0.5 M
Tris-HC! buffer pH 6.8 containing 8% SDS, 8% sucrose,
and 20% pB-mercaptoethanol). The resulting samples
were submitted to electrophoresis on 12% SDS-PAGE
according to Laemmli [20]. Anti~GGT-rel heavy subunit
specific antibodies [13] (at a dilution of 1:300) and
antirabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase were
used for immunodetection by enhanced chemilumines-
cence.

HPLC measurement of extra- and intracellular thiols

Adherent 3T3/GGT-rel and 3T3 cells (seeded at 4 X
10%10 cm dish 24 h before experiments) were incubated
in serum-iree DMEM medium containing 2.5 mM GSH
and 25 mM glycylglycine (GlyGly) at pH 7.4, For the
extracellular thiols measurement, 200 ul aliquots of me-
dium were sampled after selected culture periods and
mixed with 200 ul of a 3.3% (w/v) perchloric acid
solution. Prior to HPLC analysis, samples were diluted
10-fold in 0.9% NaCl containing 4 mM EDTA.

For the measurements of intracellular thiols, the cells
were incubated in the same conditions as above, then
washed twice with 5 ml cold PBS, scraped in 1.2 ml of
3.3% (wi/v) perchloric acid, and centrifuged at 12,000 X
g for 5 min at 4°C. The supernatant was used for thiol
measurements and the pellet for protein determination
f21], using bovine serum albumin as standard.

Both extracellular and intracellular samples were kept
at —80°C until HPLC analysis.

The thiol measurements were performed using a re-
versed phase HPLC method including a reduction step of
disulfide bonds with tri-n-butylphosphine (TBP) and pre-
column derivatization with a thiol-selective fluorogenic
reagent, 7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonamide
(ABDF). To 100 ul of the above-described samples, 50
] of the internal standard (thioglycolic acid at 300 uM),
20 pl of 0.5 M NaOH (100 il in the case of intracefluiar
medium), 250 pl of 0.2 M borate buffer pH 9, 50 ul TBP

5% (v/v), and 50 ul of 2.3 mM ABDF were added, The
* resulting mixture was incubated at 50°C for 20 min; then
the derivatization reaction was stopped by adding 50 pl
of 1.0 M HCIL. HPLC analysis was performed as de-
scribed previousiy {22},

Monitoring of reactive oxygen species production

Quantification of reactive oxygen species (ROS) was
performed using the DHR-123 probe, which is oxidized
by various ROS to fluorescent Rh-123 [26]. A stock
solution was made of DHR-123 containing 10 mM in
dimethylformamide.

Cells, seeded in 6-well plates (Corning Costar Corp;

Cambridge, MA, USA) at 5 X 10° per well 24 h before
experiments, were gently washed twice with 2 mi of PBS
at 37°C and cultured for 1 h in PBS containing 2.5 mM
GSH and 25 mM GlyGly at pH 7.4 at 37°C in a CO,
incubator. Then DHR-123 and Fe**-EDTA were added
to concentrations of 25 pM [23] and 150-165 uM,
respectively. Fluorescence was measured after 60 min
incubation at room temperature, using a microplate flu-
orimeter (Cytofluor 2350; Millipore; Bedford, MA,
USA) at an excitation and emission wavelength of 483
and 530 num, respectively.

The time course of ROS production was monitored
using a 10° cells pellet suspended in 1 ml PBS at pH 7.4
in the presence of GSH, GlyGly, and Fe**-EDTA at the
same concentrations as above, and 250 uM DHR-123.
During a 3 h incubation, aliquots were taken out at
various time intervals and fluorescence of Rh-123 was
measured.

In acellular experiments, thiol-dependent ROS gener-
ation was measured in reaction mixiures containing 2.5
mM thiol (GSH, CysGly, Cys), 150-165 uM Fe**-
EDTA, and 250 uM DHR-123 in 50 mM phosphate
buffer pH 7.4. The reaction was started by adding the
thiol solution. Fluorescernice intensity was monitored dur-
ing a 2 h incubation at 37°C.

Measurement of iron reduction and lipid peroxidation

3T3/GGT-rel and 3T3 cells were cultured for 24 h,
then the medium was replaced by PBS containing 1 mM
GSH and 10 mM GlyGly at pH 7.4. After 4 h of incu-
bation at 37°C, 80 uM transferrin [3] or 0.15-1.5 mM
Fe?*-ADP was added (“oxidation conditions”™), and cells
were further incubated at 37°C for 1 h.

The reduction of iron was measured by the specific
reaction of Fe?™ with bathophenantroline [6]. To 0.9 ml
extraceliular medium obtained after incubation of cells in
the described oxidation conditions (using the Fe**-ADP
complex), 0.1 ml of 2.5 mM bathophenantroline solution
was added, Absorbance was measured at 534 nm (e =
22.14 mmol~' L ¢m ') using a UV/visible spectropho-
tometer (Uvikon 932; Kontron Instruments; Basel, Swit-
zerland).

LPQ was monitored using a reverse-phase HPLC
method for measurement of malondialdehyde (MDA) as
thiobarbituric acid (TBA) derivative [24]. A 50 ul ali-
quot of extraceltular medium diluted 5-fold was added to
0.25 mi of 1.22 mM H,PO, and 0.25 mi of 0.67% TBA.
The mixture was heated for 60 min at 95°C in vials
closed under niwrogen. To 200 pl of the resulting mix-
ture, 340 wl of methaneol and 60 pl of | mM NaOH were
added and samples were centrifuged at 9500 X g for 5
min at 4°C. The HPLC system consisted of an autosam-
pler Model AS-48 (Biorad; Hercules, CA, USA) with a
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Fig. 1. Western blot analysis of GGT-rel expression., Membrane-enriched fractions (10 pg) of NIH3T3/GGT-rel (lane 1) and of
NIH3T3 (lane 2) and cellular extracts: NIH3T3/GGT-rel 25 pg (lane 3) or 50 pg (lane 4), NIH3T3 50 pg protein (lane 5). The position
of molecular weight standards are indicated to the left. The arrow indicates the 55 kDa heavy chain of GGT-rel.

20 ul loop, coupled to a HPLC pump Model 655A-11
(Merck; Darmstadt, Germany). Chromatography was
performed with a Nucleosil 100A C18 (5 M) 125 X 4
mm ID (Macherey-Nagel; Diiren, Germany) column
equipped with a LiChrospher RP-18 end-capped (5 pm)
4 X 4 mm ID (Merck) precolumn at 35°C. The mobile
phase was 25 mM phosphate buffer pH 6.5-methanol
(60:40, v/v) at a flow rate of 0.8 ml/min. Spectrofluori-
metric detection was operated at an excitation and emis-
sion wavelength of 532 and 553 nm, respectively. For
quantification, the calibration curve was made with
MDA prepared from 1,1,3,3-tetracthoxypropane hydro-
lyzed in acidic medium,

Statistical analysis

| Statistical significance of data was assessed by the
Student’s ¢ test; differences with p < .05 were considered
significant,

RESULTS AND DISCUSSION

GSH metabolism by GGT-rel

The statement that GGT is the only enzyme able to
initiate GSH breakdown by cleavage of y-glutamyl moi-
ety has to be reviewed since Heisterkamp et al. [13] have
discovered a GGT homologue protein able to catalyze
the degradation of GSH and conversion of leukotriene
C4 to leukotriene D4. However, at the present time, no
study has clearly identified the GSH metabolites result-
ing from GGT-rel activity.

Our previous findings demonstrated that the GGT-
dependent generation of ROS in the presence of trans-
ferrin (as iron source) was closely related to the forma-
tion of CysGly from GSH [3]. Thus, we postulated that

GGT-rel-dependent breakdown of GSH, may result in
continuous production of CysGly, and can also lead to
ROS generation in the presence of iron, and account for
another pro-oxidant partner.

The first step in our study was to confirm the GGT-rel
stable expression in the cellular model we used. The
Western blot analysis (Fig. 1) demonstrates the presence
of the expected 55 kDa glycosylated heavy-chain
polypeptide both in total cellular extracts and in mem-
brane-enriched fractions, but only from 3T3/GGT-rel
cells.

GGT-rel-mediated metabolism of GSH was studied
by HPLC measurement of thiols (GSH, CysGly and
Cys). The monitoring of GSH metabolism in the extra-
cellular medium of 3T3/GGT-rel and 3T3-growing cells
was performed in the presence of 2.5 mM GSH and 25
mM GlyGly at pH 7.4, in similar incubation conditions
as described for GGT [3]. The obtained results (Fig. 2A)
showed a time-dependent linear increase of CysGly con-
centration from 0 to 600 uM during 10 h incubation in
the 3T3/GGT-rel cells, whereas CysGly was not detect-
able in the 3T3 negative control cells. In addition, Cys-
Gly formation in the extracellular medium of 3T3/GGT-
rel cells was perfectly correlated (r = 0.993) with the
number of cells (data not shown). A 10 h incubation of
3T3/GGT-rel cells with 2.5 mM GSH resulted in a sig-
nificant consumption of extracellular GSH, which de-
creased from 2.5 to 1.9 mM. By contrast, in 3T3 cells not
expressing GGT-rel, the decrease of GSH was not sig-
nificant,

Cys, the concentration of which includes cystine con-
tained in the culture medium (cystine is reduced to Cys
during the sample treatment for HPLC analysis), slightly
decreased in both cell lines (data not shown). Taken
together, these data show that a 10 h incubation of
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Fig. 2. Extracellular thio] concentrations in 3T3GGT-rel and 3T3 cells incubated at 37°C in DMEM medium supplemented with 2.5
mM GSH and 25 mM GlyGly. (A) Time course of CysGly formation in 3T3/GGT-rel (#) and 3T3 cells (0). (B) Results corresponding
to 10 h incobations of 3T3/GGT-rel (black cohurnns) and 3T3 (white columns) cells. *Not detected. Results from three independent

experiments are expressed as means = SD.

GGT-rel positive cells in the presence of 2.5 mM GSH
leads to a 25% consumption of this ripeptide, and results
in an extracellalar level of CysGly of approx. 600 uM
(Fig. 2B).

The intracellular level of thiols after 2 h incubation in
the presence of GSH and GlyGly were similar in both
cell lines except for CysGly, which was found only in
3T3/GGT-rel cells (not detected in the initial state).
These data suggest a metabolic role of GGT-rel in the
balance of intracellular thiols (Table 1). Other interme-
diate thiols of GSH synthesis such as the dipeptide
y-glutamyleysteine (y-GluCys) were not found inside
the cells, but further investigations should be devoted to
the GSH synthesis cycle as a particular field in this
cellular model.

Table 1. Comparison of Intracellular Thiol Concentrations in
GGT-rel-Expressing and -Nonexpressing Cells

NIH3T3/GGT-rel NIH3T3
Thiol {nmoles/mg protein) (nmoles/mg protein)
GSH 52919 5713x 15
CysGly 5309 <01
Cys 96*=05 121 £ Q.7

NIH3T3/GGT-rel and NIH3T3 cells were incubated for 2 h in the
presence of 2.5 mM GSH and 25 mM ClyGly. Results from three
independent experiments are expressed as means = SD. Detection limit
for CysGly, defined as a signal (o noise ratio of 3, is 0.1 nmole/mg

protein.

The quantification of CysGly resulting from GGT-rel/
GSH reaction was used in a preliminary characterization
of GGT-rel activity, and a study of this enzyme’s affinity
for GSH and the influence of the acceptor substrate was
performed. Thus, the specific GGT-rel activity in 3T3/
GGT-rel cells (incubated in the presence of GSH and
GlyGly) was 9.1 * 0.3 mU (1 mU corresponds to 1
nmole CysGly/mg protein/min). The presence of an ac-
ceptor substrate seems to be important for the GGT-rel
activity: addition of 25 mM GlyGly increased the pro-
duction of CysGly 2-fold, as compared to the assay
performed in the absence of any acceptor. The catalytic
features were measured at pH 7.4 using 50 g membrane
proteins/ml, 25 mM GlyGly and GSH concentration
ranging from 3 pM to 2.5 mM. In these experimental
conditions, we obtained an apparent Michaelis constant
(K,,GSH) 0f 0.146 = (.02 M and an apparent maximal
velocity (Vo) of 22.02 = 207 nmoles CysGly/mg
membrane protein/min. The obtained values ascertain
that the GSH concentration (2.5 mM) used in our exper-
iments provides a maximal rate of CysGly production,
without any inhibition by substrate excess.

The present data clearly demonstrate that GGT-rel
metabolizes extracellular GSH to CysGly. We have ver-
ified that no GGT activity can be detected in 3T3/GGT-
rel and 3T3 cell lines with y-glutamyl-3-carboxy-4-ni-
troanilide, the substrate commonly used for GGT; thus,
the cleavage of y-glutamyl moiety of GSH that we mea-
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sured in this cellular model is only due to the GGT-rel
activity.

ROS generation during GGT-rel metabolism of GSH in
the presence of iron

According to our previous hypothesis and literature
data concerning pro-oxidant properties of thiols [1,3,9,
251, we further studied the relationship between CysGly
formation and ROS generation in the presence of irom.

For this purpose, we selected DHR-123, a membrane-
permeable leucodye that is unspecifically oxidized by
various ROS to the fluorescent Rh-123 [26]. It has been
reported that DHR-123 reacts with H,0, in the presence
of peroxidase, cytochrome ¢, or ferrous iron [26] as well
with O, " [27] and peroxinitril radicals [28]. The reac-
tivity of DHR-123 was previously tested in our labora-
tory with different ROS: HO™ in a Fenton-like reaction,
0,"” in a hypoxanthine/xanthine-oxidase reaction, and
H,0, or tertbutylhydroperoxyde in the presence of per-
oxidase. In all these cases, DHR-123 was converted to
Rh-123, which demonstrates that DHR-123 is a good
indicator for a global production of ROS in cells [29],

Measurement of ROS generation in 3T3/GGT-rel and
3T3 growing cells was performed after preliminary in-
cubation of cells in the presence of GSH and GlyGly in
order to produce a sufficient level of CysGly. ROS
production initiated by Fe**-EDTA and measured using
DHR-123 oxidation, showed a 7.6-fold higher amount of
probe oxidation in 3T3/GGT-rel cells as compared to
373 cells (3.35 £ 0.14 and 0.44 = 0.01 nmoles Rh-123/
108 cells, respectively). Moreover, addition of CysGly to
3T3 control cells at a level (120 uM) similar to the
concentration produced by GGT-rel cleavage of GSH
during a 2 h incubation generated a higher level of ROS
(2.13 = 0.02 nmoles Rh-123/10° cells) than in the ab-
sence of this reactive metabolite.

The kinetics of ROS production using cellular pellets
as source of enzyme showed a very high level and
time-dependent ROS production in the GGT-rel-trans-
fected cells as compared to the 3T3/GGT-rel-nonex-
pressing cells (Fig. 3). ROS production in control exper-
iments without GSH or iron was negligible.

We demonstraied using the present cellular model that
the generaticn of CysGly during the metabolism of GSH
by GGT-rel induces a ROS production. Moreover, using
salicylic acid hydroxylation as a probe for the specific
measurement of HO", we obtained a comparable level
and a similar kinetic profile as for total ROS (data not
shown). We can conciude that the GGT-rel-imtiated free
radical chain reactions involve production not only of
O,"~ (as demonstrated for thiols autoxidation) [25] and
H,0, {measured during GGT activity)} [4,12], but also
the production of the powerful oxidant HO", and support
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Fig. 3. Kinetics of ROS production by NIH3T3/GGT-rel and NIH3T3
cells, measured as DHR-123 oxidation; 10° ceils/m] were incubated
with 2.5 ;mM GSH, 25 mM GlyGly, 150165 uM Fe>™-EDTA in the
presence of 250 uM DHR-123 at 37°C {pH 7.4). 3T3/GGT-rel/GSH/
Fe** (#), 3TYGSHF" (O), 3THGGT-relFe®™ (A), 3IT3/GCT-rel/
GSH (X). Statistical significance of differences berween 3T3/GGT-ret
and IT3-treated cells: p < .05 for imes 030 min, p < .01 for times
45-120 min, and p < .001 for times 150180 min of incubation.

the mechanism proposed by Drozdz et al. in the case of
GGT-mediated ROS generation. The high reactivity of
HO among different ROS [30] is well documented and
suggests that the free radical process initiated by GGT-
rel, if not efficiently scavenged by cellular antioxidant
defense mechanisms, can result in oxidative damage in
celiular environment of the primary free radical event.

To confirm the hypothesis that CysGly is the key
metabolite responsible for free radical generation, we
further investigated the generation of ROS in an acellular
system containing different thiols (GSH, CysGly, or
Cys) and Fe?*-EDTA. Significantly higher values of
DHR-123 oxidation were found in the presence of equal
molar concentrations of Cys or CysGly, than in samples
containing GSH (Fig. 4); these data confirm once more
that thicl metabolites of GSH (CysGly and Cys), but not
GSH itself, are responsible for the free radicai production
in the presence of trom. The present results were obtained
using a relatively high concentration of thiols (2.5 mM),
as we used for GSH in cellular experiments in order to
stimulate the GGT-rel activity.

Although such a concentration can be locally reached
for GSH under different physiological conditions, the
physiological amounts of GSH breakdown products
(CysGly and Cys) are much lower and Cys concentration
may even be the limiting factor for the inracellular
synthesis of GSH. Using a lower concentration of thiols
(400 M), the ratio of ROS production in the presence of
either CysGly or Cys to ROS production ia the presence

Publication n® |

62



GGT-rel and pro-oxidant effect 831

Rh 123 (uM)

Cys CysGly GSH

Fig. 4. ROS generation by the thiol/Fe>* system. To mixture containing
Fe?*.EDTA at 150-165 1M, 250 pM DHR-123 in 50 mM phosphate
buffer {pH 7.4), 2.5 mM thiol was added. Results from three experi-
ments are expressed as means + SD, *Significantly different from GSH
(p < .01

of GSH was further enhanced 2-fold than when 2.5 mM
thiols were used {data not shown). These results suggest
that physiologically low levels of CysGly and Cys,
which can occur following GGT-rel (GGT) activity, are
sufficient to induce a pro-oxidant event via a metal-
catalyzed reaction.

Different reactivities of GSH and CysGly were pre-
viously explained by the higher reactivity of thiol group
in CysGly (pK, = 6.4) than in GSH (pK, = 8.5) at
physiological pH [1]. The dissociation of -SH being the
primary step in thiols autoxidation, the rate of this pro-
cess is much slower for GSH than for CysGly [1,3]. By
contrast, the enzymatic cleavage of y-glutamyl moiety
considerably enhances dissociation of thiol group with
' subsequent thiyl and oxygen radicals formation in reac-
tion with transition metals {3].

GGT-rel—dependent iron reduction and lipid
peroxidation

It was reported that autoxidation of thiols in the pres-
ence of chelated iron is a potential source of LPO [31,
32}, The role of GGT in LPO induced during GSH
metabolism was demonstrated with different lipid sub-
strates: polyunsaturated fatty acids [1,5], human LDL
[6], liver microsomes [8,9], and cells [7,9]. We aimed at
verifying, in the particulary case of GGT-rel, that the
GGT-rel-initiated free radical process can also result in
oxidative damage of cellular lipids.

It is known that LPO initiated by thiols and iron
proceeds through the reduction of Fe’* {32]. To confirm
that the oxidative stress that is linked to GGT-rel-medi-
ated metabolism of GSH involves iron reduction, we
measured Fe*™ formation in the GGT-rel cells incubated
with GSH, GlyGly, and Fe**-ADP (“oxidation condi-
tions”). ADP was chosen as chelating agent according to
previously described conditions leading to a maximal
GGT-dependent LPO [1]. In these experimental condi-
tions, we found a significantly higher (2.8-fold) amount
of Fe®* measured in extracellular medium of 3T3/GGT-
rel cells as compared to the control cells (Table 2).
CysGly, a more potent iron reductant than GSH, ac-
counts for the important level of Fe?" in the GGT-rel
positive cell line and obtained data confirm that iron
reduction is a necessary step in the mechanism of GGT-
rel induced oxidative siress.

We also compared the LPO in 3T3/GGT-rel and 3T3
cells exposed o above-described oxidation conditions
using either Fe®*-ADP complex or transferrin as a phys-
iological source of iron. In both conditions, LPO evalu-
ated as MDA production was significantly higher in the
extracellular medium of GGT-rel positive cells, as com-
pared to the medium of 3T3 cells (Table 2). However,
the increase in ingacellular MDA level in 3T3/GGT-rel

Table 2. Extracellular Malondialdehyde (MDA} and Iron Reduction in GGT-rel-Expressing
' and -Nonexpressing Cells

Extracellutar MDA Iron reduction

Incubation system (M) (M Ee?*)
3T3/GGT-rel + GSH + GlyGly + Fe?"-ADP 0.32 * 0.06* 10,15 = 0. 11**=
ATI/GGT-rel + GSH + GiyGly + wansferrin 0.23 = Q.04** n.d.
3T3/GGT-rel 0.04 = 0.02 1.60 = 0.03
373 + GSH + GlyGly + Fe’"-ADP 018 = 0.2 371 £0.09
3T3 + GSH + GlyGly + transferrin 0.08 =002 nd.

313 0.01 £ 0.02 1.02 =018

To 3T3/GGT-rel and 3T3 control cells that were preincubated for 4 h at 37°C in PBS supple-
mented with | mM GSH and 10 mM GlyGly, 0.15-1.5 mM Fe®"-ADP or 80 pM transferrin was
added and extracellular medium analyzed for MDA and Fe** after 60 min incubation at 37°C. Data

are means = SD of three independent experiments.

* Significantly different from 3T3 cells {(p < .03).
*# Sigmificantly different from 3T3 cells {p < .01).
*** Significantly different from 3T3 cells {p < .001).

n.d. = not determined.
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cells was not statistically significant compared to the 3T3
cells (data not shown). The extracellular, but not intra-
cellular accumulation of LPO products can be explained
by the plasma membrane localization of GGT-rel. Thiol
metabolites of GSH, prior to their penetwation into the
cells, can participate in the generation of ROS and sub-
sequent peroxidation of membrane lipids, which are
well-known vulnerable targets of free radical attack.
LPO products of membranes are mainly released in ex-
tracellular medium similar to the GGT-dependent LPO
process previously shown [9].

The present resuits provide evidence for a link be-
tween GGT-rel activity and induction of peroxidation on
cellular membrane lipids via the reduction of iron.

In conclusion, we demonsirated, using a cellujar
model, that the GGT-rel enzyme has pro-oxidant prop-
erties. The GGT-rel pro-oxidant effect proceeds through
the reaction of GGT-rel-generated metabolite (CysGly)
with iron, which induces a production of free radicals
and consecutive LPO. The relatively high concentrations
of substrates (GSH and GlyGly) used in our experiments
provide a maximal GGT-rel activity as we found by
measuring catalytical features of the enzyme (X ,GSH
and V). We therefore obtained a maximal CysGly
formation and also an important and easily gquantifiable
ROS level production via the reduction of iron. These
conditions were optimal for the in vitro study of the
pro-oxidant properties of GGT-rel. Nevertheless, similar
processes may also arise under physiological conditions
involving the presence of GSH and a physiological
source of iron. As previously demonstrated for GGT,
GGT-rel may participate in the pro-oxidant-antioxidant
balance and this fact has to be taken into account as one
of the physiological roles of this enzyme, which remains
to be elucidated in greater detail.
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Si I’on compare les résultats obtenus dans le cas des deux enzymes (GGT et GGT-rel),
on observe que les niveaux de production d’ERO sont relativement proches dans les lignées
V79GGT et NIH3T3/GGT-rel. Ainsi, aprés 60 min d’incubation de culots de 1 million de
cellules en présence du systéme oxydant GSH/Fe’, la concentration de Rh-123 formée est de
45,1 £ 1,2 uM dans les cellules V79GGT et de 34,3 £ 0,1 uM dans les cellules
NIH3T3/GGT-rel. Ceci ne refléte pas la différence d’activité spécifique vis-a-vis du GSH
entre les cellules V79GGT (243,0 £ 3,9 mU) et NIH3T3/GGT-rel (9,1 £ 0,3 mU). Ces
résultats suggérent 1’implication d’autres facteurs qui limiteraient I’ampleur du processus
d’oxydation, tels que le statut des enzymes antioxydantes, probablement différent dans les

deux modéles cellulaires.

Nous avons confirmé, en utilisant un meodéle cellulaire, que le métabolisme du
GSH par la GGT conduit, en présence de fer, 3 un processus de production d’ERO. De
plus, nous avons mis en évidence pour la premiére fois, que dans des conditions
similaires, la GGT-rel peut aunssi avoir un rile pro-oxydant. Enfin, nos résultats
constituent une validation des modéles cellulaires utilisés pour d’autres études
concernant les conséquences au niveau cellulaire du processus d’oxydation dépendant de

1a GGT ou de la GGT-rel.

Nous nous sommes ensuite attachée & DP’analyse plus approfondie de la
peroxydation lipidique, processus déja décrit comme étant une des conséquences du
stress oxydant induit par la GGT ou la GGT-rel (publication n°l). Les résultats de ce
travail font Pobjet du chapitre n°® II.

Chapitre I —Production d’ERO dépendante de la GGT et de la GGT-rel 66




CHAPITRE IT



Le systéme d’oxydation GGT/GSH/Fe*" dans un modéle d’étude de la
peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique implique des réactions complexes et la compréhension de
celles-ci a été nettement facilitée par les résultats acquis & partir de substrats plus simples comme
les acides gras plus ou moins insaturés. Lors de I’auto-oxydation, I’ introduction de ’oxygéne qui
méne 4 la formation de peroxydes comme produits primaires, entraine également un remaniement
du systéme de doubles liaisons par déplacement et/ou isomérisation cis-trans. Par fission de ces
structures, on aboutit ensuite & la formation de produits secondaires extrémement variés comme
des hydrocarbures saturés, des diénes conjugués ou non, des aldéhydes plus ou moins substitués.
Parmi ces derniers, se trouvent des composés hautement toxiques vis-a-vis de fonctions
cellulaires importantes (synthése de protéines et d’acides nucléigues, fonctions enzymatiques,
etc.), comme le 4-hydroxynonénal dont le mode de formation 4 partir de I’acide 13-

hydroperoxylinoléique, produit primaire d’ oxydation de I acide linoléique est illustré ci-dessous :

COH

H11(:5
= (CH,)3—COOH

HO

H11C5 ¢
= {CH,);—COOH

HO ¢

H1105 .
= (CH,)s—COOH
H

H11C5 ¢

=\ (CH)rCOOH

Hy,Cy _ #

j (CH,)5—COOH

H0¢

HO

H1105 CHO

Figure 19 : Formation du 4-hydroxynonénal a partir d’acide linoléique.
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Ainsi que nous I’avons decrit dans I'introduction, plusieurs travaux ont montré que le
systéme GGT/GSH/Fe 3* est capable d’induire la peroxydation des acides gras insaturés (Stark et
al., 1993, Glass and Stark, 1997) et ce, dans différentes cibles comme les LDL humaines
(Paolicchi et al, 1999), et les cellules d’hépatome HepG2 (Paolicchi et al, 1997). Cette
constatation n’est toutefois basée que sur la mise en évidence de fagon peu spécifique de la
formation d’aldéhyde malonique (MDA) en utilisant le test du TBARs (“thiobarbituric acid
reactive substances”). En revanche, la formation de 4-hydroxynonénal ou celle d’autres
hydroxyaldéhydes n’a jamais été signalée au cours des réactions d’oxydation auxquelles participe

la GGT.

Il nous a donc semblé qu’une étude analytique approfondie des aldéhydes formés au cours
de l’action du systtme GGT/GSH/Fe** sur la peroxydation des acides gras insaturés pourrait
apporter une meilleure connaissance, 4 la fois, du mécanisme d’oxydation et des conditions
requises par I’enzyme dans ce processus. De plus, en fonction de la nature des composés formeés,
I’étude des conséquences de la peroxydation lipidique dépendante de la GGT au niveau cellulaire

pourrait étre envisagée.

Une partie du travail que nous avons réalisé pour le développement analytique a fait

I’ objet de notre publication n°2 insérée ci-apres :

M. Enoiu, M. Wellman, P. Leroy, J.-M. Ziegler, N. Mitrea and G. Siest.
Gas and liguid chromatography-mass spectrometry of aldehydic products from lipid

peroxidation.

Analusis, 2000, 28(4), 285-290.
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Introduction

Reactive species, especially those deriving from oxygen,
produced during either physiological enzymatic reactions or
particular conditions involving xenobiotics metabolism and
pathological disorders, generate oxidative stress when phys-
iological antioxidant defense mechanisms are overloaded.
Oxidative stress leads to damages of biomolecules, such as
lipids, proteins and nucleic acids. Lipid peroxidation is a
degradation chain reaction of polyunsaturated fatty acids,
which are easy targets of free radical attack. It further leads
to conjugated dienes, hydroperoxides and aldehydes [1].
Aldehydes are secondary products of peroxidation, more sta-
ble and diffusible than hydroperoxides. Their composition is
very complex and depends on the fatty acid content of the
lipids and on the free radical generating system [2].
Aldehydes act as “second toxic messengers”, responsible for
damage of targets which are distant from the initial free rad-
ical event [3,4]. Among them, 4-hydroxyalkenals, in partic-
ular 4-hydroxynonenal, were found to have high toxic
effects on cell membranes and on numerous cell functions,
being involved in the aetiology of many human diseases,
e.g. atherosclerosis and cancer [3,5].

ANALUSIS, 2000, 28, N° 4
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The present study is focused on the development of meth-
ods devoted to the identification of aldehydes resulting from
polyunsaturated fatty acids oxidation. Lipid peroxidation is
usually monitored by colorimetric reaction of thiobarbituric
acid with malondialdehyde, a dicarbonyl compound pro-
duced in relatively high amount during autoxidation of fatty
acids. Nevertheless, the thiobarbituric acid-reactive sub-
stances assay is criticized because of many interfering side
reactions [6]. Moreover, major products of lipid peroxida-
tion, such as alkanals and 4-hydroxyalkenals, are not
detected by the thiobarbituric acid-reactive substances assay;
thus, it is not a reliable index of peroxidation and toxicity
[7].

Further, analysis of 4-hydroxynonenal has been per-
formed by HPLC [8] or by GC/MS after derivatization
[8,9,10]. As a result, 4-hydroxynonenal being a better indi-
cator than malondialdehyde, it was assumed as a model mol-
ecule for oxidative stress [3,5].

Characterization of individual breakdown products of
lipid peroxidation requires high sensitive derivatization
methods of carbonyl groups and the use of mass spectrom-
etry (MS) techniques for their identification. Among various
derivatization techniques, reaction with 1,3-cyclohexane-
dione produces fluorescent dehydroacridine derivatives
which are separated by HPLC. Such a method is sensitive,
but has a low specificity [11]. Oxime derivatives, obtained
with either hydroxylamine or pentafluorobenzylhydroxy-
lamine, were successfully used for carbonyl products iden-
tification by GC/MS, directly or after trimethylsilylation [12,
13]. However, these derivatives are colourless and some dif-
ficulties arise for their specific detection during the prelim-
inary thin layer chromatography (TLC) step. 2,4-dinitro-
phenylhydrazine (DNPH) derivatization presents several
advantages: high reaction specificity, sensitive UV detection
(Agax: 360-380 nm, €: 25.000-28.000 M cm™), good stabil-
ity and easy visualisation of dinitrophenylhydrazones by
TLC [14]. Moreover, these derivatives can be analysed
either by HPLC or GC coupled to MS. Despite the interfer-
ences of traces of contaminating aldehydes from solvents,
from reagents and from laboratory air, they have been exten-
sively used for the characterization of lipid peroxidation
products.
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Concemning structural studies of DNPH derivatives by
MS, chemical [15] and electrospray [16] ionization (CI and
EST) easily supply molecular ions, but fragments are not suf-
ficiently abundant for their precise identification. In order to
assess structures by fragmentation, electron impact (EI) [17]
or MS/MS [18] techniques have to be tested.

Therefore, we selected in the present work the DNPH
derivatization method followed by TLC separation and
LC/ESI-MS and GC/EI-MS analysis of the corresponding
derivatives. Two fatty acids were selected as peroxidation
substrates, linoleic and linolenic acids, because of their wide
distribution in biological samples and their high susceptibil-
ity to autoxidation.

Materials and methods

Chemicals and standards

Linoleic (9,12-octadecadienoic) and linolenic (9,12,15-
octadecatrienoic) acid methylesters and aldehyde standards
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin-Fallavier,
France) and used without further purification. 2,4-dinitro-
phenylthydrazine (Merck, Darmstadt, Germany) was purified
by recrystallisation {(n-butanol).

Oxidation of polyunsaturated fatty acids

20 mg linoleic or linclenic acid methylester was suspended
in 30 mL 0.1 M Tris buffer pH 7.4 and 60 mL 0.15 M KCl.
Autoxidation was started by adding 5 mL 20 mM ascorbic
acid and 5 mL 0.8 mM FeSO, [19]; the resulting mixture
was incubated at room temperature for either 24 h (linolenic
acid) or 48 h (linoleic acid). Aldehydes were extracted with
CH,CL, (3 x 20 mL), then organic layers were concentrated
to dryness under a gentle nitrogen stream (< 35 °C).

Derlvatization of aldehydes with DNPH

10 mL 2.5 mM DNPH in 1 M HCl was added to the above
residue then incubated for 24 h in the dark at room tem-
perature under nitrogen atmosphere stirring gently during the
first 2 h. Derivatives were extracted with CH,Cl,
(3 x 20 mL), then organic layers were concentrated to dry-
ness under nitrogen (< 35 °C).

Thin layer chromatography

DNPH derivatives were dissolved in 1 mL CH,Cl,, applied
on a home made TLC plate (silica gel G 60 Merck, layer
thickness 0.25 mm), then successively developed with
CH.Cl, (5 cm) and toluene (15 cm). Three zones with dif-
ferent R: 0-0.2 (zone I), 0.3-0.5 (zone I} and 0.6-0.8
{zone III) or well defined bands in each zone were scraped
off and eluted with CH,OH (2 % 1 mL). The methanolic
extracts were dried under nitrogen and the resulting residue
was dissolved in 0.5 mL CH,CN.

LC/ESI-MS

Mass spectrometry was carried out using a Micromass
Platform H (Micromass Lid., Manchester, UK), Cone volt-
age was set at 30 V and the temperature source was 80 °C.
Data were collected in negative mode and reprocessed by
means of Mass Lynx software (Micromass). The HPLC sys-
tem coupled to the electrospray mass spectrometry consisted
of a solvent delivery pump (model PU 980; Jasco, Prolabo,
Fontenay-sous-Bois, France), an inmjection valve (model
77251, Rheodyne) fitted with a 20-uL loop, an analytical col-
umn (125 x 2mm i.d.) prepacked with LiChrospher RP 13
end-capped (5 pm; Merck) and a UV spectrophotometric
detector {(model UV 975; Jasco) set at 360 nm. Elution was
operated using CH,CN-H,O with a linear gradient (50 to
95 % CH,CN in 30 min), at a flow rate 0.2 mL.min!. A
postcolumn 1:20 splitter reduced the eluent flow rate enter-
ing the mass spectrometry source.

GC/MS

A GC (Carlo Erba) apparatus was equiped with a methyl-
silicone SE-30 capillary column (25 m x 0.32 mm id.,
0.20 pm). Injector and interface temperatures were 250 °C;
column oven temperature: 200 °C to 250 °C (5 °C/min);
helium gas carrier (0.2 mL.min'). The GC systern was cou-
pled to EI-MS {(Nermag R 10-10c) set at an electron energy
of 70 eV.

Results and discussion

Oxidation of polyunsaturated fatty acids produces a great
number of carbonyl products with different chain lengths,
unsaturation degrees and substitutions, even when a single
and pure fatty acid is used as an oxidation substrate.
Therefore, the complex mixture of 2,4-dinitrophenylhydra-
zones requires preliminary TLC separation. We focused on
the identification of compounds from zones I and III, which
are hereinafter designed as "polar” and "non-polar” fractions,
respectively. Zone II, according to literature data [2,7,14],
contains osazones and was not presently studied. GC and
HPL.C analysis of zones 1 and III, even when considering
individual bands, showed an important number of compo-
nents. Moreover, as shown by MS, some compounds coelute
in HPLC.

Non-polar aldehyde derivatives

The GC/MS analysis of the non-polar fraction (TLC
zone III) of oxidized linolenic acid allowed to identify dini-
trophenylhydrazones of alkanals, alkenals and alkadienals,
using the following molecular ions: acetaldehyde (224),
propanal (238), butanal (252), pentanal (266), hexanal (280),
hexenal (278), hexadienal (276) heptadienal (290), octadi-
enal (304) and nonadienal (318) (Fig. 1). Typical fragments
correspending to the DNPH residue were observed: M-30
(NO), M-46 (NO,) and the ion m/z 182 ascribed to the
cleavage of the nitrogen-nitrogen bond in DNPH moiety.
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This indicates the presence of DNPH carbonyls as described
previously [15,18). Tons corresponding to fragmentation of
the side chain are also useful.

Since DNPH derivatives exist as syn and ansi isomers,
they appear as double GC peaks. Their idendification relied
upon literature data indicating successive elution of syn and
anti isomers [20]. The isomerization is promoted by increas-
ing the column temperature {clevation of syn/anri ratio),
whereas LC/ESI-MS supplies simpler chromatograms by
avoiding formation of syn isomers. The identification of
products cited above was also performed using LC/ESI-MS
technique (Fig. 2).

ANALUSIS, 2000, 28, N° 4
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35 50 dienal; 8: nonadienal.

Similarly, using GC/MS and LC/ESI-MS, we identified in
the case of linoleic acid a wide number of saturated and
unsaturated aldehydes with C,; to C,; side-chain in the non-
polar zone; m/z values of molecular ions are for acetalde-
hyde: 224, propanal. 238, butanal: 252, butenal: 250, pen-
tanal: 266, hexanal: 280, heptanal: 294, heptenal: 292,
octanal: 308, octenal: 306, nonanal: 322, nonenal: 320,
nonadienal: 318, decenal: 334 and decadienal: 332. Ketones,
such as butanone and pentanone, which are also formed as
secondary products of lipid peroxidation, give the same m/z
values of molecular ions as the corresponding aldehydes.
Their identification can be ascertained by comparison with
HPLC profiles of standards.
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The most abundant non-polar aldehydes were propanal
(60 % of the fraction Rf 0.6) and hexanal (68 % of the frac-
tion Rf 0.7), for linolenic acid and linoleic acid oxidation,
respectively, as already reported [1,7].

Polar aldehyde derivatives

Identification of 2,4-dinitrophenylhydrazones in the polar
fraction (TLC zone I) is very important because they might

ELI-MS of 2-hydroxy-nona-3,5-dienal-DNPH

73
100 238

CH—CH—CH—CH==CH-—CHx=eC Hr— CH—CH=N—NH—, NQ
] E] 2 ] \

/
NG,

a1 a5 OH

Relative abundance (%)

50 100 150 200 230 300

EI-MS of malondialdehyde-DNPH

100 — &3 a4

Relative abundance (%)

be hydroxyaldehydes, which show a high toxicity. Their
identification is however more difficult using GC/MS
because molecular ions are frequently unseen. Nevertheless,
when the molecular ion can be detected, EI-MS supplies
useful data to assess structures. For example, Fig. 3A rep-
resents the EI-MS of the dinitrophenylhydrazone derived
from 2-hydroxy-nona-3,5-dienzl (m/z 334); the localization
of the OH group relied upon the ion m/z 239. Only few
o-hydroxyalkanals have been described as lipid peroxidation
secondary products. It was suggested that most &-hydrox-
yaldehydes react with biomolecules due to their high

1 . E;N‘@f“'oz
. o

234

Figure 3. E-MS of 2,4-dinitrophenylhydrazones
of: A: 2-hydroxy-nona-3,5-dienal {m/z 334). The
fragment at m/z 239 is essential for the locali-
zation of OH group. The fragment at m/z 290

288

corresponds to M-17.27 {OH, HCN). B: malon-
250 dialdehyde (m/z 234). Key fragments correspond
to M-17 {OH), M-30 (NO), M-30-27 (NO, HCN),
M-30-46 {NO, NO,).
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reactivity and thus escape detection [12,19]. Owing to its
structure, such as OH in o position which considerably
enhances the reactivity of carbonyl and conjugated double
bonds, the o-hydroxyalkadienal has probably a very high
reactivity and toxic effects similar to 4-hydroxyalkenals.

In order to improve thermal stability of hydroxyaldehy-
des, we performed trimethyisilylation of the OH group.
Indeed, it was reported that DNPH derivatives of hydrox-
yaldehydes can be trimethylsilylated without altering their
recovery [15]. As N-methyltrimethylsilyl-trifluoroacetamide
(MSTFA) was succesfully used for the trimethylsilylation of
oxime derivatives [12,159], we used this reagent in the case
of DNPH-carbonyls. We obtained a derivative resulting from
the reptacement of the DNPH residue with formation of a
typical aldehyde-MSTFA adduct, as in the case of direct
MSTFA derivatization of aldehydes [21]. Such an adduct
gave an abundant fragment (m/z 228) comesponding to the
MSTFA derivatized carbony! goup after « cleavage of the
side chain {data not shown). However, molecular ions are
frequently missing in MSTFA derivatives.

Hydroxyaldehydes were mainly detected using LC/ESI-
MS and in part confirmed using GC/EI-MS, because of dif-
ficulties exposed above. For example, oxidation of linoleic
acid resulted in a wide range of mono- and dihydroxy- sub-
stituted alkanals (1), alkenals (2) and alkadienals (3).The
[M-H]- values of their pseudomolecular ions are (1) hydrox-
yhexanal: 295; hydroxyheptanal: 309; hydroxydecanal: 351;
hydroxyundecanal: 363; dihydroxyheptanal: 325; dihydrox-
yoctanal: 339; dihydroxydecanal: 367; dihydroxyundecanal;
381; dihydroxydodecanal: 395; (2) hydroxyheptenal: 307;
hydroxynonenal: 335; hydroxydecenal: 349; dihydroxyunde-
cenal: 379; dihydroxydodecenal: 393; dihydroxytetradece-
nal: 421 and (3) hydroxynonadienal: 333; dihydroxy-
undecadienal: 377,  dihydroxydodecadienal:  391;
dihydroxytetradecadienal: 419. 4-hydroxynonenal was a
main hydroxyaldehyde originated from the linoleic acid oxi-
dation, as already reported [1.3]. In the zone I, we also
found DNPH derivatives corresponding to the fatty acid long
chain substituted with polar groups (hydroxy, keto), i.e.
9-0x0-13-hydroxy-i0-octadecencic  acid  methylester
(m/z 506). '

Malondialdehyde was found to be a major product result-
ing from linolenic, but not linoleic acid oxidation. It does
not form a dinitrophenylhydrazone, but a cyclic and colour-
less pyrazole derivative (A, 307 nm [22]; m/z: 234 [23])
(Fig. 3B).

Conclusion

Analysis of aidehydic breakdown products reflects the bal-
ance between the rate of lipid peroxidation and the metab-
olism of peroxidized products. It is therefore the most reli-
able indicator for the measurement of the in vive occurrence
of lipid peroxidation [1]. Contrary to the currently used thio-
barbituric acid-reactive substances assay, which affords a

ANALUSIS, 2000, 28, N° 4
€ EDP Sciences, Wiley-VCH 2060
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global evaluation of peroxidation, the reported methods
including DNPH derivatization allow the identification of
individual aldehydes and a better estimation of its toxico-
logical consequences.

MS techniques presently used are complementary for the
identification of DNPH derivatives of aldehydes. The
GC/MS technique aliows to assign structures in numerous
cases. Neverthless, difficulties in identification of high mol-
ecular mass and polar compounds and frequent absence of
molecular ions limit this technique. ESI-MS easily supplies
molecular ions and enables an accurate study of aldehydes
resulting from lipid peroxidation. Both M$ techniques per-
mit the single ion monitoring. Correlation between EI-MS
and ESI-MS data led us to the identification of most of alde-
hydic products of linoleic and linolenic acids oxidation. The
peroxidation breakdown products are very complex. We
found numerous compounds corresponding to previously
described categories: n-alkanals, 2-alkenals, 2,4-alkadienals,
c-hydroxyaldehydes, 4-hydroxyalkenals, MDA, ketones
{1,2,7]. In addition, the two MS techniques permitted us to
identify an important number of carbonyl products substi-
tuted with OH group, which possess high reactivity and may
contribute to damages during lipid peroxidation, as described
for 4-hydroxynonenal.

These prefiminary experiments permitted to define a use-
ful tool to study lipid peroxidation resulting from a specific
enzymatic reaction (GGT), iLe. cleavage of glutathione by
gamma-glutamyltransferase in the presence of iron, As a
matter of fact, we have recently demonstrated that this
enzyme located in cell membrane has a prooxidant effect by
producing reactive oxygen species during glutathione
metabolism {24]. The analysis of lipid peroxidation products
generated by GGT/glutathione system is under current study,
using mainly LC/ESI-MS. Furthermore, comparison of
HPLC retention times of these products with chromatograms
of DNPH aldehydes identified during oxidation by
Fe*/ascorbate s quite useful, especially in the case of com-
pounds produced in very small amounts. We detected thus
an important number of non-polar, as well as polar dinitro-
phenylhydrazones of aldehydes which are formed in GGT-
dependent oxidation of linoleic and linolenic acids [25],
most of them being common to the Fe**/ascorbate-catalyzed
lipid peroxidation. The analysis of products formed with the
enzymatic system will now be performed using a simpler
methodology, i.e. HPLC with UV detection. Their respective
proportion will be determined using an internal standardiza-
tion method, because DNPH derivatives have very similar
molar absorbance.
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2.1. Mise en évidence des aldéhydes formés au cours de ’oxydation des acides gras

polyinsaturés

Lors d’expériences préliminaires nous avons rapidement constaté que les quantités
d’aldéhydes formés dans le systéme GGT/GSH/Fe’" (conditions d’incubation déerites p. 95)
nécessitaient la mise au point de méthodes analytiques particuliérement sensibles. De plus,
’absence quasi totale de ces aldéhydes au niveau commercial nous a obligée, afin d’obtenir des
témoins, d’identifier ces substances a partir d’un systéme d’oxydation a rendement beaucoup plus
glevé. C’est pourquoi, dans un premier temps nous avons utilisé un systéme d’oxydation
purement chimique car il semble en effet évident que des quantités beaucoup plus importantes
d’acides gras peuvent étre mises en ceuvre dans un tel systéme par rapport a un systéme
enzymatique. Nous avons eu recours au systéme ascorbate/Fe’* en raison de la facilité de son
emploi et des nombreuses études dont il a été objet (Miller and Aust, 1989, Herbert et al.,
1996).

L’acide «-linolénique (9,12,15-octadécatriénoique) et P’acide o-linoléique (9,12-
octadécadiénoique) ont été choisis comme substrats en raison de leur sensibilité connue &
I’oxydation :

Hsc\/\/\_/\_/\/\/\/\n/OH
12 g

o
Acide linoléique (9,12-octadécadiénoique)

H,C OH
15 12 9 0

Acide linclénique (9,12, 15-octadécatriénaique)

Ils ont été utilisés soit sous forme libre soit, le plus souvent sous forme d’esters
méthyliques. Cette derniére permet en effet une meilleure élimination de I’excés d’acide gras non

transformé, en fin de réaction.

La méthode la plus souvent utilisée pour !’estimation de la peroxydation lipidique est

basée sur la réaction colorée donnée par la condensation de 1’aldéhyde malonique avec I'acide

Chapitre II — Le systéme GGT/GSH/Fe™" dans la peroxydation lipidique ' 76



thiobarbiturique. Or de nombreux aldéhydes, notamment les alcanals, produits majoritaires de la
peroxydation lipidique et les 4-hydroxyalcénals, qui présentent par ailleurs un intérét
toxicologique particulier, ne sont pas détectés par cette méthode. De plus, celle-ci manque

beaucoup de spécificité (Lefévre et al., 1998).

Il est par ailleurs bien connu que l’instabilité ou la volatilité de certains aldéhydes
nécessite pour leur caractérisation la formation de composés beaucoup plus stables et le choix,

ainsi que la mise au point d’une méthode de dérivation, se sont avérés indispensables.

Plusieurs réactifs ont été proposés dans la littérature pour la dérivation des groupes
carbonyle et certains, comme les oximes, présentent de grands avantages, 4 savoir une bonne
stabilité 4 température élevée et une trés grande sensibilité de détection (Norsten-Hodg and
Cronholm, 1990, Loidl-Stahlhofen er al., 1995). En revanche, ils ne possédent aucune coloration

propre et se prétent difficilement 4 la chromatographie surtout en phase liquide.

Nous avons donc préféré la 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) pour les avantages que
ce réactif présente : haute spécificité, bonne stabilité des dérivés et repérage facile de ceux-ci

grice a leur coefficient d’absorption élevé dans la région 360-380 nm (& : 25000-28000 M™' em™).

2.1.1. Formation des 2,4-dinitrophénylhydrazones

La 2,4-dinitrophénylhydrazine constitue un piége trés sensible pour tous les composés
carbonylés et de ce fait, n’est jamais obtenue du commerce sous une forme suffisament pure.
Nous avons donc procédé a différentes reprises & une recristallisation dans le n-butanol. Le
produit ainsi purifié est dissous dans de [’acide chlorhydrique 1 M et constitue le réactif que nous
avons utilisé tout au long de ce travail. Sa durée de conservation est supérieure a un mois, mais
son emploi nécessite beaucoup de précautions. En effet, sa sensibilité aux dérivés carbonylés et
notamment a ceux toujours présents dans P’atmosphére d’un laboratoire (formaldéhyde,
acétaldéhyde, acroléine, etc.) (Goelen et al., 1997) entraine ’obligation d’extraire avant emplot,

les 2,4-dinitrophénylhydrazones contaminatrices. Aprés plusieurs essais, le dichlorométhane s’est

Chapitre I — Le systéme GGT/GSH/Fe’* dans [a peroxydation lipidique 77



avéré étre le meilleur solvant pour cette opération car il permet une extraction efficace des 2,4-

diphénylhydrazones sans trop entrainer de réactif.

Les conditions d'emploi du réactif et la technique d’isolement des 24-
dinitrophénylhydrazones (décrites dans la publication n°2) ont été déterminées par des essais
effectués au préalable sur 6 aldéhydes du commerce : hexanal (Sigma), heptanal (Aldrich), trans-
4-décénal (Fluka), trans-2-décénal (Fluka), MDA (préparé par hydrolyse acide du 1,1,3,3-
tétraéthoxypropane, Sigma) et 4-hydroxy-2,3-trans-nonénal (OXIS). Ceci nous a permis de plus,

I’obtention des 2,4-dinitrophénylhydrazones témoins.

2.1.2. Séparation des 2,4-dinitrophénylhydrazones

Grice a leur coefficient d’absorption élevé en UV, les 24-dinitrophénylhydrazones
peuvent étre facilement détectées et le choix de la chromatographie liquide haute performance

(CLHP) s’est imposé d’emblée.

Les figures 20 A et B montrent les résultats obtenus dans le cas d’une oxydation
respectivement du linoléate et du linolénate de méthyle. La complexité du mélange de 2,4-
.dinitrophénylhydrazones dans chaque cas est évidente et ne semble pas permettre I’identification
ultérieure des composes par simple mesure du temps de rétention. Dans un cas elle est cependant
possible. Il s’agit du MDA qui, sous ['action de la DPNH, ne fourmit pas I’hydrazone
correspondante mais un dinitrophénylpyrazole absorbant & 307 nm. Il posséde, dans nos

conditions expérimentales, un temps de rétention de 3,9 minutes (fig. 20 C).
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Figure 20 : Chromatogrammes types des
produits d’oxydation totanx (dérivés
DNPH) du linoléate de méthyle (A) et
linolénate de méthyle (B et C).

Conditions CLHP : colonne lichrosorb RP
18, 7um, 4 x 250 mm, phase mobile :
acétonitrile - eau 2:1{v/v); débit: 1 ml/min
La détection est réalisée 4 360 nm (A et B).
Dans le cas du linclénate de méthyle, la
détection 4 307 nm (C) met en évidence le
dérivé du MDA (temps de rétention: 3,9
min, pic indiqué par une fléche).
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2.1.2.1, Chromatographie sur couche mince {CCM)

Afin de limiter la complexité des profils CLHP, nous avons procédé a une séparation
préalable des 2.4-dinitrophénylhydrazones par chromatographie sur couche mince de gel de
silice (mode opératoire décrit dans la publication n°2). Bien que trés incompléte au niveau de
la séparation des entités chimiques, elle présente cependant deux avantages majeurs, & savoir :
la séparation des composés selon une polarité décroissante allant de la ligne de dépét vers le
front et de plus, elle favorise une concentration non négligeable des composés présents en
faible quantité dans la solution de départ.

Trois zones de polarité différente ont été définies : zone I (Rf 0-0,2) et zone IT (Rf 0,3-
0,5), appelées « polaires » et zone III (Rf 06-0,8), « non-polaire »,

Les taches de couleur jaune ou rosé sont aisément repérées. L’adsorbant correspondant
a chaque zone est gratté puis élué par du méthanol pur. Ce demier permet une élution totale
des hydrazones, mais présente cependant I’inconvénient d’extraire également ie liant de
nature organique qui assure au gel de silice son adhésion dans le cas des plaques prétes a
PPemploi. Nous avons donc dii préparer nos plaques nous-mémes a partir de gel de silice
Merck dont le liant est du platre (Stahl, 1962). La figure 21 représente la séparation des
2,4-dinitrophénylhydrazones provenant d’acides gras oxydés par le systeme chimique, par le

systéme GGT/GSH/Fe™*, ainsi que celles provenant d’aldéhydes témoins.

Front du
solvant A

QQ 88 } Zone I

Zone 11

— g
. Zone I
Ligne de ¥ ) - B

dépot

15em

Figure 21 : Chromatographie sur couche mince.
Dérivés DNPH des aldéhydes témoins : hexanal (1), 4-décénal (2), MDA (3) et extraits du
linolénate de méthyle témoin (4) et oxydé par le systéme ascorbate/Fe™ (5) ou GGT/GSH/Fe**

(6).
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2.1.2.2. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Elle constitue la technique de base utilisée tout au long de ce travail. L’extrait

provenant de chaque zone définie ci-dessus en CCM a ét€ analysé par cette technique dont les

conditions sont décrites dans la 1égende de la figure 20.

Les figures 22 montrent les chromatogrammes CLHP obtenus pour chaque zone CCM
indiquée dans la figure 21 et concemant les produits d’oxydation du linolénate de méthyle par
le systéme ascorbate-Fe®* (dépdt 5). On peut observer que méme aprés séparation sur couche

mince le profil reste complexe. Plus d’une dizaine de composés sont mis en évidence dans

chaque zone. On note également I’existence ou la prépondérance de certains pics dans une

zone donnée et ceci illustre bien tout I’intérét de la CCM en premiére étape.
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Figure 22: Profils CLHP des
produits d’oxydation (dérivés

DNPH) du linolénate de méthyle
aprés séparation sur CCM.
A:zone CCMI(R;: 0-0,2); B: zone
CCM II (R;: 0,3-0,5) et C : zone CCM
11 (R, : 0,5-0.8).
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Nous avons méme tenté la récupération de bandes relativement bien séparées, en
particulier dans les zones I et III [voir fig. 20(5)]. Les figures 23 A et B représentent les
profils obtenus. Méme dans ce cas la séparation est loin d’étre parfaite, un méme composé
étant retrouvé dans des bandes voisines. Cette technique n’a toutefois été utilisée qu’au début

de notre travail et uniquement a des fins d’identification pour la constitution de témoins.
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Figure 23 : Profils CLHP des bandes isolées en CCM.
A :bande R;= 0,12 et B : bande Ry = 0,70 des zones CCM respectivement I et ITI.

Tous ces résultats ont été obtenus en phase isocratique et afin d’améliorer encore les
séparations, nous avons mis au point une technique d’élution par gradient (conditions

opératoires décrites dans la publication n°2).

Les figures 24 A et B permettent d’apprécier la différence de performance des deux
techniques. L’utilisation du gradient a été réservée aux séparations destinées a une
identification des composés par spectrométrie de masse LC-MS. Le mode isocratique a été
préféré dans l’analyse de routine et principalement pour la comparaison des produits

d’oxydation obtenus pour un méme acide gras traité par des systémes d’oxydation différents.
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Figure 24 : Comparaison des profils CLHP en mode isocratique (A) et er mode gradient (B).
Les profils représentent une fraction non-polaire (zone I CCM, R = (,6) du linoléate
de méthyle oxyde.

2.1.3. Méthodes d’identification

Parmi les moyens matériels dont nous disposions, seule la spectrométrie de masse a pu
étre envisagée pour I’identification des composés.

Deux méthodes différentes ont été utilisées a savoir : la spectrométrie de masse avec
ionisation par impact électronique (EI) et ionisation en « électrospray » (ESI), couplées

respectivement a la chromatographie en phase gazeuse (GC) et & la CLHP.

2.1.3.1. Spectrométric de masse par couplage a la chromatographie en phase

gazeuse {GC-MS)

Cette technique nous a permis de déterminer la structure de nombreux composés. Les
expériences ont été réalisées dans les conditions décrites (publication n°2) et qui ont été fixées

a partir des résultats obtenus pour des aldéhydes témoins.
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Connue pour son efficacité souvent plus grande que celle obtenue en CLHP, la
chromatographie en phase gazeuse sur colonne capillaire est particuliérement bien adaptée 2
la spectrométrie de masse puisque celle-ci, au moins dans un premier temps, consiste &
obtenir la volatilisation de la substance & analyser. Dans un second temps, les électrons émis
par un filament chauffé et accélérés vers une anode, entrent en collision avec les molécules
gazeuses de la source. 1l en résulte la fornation d’ions moléculaires qui vont se fragmenter et
tous ces ions sont ensuite canalisés vers un analyseur (De Hoffman et al., 1999). Toute la
difficulté d’interprétation du spectre obtenu réside alors dans la reconstitution théorique de la
molécule a partir de ces fragments et de 1’ion moléculaire (lorsqu’il est présent).

Malgré ses limites, 1'ionisation par impact électronique (EI) est la méthode qui fournit
les spectres les plus aisément comparables. Ceci explique d’ailleurs pourquoi les collections
de spectres utilisés pour les identifications par comparaison reposent majoritairement sur
I’impact €lectronique.

A titre d’exemple, les dérivés carbonylés sous forme de 2,4-dinitrophénylhydrazones
provenant d’une oxydation de linolénate de méthyle et formant 2 bandes dans la zone III en
CCM [voir fig. 21(5)] se sont révélés étre au nombre de 9 4 savoir, dans ordre d’élution :
pentanone (M=266), butanal (M=262), hexanal (M=280), 2-hexénal (M=278), 3-hexénal
(M=278), hexadiénal (M=276), 24-heptadiénal (M=290), octadiénal (M=304),
3,6-nonadiénal (M=318).

L’interprétation des spectres de masse n’est toutefois pas toujours d’une grande
évidence et nécessite une connaissance du mode de fragmentation des 2,4-
diphénylhydrazones. A titre d’exemple, nous reproduisons dans la figure 25 le spectre du

4-décénal-DNPH témoin et I'interprétation qui peut &tre faite :
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Figure 25 : Spectre EI du 4-décénal-DNPH (M=334),
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L’ion moléculaire M'=334 correspond 4 la masse attendue pour ce compose, les ions a
m/z 317 (M-17) a la perte d’un hydroxyle (OH), 304 (M-30) a la perte de NO, 300 (M-34) a
la perte de (O + H,0), 288 (M-46) a la perte de NO,. Bien que trés classique mais non
constante, la perte de ces fragments ne fait que confirmer qu’il s’agit bien d’une 2,4-
dinitrophénylhydrazone. En revanche les ions 277, 223 et bien évidemment 334 sont propres

a la structure de cet aldéhyde.

Les difficultés d’interprétation grandissent souvent avec 1’allongement de la chaine,
I’augmentation de I'insaturation ou I'introduction de substituants. Les deux exemples suivants
(fig. 26 et fig. 27) montrent combien il est parfois délicat d’assurer non seulement la structure
correspondant au spectre mais aussi la certitude que cette structure est bien celle du composé
soumis a !’analyse. La figure 26 représente le spectre de masse de la 2,4-dinitro-
phénylhydrazone du 4-hydroxyheptanal, identifié parmi les produits d’oxydation du
linolénate de méthyle. Les ions & m/z 267, 238, 223 et 167 sont explicités dans la formule. On
peut alors noter I’'importance des ions & m/z 267 et 238 (237+H) car ils permettent de localiser

la position du substituant.
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Figure 26 : Spectre EI du 4-hydroxyheptanal-DNPH (M=310).

Le spectre suivant (fig. 27) pourrait étre attribué a la 2,4-dinitrophénylhydrazone d’un
nonadiénal (M=318). Or dans ce cas précis le composé analysé est en fait la 2,4-
dinitrophénylhydrazone du 4-hydroxynonénal que nous avons préparé a partir de 1’aldéhyde

témoin.

Chapitre 11 — Le systéme GGT/GSH/Fe’* dans la peroxydation lipidique 85



100

L J
= )
i B
=l i
I
g = 318
= ] 214
g Ja1 o> § o3 172
< 0- m/z
s0 100 150 200 250 300 350
CH:;—-CH_,,_—CHZ——CHE—CHZ——H(I)-“-CH=CH—CH=N“HN—Q—NOz
OH NO,

Figure 27 : Spectre EI du 4-hydroxynonénal-DNPH (M=336).

Il est aisé de dire dans ces conditions qu’il y a eu déshydratation mais il faut bien
reconnaitre qu’en l’absence de toute autre donnée concernant la molécule analysée,
I"interprétation du spectre de masse peut conduire 4 une identité erronée.

La déshydratation est un phénoméne trés connu en spectrométric de masse mais
cependant déroutant car parfois imprévisible. C’est ainsi que malgré une masse moléculaire
élevée et la présence de trois groupes hydroxyle, nous avons obtenu par oxydation du

linoiénate de méthyle le composé suivant :
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Figure 28 : Spectre EI du 2,3,5-trihydroxy-1,10-décanedial-DNPH (M=578).

Par la suite, nous avons tenté de protéger les groupes hydroxyle par silylation 4 I’aide
de méthyltriméthylsilyl-triflucroacétamide (MSTFA). Ce réactif, utilis€ avec succes pour la
silylation d’hydroxyaldéhydes sous forme d’oximes (Loidl-Stahthofen and Spiteller, 1994 ;

Loidl-Stahlhofen et al., 1995) s’est révélé assez décevant dans notre cas. Il présente bien sir
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I’inconvénient d’augmenter de fagon importante la masse moléculaire mais surtout il

occasionne avec les 2.4-dinitrophénylhydrazones la formation de nombreux produits

secondaires que nous n’avons pas étudiés de fagon approfondie. Toutefois, nous avons pu

mettre en évidence que parmi ceux-ci, certains proviennent d’une réaction qui ne semble pas, a

notre connaissance, avoir ét¢ décrite dans le cas des 2,4-dinitrophénylhydrazones. Elle est en

revanche signalée dans le cas ou la fonction aldéhydique est libre (Ende and Luftman, 1984).

Les figures 29 et 30 montrent deux exemples de ce type de transformation ol le reste DNPH a

été totalement remplacé.

Abondance relative:
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Figure 29 : Spectre EI du 9-hydroxy-12-oxo-dodécanoate de méthyle (silylé) (M=513).

TMS = -Si(CH,).
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Figure 30 : Spectre EI du 4,5-dihydroxy-9-0xo-nonanoate de méthyle (silylé) (M=487).

TMS = -SI(CH3)3 .
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La GC-MS nous a ét¢ d’un grand secours pour l’analyse, dans un premier temps, des
substances éluées directement & partir de CCM. 1l faut toutefois souligner que les temps de
rétention et méme |’ordre d’élution des composés d’un mélange sont trés différents en phase
gazeuse et en CLHP. II existe donc une impossibilité de transposer les résultats acquis par une
méthode vers |’autre. C’est pourquoi nous avons eu recours de fagon plus systématique a la

spectrométrie de masse coupiée a CLHP.

2.1.3.2. Spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide haute

performance (LC-MS)

De la méme maniére que dans le cas du couplage GC-MS, nous avons procédé a
Ianalyse des produits d’oxydation des acides gras séparés préalablement par CCM en plusieurs
fractions. Les échantillons repris par de la phase mobile sont injectés dans le chromatographe
coupié au dispositif d’ionisation en électrospray (ESI). Cette derniére consiste & appliquer a un
liquide (éluat de la colonne) circulant & faible débit dans un tube capillaire, un champ €lectrique
de plusieurs kV. L’accumulation des charges & la surface du liquide provogue a la sortie du
capillaire la formation de gouttelettes hautement chargées. L’évaporation du solvant contenu
dans les gouttelettes conduit a une diminution de leur volume jusqu’a leur explosion. Il en
résulte des gouttelettes plus petites jusqu'au moment ou le champ €lectrique & leur surface est
suffisant pour amener la désorption des ions acheminés ensuite vers 1’analyseur (De Hoffman

et al., 1999).

Nous avons pu ainst analyser toutes les fractions tant polaires que non polaires séparées
par CCM.

L’exemple illustré par la figure 2 de notre publication n°2 montre le résultat d’analyse
d’une fraction non polaire provenant de I’oxydation de linolénate de méthyle,

Dans le cas du linoléate de méthyle, les produits identifiés dans la fraction non-polaire

font ’objet du tableau V.
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Tableau V : Produits d’oxydation (dérivés DNPH) non-polaires du linoléate de méthyle.

Masse Temps de rétention (min)
Aldéhyde moléculaire
(dérivé DNPH) Mode gradient | Mode isocratique

acétaldéhyde 224 5,5 5,5
propanal 238 7,6 6,7
buténal 250 15,2 8,2
butanone 252 14,1 . 8,5
butanal 252 17,2 8,9
penténal 264 17,1 8,5
pentanone 266 20.1 11,6
pentanal 266 22,6 11,7
hexanal 280 25,1 15
hepténal 292 30,1 19,9
heptanal 294 29,5 21,7
octénal 306 33,9 28
nonadiénal 318 35,1 312
nonénal 320 36,2 399

Les conditions CLHP sont décrites dans la légende de la figure 20 (mode isocratique) et dans la
publication n°2 (mode gradient).

Un des avantages de cette méthode de spectrométrie de masse réside également dans la
possibilité d’analyser des dérivés polaires généralement trés instables en GC-MS. Ainsi, dans
I’oxydation du linoléate de méthyle, un grand nombre d’aldéhydes mono- et dihydroxylés et

possédant un degré variable d’insaturation ont été caractérisés (tableau VI).
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Tableau VI : Composés hydroxyaldéhydiques (dérivés DNPH) identifiés parmi les produits

d’oxydation du linoléate de méthyle.

Masse Temps de rétention (min)

Aldéhyde meoléculaire
(dérivé DNPH) Mode gradient Mode isocratique

Hydroxyalcanals
hydroxyhexanal 296 5,7 5,7
hydroxyheptanal 310 15.3 7,2
hydroxydécanal 352 21.4 10,1
hydroxyundécanal 366 25,3 14,2
Dihydroxyalcanals
dihydroxyheptanal 326 49 4
dihydroxyoctanal 340 7 4,7
dihydroxydécanal 368 21,2 9,9
dihydroxyundécanal 382 5,7 5,7
dihydroxydodécanal 396 146 6,8
dihydroxytridécanal 410 19,3 8,5
Hydroxyalcénals
hydroxyhepténal 308 20,5 10
4-hydroxynonénal 336 19,6 9,1
hydfoxydécénal 350 19,3 8,5
Dihydroxyalcénals
dihydroxyundécénal 380 28,5 18,5
dihydroxydodécénal 394 25,8 14,2
dihydroxytétradécénal 422 19,3 8,5
Hydroxyalcadiénals
Hydroxynonadiénal 334 24,1 12,2
dihydroxyundécadiénal 378 27,7 18
dihydroxydodécadiénal 392 31 241
dihydroxytétradécadiénal 420 23,2 11,5
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Nous présentons dans la figure 31 les résultats obtenus en LC-MS 2 partir d’une
fraction CCM (R¢: 0-0,1) provenant de I’oxydation de linoléate de méthyle. Les spectres

correspondant & quelques-uns des composés identifiés sont donnés a titre d’exemple dans les

figures 32 et 33.
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Figure 31 : Profil chromatographique des composés carbonylés (dérivés DNPH) identifiés par
LC-MS dans une fraction polaire (R;: 0 — 0,1) de linoléate de méthyle oxydé (détection UV ldz4

nm)-

1 a3 : inconnus ; 4 : hydroxyhexanal et 6-hydroxy-9-oxo-nonanoate de méthyle; S : dihydroxyoctanal
et dihydroxytétradécadiénal; 6 : dihydroxyoctanal, dihydroxypentadécanal ; 7 : dihydroxydodécanal ;
8 : hydroxyheptanal ; 9: hydroxydécénal, dihydroxytridécanal, et dihydroxytétradécénal; 10:
4-hydroxynonénal ; 11 : hydroxyhepténal, dihydroxydécanal ; 12 : hydroxydécanal, dihydroxydécanal,
13: dihydroxytétradecadiénal ; 14 : hydroxynonadiénal; 15: hydroxyundécanal et dihydroxy-
dodecénal ; 16 : hydroxy-oxo-octadécadiénoate de méthyle et dihydroxy-oxo-octadécadiénoate de
méthyle ; 17 : 9-hydroxy-10-oxo-décanoate de méthyle (osazone); 18 : hydroxy-oxo-décénoate de

méthyle.
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Figure 32 : Spectres ESI : (A) : 4-hydroxynonénal-DNPH, {M-H]=335; (B) : hydroxydécénal-
DNPH, [M-H] =349, dihydroxytridécanal-DNPH, [M-H] =409, dihydroxytétradécénal-DNPH,
M-H]=421.
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Figure 33 : Spectres ESI : (A) : 4-hydroxynonadiénal-DNPH, [M-H]=333; (B) : hydroxy-oxo-
décénoate de méthyle-DNPH, [M-H]'=505.
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Il est & noter que st la presque totalité des composés identifiés est constituée par les
hydroxyaldéhydes et, parmi eux le 4-hydroxynonénal majoritaire, la présence
d’hydroxyoxoacides ou d’hydroxydialdéhydes doit aussi étre soulignée. D’ailleurs, la
complexité de la fraction analysée est encore beaucoup plus grande que ne le laisse paraitre le
profil CLHP ci-dessus puisque, ainst que le montre par exemple la fig. 32 B, I’analyseur de

masse détecte encore plusieurs composés sous le méme pic.

Enfin, I’analyse d’une fraction appartenant & la zone II d’une CCM (R¢ 0,3) s’est
avérée étre surtout constituée par des osazones ainsi que le laissait soupgonner le passage du
jaune au violet de la zone aprés pulvérisation d’une solution de potasse alcoolique. La
formation d’osazones a partir de produits résultant de 1’oxydation lipidique a été déja signalée
a différentes reprises (Esterbauer et al., 1982, Poli ef al., 1985), mais leur structure est restée
indéterminée jusqu’a assez récemment (Loidl-Stahlhofen and Spiteller, 1994, Loidl-
Stahthofen er al., 1994). Elle résulte, comme dans le cas des oses, de la présence d’un
hydroxyle en position o par rapport & la fonction aldéhyde et non comme on pouvait
Penvisager d’un groupe o, B-dicétone.

Pour notre part, nous avons caractérisé trois osazones homologues en Cy, Cip et Cy

ayant pour masse moléculaire respectivement 560, 574, 588. 1.’osazone en Cy est représentée

CH,00C—(CH,).— CH— G—ChH= N—HN—Q—NOZ
N—~HN~Q—NO?_ NO,
NO,

Osazone de 8-hydroxy-9-oxo- nonanoate de méthyle (M=560)

ci-dessous :

2.2. Oxydation des acides gras par le systtme GGT/GSH/Fe**

Nous tenons & souligner tout particuliérement, ainsi que nous ’avons déja fait dans
Iintroduction de ce chapitre, que tout le développement analytique que nous venons
d’exposer n’avait pas d’autre but que de permettre, par comparaison des profils HPLC,
I’identification des produits d’oxydation obtenus par action du systéme GGT/GSH/Fe™* sur

des acides gras polyinsaturés.
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L’utilisation de I’enzyme purifiée et non pas d’un systéme cellulaire comme dans le
chapitre I a été dictée par la nécessité d’un modele simple d’étude de ce processus complexe
qui est la peroxydation lipidique.

Les conditions d’oxydation par ce systéme ont été les sutvantes : acide linoléique ou
linolénique (esters méthyliques) I mM, GSH 2mM, gly-gly 20 mM, Fe’*-EDTA
150 : 165 uM, GGT (Sigma) 200mU/ml, tampon phosphate 50 mM pH 7,4. La réaction est
déclenchée par I’addition du GSH et poursuivie a 37°C durant 2 heures, avec agitation. Des
témoins privés soit de GGT soit de GSH soit de Fe’™ sont préparés également. La réaction est
arrétée par 1’addition du réactif de dérivation (1 ml DNPH/HCI 1M) et fermeture des tubes
sous azote.

Du fait que dans ces conditions les acides gras sont soumis a la fois 4 une
auto-oxydation accélérée sous I’influence de I’agitation et de la température et a 1’action du
systéme GGT/GSH/Fe™, il est important de déterminer la part que le systéme enzymatique
représente dans la formation des produits d’oxydation.

Grace a [’établissement d’une gamme & partir de 2,4-dinitrophénylhydrazone
d’heptanal nous avons pu doser de fagon globale par spectrophotométrie UV (A360 nm) les
dérivés carbonylés en fin d’incubation.

De la comparaison des valeurs obtenues par I’oxydation du linoléate de méthyle en
présence du systéme GGT/GSH/Fe™ et des témoins dépourvus de GGT et/ou de GSH et
Fe’*(tableau VII) il ressort sans ambiguité que la GGT joue un rdle dans I’oxydation des
acides gras insaturés dans ce modele in vitro. Dans ces conditions, on peut assurer que méme
dans le cas du plus mauvais rendement, au moins 50% des produits aldéhydiques totaux

formés proviennent de I’activité du systéme GGT/GSH/Fe’".

Tableau VII: Estimation de la quantité totale des dérives DNPH formés par ’oxydation
GGT/GSH/Fe'" du linoléate de méthyle.

] Dérivés cabonylés totaux
Systéme d’oxydation
(nmoles)
GGT/GSH/Fe™ 568,7 + 45,5
GSH/Fe* 197,3 20,3
Fe** 153,0 +9,9
GSH 1150 #12,7
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L’identification des produits d’oxydation a été effectuée selon le méme schéma que
décrit précédemment et en particulier la séparation de leur 2,4-diphénylhydrazones en fraction
polaire et non polaire par chromatographie sur couche mince.

A partir du linoiéate de méthyle, nous avons ainsi pu identifier dans une fraction non
polaire 9 aldéhydes de C4 & Cyo (fig. 34 A). A titre de comparaison, la figure 34 B reproduit le
profil CLHP d’une fraction également non polaire provenant de 1’oxydation du linoléate de

méthyle par le systéme ascorbate/Fe*" .
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Fignre 34 : Comparaison des profils CLHP de Ia fraction non-polaire (R; 0,6) obtenue par
I’oxydation du linoléate de méthyie par le systtme GGT/GSH/Fe’ (A) et par le systéme
ascorbate/Fe’"(B). Produits d’oxydation communs (dérivés DNPH) : 1: buténal ; 2 : pentanal ; 3 :
hexanal ; 4 : hepténal ; 5 : heptanal ; 6 : octénal ; 7 : nonadiénal ; 8 : nonénal ; 9 : décadiénatl.

On constate alors que pratiquement tous les composés sont communs aux deux
systémes d’oxydation et que 1’hexanal représente de loin le composé majeur dans les deux
cas. Ces faits ont té largement confirmés par d’autres expériences dont deux parmi elles sont
représentées dans le tableau VIII. On peut noter toutefois certaines différences parfois
importantes entre les deux systémes mais I’interprétation de ces différences reste difficile et

ne semble pas devoir conduire a envisager un mécanisme d’action différent du systéme

GGT/GSH/Fe’ par rapport au systéme ascorbate/Fe”".

Chapitre IT — Le systéme GGT/GSH/Fe’* dans la peroxydation lipidique 96



Tableau VIII : Comparaison des produits d’oxydation non-polaires formés par 1’oxydation

du linolénate de méthyle par les systéemes GGT/GSH/Fe’" et ascorbate/Fe’*.

B Systéme d’oxydation

Pic | Aldéhyde

Ne GGT/GSH/Fe™ | Ascorbate/Fe®*
1 |Buténal 6,4 3,6
2 | Pentanal 18,5 14,5
3 ;Hexanal 62,0 62,2
4 | Hepténal 2,4 0,2
5 Hepta;.nal 0,3 0,1
6 | Octénal 2,5 6,5
7 | Nonadiénal 0,4 1,5
8 |Nonénal 5,6 10,6
9 | Décadiénal 0,5 0,5

Les quantités correspondant & chaque pic sont exprimées en % du total.

En ce qui conceme les fractions polaires, plusieurs hydroxyaldéhydes ont pu étre
caractérisés :  hydroxypenténal, hydroxyhexanal, hydroxyheptanal, hydroxyhepténal,
hydroxynonénal, hydroxynonadiénal, dihydroxydécanal, dihydroxyundécénal. Quelques
exemples sont représentés dans les profils CLHP illustrés par les figures 35 (A & C). On
remérque en particulier la présence du dérivé du HNE (fig. 35A), bien séparé dans une des
fractions analys€es, ainsi que celle d’une osazone, a savoir [’osazone correspondant au
2-hydroxyhexanal (fig. 35 C).

L’identification des hydroxyaldéhydes comme produits d’oxydation par le systéme
GGT/GSH/Fe™, et particulierement de ceux qui comme le 2-hydroxynona-3,5-diénal

possédent une insaturation €levée revét un caractére d’une grande importance.

CHz—CH;—CH;—HC=HC—HC= CH_C|:H-—CH=N—~HN—Q~ NO,

OH NO,

2-hydroxy-nona-3,5-diénal DNPH (M=334)
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Figure 35 : Profils CLHP des dérivés
DNPH identifiés dans des fractions
polaires de linoléate de méthyle oxydé
par le systétme GGT/GSH/Fe™.

4 Fractions: A: R¢0,05; B: R; 0,1, CR;
5 0,2.

Composés identifiés :

HNE : 4-hydroxy-nonénal

1 : hydroxyhepténal

2 : hydroxynonadiénal

3 : dihydroxyundécénal

4 : hydroxypenténal

5 : hydroxyhexanal
o min

En effet, de tels composés présentent sur le groupe carbonyle une charge positive plus
élevée que les aldéhydes non substitués et ils tendent & réagir spontanément avec des
biomolécules. On peut donc envisager de leur part des effets toxiques similaires & ceux

attribués a PHNE.
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Cette réactivité élevée peut également expliquer les faibles quantités que 1’on détecte.
En effet, lors de la CCM une partie des composés ne peut pas étre éluée du gel de silice
malgré I'utilisation de différents solvants. Ce phénoméne qui n’a pas lieu lorsque I’oxydation
est obtenue par le systéme ascorbate/Fe’”, nous améne & penser qu’une partie des produits
d’oxydation forme des adduits avec les composants du milieu d’incubation, qui restent
fortement liés & I’adsorbant. Il est connu que les 2-alcénals et les 4-hydroxyalcénals réagissent
avec les thiols et les protéines par une réaction de type Michael (voir introduction). La
présence des thiols (GSH et CysGly formée & partir du GSH), ainsi que d’une protéine (GGT)
dans le systéme enzymatique d’oxydation serait favorable & la formation de tels adduits.
Puisque nous avons identifi¢ 'HNE parmi les produits d’oxydation en présence du systéme
GGT/GSH/Fe™ et que celui-ci, & I'opposé d’autres hydroxyaldéhydes insaturés, est disponible
en tant que réactif commercial, nous 1’avons utilisé par la suite en tant que molécule modele
de ’oxydation induite par la GGT sur les lipides. Une étude plus approfondie de I’adduit du
HNE avec les thiols (GSH, CysGly) et leur relation avec la GGT fait I’objet du chapitre

suivant,

En conclusion, nos résultats apportent la preuve que le systéme GGT/GSH/F&™*
est capable d'oxyder les acides gras insaturés et confirment pleinement I’implication de
la GGT dans la peroxydation lipidique. L’oxydation des acides gras par le systéme
GGT/GSH/Fe’* conduit a4 une grande complexité de produits carbonylés : alcanals,
alcénals, alcadiénals, oa-hydroxyaldéhydes, 4-hydroexyalcénals, cétones. De plus, la
formation des hydroxyaldéhydes insaturés hautement réactifs comme IHNE et
possédant des effets toxiques connus sur différentes fonctions cellulaires, suggére que le
métabolisme du GSH par Ia GGT en présence de fer pourrait conduire 4 un processus

toxique de peroxydation lipidique.
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CHAPITRE III



Role de la GGT et de Ia GGT-rel dans le métabolisme de 1’adduit
glutathion-4-hydroxynonénal

La conjugaison du HNE avec le GSH est connue comme étant une voie importante de
détoxification de ce produit hautement réactif issu de la peroxydation lipidique. Cette
réaction, dont le mécanisme est décrit dans la figure 36 peut avoir lieu spontanément, mais la
présence in vivo des enzymes GST, et surtout de celles qui manifestent une affinité élevée vis-
a-vis du HNE (voir introduction) augmente de 300 a 600 fois sa vitesse. Le produit initial de
la réaction est un thio-éther (1) qui subit ensuite un réarrangement pour former un hémiacétal
cyclique (2), plus stable (Esterbauer et al., 1975a). D’autres thiols réagissent également avec
le HNE. Dans le cas de la cystéine, ’adduit formé initialement (3) réagit avec une deuxiéme
molécule de cystéine conduisant ainsi & un diadduit (5) (dérivé de la thiazolidine) quand le

thiol est présent en excés (Esterbauer ez al., 1975b).

GS 56
RMH +GSH —» H —» )1
0 O
OH OH 1 R 0O OH
2
CyS cys

CyS S—CH,
/A
RN velely
N
"
OH b s

Figure 36 : Réaction du glutathion et de la cystéine avec les 4-hydroxyaleénals (d’aprés
Esterbauer et al., 1991).
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Des réactions similaires ont lieu entre les aldéhydes o, B-insaturés et les thiols, mais a
I’exception de |’acroléine, les adduits des aldéhydes o,B-insaturés sont nettement moins
stables que les adduits des hydroxyalcénals. En solution aqueuse ils se dissocient, libérant les

composés parentaux. (Esterbauer et al., 1975a).

In vivo, le conjugué GS-HNE est ensuite métabolisé en un produit final dérivé de
I’acide mercapturique (HNE-MA), qui a été identifié dans I’urine chez le rat (Alary et al,
1995 ; Petras et al., 1995).

D’autre part, dans le cas de certains composés, le métabolisme de leurs conjugués au
GSH par la voie de ’acide mercapturique conduit a la formation de métabolites toxiques
(Commandeur ef al., 1995).

Bien que d’une maniére générale I’implication de la GGT dans la voie de biosynthése
des acides mercapturiques soit connue {Curthoys and Hughey, 1979), son rdle dans le
métabolisme du conjugué GS-HNE n’a pas été jusqu’a présent étudié et, a notre connaissance,
il n’existe dans la littérature aucune donnée concernant les effets biologiques éventuels des

métabolites intermédiaires du GS-HNE formés par la voie de I'acide mercapturique.

Nous nous sommes donc proposé d’étudier dans un modéle cellulaire d’une part, le
role éventuel de la GGT ainsi que celui de fa GGT-rel dans le métabolisme du GS-HNE et
d’autre part, d’étudier les conséquences que ce métabolisme peut entrainer au niveau

cellulaire et plus particuliérement en ce qui concerne la cytotoxicité.

De plus, nous nous proposons de mettre en évidence la formation et éventuellement le
métabolisme de ’adduit GS-HNE au cours de la peroxydation lipidique dépendante de la
GGT. '
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3.1. Role de la GGT dans le métabolisme et la cytotoxicité de 1’adduit
glutathion-4-hydroxynonénal

Dans le cas de la GGT, I’étude que nous avons réalisée pour répondre aux objectifs

énoncés ci-dessus a fait 1’objet de la publication n°3 :

M. Enoiu, R. Herber, R. Wennig, C. Marson, H. Bodaud, P. Leroy, N. Mitrea, G. Siest and M.

Wellman

v-glutamyltranspeptidase-dependent metabolism of 4-hydroxynonenal-glutathione conjugate

and resulting cytotoxicity

Free Radic. Biol. Med., soumis.

Les résultats obtenus dans cette étude nous ont permis de montrer que :

a) Ia GGT purifiée ainsi que ’enzyme exprimée par les cellules V79GGT sont
capables de métaboliser e GS-HNE

b) le seul métabolite qui en résulte est 1’adduit CysGly-HNE dont la structure a

été confirmée par spectrométrie de masse

¢) le métabolisme du GS-HNE par les cellules V79GGT provoque une
augmentation de la cytotoxicité par rapport aux cellules V79Cl qui ne

métabolisent pas le GS-HNE
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Abstract

A major pathway for detoxication of the highly reactive lipid peroxidation product, 4-
hydroxy-2,3-trans-nonenal (HNE) is through the conjugation with glutathione (GSH). We
have studied the metabolism of GS-HNE conjugate by the enzyme gamma-
glutamyltranspeptidase (GGT), which is catalysing the first step of the mercapturic acid
pathway. We found that purified GGT, as well as a GGT-overexpressing fibroblast cell line
(V79 GGT) metabolized GS-HNE in a time-dependent manner. Using mass spectrometry
analysis we demonstrated for the first time that cysteinylglycine-HNE (CysGly-HNE) is the
GGT metabolite of GS-HNE. Furthermore, the GGT-dependent metabolism of GS-HNE in
the V79 GGT cell line expressing GGT was associated with a considerable increase of
cytotoxicity as compared to a control cell line which is not expressing GGT (V79 Cl). The
cytotoxic effect was dose- and time- dependent (100% cellular d_eath at 200 uM GS-HNE after
24 h incubation) in V79 GGT cells, whereas no decrease of viability was observed in V79 Cl
cells. A similar cytotoxic effect was obtained when cells were incubated directly with CysGly-
HNE, demonstrating that this GGT-dependent metabolite unlike GS-HNE, exhibits cytotoxic
properties. Based on the present results, the metabolism of GS-HNE has to be reconsidered,
since GGT transforms it into a reactive metabolite. The biological significance of this

metabolic activation is discussed.

Keywords: 4-hydroxynonenal, glutathione-4-hydroxynonenal conjugate, cysteinylglycine-4-

hydroxynonenal conjugate, y-glutamyltranspeptidase, metabolism, cytotoxicity.
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Introduction

4-Hydroxy-2,3-trans-nonenal (HNE) is a highly reactive lipid peroxidation product (LPO)
generated during peroxidation of n-6 polyunsaturated fatty acids such as linoleic and
arachidonic acids [1]. Numerous studies have associated damage induced by oxidative stress
with the formation of HNE, which presents cytotoxic and genotoxic effects and interferes with
a broad number of cellular functions: gene expression, protein and nucleic acids synthesis, cell
proliferation and enzymatic activities [2,3]. The toxicity of HNE is correlated with its high
chemical reactivity, which is determined by the presence of 3 functional groups: the aldehyde
group, the ethylene bond and the hydroxyl group. HNE easily reacts under physiological
conditions with biomolecules with sulphydryl groups by a Michael addition reaction [4]. Such
a reaction takes place with endogenous low molecular mass thiols such as glutathione (GSH),
coenzyme A, cysteine {4,5] and also with the thiol groups of proteins. The formation of
covalent protein adducts is correlated with inactivation of several enzymes [6,7j and with the
atherogenicity of HNE [8]. HNE may also form adducts with DNA by reacting with
deoxyguanosine [9].

In mammalian cells, HNE is metabolized very rapidly to less reactive compounds. The
effective detoxification of HNE represents an antioxidative defense which protects proteins
against damage induced by LPO aldehydic products. In the last few years, much attention has
been paid to the identification of HNE metabolic products. /n vitro studies carried out with
cells [10-13], subcellular fractions [14-15] and isolated perfused organs [16-17] have pointed
out three main pathways of HNE metabolism. These are: (i) oxidation to 4-hydroxynonenoic
acid (HNA) by aldehyde dehydrogenase, (i) reduction to 1,4-dihydroxynonene (DHN) by
alcohol dehydrogenase and aldose reductase and (iii) conjugation with GSH. The conjugation
with GSH seems to be the major antioxidative defense system. The spontaneous reaction of
HNE with GSH, the major intracellular thiol, is accelerated 300-600 fold by the glutathione
transferase (GST) enzymes [18]. Several GSTs including human GST A4-4 [19], GST 5.8
{20] and rat GST 8-8 [21] show a high catalytic activity towards HNE. End metabolites of
HNE in rat urine were identified as mercapturic acid (MA) conjugates of HNE, DHN, HNA
and HNA lactone {22, 23] and, more recently, dicarboxylic acids and related mercapturic acid
conjugates [24].

It is well known that the metabolic pathway for the renal transformation of GSH conjugates to

mercapturic acids involves cleavage of y-glutamyl moiety by gamma-glutamyltranspeptidase
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(GGT), followed by cleavage of glycine by dipeptidase and N-acetylation by cysteine
conjugate-N-acetyltransferase [25]. Although the HNE-mercapturic acid was identified as an
end metabolite of HNE [22, 23], the involvement of GGT in the metabolism of GS-HNE (or
other HNE metabolites conjugated with GSH) has not been directly demonstrated.

In a recent study [26] supplying direct evidence for the in vivo formation of GS-HNE, purified
GGT was used to further confirm the GSH conjugate nature of GS-HNE formed
spontaneously or enzymatically: GGT transformed the 3 diastereoisomers of GS-HNE
conjugates as indicated by the modification of HPLC retention times. Nevertheless, no data
clearly identified the products formed after GGT reaction on GS-HNE.

On the other hand, although GSH conjugation is mainly known as an important detoxification
pathway, there are evidence indicating that several classes of compounds are converted, via
conjugation with GSH, to cytotoxic, genotoxic or mutagenic metabolites. GSH conjugates of a
variety of chemicals including many halogenated hydrocarbons are nephrotoxic [27]. Several
studies demonstrated that formation of toxic intermediates from GSH conjugates requires
processing through GGT-catalyzed reaction, which initiates the mercapturic acid synthesis
pathway. This is the case of GSH conjugates of dichloroviny! [28], bromobenzene {29], 2-
bromohydroquinone [29, 30}, hydroquinone [31], polyphenols [32], 17-B-estradiol and
corresponding catechol estrogen metabolites [33] and also acrolein, an o,fB-unsaturated
aldehyde [34]. An inhibitor of GGT, acivicin, inhibited in most of cases the nephrotoxicity
induced by the metabolism of these adducts.

In the present study we aimed to demonstrate the involvement of GGT in the GS-HNE
metabolism, to identify the resulting metabolite and finally to verify if this metabolic step may

result in an increase of toxicity of this compound as known for other GSH conjugates.

Materials and methods

Chemicals

HNE diethyl acetal purchased from OXIS International, Inc. (Portland, OR, USA) was
hydrolyzed (0.02 mmol) just prior to use in 1 ml of I mM HCI (1h, 37°C). Free HNE was

extracted by chloroform. After evaporation of the organic layer to dryness, the residue was
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dissolved in water and HNE concentration was determined spectrophotometrically at 223 nm
(e=13750 M'em™).

GSH, GGT (from bovine kidney) and ortho-phthalaldehyde (OPA) were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA); cysteinylglycine (CysGly) was from Bachem (AG,
Bubendorf, Switzerland) and 2-mercaptoethanol (ME)} was from Merck (Darmstadt,
Germany).

All reagents and solvents were of analytical, HPLC or cell culture grade. Solutions were

prepared using Milli-Q water (18.2 MQ.cm).

Synthesis of GS-HNE

To obtain a complete transformation of HNE to GS-HNE adduct, 1 mM HNE was incubated
with 10 mM GSH in 50 mM phosphate buffer (pH 7.8) at room temperature for 2 to 3 h. The
reaction was monitored by following the decrease of absorbance at 223 nm. The absence of
unreacted HNE was also verified using HPLC. GS-HNE adduct was stored in aqueous
solution under nitrogen at —20°C.

For mass spectrometry (MS) analysis of the adduct, excess of GSH was removed by solid
phase extraction (SPE) through a SEP-PAK C;s cartridge (Waters, Millipore Corporation,
Milford, Mass., USA). The cartridge was prewetted with methanol and equilibrated with
water. After deposit of sample, the cartridge was rinsed with 5 ml 0.1 M sodium acetate buffer
pH 5, 5 ml hexane and the adduct was eluted with 3 m! methanol. The SPE methanolic
fraction was evaporated to dryness under nitrogen at a temperature which did not exceed 30°C
and used for MS analysis.

Similar incubation conditions were used for the synthesis of the adduct of CysGly with HNE.

Enzymatic synthesis of CysGly-HNE

Samples containing 200 nmoles GS-HNE were incubated with 250 mU GGT in 50 mM
phosphate buffer (pH 7.8) at 25°C. The conversion of GS-HNE into the corresponding
CysGly-HNE conjugate was achieved after 150 min incubation, as indicated by HPLC
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monitoring. For MS analysis of the resulting metabolite, its purification was performed by

SPE as described above.

HPLC analysis of free HNE

The HPLC system consisted of a gradient pump Model L-6200 (Merck), a LiChrospher RP 18
end-capped column (125x4mm) and a L-4000 UV detector (Merck). Mobile phase was
methanol-water (50:50 v/v) at a flow rate of 1 mI/min and the loop volume was 100 ul. GV

detection was done at 223 nm and the retention time of free HNE was ca. 7.5 min.

HPLC analysis of GS-HNE and CysGly-HNE as OPA-ME derivatives

The precolumn derivatization of amino group with OPA and ME was performed as follows :
to 25 ul of sample, 25 pl of OPA-ME derivatization reagent was added, vortex-mixed and
injected into the HPLC system after exactly 2 min. The derivatization reagent was prepared by
dissolving 27 mg OPA in 0.5 ml ethano! and then adding 5 ml of 0.1 M sodium tetraborate
and 50 pI ME. This solution was kept at 4°C up to one week [35].

HPLC analysis was performed using the system described above equipped with a 20 pi loop.
Mobile phase A consisted of methanol - 0.15 M sodium acetate buffer pH 7 (40:60 v/v) and
mobile phase B of methanol - sodium acetate buffer (70:30 v/v). Flow rate was 1 mi/min. A
linear gradient from 100% A to 100% B during 30 min followed by a 5 min isocratic elution
with 100% B permitted a good separation of OPA-ME derivatives of GS-HNE and CysGly-
HNE, which were detected at 338 nm.

HPLC - Mass spectrometry of GS-HNE and Cys-Gly-HNE conjugates
The HPLC system consisted of a Finnigan TSP P4000 pump and a Waters XTerra MS Cys

5 um (150x3.9 mm) column using a mobile phase of 0.1% formic acid in water (A) and 0.1%

formic acid in acetonitrile (B). The best separation was obtained using a linear gradient
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changing from 5 to 20% B in 50 min, followed by a 10 min isocratic elution with 20% B. The
flow rate was 0.2 ml/min.

The MS system consisted of a mass spectrometer LCQ-Duo equipped with an ion trap
ThermoQuest Finnigan (San José, CA, USA). Mass spectral analyses were performed using
electrospray ionization (ESI). The source voltage was 4.5 kV, the capillary voltage 20 V, the
capillary temperature 200°C and the sheath gas flow 70 units (1.1 I/min).

Collision-induced dissociation (CID) spectra were recorded by applying a 20 V voltage in the
first octapole region (ion source fragmentation). MS/MS spectra were recorded by applying
kinetic energy to the ions in the trap, in order to induce collisions with heliurn damping gas

(mass analyzer CID).

Cell lines

V79 Chinese hamster lung fibroblast cells transfected with human GGT cDNA and highly
expressing GGT (V79 GGT) and V79 mock-transfected cells, exhibiting non-detectable
endogenous GGT activity (V79 C1) [36] were cultured in RPMI 1640 Gibco medium (Grand
Island, NY, USA) supplemented with 5% fetal calf serum (Boehringer Mannheim; Mannheim,
Germany), 100 units penicillin, 100 pg streptomycin and 0.25 pg amphotericin B per ml of
medium, and 2 mM L-glutamine (Sigma Cell Culture). Cells were grown at 37°C in a
humidified atmosphere of 5 % C02/95% air.

For all experiments, cells were seeded in 24-well plates (Corning Costar Corp.; Cambridge,
MA,_ USA) at 10° cells'per well 24 h before experiments, and were then at about 90%

confluency.

Metabolism of GS-HNE in cells in culture

Adherent V79 GGT and V79 Cl control cells were gently washed with PBS and incubated for
3 h in PBS containing 200 uM GS-HNE at pH 7.4 in a CO, incubator. For kinetic
measurements of GS-HNE and CysGly-HNE, aliquots of 25 pl medium were taken out at
predetermined times and analyzed by HPLC.
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For MS analysis of the GGT-metabolite of GS-HNE, medium of V 79 GGT cells incubated
for 3 h in the presence of GS-HNE was collected and purified by SPE.

Cytotoxicity assays

For cytotoxicity assays, medium of 24 h cultured cells was replaced with 400 ul RPMI
medium containing 0.5% fetal calf serum and supplemented with 50 to 200 uM GS-HNE, or
200 uM CysGly-HNE. Incubations were performed for 3 to 24 h at 37°C in a CO; incubator.
Cell viability was measured using MTT and Trypan Blue assays. For MTT assay, a volume of
40 pl MTT (at a concentration of 5 mg/ml) was added to the medium of cells after incubation,
and the cells were further incubated at 37°C for 30 min. Live cells transform yellow MTT [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] into purple formazan, which was
dissolved in 400 pl DMSO after removing of medium and quantified by absorbance
measurement (Asso nm— Asoo nm) @S an index of the relative number of live cells [37].

In the Trypan Blue exclusion test, only viable cells which do not take up the Trypan Blue stain
were counted. In both assays, all individual values were related to the control values (=100%)
obtained from untreated cells.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity released from the cytosol of damaged cells was
measured using the LDH cytotoxicity detection kit (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Germany), a colorimetric assay for the quantification of cell death and cell lysis. At the end of
incubation, aliquots of cell-free medium were sampled and analysed for LDH activity
accofding to the procedure of the manufacturer. A coupled enzymatic reaction leads to the
reduction of tetrazolium salt INT to formazan, which is quantified spectrophotometricaly
(A490 nm — Agoo nm)- Results are expressed as absorbance values obtained after subtraction of

corresponding untreated controls.

Statistical analysis

Statistical significance of data was assessed by the Student’s ¢ test; differences with p < 0.05

were considered significant.
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Results

Synthesis, HPL.C and structural studies of GS-HNE and CysGly-HNE

GS-HNE conjugate was synthetized by direct reaction of HNE with GSH at pH 7.8. The
HPLC analysis with OPA-ME precolumn derivatization showed a double peak for GS-HNE
isoindolic adduct (retention times: 13.9 and 14.7 min), as already reported by Siems et al [10]
(Fig. 1A). The response was linear in the examined concentration range (5 — 800 pM); and the
equation of regression line was y = 133346x + 30144 and correlation coefficient r’ = 0.998.
The detection limit for OPA derivative of GS-HNE was 25 pmoles per injection measured as a
signal-to-noise ratio of ca. 3.

The identity of GS-HNE was confimed by LC/MS analysis. The HPLC system used (acidic
mobile phase) separated four peaks (Fig. 2, inset), each corresponding to the expected
molecular mass of the conjugate (M+H]" at m/z 464). The ESI-MS spectrum showed a
pseudomolecular ion at m/z 486, corresponding to the adduct with sodium (M+23). The CID
spectrum showed (Fig. 2), in addition to pseudomolecular ions [M+H]" (m/z 464) and
[M+Na]", a fragmentation pattern in accordance with the structure of GS-HNE: a fragment at
m/z 446 arising from the loss of water from the parent ion and fragments at m/z 308, 233,
179, and 139 corresponding to GSH, glutamylcysteine, CysGly and nonyl moieties,
respectively, and in agreement with previous work of Boon et al [26].

In order to obtain a high yield of transformation of HNE into CysGly-HNE, we tried a direct
synthesis of this adduct ét the same conditions as for GS-HNE (10x excess of CysGly). The
MS analysis of the obtained compound showed a pseudomolecular ion [M+H]" at m/z 495
which corresponds very likely to a diadduct of HNE with 2 molecules of CysGly. Such a
reaction was described for cysteine (Cys); the monoadduct Cys-HNE condenses with a second
molecule of Cys forming a thiazolidine derivative in the presence of a thiol excess [38].
However, the diadduct of CysGly with HNE obtained by direct synthesis with an excess of
CysGly did not correspond to the structure of the expected adduct resulting from GGT-
cleavage of y-glutamyl moiety of GS-HNE.

An equimolar non-enzymatic synthesis of CysGly-HNE monoadduct should be possible in
analogy with the synthesis of Cys-HNE [39], but expectedly with a lower efficiency.
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We therefore prepared the CysGly-HNE monoadduct by enzymatic convertion of GS-HNE in
the presence of purified GGT. The HPLC analysis with OPA-ME derivatization showed the
complete disappearance of GS-HNE and the apparition of 4 new uncompletely separated
peaks, with retention time between 23 and 27 mim (Fig. 1 B). For quantification, the area of
the fused peaks was used. In the examined range of concentrations (50 to 400 pM), the
response was linear (equation of regression line: y = 45502x -~ 491,3; coefficient of
correlation r* : 0.997). The detection limit for OPA-ME derivative of CysGly-HNE was 250
pmoles per injection measured at a signal-to-noise ratio of ca. 3. CysGly-HNE obtained by
enzymatic synthesis was used as standard for further experiments.

The CID spectrum of the underivatized metabolite showed a pseudomolecular ion [M+H]" at
m/z 335, an ion [M+H]" -18 at m/z 317 and fragments at 179 and 139 corresponding, as in the
case of GS-HNE, to CysGly and HNE moieties, respectively; these data correspond to the
expected CysGly-HNE monoadduct. The MS/MS of the parent ion at m/z 335 exhibited
characteristic fragments at m/z 317 and 179 and further confirms its structure (Fig. 3). The
HPLC analysis showed several uncompletely separated peaks at m/z 335 (Fig. 3, inset),
suggesting that GGT cleaves the different diastereoisomers of GS-HNE to the
diastereoisomers of CysGly-HNE.

‘The HPLC and MS analysis demonstrated that GS-HNE is indeed a substrate of the GGT
enzyme, which transforms it to CysGly-HNE by removing the y-glutamy! moiety (Fig. 4).

Met_abolism of GS-HNE in V79 GGT cell lines

Incubation of V79 GGT cells in medium containing 200 pM GS-HNE resulted in metabolism
of GS-HNE with the corresponding formation of CysGly-HNE, as shown by HPLC analysis
of their OPA-ME derivatives. The resulting metabolite exhibited the same HPLC profile and
retention time as the adduct synthetized from GS-HNE in the presence of GGT. The HPLC
monitoring of the two adducts in the extracellular medium showed that the transformation of
GS-HNE to CysGly-HNE is time-dependent in V79 GGT cells, being complete after 2 h
incubation (Fig. 5). In V79 CI cells, GS-HNE remained untransformed during the same
incubation time and no CysCly-HNE could be detected.

The identity of the resulting metabolite was further confirmed by MS analysis of the SPE

methanolic fraction obtained from medium of V79 GGT cells incubated 3 h in the presence of
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200 pM GS-HNE. The ESI and CID spectra showed the same molecular ion and
fragmentation pattern as in the case of CysGly-HNE enzymatically synthetized.

Cys-HNE or other metabolites originated from GS-HNE were not detected in medium of cells
incubated in the above described conditions, using described HPLC and MS techniques. The
cellular model we used is therefore appropriate to study the GGT metabolism of GS-HNE

comjugate and to point out its biological significance.

Cytotoxicity associated with GGT metabolism of GS-HNE

Cytotoxicity of GS-HNE in V79 GGT and V79 Cl cells was evaluated based on its effects on
cell viability (MTT and Trypan Blue exclusion assays) and on LDH release, as an index of cell
death and cell lysis. A 24 h incubation in the presence of 50 to 200 uM GS-HNE showed a
considerably higher degree of cytotoxicity in V79 GGT as compared to V79 Cl cells. The
cytotoxicity was dose-dependent and 100% cellular death was observed at the concentration
of 200 uM GS-HNE in'V79 GGT cells (Fig. 6). In V79 Cl cells, no significant cytotoxic effect
was observed for any concentration of GS-HNE we tested, as compared to the untreated
control. The LDH release increased linearly with concentration of GS-HNE in V79 GGT cells
(Fig. 7). These results, confirmed by the three different assays we used, showed clearly that
cytotoxicity of GS-HNE depends on the GGT activity.

The cytotoxic effect of GS-HNE is also time-dependent in V79 GGT cells, as shown by
continous decrease of cell viability during 24 h incubation of cells in the presence of 200 pM
GS-ﬁNE (Fig. 8). The same treatement had no significant cytotoxic effect in V79Cl cells.

To further demonstrate that CysGly-HNE, the GGT-generated metabolite of GS-HNE, was
responsible for the observed cytotoxicity, we performed incubations of V79 Cl cells with
CysGly-HNE adduct. After 12 h incubation, 200 uM CysGly decreased viability of V79Cl
cells to 20.2 £ 1.4 % (25 £ 2.5 % in V79GGT cell line) as compared to the control (MTT
assay), which confirms the hypothesis that CysGly-HNE, but not GS-HNE itself, is a toxic
metabolite.

The cytotoxicity of free HNE was also tested in V79 GGT and V79 Cl cells and we obtained a
total cell death at 50 uM HNE for 24 h incubation in the two cell lines. After 12 h incubation
the cell viability measured by MTT assay was 25.3 £ 1.1 % and 19.3 £ 2.2 %, in V79GGT and
V79CI respectively.
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Discussion

Conjugation of GSH seems to be a major pathway for the detoxication of HNE produced
during LPO. A recent work supplied direct evidence for the in vivo formation of GS-HNE, in
which the liver may play an important role [26]. Generally, GSH conjugates are exported from
the liver to the kidney and excreted in the urine as mercapturic acid conjugates. It is known
that mercapturic acid pathway is initiated by GGT-cleavage of y-glutamyl moiety of the GSH
conjugate, followed by removal of glycine residue by CysGly dipeptidase. The resulting Cys
conjugate is afterwards N-acetylated by cysteine conjugate N-acetyltransferase, with
formation of the mercapturic acid conjugate [25]. In the particular case of GS-HNE, its further
metabolite HNE-MA has been found in urine together with several other mercapturic acid
conjugates of DHN, HNA, HNA lactone and dicarboxylic acids [22-24]. DHN-mercapturic
acid has been reported to be even a physiological component of rat and human urine as a
consequence of a low level of LPO [40]. An intermediate of mercapturic acid pathway, Cys-
HNE, has recently been found during metabolism of HNE in rat precision-cut liver slices
which, unlike isolated hepatocytes, exhibit GGT and dipeptidase activities on the luminal
surface of canalicular membranes and bile ductural cells [41].

However, little is known about the reaction catalyzed by GGT in the mercapturic acid
pathway of GS-HNE conjugate, and even less concermning the biological significance of this
metabolic step.

Considering these data, we wanted to demonstrate the involvement of GGT in the metabolism
of GS-HNE and to study the biological effect of the resulting metabolite.

Therefore, we incubated the GS-HNE conjugate with purified GGT and analyzed the obtained
metabolite. The identity of GS-HNE synthetized by direct reaction between HNE and GSH
was at first confirmed by MS (Fig. 2). The HPLC profile of GS-HNE, obtained in a coupled
HPLC-MS system, shows 4 peaks which correspond to (at least) four diastereoisomers (Fig. 2,
inset). Boon er al. previously separated three peaks for GS-HNE, but theoretically 8
diastereoisomers can be formed, due to the three chiral carbon centers: one is present in HNE,
another is due to the thio-ether linkage with GSH, and a third one results from the cyclization
of the adduct to its hemiacetal form [18]. We identified the metabolite obtained after GGT
reaction on GS-HNE as CysGly-HNE by MS analysis (Fig. 3). Moreover, its HPLC profile

shows also several uncompleted separated peaks (Fig. 3, inset), indicating that all
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diastereoisomers of non-enzymatically synthetized GS-HNE were recognized and transformed
by GGT, without any stereospecificity towards the different stereoisomers.

We studied also the metabolism of GS-HNE by GGT in a cellular model, consisting of a
couple of cells expressing or not expressing human GGT. Incubation of these cells in the
presence of GS-HNE resulted in a time-dependent transformation of GS-HNE to CysGly-
HNE only in V79 GGT cells, proving that GGT of cells in culture acts similarly to the purified
GGT (Fig. 5). The MS analysis of the cellular medium after purification with SPE showed no
other metabolites derived from transformation of HNE moiety in GS-HNE, such as GSH-
DHN, GSH-HNA or intermediates of mercapturic acid pathway (Cys-HNE, HNE-MA),
susceptible to be formed in cells containing complex enzymatic equipments. Moreover, we
previously demonstrated by HPLC analysis of GSH metabolites in V79 GGT cells, that
CysGly is the single breakdown product of GSH, the subsequent formation of Cys being not
observed, probably due to the absence of a quantifiable dipeptidase activity in V79 cells
(unpublished results). These results ensure that the two cell lines V79 GGT and V79 Cl
provide a cellular model quite suitable for studying the biological consequences of the GGT
reaction on GS-HNE.

Generally, GSH conjugates are less toxic than their parent compounds and easy to eliminate in
urine after biotransformation to mercapturic acids. However, GSH conjugates of several
compounds including some polyphenols {32], halogenated hydrocarbons [28-30] and acrolein
[34] are nephrotoxic. The nephrotoxicity of such metabolites is a consequence of the relatively
high activity of GGT within the renal proximal tubular epithelial cells, which initiates the
metabolism of GSH conjugates via the mercapturic acid pathway [27]. Such a reaction allows
the -cellular uptake of subsequent breakdown products, which are in several cases more
reactive than their precursors GSH-conjugates. In other cases, GSH can act as a transporter for
reactive metabolites, permitting their delivery to target tissues distal to the site of the initial
conjugation [42].

Since we demonstrated that GGT metabolizes GS-HNE, we further aimed to verify if the
GGT metabolism of GS-HNE has toxicological implications as in the case of above cited
compounds. Using the same cellular model, we found that incubation with GS-HNE results in
a significant increase in cytotoxicity, but only in V79 GGT cells. The cytotoxicity of GS-HNE
was GGT-, time- and dose-dependent, as confirmed by three different tests (Fig. 6 to 8).
Because the single difference between the two cell lines consists of the presence or not of

GGT and we demonstrated that V79 GGT metabolized GS-HNE to CysGly-HNE, we
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concluded that the observed cytotoxic effect is associated with GS-HNE metabolism by GGT.
We further confirmed this hypothesis by inducing cytotoxicity in V79 Cl cells by direct
treatment with CysGly-HNE, proving that unlike GS-HNE, its metabolite CysGly-HNE being
generated by GGT, is cytotoxic.

An important question is by which mechanism the GGT-dependent metabolism of GS-HNE
induces cytotoxicity. A possible mechanism consists of the dissociation of the CysGly-HNE
adduct to the reactive toxic parent hydroxyalkenal. The stability of GS-HNE adduct in vitro is
high (half life for the reverse reaction 6.3 — 19.2 days) [4], but no data is available on the rate
of dissociation of the CysGly-HNE adduct. We thus performed incubations of GS-HNE and
CysGly-HNE adducts (200 uM) in conditions comparable to those used for cell treatments
(37°C, PBS) and we tested the adduct recoveries and HNE release after 12 h. Contrary to
GS-HNE, which shows a good recovery (96.5 £ 0.2 %) and low levels of free HNE (11.3 +
0.7 uM), in the case of CysGly-HNE the recovery is much less (41.8 £ 3.35 %) and relatively
high amounts of HNE are released (92.5 + 3.0 uM). We can suppose that a similar release of
HNE from CysGly-HNE arises in medium of V79 GGT cells treated with GS-HNE, although
that 1s more difficult to demonstrate due to the high reactivity of HNE towards cellular
proteins and other components of the complex incubation medium. As free HNE shows
cytotoxic effects on both V79 GGT and V79 CI cells at lower concentrations than CysGly-
HNE itself, we think that release of HNE from CysGly-HNE is very likely a mechanism
responsible for its cytotoxicity.

A direct cytotoxicity of CysGly-HNE itself could also be possible, but difficult to prove
because of the limited stability of the adduct during a long incubation period, within which the
cytotoxicity continously increases. As already suggested for acrolein-GSH adduct [34], the
mechanism of a putative direct cytotoxicity could be based for example on the reaction of the
adduct with another thiol moiety, with formation of a mixed diadduct (including a thiazolidine
ring). The reaction of the aldehyde group of CysGly-HNE adduct with another molecule of
thiol seems possible, since we synthetized a diadduct of CysGly with HNE using an excess of
thiol. Such a reaction, if it takes place with a cysteine moiety of a protein, could lead to
protein modifications with consequences for their structure and function, depending on the
importance of thiol group for the activity of protein. The aldehyde group of the monoadduct
could also react with amino groups of proteins resulting in Schiff-base products.

Finally, we have shown that within at least a 3 h incubation of V79 GGT cells in the presence

of GS-HNE, no other metabolites than CysGly-HNE appeared, supporting the hypothesis that
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the cytotoxicity we observed can be atiributed to the formation of CysGly-HNE. However,
during longer incubations periods, formation of other metabolites with putative effects on cell

viability must not be excluded.

In conclusion, the present study is the first to clearly demonstrate that GGT converts GS-HNE
to CysGly-HNE, and to show a cytotoxic effect linked to the GS-HNE metabolism through
this first step of the mercapturic acid pathway. The mechamsm of the GGT-induced
cytotoxicity seems very likely to proceed through release of HNE from the CysGly-HNE
metabolite. It becomes clear from our results that GS-HNE should not be considered as a
harmless metabolite, since the GGT-initiated breakdown of this conjugate leads to a
considerable increase of biological reactivity. Such a metabolic activation could account for
subsequent late toxic effects of the LPO product, HNE, targeted to GGT-rich tissues. Our
results were obtained using an in vitro cellular model and could not be extrapolated directly to
in vivo conditions. However, it would be interesting to study whether such a process could
occur and have implications for in vivo nephrotoxicity. In addition, it would be also interesting
to study the effect of CysGly-HNE on cell proliferation, since some aldehyde-thiol adducts,
much less toxic than HNE, keep inhibitory effects on cellular growth [39]. As for GGT,
another possible physiological role of this enzyme, has to be taken into account.
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Figure 1.

HPLC chromatograms of GS-HNE (A) and CysGly-HNE (B) as OPA-ME derivatives (UV

detection at A33g nm)-
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Figure 2.

The CID spectrum of m/z 464, the [M+H]" ion of the GS-HNE conjugate.

Inset shows the HPLC separation of four peaks at m/z 464.
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Figure 3.
The MS/MS spectrum of m/z 335, the [M+H]" ion of CysGly-HNE conjugate.
Inset shows the HPLC separation of peaks at m/z 335.
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Rection scheme of GGT-catalyzed transformation of GS-HNE to CysGly-HNE.
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Publication n° 3 125



GGT-dependent metabolism and cytotoxicity of GS-HNE

Figure 5
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Figure 5.

Kinetics of metabolism of GS-HNE and formation of CysGly-HNE in V79GGT cells.
Medium of cells incubated in PBS containing 200 pM GS-HNE, was analyzed by HPLC for
GS-HNE and CysGly-HNE concentration measurement. Results expressed as pM GS-HNE

() and CysGly-HNE (#) are means of three independent experiments + SD,
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GGT-dependent metabolism and cytotoxicity of GS-HNE Figure 6
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Figure 6.

Dose dependence of GS-HNE effect on cell viability (A: MTT assay, B: Trypan Blue
exclusion assay) in V79GGT (W) and V79 ([J) cells. Cells were incubated 24 h in the
presence of indicated concentrations. Results expressed as % of untreated control are means +
SD of three independent experiments. Statistical significance of differences between V79
GGT and V79 Cl cell lines: * p<0.05 ; ** p<0.001.
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GGT-dependent metabolism and cytotoxicity of GS-HNE

Figure 7
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Figure 7.

Dose dependence of GS-HNE effect on LDH release in V79 GGT (@) and V79 CI (B) cells
after 24 h incubation. Cells were incubated 24 h in the presence of indicated concentrations.
Data expressed as absorbance (Asoonm-Asconm) (average values of corresponding untreated
control cells are substracted from each absorbance value) are means £+ SD of three
independent experiments.

Statistical significance of differences between V79 GGT and V79 Cl cell lines: * p<0.05 ; **

p<0.001.
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Figure 8.

Time dependence of GS-HNE (200uM) effect on cell viability (A : MTT assay; B : Trypan
Blue assay) in V79GGT (M) and V79 (0) cells. Results expressed as % of untreated control
are means £ SD of three independent experiments. Statistical significance of differences

between V79 GGT and V79 Cl cell lines: * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.

Publication n® 3 129



3.2. Role de Ia GGT-rel dans le métabolisme et la cytotoxicité de I’adduit
glutathion-4-hydroxynonénal

Nous avons tout d’abord recherché si, comme pour la GGT, le GS-HNE est un substrat
de la GGT-rel. Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée cellulaire NIH3T3/GGT-rel
précédemment décrite (voir chapitre I). Les cellules sont ensemencées sur des plaques de 24
puits et lorsqu’elles sont a confluence (aprés 24 heures), le milieu de culture est remplacé par
une solution de PBS contenant 200 uM de GS-HNE. L’analyse CLHP des adduits (conditions
opératoires publication n°3) montre que la GGT-rel est capable aussi de métaboliser le
GS-HNE, car [’adduit CysGly-HNE peut é&tre détecté seulement dans la lignée
NIH3T3/GGT-rel (fig. 37) et non dans la lignée témoin dépourvue de GGT-rel.
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Figure 37 : Profil CLHP des adduits GS-HNE et CysGly-HNE dans le milien des cellules
NIH3T3/GGT-rel.

Les cellules sont incubées dans du PBS en présence de 200 pM GS-HNE et le milieu est analysé en
CLHP aprés dérivation OPA-ME ; temps d’incubation : 6 h.
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Cependant, a 'inverse des cellules V79GGT qui métabolisent complétement 200 uM
de GS-HNE en 2 h d’incubation, dans les mémes conditions, le métabolisme du GS-HNE par
les cellules NIH3T3/GGT-rel est nettement plus lent. Ainsi, dans le cas de ces derniéres, la
concentration de CysGly-HNE formée atteint la valeur de 1255 + 3,5 pM aprés 6h
d’incubation et il reste encore 74,4 £ 3,6 uM d’adduit GS-HNE non transformé. Ces résultats
peuvent s’expliquer par lactivité de clivage du reste y-glutamyle beaucoup plus faible dans
les cellules NIH3T3/GGT-rel que dans les cellules V79GGT, ainsi que nous ’avons déja
établi pour le GSH (chapitre I).

En revanche, la mesure de la cytotoxicité du GS-HNE dans les cellules exprimant la
GGT-rel, se révéle étre aprés 24 heures beaucoup plus élevée que dans les cellules témoins et
ce, pour des concentrations en GS-HNE comprises entre 25 et 100 pM. Ces résultats ont été
confirmés par les trois tests de cytotoxicité que nous avons utilisés : MTT, Bleu de Trypan et

LDH (fig 38 et 39) (techniques décrites dans la publication n°3).
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Figure 38 : Cytotoxicité de I’adduit GS-HNE dans les lignées cellulaires NIH3T3/GGT-rel et
NIH3T3 déterminée par les tests MTT et Bleu de Trypan.

Les cellules ont été incubées en présence de 50 ou 100 uM GS-HNE pendant 24 h dans du milieu de
culture DMEM supplémenté par 0,5% serum de veau foetal. Les résultats sont exprimés en % par
rapport aux contrbles non-traités. * p<0,05 ; **p<0,001 (significativité statistique des différences entre
les cellules NIH3T3/GGT-rel et NIH3T3)
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Figure 39 : Libération de LDH dans le milien extracellulaire des cellules NIH3T3/GGT-rel et

NIH3T3 incubées en présence de GS-HNE.
Les cellules ont été incubées en présence de 25 a 100 pM GS-HNE pendant 24 h dans le milieu de

culture DMEM supplémenté par 0,5% de sérum feetal de veau. Les résultats sont exprimés en valeurs
d’absorbance (Asoonm — Assonm) aprés soustraction de la valeur moyenne du contrile correspondant
non-traité. * p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 (significativité statistique des différences entre les
cellules NIH3T3/GGT-rel et NIH3T3)

Pour des concentrations telles que celles que nous avons utilisées pour les cellules
V79GGT et V79CI (200 uM), la mortalité apreés 24 heures atteint 100% aussi bien pour les
cellules NTH3T3/GGT-rel que NIH3T3 (témoins). Il est & noter cependant qu’il semble exister
une différence de sensibilité vis-a-vis du GS-HNE entre le couple de cellules
NIH3T3/GGT-rel et NIH3T3 et le couple VI9GGT/V79CL En effet, 2 la dose 100 uM,
GS-HNE montre un effet cytotoxique supérieur dans les cellules NIH3T3/GGT-rel (100% de

mort cellulaire) a celui constaté pour les cellules V79GGT (viablité cellulaire de 26,1 + 5,1

%) (test MTT).

Nos résultats montrent que non seulement la GGT, mais également la GGT-rel est
capable de métaboliser le GS-HNE et que ce métabolisme s’accompagne aussi d’un effet
cytotoxique. Ce phénoméne est d’autant plus marqué que, dans des conditions identiques

d’incubation, aucun effet cytotoxique n’a été observé dans les cellules NIH3T3 dépourvues de

GGT-rel.
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3.3. Formation des addunits GS-HNE et CysGly-HNE au cours de la S)eroxydation
lipidique induite par le systtme GGT/GSH/Fe’* ou GGT-rel/GSH/Fe™*

Nous avons démontré précédemment que la peroxydation lipidique par le systéme
GGT/GSH/Fe’* conduit 4 la formation de HNE, ainsi que d’autres hydroxyaldéhydes
insaturés et de 2-alcénals (chapitre II). Or, comme nous 'avons déja mentionné, la
récupération de ces composés s’est avérée particuliérement difficile dans certains cas et nous
avons supposé que ce phénomene est lié 4 la formation d’adduits avec des thiols présents ou

se formant au cours de 1’oxydation.

Afin de vérifier si les adduits GS-HNE et CysGly-HNE peuvent étre formés au cours
de 1a peroxydation lipidique dépendante de la GGT (ou de la GGT-rel), nous avons réalis¢ des
incubations de cellules V79GGT et NIH3T3/GGT-rel en présence de GSH/Fe’™ (2 mM GSH,
20 mM glygly, 150 :165 pM Fe*-EDTA) et 2 mM d’acide linoléique ou arachidonique en
tant que substrat d’oxydation, dans du PBS pH 7,4. Le mélange en fin d’incubation (5h a
37°C) a été purifi¢ sur cartouche SepPak et analysé en CLHP aprés dérivation OPA-ME des
adduits (voir conditions CLHP dans la publication n°3).

Malgré la purification préalable, le profil CLHP est trés complexe et n’est pas sans
rappeler les profils chromatographiques obtenus au cours de la caractérisation des aldéhydes
* issus de la peroxydation lipidique dépendante de la GGT. Cependant, nous avons pu détecter
Padduit CysGly-HNE dans le milieu des cellules V79GGT (fig. 40 A) incubées en présence
aussi bien d’acide linoléique qu’arachidonique. L adduit CysGly-HNE se forme certainement
a partir de GS-HNE sous "action de la GGT, car son profil CLHP correspond au monoadduit
CysGly-HNE dont la formation résulte de la réaction enzymatique, et non au diadduit qui se
forme directement a chaque fois que le HNE réagit avec un exces de CysGly (voir publication
n°3). Enfin, si dans les cellules V79GGT, I’adduit GS-HNE est absent ou seulement présent
en trés faible quantité par rapport a I’adduit CysGly-HNE, il représente, en revanche, dans les
cellules V79Cl incubées dans les mémes conditions (fig. 40 B), le seul adduit (parmi les deux

adduits recherchés) qui peut étre détecté.
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Figure 40 : Profils CLHP des adduits HNE-thicl formés lors de la peroxydation
lipidique dépendante de la GGT.

A : lignée V79GGT ; B : lignée V79Cl ; substrat : acide arachidonique

Des résultats similaires ont été obtenus avec les cellules NIH3T3 et NIH3T3/GGT-rel.
En effet, uniquement dans fe milieu d’incubation de ces derniéres, ’adduit CysGly-HNE (fig.

41 A) a pu étre retrouvé, alors que le GS-HNE reste le seul adduit présent dans les cellules
NIH3T3 (fig. 41 B).

Bien que la quantification des pics correspondant aux adduits soit difficile, & cause de
la complexité des profils CLHP, nous pouvons cependant assurer que dans tous les cas le
GS-HNE, formé par auto-oxydation des acides gras dans les cellules témoins V79Cl ou

NIH3T3 représente moins de 50% de la totalité des adduits produits respectivement par les
cellules V79GGT et NIH3T3/GGT-rel.
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Figure 41 : Profils CLHP des adduits HNE-thiol formés lors de Ia peroxydation
lipidique dépendante de la GGT-rel
A : lignée NIH3T3/GGT-rel ; B : lignée NIH3T3 ; substrat : acide arachidonique

Le plus haut rendement en adduits a été obtenu en utilisant I’acide arachidonique. Ceci
ne fait que confirmer la plus grande sensibilité de cet acide vis & vis de 1’oxydation par

rapport 4 I’acide linoléique.

Par ailleurs, ces résultats apportent la preuve que la GGT-rel est capable également
d’induire la formation de HNE au cours de la peroxydation lipidique, ce qui n’avait pas pu
étre réalisé dans le modele utilisé au cours du chapitre II de notre travail, I’enzyme n’étant pas

disponible sous forme purifiée.
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Nous avons démontré que la GGT ainsi que la GGT-rel métabolisent le GS-HNE
en CysGly-HNE qui a été identifiée par spectrométrie de masse. De plus, nous avons mis
en évidence pour la premiére fois que le métaholisme du GS-HNE conduit & une
cytotoxicité élevée qui est directement liée & Pactivité de ces deux enzymes. Bien que tous
ces résultats soient obtenus in vifro dans des modeles cellulaires et ne permettent pas de
conclure 3 la possibilité d’un effet toxique in vivo, ils doivent cependant étre pris en
compte pour une meilleure connaissance de la signification biologique du métabolisme

du conjugué GS-HNE.

En effet, le conjugué GS-HNE est considéré jusqu’i présent comme un métabolite
inoffensif destiné seulement a favoriser 1’élimination de HNE. Or, dans Ia mesure ou le
métabolisme in vive conduirait également a la formation de CysGly-HNE, ceci pourrait

étre & Porigine des effets toxiques tardifs du HNE ciblés vers les cellules riches en GGT

ou en GGT-rel.

En outre, le méme processus métabolique pourrait avoir pour conséquence
Paugmentation de la toxicité de la peroxydation lipidique initiée par le systéme

GGT(GGT-rel)/GSH/Fe**.

La GGT et la GGT-rel interviendraient alors comme des amplificateurs des

dommages liés a la peroxydation lipidique.
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La GGT est impliquée dans le stress oxydant de manié¢re ambivalente, par ses effets
anti- et pro-oxydant, les deux étant corrélés a la capacité de cette enzyme de métaboliser le
GSH. Ce métabolisme est nécessaire & 1’approvisionnement des cellules en acides aminés
précurseurs de la synthése de novo du GSH, dont le rble antioxydant est bien connu. D’autre
part, & I’extérieur de la cellule, le métabolite CysGly peut initier, en présence de fer, une
chaine de réactions produisant des espéces réactives. I.’étude de ce processus pro-oxydant
présente un intérét certain, qui découle de P'importance méme de la connaissance des
systémes physiologiques pouvant contribuer aux déséquilibres de la balance anti-/pro-
oxydant. Cela permettrait donc de mieux comprendre les conséquences que ce processus peut
entrainer au niveau cellulaire et de saisir ses éventuelles implications dans des pathologies

lides au stress oxydant.

La GGT-rel est une enzyme capable également de métaboliser le GSH, mais son
éventuelle implication dans un processus pro-oxydant analogue a celui de la GGT, n’a jamais

été étudié.

L’objectif général de ce travail était d’appréhender le r6le pro-oxydant de la GGT et
de vérifier s1 la GGT-rel posséde également un rble pro-oxydant. Pour cela nous avons utilisé
des modeles simples, dans la plupart des cas, cellulaires, permettant d’apprécier la
contribution soit de 1a GGT, soit de la GGT-rel aux variations des paramétres du stress

oxydant suivis.

L’étude réalisée a nécessité dans la plupart des cas le développement ou I’adaptation

de plusieurs méthodes aux modeéles expérimentaux choisis.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons étudié la relation entre le
métabolisme du GSH par la GGT ou par la GGT-rel et la production d’espéces réactives de
I’oxygéne quand ce processus se déroule en présence de fer. Cette étude a été facilitée par la
disponibilité de deux modeles cellulaires, a savoir les lignées fibroblastiques V79 transfectées
par PADNc de la GGT humaine (V79GGT) ou a blanc (V79Cl). De méme, dans le cas de la
GGT-rel, des cellules fibroblastiques NIH3T3 transfectées par ’ADNc de la GGT-rel

Conclusion générale et perspectives 138



d’origine humaine (NIH3T3/GGT-rel) ainsi que les cellules transfectées a blanc (NTH3T3)
ont été utilisées. A chaque fois, la démarche expérimentale a visé d’abord 1'étude du
métabolisme du GSH, par un dosage CLHP des thiols extra- et intracellulaires aprés
incubation des cellules en présence du GSH surajouté au milieu de culture. Cette démarche
s’est avérée d’autant plus nécessaire dans le cas des cellules NIH3T3/GGT-rel, que, si le
métabolisme du GSH dans les cellules V79GGT a déja fait [’objet d’autres études, dans le cas
de la GGT-rel, la formation de CysGly n’a jamais été mise en évidence. Ainsi, en utilisant les
cellules NIH3T3/GGT-rel, nous avons démontré que la GGT-rel transforme le GSH en
CysGly, tandis que les cellules NIH3T3 sont incapables de métaboliser le GSH. Cette
transformation, mesurée dans les milieux d’incubation, s’accompagne également d’une

augmentation de la concentration intracellulaire en CysGly.

Une fois la formation de CysGly démontrée, nous nous sommes préoccupée de la
mesure de la production d’ERO liée & ce métabolisme en présence de fer, car il est connu que
la CysGly, contrairement au GSH, est un métabolite plus réactif dont 1’auto-oxydation en
présence de métaux est responsable de la production d’espéces réactives. Pour ce faire, nous
avons adapté 4 nos modéles une méthode spectrofluorimétrique reposant sur 1’oxydation par
les ERO de la sonde non-fluorescente DHR-123 en un dérivé fluorescent Rh-123. La variation
des conditions nous a permis de discerner 1’importance de chaque facteur dans le processus
pro-oxydant et sa quantification, 4 savoir : I’enzyme (GGT ou GGT-rel), le GSH, le Fe*',
I’agent complexant de celui-ci et la nature du milieu d’incubation. Nous avons démontré que
fe systéme GGT/GSH/Fe3+, ainsi que GGT-rel/GSH/Fe’* conduisent 2 la formation d’espéces
réactives. Dans le cas de la GGT nos résultats confirment son réle pro-oxydant démeontré par
d’autres auteurs dans différents modeles, car une production d’ERO dépendante de la GGT a
pu étre mise en évidence et quantifiée dans notre modéle cellulaire. En revanche, notre étude
est la premiére, en ce qui concerne la GGT-rel, & démontrer un rdle pro-oxydant de cette
enzyme, basé également sur le métabolisme du GSH en CysGly et ['auto-oxydation de cette
derniére en présence de fer. Les deux systdmes enzymatiques (GGT/GSH/Fe™ et
GGT-rel/GSH/Fe™) peuvent donc représenter des sources physiologiques de radicaux libres
et intervenir dans la balance anti-/pro-oxydant. De plus, les résultats obtenus constituent une
validation des modéles cellulaires utilisés, pour d’autres études ayant pour but la mise en
¢vidence des conséquences au niveau cellulaire du processus d’oxydation dépendant de la

GGT ou de la GGT-rel.
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On sait par ailleurs toute I’importance que représente le taux de radicaux libres quant a
ses conséquences au niveau cellulaire, en général modulation des différentes fonctions par un
processus de signalisation redox (concentrations faibles) ou dommage oxydatif des
biomolécules (concentrations élevées). Nous avons ainsi établi les conditions adéguates pour
des applications biologiques différentes, et en particulier pour I’étude de I’activation des
facteurs de transcription (collaboration avec 1’équipe de biologie moléculaire) et de la
peroxydation lipidique. Ainsi il a été possible de démontrer que le métabolisme du GSH dans
la lignée cellulaire V79GGT induit une activation du facteur de transcription NF-kB qui n’est
pas constatée dans la lignée V79Cl. Cet effet a pu étre reproduit par H,O, et inhibé par la
catalase, démontrant ainsi que H;0O; est I’espéce responsable de I’activation du facteur NF-kB

dépendante de GGT/GSH.

Dans une deuxiéme partie de notre travail, nous nous sommes préoccupée tout
particuliérement de la peroxydation lipidique (LPO) induite par le systétme GGT/GSH/Fe*™.
On sait que la LPO est un processus complexe, conduisant a la formation d’une grande variété
de produits, dont certains, comme le 4-hydroxynonénal, présentent une toxicité élevée. Si la
LPO a été mise en évidence par d’autres auteurs comme €tant une conséquence du role
pro-oxydant de la GGT, et ceci dans des modéles de peroxydation des acides gras
polyinsaturés, des microsomes, des cellules ou des LDL, en dehors de la formation de MDA
(détecté par le test du TBARs), aucune étude n’a montré la formation de HNE ou d’autres
aldéhydes. Nous avons donc réalisé une étude analytique approfondie des produits
aldéhydiques issus de la LPO dépendante de la GGT. Pour ce faire nous avons eu recours a un
modéle simple, consistant en 1’utilisation d’acides gras polyinsaturés (acide linoléique ou
acide linolénique) et de la GGT purifiée afin de faciliter ’analyse des composés formés.
Cependant, !'utilisation d’un systéme d’oxydation chimiqtie (ascorbate/fer) s’est avérée
nécessaire dans un premier temps pour la mise au point des techniques. Ces derniéres ont
consisté en la dérivation des composés carbonylés par la 2,4-dinitrophénylhydrazine (DNPH),
I’extraction des dérivés et leur séparation par chromatographie sur couche mince suivie d’une
seconde séparation par CLHP. L’identification des dérivés DNPH a été réalisée en utilisant
deux techniques complémentaires de spectrométrie de masse, & savoir I"impact électronique
couplé & la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) et I’électrospray couplé a la
chromatographie en phase liquide (LC-MS). Ces méthodes nous ont permis d’identifier un

grand nombre de composés aldéhydiques formés lors de I’oxydation des acides gras insaturés
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par le systtme GGT/GSG/Fe’" et appartenant aux classes suivantes : alcanals, alcénals,
alcadiénals, a-hydroxyaldéhydes, 4-hydroxyalcénals, cétones. En plus de la confirmation de
I’implication de la GGT dans la peroxydation lipidique, I'intérét de ces résultats réside surtout
dans I’identification de produits hautement réactifs comme les hydroxyaldéhydes insaturés
formés au cours de ce processus. En effet le HNE, et par analogie les composés présentant
aussi une réactivité chimique comparable, présentent des effets toxiques sur un nombre
important de fonctions cellulaires. Nos résultats suggérent done que dans la mesure o la LPO
dépendante de la GGT conduit également in vivo 4 la formation de ces aldéhydes réactifs, cect
pourrait constituer un processus toxique.

On sait par ailleurs que les aldéhydes de type HNE réagissent avec certaines
biomolécules, en particulier avec les thiols par une réaction d’addition de type Michael, pour
former des adduits. Or nous avons rencontré au cours de nos expériences de peroxydation
lipidique par le systéme GGT/GSH/Fe™ des indices de formation de tels composés et nous
nous sommes attachée par la suite 4 I’étude des adduits GS-HNE et CysGly-HNE en relation
avec la GGT.

Dans la troisiéme partic de notre travail, nous avons étudié le meétabolisme du
conjugué GS-HNE par la GGT et par la GGT-rel. En effet, la conjugaison du HNE au GSH
est connue comme étant une voie de détoxification du HNE. Le conjugué GS-HNE est ensuite
métabolisé en dérivé de I’acide mercapturique qui a été par ailleurs identifié dans 1’urine chez
le rat et chez ’homme. La voie de synthése des acides mercapturiques est connue comme
faisant intervenir plusieurs enzymes, dont la premiére est la GGT. De plus, dans le cas de
certains composés, elle peut conduire & 'augmentation de la néphrotoxicité de leurs
conjugués au GSH, suite a ’action de la GGT dont le taux d’expression au niveau rénal est
particulierement élevé. Cependant, le métabolisme du GS-HNE par la GGT et ses éventuelles
conséquences n’ont fait I’objet d’aucune étude jusqu’a présent.

Dans un premier temps, nous avons utilisé la GGT purifié¢e pour démontrer que
Penzyme reconnait le GS-HNE synthétisé chimiquement en tant que substrat. Ce fait s’est
révélé exact puisque 1’analyse CLHP par une méthode de dérivation pré-colonne OPA-ME
montre la disparition des pics correspondant aux diastéréoisoméres de 1’adduit GS-HNE et
I’apparition d’autres pics a des temps de rétention différents. L’analyse par spectrométrie de
masse (LC-MS) du métabolite formé, aprés purification, montre que celui-ci correspond 2

I’adduit CysGly-HNE.
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Nous avons pu ensuite démontrer que la GGT des cellules V79GGT et la GGT-rel des
cellules NIH3T3/GGT-rel sont capables de métaboliser ce conjugué. A noter toutefois que
dans les cellules NIH3T3/GGT-rel ce métabolisme est plus lent.

Nous nous sommes consacrée par la suite 4 I’analyse des conséquences potentielles de
ce métabolisme au niveau cellulaire, en particulier en ce qui concerne la cytotoxicité. Cette
hypothése s’est imposée par analogie avec les conjugués GSH connus pour étre transformés
en métabolites toxiques sous I’action de la GGT, ce qui est en particulier le cas du conjugué
de ’acroléine, aldéhyde o, B-insaturé issu également de la LPO. L’incubation des cellules en
présence de GS-HNE a conduit 4 ’augmentation de la cytotoxicité seulement dans les cellules
VT79GGT et NIH3T3/GGT-rel capables de métaboliser le conjugué en CysGly-HNE et non
dans les cellules V79 et NIH3T3 témoins. Cette cytotoxicité a été mesurée par trois méthodes
différentes : test MTT, Bleu de Trypan et dosage de la LDH. Elle s’est montrée dépendante &
la fois de la dose en GS-HNE et du temps d’incubation. De plus, ’incubation des cellules
V79Cl en présence de CysGly-HNE a conduit aussi & une cytotoxicité élevée, ce qui
démontre donc que la CysGly-HNE en est la responsable. Bien que le mécanisme précis de
cette cytotoxicité ne soit pas connu, ’étude de la stabilité des adduits GS-HNE et CysGly-
HNE gque nous avons réalisée, suggére que ce mécanisme pourrait avoir pour origine une
libération de HNE a partir de CysGly-HNE. En effet, si le GS-HNE présente une stabilité
élevée, celle de la CysGly-HNE est beaucoup plus faible et des quantités relativement
importantes de HNE ont pu €tre mises en évidence au cours de I'incubation 4 37°C.

Nos résultats montrent pour la premiére fois que le métabolisme du GS-HNE par la
GGT et par la GGT-rel s’accompagne d’une augmentation de la cytotoxicité. Ce processus
démontré in vitro rend concevable la transformation du GS-HNE in vivo par la voie de [’acide
mercapturique avec des conséquences similaires. D’une part, le GS-HNE formé suite a la
LPO a différents niveaux dans I’organisme pourrait étre transporté puis transformé en un
métabolite toxique par les cellules riches en GGT. 1l pourrait en étre ainsi pour les cellules
rénales ou les cellules tumorales exprimant de hauts niveaux en GGT. D’autre part, au cours
de la LPO induite par GGT/GSH/Fe™, la formation de HNE pourrait étre également suivie de
la transformation du GS-HNE en CysGly-HNE plus toxique.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence la formation d’adduits de HNE au cours de la
peroxydation des acides linoléique et arachidonique induite par les cellules V79GGT et
NIH3T3/GGT-rel lorsqu’elles sont incubées en présence de GSH/Fe’. I faut toutefois

souligner que seuls ces deux types cellulaires exprimant respectivement la GGT ou la
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GGT-rel sont capables de former la CysGly-HNE. Dans le cas des cellules dépourvues de ces

enzymes et dans les mémes conditions, il se forme exclusivement du GS-HNE.

On peut alors conclure que la GGT et la GGT-rel pourraient intervenir au

niveau cellulaire comme des amplificateurs des dommages de la LPO.

Les résultats que nous avons obtenus au cours de cette étude répondent aux objectifs
que nous nous étions fixés, mais soulevent a la fois certaines hypothéses et questions qui

mériteraient de faire I’objet d’études complémentaires.

Ainsi une étude comparative du statut d’autres systémes enzymatiques anti- et pro-
oxydants dans les cellules V79GGT et NIH3T3/GGT-rel pourrait apporter une explication en
ce qui concerne les niveaux de la production d’ERO dépendante respectivement de la GGT et
de la GGT-rel. En effet, nous avons constaté qu’en plus de ’activité de clivage du résidu

v-glutamyle du GSH, d’autres facteurs semblent influencer cette production d’ERO.

En outre, la mesure de la concentration d’ERO par comparaison avec d’autres
systtmes d’oxydation phystologiques serait intéressante pour apprécier la place que le

systéme GGT (GGT-rel)/GSH/Fe*" peut jouer dans la génération du stress oxydant.

La démonstration du métabolisme du GS-HNE par la GGT et la GGT-rel et de la
cytotoxicité qui en découle ouvre de nombreuses perspectives et parmi elles des études
destinées a clarifier le mécanisme exact de la cytotoxicité que nous avons constatée. Nous
avons en effet montré que la faible stabilité de I’adduit CysGly-HNE conduit & une libération
de HNE, qui pourrait étre responsable de 1’effet cytotoxique observ€. La mise en évidence de
HNE libre dans le milieu des cellules métabolisant le GS-HNE, ainsi que celle d’adduits

HNE-protéines (par une technique Western blot) constituerait une réponse a cette hypothése.

Dans ces conditions, des travaux pourraient étre envisagés afin de préciser les
différents effets, toxiques ou modulateurs, que HNE libéré & partir de la CysGly-HNE peut
induire au niveau cellulaire. L’étude des conséquences éventuelles du métabolisme du

GS-HNE par la GGT ou la GGT-rel, peut en effet viser des aspects aussi variés que la
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prolifération cellulaire, ’apoptose, ’inactivation de différentes enzymes ainsi que la

transduction du signal et |’activation des génes.

Enfin, des études in vivo semblent indispensables pour une meilleure connaissance de
la signification biologique du métabolisme du GS-HNE par la GGT. En particulier, des
expériences destinées 4 la mise en évidence d’une éventuelle toxicité du conjugué GS-HNE

au niveau rénal semblent pleines de promesses.
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y-glutamyltranspeptidase (GGT) is a key enzyme im-
plicated in the homeostasis of intracellular reduced
glutathione (GSH) and hence in the regulation of the
cellufar redox state. Besides, the extracellular cleav-
age of GSH by GGT leads to reactive oxygen species
(ROS) production, depending on the generation and
enhanced reactivity of cysteinylglycine (CysGly). Us-
ing a model cell line, the V79 GGT, which highly ex-
presses a human GGT transgene, we exarined whether
the GGT induced oxidant stress could modulate intra-
cellular transcription factors. For the first time, we show
that GGT-dependent ROS production induces the
NF-kBE-binding and transactivation activities. This in-
duction mimicked the one observed by H;0, and was
inhibited by catalase, suggesting the involvement of
H,Q; in the NF-kB activation. © 2000 Academic Press

Key Words: gamma-glutamyltranspeptidase; reduced
glutathione; nuclear factor kB; reactive oxygen spe-
cies; antioxidants.

NF-kB is a ubiquitous transcription factor that is
thought to be a pivotal regulator of early response
genes, including cytokines, transcription factors, in-
flammatory mediators, and several structural proteins
that are involved in infection, inflammation, stress re-
sponses and apoptosis (1). The exact and complex mo-
lecular mechanisms involved in the regulation of

Abbreviations used: BSA, bovine serum albumin; CysGly, cys-
teinylglycine; DHR-123, dihydrorhodamine 123; DTT, 1,4-dithio-1-
threitol; EMSA, electrophoretic mobility shift assay; GGT, yglu-
tamyltranspeptidase; GlyGly, glycyl-glycine; GSH, reduced glutathi-
one; Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethane sulfonic acid;
NEF-kB, nuclear factor kB; PDTC, pyrrolidine dithiocarbamate;
PMSF, phenyl-methylsulfonylfluoride; RH-123, thodamine 123;
RLU, relative light units; ROS, reactive oxygen species; TPA, 12-O-
tetradecancylphorbol-13-acetate.
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NF-kB remain to be elucidated (2). A state of moderate
increasing the levels of intracellular reactive oxygen
species (ROS) is referred to as oxidative stress. It is
widely recognized that the ROS are involved in the
activation of NF-kB (2). They can play the role as
second messengers, when they are produced in a tran-
sient manner and to intermediate concentrations. The
(ROS) and particularly hydrogen peroxyde (H,0,) pos-
sess several properties that make them good candi-
dates for the second messenger role. They are, of small
size and therefore diffuse rapidly through biological
membranes, and their synthesis and degradation are
fast (3). Reduced glutathione (GSH}), the major intra-
cellular non protein thiol, is mainly know as a nucleo-
philic scavenger and an enzyme-catalysed antioxidant
in electrophilic/oxidative tissue injury {4). GSH plays
an important role in the maintenance of the intracel-
lular redox state, and the intracellular level of GSH,
which differ from one cell type to another, may be
crucial for ROS-induced NF-kB response (2).
Gamma-glutamyltranspeptidase [GGT (5-glutamyl)-
peptide: aminoacid 5-glutamyltransferase EC 2.3.2.2) isa
unique plasma membrane enzyme, which is able to ini-
tiate the degradation of extracellular GSH by cleavage of
the yglutamyl bond, allowing the supply of extracellular
cysteine for intraceliular synthesis of this tripeptide (4).
Therefore, GGT participates in the regulation of intracel-
lular GSH levels and the cellutar redox state (4). Previous
studies have demonstrated that the extracellufar GGT
initiated cleavage of GSH can lead to ROS production
(5-8). The GGT prooxidant effect is based on the gener-
ation of cysteinylglycine (CysGly), which contrary to GSH
itself, is a redox labile metabolite {5). Autooxidation of
CysGly in the presence of transition metals leads to
prooxidant species such as thiyl and exygen radicals {5—
7}. Consequently, the GGT initiated free radical process,
if not efficiently scavenged by cellular antioxidant de-
fense mechanisms, can result in oxidative damage on
biomolecules. Thus GGT-dependent lipid peroxidation
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was demonstrated using polyunsaturated fatty acids (5,
6), human LDL (9), liver microsomes (10, 11) or HepG2
cells (11) as a substrate. The involvement of GGT in
oxidative mutagenesis (7, 12) as well as in the redox
modulation of cell surface protein thiols (13) was also
demonstrated.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Catalase, reduced glutathione, hydrogen peroxide, 12-
O-tetradecanaoylphorbol-13-acetate (TPA) and PDTC were obtained
from Sigma (S' Quentin-Fallavier, France). Glycyl-glycine was pur-
chased from Merck (Nogent, France), and RH-123 and DHR-123
were obtained from Sigma (France). All other reagents were of the
highest purity available.

Cell cufture. V79 Cl cells (chinese hamster lung fibroblast, mock
transfected, exhibiting non-detectable endogenous GGT activity} and
V79 GGT cells (a stable transfected V79 cell line, highly producing
human GGT (14)) were cultured in RPMI 1640 medium (Sigma,
France) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf se-
rum (FCS) (Sigma, France}, L-glutamine {2 mM} (Sigma, France) and
1% {v/v} antibiotic-antimycotic (Sigma, France). Cultures were main-
tained at 37°C in a humidified atrnosphere of air/CO, {95%:5%).

Electraphoretic mobility shift assay. The V79 Cl and V79 GGT
cells were incubated in serum-free medivm containing GSH [0.5-2.5
mMI/GlyGly [5-25 mM] (with constant GSH/GlyGly ratio 1:10} or
H,0. (300 gzM). In some experiences, cells were incubated with
catalase (2200 U/ml) or with PDTC (100 M), and with GSH/GlyGly
or H,0,. Medium samples were withdrawn at various times {0-90
min) for GSH and CysGly determinations by HPLC (15) and stored
at —70°C before use. Nuclear extracts for EMSA were prepared as
described by Dejardin et al (16). Protein amounts were quantified
with the Lowry method using a BSA standard solution {17). The
nuclear extracts were stored at --70°C until use. Double-stranded
oligonucleotide probes (the palindromic kB probe was 5'-
TTGGCAACGGCAGGGGAATTCCCCTCTCCTTA-3') were prepared
for the electrophoretic mobility shift assay by annealing the appro-
priate single-stranded oligonucleotides at 65°C for 5 min in 10 mM
NaCl, followed by slow cooling to room temperature. The probes were
labeled with ®P-labeled dATP and *P-labeled dCTP (Dupont NEN,
Paris, France) by filling in the §' overhangs with the Klenow frag-
ment of DNA polymerase (Boehringer Mannheim, France). For the
assay of NF-kB binding, nuclear protein extracts (5 pg) were incu-
bated with 2 ug poly(di-dC) (Boehringer Mannheim, France) in 20
mM HEPES, pH 7.9, 10 mM KCl, 0.2 mM, EDTA, 0.5 mM DTT, 0.5
mM PMSF, 20% glycerol for 15 min at room temperature and then
0.2 ng of the labeled probe (approx. 100,000 cpm) was added. After a
further 5 minutes incubation at room temperature, the DNA-protein
complexes were separated on 4% (w/v) polyacrylamide gel, run at
room temperature in 0.25X Tris-borate-EDTA (TBE). Competition
assays were performed with a 30-fold excess of unlabeled probe.
Bands were quantified by densitometry (Biomax 1D, Kodak) after
scanning of the auteradiographs.

Monitoring of reactive oxygen species production and GSH catab-
olism. Quantification of reactive oxygen species (ROS) was per-
formed using dihydrorhodamine-123 {DHR-123) probe which is oxi-
dized by various ROS to fluorescent rhodamine 123 (RH-123) (18-
19}). Cells were seeded in 6-well plates (Costar Corning) at 5 X 10°
cells per well and allowed to attach for at least 12 h in complete
RPMI medium. Sixteen hours before the experiments, medium was
replaced with serum free RPMI in order to provide the same condi-
tions as for the transcription facters analysis. The cells were then
incubated at 37°C in the medium to which were added different
concentrations of GSH and GlyGly as described, and 25 M DHR-
123. 200 1 aliquots of medium were sarpled after 60 min incubation
and fluorescence was measured using a microplate fluorimeter
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{Cytofluor 2350, Millipore, France) at an excitation and emission
wavelengh of 485 nm and 530 nm, respectively. For quantification of
DHR-123 oxidation, the calibration curve was established with RH-
123 dituted in RPMI medium.

Transfection of V79 CI and V79 GGT cells with NF-kB luciferase
constructs. To measure the transactivating activity of NF-KB, cells
were transfected with a luciferase reporter construct controlled by
kB enhancer using LipofectAMINE {Gibco-BRL, Cergy Pontoise,
France}. In each experiment, 8-well plates, containing 5 X 10° cells
per well, were transfected with 2 zg of a DNA construct composed of
a luciferase reporter gene under the control of four tandem kB
(pNF-kB-Luc) binding sites upstream of the herpes simplex virus
thymidine kinase minimal promoter (Clontech, Montigny-Le-
Bretoneux, France) and 0.5 ug of the pSV-S-galactosidase vector
{Promega, Charbonnieres, France) to monitor transfection efficiency.
The cells were transfected for 5 h at 37°C and 24 h after transfection,
they were incubated with or without GSH/Gly-Gly or H,0, for 2-4 h.
Following incubation cells were washed and harvested in 500 ul of
1% Reporter Lysis Buffer (Promega, France). Lysats (10 ul) were
used to determine luciferase activity using a Lumac Biocounter
M2010 luminometer and the Luciferase activity assay kit (Promega,
France). fGalactosidase activity was determined in the same ex-
tracts with the #-gal assay kit (Promega, France} to correct the
differences in transfection efficiency. The results are expressed in the
relative light units {RLU) corresponding to the ratio between arbi-
trary luciferase light units and g-galactosidase activity.

Statistical analyses. Statistical analyses of mean values of mul-
tiple comparisons were made by one-way analysis of variance fol-
lowed by Student's test. Results are the mean * SD of n = 3
individual experiments. *, P < 0.05 vs control.

RESULTS

It is widely recognized that the transcription factor
NF-kB is activated by oxidative stress (2}, However the
exact molecular mechanisms, which govern this regu-
lation, remain to be elucidated. Several recent data
support the hypothesis that GGT, under physiclogical
conditions, is directly involved in ROS generation. In-
deed, the GGT-initiated GSH catahbolism leads to ROS
production in the presence of an iron source like trans-
ferrin (7) and can induce lipid peroxidation (5, 6). As
lipid perexidation preducts can act as a signal for tran-
scription factor activation (20}, we aimed to verify the
hypothesis if GGT-dependent oxidative stress can mod-
ulate NF-kB. For this we used two cell lines, previously
established in our laboratory: the V79 GGT chinese
hamster ovarian cells which expressed high levels of
human GGT (1400 mU/mg proteins} and the V79 Cl
mock transfected counterpart which exhibits low to
undetectable levels of the enzyme (14).

GGT-dependent GSH catabolism and ROS produc-
tionn. The first step in our study was to confirm the
GGT mediates catabolism of extracellular GSH and
that signifiant amounts of CysGly can be produced.
The V79 GGT and V79 Cl growing cells were incubated
in the presence of 2.5 mM GSH and 25 mM GlyGly (as
the acceptor of yglutamyl moieties for the transpepti-
dation reaction) at pH 7.4. The GSH and CysGly con-
centrations in culture medium were measured by
HPLC as previously described (15). In the V79 GGT
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FIG. 1. Extracellular GSH catabolism and ROS preduction in
V79 Cl and V79 GGT cells. The cells were incubated with GSH and
GlyGly (2.5 mM/25 mM) or without GSH and 25 uM DHR-123. (A)
Time course of GSH catabolism (A: V79 Cl cells and A: V79 GGT
cells) and CysGly formation {O: in V79 Cl cells and #: in V79 GGT
cells). Samples were withdrawn at the various times and GSH and
CysGly concentration were measured by HPLC. Results shown are
mean * SD of n = 3 individual experiments. Statistical signifiance of
differences for each measurement at different time points vs time 0
for the same culture: * P < 0.05 vs time 0. (B} ROS production in
V79 Cl cells (O) and V79 GGT cells (M) measured as DHR-123
oxidation. Results shown are mean * SD of n = 3 individual exper-
iments. Statistical significance of differences between two measure-
ments in the same cell Hne: * P < 4,05 vs time 0.

cells, we observed a time-dependent linear increase of
CysGly concentration up to 1.8 nmol/ml during the 60
minutes incubation and a concominant decrease of ex-
tracellular GSH concentration (from 3.1 to 0.5 nmol/
ml} {Fig. 1A). In contrast, when the same conditions
were applied to V79 Cl cells, CysGly concentration was
constant during the incubation time. The decrease of
GSH (from 2.9 mM to 2.2 mM) observed with the V79
Cl cells, could correspond to the oxidation of the re-
duced form of the tripeptide.

Thus a 60 min incubation of V79 GGT cells in the
presence of 2.5 mM GSH leads to a 84% consumption of
this tripeptide and results in an extracellular level of
CysGly of appreximately 1.8 nmol/ml (Fig. 1A}. Accord-
ing to our previous hypothesis and to literature data
cencerning prooxidant properties of thiols (7), we fur-
ther studied the GGT-dependent ROS generation. For
this purpose we quantifted ROS production in V79
GGT and V79 Cl cells cultured in medium supple-
mented with or without GSH and GlyGly. To measure
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the ROS, we chose the DHR-123 probe which can be
oxidized by various ROS, including OH®, 0;* and H,0,
{21). DHR-123 oxidation was measured in the extra-
cellular medium of cells incubated during 60 min in
the presence or not of GSH and GlyGly (2.5 mM/25
mM). As shown in Fig. 1B, in the absence of GSH,
both cell lines produce measurable amounts of ROS
as estimated by the oxidation of DHR-123. However,
a significantly higher amount of RH-123 was pro-
duced only when the V79 GGT cells were incubated
in the presence of GSH. No exogenous source of iron
was added to the culture medium. In fact, Dominici
et al. (13) suggested that trace amounts of iron, uni-
versally present in culture medium are sufficient to
induce ROS production in the GGT-dependent catab-
olism of GSH. When the culture medium was supple-
mented with a low concentration of iron (Fe*'-ADP
complex at 10 uM Fe®* and 100 uM ADP) we ob-
served, for the V79 GGT cells, an 8.2 fold enhance-
ment of ROS production (data not shown). The above
data allow as to conciude that GSH-induced ROS
production depends on GGT activity. It also allows
us to show that significant quantities of extraceliular
ROS are produced in V79 GGT cells even in a com-
plex culture medium, where variable components
(i.e., aminoacids, vitamins. . .), could quench low lev-
els of ROS. The experimental conditions that were
used, were exactly the same as for the transcription
factors experiments that followed. Therefore, these
results allow us to correlate the transcription factor
activation with the free radical generation initiated
by the GGT catabolism of GSH.

Influence of the GGT-dependent GSH metabolism on
NF-kB activation. V79 Cl and V79 GGT cells were
incubated with various concentrations of GSH (500 uM
to 2.5 mM) during 90 min. Nuclear extracts were pre-
pared and the activation of NF-kB binding was esti-
mated by EMSA, In the V79 Cl cells, there was no
NF-kB modulation whatever the concentration of GSH
used (Fig. 2A). In contrast, for the cell line expressing
the GGT (V79 GGT cells), a significant activation of
NF-kB binding was chserved and it was correlated
with the concentration of GSH (Fig. 2B). As the only
difference between the two cell lines is the presence of
GGT in the latter, we can conclude that the activation
of NF-kB binding is due to the GSH catabolism by GGT
and hence the concominant production of ROS. To as-
certain whether the incubation period was properly
chosen, V79 GGT cells were incubated with GSH for
various time periods (0-120 min), nuclear extracts
were prepared and NF-kB binding activity was evalu-
ated. As shown in Fig. 3, NF-kB DNA-binding was
clearly induced after 60 min incubation with GSH and
further enhanced after 90 and 120 min of incubation.
The bands detected represented a specific NF-kB com-
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FIG. 2. GSH induced NF-kB activation in V79 GGT. V79 CI (A)
and V79 GGT (B) cells were incubated for 90 min with increasing
concentrations of GSH and GlyGly (1:10 ratio) as indicated. Arrows
indicate the position of the specific complex. Gel-shift analysis of
cellular nuclear extracts were incubated with P labeled NF-kB
oligonucleotide probe. Numbers on the bottom indicate the x-fold
increase of the NF-kB/DNA specific band in comparison with the
untreated cells, as estimated by densitometry.

plex as shown by its ability to be competed by 30-fold
excess of unlabelled NF-kB oligonucleotide (Fig. 3).

GGT-dependent ROS activate NF-kB by a specific
pathway. Tt is known that H,0, can act as a common
messenger of many NF-kB-inducing conditions (3) and
that it could be produced during the GGT induced
prooxidant reactions (7). Addition of H,0, at micromo-
lar concentrations to the cell culture medium of V79
GGT cells resulted in the activation of NF-kB binding
activity (Fig. 4). This activation was suppressed when
the same cells were incubated with PDTC or catalase
in addition to H,0;, in accordance to literature data
(3). In the V79 GGT cells, the presence of catalase
(2200 U/ml) during the treatment with GSH (2.5 mM,
90 min), inhibited the activation of NF-kB. This result
indicates that one of the ROS produced extracellularly
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by the GGT/GSH system is H;0,, as previously shown
by Dominici et al. (13). Indeed, catalase is not expected
to enter the cells and decomposes extracellular H,O,
(22). Surprisingly, the incubation with PDTC (100 M)
and GSH/GlyGly (2.5 mM/25 mM) had no effect on the
GGT-dependent activation of NF-kB, although PDTC
inhibited the H,O, activation of NF-kB. PDTC can
prevent the phosphorylation of IkB-« in response to
some NF-kB-inducing stimuli (3) and thus, it blocks
the activation of NF-kB and the expression of NF-kB
target genes (2). However, Watanabe et al. described
recently that PDTC can also stimulate kB-dependent
gene expression in a manner dependent on the concen-
tration of the phorbol ester TPA (23).

GSH stimulates kB controlled gene expression. The
above findings indicate that extracellular GSH catab-
olism enhanced the binding activity of NF-kB in V79
GGT cells, but this approach fails to underscore the
potential of GSH to regulate gene expression. Thus, to
determine whether the enhanced DNA binding of
NF-kB caused by GSH could stimulate gene expres-
sion, we examined the transactivation potential of this
transcription factor in V79 Cl and V79 GGT cells, using
a luciferase reporter gene construct containing four
tandem kB binding sites upstream of the herpes sim-
plex virus thymidine kinase minimal promoter. As the

GSH
Competitor ST R

Time of stimulation (min) :

NFkB __p

Free probe

x-Fold -

FIG. 3. Time course of NF-kB activation by GSH in V79 GGT.
Cells were stimulated with 2.5 mM GSH and 25 mM GlyGly for the
indicated time periods. Nuclear extracts were prepared and sub-
jected to EMSA for NF-kB analysis. Numbers on the bottom indicate
the x-fold increase of the NF-kB/DNA specific band in comparison
with the untreated cells, as estimated by densitometry.
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FIG. 4. Influence of catalase or PDTC on GGT/GSH dependent

NF-kB activation in V79 GGT cells. The cells were incubated with
catalase (2200 U/ml) or PDTC (100 M), and then treated with 2.5 mM
GSH and 25 mM GlyGly or 300 M H,0, for 90 min. Nuclear extracts
were pepared and subjected to EMSA analysis. Numbers on the bottom
indicate the x-fold increase of the NF-kB/DNA specific band in compar-
ison with the untreated cells, as estimated by densitometry.

results showed (Fig. 5A), treatment of V79 GGT with
2.5 mM GSH/GlyGly induced the kB-dependent lucif-
erase expression (1.3 fold) similar to 300 M H,0,,
whereas no induction with GSH was observed for the
V79 Cl cells treated as above (Fig. 5B). TPA treatment
was used as a positive control for NF-kB induction for
the V79 Cl cells as 300 uM H,0, treatment resulted
unexpectedly in massive cell death, even if both cell
lines exhibited the same level of intracellular catalase
(data not shown).

DISCUSSION

Until recently, GGT was thought to participate only
in the GSH cycling, providing the cell with the precur-
sors needed for its synthesis, For instance, it has been
reported that transfection of GGT into mouse tumor
cells provides cells with a growth advantage when cul-
tured in media containing physiological concentrations
of cysteine (24). However, there is no clear relationship
between the level of GGT activity and the intracellular
GSH concentration or the resistance of tumor cell lines
to alkylating agents (25). In contrast, there is a rela-
tionship between GGT activity and cell mutagenicity or
cell proliferation (6, 8). This relationship was attrib-
uted to the prooxidant role of the enzyme. In addition,
it has been reported that pretreatment of cells with a
mild oxidative stress can result in their protection
against apoptogenic stimuli (26). Our findings show
that at least NF-kB can be induced when adequate
concentrations of GSH are supplied. As GSH cleavage
by GGT leads to ROS production, we can assume that
the GGT-dependent oxidative stress is responsible for
NF-kB activation, and that at least H,0, is involved.
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These findings introduce a new aspect in the function
of GGT. Cells exhibiting high GGT activity can trigger
signalling pathways and activate transcription factors
(at least NF-kB). Alternatively by controlling the GSH
export they can supply a low but continuous oxidative
stress, thus maintaining a constant level of activated
transcription factors. Although the GSH levels found
in human plasma are relatively low (27), cells can
actively secrete GSH creating a microenvironment
with locales high GSH concentration.

It is also interesting that the antioxidant PDTC could
not inhibit the GSH-dependent NF-kB activation. Wa-
tanabe et al. (23) have recently shown that PDTC alone
could activate the kB dependent transcription of a re-
porter gene. They argued for a signalling pathway resis-
tant to the inhibitory effect of PDTC. This pathway could
be further stimulated by low concentrations of TPA, Our
results also support this hypothesis. The H,0, quantities
produced by the GGT-dependent GSH catabolism are by
far lower than the micromolar concentrations of H,0,
generally used [50-300 xM] to induce NF-kB. We can

A 2500 1
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Luciferase activity (RLU x 10-5)
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no treatment GSH25mM H202 300 M
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Luciferase activity (RLU x 10-5)
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FIG. 5. Transactivation of NF-kB induced by GSH and H,0, in
V79 GGT cells (A) and V79 Cl cells (B). The cells were transfected
with a basal (pTK: 0), a kB-dependent (pNFkB: M) reporter lucif-
erase construct, and then treated with 2.5 mM GSH and 25 mM
GlyGly or 300 M H,0, or 1 uM TPA for 6 h. pSV-g-galactosidase
vector (1.5 pg) (Promega) was used as control to monitor transfection
efficiency. Supernatants from lysed cells were used to determine
f-galactosidase and luciferase activity, and the results were ex-
pressed in RLU. Results are mean * SD of n = 3 individual exper-
iments. Statistical signifiance of differences between untreated and
treated samples: * P < 0.05 vs control.
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speculate that low and continuous supply of H,O, pro-
duced by the GGT-dependent GSH catabolism could ac-
tivate a PDTC resistant signalling pathway in the same
way as TPA. Our findings point to the importance of the
extracellular GSH catabolism as a way for the modula-
tion of cell signalling and transcription factors activation.
Further work is in progress to in order to clarify the
different signaling pathways triggered by GGT prooxi-
dant activity.
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Rble pro-cxydant de 1a gamma-glutamayliransférase et .
de la gamma-glutamyliransférase « related » dans 1a peroxydation Hpidigue
La gamma-glutamyltransférase (GGT) et la gamma-glutamyltransférase « related »

{GGTorel) récemment découverte sont deux enzymes capables de métaboliser le glutathion
(GSH) par le clivage du résidu y-glutamyle. Ce travail 2 €té entrspris 2 la suite d’études
récentes suggérant un role pro-oxydant de la GGT au cours du métabolisme du GSH en
presence de fer. Notre objectif principal a donc €€ d’une part de cemer la place que pewt

“occuper la GOT dans le stress oxydant et d’autre part vérifier dans quelle mesure la GGT-rel
peut assurmer un rdle similaire.

Dans la premiére partie du travaﬂ nous avons démontré par spectroﬂa@mneme quela
formation d’espéees réactives de Poxygine (ERO) 2u cours du métabolisme du GSH dans
un modéle cellulaire est dirsctement lide a 'activité soit de 1a GGT soitde 1a GGT-rel.

- La deuxidme partie met en dvidence le rile iréfutable de la GGT daps la
persxydation - par le systdme GGT/GSH/Fe™ d’acides gras polyinsaturss. Cetis -
conclusion est assurée, dans le cas de Iacide linoléique ou linclénique, principalement par la
caractérisation par CLHP ¢t spectrométrie de masse de plusieurs dérivés aldéhydiques. Parmi
«ces derniers, nous avons identifié en plus de Paldéhyde malonique, le 4—hydmxynonenai
(HME) ainsi que plusmurs aldéhydes insaturés et hydroxylés. -

Enfin, la troisiéme partie de ce travail 2 ét€ consacrée au rhle de la GGT ot de la
GGT-rel dans le métabolisme du conjugné GS-HNE (glutathion-4-hydroxynonénal) et a

€tabli que ce dermnier est ainsi transformé en CysGly-HINE qui a ét€ identifi€ par spectrométrie
de masse. De plus, nous avons mis e évidence pour la premiére fois que le métabolisme du

GS-HNE dans les ceihﬂ@s e‘;pnmam soit la GGT sott la GGT-rel conduit a une augm@nta‘ﬁon
dela cytotoxmﬁm - . .

Rolul pm@xzd&a&ﬁ al gammwgimamglwﬁamfsmzeﬁ si
A gammawg%az:tamﬂtmﬁsfemzaz « related » in per@m@ama }apaaﬂma '

Garama-glutamiltransferaza (GGT} si gamma»-giutanni—transfemza « related » (GGT-
rel), recent descopema, sunt douf enzime capabile s metabolizeze glutationul (GSH) prin
clivarea restului y-glutamil. Lucrares fe fai 2 fost Intreprinsd ca urmars a unor studii recente

' cars sugereazd un rol pro-oxidant al GGT in cursul metabolizérii GSH In prezenid de fer.

Cbiectivul nostru principal este, pe de o parte, s stabilim locul pe care GGT il ocupd in
stresul oxidatif, iar pe de aita parte, si Venficam in ce misurd GGT-}‘EI poate avea un rol
-similar.

In pnma parte a lucram am demonstrat prin spectroﬁuonmetne ed f@rmarea de
- specii reactive de oxigen in cursul metabolizirii GSH intr-un modsl celular este iegata direct -

fie de activitatea GGT, fie de activitatea GGT-rel. :

' Cea de a doua parte pune in evidentd rolul mdlscutabll al GGT in pemxz&im‘ea
‘acizilor grasi polinesaturati de citre. sistemnl GGT/GSH/Fe™ . Aceastd concluzie este

sustinutfi prin caracterizarea in HPLC si spectrometrie de mas# a mai multor compusi -

- aldehidici formati prin oxidarea acizilor linoleic si linolenic. Printre compusii caracterizati, pe
langi aldehida malemca, am identificat 4-h1dmxmonenaiul (HNE} precum si mai multe
aldehide nesaturate si hidroxilate.

In sfargit, in cea de a treia parte, consacraty studierii mhﬂm GGT si GGT-rel in
metabolismul conjugatului GS-HNE (glutation-4-hidroxinonenal), am stabilit ¢4 acesta din
' urmé este transformat in CysGly-HNE, compus care a fost identificat In spectrometrie de
masi. In plus, pentru prima data, am pus eviden{a ca metabolismul GS-HNE in celulele care
exprimi fie GGT, fie GGT-rel, conduce la o cregtere a citotoxicitatii.
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