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Mise au point bibliographique 

1. Le glutathion 

1.1. Structure-9énéralités 

Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine ; GSH) (Figure 1) est un tripeptide qui joue 

un rôle vital dans les mécanismes antioxydants grâce à son groupement thiol (SH) très réactif. Le 

GSH est caractérisé par une liaison peptidique particulière entre le COOH en position y de l'acide 

glutamique et le NH2 de la cystéine, le rendant résistant à la majorité des peptidases cellulaires. 

Le glutathion sous forme de disulfure (GSSG), dénommé couramment glutathion moyrdé 

représente moins de 0,5% du glutathion total (Figure 2). 

Acide glutamique Cystéine Glycine 
............ J......... 1 
: 1: 1 
: i: i 

HOOC-CH-C~ CHit CO-yNH-r-CH- CO!NH-CH2 COOH 

~H2 '7'········, ~H2~S( 
liaison r-glutamyl groupe thiol réactif 

Figure 1 : Structure du glutathion (GSH) 

Gly 

1 

Cys - S -s 
1 

Glu 

Figure 2 : structure du glutathion oxydé (GSSG) 

Le GSI-I, tripeptide ubiquitaire, est le thiol intracellulaire le plus abondant Oa concentration 

intracellulaire est généralement comprise entre 1 et 10 ffiND, et constitue la principale source de 

défense contre le stress oxydant et les xénobiotiques. Ses implications dans les fonctions 

cellulaires et physiologiques sont extrêmement importantes et variées. 
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Mise au point bibliographique 

1.2. Le cycle du 91utathion . cycle de Meister 

La synthèse et la dégradation du GSH (Meister et a!, 1983) sont régulées par 6 réactions 

enzymatiques constituant le cycle y-glutamyle ou cycle de Meister (Figure 3) . 

Acide aminé 

~---- y-g llltamy l-acide aminé ...-0==0 4-----... 

5-oxoprolinc 

0==0 
0==0 

Ir 
cystéine .ooIOOIIIt-_O=~=O~ cystéine 

1 · 0==0 1 . g yelne ~ 0==0" g yelne 

0==0 
0==0 

dipeptidase 
IUcmbranairc 

+ 
acide glutam ique 

y-gl utamy l­
cystéinc 

0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
0==0 

cystéinyl-glycine 

y-g luta illy l 
trans fé rase 

0==0 
0==0 
0==0 
0==0 

y -glutamyl­
acide aminé 

GSH ":~~::"""-I""'~ GSH 

MILIEU 
INTRACELLULAIRE 

0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
0==0 
O==fl 

MILIEU 
EXTRACELLULAlRE 

Figure 3 : Cycle du GSH selon Meister. 

1.2.1. Biosynthèse du GSH : 

La synthèse du GSH intracellulaire requiert la présence de 2 enzymes et de 3 acides 

aminés: la glycine, le glutamate et la cystéine, cette dernière étant le substrat limitant de la 

réaction. Le GSH est synthétisé par l'action consécutive de 2 enzymes: la y-glutamylcystéine 

synthétase ()'GCS, EC 6.3.2.2) et la glutathion synthétase (EC 6.3.2.3) . En général, l'activité yGCS 

détermine le taux de synthèse du GSH ; elle catalyse la formation du dipeptide y-glutamylcystéine 
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(GluCys) à partir du glutamate et la cystéine. Cette réaction est inhibée par un rétro contrôle 

négatif du GSI-I sur la ')'CCS. La )'CCS est une enzyme héterodimérique constituée d'une sous 

unité lourde de 73 kDa contenant le site catalytique et d'une sous unité légère de 30 kDa ayant 

une activité régulatrice. L'activité régulatrice de la sous unité légère serait médiée par un pont 

disulfure entre les 2 sous unités qui permettrait des changements conformationels du site actif en 

fonction de l'état redox de la cellule (Huang et al 1993). 

La glutathion synthétase quant à elle, catalyse la fixation d'une molécule de glycine sur la GluCys. 

J ,a régulation de la synthèse intracellulaire du GSH est soumise au moins à trois facteurs: (i) le 

niveau d'expression de la yGCS dans la cellule; (ii) la disponibilité des substrats, en particulier de 

la cystéine (acide aminé limitant) et (iit) le rétro-contrôle négatif de la ')'Ces par le GSH. 

1. 2. 2. Dégradation du GSH 

La dégradation du GSH cxtracellulaire est initiée par la y-glutamyltransferase (GGT, EC 

2.3.2.2 ), seule enzyme capable de cliver la liaison y-glutamyle du tripeptide. Cette réaction libère 

le résidu y-glutamyle et le dipeptide cystéinylglycine (CysGly). 

La CysGly produite peut être clivée par une dipeptidase membranaire en cystéine (cys) et glycine 

(gly). Ces acides aminés peuvent alors être transportés activement dans la cellule et servir pour la 

synthèse de nOl/o du GSH. 

Le résidu y-glutamyle est transféré sur un acide aminé accepteur ce qui conduit à un y-glutamyl­

acide arrune pouvant être transporté dans la cellule puis transformé par la y­

glutamylcyclotransférase en l'acide aminé correspondant et en 5-oxoproline. La 5-oxoproline sous 

l'action de la 5-oxoprolinase CEC 3.5.2) est décyclisée et donne l'acide glutamique. 

Ainsi, l'initiation de la dégradation du GSH à l'extérieur de la cellule par la GGT est 

nécessaire pour sa synthèse intracellulaire de novo car elle fournit à la cellule les éléments 

précurseurs. 

1.2.3. Transport et devenir du GSH 

Une fois synthétisé (majoritairement dans le foie), le GSH peut être exporté vers des 

organes comme le rein ou l'intestin ou il joue un rôle primordial. L'exportation du GSI-I va 
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également servir de système transporteur d'acides aminés et de système cyclique de récupération 

de la cystéine. Ce processus est d'une importance majeure car la synthèse du GSH est dépendante 

de l'apport extracellulaire de cystéine, (sauf dans le foie qui est capable de synthétiser la cystéine à 

partir du squelette carboné de la méthionine). 

1.2.4. Cycle d'oxydo-réduction du GSH 

Le maintien de l'équilibre GSI-IjGSSG est primordial pour le déroulement normal des 

fonctions cellulaires. Il est assuré par 2 enzymes: la glutathion réductase (GR, EC 1.6.4.2), et la 

glutathion peroxydase (GPx, EC 1.11.1.3) (Figure 4) 

GSSG NAD PH + 6-P-Gluconate 

~/ '\/ '\/ 
GPx GR G-6-PDH 

/~ /~ /~ 
GSH Glucose-6-P 

Figure 4 : Le cycle des réactions glutathion-peroxydase / glutathion-réductase. 
GPx : glutathion peroxydase, GR : glutathion réductase, G-6-PDH : glucose-6-phosphate-déshydrogénase 

La GPx fait partie d'une famille de sélénoprotéines qui réduisent le peroxyde d'hydrogène (I-I20 2) 

en eau et les peroxydes organiques en alcools aux dépens du GSH. Les isoenzymes de la GPx 

diffèrent par leur distribution et leurs rôles tissulaires particuliers ainsi que par la spécificité de 

leur substrat. 

L'activité de la GPx nécessite le recyclage du GSI-I par coopération de plusieurs systèmes 

enzymatiques, dont la GR, qui réduit le GSSG en consommant du NADPI-I. Ce dernier est 
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régénéré par l'action de la glucose-6-phosphate-déshydrogénase dans le cycle des pentoses­

phosphate, source de NAD PH. 

Les réactions qui consomment le GSI-I produisent du GSSG qui est soit reconverti en GSH soit 

excrété à l'extérieur de la cellule. Dans des conditions physiologiques, l'activité de la GR et la 

disponibilité en NAD PH sont suffisantes pour maintenir le rapport [GSH]/ [GSSG] > 100. 

1.3. Rôles physiologiques du glutathion 

Le GSH en tant que" réservoir de cystéine ", participe à la synthèse des protéines et des 

acides nucléiques. Tl intervient également dans la synthèse des leucotriènes et des prostaglandines 

et joue un rôle important dans le métabolisme des glucides et le transport des acides aminés 

(Meister et ai, 1986). Mais ses principales fonctions concernent les processus d'oxydoréduction. 

1. 3. 1. Rôle de protection contre le stress oxydant 

Le rôle du GSH dans la défense antioxydante est bien établi dans de très nombreuses 

études in vitro et in vivo: par exemple, il a été montré que le GSH inhibe la perm.)ldation lipidique 

et l'oxydation des protéines dans les microsomes (palamanda and Kehrer, 1992), la production du 

radical hydroxyle (OI-Ij par la réaction de Fenton et l'm.)ldation de l'ADN (Spear and Aust, 

1995) et que sa concentration dans les macrophages est inversement corrélée à la capacité de ces 

cellules d'oxyder les LDL (Low Density Lipoprotein) (Rosenblat et Aviram, 1998). Grâce à sa 

concentration élevée, le GSI-I est l'antioxydant majeur de la cellule par un mécanisme de piégeur 

direct des espèces réactives et par sa fonction de substrat pour d'importantes enzymes de 

défense. Il possède en effet des propriétés réductrices et nucléophiles et est un piégeur efficace du 

radical OI-t ainsi que d'espèces réactives de l'oxygène et de l'azote variées (Kalyanaraman et ai, 

1996). Il intervient alors comme donneur soit d'hydrogène, soit d'électrons (sous sa forme ionisée 

GS} 

En réagissant avec différentes espèces radicalaires, le GSH forme le radical glutathionyle (GS
e
), 

espèce radicalaire peu réactive qui est inactivée par dimérisation (formation de GSSG) ou par 

réaction avec l'anion GS-. Dans ce dernier cas, il se forme l'anion radical GSSG
e

- qui, en présence 
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d'oxygène, produit du GSSG et de l'anion superoxyde. Ainsi, le radical GS· peut initier des 

réactions de production des espèces réactives de l'oxygène (ERO) dont l'inactivation nécessite 

l'intervention d'enzymes antioxydantes comme la superoxyde dismutase (SOD) (Munday et 

Winterbourn, 1989) (Figure 5). De cette façon, bien que la majorité des fonctions du GSH vis-à-

vis du stress oxydant soient protectrices, la possibilité de certaines réactions secondaires 

pro oxydantes ne doit pas être exclue. 

GSSG 

Superoxyde 
dismutase 

GSSG e_ o 2 --.:::.; ~ 

02e_~'" 

l 
Glutathion 
réd uctase ~ 

GSH H 20 2 

Glutathion ~ peroxydases 
GSSG...----~ 

Figure 5 : Réactions du glutathion avec les espèces radicalaires. 

1.3.2. GSH et facteurs de transcription 

Les facteurs de transcription sont composés le plus souvent de 2 sous unités, l'une 

reconnaissant un site spécifique sur l'ADN, et l'autre servant d'effecteur et modulant l'expression 

des gènes cibles. Ainsi, le facteur APl est principalement constitué des produits des gènes Iun et 

Fos qui vont s'associer pour former l'homo dimère Gun/Jun), ou l'héterodimère Gun/Fos). Ce 

facteur est induit par de très nombreux stimuli (facteurs de croissance, cytokines, 

neurotransmetteurs, radiations UV par exemple) et intervient de façon rapide et fine lors d'un 
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stress oxydant. Klatt el al (1999) ont démontré que la fixation de c-]un à l'ADN est régulée par le 

ratio GSH/GSSG : une forte concentration en GSSG inhibe la fixation de APl à l'ADN. En fait, 

le maintien à l'état réduit de la cystéine du site de fixation à l'ADN est nécessaire à la liaison du 

facteur sur son site consensus et cette liaison est directement régulée par le statut redox de la 

cellule (Figure 6) . 

M embrane cellulaire 
....... 

0 " 0, 

Mitochondrie 
......... Jl. 

IkB kinases 

Gsr [ .. 

GSSG . 

..-----
.....-~ _________ NFk13 .. G SI l ~ 
.....----~ . -----. ~hOSPhOrYla tlOn Tc - T 

~ 1 P50 P65 ... GSSG • 
'------...... ~ .. Ublqlllt1l1atlOn 
Phosphorylatiotl ~ 

~ '---------' 

/ 
@rP60 / e 
I
~ IkBa Dégradation 

• 

Gènes prooxydant: 

TNFa,IL-l~ , IL-8 

Figure 6 : Mécanisme d'activation de la transcription des gènes par APl et NFkB 
(d'après Rahman et al, 2000) : un stress oxydant , ou le TNFa vont agir sur les mitochondries qui en retour 
produisent des ERG impliqués dans l'activation des facteurs APl et NFkB. L'activation de NFkB implique la 
phosphorylation et l'ubiquitination de son inhibiteur cytoplasmique IkB qui est alors dégradé. La protéine 
NFkB libre peu ensuite être transloquée dans le noyau et se lier à son site consensus. Le ratio intracellulaire 
GSH/GSSG et la présence de Ref- l et de thioredoxine peuvent moduler l'activation de NFkB ou APL De 
même, le facteur de transcription APl (cJun/cJun ou cFos/cJun) est activé suite à la phosphotylation de la 
JNK et va se fixer sur le site consensus TRE. L'activation des facteurs APl et NFkB conduit à l'expression 
coordonnée de gènes anti ou prooxydants. 

Le facteur de transcription NFkB est un membre de la famille des protéines régulatrices Rel. Il est 

lui aussi induit par les ERO et contrôle l'expression de nombreux gènes impliqués dans les 
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processus de défense cellulaire et dans la réponse immune. Il est constitué de 2 sous unités (P50 

et P65) qui se trouvent à l'état inactif couplées à des inhibiteurs dans le cytoplasme. Lors de 

l'activation du facteur NFkB, les sous unités qui le composent sont libérées de leur inhibiteur 

lorsque celui-ci est phosphorylé par une tyrosine kinase activée par le stress oxydant, les esters de 

phorbol, HzOz, les UV, les rayons y ou par des cytokines inflammatoires. En tant que piégeur de 

radicaux libre, le GSH est directement impliqué dans la modulation de l'activation du facteur 

N FkB : en effet, en présence d'une forte concentration de GSH intracellulaire, ou quand de la 

cystéine est fournie aux cellules, cela inhibe l'induction de NFkB par plusieurs agents oxydants 

(NIihm et al, 1995). Ainsi, la concentration intracellulaire en GSII ainsi que son statut redox vont 

intervenir de façon directe dans la modulation de l'expression de certains gènes, notamment ceux 

impliqués dans la réponse cellulaire au stress m..)'dant. Cependant, l'effet des ERO sur la 

transduction du signal est dépendant de la lignée cellulaire. 

1. 3. 3. Rôle du GSH dans /'apoptose 

Beaucoup des changements morphologiques associés à l'apoptose sont régulés par des 

protéases spécifiques appelées caspases. Les mitochondries joueraient un rôle important dans 

l'activation de ces caspsases, car un dysfonctionnement dans la membrane mitochondriale est un 

événement clé dans le déclenchement de l'apoptose. Les altérations de la membrane 

mitochondriale sont souvent liées à l'état redox de la cellule, et donc au ratio GSH/GSSG. Une 

diminution du taux de GSH intracellulaire est l'un des premiers phénomènes observés lors de 

l'apoptose et pourrait être une des causes de la mort cellulaire. Cette déplétion accompagne la 

production d'ERO pendant l'apoptose (Tan et al, 1998). La diminution du GSH intracellulaire 

observée lors de l'apoptose induite par Ras est due à une augmentation de l'efflux extracellulaire. 

Cet efflux est bloqué par la bromosulfophtaléine (BSP) qui agit sur les transporteurs 

membranaires du GSH présents dans la plupart des lignées cellulaires (Van den Dobbelsteen et al, 

1996). 

La redistribution du GSH intracellulaire est un autre événement critique lors de l'apoptose. Bien 

qu'il soit synthétisé dans le cytosol, il est transporté dans les organelles comme les mitochondries 

et le noyau. Le BSO (Bu thionine sulphoximine) est un inhibiteur de la voie de biosynthèse du 

GSI-I qui agit comme inhibiteur de la yGCS. Le pool nucléaire de GSH est le plus résistant à la 

déplétion induite par cet agent ce qui suggère l'importance de ce pool particulier (Hall et al, 1999). 
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D'ailleurs, il a été mis en évidence que la surexpression de Bcl-2 (facteur antiapoptotique) résulte 

en une séquestration du GSH dans le noyau CV oehringer et al, 1999), ce qui suggère que l'un des 

mécanismes de régulation de l'apoptose passe par le statut redox du noyau, dépendant du GSH. 

1.3.4. Rôle du GSH dans la détoxification des xénobiotiques 

Les glutathion-S-transférases (GST) (EC 2.1.5.18) représentent une vaste famille 

d'isoenzymes homo-ou hétéro-dimériques qui ont un rôle important de détoxification par 

conjugaison au GSH de nombreux substrats électrophiles exogènes ou endogènes. Les 

différentes isoenzymes cytosoliques sont groupées en quatre classes principales en fonction de 

leurs propriétés structurales, immunologiques et catalytiques: alpha (A), mu (:N1), pi (13) et théta 

(f). Dans ces réactions, le GSH réagit avec des substrats électrophiles après la formation d'ions 

thiolates. La formation des conjugués peut se faire spontanément, mais est catalysée par les GST, 

probablement via la catalyse de la formation des ions thiolates et leur juxtaposition avec les 

substrats électrophiles. Les GST sont très spécifiques pour le GSH, mais chaque classe montre 

une spécificité particulière pour le substrat électrophile. Le composé conjugué au GSH est ensuite 

exporté hors de la cellule via la pompe GS-X (pompe aux conjugués du GSH) et suivra la voie 

des acides mercapturiques avant d'être éliminé dans la bile ou les urines. 

Le GSH, par ses propriétés chimiques et physiologiques joue un rôle central dans les 

fonctions cellulaires vitales et aussi dans la défense des cellules contre le stress oxydant et 

les xénobiotiques. Les enzymes du cycle du GSH sont extrêmement importantes pour la 

régulation du taux de GSH intracellulaire, ainsi que pour son recyclage redox. La GGT 

(l'une des enzymes du cycle de Meister), est la seule enzyme capable de cliver la liaison 

'fglutamyle du GSH, et donc c'est l'enzyme qui initie sa dégradation extracellulaire et 

qui permet l'approvisionnement des cellules en cystéine. Le chapitre suivant décrit les 

fonctions et l'organisation génomique de la GGT humaine. 
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2. La gamma-glutamyl transferase 

2,1, Structure de la GGT 

La gamma-glutamyl transferase (GGT ou, S-glutamyl-peptide-amino-acide-S-glutamyl-

transférase EC 2.3.2.2) est une enzyme membranaire dimérique, amphiphile, fortement glycosylée 

(Meister el al, 1981). E lle est composée de 2 chaînes polypeptidiques formant une sous unité 

lourde et une sous unité légère. Ces 2 sous unités sont issues d'un précurseur qui va subir un 

clivage protéolytique pour aboutir à la forme mature de la protéine, où elles sont associées par 

des liaisons non covalentes. Contrairement à la plupart des protéines membranaires qui 

présentent plusieurs segments transmembranaires du côté carboxy-terminal, la GGT est ancrée à 

la surface externe des membranes par un seul segment hydrophobe situé à l'extrémité N­

terminale de la sous-unité lourde (Matsuda et al, 1983 B) (Figure 7). 

Sous unité lourde Sous unité légère 

(55 à 65 kDa) (21 à 30 kDa) 
Site actif 

Milieu extracellulaire 

-+ 

rrrnIlIHfl n HH Milieu intracellulaire 

Figure 7 : Structure de la GGT. 
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La masse moléculaire des sous unités varie selon les espèces et les organes (Selvaraj et ai, 1985). 

Dans le foie de l'homme, les masses moléculaires de la sous unité légère et de la sous unité lourde 

sont respectivement de 28 à 30 kDa, et de 60 à 64 kDa. 

Il existe en fait plusieurs isoformes de la GGT différentes par leurs mobilités électrophorétiques. 

En effet, la GGT de foie humain a la plus grande mobilité élcctrophorétique, et suivent en ordre 

décroissant, la GGT pancréatique, rénale et duodénale. Cependant, les propriétés catalytiques des 

GGT humaines ne diffèrent pas significativement, et elles sont immunologiquement identiques. 

(Shaw et ai, 1980). Les différences des masses moléculaires sont en fait dues à la glycosilation. 

Le clivage protéolytique du précurseur de la GGT débute dans le réticulum endoplasmique, et 

l'addition de galactose, de glucose et d'acide sialique se fait dans l'appareil de golgi. La 

glycosylation de l'enzyme serait un élément déterminant pour son transfert intracellulaire 

(Barouki et ai, 1984), mais elle n'est pas nécessaire à la protéolyse spécifique du précurseur (Nash 

et Tate, 1984). Smith et ai, 1994 ont démontré que les formes déglycosylées de GGT de foie de 

rat et de porc montrent les mêmes activités catalytiques que l'enzyme native. Elles sont cependant 

plus sensibles à l'action des protéases. Une étude sur une lignée d'hépatome de rat a montré 

qu'un traitement à l'éthanol est responsable d'une modification de la glycosylation de la GGT 

(Odoul et ai, 1994). Ainsi, la glycosylation de la GGT sans influer sur l'activité catalytique de 

l'enzyme pourrait la protéger et modifier sa demi-vie. 

En 1995, Ikeda et al font exprimer dans un système baculovirus un mutant de la GGT à qui il 

manque la séquence pour les acides aminés 1 à 27 de l'extrémité N terminale. Cette protéine est 

sécrétée dans le milieu extracellulaire suggérant que la séquence délaissée corresponde au signal 

d'encrage à la membrane. Après purification les auteurs ont démontré que cette enzyme possède 

les mêmes propriétés catalytiques que la GGT native. 

Cependant l'étude de Dvorakova et ai, (1996) tend à montrer que la structure des chaînes de 

saccharides peut moduler les paramètres cinétiques de l'enzyme. En effet, 2 is 0 formes 

pancréatiques différentes par leur glycosylation montrent des Km de 1,43 mM et 0,67 ffilvI pour 

le substrat synthétique (L-y-glutamyl 3-carboxy 4). De même, une étude plus récente a montré 

une induction de l'activité GGT hépatique chez des rats diabétiques, sans modification de 
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l'expression de cette enzyme (Cornwell et al, 2001). Cette induction serait due à une modification 

de la glycosylation de la protéine (glycation liée à la forte concentration en glucose sanguin). 

2.2. Réactions catalysées par la GGT 

La GGT catalyse le transfert du groupement y-glutamyl (équation 1) d'un composé donneur 

(tel que le GSH), à différents accepteurs comme des acides aminés, des dipeptides ou le GSH lui­

même (équation 2). Quand l'accepteur est une molécule d'eau, il en résulte une hydrolyse de la 

liaison y-glutamyl (équation 3), et la formation d'acide glutamique. 

1) R-NH-y-glutamyl + GGT ~ y-glutamyl-GGT + R-NH2 

2) y-glutamyl-GGT + R'- NH2 ~ R'-NH-y-glutamyl + GGT ( transpeptidation). 

3) y-glutamyl-GGT + H20 ~ glutamate +GGT (hydrolyse). 

Figure 8 : réactions catalysées par la GGT 

Les réactions catalysées par la GGT rendent compte des rôles polyvalents de cette enzyme. En 

dehors de l'approvisionnement des cellules en précurseurs du GSH, la GGT participe au 

transport transmembranaire des acides aminés. Le y-glutamyl-acide aminé formé par 

transpeptidation pénètre dans la cellule et, sous l'action de la y-glutamylcyclotransférase, conduit 

à la formation de 5-oxo-proline et libère l'acide aminé. Ce dernier peut être utilisé pour la 

synthèse des protéines en fonction des besoins cellulaires et la 5-oxo-proline fournit de l'acide 

glutamique sous l'action de la 5-oxoprolinase (Figure 3) (Anderson et Meister, 1983). 

2.2.1. Place de la GGT dans la balance anti/pro-stress oxydant 

Les réactions catalysées par la GGT expliquent le rôle ambivalent de cette enzyme dans la balance 

anti ou pro m..;rdant. Elle est en effet impliquée à la fois dans des réactions aboutissant à une 
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défense contre le stress oxydant (par sa place clé dans la synthèse du GSH), et dans des réactions 

aboutissant à la production d'ERO. 

2.2.1.1. Propriétés antioxydantes de la GGT 

Comme nous l'avons vu lors de la description du cycle de Meister, les cellules riches en GGT 

possèdent un avantage pour leur approvisionnement en cystéine, acide aminé essentiel à la 

synthèse du GSI-I. Par ce biais, on peut donc considérer que la GGT fait partie des enzymes de 

défense contre le stress oxydant. Plusieurs études vont d'ailleurs dans ce sens. Ainsi, Karp et ai 

(2001) ont démontré que des cellules Ramos (lymphocytes B humains) transfectées par l'ADNc 

de la GGT humaine deviennent plus résistantes à la mort cellulaire due aux ERO que la lignée 

parentale qui n'exprime pas cette enzyme. En fait, ces cellules possèdent un fort avantage pour 

maintenir leur taux de GSH intracellulaire, et elles présentent un taux d'ERO intracellulaire 

inférieur à celui des cellules Ramos non transfectées. 

L'oxyde nitrique est un puissant oxydant et Moellering et ai (1999), ont démontré qu'une 

augmentation significative du taux de GSH intracellulaire est observée lorsque des cellules 

endothéliales sont traitées par cet agent. En fait, l'oxyde nitrique induit l'activité de la ')'CCS, mais 

ceci n'est pas suffisant, car l'utilisation d'acivicine (inhibiteur spécifique de la GGT) empêche 

l'augmentation de la synthèse du GSH intracellulaire. D'ailleurs, Meroni et ai (2000) ont démontré 

que l'oxyde nitrique induit l'activité de la GGT dans les cellules de Sertoli, ce qui indique bien que 

cette enzyme est l'une des enzymes de réponse antioxydante dans différents types cellulaires. 

2.2.1.2. Origine du stress oxydant GGT-dépendant 

Alors que le rôle anti-oxydant de la GGT, (à travers le métabolisme du GSI-I), a été clairement 

établi, Stark et aL (1993) ont dévoilé un rôle pro-oxydant de la GGT. En effet, le catabolisme du 

GSI-I par la GGT, en présence de fer et d'Oz, conduit à la peroxydation lipidique in vitro, 

provoquant alors des dommages oxydatifs. 

Cet effet pro-oxydant de la GGT s'explique par la différence de réactivité entre le GSI-I et son 

métabolite, la CysGly. En effet, les propriétés réductrices des thiols dépendent de leurs capacités 

à se retrouver sous forme de thiolate. Ors, à pH physiologique (7,4) moins de 7% du GSI-I est 
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ionisé contre environ 90 % pour la CysGly, le pk. du groupe -SB étant de 6,4 pour la CysGly et 

de 8,5 pour le GSJ-I (Drozdz et al, 1998). 

L'anion thiolate se transforme en présence de métaux de transition en un radical thiyl (RS·). En 

présence d'm.)'gène, les métaux de transition sont recyclés et conduisent à la formation de l'anion 

supero},,)'de, pouvant sous l'action de la supero},,)'de dismutase être transformé en peroxyde 

d'hydrogène. Les radicaux thiyls peuvent aussi propager une réaction en chaîne en réagissant 

directement sur les lipides ou capter un hydrogène des composés possédant un groupe alcool et 

entraîner ainsi la formation de radicaux carbonés (Figure 9). 

GGT 

GSI-I • 'Y- glutamate + GC-SH 

pH>7,0 
GC-STI • GC-S- (ion thiolate) + B+ 

Fe3+ 
GC-S- • GC-S' (radical thiyl) + Fe2+. 

Fe2+ + ° 2 • Fe3+ + °2
0

- (ion superoxyde) . 

°2
0

- + 1-12° • O 2 + H 20 2· 

Figure 9: Origine du stress oxydant dépendant de la GGT. 

2.2.1.3. Implications physiologiques du stress oxydant GGT 

dépendant 

Bien que récemment mis en évidence, le stress oxydant GGT-dépendant à des consequences 

physiologiques d'ores et déjà caractérisées dans des domaines variés: 

L'implication de la GGT dans la peroxydation lipidique a été mise en évidence sur, des 

microsomes hépatiques de rat (Zalit et al, 1996 ; Paolicchi et al, 1997), des cellules d'hépatome 

humain en culture (Paolicchi et al, 1997), et plus récemment sur les LDL (Paolicchi et al, 1999). 

De plus par des méthodes histochimiques, il a été montré une colocalisation de la CGT et de 

LDL oxydées au niveau des plaques d'athérome, suggérant le rôle de la GGT dans l'oxydation 

des LDL in vivo et donc dans le processus d'athérosclérose. Ces résultats pourraient expliquer la 

corrélation retrouvée entre les taux plasmatiques élevés en GGT et la mortalité par rechute 
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d'infarctus du myocarde rapportée lors d'études épidémiolot,l"Ïques (Wannamethee et al, 1995, 

Emdin et ai, 2001). 

Des modifications oxydatives des protéines au cours du métabolisme du GSH par la GGT ont 

été également signalées. Il s'agit de réactions d'o"-'Ydation et de S-thiolation des groupes -SH des 

protéines membranaires dans les cellules U937 (Dominici et ai, 1999). Par ailleurs, Del Bello et ai 

(1999) considèrent que le pero"-'Yde d'hydrogène HzOz produit par la GGT via le catabolisme du 

GSH, constitue un signal de survie et de prolifération cellulaire. En effet, sur la lignée 

monoblastique U937, la faible production de HzOz (de l'ordre de 5 nmoles/106 de cellules/1-I) 

obtenue au cours du métabolisme du GSH (100 f.1N1) par la GGT était nécessaire au maintien de 

la croissance cellulaire. L'inhibition de cette production de peroxyde d'hydrogène par un 

inhibiteur spécifique de la GGT, l'acivicine, bloque la prolifération cellulaire et fait entrer les 

cellules en apoptose. Selon ces auteurs, le rôle pro-oxydant de la GGT procure des propriétés 

" anti-apoptotiques ". 

Des études plus récentes s'intéressent à l'effet du rôle pro-oxydant de la GGT sur la modulation 

des facteurs de transcription. Les travaux de Accaoui et al (2000), ont montré en utilisant le 

couple cellulaire V79GGT /V79cl, exprimant ou non la GGT humaine, que le système 

GGT /GSI-I/Fe3
+ active le facteur de transcription NFkB. Cette activation est fonction de la 

concentration en GS1-I (de 0,5 à 2,5 mNI) et elle est inhibée par la catalase et passe donc 

probablement par une voie de transduction sensible à 1-120 z produit lors du catabolisme du GSH 

par la GGT. 

L'induction du facteur de transcription NFkB par le système GGT /GSI-I/Fe3
+ a été rapportée 

par d'autres auteurs sur une lignée de mélanome Me665 / 2/ 60 exprimant des taux élevés de 

GGT en comparaison avec la lignée Me665/2/21 n'ayant qu'une faible activité GGT (Maellaro et 

ai, 2000). De même, Djavaheri-Mergny et ai, (2002) ont démontré que le catabolisme du GSH par 

la GGT est responsable d'une peroxydation lipidique au niveau de la membrane cellulaire qui 

entraînerait l'activation de NFkB. 

La GGT est donc impliquée dans les phénomènes liés au stress oxydant par ses rôles 

anti- et pro-oxydants L'équilibre de ces fonctions serait influencé par différents facteurs, 

dont, en particulier la concentration des sources physiologiques de fer, celle du GSH, et 

le niveau d'expression de la GGT. 
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2.3. Rôles physiolo9iques de la GGT 

La GGT constitue une enzyme clé du cycle du glutathion (GSH) car c'est la seule qui est 

capable de cliver la liaison y-glutamyle du tripeptide et de ses dérivés (Figure 3). Elle est 

également impliquée dans la voie de biosynthèse des leucotriènes. Cependant le(s) rôle(s) précis 

de la GGT ne sont toujours pas totalement élucidés et de nouvelles fonctions ont été récemment 

attribuées à cette enzyme. Il existe très peu de patients ayant une déficience en GGT. Ces 

personnes présentent une glutathionurie élevée (concentration de GSH dans les urines), une 

gluthationémie (concentration de GSI-I élevée dans le sang), ainsi que des retards mentaux 

(Lieberman et al, 1996). Le GSr l qui est le substrat majoritaire de la GGT est continuellement 

dégradé dans le plasma et les autres fluides (urine, bile) au niveau des organes riches en GGT 

(comme le rein ou le canal biliaire). Les cellules exprimant la GGT à la surface externe de leur 

membrane peuvent utiliser le GSI-I circulant comme source de cystéine pour maintenir leur statut 

redox et leur potentiel de détoxification lié au GSH. D'ailleurs, des fibroblastes transféctés par la 

GGT peuvent croître dans un milieu sans cystéine si celui-ci est complémenté en GSI-I (Hanigan 

et al, 1993). En 1996, l'équipe de Lieberman développe un modèle de souris transgéniques 

déficientes en GGT (souris "knock out "). Ces souris mutantes présentent un retard de 

crOlssance' elles sont immatures sexuellement, développent la cataracte et ont une mort 

prématurée. Le taux de GSH dans leurs urines et leur plasma est respectivement 2500 et 6 fois 

plus élevé que pour les souris sauvages. Au contraire, le taux de GSI-I est considérablement réduit 

dans des tissus comme les yeux, le foie, et le pancréas. Chez les souris mutantes, le taux 

plasmatique de cystéine est réduit de 80 %. L'administration orale de N-acétylcystéine à ces souris 

permet de restaurer un taux de croissance normal et d'inverser le développement précoce de la 

cataracte. En conclusion, l'examen de ce souris montre que la GGT a une activité clé dans la 

régulation du taux de GSH et dans l'approvisionnement des organes et des cellules en cystéine. 
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La GGT intervient également dans la voie des acides mercapturiques : de nombreuses substances, 

incluant des xénobiotiques comme certains médicaments deviennent des substrats de la GGT 

après leur conjugaison au GSH. Cette conjugaison a principalement lieu dans le foie et les 

composés conjugués sont alors excrétés des hepatocytes dans la bile ou le plasma via la pompe 

GS-X (Ishikawa et al, 1996) et sont ensuite métabolisés dans le rein après la filtration 

glomérulaire. Leur dégradation est initiée par la GGT qui clive la liaison y-glutamyle pour donner 

des conjugués à la cystéine. Ceux ci sont pris en charge par le rein qui les transforme en acides 

mercapturiques. En général, les conjugués à la cystéine sont facilement absorbés par le rein au 

niveau du tubule proximal et sont donc éliminés moins rapidement que les conjugués au GSI-I. 

En plus d'intervenir dans le métabolisme du GSH et dans la détoxification des conjugues au 

GSI-I, la GGT est également impliquée dans une autre voie métabolique importante, celle des 

leucotriènes. Les leucotriènes sont des dérivés de l'acide arachidonique jouant un rôle de 

médiateurs dans la réaction inflammatoire, et probablement dans de nombreux autres 

phénomènes cellulaires. La GGT est impliquée dans la conversion réversible du leucotriène C4 

(LTC4) en leucotriène D 4 (L TD 4), responsable de la prolifération et différenciation myéloïde 

normale. Cependant, dans différents tissus de souris déficientes en GGT, la conversion du LTC4 

en LTD4 à été mise en évidence malgré l'absence de GGT (Carter et al, 1997). Il a été prouvé que 

cette réaction peut être catalysée par une autre enzyme: la y-glutamylleucotriènase. 

La GGT, de par son rôle dans le métabolisme du glutathion, des leucotriènes et 

dans le transport transmembranaire des acides aminés, intervient dans de nombreux 

processus physiologiques de la cellule, dans les réactions inflammatoires et dans la 

protection et/ ou la genèse de dommages cellulaires. 

Depuis quelques années, de nouveaux horizons se dessinent pour la GGT, et de 

nouvelles implications pouvant avoir des conséquences physiologiques importantes lui 

sont attribuées. 
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2.4. Historique des travaux sur les 
, 

genes de la GGT 

humaine 

Auteur 

Bulle F et a!, 1987 

Pawlak A et al, 1988 

Heisterkamp et Groffen 
1988 

Résultat 

Localisation de 2 gènes de la GGT humaine sur le chromosome 22. 

Les auteurs démontrent que chez l'homme, la GGT est codée par au moins 4 gènes ou pseudogènes. 

Identitïcation du gène de la GGT comme un gène dupliqué dans les loci du bcr (breakpoint cluster region). 

Rajpert-De Meyts et al, 1988 Séquence de l'ADNc de la GGT issu du placenta. 

Sakamuro et a!, 1988 

Goodspeed, 1989 

Pawlak et al, 1989 

Pawlak et a!, 1990 

Visvikis et al, 1991 

Courtay et al, 1992 

Figlewicz et al, 1993 

Wetmore etai, 1993 

Courtay et al, 1994 

Leh et a!, 1996 

Tsutsumi et a!, 1996 

Collins et al, 1997 

Leh et a!, 1998 

Visvikis et al, 2001 

Séquence de l'ADNc de la GGT issu du foie fœtal 

Séquence de l'ADNc de la GGT issu de l'hépatome HepG2 et comparaison avec les 2 premières séquences 
publiées: les données suggèrent que les 3 ADNc soient issus du même gène (ARNm de type I), ils possèdent le 
même cadre de lecture ouvert mais diffèrent par leur extrémité 5' non traduite. 

A partir d'une banque d'ADNe de rein, clonage d'une séquence de la GGT présentant une mutation et une 
délétion de 30 pb (MNm de type II). 

Mise en évidence d'un ADNe contenant une insertion de 22 pb (générée par un épissage altematit) introduisant 
un codon stop prématuré. Cet Afu'\!m pourrait coder pour une protéine tronquée. 

Les ARN de type l codent pour une enzyme qui possède les mêmes propriétés catalytiques que la GGT puritïée 
à partir de tissus humains. 

Séquence de l'ADNc de la GGT issu du pancréas (MN de type I). Il code pour la même protéine que ceux issus 
du placenta et HepG2. Cet ARt'\! est exprimé dans tous les tissus humains étudiés. 

Etablissement de la carte des gènes et pseudogènes de la GGT sur le chromosome 22 et 18, 19 et 20. 
Identitïcation de 3 loci sur le chromosome 22 dont 2 à proximité de la région BCR (breakpoint cluster région). 

Mise en évidence d'un ARN tronqué spécitïque du poumon codant pour la sous unité légère de la GGT. 

Etude de l'expression de 7 gènes potentiels de la GGT dans différents tissus humains. Un gène est exprimé de 
façon ubiquitaire : le gène l qui est transcrit en Alù'\l de type 1. 4 autres gènes sont exprimés de façon tissus 
spécitïque. 

Caractérisation d'un nouveau type d'ARNm codant pour la GGT humaine (type III). Cet ARNm présente 
plusieurs points de mutations et un intron non épissé de 81 pb dans le cadre ouvert de lecture. Cet AR:-.! est 
tronqué et il est exprimé dans le placenta, le poumon et la sigmoïde. D'autre part, il est exprimé dans 50 % des 
leucémies Iymphoblastiques aiguës, mais pas dans les lymphocytes sains. 

Etude de l'expression des 3 ARNm de type 1 de la GGT dans différents tissus humains. Mise en évidence de la 
spécitïcité tissulaire de l'expression de la GGT. L'expression du sous type issu de la lignée HepG2 est liée au 
développement des carcinomes hépatique. 

Organisation des gènes et pseudogènes de la GGT humaine répétés sur le chromosome 22ql1. 

Clonage et caractérisation du gène l de la GGT. Identitïcation d'un promoteur intronique qui contrôle la 
transcription des i\Rt'\lm tronqués. 

Publication de la structure des régions 5' non traduites du gène l de la GGT. Caractérisation du promoteur 
codant pour l'ARNm de type l clonés à partir de la lignée d'hépatome HepG2. 

Tableau l Historique des travaux sur les gènes de la GGT humaine. 
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Aucune nomenclature officielle ou généralement acceptée n'existe ou n'a été proposée 

pour les différents gènes de la GGT. Dans un souci de simplification et de clarté, nous avons 

attribué à chaque gène et à son (ses) ARNm correspondant un numéro latin. Le gène principal, 

celui qui code pour la protéine active et dont l'expression est ubiquitaire est nommé gène l, les 

ARNm transcrits à partir de ce gène sont appelés ARNm de type l, et en particulier, ARNm lA, 

ARNm lB et ARNm lc 

~ Travaux sur l'organisation chromosomiques de la GGT 

- En 1987, Bulle et al ont localisé par hybridation in Jitu des sequences de la GGT sur le 

chromosome 22 au niveau de deux 100t~ q111-112 et q131, ils suspectent alors l'existence d'une 

famille multigénique. Un an plus tard, Pawlak et al ont démontré que la GGT humaine est codée 

par au moins 4 gènes ou pseudogènes différents. En 1988, I-leisterkamp et al identifient le gène de 

la GGT dans les loci bcr (breakpoint cluster region) sur le chromosome 22, comme un gène 

dupliqué lors de la translocation Philadelphie. Il s'agit d'une translocation réciproque entre les 

bras long des chromosomes 9 et 22: t(9;22)(q34;q11) retrouvée dans 96 % des leucémies 

myéloïdes chroniques). 

- En 1992, Figlewicz et al publient la cartographie des gènes et pseudogènes de la GGT humaine. 

Trois loci sont localisés sur le chromosome 22 mais l'un d'eux ne contient pas la séquence 

complète. En utilisant des cellules somatiques hybrides, les auteurs ont pu mettre en évidence des 

séquences relatives à la GGT sur les chromosomes 18, 19 et 20. Cependant, la plupart des loci 

identifiés correspondent à des pseudogènes. 

~ Travaux sur les banques d'ADNe 

- L'étude des banques d'ADNc issues de différents tissus humains a permis d'isoler 3 ARNm 

correspondant à la GGT humaine (Rajpert-De Meyts et al, 1988; Sakamur et al, 1988; Goodspeed 

et al, 1989). Ils possèdent tous les trois le même cadre ouvert de lecture de 1707 pb, mais diffèrent 

par leur extrémité 5' non traduite (5' NT). Ces ARNm sont supposés être transcrits du même 

gène (gène 1) et sont nommés ARNm de type 1 (ARNm 1). 
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- En 1991, Visvikis et al établissent à partir de la lignée V79 de fibroblaste de hamster chinois une 

lignée transgénique exprimant l'ADNc de la GGT issu des cellules d'hepatome HepG2 

(Goodspeed et a!, 1989). L'enzyme recombinante à été caractérisée: elle possède les mêmes 

propriétés catalytiques que celle purifiée à partir de tissus humains. Ces résultats montrent que les 

ARNm l codent pour une enzyme fonctionnelle. 

- Un ARNm, différent des 3 précédents par une mutation ponctuelle et une délétion de 30 pb à 

été isolé à partir d'une banque d'ADNc de rein humain par Pawlak et al (1989). Ceci souligne la 

complexité de l'expression génomique de la GGT humaine. Cet ARNm est appelé ARNm de 

typeI!. 

- Le criblage d'une banque d'ADNc de foie par Pawlak et a!, (1990) a mis en évidence un ADNc 

contenant une insertion de 22 pb due à un épissage alternatif. Cette insertion genere 

l'introduction d'un codon stop prématuré. La traduction de cet ARNm (ARNm de type l 

tronqué) pourrait aboutir à une protéine tronquée correspondant à la sous unité lourde de la 

GGT. D'autre part, les auteurs démontrent que cet ARNm est exprimé dans d'autres tissus 

humains (rein, cerveau, intestin, estomac, placenta et glande mammaire). Ils suggèrent que cet 

épissage alternatif puisse participer à la régulation de l'activité GGT, et expliquer la détection de 

formes non actives dans certains tissus. 

- Courtay et al (1992) ont isolé un nouvel ADNc de type l à partir d'une banque d'ADNc de 

pancréas. Cet ARNm possède de fortes similitudes avec celui isolé par Goodspeed et al (1989) : le 

cadre de lecture ouvert est identique, l'extrémité 5' NT montre la même organisation, bien que 

plus courte. Par contre, ces ARNm diffèrent par leur extrémité 3' non traduite (3' NT). 

- En 1993, l'étude d'une banque d'ADNc de poumon a permis de mettre en évidence une 

population de messagers de la GGT spécifique de ce tissu. En effet, en plus de l'ARNm de type 

l, Wetmore et al ont caractérisé une population de messagers plus courts (1,2 contre 2,4 kb) qui 

est présente en quantité abondante dans le poumon et qui hybride avec la moitié 3' de l'ADNc 

issus de la lignée HepG2 complet (Goodspeed, et aI1989). Cet ARNm pourrait en fait coder pour 

la sous unité légère de la GGT (ARNm de type l tronqué). 

~ Travaux sur l'expression et la régulation des gènes de la GGT 

- Afin de mieux comprendre l'expression et la régulation de la GGT humaine, Courtay et al (1994) 

ont étudié par PCR l'expression des 7 gènes potentiels de la GGT en utilisant des hybridations 
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spécifiques pour chacun d'entre eux. Deux des gènes étudiés ne sont pas exprimés, les autres 

montrent une expression restreinte à certains tissus. Un seul gène (le gène 1) est exprimé de 

manière ubiquitaire tous les tissus testés. C'est d'ailleurs celui qui code pour les ARNm 1. 

- En 1994, Tsutsumi et ai s'intéressent à la régulation de l'expression de la GGT durant le 

développement des carcinomes hépatiques car cette maladie est souvent accompagnée d'une 

augmentation de l'activité GGT. Ils sont les premiers à utiliser les amorces correspondant aux 

régions 5' NT spécifiques des 3 ARNm de type 1 et à étudier la régulation de leur expression par 

transcription inverse suivie de PCR spécifiques. Les auteurs décident de nommer les ARNm sous 

type A (ARNm IjJ, B (ARNm In) et C (ARNm le) pour respectivement les sous type issus de la 

banque d'ADNe de foie fœtal (Sakamur et al, 1985), hep atome HepG2 (Goodspeed et al, 1989) et 

placenta (Rajpert-De Meyts et al, 1988). L'étude de l'expression des 3 sous types a montré que 

l'expression du sous type B était étroitement liée au développement de carcinomes hépatiques. 

~ Clonage et caractérisation des gènes de la GGT 

- En 1996, Leh et ai décident de cloner et de caractériser le produit de l'expression du gène III de 

la GGT humaine. Ils mettent alors en évidence un nouveau type d'ARNm (ARNm de type III), 

différant des types 1 et II déjà décrits par plusieurs mutations ponctuelles et la présence d'un 

intron non épissé de 81 pb dans le cadre ouvert de lecture. La taille des ARNm de type III clonés 

n'excède jamais 1,2 kb, ce sont des ARNm tronqués. D'autre part, ces ARNm tronqués de type 

III sont exprimés dans 50 % des cas de leucémies lymphoblastiques aiguës et pourraient 

constituer un marqueur spécifique de la maladie. Il est fort probable que de ce type d'ARNm 

proviennent d'une duplication de la partie 3' du gène 1 (codant pour la petite sous unité de la 

GGT). 

- En 1998, Leh et ai parviennent à cloner et à caractériser un fragment génomique contenant les 

séquences codantes pour les ARNm de type 1. Les auteurs ont utilisé une banque d'ADN 

génomique humain et ont isolé des cosmides contenant des séquences relatives à la GGT. L'un 

d'eux contient tous les exons codants, et sa carte de restriction correspond à celle du gène 1. Il a 

donc été utilisé pour l'étude de la structure du gène. La structure des jonctions introns/ exons à 

été déterminée en comparant la séquence du gène et celle des ARNm. La partie codante du gène 

est constituée de 12 exons et de 11 introns étendus sur une zone de 16 kb. L'organisation est 

comparable à celle du gène de la GGT de rat. Les exons 1 à 7 codent pour la sous unité lourde, 
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les exons 7 et 8 sont séparés par un intron de 3,9 kb. Cet intron possède à son extrémité 3' les 

séquences correspondant à l'extrémité 5' non traduite des ARNm tronqués de type 1. En fait, cet 

intron contient un promoteur qui régule de façon tissus-spécifique l'expression des ARNm 

tronqués. Les exons 8 à 12 codent pour la sous unité légère de l'enzyme. (Figure 10). Ces données 

renforcent l'idée que les ARNm de type III retrouvés dans les leucémies lymphoblastiques aiguës 

proviendraient d'une duplication de la partie 3' du gène 1. 

- En 2001, Visvikis et ai publient les structures des régions 5' non traduites des 3 ARNm de type I 

(A, B et C). En utilisant la même banque que précédemment (Leh et a!, 1998), les auteurs ont isolé 

un cosmide dont la séquence relative à la GGT s'hybride avec chacune des 3 sondes spécifiques 

des ARNm lA, III et le- Après analyse de la carte de restriction du cosmide, 3 fragments différents 

ont été sous clonés, chacun contenant une séquence spécifique de l'un des 3 ARNm. La 

comparaison avec les séquences sur le chromosome 22 a permis de déterminer l'organisation de 

la région 5' NT du gène I de la GGT humaine (cf Figure 11). D'autre part, les auteurs ont localisé 

et caractérisé le promoteur qui régule la transcription de l'ARNm Ill. 

2.5. Connaissances actuelles sur l'or~anisation 

~énomiQue de la GGT 

La Figure 10 resume l'organisation gcnorruquc de la GGT telle qu'on la connaît 

aujourd'hui. 
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Organisation génomique de la GGT humaine: 
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Figure 10: Organisation génomique de la GGT humaine. Les numéros de gènes 
entre parenthèses correspondent à la nomenclature de Courtay et al (1994). 
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Récapitulons les connaissance actuelles sur l'organisation et l'expression des gènes de la 

GGT humaine: 

- Sur les 7 gènes décrits, 2 ne sont pas transcrits et un seul aboutit à l'expression de l'enzyme 

fonctionnelle (le gène I). Les autres gènes pourraient coder pour des protéines modifiées 

(tronquées ou mutées) dont le rôle physiologique n'est pas encore élucidé. Ces protéines 

modifiées n'ont d'ailleurs jamais pu être mises dans les tissus humains. 

- Les différents ARNm issus de ces gènes montrent une spécificité tissulaire pour leur expression. 

Seuls les ARNm de type l (ceux qui codent pour la protéine active) sont retrouvés dans tous les 

tissus. 

- L'ARNm de type l contenant une insertion de 22 pb est retrouvé dans plusieurs tissus. La 

traduction de ce messager aboutirait à une protéine inactive correspondant à la sous unité lourde 

de la GGT. Cette insertion est liée à un mécanisme d'épissage qui pourrait servir pour la 

régulation de l'expression de la GGT. 

- L'existence d'ARNm de type l tronqués retrouvés dans les poumons et le rein provient de 

l'utilisation d'un promoteur particulier sur le gène 1. Ce promoteur intronique se trouve entre 

l'exon VII et l'exon VIII et il dirige la transcription d'un ARNm codant potentiellement pour la 

sous unité légère de la GGT. 

Comme nous l'avons vu, la GGT humaine possède une organisation génomique 

particulièrement complexe. Le profil d'expression des différents ARNm est également 

loin d'être simple. Cependant, l'origine et l'utilité d'une telle diversité ne peut pas être 

expliquée tant que la structure de tous les gènes et les propriétés de toutes les protéines 

potentiellement codées par ces gènes ne sont pas élucidés. 
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2.6. Structure du 9ène l de la GG T humaine 

Le gène 1 de la GGT humaine est celui dont la stmcture et la régulation sont les mieux 

connues car c'est le gène qui code pour la protéine active. Dans la suite de cette étude, nous nous 

intéresserons donc uniquement à ce gène. 

2.6.1. Structure de la région co dan te du gène l de la GGT 

humaine 

5 équellces codallt pour 

la sous unité lourde. 

5 éqtlC/ltes codallt pour 

la JOIIJ u/lité légère 

-353 -318 

Sm , 

-195 

[Iltroll 

B Xb +1 ,Sr, $ 

"TATA" 

-23 

5 !mcture du plVlI/o!eur i/ltro/liqm. 

Régioll 5 ' N T de l'AR1\T de 

rype [ tro/lqué 

Figure 11 : Structure de la région codante du gène de type l de la GGT humaine. 
D'après Leh et al, (1998). 

La Figure 11 représente la structure de la région codante du gène 1 

Les régions codantes du gène 1 de la GGT humaine s'étendent sur une vaste région de 16 kb. Elle 

est codée par 12 ex ons, les exons 1 à 7 codent pour la sous unité lourde, et les exons 8 à 12 pour 

la sous unité légère. 

Le premier exon codant contient le codon initiateur, les 54 premiers codons, ainsi que les 7 

premières bases des régions 5' NT Le second exon est éloigné du 1 cr d'au moins 3 kb alors que 

l'introns séparant les exons 2 et 3 ne contient que 135 pb. Les exons 4 et 5 sont portés par un 

unique fragment de restriction 5tul de 2 Kb, et sont éloignés des exons 3 et 4 d'au moins 3 kb. 
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Les exons 7 et 8 sont séparés par un intron de 3,8 kb particulier: il contient le promoteur qui 

contrôle l'expression des ARNm tronqués de type I décrit par Wetmore et ai (1993) (dont la 

traduction peut potentiellement aboutir à la petite sous unité de la GGT). Cette séquence 

intronique montre une activité promotrice dans toutes les lignées cellulaires testées. Elle présente 

une région riche en A et en T qui pourrait être reconnue par le facteur TFII-D spécifique de la 

séquence TATA. L'analyse de cette séquence a montré la présence de sites potentiels pour la 

fixation des facteurs de Sp 1 et AP2 qui pourraient participer à la régulation de l'activité 

promotrice (Leh et al, 1998). 

2.6.2. Structure de la région 5' non traduite du gène l de la 

GGThumaine 

ARNmIs 

J 19407 bp 

ARNjlc 
J 46 6 bp 

VIII VII V 

Il 

951 bp 

ARN7Ii\ 
229 bp J 214 bp 

IV 
-7.7 kb 

VI III IIcba 1 

-1 .2 kb 

Figure 12 : structure de la région 5' du gène de la GGT humaine. 

Après avoir caractérisé la région codante du gène l, Visvikis et ai (2001) se sont penchés 

sur la stmcture de la région S'NT du gène 1. Les stmctures exons/introns ont été déterminées en 

comparant les séquences du cosmide cS07 (contenant les séquences correspondant aux régions 

S'NT des 3 ARNm de sous type 1) à celles des séquences de la GGT sur le chromosome 22. 

Les exons sont présentés par les rectangles et sont numérotés d'après Chikhi et ai (1999) . L'exon 

1 contenant le codon d'initiation de la traduction est représenté en rouge, et les exons communs a 

plusieurs ARNm sont représentés en blanc. L'exon VI est spécifique du sous type A, l'exon VIII 

est spécifique de l'ARNm lB et les exons IV et VII sont spécifiques de l'ARNm le-

Les analyses ont montré que les exons désignés lIa, lIb, et IIc, ne sont pas séparés par des 

introns. Ces exons ont respectivement des tailles de 95, 21 et 87 pb. En fait, l'exon IIc se termine 
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par un AG, l'exon IIb commence par un GT et se termine par un AG. De même, les ex ons III et 

VI ne sont pas séparés par un intron et l'exon VI se termine par un AG. Ces dinucléotides 

constituent des sites potentiels d'epissage et expliquent les évenements d'epissage qui conduisent 

à la structure des régions S'NT particulière à chaque sous type de messagers de type 1 (Figure 13). 

2.6.3. Structure des régions 5' non traduite des 3 ARNms 

de type l 

D'après la Figure 12, et l'analyse de la séquence de la région 5' du gène l, il est possible de 

déterminer les évenements d'épissage dans la région 5' non traduite aboutissant à la formation 

des ARNm lA, lB, et lc (Figure 13). 

La Figure 13 décrit l'organisation des régions 5' non traduites des 3 sous types A, B et C de 

messagers de groupe 1. 

Les sites internes d'épissage ne sont pas utilisés pour la région S'NT de l'ARNm de sous type B, 

et par conséquent, cet ARNm contient les 3 exons lIa, IIb, et Ile. Pour l'ARNm de sous type C, 

le dinucléotide AG à la fin de l'exon lIb agit comme site accepteur d'épissage, et le site donneur 

correspondant est le dinucléotide GT au début de l'intron séparant les exons IV et VI. Dans cette 

région 5' NT, on retrouve l'exon VI adjacent à l'exon lIa. Dans le cas de l'ARNm de sous type A, 

le dinucléotide GT au début de l'exon lIb est le site donneur, le site accepteur correspondant 

étant le dinucléotide AG à la fin de l'intron séparant les ex ons lIa et 1. Ainsi, dans cet ARNm, 

l'exon Ilc est adjacent à l'exon 1. 
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Figure 13: Structure de la région 5' non traduite du gène l de la GGT et 
événement d'épissage aboutissant aux 3 sous types A, B et C de messagers. 

D'autres événements d'épissage sont également possibles. Par exemple, les ARNm de type l 

isolés à partir de poumon ont une région 5' NT identique à celle des ARNm le sauf que l'exon IV 

est absent. Par PCR, Visvikis et al ont également détecté des messagers pour lesquels l'intron 

séparant les exons III et Ile n'était pas épissé. 

Ces résultats démontrent la grande complexité des événements post transcriptionnels qU!, par 

rapport aux gènes chez le rat et la souris introduisent des mécanismes de contrôle 

supplémentaires et sophistiqués. 

Chez ces espèces, il existe des promoteurs indépendants pour la transcription de chaque 

messagers de la GGT. Sur le gène l de la GGT humaine, un seul à été cloné et caractérisé pour le 

moment, celui qui contrôle la transcription de l'ARNm lB (Visvikis etaI2001). 

Le premier ex on (exon "leader") de cet ARNm se situe à ~27 kb en amont du premier exon 

codant. Grâce à des expériences d'extension d'amorce il a été montré que cet exon contient au 
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mOinS 145 pb de plus que les sequences connues alors que le clonage par 5' RACE a révélé 

l'existence des séquences supplémentaires qui étendent cette région 5'NT à 741 pb. En fait, la 

transcription de cet ARNm peut être initiée à plusieurs endroits. Les résultats des expériences de 

transfection transitoire ont confirmé le fait que la région en amont de cet exon est une séquence 

promotrice. Plusieurs sites potentiels de fixation des divers facteurs de transcription sont présents 

dans cette région. Un élément" initiateur" est situé à de- 125 - 114. L'existence d'autres 

promoteurs sur le gène l pour le contrôle de la transcription des 2 autres sous types de messagers 

reste à démontrer. 

L'ensemble de ces résultats suggère que chez l'homme l'expression de la GGT 

peut être contrôlée à plusieurs niveaux : 

- au niveau transcriptionnel par l'utilisation de multiples promoteurs et au sein de 

chaque promoteur par les séquences régulatrices présentes; 

- au niveau post-transcriptionnel par des événements d'épissage alternatif et/ ou 

spécifique du type cellulaire; ces épissages ont lieu soit dans la région 5' NT soit dans la 

région codante. 

- La taille importante des région 5' NT suggère la présence d'éléments régulateurs 

de la traduction. 
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2.7. Comparaison de l'organisation du gène l de la GGT 

humaine avec celui du rat et de la souris 

D'après la revue de Chikki et ai, (1999). 

2.71. Structure du gène de la GGT de rat 

Chez le rat, il existe 7 transcrits de 2,2 à 2,6 kb issus du même gène. Leurs séquences sont 

identiques à partir de la position - 144, jusqu'à leur extrémité 3'. Ils diffèrent, comme les ARNm 

de la CGT humaine par leur extrémité 5' non traduite, ces ARN codent pour la même protéine. 

La seule copie du gène de la GGT de rat couvre une séquence de 34 kb. Comme chez l'homme, 

la séquence codante est constituée de 12 exons qui couvrent une séquence d'environ 12 kb: 7 

exons codent pour la chaîne lourde et 5 pour la chaîne légère. La région 5' non traduite s'étend 

sur 22 kb et est constituée de 6 exons. Les sites d'initiation de la transcription ont été situés sur le 

gène immédiatement en amont des séquences "leader" pour les ARNm l à IV. Les séquences en 

amont de ces sites de transcription présentent une activité promotrice lorsqu'elles sont clonées 

devant un gène reporter et transfectées dans différentes lignées cellulaires. Ainsi, les ARNm de la 

GGT de rat sont transcrits à partir de 5 promoteurs PI à pv. Les promoteurs 4 et 5 donnent 

deux transcrits primaires ou l'exons IV-2 est épissé ou non. Tous les promoteurs (sauf le 3) 

montrent une très forte spécificité tissulaire. Les ARNm transcrits à partir du promoteur 3, au 

contraire sont retrouvés dans tous les tissus de rat. 

2.72. Structure du gène de la GGT de souris 

La seule copie du gène est transcrite à partir de 7 promoteurs en 7 ARNm différents par 

leur extrémité 5' non traduite mais possédant le même cadre de lecture ouvert. L'organisation 

introns/ exons est similaire à celle décrite pour le rat. Les 12 exons de la partie codante couvrent 

une région de 12 kb sur le gène. Toutes les régions 5' NT des différents ARNm s'étendent sur un 

fragment de 10 Kb. Les promoteurs montrent une expresslOn spécifique des tissus: les 

promoteurs II, III et IV sont plus actifs dans le rein, le foie fœtal, et le petit intestin 
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respectivement (Lieberman el al, 1995). Par contre, le promoteur l est moins actif dans le rein que 

chez le rat, de même, l'expression du P III est moins ubiquitaire que chez le rat. 

Il est intéressant de comparer l'organisation des régions 5' NT des gènes des différentes espèces 

afin de situer les différents promoteurs. La Figure 14 montre l'alignement des séquences des 

régions 5' non traduites de la GGT de l'homme, du rat et de la souris: 

22Kb 
ATG 

Homme 

VI 

Rat 

Souris 

Figure 14 : Comparaison de l'organisation des régions 5' non traduites du gène de 
la GGT de différentes espèces. Les promoteurs identifiés dans des études fonctionnelles sont 
représentés par des cercles colorés et des flèches qui montrent le site d'initiation de la transcription. Les 
exons présentant de forts degré d'homologie sont représentés de la même couleur. Les exons représentés 
en blanc sont spécifiques de leur espèce. D'après Chikki et al, (1999). 

L'alignement des régions 5' non traduites révèle des aires d'homologie importantes : les exons l, 

II, III, IV-2 et IV-l de rat peuvent s'aligner avec les exons l, II, IIIb et IV, Vlb et VIa de la souris 

avec des identités de 74 à 90 %. 

L'exon 1 du gène humain montre 71 % d'homologie avec ceux du rat et de la souris. Les exons 

lIb et Ile s'alignent avec l'extrémité 5' de l'exon l du rat et de la souris. L'exon VII est 

homologue à 76% et 81 % à l'exon leader de souris IV et à l'exon leader de rat III respectivement. 
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Plusieurs promoteurs ont été caractérisés chez le rat (Pl à P5) et chez la souris (PI à PVI), ils 

présentent de fortes homologies entre eux: les séquences proximales des promoteurs Pl, P2, P3 

et P4 sont homologues aux promoteurs PI, PlI, PlV et PVI respectivement (80 à 90 % 

d'homologies). Par analogie, le promoteur contrôlant la transcription de l'ARNm lB pourrait être 

comparé au promoteurs PVI de souris et P4 de rat puisqu'ils sont les plus proches de l'exon 

analogue à l'exon VIII humain. Chez le rat et la souris, ces régions promotrices ne montrent pas 

de région TATA ou de d'éléments initiateurs à proximité du +1. Seul un site APl à la position-

18 à -25 est retrouvée chez les deux espèces. Sur le gène humain, l'analyse du promoteur 

contrôlant la transcription de l'ARNm lB a révélé que cette région ne possède pas non plus de 

séquence TATA, mais un site SPl est présent à la position - 145 à - 167 et pourrait être 

responsable de l'initiation de la transcription. 

Il faut également noter la taille exceptionnellement longue de ces régions 5' NT, par rapport à la 

majorité des autres messagers. L'analyse des structures dans les régions 5' NT des gènes de rat et 

de souris ont montré des séquences inversées qui peuvent potentiellement former des structures 

secondaires sur les messagers et avoir une influence sur la régulation de la traduction. Cependant, 

le rôle de ces structures sur la stabilité des ARNm et sur la régulation de la traduction est encore 

inconnu. 

Il n'est pas simple de décrire l'organisation du gène humain de la GGT qui s'avère 

particulièrement complexe par rapport à celle de la plupart des autres gènes ou même 

par rapport à l'organisation du même gène chez d'autres espèces. Cependant, cette 

complexité permet également l'utilisation de multiples mécanismes de régulation de 

l'expression de cette enzyme et suggère un rôle physiologique important. Il reste encore 

à ce jour de nombreux points à éclaircir, notamment l'identification des sites de 

transcription des ARNm de type l, ainsi que des séquences régulatrices. 
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2.8. Régulation de l'expression de la GGT 

2.8.1. Régulation de l'homéostasie du GSH 

Avant de décrire la régulation de la GGT, il est important de rappeler les prmC1paux 

mécanismes de régulation des autres enzymes contrôlant l'homéostasie du GSH. En effet, ces 

régulations sont le plus souvent associées lors de la réponse cellulaire à un stress oxydant ou à un 

traitement par des xénobiotiques. Ainsi, la concentration intracellulaire en GSH va dépendre du 

taux d'expression des enzymes de synthèse (yGCS, GS), des enzymes consommant le GSI-I 

(GS1) , ainsi que des enzymes du recyclage redox (GR, GPx). De plus, la connaissance de la 

régulation de ces enzymes peut apporter des indications sur les mécanismes régulant l'expression 

de la GGT. 

2.8.1.1. Régulation de l'expression de la yGCS 

La yGCS est constituée de deux sous unités qui sont codées par des gènes différents. La sous 

unité lourde porte le site catalytique, et la sous unité légère agit comme un rét,rulateur. La yGCS 

est l'enzyme limitante pour la synthèse du GSH, et son activité est régulée physiologiquement par 

la disponibilité en cys, et par la concentration en GSH intracellulaire (inhibition feed back). Les 

régions promotrices des sous unités contiennent des sites de fixation pour APl et NFkB et des 

éléments de réponse aux antioÀJ'dant (ARE). Elles sont régulées par les facteurs de croissance, les 

cytokines inflammatoires et le TNFa dans les cellules pulmonaires (Rahman et al, 2000). Un 

stress oxydant généré par H 20 2 induit l'activité yGCS dans ces cellules via une induction de la 

transcription de la sous unité lourde. Cette induction est associée à l'activation et à la fixation du 

facteur APl sur son site (Rahman et al, 1996) et aboutit à une augmentation de la concentration 

intracellulaire en GSH. Le site ARE peut fixer les facteurs Nrfl ou Nrf2 associés à une protéine 

de la famille Jun (cJun, JunB ou JunD). La fixation de ces facteurs au site ARE permet l'induction 

coordonnée de l'expression de la yGCS et de la NAD(P)H quinone oÀJ'doreductase (enzyme de 

détoxification de phase II) Geyapaul et al, 2000). La )'GCS est également induite de façon 

coordonnée avec la pompe GS-X par les métaux lourds (Ishikawa et al, 1996) probablement via la 

fixation de APl au niveau des régions promotrices de ces deux gènes. 
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2.8.1.2. Régulation de l'expression de la glutathion synthétase 

Alors que la régulation et la structure des gènes de la )'CCS sont bien étudiées, la régulation de la 

GS est beaucoup moins bien connue. Huang et al (2000), étudient l'effet des agents inducteurs de 

la yGCS sur l'expression de la GS de rat. Les auteurs ont montré que les agents qui induisent 

l'expression des deux sous unités de la )'CCS sont également responsables de l'induction de 

l'activité GS. Par contre, les agents n'induisant que la transcription de la sous unité lourde 

(comme l'insuline, l'hydrocortisone ou l'ethanol) n'ont aucun effet sur l'expression de la GS. 

Cependant, les mécanismes impliqués dans la régulation de cette enzyme ne sont pas élucidés. 

2.8.1.3. Régulation de la glutathion 5 transférase 

Les GST font partie d'une famille multigénique. Parmi ces gènes, intéressons nous à celui de la 

GSTP1-l dont la surexpression est retrouvée dans des lignées résistantes à des anticancéreux 

comme la lignée VCREMS dérivée de la lignée MCF-7 (cellules de cancer du sein) ayant acquis 

une résistance à la vincristine d'un facteur 11 et à la doxorubicine et à l'étoposide d'un facteur 3 

(Whelan et al, 1992). Le gène humain de cette enzyme a été étudié par Morrow et al (1989) qui ont 

décrit la présence d'une TATA box présente à la position - 29, de deux séquences Sp 1, d'une 

séquence de fixation pour APl proche des séquences TRE et ARE (de consensus 

TGACNNNGC) et d'un site de fixation pour le facteur NFkB en position - 95 à-lOS. Ainbinder 

et al (1997) ont montré que la facteur APl constitué des sous unités Jun et Fos joue un rôle 

central dans l'activation du gène en réponse à des agents chimiques comme le 3-

methylcholanthren ou le beta-naphthoflavone. Une étude par Xia et al (1996) a montré que le 

gène de la GSTP1-l est régulé par le statut redox de la cellule. Ainsi, un traitement par I-Iz02 

induit l'activité promotrice du gène et cette induction nécessite la présence du site APl et du site 

NFkB. 

2.8.1.4. Régulation de la glutathion peroxydase 

Les GPx sont impliquées dans la résistance aux radicaux libres et aux peroxyde. L'analyse de la 

région 5' régulatrice de ce gène montre qu'elle contient deux éléments de réponse à l'oxygène 

ORE 1 et ORE 2 (Cowan et al, 1993), permettant aux cellules d'ajuster le niveau d'expression de 

la GPx pour lutter contre une situation d'hyperoxie, mais également quelques sites de fixation 

pour APl et des sites API like. D'ailleurs, Jornot et Junot (1997) ont montré que ces sites sont 
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responsables de l'induction de l'expression de la GPx dans des cellules endothéliales de la veine 

ombilicale humaine en réponse au traitement par le 12,13-dibutyrate de phorbol. 

2.8.1.5. Régulation de la glutathion reductase 

Très peu de données bibliographique existent sur les mécanismes de régulation du gène humain 

de la GR. Une étude portant sur la GR de levure a néanmoins montré que l'expression de cette 

enzyme est induite de 2 à 3 fois en présence d'agents oxydants et que cette régulation est 

dépendante de la protéine yAPl (APl de levure). En fait, la GR constitue l'un des nombreux 

gènes de levure qui sont induits en réponse à un stress o,,-)'dant et régulés par yAPl (Izawa et a!, 

1999). 

Le GSH est une molécule majeure dans la réponse cellulaire à un stress oxydant et 

l'expression des enzymes qui régulent son homéostasie est d'ailleurs modulée par ce 

stress oxydant. Toutes les régions régulatrices explorées jusqu'à aujourd'hui possèdent 

des sites de fixation pour le facteur de transcription APl qui semble jouer un rôle central 

dans l'homéostasie du GSH. Les régions régulatrice du gène de la GGT sont pour le 

moment très mal connues, mais l'analyse de la séquence du promoteur contrôlant la 

transcription de l'ARNm lB a montré la présence de sites APl à proximité du site 

d'initiation de la transcription. Il est probable que les enzymes régulant le taux 

intracellulaire de GSH soient régulées par des mécanismes similaires et donc que la 

régulation de l'expression de la GGT implique également des sites APL 

2.8.2. Régulation de la GGTau cours du développement: 

Wapnir et al, 1982 ont montré que l'activité GGT du placenta décroît de façon linéaire 

lors du dernier tiers de la gestation de la rate, au contraire, l'activité rénale augmente de 15 fois 

pour atteindre son maximum environ 12 jours après la naissance. L'activité GGT cérébrale 

apparaît à la naissance puis augmente régulièrement pour atteindre son maximum d'activité lors 

du sevrage. La GGT hépatique quant à elle est maximum pendant la période fœtale, puis décroît 

de 95 % à l'âge adulte. Baik et a!, (1992) ont démontré que lors du développement du rein, il y a 

une démethylation progressive des promoteurs l et II du gène de rat qui pourrait être responsable 

de la modification du degré d'expression de la GGT. 
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Chez le rat l'expression dans le poumon apparaît à la naissance et augmente progressivement 

jusqu'à l'âge adulte (Oakes et ai, 1997), d'autre part, les auteurs ont montré qu'au stade fœtal et 

post natal, seules les cellules alvéolaires de type II expriment la GG1', alors que les cellules Clara 

deviennent le site majeur d'expression de l'ARNm et de la protéine après 2 à 3 semaines ainsi que 

chez le rat adulte. Palladino et ai, 1994 ont montré que les ARN de type II, III et IV de rat sont 

exprimés de façon région spécifique dans l'épididyme et que la régulation de l'expression de ces 

messagers par la testostérone est également dépendante de la région considérée. 

Chez l'homme, la GGT est essentiellement présente au niveau d'organes très actifs dans le 

transport ou la sécrétion de métabolites, tels que le rein, le pancréas, l'intestin, le foie et le 

cerveau, ainsi que dans les liquides biologiques Oe sérum, la bile et les urines). L'activité tissulaire 

la plus importante a été mesurée dans le rein adulte. Hanigan et ai, (1996) développent un 

anticorps reconnaissant la GGT humaine sur des coupes de tissus. L'étude a révélé que la GGT 

est exprimée dans un grand nombre de tissus d'origines très différentes. La plus forte réactivité 

vis à vis de l'anticorps est trouvée à la surface des cellules du tube rénal proximal, dans le canal 

biliaire hépatique et dans les cellules endothéliales des capillaires à proximité du système nerveux. 

L'analyse des tissus humains fœtaux montre que l'expression de la GGT varie pendant le 

développement. Par exemple, l'activité GGT du rein d'un adulte est 20 fois supérieure à celle du 

rein fœtal 

2.8.3. Régulation de l'expression de la GGT par le stress 

oxydant: 

L'étude de la régulation de la GGT dans les cellules épithéliales alvéolaires de rat 

(Kugelman et ai, 1994) a montré que cette enzyme est induite par un stress oxydant responsable 

d'une chute du GSH intracellulaire (traitement par de l'H20 2 ou de la menadione). Les auteurs 

suggèrent que cette réponse adaptative pourrait servir aux cellules à reconstituer leur stock de 

GSH intracellulaire à partir du GSH circulant. Dans l'épididyme de rat, deux autres ARNm (II et 

IV) sont induits par des stimuli oxydatifs (ERO) d'environ 70 % (Markey et ai, 1998). 

Plusieurs sites consensus pour AP1, AP2 et un ARE sont localisés dans les séquences proximales 

des promoteurs de la GGT de rat. La plupart d'entre eux, conservés chez la souris seraient 

responsables des modifications d'expression de la GGT en réponse à un stress oxydant. 

Le niveau d'expression de la GGT humaine est également modulée lors de la réponse cellulaire 

aux ERO (chapitre 2.2.1.1: propriétés antioxydantes de la GG1) Ces modulations conduisent 
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généralement à une induction de l'expression de cette enzyme et par conséquent à une 

augmentation du taux de GSI l intracellulaire. 

2.8.4. Régulation de J'expression de la GGT par des 

xénobiotiques : 

Le traitement par l'acide tranJ-rétinoïque des lit,mées cellulaires hématopoïétiques 

humaines HL60, U937 et K562 provoque une augmentation de l'activité GGT d'un facteur 4 à 6 

(El Yaagoubi et al, 1995). L'analyse des ARNm dans ces lignées cellulaires montre clairement 

qu'elles n'expriment que les ARNm de type l (issus du gène 1). Le traitement à l'acide rétinoïque 

induit la différenciation des cellules I-TL60 en neutrophiles et des cellules U937 en macrophages. 

Dans ces deux lignées, l'activité GGT est induite lors de la différenciation. Les cellules K562, 

insensibles à l'action différenciatrice de l'acide rétinoïque ne voient pas leur activité GGT 

modifiée. Ces données suggèrent que l'induction de l'activité GGT soit liée aux mécanismes de 

différenciation cellulaire. D'ailleurs, il a été montré que les agents de différenciation de lignées 

hématopoïétiques U937, I-IL60 et K562, comme le DMSO, diminuent l'activité GGT alors que 

les facteurs de croissance comme l'interleukine l l'augmentent. L'interleukine l augmente 

également l'activité GGT dans les cellules leucémiques KG 1 de façon protéine G et protéine 

kinase C dépendante (Miller et al, 1993). 

La GGT hépatique est induite par la consommation d'alcool. D'ailleurs, bien que la mesure de 

l'activité de la GGT sérique soit l'un des marqueurs cliniques utilisés pour le suivi du sevrage 

alcoolique, les mécanismes par lesquels son activité est augmentée restent inconnus. 

Carrière et al (1998), travaillent sur les cellules Caco-2 et montrent qu'une surexpression du 

cytochrome P450 lAl (CYP lAl) est responsable d'une modification de l'expression de 

protéines membranaires associées au transport et au métabolisme du glucose. Ces auteurs ont 

démontré que des traitements inducteurs du CYP 1 Al sont responsables d'une inhibition de 

l'expression de la GGT couplée à une aUt,>mentation de la consommation du glucose 

extracellulaire. Les résultats suggèrent que les mécanismes en jeu dépendent soit directement des 

inducteurs du CYP lAl, soit des voies de transduction du signal de ce cytochrome. Il y aurait 

également un lien entre le métabolisme du glucose et la rét,'Ulation de la GGT. 

La méthylation du gène de la GGT peut également être responsable de la modulation de son 

expression: Yaagoubi et al, (1998) étudient l'effet de la 5-azacytidine sur l'expression de la GGT. 
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Le traitement de cellules LNCap et PC-3 (dérivées de cancers prostatiques) par cet agent diminue 

le nombre de sites méthylés sur le gène de la GGT de façon dose et temps dépendante. L'activité 

GGT est inversement corrélée au statut de méthylation du gène suggérant que cela puisse 

constituer l'un des mécanismes de régulation de cette enzyme. 

2.9. Ré9ulation et rôle de la GGT lors de la 
, , 

cancerogenese 

D es études ont montré que les hépatocytes de rat traités par un agent chimique carcinogène 

ont une activité CCT augmentée et possèdent un avantage prolifératif par rapport à des 

hepatocytes exprimant plus faiblement la GGT La GCT est d'ailleurs utilisée en tant que 

marqueur de lésions néoplasiques dans le foie lors de la cancérogenèse induite par des agents 

chimiques (Hendrich et al, 1987). En effet, le GSH, synthétisé grâce l'approvisionnement en 

acides aminés par la CGT, protégerait la cellule des carcinogènes. Warreb et al, (1993) ont montré 

que des cellules tumorales transfectées par le gène de la GGT prolifèrent plus vite que les cellules 

tumorales parentales lorsqu'elles sont injectées à des souris "nudes". Les auteurs suggèrent 

d'ailleurs que cette propriété vienne de l'avantage que ces tumeurs ont pour leur 

approvisionnement en cystéine. De la même façon, Obrador et ai (2002) ont étudié deux 

populations de cellules de mélanome B 16, présentant un fort (lit,mée Fl0) ou un faible (lignée 

Fl) pouvoir métastasique. Ils ont montré que la lignée Fl0 exprime la GGT à un niveau plus 

élevé et qu'elle possède également une concentration en GSH intracellulaire 10 fois supérieur à la 

lignée F1. 

Hanigan et al, 1999 ont transfecté des cellules de cancer de la prostate PC3 par la GGT et les ont 

injectés à des souris nudes. Ces auteurs ont constaté que non seulement les cellules GGT 

positives prolifèrent 2 fois plus vite que la lignée parentale, mais qu'en plus ces cellules sont plus 

résistantes à un traitement anticancéreux au cisplatine. 

D'autre part, l'analyse immunochimique de gliomes a montré qu'une forte expression de la CCT 

se retrouve fréquemment dans les tumeurs de stade avancés, mais jamais dans les tissus sains du 

cerveau. Parallèlement, la transfection de cellules L9 de gliomes par l'ADNe de la GGT procure à 

ces cellules un avantage de croissance dans un milieu de culture déficient en cystéine (Schafer et 
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al, 2001). Ainsi, dans plusieurs types de cancers il a été montré que la GGT peut jouer un rôle 

dans la prolifération tumorale et la réponse aux médicaments anticancéreux. Cependant, le niveau 

d'expression de la GGT dans les tissus cancéreux est variable. En effet, dans les 

hépatocarcinomes et les adénocarcinomes du poumon, les taux d'expression de la GGT 

augmentent (Greengard et al, 1986), alors que les cancers du pancréas et du rein sont associés à 

une diminution de la concentration en GGT par rapport aux tissus sains (Fujiwara et al, 1982). 

Les variations de la GGT et la quantité de protéines exprimées à la surface des cellules au cours 

des leucémies, des cancers du pancréas, du foie et du poumon, présentent un intérêt pour l'étude 

de la régulation de cette enzyme au cours de la différenciation et/ou de la prolifération cellulaire 

anormale d'autant plus que des études suggèrent l'utilisation de l'expression de sous types 

spécifiques de la GGT comme marqueurs précoces et spécifiques de certaines pathologies. En 

effet, Leh et al (1996) ont montré que l' ARN m de type III est exprimé dans 50% des cas de 

leucémies lymphoblastiques aiguës et jamais dans les tissus sains. De même, Tsutsumi et al (1996) 

suggèrent l'utilisation de la détection de l'ARNm lB pour déceler à un stade précoce les 

carcinomes hépatiques. 

L'organisation génomique complexe de la GGT ne simplifie pas l'étude de sa régulation 

par différents facteurs. Il apparaît quand même que cette enzyme est régulée lors 

d'événements variés, et par un grand nombre de xénobiotiques. L'étude de la répartition 

de ces ARNm spécifiques pourrait même servir de marqueur pour le développement de 

certaines pathologies, notamment de certains cancers. 

Il est donc primordial de décrypter plus précisément, les mécanismes qui gouvernent la 

régulation de cette enzyme clé dans de nombreuses fonctions cellulaires. 
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3. Place du glutathion et de la GGT dans la résistance 

aux traitements anticancéreux par les dérivés du 

platine : 

3.1. Principe de traitement de la pathologie cancéreuse 

Avant de décrire la place du GSH et de la GGT dans la réponse cellulaire aux anticancéreux 

dérivés du platine, il est important de citer rapidement les bases cellulaires et pharmacologiques 

de ces traitements. 

Les médicaments anticancéreux sont des antimitotiques, utilisés seuls ou en association, dans les 

chimiothérapies qui composent le traitement des cancers. Depuis la découverte du premier agent 

anticancéreux, l'arsenal thérapeutique s'est développé, et compte maintenant plus d'une 

cinquantaine de principes actifs qui peuvent être classés en familles en fonction de leur mode 

d'action. 

Les médicaments anticancéreux attaquent les cellules tumorales en prolifération au niveau de 

différentes cibles. Il existe différents agents qui agissent sur l'ADN cellulaire: 

Les agents "alkylants" comme les sels de platine induisent une modification chimique des 

nucléotides provoquant des pontages intra et interbrin qui empêchent la réplication de l'ADN, ce 

qui aboutit à la mort de la cellule touchée. Les agents "intercalants" comme les anthracyclines 

possèdent une structure moléculaire volumineuse qui leur permet de s'insérer entre les bases de 

l'ADN provoquant une déformation de la structure spatiale qui entravent la réplication de 

l'ADN. Les agents "scindants" comme la bléomycine entraînent des cassures dans l'ADN. Il 

existe aussi des médicaments qui agissent sur une ou plusieurs étapes enzymatiques essentielles à 

la synthèse d'ADN. Les "antimétabolites" comme le méthotrexate se substituent aux composants 

naturels de 1'ADN et leur incorporation bloque la multiplication cellulaire. Les "poisons du 

fuseau" agissent au niveau de la mitose de deux manières, soit en empêchant la polymérisation 

des microtubules (comme les alcaloïdes de pervenche), et donc la formation du fuseau mitotique 

soit en empêchant la dépolymérisation des tubules, et ainsi la division de la cellule. 
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Les pnnCipes d'association de traitements chimiothérapeutiques reposent sur un bénéfice 

thérapeutique sans majoration des effets indésirables des anticancéreux. Ainsi, dans une 

chimiothérapie, doivent être associés, des médicaments qUi sont actifs individuellement, qui 

présentent des mecanlsmes d'action différents, et, qui n'entrent pas en compétition. Les 

médicaments associés ne doivent pas être sujets aux mêmes mécanismes de résistance, et leurs 

propres effets secondaires ou toxicités ne doivent pas s'additionner. 

3.2. Le cisplatine, Cis diammine dichloroplatine, CDDP 

Synthétisés pour la premœre fois en 1845, les sels de platine n'ont vu leur rôle 

pharmacologique mis en évidence qu'en 1965. A cette date, Rosenberg, étudie la croissance de 

bactéries dans un champ électrique et note une inhibition de la réplication d'E.eoli lorsqu'il utilise 

des électrodes de platine. En fait, les sels de platine libérés par électrolyse empêchaient la 

croissance bactérienne. Premier complexe métallique utilisé dans le traitement du cancer, le 

CDDP constitue, avec les autres dérivés du platine, une nouvelle classe originale d'agents 

cytostatiques. 

~ Structure: Cis diammine dichloroplatine, CDDP 

NH3 /CI 
"-.... Pt 

NH / "-.... Cl 
3 

Le CDDP est une molécule plane constituée d'un atome de platine (Pt), substitué par 2 atomes 

labiles de chlore en position ciJ-. Son poids moléculaire est de 300,05. La molécule avec une 

configuration tram des atomes de chlore ne montre pas d'activité antiproliférative. 

~ Pharmacocinétique: 

Le CDDP est généralement administré par voie intraveineuse (injection ou perfusion), ce qUi 

provoque une augmentation immédiate de la concentration plasmatique. Le pourcentage de 

liaison du CDDP aux protéines plasmatiques peut atteindre 90 % et cette fraction est inactive. 
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Suite à l'administration intraveineuse de CDDP, le principe actif est largement distribué dans les 

tissus et le plasma. La concentration la plus importante est observée au niveau du rein, du foie, 

des intestins et peut persister jusqu'à 2 à 4 semaines. De même, on peut trouver des 

concentrations élevées dans d'autres organes tels que les muscles, la vessie, les testicules, la 

prostate, le pancréas, la rate, les glandes surrénales, le système lymphatique, le thymus, la thyroïde, 

le cerveau, le cervelet, la vésicule biliaire, les ovaires et l'utéms (d'où les indications privilégiées du 

CDDP dans les cancers touchant ces organes). Le platine s'accumule dans les tissus suite à 

l'administration de CDDP et reste détectable jusqu'à 6 mois après la dernière administration. Le 

platine est aussi détecté dans certaines cellules sanguines circulantes comme les érythrocytes et les 

lymphocytes. 

Les mécanismes du métabolisme du CDDP sont encore mal connus. 25 à 75% du CDDP 

administré est excrété dans les urines. L'élimination se fait par filtration glomémlaire, mais le 

CDDP peut aussi subir des phénomènes de sécrétion et de réabsorption au niveau tubulaire qui 

feront varier le taux de son élimination. Une faible proportion de CDDP est éliminée via la bile et 

la salive. Après administration de CDDP, 15 à 30% de la dose administrée sont excrétées dans les 

urines durant les 2 à 4 premières heures et 20 à 80% de la dose administrée éliminée dans les 24 

premières heures. Chez un sujet adulte sain, la demi-vie plasmatique du CDDP est très variable 

(de 2 à 72 heures). 

~ Indications thérapeutiques: 

Le CDDP est l'un des agents chimiothérapeutiques les plus utilisés pour le traitement de tumeurs 

solides. Il est particulièrement actif pour les cancers de la sphère génito-urinaire (testicules, 

ovaires, col de l'utéms, vessie, uretère), les cancers du sein, du poumon, de la tête et du cou. Lors 

de ces traitements, le CDDP est souvent associé à d'autres anticancéreux. 
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3.3. Le carboplatine 

Les effets secondaires du CDDP et notamment sa néphrotoxicité importante ont conduit au 

développement de molécules dérivées du CDDP. Le carboplatine est l'un des composés utilisés 

en chimiothérapie qui a le même mode d'action que le CDDP mais une pharmacocinétique 

différente et il est beaucoup moins toxique pour le rein. 

~ Structure: 

o 
Il 

H3N ~ /0-- C )0 
Pt 

HN/ ~O--C 
3 

Il 
o 

Le carboplatine possède deux groupements carboxyle ester à la place des atomes de chlore. Ces 

groupes sont plus difficilement déplacés, expliquant la nécessité d'utiliser des concentrations plus 

fortes que le cisplatine, mais aussi leur moindre toxicité rénale et neurologique. 

~ Pharmacocinétique: 

Ce composé est peu métabolisé et son élimination se fait par VOle rénale par filtration 

glomérulaire. Le groupement carboxyle stable permet à cet agent de se lier de façon beaucoup 

moins importante aux protéines que le CDDP (25 % se retrouve sous forme liée). 

Kern et ai, (2001) ont étudié la pharmacocinétique du carboplatine chez des patients atteints de 

cancer du poumon traités par ce composé en association avec du paclitaxel/ docetaxel. Ils ont 

montré que l'élimination du composé est biphasique, mais extrêmement variable en fonction des 

personnes. La demi-vie d'élimination moyenne est de 13,6 heures mais l'âge et la fonction rénale 

sont des facteurs à prendre en compte pour le choix de la posologie. 

~ Indications thérapeutiques: 

Ce composé est principalement utilisé pour le traitement des cancers de l'ovaire, de l'utérus, du 

poumon et de la vessie. Le carboplatine est le plus souvent utilisé en association avec un autre 
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anticancéreux. Le traitement par le carboplatine est souvent préféré à celui par le CDDP à cause 

de sa moindre cytotoxicité rénale. 

3.3.1. Mode d'action des dérivés du platine 

Le CDDP et le carboplatine agissent de façon indépendante du cycle cellulaire malS 

principalement sur les cellules à activité mitotique importante, que sont les cellules tumorales, les 

cellules de la peau, du tractus gastrointestinal et de la moelle osseuse. Ces cellules seront donc 

plus sensibles à la cytotoxicité de ces agents. Le CDDP est administré par voie intraveineuse, et 

lorsqu'il circule dans le sang où la concentration en chlore est élevée (100 mNI), il reste 

coordonné à ses ligands Cl. Quand il pénètre dans la cellule où, la concentration passe à 4 rnlvI, 

les atomes de chlore sont remplacés par des molécules d'eau, ce qui génère des espèces 

cationiques qui vont réagir avec les sites nucléophiles des protéines, de l'ARN et de l'ADN. La 

formation des adduits CDDP / ADN entraîne une inhibition de la transcription et de la réplication 

qui peut entraîner l'arrêt en phase G2 ou la mort cellulaire (Figure 15). 

Pour le carboplatine, le mode d'action est le même, c'est l'interaction de la forme active avec 

l'ADN qui est responsable de la toxicité de l'agent. La seule différence est la réactivité du 

carboplatine qui est inférieure à celle du CDDP. 

ARN 
polymeras 

Blocage de la 
tr anscription 

Sang 

[CI] = 100 mM 

Cytoplasme 

[CI'] "'4mM 

~ { Arret du cycle 
cellulaire en G 2 ! ou mort cellulaire 

1 
. ~c,ge de l, "plic,ti" 

ADN 
polymerase 

Figure 15 : Mécanismes d'action du CDDP. D'après Kartalou et al, (2001) A 
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S trudure deJ adduitJ ADN-CD D P : 

La formation d'adduits entre le CDDP et l'ADN est un mécanisme clé de la cytotoxicité du 

CDDP. Le CDDP forme approximativement 65 % de liaisons intrabrin 1,2-d(GpG), 25 % 1,2-

d(ApG), et 5 à 10 % de 1,3-d(GpNpG) (Figure 16) et un faible pourcentage de liaisons interbrin 

et d'adduits mono fonctionnels. 

A .%/ 
~ 

1,2-d(G*pG*) 1,3-d(G*pTpG*) d(G*pC)/d(G*pC) 

Figure 16 : Structure des différents adduits CDDP-ADN D'après Kartalou et al, (2001) B. 

Génération d'ERG Ion d'un traitement par le CDDP: 

Il a été suggéré que la production d'ERO qui accompagne parfois un traitement par le CDDP 

pouvait être un des mécanismes engendrant une cytotoxicité. En effet, Masuda et al (1994) ont 

montré que in vitro, dans un système acellulaire, le CDDP interagit avec l'ADN en formant des 

ERO. De même, Sodhi et Gupta (1986) ont montré que des macrophages murins traités au 

CDDP montrent une production et une sécrétion accrue d'ERO et d'HzOz. Cette production 

d'un stress oxydant suite à un traitement au CDDP a également été mis en évidence par Sasada et 

al, (1996) dans la lignée Jurkat. Les auteurs ont également démontré que la transfection de ces 

cellules par le gène de la thioredoxine diminue leur sensibilité à cet agent. Les mécanismes 

générant ces ERO ne sont pas connus mais sont souvent tenus responsables d'une partie de 

l'effet cytotoxique du CDDP, ainsi que de la néphrotoxicité de ce médicament. Cependant, une 
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étude récente (Senturken et a!, 2002) a montré que le traitement de lymphocytes B par le CDDP 

induit l'apoptose sans générer d'ERO. Ces auteurs suggèrent que les ERO détectés dans les 

autres études pourraient provenir d'un mécanisme indirect lié au métabolisme du composé et à la 

réponse cellulaire (induction des m''Ydases comme la NADPI-I oxydase). 

3.4. Les mécanismes de résistance aux dérivés du 

platine 

D'après Kartalou et ai (2001). 

Hp l 

Enveloppe 
nucléaire 

Figure 17 : Mécanismes de résistance au CDDP 

3.4.1. Mécanismes généraux: 

IruIu.cti.o:n. des 
synèmes de 
répar.Di.on de 
l'ADN 

Réponse 
iipoptoUqu.e 
dfectneu8e 

L'émergence de résistances intrinsèques ou acquises est un frein à l'utilisation des dérivés 

du CDDP. Les mécanismes d'action de ces composés n'étant pas complètement élucidés, il est 

très difficile de contrôler ces résistances d'autant plus qu'elles sont le plus souvent 
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multifactorielles. En effet, de nombreux paramètres peuvent intervenir dans la réponse cellulaire 

aux médicaments anticancéreux: 

3.4.1.1. Le taux import /export 

Dans les lignées cellulaires résistantes, il apparaît parfois une diminution de l'accumulation 

intracellulaire du médicament qui peut provenir de la diminution de l 'import ou de 

l'augmentation de l'export. A ce jour, le mécanisme exact par lequel le CDDP pénètre dans la 

cellule n'est pas entièrement élucidé. Le facteur limitant est sa concentration extracellulaire et 

l'utilisation d'analogues n'entraîne pas de compétition, ce qui suggère que le CODP entre dans la 

cellule par un mécanisme passif (diffusion). Par ailleurs une augmentation de la concentration 

intracellulaire et donc de la cytotoxicité est obtenue lorsqu'on fluidifie la membrane par 

hyperthermie (Toffoli et ai, 1989). Cependant, il existe quelques indications montrant que l'entrée 

du CODP dans la cellule est également médiée par des protéines membranaires. Par exemple, 

certaines aldéhydes inhibent l'entrée du CDDP dans la cellule, probablement en formant des 

bases de Schiff avec les protéines membranaires. Dans une lignée résistante où l'accumulation du 

CDDP a été trouvée diminuée, il a été montré qu'une protéine membranaire de 48 kDa était 

exprimée à un taux inférieur à celui de la lignée sensible. Gately et Howell (1993) proposent que 

50 % du transport se fasse par voie passive, mais qu'il existerait aussi un mécanisme de diffusion 

facilitée via une pompe qui n'a pas encore été identifiée. 

L'export du médicament à l'extérieur de la cellule est aussi impliqué dans la résistance au CDOP : 

le CDDP n'est pas un substrat pour la glycoprotéine P (produit du gène mdr, multi drug 

resistance) qui est surexprimée dans certaines cellules résistantes et fonctionne comme une 

pompe. Par contre, certaines cellules résistantes au CDDP et montrant une diminution de 

l'accumulation du médicament surexpriment une protéine de 200 kDa qui pourrait être impliquée 

dans l'efflux du CDDP (Kawai et ai, 1990). La pompe ATP dépendante pour les conjugués au 

GSI-I (pompe GS-X) peut exporter le CDDP conjugué au GSH et pourrait être impliquée dans la 

diminution de l'accumulation intracellulaire du médicament dans les cellules résistantes. 

3.4.1.2. Rôle des protéines de régulation: 

L'altération de l'expression d'oncogènes (comme cJos, c-myc, H-ras, et c-ab~ et du gène suppresseur 

de tumeur (P53) est aussi impliquée dans la résistance au CODP. Une modulation de l'expression 

de ces gènes peut avoir de multiples conséquences sur l'homéostasie cellulaire et les mécanismes 

de résistance liés à ces facteurs de régulation sont difficiles à étudier. 
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Rôle de {FoJ danJ la réJiJlance au CDDP: 

Le gène CfOJ code pour la protéine cFos qui induit la transcription de gènes impliqués dans la 

régulation de la réplication, de la différenciation et de la progression dans le cycle cellulaire. Pour 

se faire, il interagit avec des membres de la famille de cJun et ATF /CREB. 

L'expression de CfOJ est augmentée dans certaines lit,l11ées résistantes et dans des cellules de 

patients n'ayant pas répondu à une chimiothérapie au CDDP (Scanlon et al, 1989). Une inhibition 

de l'expression de cfàJ par un ARN antisens à l'ARNm correspondant ou par l'utilisation du 

ribosyme fos (ARN catalytique clivant l'ARN cFos) restaure la sensibilité au CDDP (Funato et a!, 

1997). cFos va moduler l'expression de gènes sous le contrôle du domaine de liaison a APl 

comme c-my{~ les metallothionéines, l'ADN polymérase ~ et ERCC-l qui sont des protéines 

impliquées dans certains mécanismes de résistance au CDDP. Un prétraitement avec la 

cyclosporine A qui inhibe l'expression de CfOJ, supprime l'induction de ERCC-l et de l'ADN 

polymerase ~ et restaure la sensibilité des cellules au CDDP (Li et al, 1999). 

Moorehead et a!, (2000) ont étudié l'effet d'une surexpression de cJoJ sur la sensibilité au CDDP 

d'une lignée de carcinome ovarien. Ces auteurs ont montré que les cellules surexprimant cFos 

sont plus résistantes au CDDP que la lignée parentale. Ils ont également étudié l'expression de c­

jàJ dans une lignée rendue résistante et ont montré que le taux basal de cette protéine n'est pas 

significativement différent. Par contre, après un traitement au CDDP, l'inductibilité de cFos est 

bien supérieure dans la lignée résistante par rapport à la lignée parentale sensible. 

Rôle de {Jun dam la réJÙtance au CD D P: 

Le CDDP active la JNK kinase (c-Jun-N-terminal protein kinase) qui induit l'expression de {':fun 

(Hayakawa et al, 1999). Certaines lignées résistantes expriment de haut niveau en cJun, et une 

inhibition de cette protéine par l'utilisation de l'herbimicine A restaure la sensibilité en diminuant 

la réparation de l'ADN via ERRC-l (Li et al, 1999). c-Jun serait donc impliqué dans la résistance 

au CDDP via la réparation de l'ADN. Yao et al, (1995) ont travaillé sur des lignées de cancer 

ovarien, et ont montré que le degré de résistance était corrélé avec le taux de messagers pour c­

Jun et pour la ')'GCS. Les auteurs ont suggéré que l'induction de la ')'GCS via le facteur de 

transcription APl composé de c-Jun soit l'un des mécanismes impliqués dans la résistance au 

CDDP. La même équipe a montré que l'utilisation d'un ARNm antisens dirigé contre le messager 
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de cJun peut restaurer la sensibilité de la lignée résistante, en parallèle, le taux de messager pour la 

')'GCS et le taux de GSH intracellulaire sont diminués (Pan et a!, 2002). Cependant des cellules 

dérivées de souris "knock out" pour (':Jun montrent une plus grande résistance au CDDP 

(Sanchez et a!, 1999). De même, Zhao et al (1995) ont développé une lignée de mélanome 

résistante au CDDP qui présente un taux de messager pour cJun beaucoup plus faible que dans la 

lignée parentale. Ces auteurs suggèrent que cJun soit impliqué dans la voie apoptotique de 

réponse aux dommages sur l'ADN et qu'une diminution de l'expression de cette protéine résulte 

en une inhibition de l'apoptose. Ainsi, cJun semble jouer un rôle important dans la réponse 

cellulaire au CDDP, mais par des voies complexes et variées, dépendante de la lignée cellulaire. 

La mesure de ce paramètre ne peut donc pas être utilisée pour prédire la réponse cellulaire à un 

traitement par le CDDP. 

Rôle de P53 dam la réJiJtance au CD D P 

Le gène p53 (supresseur de tumeurs) est impliqué dans le contrôle du cycle cellulaire, la réparation 

de l'ADN, et l'apoptose. Il est responsable de l'arrêt du cycle en phase Giou G2 suite à des 

lésions à l'ADN, ce qui permet à la cellule de mettre en place les mécanismes de réparation de 

l'ADN. Un déficit en p53 peut avoir des effets multiples sur la réponse au CDDP. Fan et a!, 

(1994) ont montré que des cellules ovariennes de lymphome ou de poumon mutées pour p53 

sont plus résistantes au CDDP, probablement à cause de l'inactivation de la voie apoptotique p53 

dépendante. p53 est muté (et donc inactif) dans 83 % d'échantillons issus de cancers ovariens 

n'ayant pas répondu au CDDP (Sato et a!, 1999). Paradoxalement, des fibroblastes de souris p53 -

/ -, sont plus sensibles au CDDP, de même, une inactivation de p53 dans des cellules de cancer de 

la peau, du sein ou du colon les sensibilise à cet agent (Hawkins et a!, 1996). Ces cellules ne sont 

peut être pas sensibles à la voie apoptotique liées à p53 et leur sensibilité proviendrait des lacunes 

dans les voies de réparation de l'ADN dépendant de p53. Il Y a donc des contradictions 

concernant les liens entre p53 et la résistance ou la sensibilité au CDDP, les effets sont à 

considérés en fonction de la lignée cellulaire. 
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3.4.1.3. Rôle des mécanismes de réparation de l'ADN: 

Il existe différents systèmes de réparation de l'ADN qui peuvent être induits lors de certaines 

résistances et participer à l'élimination des adduits entre les dérivés du platine et l'ADN. 

Râle du yvytème NER,' 
~ 

Le système NER(nucleotide excision repair) reconnaît les lésions sur l'ADN, il clive l'ADN au 

niveau de l'adduit et répare les mésappariements. C'est probablement le principal système de 

réparation de ces adduits. In vitro, un plasmide modifié par le CDDP est un substrat pour 

l'exonuclease Uvr(A)BC qui reconnaît et coupe les lésions sur l'ADN (Beck et al, 1985). Des 

mutants pour des protéines de ce systèmes (uvr A, B ou C) sont plus sensibles au CDDP. ERlZC1 

est une endonucléase du NER qui va cliver l'ADN en 5' des lésions sur l'ADN. Des cellules 

ovariennes de hamster déficientes en ERCC1 (ERCC1 -/-) transformées avec le gène ERRC1 

humain deviennent 5 fois plus résistantes que les cellules ERCC1 -/- (Lee et al, 1993). Des taux 

d'AlZNm pour ERRC1 supérieurs ont été détectés dans des tumeurs résistantes au CDDP 

(Dabholkar et al, 1994). Li et al (1999) ont montré que le CDDP induit l'expression de cette 

protéine dans une lignée ovarienne de façon précoce et importante. Cette induction est due à une 

augmentation de la transcription ainsi qu'à une stabilisation de l'ARNm. Il a été montré in vitro 

que ces systèmes de réparation sont beaucoup plus efficaces sur les adduits intrabrins 1.3d(GpG) 

que sur les adduits 1.2 d(ApG). Par contre, une réparation des liens interbrins n'a pas été détectée 

(Moggs etaI, 1997). 

Rote du {y.rtème de réparation des bases mal appariées (Mismakh repair) " 

Le système J\;1ismatch Repair pourrait, par son mécanisme d'action contribuer a l'action 

cytotoxique du CDDP 

La réplication de l'ADN entraîne un mésappariement au niveau de l'adduit qui va être reconnu 

par le système "J\;1ismatch Repair" constitué des protéines hMutL et hMutS. Cependant, le 

complexe ne peut pas corriger le mésappariement à cause du platine. Le brin d'ADN 

nouvellement synthétisé est alors dégradé et la liaison sur la matrice n'est pas excisée. Il se passe 

en fait une série de cycles "futiles" de réplication et réparation qui vont aboutir à la formation de 

coupures de l'ADN et d'incorporation de mutations qui vont entraîner l'arrêt du cycle cellulaire 
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en G2, ou l'entrée en apoptose. Les mesappariements liés à la platination de l'ADN vont induire 

le système jylismatch Repair. Des lignées résistantes isolées après des incubations répétées avec 

du CDDP acquièrent le phenotype" mutator" associé à un défaut du système Mismatch Repair 

souvent muté dans le gène hMLH1 (Drummond et al, 1996). En effet, une étude sur des 

échantillons de cancers ovariens avant et après traitement, montre une augmentation de la 

proportion de cellules déficientes en hMLH1 après exposition au CDDP (Brown et al, 1997). 

3.4.1.4. Rôle de la tolérance aux adduits CDDP-ADN 

Lors de réplication: 

Une étude sur un panel de cancers ovariens traités ou non au CDDP a révélé une corrélation 

inverse entre la tolérance des adduits et la sensibilité à l'agent a ohnson et al, 1997). 

L'augmentation de la tolérance est corrélée avec une facilité pour la réplication malgré les adduits. 

Il est possible que le Mismatch Repair soit impliqué dans la réplication de ces adduits. La 

réplication in vitro des adduits à été étudiée par différentes polymérases. Leur habilité à transcrire 

les adduits est plus ou moins forte et dépend du type d'adduits (Comess et al, 1992). 

Lon de l 'abobtoJe : 
:1 :t 

La tolérance des adduits peut également inhiber l'apoptose : certaines lignées de cancers d'ovaires 

ou de lymphome résistantes doivent être traitées par de plus fortes doses de CDDP pour induire 

l'apoptose. Par exemple, Le CDDP induit une voie apoptotique via la JNK et la p38 MAP kinase, 

qui n'est pas mise en place dans une lignée ovarienne résistante (Gebauer et al, 2000). Une 

altération de l'expression des régulateurs de l'apoptose peut jouer sur la sensibilité cellulaire au 

CDDP: une inhibition de Bax (qui est un promoteur de l'apoptose) est observée dans certaines 

li6mées de cancers ovariens résistantes (Perego et al, 1996). Au contraire, une transfection des 

cellules par Bcl-2 ou BclXL qui inhibent l'apoptose conduit à une plus grande résistance au 

CDDP. 
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3.4.1.5. Inactivation du CDDP par des molécules contenant un atome 

de soufre 

Rôle de.)' méta!!othionéineJ 

Les métallothionéines sont des protéines riches en cystéines impliquées dans l'homéostasie du 

Zn2+ et la détoxification des métaux lourds comme le cadmium. Elles peuvent se lier au CDDP 

dans un ratio protéines-CDDP 1:10 et peuvent affecter la sensibilité des cellules à ce traitement 

(Pattanaik et al, 1992). Des cellules résistantes au cadmium et montrant une augmentation de 

l'expression des métallothionéines, présentent une résistance croisée avec le CDDP (Andrews et 

al, 1987). Cependant, l'analyse du contenu en métallothionéines avant et après une chimiothérapie 

au CDDP dans des échantillons de cancers ovariens a montré que ce n'était pas un déterminant 

majeur de la réponse cellulaire au CDDP (Murphy et al, 1991). Ce paramètre ne peut pas être à lui 

seul utilisé pour prédire la réponse à la thérapie. 

Rôles des thioredoxines (TRX) 

La thioredoxine (TRX) est une protéine ubiquitaire qui contient un groupement tillol actif et qui, 

comme le GSH, intervient dans les mécanismes de défense contre le stress oxydant et le maintien 

du statut redox des protéines. Elle intervient notamment dans l'activation de certaines enzymes, 

la régulation redox de certains facteurs de transcription, transporteurs, et récepteurs. Nakamura et 

al, (2000) ont montré que des cellules de cancer pancréatique résistantes au CDDP possédaient 

un taux de TRX supérieur à celui des lit,mées parentales sensibles. L'introduction d'un ARN 

antisens à la TRX restaure la sensibilité au CDDP ainsi qu'à d'autres agents générateurs d'un 

stress oxydant. Sasada et al, 1996 ont montré que le CDDP induisait l'expression et l'activité de la 

TRX de façon dose dépendante dans les cellules Jurkat. Cette induction passe par une 

augmentation de la transactivation du promoteur qui est inhibée en présence d'agents 

antioxydants. Ces données suggèrent que le stress oxydant généré par le CDDP soit responsable 

de l'induction de la TRX et que son rôle serait d'éliminer ces ERO et/ou d'inactiver le CDDP par 

une interaction directe via son groupement tilloI. Cependant, Yamada et al, (1997) ont établi une 

lignée ovarienne A 2780 surexprimant la TRX qui possède une résistance accrue au stress 

oxydant généré par H20 z, mais pas au CDDP. Une lignée cellulaire HeLa résistante au CDDP 

montre une activité TRX augmentée ainsi qu'une plus grande sécrétion de la protéine dans le 
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milieu extracellulaire. L'addition de TRX dans le milieu extracellulaire des cellules parentales 

HeLa augmente leur résistance au CDDP ainsi que leur capacité à récupérer la cystéine 

extracellulaire et donc leur GSH intracellulaire (Sasada et al, 2000). 

Amer et al, (2001) ont démontré que le CDDP, ainsi que son métabolite couplé au GSH (GS­

CDDP) inhibent de façon irréversible l'activité TRX, probablement en se fixant à une des 

cystéines du site actif de l'enzyme. 

3.4.2. Mécanismes liés aux enzymes du GSH 

3.4.2.1. Taux intracellulaire de GSH et résistance au CDDP 

Etant donnée l'importance du GSH dans les mécanismes de défense cellulaire, de nombreuses 

équipes se sont penchées sur son rôle dans la réponse au CDDP. Des lignées ovariennes rendues 

résistantes par des expositions répétées au CDDP ont été analysées pour leur contenu en GSH 

intracellulaire (Godwin et al, 1992). Les auteurs ont clairement démontré une corrélation directe 

entre le degré de résistance des différentes lignées et leur contenu en GSH intracellulaire. De 

plus, en diminuant le pool intracellulaire de GSH par l'utilisation de BSO (inhibiteur de la "{CCS), 

il est possible d'augmenter la cytotoxicité du CDDP dans différentes lit,mées cellulaires (Pendyala 

et al, 1997). 

Newkirk et al, (1997) ont travaillé sur des lignées cellulaires dérivées de cancers de la tête et du 

cou et ils ont mis en évidence une corrélation directe entre la résistance au CDDP et le contenu 

intracellulaire en GSH dans ces cellules. Là encore, un traitement par le BSO sensibilise les 

cellules au CDDP. Par contre, l'analyse du taux de l'ARNm de la j'GCS n'a montré aucune 

corrélation entre le degré d'expression de cette enzyme et la résistance au CDDP. 

Nagata et ai (2001), ont utilisé un ribozyme dirigé contre l'ARNm de la j'GCS dans une lignée 

HCT8 résistante au CDDP qui a un taux de GSH intracellulaire supérieur à celui de la lignée 

parentale résistante. Lorsqu'elle est transfectée par un vecteur exprimant le ribozyme, le taux de 

GSH intracellulaire diminue, et la lignée redevient sensible. 

3.4.2.2. Rôle de la pompe aux con jugués du GSH : GS-X 

Le transport actif des médicaments hors de la cellule est l'un des mécanismes de résistance. La 

pompe GS-X est une pompe d'export ATP dépendante pour les anions organiques comme les 
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leucotriènes cystéinyl, le GSSG, les conjugués au GSI-I, aux glucuronides. Cette pompe est codée 

par le gène MRP. 

Ishikawa et Ali-Osman (1993), sont les preill1ers à s'intéresser à la caractérisation des adduits 

entre le GSI-I et le CDDP. Ils mettent en évidence la formation in vitro d'un adduit de 

stœchiométrie 1/2 (CDDP/GSH) et caractérisent sa structure par spectrométrie de masse. Les 

mêmes auteurs démontrent l'existence de cet adduit dans des cellules de leucémie traitées au 

eDDP: le traitement au CDDP induit une augmentation du contenu intracellulaire en GSI-I (5 

fois), et les adduits GSI-I-CDDP correspondent à 60 % du contenu intracellulaire en platine total. 

Ces données suggèrent fortement que le mécanisme principal de détoxification du CDDP passe 

par la formation de ces adduits. 

Afin de déterminer les mécanismes de transport de ces adduits, es auteurs ont préparé des 

vésicules membranaires des cellules de leucémies. Ils ont montré que l'accumulation des adduits 

marqués dans ces vésicules est active et stimulée par la présence d'ATP. Elle dépend également 

de l'osmolarité du milieu. D'autre part, un traitement par l'acivicine (inhibiteur de la GGT) ne 

modifie pas la radioactivité mesurée, ce qui prouve que l'on mesure bien l'adduit GSI-I-CDDP, et 

pas son produit de dégradation par la GGT. Le transport de ces adduits, est inhibé par des 

substrats de la pompe GS-X comme les L TC4 et le glutathion réduit GSSG, mais pas par les 

inhibiteurs de la glycoprotéine P. 

Dans une étude précédente sur la distribution subcellulaire du CDDP dans le foie et le rem, 

Sharma et Edwards (1983) avaient montré que la majeure partie du platine cytosolique était 

présent sous forme de molécules de faible poids moléculaire «1000 ), mais la nature de ces 

complexes n'était pas clarifiée. Il pourrait très bien s'agir d'adduits entre le GSI-I et le CDDP. 

En 1996, Ishikawa et a!, étudient le rôle de la pompe GS-X dans les mécanismes de résistance au 

CDDP. Ils utilisent une lignée I-IL60 leucémique résistante au CDDP qui surexprime la pompe 

GS-X (4 à 5 fois par rapport à la lit,mée sensible) et montre un taux de GSI-I intracellulaire 

augmenté. Lorsque les cellules résistantes ne sont pas exposées au CDDP pendant un mois, le 

taux d'ARNm pour la pompe diminue ainsi que son activité de même pour le taux d'ARNm de la 

"{Ces et le taux de GSH intracellulaire. Par contre, au contact du CDDP, l'induction de 

l'expression de la pompe, de la yGCS et du taux de GSH intracellulaire est immédiate pour les 

cellules résistantes. Les auteurs suggèrent que la pompe GS-X et la )'CCS sont induites de façon 
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coordonnée dans cette lignée cellulaire, et que ce mécanisme est responsable de la résistante au 

CDDP. 

3.4.2.3. Etudes cliniques sur les enzymes du GSH dans la résistance 

au CDDP: 

Etant donnés les rôles centraux des enzymes du métabolisme du GSH dans le développement de 

résistances au CDDP, il a été suggéré que l'étude de l'expression de ces enzymes pourrait 

apporter une information prédictive sur l'efficacité d'un traitement au CDDP. Des études ont 

alors été menées sur des échantillons de patients ayant répondu ou non à ce traitement afin 

d'établir une éventuelle relation entre le taux d'expression de ces enzymes et la réponse à la 

chimiothérapie. 

Une étude sur des lignées de mélanomes utilisant des cellules non cancéreuses comme témoin a 

révélé que le taux de GSH, GST, GGT et GR varie d'une lignée à l'autre de manière 

indépendante et sans lien avec le statut (cellules saines, cellules tumorales et cellules de 

métastase). Cependant, les résultats n'ont pas été corrélés avec la réponse à une chimiothérapie 

(Schadendorf et a!, 1995). 

Tew et a!, (1996) ont utilisé les cellules du " National Cancer Institute Drug Screeneing Program " 

pour étudier le statut des enzymes associées au GSH dans différents types de cancers. Les auteurs 

ont démontré que le statut de ces enzymes est très lié au type de tissu considéré et qu'il est 

extrêmement difficile de faire ressortir des corrélations statistiques entre les différents paramètres 

étudiés. Les résultats les plus marquant concernent la famille des GST qui sont souvent 

surexprimées dans les lignées cellulaires cancereuses et suite a des traitements 

chimiothérapeutiques. De même, les résistances à des agents alkylants (comme le CDDP) sont 

corrélées de façon positive avec certains paramètres comme le taux de ')'Ces et le niveau 

d'expression de la GSTP1. 

Tanner et ai (1997), se sont penchés sur la résistance de lignées de cancers ovariens a un dérivé du 

CDDP: le carboplatine. Il apparaît que les patientes ont une meilleure espérance de vie si la 

tumeur est relativement pauvre en GSH. Cependant, l'analyse seule du GSH intracellulaire n'est 

pas un facteur fiable pour le pronostic clinique. Le taux de GSII intracellulaire semble être 

corrélé à l'évolution de la maladie vers des stades plus avancés, mais pas à la réponse au 
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carboplatine. De même, ces auteurs n'ont pas décelé de corrélation entre le taux de GST et 

l'évolution de la maladie ou la réponse au carboplatine. 

Nisrumura et al, (1998) ont utilisé des échantillons de cancers de la tête et du cou qui sont le plus 

souvent traités par le CDDP en association avec le 5FU. Ce traitement est particulièrement 

efficace chez les patients diagnostiqués de façon précoce. En revanche, des patients traités plus 

tardivement répondent beaucoup moins bien. Les auteurs ont donc étudié chez ces patients ne 

répondant pas bien au CDDP l'expression de la GGT, de la GST, et de la yGCS. Ils ont montré 

que le taux d'expression de la GGT s'étend sur une grande échelle de valeurs et ne peut pas 

vraiment être corrélé avec la réponse au CDDP. Il en est de même pour la yGCS par contre, il 

apparaît que les patients ayant une faible activité GST répondent mieux à la chimiothérapie, et ce, 

avec un bon coefficient de corrélation. 

Hanigan et al, (1998) étudient le rôle de la GGT dans la réponse au CDDP de cellules de cancers 

ovariens. Les cellules saines de l'épithélium ovarien n'expriment pas la GGT à leur surface, alors 

que les cellules cancéreuses l'expriment à différent degrés (Hanigan et ai, 1994). Les auteurs ont 

montré une corrélation entre le degré d'expression de la GGT et le temps de survie des patientes 

qui est plus long si l'expression de la GGT est faible. Ces résultats suggèrent que la GG1' pourrait 

avoir un rôle dans la réponse a la chimiothérapie par le CDDP. 

En conclusion, il est clair que les mécanismes de résistance au CDDP sont multiples, 

complexes, difficiles à décortiquer et à étudier. L'utilisation de lignées cellulaires rendues 

résistantes après plusieurs passages en présence de cet agent a permit de faire de grandes 

avancées sur la compréhension des mécanismes mis en jeu, notamment sur le rôle des 

enzymes associées au GSH. Cependant, l'application concrète de ces découvertes pour le 

diagnostic de survie ou de réponse à un traitement chimiothérapeutique n'est pas encore 

envisageable ou doit être accompagnée d'autres tests. 

D'autre part, l'établissement de lignées cellulaires résistantes au CDDP entraîne la 

modification de nombreux paramètres cellulaires, et il est très difficile d'apprécier le rôle 

d'un facteur en particulier. C'est pourquoi, l'utilisation de lignées isogéniques 

(surexprimant un seul gène) peut être un outil de choix. 
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Comme nous l'avons vu lors de la mtse au point bibliographique, l'étude de 

l'organisation et de la régulation de la GGT humaine laisse encore de nombreux points à éclaircir. 

En effet, les travaux précédents laissent présager l'existence de mécanismes complexes variés 

pour le contrôle de l'expression de cette enzyme. Pourtant, la CGT occupe une place importante 

dans les fonctions physiologiques et notamment dans le métabolisme du GSH, principale 

molécule de défense contre le stress oÀ)'dant et les xénobiotiques. De plus, son expression est 

modulée lors du développement de certaines tumeurs ainsi que dans des lignées cancéreuses 

résistantes au cisplatine. 

Il nous paraît alors important de mieux cerner les mécanismes de rég!llation et d'expression de la 

GGT, ainsi que les conséquences de sa surexpression au niveau par exemple, de la réponse aux 

anticancéreux dérivés du platine. 

La premier objectif de ce travail sera d'étudier les mécanismes de régulation de la 

GGT et d'apporter de nouvelles informations et des précisions sur la régulation de 

l'expression du gène 1 humain. 

Plus précisément, nos objectifs spécifiques sont: 

Etudier l'expression et la régulation des 3 ARNm issus du gène l humain, (seul gène 

codant pour une protéine active) dans 4 lignées cellulaires après traitement par du 

TPA (12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate), du NaBu (butyrate de sodium), ou du 

TNFa (tumor necrosis factor a). 

Nous approfondirons ensuite cette étude en nous penchant sur la régulation 

spécifique du promoteur B (dirigeant la transcription de l'ARNm lB)' Ce promoteur 

est le seul qui à été décrit jusqu'à présent sur le gène l de la GGT humaine. Nous 

nous focaliserons sur la régulation de ce promoteur par le facteur de transcription 

APL Par des expériences de transfections transitoires et de retardement sur gel, nous 

étudierons le rôle des séquences proximales (en amont du site + 1 d'initiation de la 

transcription) sur la régulation de l' ARNm ~ par le TP A dans les cellules HeLa et 

HepG2. 
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L'origine des 3 messagers issus du gène 1 ne peut pas s'expliquer uniquement par des 

épissages alternatifs, et il est fort probable qu'ils soient initiés à partir de promoteurs 

indépendants, comme c'est le cas chez le rat et la souris. Nous nous attacherons donc 

à localiser et à caractériser un nouveau promoteur sur le gène 1 humain, celui qui 

pourrait diriger la transcription de l'ARNm le. 

En répondant à ceJ 3 objedifi', et en eJJayant de corréler leJ ré.rultatJ de ce.r 3 partieJ, nou.r eJpéron.r erre en 

meJure d'apporter de.r indicationJ nouvelle.r et pluJpréci.re.r .rur le.r mà'anilmeJ moléculaire.r impliquéJ danJ 

la régulation de la CCI' humaine. 

Les mécanismes de résistance aux anticancéreux sont multifactoriels et complexes. 

L'utilisation de lignées cellulaires isolées après des expositions répétées à un médicament 

ne permet pas d'évaluer la part d'un paramètre précis sur le développement des 

résistances. Les études utilisant ces lignées ont néanmoins permis de comprendre que le 

GSI-I et les enzymes qui lui sont associées tiennent une place centrale dans la défense 

cellulaire contre les dérivés du platine. La GGT est quelquefois induite dans certaines 

lignées cancéreuses, et notamment dans les lignées résistantes au CDDP. Nous avons 

donc voulu déterminer quel peut être le rôle de la GGT dans la réponse cellulaire au 

CDDP et au carboplatine. 

La 2èmc partie de ce travail sera consacrée à l'étude de l'effet d'une 

surexpression de la GGT sur la réponse cellulaire au cisplatine et au carboplatine. 

Pour cette étude, nous avons tout d'abord établi un couple de lignées cellulaires 

différentes par leur niveau d'expression de l'enzyme: les lignées HeLa (présentant une 

faible activité GGT), et I-IeLa-GGT (cellules transfectées de façon stable par l'ADNc 

de la GGT humaine). 

Une fois notre outil d'étude à disposition, nous serons en mesure d'établir l'influence 

de la GGT sur la régulation du taux de GSH intracellulaire, souvent incriminé dans les 

mécanismes de résistance. Cette étude sera menée dans différents milieux de culture 
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incluant un milieu de culture riche en acides aminés précurseurs du GSH, ainsi qu'un 

milieu appauvri en cystéine. 

Nous pourrons également mesurer la cytotoxicité des deux agents dérivés du platine 

sur les deux lignées cellulaires dans les différentes conditions de culture. Ainsi, nous 

serons en mesure de déterminer si une surexpression de la GGT peut influencer la 

réponse cellulaire à ces médicaments. 

Dans le cas où nous observerions une cytotoxicité des composés testés différente en 

fonction du degré d'expression de l'enzyme, nous tenterons d'expliquer les 

mecarusmes dépendant de la GGT qui entraînent une modification de la réponse 

cellulaire. 

Par ceJ étudeJ, nOUJ eJpérom apporter une explication Jur leJ éventueLr mÙYlniJmeJ de résiJtance 

impliquant une Jure>-'preJJion de la CCT En ejjèt, ce fadeur n'a jamaiJ été étudié indépendamment (par 

l'utiliJation d'une lignée iJogénique) et pourrait intervenir dam leJ déjèmeJ cellulaireJ contre le CDDP 

et/ ou JeJ dérivés. 
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1. Biologie cellulaire 

1.1. Lignées cellulaires 

Différentes lignées cellulaires ont été utilisées lors de notre étude. 

v' HeLa Tet-off: cellules humaines de cancer de l'endomètre (Clontech). Cette lit,mée est 

transfectée de façon stable par le plasmide pTet-off qui lui confère la résistance au G418 

(néomycine). Ce plasmide code aussi pour un supresseur couplé à une protéine d'activation 

de la transcription inhibée par la doxycycline ou la tétracycline. Ainsi, dans ces cellules, 

l'expression des gènes sous le contrôle d'un promoteur TRE (élément de réponse à la 

tetracycline) sera inhibée par la présence de l'un des 2 antibiotiques. De cette façon, 

l'expression de gènes transfectés dans cette lignée est modulable. 

v' U937: cellules sous-clonées de la lignée promonocytaire néoplasique originaire du liquide 

pleural d'un patient souffrant d'un lymphome histiocytaire diffus (Sundstrom and Nilsson, 

1976). N° ArrC, CRL 1593 

v' HepG2: Hepatome humain, N° ATTC: HB 8065. 

v' LNCap: Cellules de carcinome prostatique, N° ATTC : CRL 1740. 

1.2. Milieux de culture 

Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (Sigma) supplémenté avec 10% (v/v) de sérum 

de veau fœtal (SVF) (Gibco BRL), 2 mJ\Jl de glutamine et 1% (v/v) d'une solution d'antibiotiques 

et d'antifongiques (pénicilline/streptomycine/ fungizone) (Sigma). 

Les cellules sont incubées dans une étuve à 37°C sous atmosphère humide enrichie par 5 % de 

CO2• 

LeJproduitJ' marquéJ' * J'ont décrÎtJ' en annexes techniqueJ'. 
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Au cours des études, un milieu DMEM sans méthionine 111 cystéine a également été utilisé 

(Sigma). Ce milieu est alors supplémenté, avant utilisation avec ces 2 acides aminés, méthionine 

50 )-tM et cystine 50 )-tM (Gibco). 

1.3. Congélations et décongélations 

Les stocks de cellules congelées sont préparés dans du SVF contenant 10 % de DIvISO. Les 

cellules sont congelées lentement jusqu'à - 80 oC, puis conservées dans l'azote liquide. 

La décongélation des cellules se fait en les réchauffant rapidement à 37°C dans leur milieu de 

culture usuel. Les cellules sont utilisées pendant un nombre de passage limité (environ 20) avant 

la décongélation d'un nouveau stock. 

1.4. Transfection transitoire des cellules 

La transfection est un outil d'étude du contrôle de l'expression et de la régulation des genes 

(recherche et étude d'éléments régulateurs de la transcription par exemple). Dans nos études, le 

gène reporteur utilisé est le gène de la luciférase. Quand les cellules sont transfectées de façon 

transitoire, l'ADN s'introduit dans le noyau de la cellule mais n'est pas intégré au génome. 

Le réactif de transfection retenue pour nos expériences est le «Superfect» (Gibco-BRL). Ce 

composé est un dendrimère activé; il a une structure sphérique et des «branches» terminées par 

des groupements aminés chargés. Il s'associe avec l'ADN pour donner des structures complexes 

qui vont posséder une charge nette globale positive, ce qui leur permet d'interagir avec des 

récepteurs cellulaires de charge négative à la surface des cellules et de pénétrer à l'intérieur de 

celles-ci. 

Les cellules sont transfectées selon le protocole proposé par le fournisseur du Superfect. Les 

réactions sont effectuées en plaques de 12 puits, Oes volumes indiqués correspondent à la 

réaction pour un puits) : 

1,5.105 cellules sont incubées dans le milieu adéquat à 37°C en atmosphère humide enrichie à 5% 

de CO2 durant 12 à 16 heures afin d'obtenir des cellules en phase exponentielle de croissance 

(environ 50 à 70 %) de confluence. Lors de la transfection, 1,5 )-tg d'ADN sont mélangés avec 75 

)-tl de milieu de culture ne contenant ni SVF, ni antibiotique (ces composés pouvant interagir avec 
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la formation des complexes ADN-Superfect). 7,5 f-ll de réactif Superfect sont ajoutés à la solution 

d'ADN. La formation des complexes s'effectue pendant 15 minutes à température ambiante, puis 

400 f-ll de milieu complet est ajouté. Les cellules sont lavées une fois avec du PBS' stérile et 

incubées avec le mélange de transfection pendant 4 à 6 heures et 1 ml de milieu complet est 

ajouté. 

24 heures après la transfection, les plaques sont lavées à 2 reprises au PBS et les cellules sont 

récupérées dans 200 f-ll de reporter Lysis buffer 1 X (promega) pour le dosage de l'activité 

luciférase (paragraphe 3.8). 

1.5. Etablissement d'une lignée stable 

1.5.1. Transfection stable 

Lors d'une transfection stable, l'ADN est intégré dans l'ADN chromosomique cellulaire. Les 

cellules ayant bien intégré l'ADN peuvent être distint,ruées en utilisant un marqueur de sélection 

(dans notre cas, la résistance à l'hygromycine). 

Les cellules parentales HeLa possèdent une activité GGT relativement faible (10 à 15 mU/mg de 

protéines). Nous avons créé au laboratoire notre modèle d'étude en transfectant cette lignée de 

façon stable par l'ADNc de la GGT humaine (cf. liste des plasmides) cloné dans le vecteur 

pTRE2 (Clontech) (plasmide pTRE-GG1). 

Les cellules HeLa Tet-off (Clontech) sont ensemencées dans des boîtes de Pétri à 1,5.106 cellules 

par boîte Après 24 heures, elles ont été cotransfectées par le plasmide pTRE-GGT et pTK-hyg, 

conférant une résistance à l'hygromycine (Clontech) dans un rapport 1/10. (liste des plasmides 

utilisés p.75) 

1.5.2. Sélection 

48 heures après la transfection, 100 f-lg/ml d'hygromycine (Gibco-BRL) sont ajoutés au milieu de 

culture des cellules HeLa afin de sélectionner les cellules ayant intégré le plasmide pTK-hyg. 

Après environ 15 jours de sélection, les premiers clones commencent à apparaître. Lorsque le 

nombre de cellules le permet, les clones sont récupérés à l'aide de trypsine (Sigma) 
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individuellement en utilisant un cylindre stérile (Sigma) et repiqués dans le puits d'une plaque de 

24 puits. 

Chaque clone est individuellement amplifié. Lorsqu'il y a assez de cellules, les clones sont cultivés 

dans des flacons de culture de 75 cm2 et des stocks sont préparés pour congélation dans l'azote 

liquide. 

L'activité GGT de chaque clone est mesurée à chaque passage jusqu'à stabilisation de sa valeur. 

Plusieurs clones présentant des activités de 20 à 1000 mU/mg de protéines ont été obtenus par 

cette technique. Après décongélation, les cellules HeLa-GGT sont entretenues et cultivées dans 

du milieu DMEM contenant 100 !-lg/ml d'hygromycine. 

1.6. Mesure de la cytotoxicité par le test M TT 

Ce test est utilisé pour évaluer une mort cellulaire et l'associer à la cytotoxicité d'un composé. Le 

MIT [bromure de 3-( 4,5-diméthylthiazolyl-2)-2,5-diphényltétrazolium] (Sigma) est réduit par les 

déshydrogénases des cellules vivantes en cristaux insolubles de forma zan de couleur bleu violet. 

Le test est réalisé sur plaque de 96 puits. Les cellules sont ensemencées à raison de 4000 cellules 

par puits (volume par puits: 200 !-lI) et après une première incubation de 24 heures à 37°C, les 

cellules sont traitées pendant 24 ou 48 heures (selon le composé utilisé) L'utilisation d'une plaque 

de 96 puits permet d'effectuer 8 essais par traitement. A la fin des traitements, 20 !-lI d'une 

solution de MTT à 5 mg/ml dans du PBS sont ajoutés dans chaque puits. Après une incubation 

de 3 à 4 heures à 37 oC, le milieu de culture est éliminé et remplacé par 200 !-lI de DMSO afin de 

solubiliser les cristaux de formazan formés. La coloration violette obtenue est ensuite mesurée au 

moyen d'un lecteur de microplaques (DYNATECH :NIR 500(~ à la longueur d'onde de 550 nm. 

Les valeurs sont rapportées au témoin non traité et exprimées en pourcentage de viabilité. 
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2. Biologie moléculaire • • 

2,1, Vecteurs utilisés 

PTK-Hyg (Clontech) : 

caR 1 

pTK-Hlyg 
5.11dl 

EcuR 1 E~tf1 1 

Ce vecteur est utilisé lo rs de la transfection stable des 

cellules HeLa, il confère une résistance à l'hygromicine qui 

es t utilisée comme fac teur de sélection. 

pGL3-Enhancer (Promega): 

PTRE2 (Clontech) : 

Le vec teur pTRE2 est u tilisé pour la constmction du 

plasmide pTRE-GGT contenant l'ADNc de la GGT 

humaine sous le contrôle du promoteur TIŒ. 

Ce vec teur est utilisé comme contrôle négatif lors 

des transfections transitoires car il ne contient 

pas de p romo teur en amont du gène de la 

luciférase. 
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PGL3-Contrôle (Promega): 

pGt3-C()nttol 
Vecillf 

!5255bP:1 

pAPt-Luc (Clontech): 

pAP1-Luc 
5.0 kil 

Ce vecteur contient 4 si tes consensus pour APl en 

tandem en amont de la luciférase et il est utilisé 

comme contrôle positif de l'induction de AP1. 
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Ce vecteur est utilisé comme contrôle positif 

lors des expériences de transfections 

transitoires car il contient le promoteur SV40 

en amont du gène de la luciférase. 

pCR4-Topo (Clontech) : 

Sites EcoRl 

L.. .. :Zr .. iniiillt:nr.o'l.: 
1.113 RI\\:rsl) p;mi,q ~ it~ 1 

201 C\Co'!c,·lGGA.\ l·ll::AG._""'~\ d:A ~ rTl\C œc,·IA.G.....'"ï'C.\ G'u'tTTAAL'2C .. CTM\G·:; 

2G1 

3 11 

GTGI\..-r'Ccrr 1'GIT'GH.11lCT OF," u\TG O)]ITCo:lt\ G f c::rrluYrl'{jOJ; ~\1Tn:'C 

--. ~ 1 S:~8:!81 I l,l-l:o.' 1.1 Ar.o 1 f"GJR 1 f"wR l ,\\7 1 

GAtTl.Grc::~r G:J·~.'J(,1·n',.u\ ,\O:&u\Tl'O:;': CX:J~AGJGC G!-u\TI'oJ.:b3 
Cn:1\TC\ G3A o:.TCGv'u\1T l'G::Tl'luV:;C·:; G::ù· . ..........:....1TQIO '::lTlu\GCGCC 

j r7 EfÎtIlÎn:J ~ il:l 1 l'Il J r':fV ... ,lIf (·NI primo;J ~ r~ 

O:·'JCfA;u\'IT C,'u\'ITCGCCC Tlll'hGr~"Gr m Ullï'll.CAA TrC:u:."T'G:J:::C GI'0:n'ITmC 
G'JOJ..i\T'I'I':u\ G!'!'..UGO:}JG Nrl·LI'( .. :ACI'û~ O~\n\.AtGl·1' '''IGlG\'~:J)} C;,.G~·u\.A.fG 

Les fragments d'ADN clonés dans ce vecteur peuvent 

être séquencés en utilisant les amorces M13 reverse et 

M13 fOtward. Ce vecteur a été utilisé pour le clonage 

et le séquençage des produits de 5' RACE. 
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2.2. Construction de vecteurs recombinants 

2.2.1. Restriction d'ADN 

L'ADN amplifié à insérer dans le plasmide et le vecteur de clonage sont digérés par des enzymes 

de restriction (Promega) compatibles, durant une nuit à 37°C dans les tampons adéquats. Les 

produits obtenus sont séparés par electrophorèse en gel d'agarose et la bande du fragment 

recherché est alors découpée pour être purifiée. 

2.2.2. Purification des fragments d'ADN 

L'extraction de l'ADN de l'agarose est réalisée par le kit « GenEluteT;v[ Minus EtBr spm 

columns » (Sigma). 

2.2.3. Ligation 

La quantité de chaque fragment d'ADN à liguer est estimée après electrophorèse sur gel 

d'agarose * sous lumière UV (le mélange de ligation doit contenir environ 3 fois plus de fragment 

à liguer que de vecteur). Le mélange d'ADN est alors incubé avec 2).l1 de tampon pour ligase 10X 

et 1 U de ligase (Promega) dans un volume final de 20 ).lI ajusté avec de l'eau stérile, pendant une 

nuit à 14°C. 

2.2.4. Transformation 

5 à 10 ).lI de produits de ligation sont incubés 30 min dans de la glace fondante en présence de 50 

à 200 ).lI de bactéries compétentes DH5a* (Gibco-BRL). Le mélange subit ensuite un choc 

thermique d'une minute à 42°C (dans un bain-marie préchauffé), ce qui permet à l'ADN de 

passer à travers les pores de la membrane bactérienne. Après incubation de 2 min dans la glace, 

600 ).lI de milieu LB' (Luri a Bernati) sont ajoutés au mélange qui est ensuite incubé 1 heure à 

37°C sous agitation. Les bactéries transformées sont alors étalées sur milieu nutritif LB gélosé 

contenant de l'ampicilline (facteur de sélection des bactéries ayant intégré un plasmide) et 

incubées toute la nuit dans une étuve à 37°C. 
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Tableau II : Amorces utilisées pour la construction des vecteurs pGGT C.489 et 

pGGT C-856 

Amorce Séquence Position sur le gène 1 de la GGT 

(1= début de l'exon VII) 

Prom 2- Hind j' - CCCAAGCT1'CTGGGTCACACAGCACTGG-3' +52à+71 

Prom 489-Xho 5' - CCCCTCG AGACTTCCCTTCGAGTCCAGGT-3' - 489 à-470 

Prom 856-Xho 5'- CCCCTCGAGGrCAGGGC1'CCTTGAGAGA-3' - 856 à -835 

Les sites de restriction pour les enzymes J-Iind III et Xho 1 sont soulignés. 

Ces amorces sont utilisées pour amplifier différents fragments du gène 1 de la GGT humaine et 

l'ajout de séquences pour les enzymes de restriction permet de cloner les produits de PCR aux 

sites Hind III et Xho I en amont du gène de la luciférase dans le plasmide pGL3 enhancer. 

2.3. Minipréparation d'ADN plasmidigue 

C'est une technique classique de biologie moléculaire, qui a pour but d'extraire de l'ADN 

plasmidique à partir de cultures de faible volume (1,5 ml) afin d'isoler les clones intéressants. 

Elle est dérivée de celle décrite par Sambrook et ai (1989) : 1,5 ml d'une pré culture, issue de 

l'inoculation d'une colonie dans du milieu LB contenant de l'ampicilline (100 ).Lg/ml) , sont 

centrifugés quelques minutes à 8000 g à 4°C. Le culot bactérien est suspendu dans 200 ).LI de 

solution Pl (50 mM Tris-I-ICl pI-I 7,5, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 ).Lg/ml de RNase A). Les 

cellules sont lysées par ajout de 200 ).LI d'une solution P2 (2 N NaOI-I, 0,1% (Plv) SDS). Enfin, 

l'ajout de 200 ).LI de solution P3 (2,55 M acétate de potassium pH 4,5) permet la précipitation des 

débris bactériens. Après centrifugation 10 min à 14000 g, le surnageant est récupéré, et l'ADN 

plasmidique est précipité à l'éthanol absolu et soumis aux analyses par des enzymes de restriction. 
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2.4. Maxipréparation d'ADN plasmidiQue 

Cette technique a pour but de purifier des quantités plus importantes d'ADN plasmidiques (100 à 

200 ).!g) à partir de cultures de 25 à 50 ml Elle utilise le kit de purification «QIA fil ter midi» 

(Qiagen). Cette étape est indispensable à la préparation des vecteurs utilisés pour des 

transfections ou des séquençages. 

25 ml de milieu LB contenant de l'ampicilline (100 ).!g/ml) sont ensemencées avec 25 ).!l de 

préculture bactérienne et incubés durant une nuit à 37°C sous agitation. Les cellules sont 

centrifugées 10 min à 5000 g à 4 oC, et le culot bactérien est repris dans 5 ml de solution Pl' Les 

cellules sont lysées par addition de 5 ml de solution P2. Après 5 minutes d'incubation à 

température ambiante, 5 ml de solution P 3 sont ajoutés, et le mélange est placé durant 10 minutes 

dans la glace fondante, pour permettre la précipitation des débris bactériens. La colonne Qiagen 

est équilibrée avec 5 ml de solution QBT (750 mM NaCl, 50 mNI MOPS, 15%) éthanol, pH 7,0, 

0,15% Triton X-l00). Après centrifugation 15 minutes 14000 g, 4°C, le surnageant de lyse 

cellulaire est déposé sur la colonne et qui est lavée deux fois avec 10 ml de solution QC (1 M 

NaCl, 50 mNI MOPS, 15% éthanol, pH 8,5). L'ADN est alors élué avec 5 ml de solution QF 

(1,25 M NaCl, 50 mNI Tris HCl, 15% éthanol, pI-I 8,5) et précipité par ajout de 0,6 volume 

d'isopropanol et centrifugation à 14000 g durant 30 minutes à 4°C. L'ADN extrait est alors séché 

à l'air libre et resuspendu dans une solution TE (10 mNI Tris I-ICl, 1 mNI EDTA, pH 8,0). 

DOJage de l'ADN: 

Le dosage de l'ADN se fait par mesure de l'absorbance à 260 nm. La concentration en ADN est 

calculée comme suit: 

A 260 X 50 X dilution 

[ADN] ().!g/).!l) = 

1000 

Une absorbance de 1 correspond à une concentration de 50 ).!g/ml d'ADN. 

J ,a pureté de la préparation est évaluée par le rapport des absorbances mesurées à 260 et 280 nm 

qui doit se situer entre 1,8 et 2,1. 
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2.5. Extraction des ARN totaux 

L'extraction des ARN totaux à partir de cellules en culture ou de tissus est réalisée par le kit 

GenEluteT;v! Mammalian Total RNA (Sigma). 

Les cellules sont ensemencées en boîte de Pétri à 1.106 cellules par boîte 24 heures avant les 

traitements. Les ARN totaux sont extraits des cellules en culture 24 heures après le début des 

traitements. Les cellules ou les tissus sont lysés et homogénéisés dans une solution contenant du 

thiocyanate de guanidine et du 2-mercaptoéthanol afin de relarguer l'ARN et d'inactiver les 

RNases. L'homogénat est passé dans la colonne «GenElute filtration» et centrifugé pendant 2 

min à 14000 g à 4°C. Cette étape permet d'éliminer les débris cellulaires et l'ADN. Un volume 

d'éthanol 70 % équivalent au volume de l'homogénat filtré est ajouté, et le mélange est introduit 

dans la colonne «GenElute binding». Après une centrifugation de 15 secondes à 14000 g, les 

ARN sont liés à la colonne. La colonne est ensuite lavée par les solutions de lavage 1 et 2 

(fournies dans le kit). L'élution se fait en ajoutant 50 ).lI de solution d'élution sur la colonne 

«GenElute bindin~> et en centrifugeant pendant 2 min à 14000 g. 

DOJage deJ AR1\J totaux: 

Les ARN totaux sont dosés par mesure de l'absorbance à 260 nm. La concentration en ARN est 

calculée comme suit: 

A 260 X 40 X dilution 

lARN total] ().lg/ ).lI) = 

1000 

Une absorbance de 1 correspond à une concentration de 40 ).lg/ml d'ARN. 

La pureté de la préparation est évaluée comme précédemment par le rapport des absorbances 

mesurées à 260 et 280 nm qui doit se situer entre 1,8 et 2,1. 
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2.6. Techniques d'amplification 

2.6.1. Transcription inverse à partir d'A RN total 

Cette réaction permet d'obtenir de l'ADN simple brin complémentaire (ADNc) aux espèces 

d'ARNm polyadénylés présentes dans la préparation des ARN totaux. 

Ceux-ci sont spécifiquement hybridés avec un oligo(dT)16_18 (Promega) qui sert d'amorce à la 

transcriptase inverse. Elle synthétise alors l'ADNc avec pour matrice la séquence de l'ARNm de 

3' en 5'. 

4 )-tg d'AIZN total dans un volume de 11 )-tl d'eau stérile sont utilisés pour la réaction. Après une 

dénaturation à 70°C pendant 5 minutes, l'ARN est refroidi dans la glace. On ajoute les réactifs 

suivants: 

0,5 )-tg d'oligo( dT) 16-18 

1 mNl de chaque dNTP (Sigma) 

200 U de M-NILV reverse transcriptase (Promega) 

dans un volume final de 50 )-tl contentant: 50 mNl TrisI-lCl pH 8,3, 75 mNl KCl, 3 mM MgCl2, 10 

mNl dithiothréitol (DTT). 

La réaction s'effectue pendant 2 heures à 37 oc. Les produits de transcription inverse sont 

conservés à - 80°C et peuvent être utilisés pour la réaction de peRo 

2.6.2. Réaction en chaîne de l'ADN polymérase (PCR) 

Cette réaction permet d'obtenir, à partir d'un échantillon complexe et peu abondant, 

d'importantes quantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie: il s'agit de 

réaliser une succession de réactions de réplication d'une matrice double brin d'ADN. 

L'amplification se fait de façon spécifique grâce à l'utilisation d'amorces qui vont reconnaître la 

séquence à amplifier. 

Les oligonucléotides utilisés ont été synthétisés par Eurogentec en accord avec les séquences 

présentés dans le Tableau III 
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Tableau III: liste des amorces utilisées pour les peRo 

Oligonucléotide Séquence ARNm taille du Hybridation Nb de 

fragment (oC) cycles 

Ampl 5'-"UTGGACGACITCAGCTCTCC-3' GCr type 1 217 pb 54 oC 26 

Amp2 S'-AGCCGAACCAGAGGTTGTi\Gi\-3 

Type A S 5' -CACAGGGGACAT ACAGTGAG-3' GCl' type 1 308 pb S4 oC 30 

Type A AS 5'Gfu~\'I'AGCTG,~\GCACGCGC-3' Sous type A 

Type B S 5'-GGATl'CTCCCAGAGAITGCC-3' GCl' type 1 300 pb 54 oC 30 ou 35 

Type B AS 5'-GA.AGGTCHGGGAGGTTACC-3' Sous type B 

Type C S 5'-GCCCAGfu\GTGAGAGCAGTT-3' GGT type 1 386 pb 54 oC 30 

Type C AS 5'-TCCAGA,\AGCAGCT1\GAGGG-3' Sous type C 

P2_microglobutine S 5'-ACCCCCACTGAAAA.l\GATGA-3' P2_microglobutine 120pb 54 oC 30 

Pr-rnicroglobuline AS 5'-ATCTTCfuHCCTCCA'l'GATG-3' 

prom 1 5'-GGAGCTGGGCCAGCfuHATGCAGCA3' 5' RA Ct·: 65 oc: 20 

prom2 5'-TCTGGGTCACAC\GCACTGGGGCAC-3' 

S: amorce sens, 

AS : amorce antisens, 

La PCR débute par un cycle de dénaturation de l'ADN par la chaleur (2 min à 96 oC), Suivent 

plusieurs cycles de 3 étapes: 

-/ La dénaturation (30 s à 96°C) qui va séparer les ADN double brin afin qu'ils servent de 

matrice aux cycles suivants, 

-/ L'hybridation des amorces spécifiques en 5' et en 3' de la séquence à amplifier (30 s à 1 min à 

une température dépendant de la séquence à hybrider), 

-/ L'élongation par la Taq polymerase: cette enzyme va synthétiser le brin d'ADN 

complémentaire en partant de l'amorce 3' vers l'extrémité 5', et de l'amorce 5' vers l'extrémité 

3' (30 s à 1 min à 72°C), 

Ainsi, la quantité d'ADN augmente de façon exponentielle à chaque nouveau cycle, 

La PCR peut être réalisée à partir des produits de la transcription inverse ou à partir d'une matrice 

d'ADN clonée dans un plasmide. 
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0,2 à 2 ng de plasmide ou 0,5 à 2 f-tl de produit de transcription inverse sont utilisés pour la 

réaction de PCR. 

On mélange par tube de PCR (volume final: 50 f-tl) : l'ADN à amplifier, le tampon fourni avec la 

polymerase lX (promega), 200 f-tM de chaque dNTP, If-tM d'amorce spécifique 3', 1 f-tM 

d'amorce spécifique 5', 2 à 5 U de Taq polymerase (Promega). Une goutte d'huile minérale est 

ajoutée éviter toute évaporation. Les tubes PCR sont alors soumis aux différents cycles de 

températures en utilisant le GenCycler™ (Biorad). 

AnaIYJe deJproduitJ de peR: 

A la fin de la PCR, les produits amplifiés sont analysés par électrophorèse sur gel d'agarose 1,5% 

plv contenant du bromure d'éthidium fluorescent sous lumière uv. On peut ainsi quantifier les 

produits PCR en mesurant l'intensité de fluorescence. Les gels sont photographiés (caméra 

digitale DC120, Kodak) et analysés avec le logiciel ID software (Kodak). 

RemarqueJ concernant lu PCR Jemi-quantitatil)eJ : 

Pour l'analyse semi-quantitative, les intensités des bandes correspondant à la sequence a 

quantifier sont rapportées à l'intensité de la bande obtenue après PCR sur la P2-microglobuline 

qui sert d'étalon interne. Pour ces PCR particulières, il est nécessaire d'établir avec précision les 

quantités de produit de transcription inverse à amplifier ainsi que le nombre de cycles car la 

réaction de PCR atteint un plateau à partir duquel les modulations ne sont plus quantifiables. 

Dans de bonnes conditions de PCR, l'intensité des bandes est proportionnelle à la quantité 

d'ADN cible présent dans le mélange de produits de transcription inverse. 
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2.7. Amplification rapide des extrémités d'ADNe CRoce 

peRl 

Les réactions de RACE permettent l'amplification de sequences nucléotidiques inconnues au 

niveau des extrémités 5' ou 3' d'un ARNm dont seule une séquence centrale est connue. La PCR 

se fait entre la partie connue et l'une des extrémités, ce qui permet de synthétiser l'ADNc 

correspondant à la totalité de l'ARNm étudié, et de le cloner. Dans notre étude, nous nous 

sommes intéressés à l'extrémité 5' de l'ARN de sous type C de la GGT humaine. Le kit de 

5'RACE utilisé est le smart RACE cDNA amplification kit (Clontech). Le principe de la 

technique est résumé dans la Figure 18. 

La première étape consiste à synthétiser un brin d'ADNc à partir de l'ARN poly A +. La RT du kit 

ajoute un marqueur «smart II A oligo» lorsqu'elle arrive à l'extrémité d'un ARNm. Ce marqueur 

est spécifiquement reconnu par l'amorce «Long up» lors du 1 cr cycle de PCR. Ensuite 

l'amplification se fait en utilisant une amorce dans la partie connue de l'ADNc en 3' et une 

amorce qui va reconnaître l'extrémité en 5'. Les produits de PCR ainsi obtenus sont clonés dans 

un vecteur permettant le séquençage (Topo cloning kit, Invitrogen) et les colonies obtenues après 

transformation par ces vecteurs sont utilisées pour l'extraction de l'ADN plasmidique (mini 

préparation) suivi d'un screening par southern blot. Les plasmides positifs sont alors séquencés 

pour déterminer l'extrémité 5' de l'ADNc étudié. 

Les PCR sont réalisées selon les recommandations du fournisseur du kit: 

Synthèse du premier brin complémentaire (1 ire réaction) : 

L'ARN total extrait de placenta (1 )-lg) est incubé avec 1 )-lI du «5' -CDS» primer et 1 )-lI du 

«SMART II A oligo» dans un volume final de 5 )-lI. Le mélange est alors incubé 2 min à 70 oC 

puis refroidi dans la glace. Sont ensuite ajoutés 2 )-lI du« 5 X first strand buffer », 1 )-lI de DTT (20 

mNI), 1 )-lI du mélange des différents dNTP (lroNI), 1 )-lI de la Power Script Reverse Transcriptase. 

L'ensemble est incubé 90 min à 42 oc. Les produits de transcription inverse sont utilisés dilués au 

1/10 pour les PCR. 
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1""' PŒ: 

2,5 f-ll de la première réaction sont incubés avec 5f-l1 de « UMP» (10 X), 1 f-lM de l'amorce prom 1, 

5 f-ll du « 10 X Advantage 2 PCR » , 1 f-ll du mélange de dNTP (10 roNI), et 1 f-ll de « 50 X 

Advantage 2 polymerase mix. Le mélange est alors soumis à 25 cycles «94 oC, 5 sec; 65 oC, 10 

sec; 72 oC 3 miro> 

2ime peR: 

1 f-ll de la 1ère PCR est utilisé pour la i me PCR qui est réalisée de la même façon avec l'amorce 

prom 2 à la place de l'amorce proml. 

Les séquences des amorces proml et prom2 sont présentées dans le Tableau III. 
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Principe de la 5' RACE 
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2.8. Southern blot 

Cette technique permet d'identifier avec précision une molécule cible d'ADN en l'hybridant avec 

une sonde spécifique marquée. Elle permet également de détecter des produits de PCR qui sont 

en trop faible quantité pour être détectés par electrophorèse sur gel d'agarose. 

2.8.1. Transfert des produits de PCR sur membrane 

On prépare un gel d'agarose sur lequel on fait mit,rrer les échantillons. Le gel est ensuite découpé 

et lavé: 

3 fois 15 min dans une solution de dénaturation (0,5 M NaOI-I, 1,5 M NaCl). 

3 fois 15 min dans une solution de neutralisation (lM Tris/I-ICl pH 8, 1,5 M NaCl). 

Le gel est alors disposé sur un papier Whatman qui trempe dans une cuve contenant du SSc' 

1OX. On place au-dessus une membrane de nylon (Hybond-N membrane, Amersham) puis 4 

épaisseurs de papier Whatman imbibé de SSC 2X, une grande quantité de papier absorbant, le 

tout étant surmonté d'un poids de 500 g. Le transfert s'effectue toute la nuit grâce au flux de 

tampon SSC 10 X, l'ADN se trouve alors adsorbé sur la membrane. La membrane est récupérée, 

lavée dans du tampon SSC 2X et séchée à l'air libre. L'ADN est fixé à la membrane de nylon par 

une exposition de 3 min aux UV. 

2.8.2. Hybridation de la membrane avec une sonde ADNe 

La membrane est tout d'abord préhybridée pendant au moins 2 heures à 56°C dans une solution 

contentant du Denhart's 5X " du 6X SSC, et du 0,5 % SDS (Plv), ce qui permet de saturer la 

membrane et donc de limiter les hybridations aspécifiques de la sonde. 

La sonde est alors ajoutée à la solution de saturation pour l'hybridation. Nous utilisons des 

sondes complémentaires d'une séquence spécifique et marquée à la biotine (Eurogentec). 

La liste des sondes utilisées lors de l'étude est présentée dans le tableau IV. 
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Tableau IV: Liste des sondes utilisées pour les southern blot 

Sondes sequence ADNc reconnu 

Type A blot S'-GGGCAGGGCTTGGTGAATGGTAGCTGTGATTATCATCATG-3' Sous type A 

Type B blot 5'-CGCAGGATGGTGTGCGAGGACCCGAGCTGGTGITCCAGGC-3' Sous type B 

Type C Blot S'-AT AGAGACACCGATTCCTGGAGGTCCAAAGAGCCTCAGGA-3' Sous type C 

Prom 3 5' -GCCAACTGCTCTCACTTCTGGGCTCACCCGACG-3' S'NT sous type C 

L'hybridation s'effectue pendant une nuit à 56 oC 

Après l'hybridation, la membrane est soumise à des lavages pour éliminer la sonde fixée sur des 

sites aspécifiques. Lors de ces lavages, la concentration en sels est progressivement diminuée ce 

qui revient à augmenter la stringence : 

1ère solution de lavage: 2X SSC, 0,1 % SDS (Plv) 2 fois 15 min à température ambiante 

2ème solution de lavage: 0, lX SSC, 0,1 % SDS (p 1 v) 2 fois 15 min à 56 oc. 
Après ces lavages, la membrane est prête pour la révélation. 

2.8.3. Révélation du southern blot 

La révélation se fait en utilisant le kit «Phototope-Star detectioill> (Biolabs). Elle est basée sur la 

forte affinité de la biotine pour la streptavidine. La streptavidine va se lier à la sonde biotinylée 

accrochée à la membrane sur les sites spécifiques. La phosphatase alcaline (PAL) biotinylée 

reconnaîtra alors la streptavidine. Une fois cette enzyme fixée sur les bandes d'ADNe spécifique, 

il suffit d'incuber la membrane avec le substrat de la PAL (phénylphosphate substitué en 1,2 par 

le dioxetane). La PAL enlève un phosphate à ce composé, ce qui aboutit à la formation d'un 

composé intermédiaire modérément stable qui émet spontanément de la lumière à 461 nm. La 

lumière émise est détectée en exposant la membrane à un film sensible aux rayons X pendant 1 à 

10 min. 

La membrane est incubée dans une solution de blocage (5 % SDS (Plv), 17 mM 

NazHPO~/NaH2P04' 125 rnNl NaCl) pendant 5 min. 

Puis 1 f-lgl ml de streptavidine est ajouté à la solution de blocage. La membrane est incubée avec 

la solution contenant la streptavidine (50 f-ll/ cm~ pendant 5 min et elle est lavée à 2 reprises 

pendant 5 min avec la solution de blocage diluée au 1110 pour éliminer la streptavidine en excès. 
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L'incubation avec la PAL s'effectue pendant 5 min dans la solution de blocage contenant 0,5 

J.!g/ml de PAL (50 J.!l 1 cm~. Les derniers lavages (10 mNI Tris HCl pH 9,5,10 mNI NaClI0 mM 

MgCl~ (2 fois 5 min) permettent d'éliminer la PAL en excès et de ramener le pH à 9,5, valeur qui 

correspond au pH optimal de l'activité de la PAL. Le substrat «CDP-Star reagenb> est fournit 

dans le kit avec son tampon 1 X, il est dilué, au 1/200èmc et mis au contact de la membrane 

pendant 5 min avant la révélation par un film XAR-5 (Kodak). 

2.9. Préparation d'extraits nucléaires 

L'extraction se fait selon la méthode décrite par Haglund et aL (1987), qui consiste à lyser les 

membranes plasmiques et nucléaires en milieu hypertonique et à séparer les différents 

constituants par centrifugation. 

Pour éviter la dégradation des protéines, toutes les étapes de l'extraction doivent être réalisées à 

4°C ou sur glace et un mélange d'inhibiteurs de protéases est ajouté aux réactifs (Complete™, 

Boehringer Mannheim). Une boîte de Pétri est ensemencée avec la lignée cellulaire à étudier la 

veille du traitement de façon à arriver à 80% de confluence le jour de la stimulation. 16 heures 

avant le traitement, le milieu complet est remplacé par du milieu sans sérum de veau fœtal. 

Les cellules sont traitées pendant 2 heures avant l'extraction des facteurs nucléaires, puis lavées au 

PBS lX, avant d'être grattées et resupendues dans 2 ml de PBS lX. Après centrifugation 2 min à 

4000 g, les cellules sont resuspendues dans 500 J.!l de tampon A (0,5 M Hepes pH 7,9, 10 mM 

MgClz, 0,25 M EDTA, 40 J.!l/ml inhibiteurs de protéases). De nouveau centrifugées 2 min à 4000 

g, elles sont ensuite resuspendues dans 300 J.!l de tampon B (0,5 l'vI Hepes pH 7,9, 10 mM KCI, 1 

mM MgClz, 1 mM EDTA, 10 J.!l Nonidet p-40, 40 J.!l/ml Inhibiteur de protéases) (cc qui permet 

la dégradation de la membrane cytoplasmique) et incubées 30 min dans la glace. Après 

centrifugation 5 min à 6000 g, les protéines cytoplasmiques sont éliminées, et l'incubation des 

noyaux dans 150 J.!l de tampon d'extraction: 20 mNI Hepes. 1 mM MgClz, 1 mM, EDTA, 400 

mM NaCl, Glycérol 20% (v Iv), 40 J.!l/ ml inhibiteurs de protéases durant 30 min sur table agitante 

à 4°C provoque la dégradation de la membrane nucléaire. La centrifugation à 14000g durant 30 

min à 4°C permet la séparation du surnageant qui contient les extraits nucléaires. Les extraits 

nucléaires sont conservés à -80°e. 
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2.10. Expériences de retardement sur gel 

2.10.1. Sondes util isées et marquages 

Les oligonucléotides utilisés pour l'étude du promoteur B sont synthétisés par Eurogentec en 

accord avec les séquences présentées dans le tableau suivant: 

Tableau V: sondes utilisées pour les expériences de retardement sur gel 

Nom des Séquence 

oligonucléotides 

APl collagénase S CGC1TGATGACTCAGCCCGGAA 

AS TTCCGGGCTGAGTCATCAAGCG 

API-1 GGT S TGGCGGCCTG AGTATGGCCC 

AS TGGGGGCCATACTCAGGCCG 

AREGGT S CGCCAGCAAGTGACAGGCTGGGACCAA 

AS TTGGTCCCAGCCTGTCACITGCTGGCG 

APl-II GGT S lTGGGGCTCTGAGAGGACCAC 

AS rI'GGGGTCC1'Cl'CTCAGAGCC 

S : sens 

AS : antisens 

1,5 fl-g des oligonucléotides sens et antisens sont hybridés dans du tampon (335 mM Tris pI-I 7,5, 

65 mM MgCl2, 33 mM DTT, 6,5 rnNI EDTA) selon les étapes suivantes: 

10 min de dénaturation à 90 oC, 10 min à 65 oC, 10 min à 37 oC et 10 min à 20 oc. 

Les sondes double-brins sont alors marquées au 32p par transfert du y2 P-ATP (ICN, f2pJ-ATP 

activité spécifique :7000 Ci/mmoIJ sur l'extrémité 5' OH de l'oligonucléotide par la T4 

Polynucléotide Kinase (Roche). 

200 ng de l'oligonucléotide double-brins sont mélangés à 2 fl-l de tampon kinase 10X, 1 fl-l de T4 

Polynucléotide Kinase, 2 fl-l de y2 P-ATP dans un volume final de 20 fl-l. Ce mélange est incubé 

90 



Matériel et méthodes 

30 min à 37 oC puis 10 min à 75 oc. L'ADN marqué est purifié sur colonne de silice par le kit 

« Qiaquick Removal Nucleotide Kit» (QIAGEN) selon les recommandations du fabriquant. 

Préparation du gel de polyacrilamide 5% (25 ml): 

Acrylamide/bisacrylamide (29 :1) 30 %: 8 ml 

TB E 10 X : 2,5 ml 

Persulfate d'ammonium 10% :0,5 ml 

TE!vlED 50 ).LI 

2.10.2. Retard de migration sur gel 

Les extraits nucléaires sont incubés en présence des sondes radiomarquées ; les complexes formés 

par la liaison des protéines à l'ADN sont séparés par electrophorèse en gel d'acrylamide en 

fonction de leur masse moléculaire. 

5 ).Lg de protéines nucléaires sont incubées avec 2,5 ).LI de poly[d(I-C)] à 2 ).Lg/).LI (Amersham 

Pharmacia) et 1 ).LI de la sonde spécifique marquée dans le tampon d'incubation (50 ffil\!1 Tris pH 

8,5,250 mM NaCl, 2,5 mM EDTA, 20%glycérol, 2,5 ffil\!1 DTT) pour un volume final de 20 ).LI. 

L'ajout de poly[d(I-C)] permet d'éviter la formation de complexes non spécifiques. 

L'incubation se fait pendant 15 min à température ambiante. Puis, le mélange est déposé sur le gel 

de polyacrylamide pour la migration dans du TBE' 0,5 X pendant 2 h à 200 V. Le gel est alors 

fixé dans un mélange acide acétique 10 %, méthanol 20 % et séché à chaud par aspiration sous 

vide. La révélation se fait par autoradiographie. 

Les expériences de compétitions spécifiques se font en ajoutant au mélange d'incubation de la 

sonde double brin non marquée en excès. 

Les expériences de « Supershift » sont réalisées en préincubant les extraits nucléaires avec 2 ).Lg de 

l'anticorps p-c-Jun (sc-822) (Santa Cruz Biotechnology) pendant 30 min dans la glace avant 

d'ajouter la sonde. 
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3. Mesures biologiques 

3.1. Dosage des protéines 

Le contenu en protéines dans les échantillons est déterminé par la méthode « BIOR/\D protein 

assay » (Biorad) en utilisant de BS/\ (albumine bovine serique) (Sigma). Il s'agit d'une mesure 

colorimétrique à 595 nm basée sur le changement de couleur du bleu de Coomassie lorsqu'il se lie 

aux acides aminés aromatiques et basiques (notamment l'arginine). 

3.2. Dosage de l'activité GGT 

Le L-y-glutamyl 3-carboxy 4-nitranilide 6 mM (substrat donneur) est métabolisé par la GGT qui 

effectue un transfert du résidu y-glutamyle de ce substrat vers le dipeptide GlyGly (substrat 

accepteur) contenu dans le tampon de réaction (Tris HeI, pH 8,25) à la concentration de 150 

ffiNL L'apparition du 5-amino 2-nitrobenzoate (produit de la réaction) est suivie en point final ou 

en cinétique par la lecture de l'absorbance à 405 nm. Les résultats de cette mesure sont rapportés 

à la quantité de protéines totales (mg) contenues dans chaque échantillon et l'activité spécifique 

est exprimée en mU/mg de protéines. 

/\405 X dilution X 1212 

Activité GGT mU/mg = 

Temps d'incubation (min) X concentration en protéines 

3.3. Dosage dy glutathion rédyit intracellulaire 

Les cellules sont cultivées et traitées en plaque de 6 puits dans le milieu de culture adéquat 

pendant 24 ou 48 heures. Les plaques sont alors lavées par du PBS stérile et froid. Le contenu 

d'un puits est récupéré dans 300 ).lI de PBS et les protéines cellulaires sont précipitées par de 
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l'acide perchlorique 10 % (P/v) froid dilué au 1/3 extemporanément. L'échantillon est centrifugé 

à 4°C, 14000 g pendant 10 min. Le culot protéique est conservé à - 20 oC ; il est utilisé pour le 

dosage des protéines, tandis que le surnageant contenant le GSH intracellulaire est conservé à -

80 oC jusqu'à l'analyse. 

L'analyse du glutathion réduit s'opère par chromatographie liquide haute performance (CU-IP) 

couplée à un dispositif de réaction post-colonne et à une détection spectrofluorimétrique. Le 

processus chromatographique mis en œuvre est de type partage à polarité de phases inversée 

associé à un appariement d'ions entre le groupe amine ionisé du glutathion et un contre-ion 

anionique hydrophobe, le n-décylsulfate. L'élution se fait en régime isocratique (Leroy et al, 1993). 

Le système CLHP est composé d'une pré-colonne dimensions 4x4 mm d.i. (LiChrospher 100 RP 

18 end capped, 5 /lm; Merck Darmstadt), et d'une colonne analytique 125x4 mm d.i . (Nucleosil 

100 C18 ou Spherisorb ODS, 5 f.!m, Macherey Nagel). 

La phase mobile est un mélange acétonitrile - tampon phosphate 10 mM pH = 2,5 additionné de 

n-décylsulfate de sodium 0,5 ffiNI, dans les proportions 6:94 (v/v), elle contient également 0,1 

mM d'EDTA. L'élution est réalisée à un débit de 1,2 ml/min et à une température de colonne de 

40°C. L'équilibre du système chromatographique est obtenu en 2 heures et se traduit par un 

temps de rétention reproductible du glutathion (entre 4 et 6 min). La réaction chimique de 

dérivation est réalisée en mode post-colonne. Elle fait intervenir deux groupes chimiques du 

glutathion (amine primaire et sulfhydryle) pour la condensation avec le réactif ortho-phtalaldéhyde 

(OPA, Fluka) à 0,8 mg/l dans un tampon borate 350 ffiNI pH 10,5. Le composé qui en résulte est 

mesuré par un détecteur spectrofluorimétrique (modèle JASCO FP-920) (Acx = 340 nm, À,," = 

440 nm). 

Une gamme d'étalonnage de 0,05 à 1,0 f.!g/ml de GSH est injectée dans le système, et l'aire des 

pics obtenus est calculée. Les résultats sont exploités à l'aide d'un dispositif d'acquisition et de 

traitement des données (système Borwin). 

3.4. Dosage du GSH et de la CysGly extracellulaire 

Les cellules sont cultivées en boîtes de Pétri dans le milieu approprié pendant 24 heures. Les 

traitements sont effectués dans du PBS stérile car le milieu de culture ne peut pas être injecté 
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dans le système CLHP. 200 f.ll du milieu de culture sont prélevés de la boite de Pétri à différents 

temps et sont mélangés à un volume égal d'une solution d'acide perchlorique à 10% (plv), dilué 

extemporanément au tiers. S'il apparaît un précipité, l'échantillon est centrifugé à 14000 g à 4°C 

durant 5 min. Les cellules sont récupérées dans du PBS pour le dosage des protéines. Le dosage 

des différents thiols à l'état réduit dans le milieu de culture s'effectue ensuite par CLHP de 

partage à polarité de phases inversées couplée à une détection spectrofluorométrique, selon le 

protocole établi par Salazar et al (1999). Cette technique permet d'identifier et de doser (par 

étalonnage interne) la cystéine, la cystéinylglycine, la y-glutamylcystéine et le glutathion réduit 

dans les extraits de cultures cellulaires. La réaction de dérivation pré-colonne met en jeu le 7-

fluoro-2,1,3-benzodiazole-4-sulfonamide (ABD-FI] (Sigma), un réactif spécifique des groupes 

thiol permettant l'obtention de dérivés fluorescents. 

Le système CU-IP est le même que celui utilisé pour le dosage du GSH intracellulaire. Les cellules 

sont diluées au 1/1 oème dans 9 01 00 N aCl et 4 mM EDT A. A 100 f.ll de la suspension cellulaire 

sont ajoutés 50 f.ll de la solution d'étalon interne (acide thioglycolique ('l'GA) à 300 f.ll'v1), 20 f.ll de 

0,50 M NaOH, 250 f.ll de tampon borate 0,2 M pI-I 9,0, 50 f.ll de solution de tri-n-butylphosphine 

(TBP) 5 % (v Iv), 50 f.ll de solution d'ABD-F à 2,3 rnJ\;L Le mélange est placé au bain-marie à 

50°C pendant 20 min. Avant l'injection, les échantillons sont refroidis dans la glace et 50 f.ll d'HCl 

1 M sont ajoutés de façon à amener le pH à 1. Une gamme d'étalonnage de 1 à 50 f.lM de CysGly, 

et de 50 à 200 f.lM de GSH est injectée dans le système et les aires des pics sont calculées. Les 

résultats sont exprimés en f.lmol de GSH ou de CysGly Img de protéines en fonction du temps 

d'incubation. 

3.5. Dosage de l'activité y 91utamylcystéine synthétase 

Les cellules sont cultivées dans des boîtes de Pétri pendant 24 heures et traitées par les dérivés du 

platine pendant 24 ou 48 heures. Elles sont collectées dans du PBS froid stérile (volume proche 

de 1,5 ml) et congelées à - 80°e. Après décongélation dans la glace fondante, on ajoute 10 f.ll 

d'une solution d'acivicine (inhibiteur de la GGT) à 0,5 rnJ\;1 (Sigma). Le mélange est centrifugé 

14000 g pendant 10 min à +4°C, le surnageant est utilisé pour le dosage des protéines et la 

mesure de l'activité ')'GCS. 
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Le milieu réactionnel (volume final 610 /-lI) utilisé pour la mesure de l'activité de la yGCS est le 

suivant: 

- 60 /-lI de tampon 1 M Tris-HCl pH 8,25 

- 60 /-lI de solution 200 mlvi MgCl2 /500 mM KCl 

- 200 /-lI de solution 45 mlvi d'acide L-glutamique 

- 60 /-lI de solution 30 mlvi cystéine /60 mlvi D1T 

- 60 /-lI de solution 60 mlvi ATP 

- 10 /-lI de solution 0,5 mM acivicine 

- 160 /-lI d'échantillon. 

La réaction est initiée par l'addition de l'échantillon et le mélange est incubé à 37°C pendant une 

durée de 5, 10 et 15 min, (durée modifiable en fonction de l'activité). La réaction est arrêtée par 

dilution (1/5ème ou 1/10èm
') d'une partie du milieu réactionnel dans 100 mlvi HCl, 2 mlvi EDTA. 

Le dosage de la y-GluCys, produit de la réaction enzymatique catalysée par la y-GCS est réalisé 

par CLEP dans un système analogue à celui utilisé pour le GSH (section 3.3). Les résultats sont 

exprimés en nmol y-GluCys formées/mg de protéines/min. 

3.6. Dosage de la production d'espèce réactives de 

l'oxygène 

La production d'ERO a été mesurée en utilisant une sonde fluorescente: la dihydrorhodamine 

123 (DHR-l23) 

La DI-IR-l23 est une molécule non fluorescente qui s'oxyde en un dérivé fluorescent, la 

rhodamine 123 (Rh-123) après réaction avec les différentes ERO: "OH, O2"- et H20 2 (Royall and 

Ischiropoulos, 1993) (Figure. 19). L'accumulation de la sonde oxydée est proportionnelle à la 

production d'ERO. 
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Figure 19 : Oxydation de la DHR-123 en Rh-123 

La solution stock de DI-IR-l23 est preparee dans du diméthylformamide (DMF) à une 

concentration de 10 ffiNL La solution stock de Rh-l23 est préparée dans du méthanol à une 

concentration de 10 mM et est utilisée pour la réalisation de la courbe d'étalonnage. 

Les cellules sont ensemencées en plaques de 6 puits 24 heures avant l'expérimentation. Les 

incubations se font dans du PBS car le milieu de culture interfère avec la lecture en fluorescence. 

Les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS stérile et incubées 1 heure dans du PBS (2 ml par 

puits) à 37 oC contenant 1 ffiNI de GSH, 25 !-lM de DI-IR-l23, 150 !-lM Fe3
+ et 165 !-lM EDTA. 

Des aliquots de 200 !-lI de milieu sont prélevés à différents temps et la fluorescence est mesurée à 

l'aide d'un lecteur de microplaque (cytofluor 2350, Millipore) à des longueurs d'onde d'émission 

et d'excitation de 485 nm et 530 nm respectivement. L'évolution du mélange 1 ffiNI de GSH, 25 

!-lM de DI-IR-l23, 150 !-lM Fe3
+ et 165 !-lM EDTA (sans cellules) est également suivie et sert de 

contrôle Qes valeurs de fluorescence obtenues sont soustraites à chaque temps). La concentration 

des ERO dans les milieux réactionnels est exprimée en !-lM de Rh-l23 formée par l'oxydation de 

la DHR-123 et quantifiée par rapport à la gamme d'étalonnage. 
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3,7, Mesure de la formation des adduits Thiols-

Cisplatine 

3,7.1. Mesure de la cinétique de formation des adduits GSH­

CDDP et CysGly-CDDP in vitro 

L'analyse des adduits thiols-CDDP est réalisée par CLI-IP. Nous avons développé une technique 

à partir du protocole décrit par Bernareggi et al (1995). Le système utilisé est composé d'une 

pompe isocratique, d'un injecteur avec une boucle de 20 ).lI (Rheodyne 7125), et d'une colonne 

LiChrospher RP 18 end capped (5 ).lm) 250 X 4 mm (Merck Oarmstad). La phase mobile est un 

tampon phosphate de triéthylamine 0,35 mM pT-I 2,5 ; elle est utilisée à un débit de 0,8 ml/min. 

Le CDOP, le GSH, la CysGly et les adduits GSII-CDOP et CysGly-CDDP sont détectés à 215 

nm, leurs temps de rétention sont respectivement de 2,7 ; 5,5 ; 2,8 ;3 et 3,3 min. 

Les solutions stocks de CDDP et de chaque duol sont préparées à une concentration de 3,3 rruvI 

dans du tampon phosphate 10 mM pH 7,4 contenant 150 mNI NaCl. Dans un tube à 37°C, le 

CDDP et l'un des thiols sont mélangés dans un rapport 1/10 (GSH ou CysGly 9 rruvI, CDOP: 

0,9 mNI). Des aliquots du mélange (100 ).lI) sont prélevés à différents intervalles de temps entre ° 
et 25 min et injectés directement dans le système de CLHP. 

L'absorbance spécifique des adduits étant inconnue, le taux de formation des adduits (mM/min) 

est calculé en considérant que l'absorbance de l'adduit est principalement due à celle du thiol qui 

le compose. 

3.7.2. Détection des adduits CDDP-CysGly dans le milieu 

extracellulaire 

Pour détecter spécifiquement l'adduit CysGly-CDDP dans un milieu extracellulaire complexe, il a 

fallu développer un autre système CLI-IP permettant une bonne séparation de cet adduit par 

rapport aux temps de rétention des autres composés présents dans le milieu: la GlyGly, le 

CDDP, le GSH, et les adduits GSH-CDDP. Le système est composé d'une colonne Aquasil C18 
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(3 )-lm) 150 X 3 mm ID (Thermo Hypersil). La phase mobile est un tampon phosphate 10 nuvI 

pH 2,7 contenant 5 ffiNI d'acide pentanesulfonic (contre-ion) à un débit de 0,5 ml/min. Les 

composés sont détectés à 215 nm. L'addition du contre-ion permet une bonne séparation des 

adduits GSI-I-CDDP et CysGly-CDDP. Dans ces conditions, les temps de rétention sont: 2,0 ; 

3,3 ; 5,8 ; 6,0 ; et 7,8 min pour le CDDP, l'adduit GSH-CDDP, le GSI-I, la CysGly et l'adduit 

CysGly-CDDP. 

Les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri 24 heures avant les dosages dans le milieu 

adéquat. Les incubations avec le CDDP et le GSH se font dans du PBS car le milieu de culture ne 

peut pas être injecté dans le système CLHP. Les cellules HeLa et I-IeLa-GGT sont mises en 

présence de GSI-I 1 mM, GlyGly 5 ffiNI et CDDP 100 )-lM à 37 oc. Le milieu extracellulaire est 

prélevé à différents temps et utilisé pour mettre en évidence la formation d'adduits CysGly­

CDDP dans le milieu extracellulaire. 

3.7.3. Mesure de la cinétique de formation des adduits 

CysGly-CDDP en présence de GGT purifiée 

Pour étudier l'influence de la GGT sur la formation des adduits CysGly-CDDP, nous avons 

incubé 1 ffiNI de GSI-I et 0,5 nuvI de CDDP en présence d'une source de GGT purifiée à partir 

des cellules HeLa-GGT (130 mU) dans un tampon phosphate 10 ffiNI pH 7,4 contenant 150 ffiNI 

de NaCl. 100 )-lI du mélange sont prélevés aux temps 0; 7,5 ; 15 ; 20 ; 60 ; 90 et 120 min (les 

essais sont réalisés en triple). Les échantillons sont acidifiés par l'ajout de 1 )-lI d'acide 

phosphorique à 10 % et injectés dans le système CLHP utilisant la phase stationnaire Aquasil 

(fhermo Hypersil C18, 3)-lm; 150X3 mm, la phase mobile tampon phosphate 0,1 M, pentane 

sulfonate de sodium 5 ffiNL Les composés sont détectés à 215 nm. Le calcul des concentrations 

est réalisé à partir d'une gamme d'étalonnage pour le GSI-I, le CDDP et la CysGly. 

3.8. Dosage des activités luciférase 

L'émission de photons résultant de l'activité luciférase est mesurée à l'aide d'un luminomètre 

Lumac-3M en intégrant le pic de lumière durant 10 s à 25°C. 10 )-lI de surnageant cellulaire sont 
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ajoutés au tampon suivant: 20 ttlv'I Tricine, 1,07 ttlv'I [(MgC03)4Mg(OH)~, 2,67 ttlv'I MgSO~, 

0,01 ttlv'I EDTA, 33,3 ttlv'I DTT, 0,27 ttlv'I Coenzyme A, 0,47 ttlv'I luciférine, 0,53 ttlv'I ATP. 

Les résultats sont exprimés en unité de lumière standardisée de la manière suivante: 

Activité luciférase (Unité de lumière arbitraire/ f.!l de surnageant cellulaire) 

Concentration en protéines du surnageant cellulaire (mg) 

Analyses statistiques des résultats expérimentaux: 

Lorsque le nombre de données le permet, une analyse statistique des résultats est effecuée. La 

comparaison de la moyenne de chaque dosage avec la moyenne du contrôle se fait selon le test t 

de Student en situation bilatérale avec un risque de 1 ère espèce consenti de 10%. 

Les symboles utilisés dans cette étude sont les suivants: 

* 

** 

significatif à p < 0,01 

significatif à p < 0,005 

Annexes techniques 

PBS tampon phosphate de Dubelcco : 1 X 

KCl 0,2 g/l 

KI-I2P04 0,2 g/l 

NaCl 8 g/l 

NaH2pO~ 1,lSg/l 

DH5a: Souche d'E.Coli compétentes de genotype F<j>80t'tuZi1M1Si1( t'tuZYA-argF)U169 deoR 

n'cAl endAl hJdR17(rk-,1I\o+)phoAJupE44thi-lgyrA96 re/Al À. 

LB : milieu de Luria Bertani 

Bactotryptone 1 ° g 
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Extrait de levure 5 g 

NaCl 5g 

Ajuster à pH 7, avec NaOH 

I-I20 qsp 1 litre 

Pour le mileu gélosé, ajouter 15 g d'agar par litre. 

SSC 20X 

NaCl 3M 

Citrate de sodium 0,3 M 

Denhardt's 100X 

Fico1l400 2 % (plv) 

Polyvinylpirrolidone 2 % (plv) 

BSA 2 % (plv) 

Gels d'agarose : 

Matériel et méthodes 

1 à 1,5 g d'agarose sont ajoutés pour 100 ml de tampon TAE lX. La solution est portée à 

ebullition jusqu'à dissolution complète de l'agarose. Le gel est pris en masse en refroidissant. 

TAE 50 X (pour 1 litre) 

TBE 10X (pour 1 litre) 

Tris base 

Acide acétique glacial 

EDTA 0,5 M pH 8,0 

Tris base 

Acide Borique 

EDTA 0,5 M pH 8 

100 

242g 

57,1 ml 

100 ml 

108 g 

55 g 

40 ml 



Résultats et discussion 

RESUEŒ'ATS 1 ère P~R-:r.IE 
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1. Partie l Régulation de l'expression de la GGT humaine 

L'organisation des genes et le profil d'expression des différents ARNm de la GG'l' 

humaine sont particulièrement complexes par rapport à ceux d'autres espèces (rat, souris), ce qui 

a empêché l'élucidation des mécanismes de sa régulation. Dans la première partie de notre travail, 

nous nous sommes intéressés à l'étude des modulations de l'expression de la GG'l' par différents 

composés connus pour activer certaines voies de régulation, et notamment: 

Le 'l'PA, inducteur de différenciation cellulaire et activateur des facteurs de 

transcription APl et NFkB. 

Le 'l'NFa, cytokine multifonctionnelle activant, entre autres, le facteur NFkB. 

Le butyrate de sodium (NaBu) , agent ayant des effets pléïotropiques qui module 

l'expression des gènes en inhibant l'histone désacétylase modifiant ainsi la 

conformation de l'ADN. 

Pour répondre au 1er objectif nous avons étudié dans différentes lignées cellulaires, l'effet de ces 

agents sur le niveau d'expression de l'ARNm l total de la GG'l' (ARNm IT) et sur le niveau 

d'expression de chaque sous type d'ARNm l (A, B et C). Afin d'expliquer les variations 

observées, nous avons étendu notre étude aux régions promotrices contrôlant l'expression des 

ARNm lB et ARNm le-

1.1. Etude de la modulation de l'expression de la GGT 

dans 4 lignées cellulaires 

P our déterminer quels stimuli entraînent une modulation de l'expression de la GG'l', nous 

avons traité 4 lignées cellulaires humaines, chacune reflétant un type cellulaire différent: les 

cellules U937 (lignée hématopoïétique), les cellules HeLa (issues d'un carcinome de l'endomètre), 

les cellules HepG2 (lignée cellulaire issue d'hépatome), et les cellules LNCap (cellules issues de 

tumeur prostatique). Ces différentes lignées ont été traitées par du 'l'NFa (200 U/ml), du 'l'PA (2 
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f-il'vI) ou du NaBu (2,5 ml'vI) pendant 24 heures pour l'étude de l'expression des différents types de 

messagers, et pendant 48 heures pour les mesures de l'activité GGT. La démarche expérimentale 

est résumée dans la Figure 20. 

Ensemencement des cellules 24 h Traitements par TNFa (200 U/ml), 

U937, HeLa, HepG2 et LNCap > N aBu (2,5 mNI) ou TP A (2 flM) 

24 h ~ 
1 Transcription inverse 1< 

1 

Extraction de l 'ARN total 
1 

48 h 

\V 
peR semi-quantitative 

Mesure des activités GGT 48 h ..... 
GGT type l total 

1 

..... 

après les traitements 
GGT sous types A, B et C (PCR suivies 

" de southern blot) Corrélation des résultats 

Figure 20: Démarche expérimentale pour l'étude de la régulation de la GGT 
humaine. 

1.1.1. Modulation de l'activité GGT : 

Les résultats de mesures de l'activité GGT sont récapitulés dans le Tableau VI. La 

première observation à retirer de ce Tableau est que l'activité GGT varie en fonction du type 

cellulaire (Tableau VI, colonne contrôle). L'activité la plus faible (16 ± 0,8 mU/mg de protéines) 

est retrouvée dans les cellules HeLa et l'activité la plus élevée (144 ± 11,3 mU/mg de protéines), 

dans les cellules HepG2. Les cellules LNCap et U937 montrent des activités intermédiaires de 30 

± 3,5 et 61 ± 6,1 mU/mg de protéines respectivement. 

La seconde observation est que pour chacun des 3 traitements, l'effet sur l'activité GGT est 

spécifique du type cellulaire. Le traitement par le TNFa ne modifie pas l'activité de cette enzyme 

dans les lignées HeLa et U937, mais il l'induit dans les cellules HepG2 et il l'inhibe dans les 

cellules LNCap. Le traitement par le TPA induit l'activité GGT dans les cellules HepG2 et U937 
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alors qu'il entraîne une diminution de cette activité dans les cellules LNCap. Le traitement par le 

NaBu n'a pas d'effet sur l'activité GGT dans les cellules HeLa et U937, en revanche, nous avons 

observé une diminution de la GGT dans les cellules HepG2 et LNCap. 

Tableau VI : Effets du TNFa, TPA et NaBu sur l'activité GGT 

Activité GGT (mU/mgprotéines) 

Lignée cellulaire Contrôle 'INra U/ml 'l'PA 2).lM NaBu2,5 mM 

HepG2 144±11,3 173 ± 8,5 * 173 ± 3,2 * 66 ± 5,7 ** 

LNCap 30 ± 3,5 9 ± 0,5 ** 19±0,7* 23 ± 2,8 * 

HeLa 16 ± 0,8 17,8 ± 1,5 17 ± 1,0 19 ± 1,8 

U937 61 ± 6,1 63±11,3 102 ± 10,5 ** 66 ± 3,1 

Les valeurs représentent la moyenne ± l'écart type de 3 expériences indépendantes; * p<O,01 ; **p<O,005 par 
rapport aux cellules non traitées (contrôle). 

Ces premiers résultats confirment déjà la complexité et la spécificité de la 

régulation du niveau d'expression de la GGT humaine. 

1.1.2. Modulation du taux d'ARNm total de la GGT: 

Afin de déterminer si les variations de l'activité GGT proviennent d'une modulation de 

la synthèse de l'enzyme, nous avons mesuré le taux d'ARNm IT de la GGT, 24 heures après les 

différents traitements. 

Pour ce faire, nous avons employé une technique de RT-PCR utilisant les amorces Amp 1 et 

Amp2 (Courtay et al, 1994), qui amplifie un segment dans la partie codante des ARNm l de la 

GGT. Ainsi, le signal obtenu reflète la quantité de séquences potentiellement traductibles en une 

enzyme active. Le taux d'expression de l'ARNm de la ~2-microglobuline a été utilisé comme 

standard interne: la quantification du signal obtenu pour cet ARNm montre que l'expression de 

ce gène ne varie pas significativement suite aux traitements utilisés dans toutes les lignées 

étudiées. Ainsi, après quantification de la bande correspondant à l'ARNm IT' le résultat est 
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rapporté au signal de la P2-microglobuline, et il est exprimé en taux relatif d'ARNm total de la 

GGT. Les résultats sont présentés dans la Figure 21. 

GGT 

0,8 l GGT 
CN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 

0,8 
CN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 

0,7 . 
~ 2~! 

0,6 

0,5 

0,4 

"0 0,3 

~ 0,4 

:< 0,3 
Cl * 

"-< D E 0,2 0 0 .'- * 
j o,~ __ ~."" ~. ~ 

:p 0,2 ** 
'" a:J .... 0,1 
~ 

~ ° 
Contrôle TPA NaBu TNFa 

Contrôle TNFa TPA NaDu 

HepG2 LNCap 

0,6 l GGT 
eN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 

0,6 
E--< 

GGT -.." ..... _-- ._-~ 

1 eN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
0,5 . ~~ ~J'> -:Vf.'_ F."", ~-t ~~11 ,r~"" --_ ......... . C) 

C) 
0,5 --.. _--------

0,4 

0,3 

.-"l 
<l) 

Cl 

"El 0,4 
B * E 0,3 
~ 
-< 
Cl 0,2 
c... .p 

'" ~ 0,1 
~ 

iil 
E--< 

° Contrôle TNFa TPA NaBu Contrôle TNFa TPA NaDu 

HeLa U937 

Figure 21 : Modulation du taux d'ARNm total de la GGT. 4 J.I9 d'ARN total extrait des 
cellules HepG2, LNCap, HeLa et U937 ont été soumis à une transcription inverse suivie des PCR spécifiques 
(matériel et méthode section 2.6.2). Les produits de PCR pour la ~2-microglobuline et pour l'ARNm total de la 
GGT ont été quantifiés après migration sur gel d'agarose. Le taux relatif d'ARNm total de la GGT est 
obtenu par le ratio «signal GGT/signal ~2-microglobuline ». Les données présentées correspondent à la 
moyenne ± l'écart type pour 3 expériences. En insert: photographies des gels d'agarose utilisés pour la 
quantification des signaux: CN: contrôle négatif (PCR effectuée avec les 2 couples d'amorce, mais sans 
produit de transcription inverse); lignes 1 à 3: cellules contrôles (cellules non traitées); lignes 4 à 6 : 
cellules traitées au TNFa 200 Ulml; lignes 7 à 9: cellules traitées au TPA 2 pM; lignes 10 à 12 : cellules 
traitées au NaBu 2,5 mM; * p<O,01; **p<0,005 par rapport aux cellules non traitées (contrôle). 
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~ Dans la lignée I-IepG2, seul le traitement au NaBu module significativement le taux d'ARNm 

TT total en le diminuant d'environ 50 %. C'est d'ailleurs ce même traitement qui a le plus 

d'effet sur l'activité GGT puisqu'il la diminue d'environ 50 % également. 

~ Pour les cellules LNCap, tous les traitements ont pour conséquence une diminution du taux 

d'ARNm IT de la GGT avec dans l'ordre d'efficacité croissante le NaBu (26 %) le 'l'PA (58 

%) et le TNFa (80 %). Là encore, le taux d'ARNm Il' est corrélé à l'activité GGT mesurée 

dans ces cellules (Tableau VI). 

~ En ce qui concerne la lignée cellulaire HeLa, aucun des traitements utilisés ne module de 

façon significative le taux de messagers de type l de la GGT. C'est d'ailleurs la seule lignée 

pour laquelle aucune modulation de l'activité GGT n'a été détectée. 

~ Enfin, seul le TPA augmente le taux d'ARNm IT de la GGT dans les cellules U937, 

augmentation également corrélée à l'induction de l'activité par ce même traitement. 

En conclusion, la modulation du taux d'ARNm 1.[' de la GGT vane en fonction du 

traitement de façon spécifique du type cellulaire. La seule donnée commune à toutes les 

lignées étudiées est que les modulations de l'activité GGT sont toujours corrélées aux 

modulations du taux d'ARNm l'J'. Ceci suggère que l'expression de cette enzyme est 

régulée au niveau de ses ARNm, soit par modification de leur 1f2 vie, soit par régulation 

au niveau transcriptionnel. 
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1.1. 3. Modulation du taux des 3 sous types de messagers: 

Comme nous l'avons déjà mentionné, il existe au moins 3 sous types d'ARNm l de la 

GGT ne différant que par leur région 5' NT. Des études précédentes (Tsutsumi et al, 1996, El 

Yaagoubi et al, 1995) ont montré que plusieurs de ces ARNm sont retrouvés dans un tissu ou 

dans un type cellulaire donné. On peut donc supposer que la quantité de l'ARNm IT mesurée 

représente la somme des sous types présents dans un type cellulaire précis. Ainsi, après un 

traitement, les modulations des différents sous types dans la lignée considérée contribuent aux 

variations du taux de l'ARNm IT observées. 

Il nous a donc paru important d'étudier indépendamment la modulation de chacun des 3 sous 

types qui constituent l'ARNm Ir Etant donné que ces 3 sous types diffèrent par leur extrémité 5' 

NT, il est possible de les quantifier indépendamment en utilisant des amorces spécifiques choisies 

dans ces régions. La technique que nous avons utilisée à été adaptée d'après Tsutsumi et al (1996). 

Elle utilise un couple d'amorces spécifiques de chaque sous type. Pour augmenter encore la 

spécificité de la technique, et surtout sa sensibilité, les produits de RT-PCR sont soumis à un 

Southern blot utilisant une sonde particulière pour chaque sous type (cf matériel et méthodes 

section 2.8). La Figure 22 représente les résultats obtenus pour chacune de ces RT-PCR. 

Les bandes correspondant aux tailles théoriques sont celles à 300 pb pour le sous type A, 308 pb 

pour le sous type B, et 386 pb pour le sous type C. Cependant, comme on peut le voir sur les 

photos des Southern blots en Figure 22, des bandes supplémentaires apparaissent. Ces bandes 

contiennent des séquences additionnelles de 220 à 250 pb dont l'origine et la fonction sont 

encore inconnues. Dans le cas du sous type 11\ et 10 il pourrait s'agir de l'intron séparant les exons 

III et Ilc qui ne serait pas épissé (Visvikis et al, 2001). Ces bandes n'ont pas été quantifiées. 
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Figure 22 : Modulation du taux de chaque sous types. 4 J.I9 d'ARN total extrait des cellules 
HepG2 (H), LNCap (L), HeLa (He) et U937 (U) ont été soumis à une transcription inverse suivie des PCR 
spécifiques et des southern blot utilisant les sondes spécifiques pour le sous type A : photos A (H), A (L), A 
(He) et A (U) ; pour le sous type B : photos B (H), B (L), B (He), et B (U) ; et pour le sous type C : photos C 
(H), C (L) , C (He), et C (U). Ligne 1 : cellules non traitées; ligne 2 : TNFa 200 Ulml ; ligne 3 : TPA 2 pM ; 
ligne 4: NaBu 2,5 mM. 

Pour plus de clarté, les résultats des quantifications des bandes d'intérêt normalisés par les 

signaux de la ~2-microglobuline sont récapitulés dans le Tableau VII. Les modulations sont 

représentées entre parenthèse par des flèches ascendantes, descendantes ou par un signe (=) et 

sont définies par rapport à la valeur obtenue sur les cellules non traitées. 
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Tableau VII: Modulation du taux de chaque sous types: résultats des 
quanti fications 

Sous type de messager 

Traitements B c 

HepG2 

Contrôle 0,59 1,08 0,71 

TNFa 0,82 (j) 1,03 (=) 0,90 (Î) 

TPA 0,85 (Î) 1,13 (=) 0,85 (î) 

Butyrate 0,32 (t) 0,44 (t) 0,44 (t) 

LnCap 

Contrôle 2,25 1,50 0,51 

1NFa 0,40 (t) 0,44 (t) 0,18 (t) 

TPA 0,50 (t) 1,13 (t) 0,07 W 

Butyrate 1,60 (t) 1,40 (=) 0,30 (t) 

HeLa 

Contrôle 0,67 0,74 a 0,29 

1NFa 0,41 (t) 0,62" (=) 0,31 (=) 

TPA 0,53 (t) 1,05" (Î) 0,55 (j) 

Butyrate 1,01 (j) nd"W 0,64 (Î) 

U937 

Contrôle 0,66 1,43 a 0,71 

1NFa 0,45 (t) 1,08 "(=) 0,61 (t) 

TPA 0,65 (=) 2,75" (î) 0,89 (j) 

Butyrate 0,65 (=) 1,50" (=) 0,75 (=) 

a: l'ARNm Is a été détecté après 35 cycles de PCR (dans tous les autres cas, les quantifications sont réalisées 
après des PCR de 30 cycles). 
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En premier lieu, nous constatons que les 3 sous types sont présents dans toutes les lignées 

cellulaires étudiées mais que leur distribution relative est spécifique du type cellulaire. Ainsi, le 

sous type B est minoritaire dans les lignées HeLa et U937 (5 cycles supplémentaires de FCR sont 

nécessaires à sa détection) mais il est majoritaire dans les cellules HepG2 (ce qui est en accord 

avec le fait que ce sous type a été cloné à partir de cette lignée). Le sous type A est 

majoritairement exprimé dans les lignées cellulaires LNCap et HeLa alors que les cellules U937, 

expriment de façon comparable les sous types A et C. 

L'ana/pe deJ réJuitatJ de quantijimtion aprèJ leJ dif!érentJ traitementJ montre que chaque JOUJ (ype eJt régulé 

indépendamment deJ 2 autreJ~ et de manière JPéàJique du (ype cellulaire. Aimi : 

- Dans la lignée HepG2, les traitements par le TNFa et par le TPA induisent l'ARNm IJ\ (1,4 

fois) mais n'ont aucun effet sur le taux des sous type B et C. Le traitement par le NaBu entraîne 

une diminution du taux des 3 sous types d'environ 50 %. Ces variations expliquent d'ailleurs la 

forte diminution du taux d'ARNm IT ainsi que celle de l'activité GGT dans la lignée HepG2 (50 

%) après ce traitement. 

- Dans la lignée LNCap, nous aVlOns montré que chaque traitement était responsable d'une 

diminution du taux de l'ARNm IT de la GGT, par conséquent d'une diminution de l'activité de 

cette enzyme (80 %, 58 % et 26 % pour respectivement le TNFa, le TPA et le NaBu). Les 

résultats de la quantification des 3 sous types sont en accord avec ces modulations: on observe 

une diminution du taux de chaque sous type après les différents traitements, (sauf pour l'ARNm 

lB qui n'est pas modulé par le traitement au NaBu). 

- Dans les cellules HeLa, le TNFa ne modifie pas significativement l'expression des 3 ARNm l 

conformément au taux d'ARNm total ainsi que de l'activité GGT. Le TPA induit l'expression des 

sous types B et C, mais il est également responsable d'une diminution du taux de l'ARNm IJ\ qui 

est le sous type majoritaire dans cette lignée. Bien que le taux de chaque sous type varie, le taux 

d'ARNm IT est conservé ainsi que le niveau de l'activité GGT après ce traitement. De même, le 

NaBu induit l'expression des ARNm IJ\ (1,5 fois) et le (2 fois), ce qui compense la diminution du 

110 



Résultats et discussion 

taux de l'ARNm lB' Ainsi, l'activité GGT et le taux de son ARNm total ne sont pas modifiés par 

ce traitement. 

- Dans les cellules U937, le traitement par le NaBu n'entraîne aucune variation significative des 

différents sous types. Par contre, le TP A induit l'ARNm lc et multiplie par 2 le taux de l'ARNm 

lB ce qui explique l'induction de l'ARNm IT et de l'activité GGT (2 fois). 

Il est important de retenir que: 

~ Lorsqu'on observe une modulation de l'activité GGT et de son ARNm total, elle est toujours 

corrélée avec la modulation de l'ARNm de sous type majoritaire dans la lignée concernée. 

~ Lorsque aucune modulation du taux d'ARNm total de la GGT n'est détectée, les traitements 

ont tout de même un effet sur l'expression des différents sous types et ces modulations 

individuelles contribuent à la stabilité du taux d'ARNm IT et de l'activité GGT. 

~ Dans le cas du traitement des cellules HepG2 par le TNFa ou le TPA, nous avons mis en 

évidence une légère induction de l'activité GGT, sans pour autant détecter une augmentation 

significative du taux d'ARNm total. Cependant, il apparaît clairement que les ARNm lA et le 

sont induits par ces traitements alors que le taux d'ARNm lB (majoritaire) reste stable. 

Sans apporter de réelles explications sur les mécanismes moléculaires de régulation de la 

GGT humaine, cette étude préliminaire a permis de mettre en évidence certains de leurs 

aspects: 

./' Les modulations de l'activité GGT sont toujours corrélées avec celles de l'ARNm lI' 

ce qui suggère une régulation au niveau de la synthèse de l'enzyme . 

./' Les variations de chaque sous type contribuent aux modulations de l'ARNm IT et 

donc de l'activité de l'enzyme . 

./' Enfin, les variations indépendantes de chaque sous type, ainsi que leur régulation 

spécifique du type cellulaire, suggèrent fortement l'existence de promoteurs 

indépendants pour chacun de ces messagers (comme c'est le cas pour le rat et la 

souris). 
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Il nous a donc paru important d'approfondir cette étude, d'une part en localisant et en 

caractérisant de nouveaux promoteurs sur le gène 1 de la GGT humaine et d'autre part 

en recherchant les éléments de réponse aux différents stimuli. 

Ces résultats ont fait l'objet de la publication suivante: 

«DifferentiaI regulation of gamma-giutamyItransferase rnRNAs ln four human 

tumour celilines ». Biochim Biophys Acta.(2001), 568: 67-73. 

Daubeuf S, Accaou1 NI], Pettersen l, Huseby NE, Visvikis A, Galteau MM. 

Qui est présenté à la fin de la première partie de cette thèse. 
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1,2. Recherche du promoteur contrôlant la 

transcription de l'ARNm de sous type C 

1. 2.1. Introduction 

Les résultats obtenus dans la partie 1.1 suggèrent très fortement que la transcription de 

chacun des messagers de sous type 1 est sous le contrôle d'un promoteur indépendant. Jusqu'à 

présent un seul d'entre eux a été décrit, celui qui dirige la transcription de l'ARNm lB (Visvikis et 

al, 2001). Nous avons décidé de démontrer que les ARNm le étaient sous le contrôle d'un 

promoteur différent. Nous appellerons ce promoteur «promoteur ü>. Nous avons choisi de 

rechercher ce promoteur pour les raisons suivantes: 

Si l'on observe la structure de la région 5' du gène de la GGT, on remarque que l'ex on VI, 

spécifique des ARNm lA , et l'exon IV sont séparés par un intron de 229 pb. En amont de l'exon 

IV, on retrouve un intron de 951 pb. II nous paraît peu probable que l'ensemble de ces 

séquences corresponde à un promoteur contrôlant la transcription des ARNm lA' De plus, l'exon 

VI ne montre pas d'homologie avec les premiers exons (exon « leader ») des ARNm de la GGT 

de rat et de souris. Par contre entre l'exon VII, spécifique des ARNm le et l'exon VIII, on trouve 

un intron de 19,4 kb qui pourrait contenir des séquences promotrices. De plus, l'exon VII est 

homologue à 76% et 81 % à l'exon leader IV de souris et à l'exon leader III de rat respectivement. 

ARNm lB 

J 19407 bp 951 bp 

+ 
VIII VII V 

ARNmlJ\ 

229 bp j 214 bp 92 bp 

IV 

-7.7 kb 

VI III IIcba 1 

... ~ 
-1 .2 kb 

Rappel de la structure de la région 5' NT du gène l de la GGT humaine. 
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La Figure 23 présente la démarche expérimentale adoptée pour cette étude. 

Extraction d 'ARN total 
Amplitïcation des extrémités 5 'des ARNm 

de placenta > de sous type C de la GGT par 5 ' RACE 

Amplitïcation par PCR de l'ADN génomique Clonage des produits de 5 ' RACE PCR dans 

contenant le promoteur supposé (2 fragments de un vecteur permettant le séquençage 

500 et 1000 pb) 

r---". '. '. 
\V 

'. '. 
" " ". 

Clonage de ces séquences en amont Séquençage et détermination du début 

du gène reporteur de la luciférase 

> 
Analyse fonctionnelle du promoteur 

par transfection transitoire 

Figure 23: Recherche et caractérisation du promoteur contrôlant la 
transcription de 1 'ARNm de sous type C de la GGT : démarche expérimentale, 

L'ARNm le ayant été cloné à partir d'une banque d'ADNc de placenta, nous avons utilisé de 

l'ARN total extrait à partir de ce tissu pour effectuer les expériences de S'RACE (matériel et 

méthodes section 2.7). Les produits obtenus ont été clonés dans le vecteur pCR4-TOPO, et les 

plasmides hybridant la sonde spécifique pour la région S' non traduite de l'ARNm le (prom3) ont 

été séquencés. Le début de l'ARNm ainsi déterminé, nous avons construit des vecteurs contenant 

le promoteur potentiel en amont du gène reporteur de la luciférase et nous avons réalisé des 

expériences fonctionnelles par transfections transitoires dans les lignées HeLa et HepG2. 
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1.2.2. Expériences de 5' RACE 

La Figure 24 présente la séquence correspondant à la région 5' non traduite de l'ARNm 

de sous type C. A partir de cette séquence et a l'intérieur de l'exon VII nous avons choisi 3 

oligonucléotides, proml, prom2 et prom3 dont les positions sont indiquées sur la Figure. 

CCAGACCGGGCGTCGIlltIl@IIlIlIImtlfiliIIlllIlTGTGCCC 51 
prom3 

CAGTGCTGTGTGACCCAGAGGCGCCGCTCACCCTCTCTGAGCTGGTGGAC 101 
prom2 

ATCATAGCGGGTGCAGCCCAAAACTGTCTTCTGAGGAAGAGGTGCTCTCC 151 

TGGGCCCCCACTGTCCCCAGGCCTCAGATGCTGCATATTGCTGGCCCAGC 201 
prom1 

TCCTGAGGCTCTTTGGACCTCCAGGAATCGGTGTCTCTATCAGGAACCCT 251 

TAACCCTGACCCGGACTCCCAGCTGGGACCCGGGGTGTCGGAGTGGCAAA 301 

GCGCTGTCAGGCCTGGTGAAGAGTGTGAGCTGTCCAACGGTGCAGGGAGG 351 

AGGCAGGGCCTGTTCTGCAGTTGGACAGACAGAGCCCTCTAGCTGCTTTC 401 

TGGAAGACTGAAGGGCAGCAAGGCAAGTGAGGTGCTGCCGTCATCCAGGC 451 

TGGACAGTTCAGTGATTTGCCTGAGGCCCCACAGCAGGAGAACGAGAAGG 501 

CTGCCTGATCAGAGAGTCCCTGAAGAAGATTCTGTGGCTACAGGCTTCAG 551 

CAGAGTGTGAGGGAGACCCCGGTTATTTCCTCAGCTATTTCCACCAAATC 601 

CTCCTGTCTTTCGTGGCCAACACCCCAGGCAAGGCTTGGGGCCCCCGTCT 651 

GCTGCTGGACGCAGAGCCATGAAGAAGAAG 681 
Codon initiateur 

Figure 24 : Région 5' non traduite de l 'ARNm de sous type C, choix des amorces 
pour la 5 ' RACE et de la sonde pour le southern blot. La séquence surlignée correspond à 
la séquence reconnue par la sonde Prom3 utilisée pour le southern blot ; la séquence soulignée correspond à 
la séquence complémentaire de l'amorce proml, et celle soulignée 2 fois à la séquence reconnue par l'amorce 
prom2. Le codon initiateur est présenté en gras souligné. 

Le protocole de la 5' RACE utilise une amorce non spécifique en 5' et une amorce spécifique du 

gène en 3'. Afin d'augmenter la spécificité de la réaction, nous avons effectué une amplification 

en 2 étapes. La 1ère utilise l'amorce proml, et la seconde, réalisée à partir des produits de la 1ère 

PCR utilise l'amorce prom2 comme amorces spécifiques du gène. 
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Les résultats de ces 2 PCR sont présentés sur la Figure 25. 

1 2 3 4 5 6 

Figure 25: Résultats de la 5' RACE. J.lg d'A RN total de placenta a été soumis à une 

transcription inverse puis a une PCR selon le protocole défini par le fournisseur (kit «SMART RACE cD NA 
amplification », Clontech) (section 2.7 du matériel et méthode). Les contrôles sont réalisés à partir de 
l'ADNe contrôle fourni dans le kit en effectuant une PCR dans la région 5' non traduite et dans la séquence 
codante du gène du récepteur à la transferrine (ligne 2 et 3). Ligne 1 : contrôle négatif réalisé sans ADNe; 
ligne 4 : marqueur de taille ; ligne 5 : produits de la 1ère PCR utilisant l'amorce prom1 ; ligne 6 : produits de la 
2ème PCR utilisant l'amorce prom2. 

Les bandes obtenues pour les PCR contrôles (effectuées à partir de l'ARN et des amorces fournis 

dans le kit) correspondent aux tailles théoriques attendues ce qui montre que les conditions de 

PCR choisies sont optimales. 

Après la 1ère PCR utilisant l'amorce prom1, (piste 5), nous amplifions très peu de séquences 0es 

produits sont indécelables par coloration au bromure d'éthidium sur gel d'agarose). Par contre, la 

seconde PCR en utilisant l'amorce prom2 (piste 6) amplifie des fragments de tailles variables. Ces 

expériences répétées plusieurs fois ont donné le même résultat. L'hybridation de ces produits de 

S'RACE avec l'oligonucléotide prom3 ne nous a pas permis d'identifier un ou plusieurs 

fragments spécifiques. Nous avons donc décidé de cloner la totalité des produits d'amplification 

et d'identifier les séquences correspondant à la région 5' NT de l'ARNm Ie par hybridation sur 

les plasmides recombinants. 
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1.2.3. Clonage et séquençage des produits de 5' RACE 

L es produits de PCR obtenus après la 2ème PCR ont été clonés dans le vecteur pCR 4-

TOPO. Après transformation de bactéries compétentes, par les produits de ligation, les colonies 

bactériennes résistantes à l'ampicilline sont utilisées pour effectuer des mini-préparations d'ADN 

plasmidique. 

40 clones ont été choisis, et les 40 plasmides obtenus ont été digérés par l'enzyme de restriction 

E coRl qui libère l'ADN inséré 0a carte de restriction du plasmide PCR 4-TOPO est présentée 

dans le matériel et méthode section 2.1). Après migration sur gel d'agarose, l'ADN a été transféré 

sur une membrane de nylon et hybridé avec l'oligonucléotide prom3 spécifique de la région 5' 

non traduite de l'ARNm le (Figure 26) . 

~350b -,., 

contrôle positif 

.. ~300b 

~ 

/ 
contrôle négatif 

Figure 26 : Southern blot sur les produits de 5 1 RACE clonés dans le pCR-4 Topo 
digéré par EcoRI. Les plasmides PCR4-Topo contentant un insert ont été digérés par l'enzyme EcoRI 

qui libère l'insert. Les produits de digestion sont séparés sur gel d'agarose et soumis à un southern blot 
utilisant la sonde Prom3. Le contrôle positif correspond à un fragment de la région 5' NT de l'ADNe I c 
(Rajpert De Meyts et al, 1988), et le contrôle négatif contient des séquences n'ayant aucune homologie avec 
la GGT. 

Sur les 40 clones examinés, seuls deux se sont révélés positifs malgré la succession des deux PCR 

spécifiques. De plus ces deux fragments d'ADN ont des tailles différentes, environ 650 et 300 pb. 

Ces résultats laissent supposer qu'il existerait plusieurs sites d'initiation de la transciption pour cet 

ARNm. Nous avons ensuite déterminé la séquence de ces deux clones qui est présentée dans la 

Figure 26. 
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Clone 1 à partir de l'amorce - 21 (J'em) 

(X7) AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG GA CCAGA 

Clone 1 à partir de j'amorce Rel) (antiJenJ) 

TCfGGGTCA CA CAGCA CfGGGGCACAGCCAACfGCfCTCA CITCTGGGCfCACC 

CGACGCCCGGTCTGG TC CCCGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT (X 5) 

Clone 2 à partir de l'amorce - 21 (J'em): 

( X6) AGCAGTGGTGCAACGCAGAGTACGCGGG GA CCAGA 

Clone 2 à partir de l'amorce Rev (antiJem) : 

TCTGGGTCACACAGCACTGGGGCACAGCCAACTGCTCTCACITCTGGGCTCACC 

CGACGCCCGGTCTGG TC CCCGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT (X 8) 

Figure 27: Résultat du séquençage des 2 clones. Les séquences en italique 
correspondent aux séquences spécifiques de la GGT. Les séquences en italique soulignées deux 
fois correspondent aux séquences additionnelles présentes aussi sur le gène. Les séquences en 
gras correspondent à la séquence de l'amorce SMART II A du kit répétée plusieurs fois (le 
nombre est précisé entre parenthèses). 

Les résultats du séquençage sont quelque peu déroutants. En effet, les séquences de deux clones 

comprennent la région 5' NT de l'ARNm le (en italiques sur la Figure 27), deux bases 

supplémentaires qui sont aussi présentes sur le gène en amont de l'exon VI (en double souligné) 

et enfin 5 à 8 répétitions de l'amorce aspécifique utilisée pour la synthèse du deuxième brin 

d'ADN et pour les réactions de PCR (en gras). Nous ne pouvons pas expliquer pourquoi 

plusieurs copies de l'oligonucléotide aspécifique ont été incorporées ni à quelle étape du clonage, 

mais cette addition aléatoire peut expliquer le profil diffus obtenu après la deuxième PCR. En 

effet on doit être en présence de fragments avec cette séquence additionnée un nombre variable 

de fois . L'extension de deux bases seulement de l'Al~m le est concevable si on tient compte que 

cette région présente une grande homologie avec les exons «leader» des ~m III de rat et IV de 

souris. Donc l'exon VII est réellement un exon «leader», la région sur le gène juste en amont de 

cet exon devrait correspondre au promoteur recherché. Nous avons donc décidé de cloner cette 

région et de la caractériser. 
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1. 2.4. Clonage des ,-sequençes contenant le site potentiel 

d'initiation de la transcription de /'ARNm de sous type C 

La séquence de la région en amont de l'exon VII est présentée dans la Figure 28. 

- 1081 AGGGTGGTCAAGAGGTCCCCTGCAGCCCTCACTTCCTGGAAAAGGCTCCA -1032 

-1031 TTTCCTGGCCTTCAGGCTCAGGTGGTTCCTTCCGCCTGGCAGGTCCTCCC -982 

« CAAT BOX » 

-981 CAAATCCAATCCCAGCTCGGGCTGGATTCCCAAGGCCCCTATTCTGGTGT -932 

API 

-931 CTGCCCCTTCCCTAGGGCTCTTCCCCCTGGGGTGACCATACTCTCATGCC -882 

-881 CAGCCAGGTCAGGGCTCCTTGAGAGAAGAATCTGGAGGGGCCAGGATTTG -832 

prom 856 

-831 ATGGGAGAATGAATGATGGAATGAAAGAAGGAACGTAAGCGTGAGCCTTG -782 

-781 CTAAGAGTGACAATACTGGCAGGCTGCAGACCATGTGTGGACCTCGATCT -732 

-731 GAGGGCTTAGAGGCTTCGGCCTGCCAGCGCTGTGGGGGCACCCACCCCAT -682 

-681 CTCATTGAATGGGGCAGAGCAGGTGAGGGCATGAGATGGACAGATGGGCC -632 

-631 TCATCCCCCTGCTTCCGTTGCCTGGGGTCCTCGGTCAGCCTGTTTGCTCA -582 

API 

-581 GACCCCTGAAATTGGGGGTCAAGGAAGGACCCTCCTGGATTATGTGAC~ -532 

API API 

-531 CCTTCAGTCCAGGTGACCAGGGTCCTTGGAGTGACAGCTCCTAGAGCCCC -482 

Prom 489 

-481 ACCTGTAGTCCTGCAAGCTGGGGAGAGGGCCTGTTAGGAGAGGCATCCCC -432 

-43 1 TGCCCTGGGGTTGTAGAGGTGAACTAGGCTCCTCAGACCTTGTGGGGCCT -382 

XRE 

-381 CAGATGCTTACATCTCCAGCCCCTCCTGGCGTGGGCATCTGGCTGCAGCC -332 

-331 CAGCTCTGTGGCCCCATCTCCCAGGGAACCTTTGGTCTAATCTGCCTCCC -282 

-281 GCTGAAACCCAGCCTCATTCAGCCCCACCGAGGCTTTCAGAGTTCAGGTC -2 32 

-23 3 TCTCATTCAGGGTTTGAGACCCCACCGGGCTCAGAGACACCTGCAGCCTG -182 
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-181 CAGCGGTCCCAGATCACAGCCTCAGGGATGGGACCAGGAGCCAGCCCACA -132 

BARB IE BOX 

-131 TCCCACCTGCAGCAGTTCCTGTGCCTTTAAAGCCTCCCCTCCCCCCGCCC - 82 

SP1 TFIID BI NDING 

-8 1 CGCCCCCAGGCCACTAGGGGAGGGAAGGAGGAGCTGGGTCACAGCAGGGA -32 

+ 1 

-31 ATCTTAGCTTGGTTTTGGTGTGCTGCTGGAT G ACCAGACCCAGACCGGGC +19 

+20 GTCGGGTGAGCCCAGAAGTGAGAGCAGTTGGCTGTGCCCCAGTGCTGTGT + 68 

prom 2 

+ 69 GACCCAGAGGCGCCGCTCACCCTCTCTGAGCTGGTGGAC 

Figure 28: Séquence partielle du promoteur contrôlant la transcription des 
ARNm GGT I c. Le site pot entiel d'i nitiation de la transcription correspond aux résultats de la 5'RACE. 

Les amorces util isées pour le clonage sont soulignées. Une « CAAT box» en posit ion équivalente à ce lle du 
promoteur III chez le rat est indiquée en gras et soul igné. Les différents sites consensus potentiels sont 
indiqués en gras. Les positions des amorces util isées pour l'étude de cette région sont soulignées. 

La première base de la séquence de l'exon VII que nous considérons comme le début de la 

transcription (+ 1) est indiquée en caractère gras. L'analyse de la séquence présentée en Figure 28 

par le logiciel MatInspector a révélé la présence à proximité du site potentiel d'initiation de la 

transcription un site pour la fixation du facteur SPl impliqué dans l'initiation de la transcription. 

Un site XRE (xenobiotic response element) connu pour fixer le facteur AhR/ARNT en réponse 

à des inducteurs chimiques bifonctionnels est également présent à la position - 356 à - 350. 

L'analyse a également révélé la présence de 3 sites pour la fixation de APl situés à proximité les 

uns des autres ainsi qu'une séquence potentielle pour la réponse aux barbituriques (BARBIE 

box). La comparaison de la séquence avec le promoteur P3 de rat révèle la présence d'une 

séquence très bien conservée entre les deux espèces (TFIID-binding) qui fL';:e le facteur TFIID et 

est impliquée dans l'initiation de la transcription de l'ARNm III de la GGT de rat. 

Pour le clonage de cette région à partir du gène, nous avons choisi d'utiliser l'amorce prom2 qui 

reconnaît une séquence spécifique de la région 5' non traduite de l'ARNm de sous type C et à 

l'extrémité 3' de cette amorce, nous avons ajouté un site de restriction pour l'enzyme I-lind III. 

Les deux autres amorces ont été choisies en amont de l'amorce prom2 de façon à amplifier deux 

fragments différents d'environ 600 pb (fragment pGGT C489) et d'environ 950 pb (fragment 

pGGT C856). Aux extrémités de ces deux amorces est rajouté un site de restriction Xho 1. Ainsi, 
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on pourra cloner les produits de PCR dans le plasmide pGl3 enhancer aux sites Hind Ill/ Xho l 

en amont du gène de la luciférase. 

1.2.5. Etude de l'activité promotrice des fragments pGGT C-489 

et pGG T C-856 

Les plasmides contenant les fragments pGGT C489 et pGGT C856 en amont du gene de la 

luciférase ont été utilisés pour la transfection transitoire des cellules HeLa. 

La Figure 29 présente les résultats: 
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Figure 29 : Activités promotrices des fragments pGGT C489 et pGGT C856 dans 
la lignée cellulaire HeLa. Les cellules ont été transfectées par 5 J19 des plasmides pGL3 enhancer 
(témoin négatif), pGL3 contrôle (contrôle positif), pGGT C 486 et pGGT_856 en utilisant le réactif superfect 
(Gibco). 24 heures apr ès la transfection , les activités luciférase ont été mesurées. Les résultats exprimés 
en cpm/mg protéines correspondent à la moyenne et l'écart type calculés pour 3 essais. 

La transfection par le plasmide pGl3 enhancer sert de témoin négatif (car ce plasmide ne contient 

pas de séquence promotrice en amont de la luciférase). Le plasmide pGl3 contrôle possède lui un 

promoteur fort Qe promoteur SV40) qui contrôle l'expression de la luciférase et nous sert de 

contrôle positif. 

Les mesures de l'activité luciférase montrent que, le fragment - 489 à + 71 possède une activité 

promotrice aussi forte que le promoteur du plasmide contrôle (provenant du virus SV40) . Quant 

au fragment incluant les séquences jusqu'à - 856, il montre une activité promotrice 1,7 fois 

supérieure à celle du fragment pGGT C-489• 
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Il paraît alors clair que nous avons mis en évidence un nouveau promoteur sur le gène 1 

de la GGT humaine. Ce promoteur serait responsable du contrôle de l'expression de 

l'ARNm de sous type C. Chez l'homme, comme chez le rat ou la souris, l'expression du 

gène de la GGT est contrôlée par plusieurs promoteurs. 
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1.3. Etudes fonctionnelles des promoteurs B et C de la 

GGT humaine 

1.3.1. Etude fonctionnelle du promoteur B 
, 

en reponse au 

traitement par le TPA 

Comme nous l'avons montré dans la première partie de notre étude, le traitement par le 

T'PA induit l'expression de l'ARNm lB dans plusieurs lignées cellulaires. Dans certains cas, le 

T'PA induit la voie d'activation de la transcription des gènes via le facteur de transcription APL 

Plusieurs sites de reconnaissance pour APl sont présents sur la séquence promotrice présentée 

dans la Figure 30 (promoteur B) . Afin de mieux comprendre les mécanismes de régulation de 

l'expression de la GGT' par le T'PA, nous avons étudié le rôle de ces différents sites lors de la 

réponse à cet agent. 

APl 

-780 CTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCACCACCACGCCTGACTAA -721 

YY1 

-720 TTTTTTTTTTTTTTTTTTAGTAGAGATGGGGTTTTGCCATGTTGGCCAGCCTGGTCTTGA -661 

-660 ACTTCTGACCTCCACCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGACTACAGGCATGAGCCACG -601 

-600 CCGCCTGGCCAACAAGTCCCCTTAACCTCTTTCTGCCTCAGTCGACTCACCTGGAAAACA -541 

-540 GAGCACCTACCTCCTTCAAATGAGAAGAGAAGTAAAGGAGTATAAGGCCATCAGAACAGT -481 

AP2 

-480 ACCTGGCCCAAGGGAGGCTATGGAAGTGCTTGTTGAATAAAAAAATGGCTTCATCTCTGG -421 

-420 CCTAGCCCCAAAGGTTTGAGTTCCTGCCATTGCCACCCAGACAGCCCTGGGTGGAGGCCC -361 

APl 

-360 TGCTGACATTGAAGAGTGCCTGCCCTCCTCCCCTCAATGCGGTAGACACTTTCCAAAACI -301 

CREB GATA SPl 

-300 TACGTCATCCTCACTCTCACTCCAGTGGGATAATGGGAGGCTTGGTGTACCTCATTCCCA -241 

APl ARE ? 

-240 AGATGAGGGAACAGGCTCTGAGAGGACCACATCGCCAGCAAGTGACAGGCTGGGACCAAG -181 

SPl APl 

-180 GCCAGGCCTGTCTGCCTCCTAGACTAGGCCTGAGTGAGGACCGGCCTGAGTATGGCCCAC -121 
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-120 CTGCTTCCTCCTCCGTTTAGAGCTTGGGCTGGAGCTGTCCTGGCCAGTGCTCTCTGCCTC -61 

- 60 ACCAGGCTGCATGAGCCACAAGCTGCCACTTGTGGAGCTCGGTGGCCCTGCCCTCGACAG -1 

+1 CCTTGCTGGTGGTCGTGAAGGCTCTAAACACCTGCATGGCAATGAGGCCAACCTTCTCCG +60 

Figure 30 : Séquence partielle du promoteur B. Les sites potentiels de fixat ion de divers 

facteurs de régulation sont soulignés 

A proximité du site d'initiation de la transcription (de - 240 à - 125) se trouvent plusieurs sites 

potentiels pour la fixation de APl ainsi qu'une séquence qui pourrait constituer un ARE 

(antioxidant response element). Deux autres sites APl sont situés un peu plus en amont aux 

positions - 360 à - 348 et -730 à - 718. Une représentation de la position de ces sites et de leurs 

séquences est présentée en Figure 31 ; leurs comparaisons par rapport aux séquences consensus 

sont présentées dans le Tableau VIII. 
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Figure 31 : Représentation des sites AP-1 sur la séquence promotrice contrôlant 
la transcription des ARNm GGT I B• En gras sont indiqués les séquences « cœur» des sites de 

fi xation. 
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Tableau VIII: comparaison des sites potentiels aux séquences consensus 

Séquences 

APl consensus TGAGTCA 

AP1I AGTGAGGACC 

APl II TCTGAGAGGA 

APl III GCTGACATTG 

APl IV CCTGACTAATT 

ARE consensus (A/G)TGA(C/T)NNNGC(A/G) 

AREGGT CAAGTGACAGGCT 

Pour l'étude du rôle des différents sites APl proximaux sur la modulation de l'activité promotrice 

par le traitement au TPA, nous avons utilisé les différentes constructions décrites par Visvikis et al 

(2001) et présentées dans la Figure 32 : 

- 784 + 60 

- 560 + 60 

- 348 + 60 

APl-l, ARE , APl-II, 

APl -III; APl-IV 

APl-l, ARE, APl -II, 

APl -III 

APl-l, ARE, APl -II 

Figure 32: fragments utilisés pour la construction des différents vecteurs 
reporteurs. 

Les fragments décrits ci-dessus ont été clonés dans le vecteur pGL3 en amont du gène de la 

luciférase et utilisés pour la transfection des cellules HeLa et HepG2. 
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Ainsi, le plasmide pGGT B_3~8 contient les sites potentiels APl-l, ARE, et APl-II, le plasmide 

pGGT B-560 contient ces séquences plus le site APl III, et le plasmide pGGT B_784.comprend en 

plus le site APl-IV. 

Les cellules sont ensemencées en plaques 12 puits et transfectées à l'aide du réactif « Superfect» 

par les plasmides pTK-AP1, pGGT B-348' pGGT B-560 ou pGGT B-784' Après la transfection, les 

cellules sont traitées par du TPA à 2/-lM pendant 18 heures ou non (contrôle). 

Les résultats des transfections sont présentés en Figure 33 : 
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Figure 33 : Activités promotrices des différents fragments du promoteur B dans 
la lignée HepG2 (A) et dans la lignée HeLa (B) ; (0) cellules non traitées (-) cellules traitées au TPA 
* p< 0,001 ; **p<0,005 par rapport à l'activité promotrice du même plasmide dans la lignée cellulaire non 
traitée au TPA. 
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Comme le montre la Figure 33 A, l'activité promotrice de tous les fragments est comparable dans 

la lignée HepG2 non traitée. Le fragment le plus court (pGGT B .348) possède une activité 

promotrice aussi importante que le fragment pGGT B.784' Par contre, dans la lignée HeLa, 

l'activité promotrice augmente avec la longueur du fragment: de deux fois entre pGGT B .348 et 

pGGT B .S60 et de 5 fois entre pGGT B .348 et pGGT B.784 (Figure 33 B). 

Le plasmide pTK-APl contient dans sa région promotrice 4 sites de fixation pour le facteur APl 

en tandem. Après le traitement au TP A des cellules transfectées par ce plasmide, nous avons 

obtenu une induction de 3,4 et 3,7 fois pour les cellules HeLa et HepG2 respectivement. Comme 

le promoteur de ce plasmide ne peut être régulé que par APl, ces résultats montrent que ce 

facteur est bien induit dans les deux lignées par le TP A. 

Dans les deux lignées, et pour toutes les constructions utilisées, le traitement par le TPA induit 

l'activité du promoteur B. Dans la lignée HeLa, le TP A induit l'activité promotrice des fragments 

pGGT B . 348' pGGT B .S60 et pGGT B . 784 de 4, 2,2 et 1,3 fois respectivement par rapport aux 

valeurs obtenues sans traitement. L'activité promotrice maximale est obtenue pour le plus long 

fragment pGGT B . 748 après le traitement par le TPA. Dans cette lignée, l'activité promotrice 

dépend de la longueur du fragment, par contre, l'inductibilité par le TPA est la plus importante 

pour le fragment le plus court. Les séquences en amont de la position - 348 semblent inhiber 

l'induction par le TP A, il se peut que ces séquences contiennent un site de fixation pour une 

protéine qui limiterait la transactivation du gène par APL 

Dans la lignée cellulaire I-IepG2, l'activité promotrice des fragments pGGT B.348' pGGT B .S60 et 

pGGT B . 784 est induite de 2,6, 5 et 3 fois respectivement par le TP A. Nous constatons donc que 

l'inductibilité de l'activité promotrice dépend de la longueur de la séquence. L'inductibilité 

maximale est obtenue pour le fragment pGGT B.S60' Par contre, l'ajout des séquences comprises 

entre - 560 et - 784 résulte en une inhibition de l'induction par le TPA comme dans les cellules 

HeLa. Cette expérience montre que le promoteur B est induit par le TPA d'une manière 

dépendante du type cellulaire. Il se peut que les séquences comprises entre - 560 et - 784 pb 

contiennent des séquences reconnues par des facteurs capables d'interagir avec les sites APl 

proXimaux. 
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Bien que le fragment pGGT B-348 possède une faible activité promotrice, tant dans les cellules 

HeLa que dans les cellules l-IepG2, il contient 3 sites potentiels pour APl et son activité 

promotrice est induite par le TPA dans les deux lignées. 

N ous avons alors décidé d'étudier le rôle de ces 3 sites potentiels dans l'activation de la 

transcription par le TPA. Pour ce faire, nous avons réalisé des expériences de retardement sur gel 

utilisant les facteurs nucléaires extraits des cellules HeLa et HepG 2 traitées ou non par le TP A. La 

fixation de ces facteurs aux sites potentiels a été étudiée en utilisant des oligonucléotides 

contenant les séquences APl-l, ARE ou APl-II marqués. 

1 2 

+ 
3 4 5 6 7 8 9 10 

TPA + + + + 

Sonde APl collagénase ARE AP1-1 ARE AP1-1 

Figure 34 : Etude de la fixation des facteurs nucléaires aux sites potentiels ARE 
et APl-1. 5 J.19 d'extraits nucléaires de cellules HeLa (pistes 1, 3, 5), HeLa traitées au TPA (pistes 2, 4, 

6), HepG2 (pistes 7 et 9) ou HepG2 traitées au TPA (pistes 8, 10) sont incubés en présence 1 ng de la sonde 
APl-collagénose marquée (pistes 1 et 2 contrôle), 1 ng de la sonde la sonde ARE marquée (pistes 3,4,7 et 8) 
ou 1 ng de la sonde AP1- l marquée (pistes 5, 6, 9 et 10). 

Les pistes 1 et 2 correspondent aux incubations des extraits nucléaires de cellules HeLa non 

traitées et traitées au TPA avec un oligonucléotide contenant la séquence du site de fixation APl 

du gène de la collagénase. Il s'agit d'un témoin positif car il a été démontré que cette séquence 

fixe spécifiquement le facteur APl composé de cJun et cFos (Steinmuller et al, 2001). Nos 

résultats montrent que les cellules HeLa contiennent peu ou pas du tout de facteur APl car sur la 
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piste 1 nous n'observons qu'une très faib le bande correspondant à l'oligonucléotide retardé. Le 

traitement des cellules au TPA induit ce facteur ce qui se traduit par l'apparition d'une bande 

retardée de très forte intensité visible sur la piste 2. En tenant compte des résultats de 

transfection par le plasmide pTK.-AP1, nous confirmons que dans les cellules HeLa, le traitement 

au TPA induit le facteur APl (fixation sur le site spécifique) et ce facteur est capable d'induire la 

transcription (transactivation). Pour les incubations des oligonucléotides dérivés des sites AP1-1 

et ARE du promoteur B du gène de la GGT (pistes 3 à 10) avec les extraits nucléaires des cellules 

non traitées et traitées au TPA, nous n'avons obtenu aucune bande équivalente à la précédente. 

Nous concluons alors que ces deux sites ne fixent pas le facteur APl induit par le TPA et qu'ils 

ne sont donc pas impliqués dans l'activation du promoteur. Si l'induction de l'activité promotrice 

par le TP A es t due au facteur APl alors le site APl-lIen serait responsable. Cette hypothèse a 

été aussi vérifiée par des expériences de retardement sur gel dont les résultats sont montrés dans 

la Figure 35. 

H eLa H epG2 

TPA + + + + 
APl -II + + + + 

AP l-colJagènase + + + + 

H eLa 

+ + 

+ 
+ 

+ 
+ 

H epG2 

+ + + 

+ + 
+ + 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

Figure 35 : mise en évidence de la fixation du facteur de transcription APl sur le 
site APl-II 5 f.J9 d'extraits nucléaires des cellules Hela (pistes 1, 3) Hela traitées au TPA (pistes 2, 4, 
9, 10, 11), HepG2 (pistes 5, 7) ou HepG2 traitées au TPA (pistes 6, 8, 12, 13, 14) sont incubées avec 1 ng de 
la sonde APl -II marquée (pistes 1, 2, 5, 6) ou de la sonde Apl-collagénase (pistes 3,4, 7, 8) et analysés par 
retard de migration sur gel. Des expériences de compétition sont réalisées en incubant les extraits 
nucléaires en présence de 1 ng de la sonde APl -II radiomarqée et 0 ng (pistes 9 et 12), 20 ng (pistes 10 et 
12) ou 100 ng (pistes 11 et 14) de la sonde AP1-collagénase non marquée. 
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Comme précédemment l'oligonucléotide dérivé du site APl du gène de la collagénase nous a 

servi de témoin positif (pistes 3, 4, 7 et 8). Pour les cellules HepG2 comme pour les cellules HeLa 

non traitées (pistes 3 et 7) aucune bande retardée correspondant à la fixation du facteur APl n'est 

observée. Au contraire, le traitement au TP A de ces deux lignées conduit à une très forte 

induction de ce facteur (pistes 4 et 8). L' oligonucléotide contenant le site APl-II du gène de la 

GGT ne semble fixer spécifiquement aucune protéine des extraits nucléaires des cellules HeLa et 

HepG2 (pistes 1 et 5 respectivement). L'incubation de cette séquence avec les extraits des cellules 

traitées conduit à une bande retardée qui migre au même endroit que la bande obtenue avec la 

sonde dérivée du gène de la collagénase. Il est donc fort probable que ces deux oligonucléotides 

fixent le même facteur. Cette hypothèse a été vérifiée par des expériences de compétition. La 

sonde APl-II marquée a été incubée avec les extraits nucléaires des cellules HeLa et HepG2 

traitées au TP A et avec des concentrations croissantes de la sonde AP1-collagénase froide. 

Comme nous pouvons le constater sur les pistes 9 à 11 et 12 à 14, l'incubation avec la sonde 

AP1-collagénase déplace le signal radioactif ce qui indique que les deux séquences fixent le même 

facteur de transcription. 

Si nous comparons maintenant les intensités des signaux des pistes 4 et 8, nous en déduisons que 

le TP A induit avec la même efficacité le facteur APl dans les cellules HeLa et les cellules I-IepG 2. 

En revanche, si on compare les pistes 2 et 6, on peut en déduire que dans les cellules HepG2 le 

site APl-II fixe avec moins d'efficacité le facteur induit que dans les cellules HeLa. Ce résultat 

peut être expliqué si on admet que le TP A n'induit pas le même facteur APl dans les deux lignées 

cellulaires. Dans ce cas, le facteur APl induit dans les cellules HeLa aurait plus d'affinité pour le 

site APl-II que le facteur APl induit dans les cellules HepG2. Par contre, le site AP1-collagènase 

fixerait les deux dimères avec la même affinité. Cette hypothèse est concevable car il est bien 

connu que le facteur APl est un dimère et que chaque sous unité le composant appartient à une 

famille des protéines: il peut être composé par exemple des dimères cJun-cFos mais aussi des 

dimères cJun-cJun ou à des protéines de la famille ATF (activating transcription factor) 

(Steinmuller et al, 2001). Bien que cette hypothèse ne puisse être démontrée qu'après une analyse 

exhaustive des protéines composant APl dans les deux lignées elle est appuyée par les résultats 

des transfections transitoires. En effet l'activité promotrice du fragment «- 348 + 60» comprenant 

ce site est induite 4 fois dans les cellules HeLa et seulement 2,5 fois dans les cellules HepG2. 

Afin de caractériser le facteur APl qui se fL'ce sur le site APl-II, nous avons réalisé une 

expérience de «supershift» en utilisant un anticorps spécifique de cJun. Les résultats présentés 

dans la Figure 36 montrent que lorsque cet anticorps est inclus dans le milieu réactionnelle signal 

correspondant au facteur APl fixé sur la sonde est diminué et que simultanément une bande de 
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mobilité réduite est révélée. La même observation peut être faite pour les cellules H eLa et les 

cellules H epG2. 

Bandes retardées 

APl 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figure 36: Etude de la composition du facteur APl par supershift avec 
l'anticorps dirigé contre cJun. 5 f..I9 des extraits nucléaires des cellules Hela (pistes 1 et 2), Hela 
traitées au TPA (pistes 4, 5 et 6) HepG2 (pistes 6 et 7) ou HepG2 traitées au TPA (pistes 8, 9 et 10) sont 
incubées avec 1 ng de la sonde API-II (pistes 1, 3, 5, 6, 8 et 10) ou 1 ng de la sonde API-collagénase (pistes 
2,4,7 et 9). Pour les expériences de supershift, les extraits nucléaires sont préalablement incubés pendant 
30 minutes avec 2 f..I9 de l'anticorps contre cJun. 

E n résumé nous avons montré que le traitement au T PA induit le facteur APl dans les cellules 

H eLa et HepG2 ; qu'au moins un des composants de ce facteur APl est cJun ; que ce facteur est 

responsable de l'induction de l'activité du promoteur B du gène de la GGT humaine ; et enfin 

que cette induction est due au site APl-II de ce promoteur. 

Ces résultats démontrent pour la première fois un mécanisme de régulation de 

l'expression de la GGT. 
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1.3.2. Etude fonctionnelle du promoteur C en réponse au TPA et 

au Na8u 

Comme nous l'avons vu, l'analyse des séquences promotrices permet d'appréhender les 

mécanismes de régulation d'un gène, et notamment de déterminer les facteurs impliqués dans sa 

transcription. Après avoir étudié la régulation du promoteur B par le TPA, nous nous sommes 

intéressés aux fragments pGGT c'489 et pGGT c'8S6 qui contiennent le promoteur supposé pour 

la transcription de l'ARNm le 

Nous avions montré que cet ARNm était augmenté après les traitements par le TPA et le NaBu 

dans les cellules HeLa. Dans les cellules HepG 2, nous avions trouvé une augmentation du taux 

de ce messager après les traitements par le TPA et une diminution après le traitement par NaBu 

(Tableau VII). Nous avons donc voulu savoir si ces changements étaient corrélés avec une 

modulation de l'activité promotrice, démontrée par des transfections transitoires . 
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Figure 37 : Modulation des activités promotrices des fragments pGGT C-489 et p 
GGT C-856 dans la lignée HeLa (A) et dans la lignée HepG2 (B). Les cellules ont été 

transfectées par 5 f.J9 des plasmides pGGT C-489 (0) ou pGGT C-856 (-) par le réactif superfect. 24 heures 
après la transfection, les cellules ont été traitées pendant 10 heures par 2 f../M de TPA, 2,5 mM de NaBu. 
L'activité promotri ce contrôle correspond à celle mesurée pour les cellules HeLa ou HepG2 non t raitées. * : 
p< 0,01, ** : p< 0.005 par rapport à l'activité promotrice obtenue dans la lignée non traitée pour le même 
plasmide 

Comme le montre la Figure 37, dans les cellules HeLa l'activité promotrice des 2 fragments est en 

effet induite après traitement au TPA et au NaBu. Cette induction est plus marquée pour le 
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plasmide pGGT C489 indiquant que les éléments de réponse à ces traitements sont compris dans 

cette région du promoteur. E n tout cas, ces inductions concordent avec les augmentations des 

ARNm correspondant indiquant une régulation au niveau transcriptionnel. 

Dans les cellules I-IepG2, le traitement au TPA provoque une induction de l'activité promotrice 

bien supérieure à celle observée dans les cellules H eLa (2,6 fois contre 1,2 pour la lignée HeLa). 

Par contre, le traitement au N aBu inhibe l'activité promotrice du fragment pGGT C856 

conformément à la diminution des ARNm le dans cette lignée après le même traitement (Tableau 

VII) 

En conclusion sur la régulation des activités promotrices: 

./ L'analyse de la séquence promotrice qui contrôle la transcription des ARNm ID a 

montré l'existence de plusieurs sites potentiels pour la fixation du facteur de 

transcription APl. Les expériences de transfections transitoires dans les lignées HeLa 

et HepG2 nous ont permis de montrer que le traitement au TPA induit l'activité 

promotrice quelle que soit la longueur du fragment promoteur testé . 

./ Cependant, il apparaît que le promoteur est régulé de façon différente en fonction de 

la lignée cellulaire: dans la lignée HepG2, les fragments pGGT348, pGGTS60 et pGGT. 

778 possèdent la même activité promotrice basale, mais l'induction par le TPA est 

proportionnelle à la longueur du fragment . 

./ Par contre, dans la lignée HeLa, les fragments pGGT348, pGGTS60 et pGGT778 

montrent une activité promotrice croissante (dépendante de la longueur de la 

séquence promotrice clonée en amont du gène de la luciférase) mais l'induction de 

cette activité est inversement proportionnelle à la longueur du fragment . 

./ Parmi les sites APl potentiels, nous avons voulu déterminer quels étaient ceux 

responsables de l'induction de l'activité promotrice par le TPA. 
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Nous avons alors testé la capacité des séquences APl-l, APl-II et ARE à fixer les facteurs 

de transcription par des expériences de retardement sur gel et nous avons montré que le 

site APl-II est fortement sollicité lors de l'induction par le TPA alors que toutes les autres 

séquences testées ne semblent pas capables de fixer de facteurs protéiques . 

./ Ainsi, parmi les 3 sites APl potentiels situés à proximité du site d'initiation de la 

transcription, seul le site proximal APl-II semble être impliqué dans la régulation de 

l'expression de la GGT. Ce site serait reconnu par un complexe APl composé de la 

sous unité cJun et induit en réponse au TPA. 

Pour le promoteur C, nous avons également mis en évidence une régulation spécifique 

du type cellulaire et dépendante de la longueur du fragment cloné en amont de la 

luciférase. Les régulations des activités promotrices sont corrélées aux variations du taux 

d'ARNm l e après un traitement par le NaBu ou le TPA dans les deux lignées . 

./ L'ensemble de ces résultats suggère que les modulations des ARNm le sont dues à 

des variations de la transcription du gène. Le fait qu'un même traitement dans deux 

lignées différentes à un effet opposé suggère que la régulation de ce promoteur est 

spécifique du type cellulaire (tout comme le promoteur B). 
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Il existe assez peu de données sur les mécanismes qui contrôlent l'expression de la GGT humaine 

car l'organisation génomique complexe de cette enzyme a freiné la compréhension de sa 

régulation. Chez l'homme, le gène l est le seul qui code pour une enzyme active. A partir de ce 

gène, 3 ARNm (ARNm Ii\> ARNm lB et ARNm le) sont transcrits. Ils ont le même cadre ouvert 

de lecture, mais ils diffèrent par leur extrémité 5' NT (Goodspeed et al, 1989). 

La plupart des études ont été menées chez le rat ou la souris chez lesquels l'organisation des 

gènes et des promoteurs sont connus ce qui facilite la compréhension des mécanismes 

moléculaires mis en jeu. 

Chez toutes les espèces animales considérées jusqu'à présent, la GGT est codée par plusieurs 

ARN m dont l'origine provient d'épissage alternatifs et/ou de l'utilisation de différents 

promoteurs. 

Dans la première partie de notre étude, nous avons tenté d'apporter des informations 

complémentaires sur la régulation de la GGT par différents stimuli et nous avons essaye 

d'apporter des explications sur les mécanismes moléculaires mis en jeu. 

Régulation dijJérentielle deJ dijJérentJ JOUJ !ypeJ " 

La majeure partie des études portant sur la régulation de l'expression de la GGT emploient la 

technique de PCR décrite par Courtay et al (1994) qui utilise des amorces amplifiant ce que nous 

avons appelé l'ARNm total (ARNm IT) et qui inclut (au moins) les 3 sous types d'ARNm l 

connus. Cependant si l'on veut approcher les mécanismes moléculaires de la régulation, il est 

primordial de considérer chacun des messagers de façon indépendante. Tsutsumi et al (1996) ont 

élaboré une technique de PCR suivie de Southern blots spécifiques qui permet de prendre en 

considération le taux relatif des 3 messagers de façon indépendante. Les amorces de PCR ont été 

choisies dans la région 5' NT au niveau de séquences spécifiques à chaque messager de la GGT. 

Les auteurs ont alors déterminé la distribution des messagers dans différents tissus humains: le 

sous type A est largement exprimé dans les différents tissus examinés alors que l'ARNm le est 

détecté seulement dans l'œsophage et le rein. Il existe donc une expression tissu spécifique des 

ARN m l de la GGT. Dans notre laboratoire, E l Yaagoubi et al (1998) se sont intéressés à la 

régulation de deux des 3 sous types par l'azacytidine (agent induisant une déméthylation de 
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l'ADN) dans des lignées dérivées de tumeurs de la prostate (LN Cap et PC3). En réponse à ce 

traitement, les ARNm lB et le sont induits, et cette induction est corrélée avec le niveau de 

méthylation du gène et avec l'activité GGT mesurée. Ainsi, la modification de la méthylation de 

l'ADN pourrait intervenir dans la régulation de l'expression du gène de la GGT. 

Pour mener notre étude, nous avons utilisé une technique de PCR basée sur celle décrite par 

Tsutsumi et al (1996) et nous avons étudié la distribution relative des 3 messagers dans 4 lignées 

cellulaires différentes: la lignée HepG2 (hepatome), la lignée U937 (cellules leucémiques), la 

lignée LNCap (carcinome prostatique) et la lignée HeLa (cancer de l'endomètre). Ces lignées 

exhibent des niveaux d'activité GGT différents (Tableau VI). 

L'analyse de la distribution des messagers a révélé que toutes les lignées étudiées expriment les 3 

sous types . Cependant, leurs taux relatifs varient en fonction de la lignée cellulaire considérée: 

pour les cellules HepG2, le sous type B est largement majoritaire, ce qui est en accord avec les 

résultats publiés pour cette lignée (Tsutsumi et al, 1996). Dans les cellules HeLa et LNCap, c'est 

l'ARNm lA qui constitue la population majoritaire alors que dans la lignée U937, les ARNm lA et 

le sont largement majoritaires par rapport à l'ARNm lB qui est très peu représenté (Tableau VII). 

Dans les tissus humains, la présence simultanée des 3 sous types n'a jamais été rapportée. Il est 

probable que dans les lignées cellulaires étudiées l'expression de la GGT soit altérée et qu'elle ne 

reflète pas l'expression tissulaire, ou plus simplement, notre technique de détection est peut être 

plus sensible et elle permet de détecter de faibles quantités de chaque population de messagers. 

Chez le rat, les ARNm transcrits du gène de la GGT sont au nombre de 7 et possèdent eux aussi 

une expression tissu spécifique: les ARNm III (transcrits à partir du promoteur III) sont 

exprimés dans tous les tissus alors que les autres espèces de messagers présentent une spécificité 

tissulaire pour leur expression. Au sein d'un même tissu, la répartition des populations de 

messagers varie en fonction du type cellulaire. Dans l'épididyme de rat, les ARNm II, III et IV 

sont exprimés et régulé par la testostérone et les facteurs testiculaires de façon région spécifique 

(palladino et al, 1994). 

Nous avons également suivi les modulations d'expression des ARNm lA, l B, et le dans les 4 

lignées cellulaires en réponse à des traitements par le TNFa , le TPA et le NaBu. Les résultats 
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obtenus ont permit de démontrer que chaque ARNm est régulé de façon indépendante et que 

leurs modulations sont différentes en fonction de la lignée cellulaire. Par exemple, en réponse à 

un traitement au 'l'PA, le sous type B est induit dans les cellules U937 et le sous type A reste 

inchangé alors que le contraire est observé dans la lignée cellulaire HepG2. Le traitement au 

NaBu induit le sous type C dans les cellules HeLa, mais diminue le taux d'expression du même 

messager dans les lignées HepG2 et LNCap. 

Il ressort cependant de ces données que les modulations globales des 3 sous types sont corrélées 

à la variation du taux d'ARNm IT (Figure 21), ainsi qu'à l'activité GGT mesurée. La mesure du 

taux de l'ARNm IT reflète bien le degré d'expression de l'enzyme puisque ces deux paramètres 

sont toujours corrélés et l'on, peut supposer que la régulation de l'expression de l'enzyme a lieu 

au niveau des ARNm correspondant, soit par le contrôle de la transcription, soit par la 

modification de la 1/2 vie un ou plusieurs des ARNm. Les variations d'activité GGT en réponse à 

un traitement sont donc la conséquence de la régulation de chacun des 3 sous types de messagers 

Comment expliquer leJ mécanisme.r impliquéJ ? 

Dans notre étude, les mécanismes mis en causes dans les différentes modulations sont difficiles à 

élucider car le TNFa, le N aBu et le 'l'PA peuvent avoir des effets pleiotropiques. En effet, le 

TNFa peut induire certains gènes par différentes voies: il conduit par exemple à l'induction de la 

)CCS en activant la transcription du gène de la sous unité lourde probablement via un site APl 

(Morales et al, 1997). Il a été également démontré que le TNFa peut intervenir sur la régulation 

de la protéine WAFl (cyclin-dependent kinase inhibitor) sans agir sur la transcription. Shiohara et 

al, (1996) ont démontré que cette induction passe par une stabilisation du messager 

correspondant dont la 1/2 vie est multipliée par 5. Or, nous avons montré que le traitement par le 

TNFa résulte en une diminution du taux des 3 messagers dans la lignée LNCap. L'inhibition de 

l'expression de gène par le TNFa à déjà été rapportée: dans la lignée HeLa, cet agent entraîne la 

diminution du taux de l'ARNm correspondant au gène (-mye lia une inhibition de la transcription 

(Yarden et al, 1986). 

Le NaBu peut lui aussi agir sur l'expression des gènes par des mécanismes variés. Ainsi, dans les 

cellules HepG2, il induit l'expression de la phosphatase alcaline via une activation de la 

transcription (Khan et al, 1999), mais il inhibe l'expression du gène de la cholesterol acyl 
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transferase par un mécanisme post transcriptionel impliquant la dégradation de l'ARNm pré­

messagers correspondant (Skretting el ai, 1997). 

Certains des mécanismes de régulation de la GGT ont été élucidés, notamment chez le rat. La 

diversité de ces mécanismes laisse présager de la complexité de la régulation du gène humain. 

- La specificité tissulaire de distribution et de régulation des différents messagers provient (entre 

autres) de l'utilisation préférentielle de l'un ou l'autre des promoteurs. Par exemple, durant la 

différenciation les cellules hépatoblastiques expriment les ARNm transcrits à partir des 

promoteurs P3, P4 et P5. Lorsque ces cellules se différencient vers la voie biliaire, les promoteurs 

P3 et P5 ne sont plus utilisés et lorsqu'elles se différencient vers la voie hépatique, ce sont les 

promoteurs P4 et P5 ne sont plus utilisés (Holic et ai, 2000). 

- Le statut de méthylation du gène est également un facteur déterminant pour la régulation de 

l'expression des messagers de la GGT de rat. Baik et al (1992a) ont montré que des traitements 

répétés des cellules Fao par la 5-azacytidine induisaient une forte augmentation de l'activité GGT. 

Plus précisément, seul l'ARNm III présent dans cette lignée cellulaire est surexprimé après le 

traitement par la 5-azacytidine qui induit une hypométhylation du gène ce qui indique que la 

déméthylation à lieu plus spécifiquement au niveau du promoteur P3. La même équipe s'est alors 

intéressée à la méthylation des promoteurs Pl et P2 dans le rein de rats adultes, nouveau-nés ou 

fœtaux. Au cours du développement, ces deux promoteurs sont progressivement activés et cette 

activation est corrélée avec la déméthylation progressive dans les régions du promoteur Pl et P2 

(Baik et al, 1992 b). 

- Rudolph et Hinton (1997), se sont intéressés aux mécanismes impliqués dans la diminution du 

taux de l'ARNm IV dans l'épididyme de rat lors de la privation de facteurs testiculaires. La 

stabilité de l'ARNm correspondant n'est pas affectée, mais le taux de transcription est diminué 

d'environ 70 %. 

- L'étude des séquences promotrices en amont des sites d'initiation de la transcription peut aussi 

apporter des informations importantes pour la connaissance des facteurs protéiques impliqués 

dans la régulation des différents messagers. Par exemple, la régulation de l'ARNm IV dans 

l'épididyme de rat par les facteurs testiculaires pourrait être liée à la séquence consensus 5'­

AGGAAG-3' située dans la région promotrice P4. En effet, cette séquence est reconnue par le 

facteur PEA 3 (polyomavirus enhancer activator) qui est présent dans le fragment initial de 
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l'épididyme à un taux supeneur à celui trouvé dans le fragment distal (où l'ARNm IV est 

d'ailleurs exprimé de façon moins importante). De plus, la quantification de l'ARNm 

correspondant à la protéine PEA 3 ont montré que ce facteur est régulé par les hormones 

testiculaires (Lan et al, 1997). 

- Plusieurs sites consensus pour APl, AP2 et un ARE sont localisés dans les sequences 

proximales des promoteurs de la GGT de rat. La plupart d'entre eux, conservés chez la souris 

seraient responsables des modifications d'expression de la GGT en réponse à un stress oxydant. 

Par exemple, dans l'épididyme de rat, deux autres ARNm (II et IV) sont induits par des stimuli 

oxydatifs (ERO) d'environ 70 % (Markey etaI,1998). 

Ainsi, les 1 C [ résultats de notre étude sur la régulation de l'expression de la GGT dans 4 lignées 

cellulaires humaines n'apportent pas d'explications sur les mécanismes moléculaires mis en jeu, 

mais peuvent servir de base à la réflexion et aux stratégies à adopter. Nous retiendrons par 

exemple que, pour être correctes les études doivent considérer les 3 sous types de messagers de 

façon indépendante. Il est d'ailleurs fort probable que chaque messager dépende d'un promoteur 

indépendant comme c'est le cas chez le rat et la souris. 

EtudeJ de la régulation du promoteur B par le TP A : 

La séquence du promoteur dirigeant la transcription des ARNm lB récemment publiée constitue 

un outil pour l'étude des sites impliqués dans la régulation de cet ARNm. L'analyse de cette 

séquence montre qu'il y a plusieurs sites potentiels pour la fixation de APl et un site potentiel 

ARE (ne différent que d'une base du site consensus) en amont du site d'initiation de la 

transcription. Nous avons alors décidé d'explorer les différents sites potentiels pour APl afin de 

savoir s'ils sont impliqués dans la modulation de l'expression de l'ARNm lB par le TPA dans deux 

lignées cellulaires différentes. 

Pour se faire, nous avons transfecté les cellules HeLa et HepG2 par des plasmides contenant 

différents fragments de la région promotrice en amont du gène de la luciférase : 

pGGT B . 348 contient le cluster APl-l, ARE et APl-II. 

pGGT B.S60 contient les 3 sites précédents et le site APl-III 

pGGT B .784 contient les sites APl-l, APl-II, APl-III, ARE et APl-IV. 
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Dans les cellules HeLa non traitées, l'activité promotrice mesuree est proportionnelle à la 

longueur du fragment cloné en amont du gène de la luciférase (figure 33 B) ce qui indique que les 

séquences situées en amont du cluster APl sont importantes pour cette activité promotrice. Par 

contre, l'inductibilité par le TPA est la plus importante pour le fragment le plus court (6 fois pour 

le plasmide pGGT B.348) ; l'ajout de séquences, résulte en une diminution de l'induction par le 

TPA indiquant qu'en amont des 3 premiers sites APl doivent se trouver d'autres sites de 

régulation qui interfèrent avec ceux-ci. 

Dans les cellules HepG2 non traitées, tous les fragments possèdent la même activité promotrice, 

comme si dans cette lignée, la présence des séquences comprises entre - 348 et + 60 pb étaient 

suffisantes pour l'initiation de la transcription. Cependant, les mécanismes d'induction par le TP A 

sont différents de ceux incriminés dans la lignée HeLa puisque dans les cellules I-IepG2 l'ajout de 

séquences en amont des 3 premiers sites APl potentialise l'induction par le TPA (figure 33 A). 

Il semble donc que la spécificité cellulaire de régulation du taux d'ARNm lB soit lié à la spécificité 

cellulaire de régulation du promoteur B. 

Rôle deJ' Jéquenm'promotrùu dam la Jpé,?/ùité tiuulaire d'e>-.preJJion des messagerJ : 

Le facteur APl est impliqué dans la régulation tissu spécifique de certains gènes comme le gène 

humain de la « profilagrine» (gène exprimé dans les couches granulaires de l'épiderme en fin de 

différenciation). La présence du motif APl à la position - 77 liant le complexe cJun/cFos est 

primordiale pour la transcription de ce gène dans des cellules épidermiques Gang et al, 1996) alors 

que le même fragment promoteur n'a qu'une très faible activité dans les cellules HeLa. 

Fabbro et al, 1999 ont étudié le rôle des séquences promotrices du gène al (VI) collagène dans la 

régulation tissulaire de son expression. Ils ont montré que dans les cellules NIH3T3 (fibroblastes) 

qlÙ expriment très fortement le gène, un site APl fixe le facteur constitué de la sous unité Jun D 

et es t responsable de la transactivation du gène. Dans la lignée cellulaire EL4 (cellules T 

n'exprimant pas le gène) le même site fixe un facteur de composition différente et cette fixation 

n'est pas déplacée par la sonde consensus APL Ces résultats démontrent qu'une même séquence 

peut fn::er des facteurs protéiques de nature différente selon la lignée cellulaire considérée. Cela 

pourrait être en cause dans la régulation tissu spécifique de certains gènes. 
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Il se peut que la spécificité tissulaire provienne de la fixation de facteurs protéiques particuliers à 

la lignée considérée sur les séquences en amont de la position - 348. Par exemple, le facteur de 

transcription YY1 est un facteur multifonctionnel qui peut inhiber ou activer la transcription de 

nombreux gènes O'Connor et al, (1996) ont démontré que ce facteur pouvait inhiber la 

transcription de l'oncogène HPV-16 (human papilloma vims type 16) E6 probablement en 

interagissant avec la protéine CBP (CREB binding protein) et en inhibant l'activité de APL La 

séquence consensus reconnue par YY1 est 5'-CCATNTI-3' que nous retrouvons dans la 

séquence promotrice à la position - 685 à - 678 (dans le fragment pGGT B.784). (p.123) 

L'étude de l'activité promotrice de la région 5' du gène de l'INFt (interferon tau) de mouton à 

montré que cette région possède une forte activité dans les cellules JEG3 (chorio-carcinome 

humain), et une activité plus faible dans la lignée cellulaire HeLa. De même, il y a une forte 

induction par le TP A dans la lignée JEG 3 alors que l'activité promotrice dans les cellules HeLa 

reste inchangée. Des expériences de délétions ont montré qu'un élément « enhancer» à la 

position - 654 à - 555 est nécessaire à la forte activité promotrice et à l'induction par le TP A dans 

les cellules JEG3 alors que cette région ne semble jouer aucun rôle dans la lignée HeLa. Les 

analyses par retardement sur gel des complexes fixés par les régions enhancer montre qu'une de 

ces séquences (GATA like) fixe des facteurs protéiques de nature différente selon la lignée 

considérée et serait sans doute responsable de la spécificité cellulaire pour la régulation du gène 

de l'INFt (Yamaguchi et al, 2001). 

Dans notre cas, une étude plus approfondie des séquences en amont du site +1 et des facteurs de 

transcription qui s'y fixent serait nécessaire pour expliquer les différences activités promotrices 

observées entre la lignée HeLa et HepG2. Par exemple, il y a un site CRE qui pourrait également 

intervenir dans la modulation de l'activité du promoteur par les voies d'activation de la protéine 

kinase A qui conduisent à la phosphorylation et à l'activation de la protéine CBP. 
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Etude du rôle deJ différents Jites APt du promoteur B dam la répome au TP A : 

Dans les 2 lignées cellulaires étudiées, le traitement par le TP A induit l'activité promotrice du plus 

petit fragment pGGT B -348 qui contient 3 sites potentiels rapprochés pour le facteur APL Nous 

avons voulu étudier plus spécifiquement le rôle de chacun de ces sites potentiels dans l'activation 

de la transcription. Nous avons donc travaillé sur les facteurs nucléaires extraits des cellules HeLa 

et HepG2 traitées ou non au TPA, et nous avons testé leur capacité à se fixer aux séquences AP1-

I, ARE et APl-II par des expériences de retardement sur gel. 

Dans les deux lignées cellulaires, un seul site potentiel peut fixer le facteur APl: le site APl-II 0e 

plus en amont), les deux autres sites ne fixant aucun facteur de transcription. Nous avons 

également montré que le facteur APl fixé au site APl-II est fortement induit par le traitement au 

TP A et qu'il est constitué de la sous unité cJun au moins. Etant donné que la sonde contrôle 

AP1-collagénase déplace totalement le signal, quand elle est ajoutée en excès aux incubations, il se 

peut que les deux oligonucléotides APl-II et AP1-collagénase fixent le même facteur 

(cJun/cFos). Cependant, si l'on regarde les résultats de retardement sur gel (figure 35), on 

s'aperçoit que le traitement au TPA induit une fixation beaucoup plus importante de APl au site 

APl-II dans la lignée HeLa. Cela peut s'expliquer si deux facteur APl de compositions 

différentes sont induits par le TPA en fonction de la lignée cellulaire considérée. D'ailleurs, cette 

fixation moindre d'un facteur au site consensus APl-II est corrélée avec l'induction moins forte 

de l'activité promotrice du fragment pGGT B-348 dans la lignée HepG2 (2,5 fois contre 4 fois 

dans la lignée HeLa). 

Il est surprenant de constater que des séquences relativement proches (comme AP1-I et APl-II) 

ne fL"Xent pas de la même façon les facteurs de transcription. Dans un travail récent, Bianchi et al 

(2002) ont étudié le rôle d'une région contenant 3 sites APl organisés en cluster (à proximité les 

uns des autres à la position - 1599 à - 1654) dans la régulation de la transcription du gène de 

l'ornithine decarboxylase de souris en réponse à l'I-IGF (hepatocyte growth factor). Les auteurs 

ont démontré que le cluster complet est nécessaire à l'activation de ce gène bien que la séquence 

APl la plus proche du + 1 ne fixe aucun facteur de transcription. 
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Ainsi, pour la 1ère fois, nous sommes capables de proposer un mécanisme de régulation 

de l'expression de la GGT qui impliquerait une activation via APl du promoteur B. 

Clonage et mradérùation du promoteur C : 

A partir des résultats obtenus dans la première partie de l'étude et sachant que la régulation de 

l'expression des ARNm de la GGT de souris et de rat est basée sur l'utilisation spécifique des 

différents promoteurs, nous avons supposé que le gène l de la GGT devait lui aussi posséder 

d'autres promoteurs pour la régulation de la transcription. Nous avons alors décidé de localiser et 

de caractérisé le promoteur C (responsable de la transcription des ARNm Id. 

Les expériences de 5' RACE nous ont permit de situer le + 1 potentiel immédiatement en amont 

de l'ex on VII. Or les séquences précédant ce +1 ne contiennent pas de «TATA bœo>, ni 

d'élément initiateur. Seuls quelques sites potentiels de fixation pour les facteurs SP1, APl, AP2, 

un site XRE et une BARBIE box (élément de réponse aux barbituriques) sont présents dans cette 

région proximale. Si l'on compare l'organisation de cette région avec celle du promoteur B, il 

ressort cependant quelques points communs: 

Les deux régions promotrices identifiées ne sont pas des promoteurs à « TATA box» 

Dans les deux séquences promotrices un cluster de 3 sites potentiels pour APl est présent, en 

position - 240 à - 192 pour le promoteur B et en position -540 - 492 pour le promoteur C (soit 

pour les deux dans un intervalle de 42 pb). 

Le site potentiel central ne diffère que d'une base du site ARE consensus dans les deux 

promoteurs. 

Pour les deux promoteurs, le site consensus le plus proche du + 1 identifié est un site de 

reconnaissance pour le facteur SPl qui joue un rôle central dans l'initiation et la régulation de la 

transcription de différents gènes (Nishitani et al, 1995; Portugal et al, 2001) 

Si l'on compare maintenant le promoteur C aux promoteurs de la GGT de rat ou de souris il en 

ressort que: 
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Les exons présentant de fortes homologies avec l'exon VII humain, c'est à dire l'exon 

III pour le gène de la GGT de rat et l'exon IV pour celui de la souris sont des ex ons 

leader, précédés du promoteur P3 pour le rat et du promoteur PIV pour la souris. 

Ces promoteurs sont responsables d'une forte expression du gène de la GGT chez 

ces deux espèces puisque le P3 de rat à une expression ubiquitaire et les ARNm IV de 

souris se retrouvent dans beaucoup de tissus. 

Hudson el al, (1997) ont caractérisé les éléments qui régulent la transcription de l'ARN m III de 

rat par des expériences de «foot printing» et de retardement sur gel. Ce promoteur ne contient 

pas de «TATA box», mais que les éléments situés en position - 185 à + 55 sont responsables de 

l'activité de base de ce promoteur. Cette région contient notamment une «CAAT box» à la 

position - 127 à - 102 que nous ne retrouvons pas dans notre séquence promotrice. Par contre, il 

y a un site de fixation pour le complexe TFIID à la position - 33 à - 8 (site TFIID-binding). Ce 

site diffère du site consensus, et cette différence conduit à une moins bonne fixation du TFIID 

purifié. En amont de ce site se trouve une boîte « GAGA» (région riche en GA). Quand les 

expériences de retardement sur gel sont effectuées avec l'oligonucléotide marqué contenant cette 

région GAGA et le site TFIID, la fixation de ce facteur devient beaucoup plus efficace et les 

auteurs suggèrent que la liaison du facteur TFIID simultanément aux sites « GAGA» et TFIID­

binding résulte en la formation d'une stlUcture qui pourrait être impliquée dans la fixation du 

complexe d'initiation de la transcription (Griffith el al, 1995) . 

Or, si l'on observe les séquences - 67 à - 36 sur notre promoteur C, nous constatons la présence 

de ces mêmes régions, c'est à dire une « GAGA box» suivie d'un site de fixation pour TFIID. 

Les séquences de ces différents sites sont présentés dans le tableau IX : 

Ce site est très important dans le promoteur P3 de rat puisqu'il est capable d'induire la 

transcription 8 pb plus loin. Il est donc fort probable que cette séquence ait la même fonction 

dans le promoteur C du gène humain. 
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Tableau IX : Séquences des sites «TFII D binding» des promoteurs C humain et 
P3 de rat 

Séquence position 

TF II D consensus GCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGA 

TF II D P3 rat AGGAGCTGGGTCACTGCTGGGGATG - 33 à - 8 

TF II D PC humain AGGAGCTGGGTCACAGCAGGGAATÇ -61à-36 

GAGA box P3 rat AGGGGAGGGAAGG - 47 à -34 

GAGA box P3 humain AGGGGAGGGAAGG -74 à-97 

.. , 
Les bases dtfferentes sont mdlquees en Itahque souhgne. 

Des «GAGA box» sont observées dans les promoteurs de certains gènes ne possédant pas de 

TATA box comme le gène humain du collagène al(V) (Lee el al, 1995). La déletion de cette 

séquence dans le gène humain MSX-l entraîne une perte totale de l'activité du promoteur (Shen 

et al, 1994). Il est également intéressant de constater que ces séquences sont également présentes 

dans des promoteurs plus classiques (à TATA box) comme celui de la sous unité lourde de la 

)'GCS de rat (Meister et al, 1989). 

Les 100 premiers nucléotides de la région en amont du +1 de l'ARNm III de rat s'alignent avec 

ceux du promoteur PlV de la souris avec une homologie de plus de 86 %, ces deux promoteurs 

sont «T AT A less» et utilisent le site TFIID-binding pour l'initiation de la transcription (Brouillet 

et al, 1994). Cependant, il est fort probable que le site d'initiation de la transcription déterminé 

pour l'ARNm le ne soit pas le seul. Par exemple, la transcription de l'ARNm de type IV peut 

avoir lieu au niveau du + 1 (site majoritaire) au niveau du + 11 (site minoritaire). Nos expériences 

de 5'RACE ne nous ont permis d'isoler qu'une seule population de messagers mais nous n'avions 

que deux clones. Il serait nécessaire de déterminer le + 1 avec précision par des expériences de 

protection à la RNase par exemple afin de pouvoir aligner et comparer correctement les régions 

promotrices du gène des différentes espèces. 

Les fragments pGGT C489 et pGGT C856 issus de la région en amont de l'exon VII de l'ARNm 

le possèdent une forte activité promotrice dans les lignées HeLa et HepG2, lignées dans 

lesquelles l'ARNm le est d'ailleurs présent en quantité relativement importante. Les résultats de 
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ces transfections sont importants car ils confirment que la séquence clonée à partir du gène l de 

la GGT humaine contient un promoteur. 

Nous avons aussi étudié la régulation de ce promoteur par deux des agents utilisés dans la 

première partie du travail : le TPA et le NaBu. Dans la lignée HeLa, l'ARNm le est induit suite à 

ces deux traitements et dans la lignée HepG2, l'ARNm le est induit par le traitement au TPA, 

mais il est diminué suite au traitement par le NaBu (Tableau VII). 

Pour la lignée, HeLa, le traitement au TPA induit l'activité promotrice des deux fragments pGGT 

C 489 et pGGT C856• Le NaBu est également responsable d'une induction de l'activité promotrice. 

Ces résultats sont corrélés avec l'augmentation du taux d'ARNm le observée suite à ces 

traitements dans les cellules HeLa. 

Pour la lignée HepG2, les résultats de la transfection sont également corrélés aux variations du 

taux de l'ARNm le observées après le traitement de ces cellules par le NaBu. 

Comme dans la lignée HeLa, l'activité promotrice des deux fragments est augmentée après le 

traitement au TP A. Ces résultats indiquent que les séquences comprises entre - 489 et + 71 

contiennent des éléments de réponse au TP A. 

Le traitement par le NaBu ne modifie pas l'activité promotrice du fragment pGGT C489 dans les 

cellules I-lepG2 alors qu'il l'active dans la lignée HeLa. Le même traitement inhibe l'activité 

promotrice du fragment pGGT C856 dans la lignée HepG 2, indiquant que les séquences 

comprises entre - 856 et - 489 contiennent des éléments de réponse à ce stimulus. En accord avec 

ces résultats, nous avons également montré que le taux d'ARNm le est diminué 2 fois en réponse 

au traitement par le NaBu des cellules HepG2. 

Ainsi, la spécificité cellulaire de régulation du taux de l'ARNm le serait probablement liée à la 

régulation spécifique de l'activité du promoteur C. 
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Abstract 

Human y-glutamyltransferase (GGT) belongs to a multigenic family and at least three mRNAs are transcribed from the gene that codes 
for an active enzyme. Four human tumour celllines (HepG2, LNCap, HeLa and U937) with different GGT levels were used to investigate 
how GGT activity, total GGT mRNA and each individual GGT mRNA subtype responded to tumour necrosis factor-a (TNF-a), 12-0-
tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) or sodium butyrate treatment. Butyrate reduced the GGT activity in HepG2 ceUs, and the level of 
total GGT mRNA accordingly, whereas TNF-a and TPA did not alter these parameters. In LNCap cells , TNF-a, TPA, and butyrate 
reduccd the activity as weil as the level of GGT total mRNA. In HeLa cells no significant changes were observed either in activity or in 
mRNA level whereas TPA induced both GGT activity and mRNA levels in U937 cells. The distribution of each GGT mRNA subtype (A , B 
and C) was found to be ceU specific: type B mRNA was the major form in HepG2 cells, while type A was the major form in LNCap and 
HeLa, type A and type C were expressed almost at the same level in U937 cells. The GGT mRNA subtypes were also differently modulated 
in these cells after TNF-a, TPA or butyrate treatment, suggesting that they are regulated by distinct and cell type specific 
mechanisms. © 2001 Elsevier Science B. V. Ali rights reserved. 
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1. Introduction 

y-G1utamyltransferase (GGT, EC 2.3.2.2), a glycosylat­
ed membrane enzyme, catalyses the transfer of y-glutamyl 
groups From peptide donors such as glutathione to a vari­
et y of acceptors including dipeptides, free amino acids or 
water [1) . GGT activity is modulated in many physiolog­
ical and pathological conditions, including difIerentiation 
and carcinogenesis. The GGT activity has been reported 
to be increased during kidney development and difIeren­
tiation, but reduced in adult liver compared to fetal liver 
[2). An increased GGT activity has also been detected in 
several neoplastic cells and notably in chemically induced 
tumours in rat liver [3), and in human ovary [4), prostate 

Abbreviations: GGT, y-glutamyltransferase; RT, reverse transcription; 
PCR, polymerase chain reaction; TNF-a, tumour necrosis factor-a; TPA, 
12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate; ORF, open reading frame ; UTR, 
untranslated region; HCC, hepatocellular carcinoma 
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[5) and lung carcinomas [6). GGT activity has been found 
increased in various tumour celllines after anticancer drug 
treatment. This may be of some importance in drug resis­
tance [7- 9). More recent data suggest that GGT could 
play an important role in maintaining cell proliferation 
[10). This role was attributed to the oxidant stress gener­
ated from the GGT dependent glutathione metabolism. 
On the other hand, this oxidative stress can induce lipid 
peroxidation [Il), protein oxidation [12), and could trigger 
the activation of transcription factors [13). 

In humans, GGT is a multigene family of at least seven 
genes and pseudogenes [14). Among these human GGT 
genes, one locus is of great importance since its transcrip­
tion generates type 1 GGT mRN As [14,15), encoding an 
enzyme with catalytic properties that are identical to the 
enzyme isolated from human tissues [16) . Three subtypes 
of GGT mRNAs related to the type 1 and showing the 
same open reading frame (ORF) but difIering in their S' 
untranslated region (UTR) have been isolated from 
HepG2 hepatoma [17), fetal liver [18,19), and placenta 
[20). For the sake of clarity we used the nomenclature 

0304-4165/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. AIl rights reserved . 
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proposed by Tsutsumi et al. [21): subtype A corresponds 
to the mRNA firstly described in fetal Iiver, subtype B to 
the mRNA isolated from the human hepatoma cell line 
HepG2 and subtype C to the mRNA isolated from human 
placenta. 

Oiederich et al. [22) suggested that the 5' UTRs of these 
GGT mRNAs play an important role in the regulation of 
translation. Analysis of the corresponding genomic se­
quences showed that these mRNAs are transcribed from 
the same gene. However, it is not c1ear if they are under 
the control of separate promoters as in rat and mouse [23), 
or if the observed polymorphism is due to dilferential 
splicing events. 

Little information exists concerning the regulation of 
the expression of these GGT mRNAs. In their study, 
Tsutsumi et al. [21) analysed the distribution of GGT 
mRNAs in healthy and cancerous tissues and suggested 
that subtype B is c10sely related to the development of 
human hepatocellular carcinoma (HCC). The sa me au­
thors demonstrated that analysis of GGT mRNA expres­
sion may provide a useful tool for the diagnosis of HCC at 
its early stages. 

In this report we examined the modulation of the hu­
man GGT mRNAs type 1 by tumour necrosis factor-a 
(TNF-a), 12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) 
and sodium butyrate in four human cell Iines derived 
from dilferent cancer tissues : HepG2, U937, LNCap and 
HeLa cells . We present evidence for the first time that 
these mRNAs are independently regulated and that their 
regulation is cell type specifie. 

2. Material and methods 

2.1. Cell Un es, culture conditions and treatments 

HepG2, U937, LNCap and HeLa cells, obtained from 
ECCAC, were grown in RPMI 1640 medium (Sigma, 
France) supplemented with 10% (v/v) heat inactivated fetal 
calf serum (Boehringer), 1 % (v/v) antibiotic-antimitotie 
solution (Sigma) and 2 mM glutamine (Sigma). 

Cultures were maintained at 37°C in a humidified at­
mosphere of 95% air and 5% CO2. 

Cells were treated with 200 U/ml TNF-a, 2.5 mM so­
dium butyrate, or 2 /lM TPA (Sigma) in complete culture 
medium for 24 h before total RNA extraction, and for 48 h 
before GGT activity measurements. 

2.2. Reverse transcription and po/ymerase chain reactions 
(RT-PCR) 

Total RNA was extracted from untreated and treated 
cells using the Insta Pure reagent (Euro Gentec, Belgium) 
according to the manufacturer's recommendations. RNA 
samples were stored at - 80°C until use. 4 /lg of total 

RNA were used for reverse transcnptlon using 200 U 
M-MLV reverse transcriptase (Promega, France) and 0.5 
/lg 0Iigo(dT)16_18 in 50 /lI containing 50 mM Tris- HCI pH 
8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCI2, 10 mM OTT and 1 mM 
of each dNTP according to the manufacturer's recommen­
dations. 

GGT total mRNA was amplified using primers Ampl 
(sense primer 5'-AATGGACGACTTCAGCTCTCC-3') 
and Amp2 (antisense primer 5' -AGCCGAACCAGAG­
GTTGTAGA-3') [14]. ~2- Microglobulin sequences were 
amplified with sense primer : 5'-ACCCCCACTGAAAAA­
GATGA-3' and antisense primer : 5'-ATCTTCAAA­
CCTCCATGATG-3'. Analysis of GGT subtype A, B, 
and C mRNAs expression was perfonned using fetal liver 
(subtype A) primers : (sense : 5'-CACAGGGGACATA­
CAGTGAG-3', antisense : 5'-GAAATAGCTGAAGCA­
CGCGC-3'), HepG2 (subtype B) primers: (sense: 5'­
GGA TTCTCCCAGAGA TTGCC-3' , antisense: 5' -GAA­
GGTCAAGGGAGGTTACC-3'), and placenta (subtype 
C) primers (sense: 5'-GCCCAGAAGTGAGAGCAGTT-
3' , antisense: 5'-TCCAGAAAGCAGCTAGAGGG-5') . 
For PCR, a common cycling protocol was used for a il 
sets of primers: after an initial denaturation for 2 min at 
94°C, samples were submitted to 26 (Ampl/Amp2 and ~2 -

microglobulin primers) or 30 cycles (primers for A, Band 
C subtypes of GGT mRNA I), except for HeLa and U937 
cells where 35 cycles were used to amplify subtype B 
mRNA, with the following steps: 94°C for 30 s,54°C 
for 30 s, noc for 45 s. The Ampl/Amp2 and ~2 -micro­

globulin primers amplified respectively a 217 bp and 120 
bp cONA fragment. The HepG2, fetal liver and placenta 
primers produced PCR fragments of respectively 300 bp, 
308 bp, and 386 bp. 

2.3. Ana/ysis of RT-PCR products 

Ampl/Amp2 and ~2 -microglobulin RT-PCR products 
were quantified after agarose gel electrophoresis and eth id­
ium bromide staining, with a Kodak OCI20 digital cam­
era and ID software (Kodak). 

PCR products from the amplifications specific for sub­
type A, subtype Band subtype C GGT mRNA were 
transferred to a Hybond-N membrane. Hybridisation 
was carried out using specific biotinylated probes for sub­
type A (5' -GGGCAGGGCTTGGTGAATGGT AGCTG­
TGATTATCATCATG-3'), subtype B (5'-CGCAGGAT­
GGTGTGCGAGGACCCGAGCTGGTGTTCCAGGC-
3'), and subtype C (5'-ATAGAGACACCGATTCCTG­
GAGGTCCAAAGAGCCTCAGGA-3') mRNAs as de­
scribed [21]. The hybridised bands were reacted with 
streptavidin and biotinylated alkaline phosphatase com­
plex using the New England Biolabs (USA) Phototop de­
tection kit according to the instruction manual, and visual­
ised on Kodak XAR-5 film. Exposed X-ray films were 
quantified as above. 
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2.4. Measurement of GGT activity 

GGT activity was detennined using L-y-glutamyl-3-car­
boxy-4-nitroanilide as donor substrate and glycylglycine as 
acceptor substrate as previously described [24] and was 
expressed as mU/mg protein (corresponding to nmol of 
5-nitrobenzoate/min/mg protein) . Protein concentration 
was detennined in each sam pie according to Lowry et 
al. [25] using bovine serum albumin as standard. 

2.5. Statistical analysis 

Ali assays were set up in triplicate, and the results were 
expressed as the mean and standard deviation 
(mean ± S.D.). Student's paired t-test was used for statis­
tical analysis. 

3. Results 

3.1. Modulation of GGT activity aiter TNF-a, TPA and 
sodium butyrate treatment 

The hUinan cell lines HepG2, LNCaP, HeLa and U937 
showed different basal activities, ranging from 16 mU/mg 
protein (HeLa cells) to 144 mU/mg (HepG2 cells) . The 
regulation of GGT was studied in these cell Iines after 
48 h treatment with TNF-a, TPA or sodium butyrate. 
As shown in Table l, GGT activity was largely decreased 
in HepG2 cells after sodium butyrate treatment (- 50%), 
while TNF-a and TPA had no significant effects. In 
LnCap cells, the activity was dramatically decreased 
("'70%) after TNF-a treatment and to a lesser extent 
('" 30%) after either TPA or butyrate treatment. No sig­
nificant modulations in GGT activity were found after the 
same treatments in HeLa cells and only TPA induced the 
GGT activity in U937 cells by 2-fold. 

3.2. Quantification of total GGT mRNA 

To ascertain whether the changes in GGT activity after 
the various treatments were due to pretranslational control 
mechanisms, we measured total GGT mRNA by RT-PCR 
in the above four cell Iines. Amplification with the GGT 
primers Ampl and Amp2 is not specific for one particular 

Table 1 
ElTect of TNF-a . TPA and butyrate on GGT activity 

Cell line 

HepG2 
LNCap 
HeLa 
U937 

GGT activity (mU/mg protein) 

No treatment TNF-a 200 U/ml 

144± 11.3 
30 ± 3.S 
16 ± 0.8 
61 ±6.1 

173±8.S 
9 ± O.S' 

17 .8 ± I.S 
63 ± 11.3 

GGT mRNA subtype as the ampli fied sequence is located 
within the coding region of the GGT mRNAs [14]. Thus, 
the obtained signal reflects the total amount of GGT 
mRNA. The level of p2-microglobulin mRNA was used 
as an internai control. The P2-microglobulin signal did not 
significantly vary after the different treatments, as the 
maximal variation was 17% (between contro l and TPA 
treated HepG2 cells, not shown). Thus p2-microglobulin 
signal can be used under these conditions to normalise for 
reverse transcription and PCR efficiencies between the var­
ious samples within the same cell line. 

Twenty-four hour TNF-a or TPA treatment had no 
effect on GGT total mRNA [ in HepG2 cells but de­
creased it in LNCap cells (- 80% and - 58% respectively, 
Fig. 1 A,B). Butyrate treatment significantly decreased this 
mRNA in both cell Iines (Fig. IA,B). No significant 
changes were observed after the same treatments in 
HeLa cells (Fig. IC). [n U937 cells, while TNF-a and 
butyrate had no effect on the GGT total mRNA level , 
TPA induced a significant increase (Fig. ID). Thus GGT 
total mRNA and GGT activity levels are correlated in 
these cell lines, suggesting a control of GGT expression 
at the mRNA level where a modulation of its activity was 
observed . 

3.3. Distribution and modulation of subtype A, subtype B 
and subtype C GGT mRNAs 

Human GGT type 1 mRNAs show a polymorphism in 
their S' UTR and type specific PCR amplifications have 
been developed for the detection of these mRNAs [21]. 
Therefore, we employed these techniques to study the 
modulation of each particular type of GGT mRNA after 
treatment of the cell Iines with TNF-a, TPA or sodium 
butyrate. 

A representative result of the detection and quantifica­
tion of the three GGT mRNA subtypes in the four cell 
Iines is shown in Fig. 2. Bands of 300 bp (subtype A), 308 
bp (subtype B) and 386 bp (subtype C) match the theo­
retical size of the amplification products. Extra bands, 
having additional sequences of about 220- 250 bp are 
also detected. These additional bands can be explained 
by the presence of an unspliced intron in the sequence of 
the three S' UTRs [26]. However, as their exact origin and 
function are for the moment undear, they were not quan-

TPA 2 i!M 

173 ± 3.2 
19±0.7' 
17± 1.0 

102 ± IO.S" 

Butyrate 2.S mM 

66 ± S.7' 
23 ± 2.8' 
19 ± 1.8 
66± 3.1 

Va lues represent the mean ± S.D. of three independent experiments; 'P < 0.01, "P < O.ooS as compared to untreated cells. 
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tified . The intensities of the bands with the expected size 
were normalised for the ~2-microglobulin signal, and the 
results are summarised in Table 2. 

Ali three mRNA subtypes were detected in the four cell 
Iines. However, in HepG2 cells subtype B GGT mRNA 
was the major fo nTI , while LNCap and HeLa cells ex­
pressed more subtype A. In U937 cells subtypes A and 
C are expressed a lmosl al the same level. In HeLa and 
U937 cells subtype B was detected after five additional 
cycles of amplification. Thus, although the values for 
this subtype seem higher than those for subtypes A and 
C, its expression level is less important. 

Challenge of the cells wilh the different mediators re­
sulted in a cell type and mRNA subtype specific modula­
tion. 

In HepG2 cells TNF-a and TPA treatments induced 
GGT mRNA subtype A (IA-fold) but did not have any 
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effect on sublypes Band C. As shown before, these treat­
ments had no significant effect on the total GGT mRNA 
level (Fig. 1 B), although slight increases ("" 20%) in en­
zyme aClivity were observed (Table 1). This could be ex­
plained by the small changes in the level of subtype A 
mRNA. Butyrate treatment decreased by almost 50% ail 
three subtypes. This decrease explains the lower level of 
GGT total mRNA (Fig. lB) and activity (Table 1) artel' 
this challenge. 

In LNCap cells we showed before a pronounced de­
crea se of total GGT mRNA level by 80%, 58'10, 26%, after 
TNF-a, TPA and butyrate treatment respectively. Accord­
ingly, ail three GGT mRNA subtypes were decreased after 
the same treatments, except subtype B who se level re­
mained the same arter butyrate challenge. 

In HeLa cells, treatment with TNF-a did not signifi­
cantly modulate the level of the three mRNA subtypes. 

0,6 GGT 
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Fig.!. Modulation of GGT total mRNA. 4 !lg of total RNA from HepG2 (A), lNCap (B), Hela (C) and U937 (0) cells was reverse transcribed and 
submitted to po lymerase chain reaction as described in Section 2. Each treatment was performed three times ; ~2-microglobulin (~ 2 !l) and GGT signais 
were quantified for each sample after separation of PCR products on agarose gel con taining ethidium bromide as described in Section 3. The relative 

amount of GGT total mRNA was obtained by the ratio GGT signal/~2-microglobulin signal. Data shown are means ± S.D. of three experiments. 
• P < 0.0 1 and •• P < 0.005, as compared to control signa l. (Inserts) Photographs of the corresponding agarose gels used for the quantification of GGT 
and ~2 -microglobulin signais; samples 1- 3, control cells; 4-6, TNF-o. 200 U/ml ; 7- 9, TPA 2 !lM; 10- 12, butyrate 2.5 mM. NC, negative control; PCR 
was performed with both primers in the absence of any RT sam pie. 
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A(H) B(H) C(H) 

600 bp ---.. 
386 bp ---.. 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

A(L) B(L) CCL) 

550 bp---" 
600 bp 
386 bp 

300 bp---" 308b~ 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

A(He) B(He) C(He) 

308 600 bp 

386 bp 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

A(U) B(U) C(U) 

600 bp ---.. 
308 386 bp ---.. 

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
Fig. 2. Modulation of human GGT mRNA subtypes. 4 ~g or total mRNA isolated rrom HepG2 (H), LNCap (L) HeLa (He) or U937 (U) cells were re­
verse transcribed and 1 ~I or the reaction products was submilled to PCR rollowed by Southern blot using primers specific ror subtype A (retal liver 
subtype, panels A(H), A(L), A(He) and A(U)), subtype B (HepG2 subtype, panels B(H), B(L), B(He) and B(U)) and subtype C (placenta subtype, pan­
els CCH), CCL), CCHe) and CCU)). Lanes: l, control ce lls; 2, TNF-a; 3, TPA ; 4, butyrate. The arrows indicate the bands and the numbers on the left 
of each arrow the corresponding size. The expected sizes arc: 300, 308 and 386 pb for respectively subtype A, B and C. 

This corresponds weil to the low variations in GGT activ­
ity and total GGT mRNA level. TPA treatment induced 
both Band C subtypes but slightly decreased subtype A 
which is the major GGT mRNA subtype in these cells. 
Butyrate treatment resulted in a dramatic decrease of sub­
type B GGT mRNA but in an induction of subtypes A 
(l.5-rold) and C (2-fold) . However, these variations re­
sulted in the preservation of total GGT mRNA level 
(Fig. 1 C) and enzymatic activity (Table 1). 

In U937 cells butyrate treatment did not result in any 

modulation of the different GGT mRNA sublypes. In the 
same cells a small decrease of subtype A and C levels was 
observed after TNF-(X treatment. TPA challenge increased 
twice the level of subtype B mRNA and lo a lesser exlenl 
subtype C, explaining the induction of total GGT mRNA 
level and GGT activity by 2-fold. 

Taken logether these results show that lhe changes in 
the level of the different GGT mRNA subtypes in these 
cell Iines are weil correlated with the levels of the total 
GGT mRNA and with the enzymatic aClivily. They also 
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suggest that the three mRNA subtypes account at least for 
the major part, if not for ail , of the total GGT mRNA 
level in these cells . 

4. Discussion 

Most studies on the regulation of GGT mRNAs have 
been performed using rat and mouse models. For instance, 
it has been reported that rat GGT mRNA Il[ is induced in 
rat hepatocytes in response to ethoxyquin [27], and in rat 
alveolar type II cells in response to quinone toxicity [28]. 
Rat mRNA II and mRNA IV have a lso been shown to 
respond to an oxidative stimulus in epididymis [29]. 

In humans, the more complex GGT gene organisation 
prevented rapid progress in the understanding of the reg­
ulation mechanisms which govern its expression. For ex­
ample, it is not yet c1ear if subtype A, subtype Band 
subtype C mRNAs, transcribed from the same gene (15), 
are controlled by different promoters or if they are the 
result of different splicing events . 

Total GGT mRNA has been shown to increase after 
androgen treatment in A2780 ovarian cancer cells [30). 
Also , azacytidine treatment of LNCap and PC3 human 
prostate cells increased the level of subtype Band subtype 
C GGT mRNAs (31) . These increases were weil correlated 
with the methylation status of GGT gene and with the 
increase of enzyme activity. 

The distribution of the GGT mRNA subtypes in differ­
ent human organs has been studied by Tsutsumi et al. (21) . 
They showed that subtype A was widely distributed in 
human tissues while subtype C was found only in oeso­
phagus and kidney. In our work, in order to study the 
expression and regulation of GGT type 1 mRNAs we 
used four cell Iines each derived from different cancer tis­
sues : HepG2, human hepatocellular carcinoma, U937, hu­
man leukaemia, LNCap, prostate adenocarcinoma, and 
HeLa, human cervical epitheloid carcinoma. These cell 
Iines also differ in their GGT activity. 

The three GGT mRNA subtypes examined here were 
detected in a il cell lines . However, subtype B was the ma­
jor mRNA in HepG2 cells, subtype A in LNCap and 
HeLa cells and subtypes A and C in U937 cells (Table 
2). Our results for the HepG2 cells are in accordance 
with those previously published (21) , but to our knowl­
edge, in ail human tissues examined so far, the simultane­
ous presence of these three GGT mRNA subtypes has not 
been reported . This discrepancy may be explained if we 
assume that either in cancer cell Iines the expression of 
GGT mRNAs is a ltered or that our detection protocol is 
more sensitive, thus detecting very low levels of the three 
GGT mRNA subtypes. 

Our results also show that the different GGT mRNA 
subtypes are regulated independently and on a cell specifie 
basis . For instance, TPA treatment induced subtype B in 
U937 cells but not subtype A while the contrary was ob-

Table 2 
Errect of TNF-a, TPA and butyrate on the expression of each GGT 
mRNA subtype 

Treatment GGT mRNA subtype 

A B C 

HepG2 
Contro l 0.59 1.08 0.71 

TNF-a 0.820) 1.03 ( =) 0.90 (1) 
TPA 0.85 (T) 1.1 3 (=) 0.85 (1) 
Butyrate 0.32 (!) 0.44 U) 0.44 U) 
Ln Cap 
Control 2.25 1.50 0.51 
TNF-a 0.40 (!) 0.440) 0.18 (!) 
TPA 0.50 (!) 1.1 3 U) 0.07 (!) 
Butyrate 1.60 (!) 1.40 (=) 0.30 (!) 
HeLa 
Control 0.67 0.74" 0.29 
TN F-a 0.41 (!) 0.62" (=) 0.31 ( = ) 
TPA 0.53(=) 1.05" (1) 0.55 (j) 
Butyra te 1.01 (î) nd" U) 0.64 (1) 
U937 

Control 0.66 1.43" 0.71 
TNF-a 0.45 (!) 1.08" (=) 0.61 (!) 
TPA 0.65 (=) 2.75" (1) 0.89 (j) 
Butyra te 0.65 (=) 1.50" (=) 0.75 (=) 

Cells werc treated with cither 200 U/ml TNF-a, 2 ~M TPA or 2.5 mM 
butyrate for 24 h. Specifie GGT I11RNAs were detected after PCR and 
Southern blot. Bands were quantified and the va lues norma lised with 
the corresponding ~2 -microglobuli n signal. Values are from one out of 
three experil11ents which gave the sal11e pattern. nd, not detected ; Î, in­
crease ; ! , decrease; = , no change in the mRNA subt ype level. 
"Subtype B mRNA was detected a fter 35 cycles. 

served in HepG2 cells . Butyrate treatment induced subtype 
C in HeLa cells but down-regulated the same mRNA in 
HepG2 and LnCap cells , while no changes were observed 
after the same treatment of U937 cells (Table 2). However, 
the mechanisms by which each treatment influences these 
mRNA levels may be difficult to elucidate as TNF-a, TPA 
and butyrate can have pleiotropic effects. It has been 
shown that TNF-a increases the expression of another 
enzyme related to GSH metabolism, the y-glutamyl cys­
teine synthetase (y-GCS) by activating the transcription of 
its mRNA, probably through an APllmetal response ele­
ment (32) . In KG-I human leukaemia cells, it has been 
demonstrated that TNF-a challenge increases the W AF 1 
mRNA half-Iife by 5-fold without any noticeable enhance­
ment of the transcription rate (33) . 

But, in HeLa cells, it has been shown by Northern blot 
and nuclear transcription analyses that TNF-a as weil as 
interferon-y (IFN-y) reduced within 1- 3 h the c-myc mes­
senger RNA levels as a result of transcriptional inhibition. 
However, while the reduction of c-myc messenger RNA by 
IFN-y was dependent on a new protein synthesis, the in­
hibitory effect of TNF-a on c-myc messenger RNA was 
direct and was not abrogated by cycloheximide, these re­
sults suggest that IFN-y and TNF-a reduce c-myc tran­
scription through different molecular mechanisms. Treat­
ment was shown to down-regulate the expression of c-myc 
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by inhibition of the transcription level [34], and to coop­
erate with interferon-y for this eI'fect. Sodium butyrate can 
also modula te gene expression via different mechanisms : 
in HepG2 cells it has been reported to increase alkaline 
phosphatase expression by enhancing the ra te of transcrip­
tion [35], but to inhibit the expression of the cholesterol 
acyl transferase gene by a post-transcriptional mechanism, 
involving increased degradation of the corresponding pre­
mRNA. In rat liver, Dierickx et al. [36] suggested that 
butyric acid can also directly interact with gluta thione S­
transferase via its carboxyl groups, and hence inhibits the 
enzyme activity a t the post-translational level. 

The organisation of the human GGT gene has been 
described recently and only the promoter directing the 
transcription of subtype B GGT mRNA l has been parti­
ally characterised [26] . Il presents several AP l-like re­
sponse elements which may be responsible to the modu­
lation of this GGT mRNA l subtype by TNF-a and TPA. 

Further work at the GGT gene level is in progress to 
elucidate the mechanisms which control the expression of 
each mRNA subtype. 

Acknowledgements 

The authors would like to thank for partial funding of 
this work the Ligue Nationale contre le Cancer, the Asso­
ciation Régionale pour l'Enseignement et la Recherche 
Scientifique (ARERS) and La Région Lorraine. S.D. was 
supported by a grant from the Ligue Nationale contre le 
Cancer, and M.J .A. was supported by a grant from 
ARERS and La Région Lorraine. LP. was supported by 
a grant from the Norwegian Research Council. 

References 

[1] S.S. Tate, A. Mcister, Mol. Cell. Diochcm. 39 (198 1) 357- 368. 
[2] S. Siegrist, E. Jacq uemin , F . Bulle, J.F. Bernaudin , M. Wellman, 

R.N. Hugon, G. G uellaën, M . Hadcho uel, J. Pediatr. Gastroenterol. 
N ut. II (1990) 89- 95. 

[3] M.H. Hanigan, H.C. Pitot , Carcinogenesis 6 (1985) 165- 172. 
[4] M.H. Hanigan, H.F. Frierson Jr. , J.E. Brown, M.A. Lovel, P.T. 

Tay lor, Cancer Res. 54 (1994) 286- 290. 
[5] H.F. Frierson Jr., D. Theodorescu, S.E. Mills, M .H. Hanigan, Mod. 

Pathol.lO(l 997) 1- 6. 
[6] B.R. DeYo ung, H.F. Frierson Jr. , P.E. Swanson, M.H. Han igan, 

Mod. Pa thol. 9 (1996) 144A. 
[7] A.K. Godwin, A. Meister, P.J . O'Dwyer, C.S. Huang, TC. Hamil­

ton, M .E. Anderson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 3070-

3074. 

[8] Z. EI-akawi , J. Zdanowicz, P.J. Creaven, H.M. Abu, R. Perez, L. 
Pendyala, Oncol. Res. 8 (1996) 415- 423. 

[9] O. Dorud, B. Mortensen, LM. Mikkelsen, P. Leroy, M. Wellman, 
N.E. Huseby, Int. J. Cancer 88 (2000) 464- 468. 

[10] B. Del Bello, A. Paolicchi , M. Comporti , A. Pompe lla , E. Maell aro, 
FASEB J. 13 (1999) 69- 79. 

[Il] A. Paolicchi, R. Tongiani, P. Tonarelli, M . Comporti , A. Pompella, 
Free Radic. Biol. Med. 22 (1997) 853- 860. 

[1 2] S. Dominici, M. Valentini, E. Maellaro, B. Del Bello, A. Pao licch i, E. 
Lorenzin i, R. Tongian i, M. Comporti , A. Pompella, Free Rad ic. Biol. 
Med. 27 (1999) 623- 635 . 

[13] M,J . Accaoui , M. Enoiu, M. Mergny, C. Masson, S. Dominici, M. 
Wellman, A. Visvikis, Biochem. Biophys. Res. Commun. 276 (2000) 
1062- 1067. 

[14] C. Courtay, N. Heisterkamp, G. Siest, J. GrolTcn, Biochem. J. 297 
(1994) 503- 508. 

[1 5] H. Leh, N. Chikhi , K. Ichino, G. G uellaën, M. Wellman, G. Siest, A. 
Visvikis, FEBS Lett. 434 ( 1998) 51- 56. 

[1 6] A. Visvikis, C. Thioudellet, TOster, S. Fournel-Gigleux, M. Wcll­
man, G. Siest, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991) 7361 - 7365. 

[1 7] D.C. Goodspeed, T,J. Dunn, D.D. Miller, H.C. Pitot, Gene 76 (1989) 
1- 9. 

[1 8] A. Pawlak, E.H. Cohen, J. Octave, N . Schweickhardt , S.J. Wu, F. 
Bulle, N. Chikhi , J.H. Baik , S. Siegrist, G. G uellaen, J. Biol. Chem. 
265 (1990) 3256- 3262. 

[1 9] D. Sakamuro, M. Yamazoe, Y. Matsuda, K. Kangawa, N. Tanigu­
chi , H. Mats uo, H. Yoshikawa, N. Ogasawara, Gene 73 (1988) 1- 9. 

[20] E. Rajpert-De Meyts, N . Heisterkamp, J. GrotTen, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 85 (1988) 8840- 8844. 

[21 ] M. Tsutsumi, D. Sakamuro, A. Takada, S.c. Zang, T. Furukawa, N . 
Taniguchi, Hepa tology 23 (1996) 1093- 1097. 

[22] M. Diederich, M. Wellman, A. Visvikis, A. Puga, G. Siest, FEBS 
Lett. 332 (1993) 88- 92. 

[23] N . Chikhi, N. Holic, G. Guell aën, Y. Laperche, Comp. Biochem. 
Physiol. 122 (1999) 367- 380. 

[24] F. Schiele, J. Muller, E. Collinet, G. Sies t, Clin . Chem. 33 (1987) 
1971- 1977. 

[25] O.H. Lowry, N.J. Rosebrough, A.L. Farr, R.J. Randall , J. Biol. 
Chem. 193 (195 1) 265- 275. 

[26] A. Visv ikis, A. Pawlak, M,J . Accaoui, K. Ichino, H. Leh, G. G uel­
laen, M. Welhnan, Eur. J. Biochem. 268 (200 1) 317- 325. 

[27] S.A. Griffiths, V.M. Good, LA Gordon, E.A. Hudson, M.C. Bar­
ret!, R,J . Munks, M. M Manson , Mol. Carcinog. 4 (1995) 25 1- 262. 

[28] A. Kugelman, H.A. Choy, R. Liu, M.M. Shi , E. Gozal, H,J . Forman, 
Am. J. Rcspir. Cell. Mol. Bi ol. II (1994) 586- 592. 

[29] C. M. Markey, D.B. Rudolph, J .c. Labus, B.T. Hinton, J. Androl. 19 
(1998) 92- 99. 

[30] M.O. Ri le, PA Pickhard t, G. Wilding, Cancer Res. 57 (1997) 2428-
2433. 

[31] M. El Yaago ubi , A. Visvikis, A. Khalid , G. Siest , M. Wellman, Bio­
chem. Mol. Biol. Int. 46 (1998) 321 - 331. 

[32] A. Morales, C. Garcia-Ruiz, M. Miranda, M. Mari, A. Colle!, E. 

Ardite, J .c. Fernandez-Checa, J. Biol. Chem. 48 (1997) 30371 - 30379. 
[33] M. Shiohara, M. Akashi, A.F. Gombart, R. Yang, H.P. Koemer, 

J. Ce ll. Physiol. 166 (1996) 568- 576. 
[34] A. Yarden, A. Kimchi, Science 4482 (1986) 141 9- 1421. 
[35] K.N. Khan , T Tsutsumi , K. Nataka, Y. Kato, J. Gastroen tero l. 

Hepatol. 14 (1999) 156- 162. 
[36] P.J. Dierickx, Res. Chem. Pathol. Pharmacol. 45 (1984) 471 - 474. 



Résultats et discussion 

RESUE~ATS 2~e PARTIE 

149 



2. Partie II 

Résultats et discussion 

Rôle de la GGT dans la réponse cellulaire au 

CDDP et au carboplatine 

La deuxième partie de notre travail porte sur le rôle de la GGT dans la réponse cellulaire au 

CDDP et au carboplatine, deux composés fréquemment utilisés dans le traitement de tumeurs 

solides. L'utilisation de ces composés est souvent freinée par l'apparition de résistances dont les 

origines sont difficiles à connaître et à contrecarrer. Le rôle du GSH intracellulaire et de la yGCS 

dans les résistances a fait l'objet de très nombreuses études alors que celui de la GGT n'a que très 

peu été abordé. C'est pourquoi dans cette partie du travail, nous avons étudié la régulation de la 

GGT par le CDDP et le carboplatine ainsi que l'effet de la surexpression de cette enzyme sur la 

résistance cellulaire à ces deux composés. 

Les résultats relatifs au CDDP ont fait l'objet d'une publication présentée à la fin de la 

deuxième partie: 

« Enhanced resistance of HeLa cells to cisplatin by overexpresslOn of gamma-

glutamyltransferase ». Biochem Pharmacol. (2002),64,207-16. 

Daubeuf S, Leroy P, Paolicchi A, Pompella A, Wellman M, Galteau MM, Visvikis A. 

2.1. Ré~ulation de la GGT par les dérivés du platine 

L'établissement de lignées cellulaires résistantes aux CDDP et à ses dérivés conduit 

souvent à une augmentation de la concentration intracellulaire du GSH ainsi qu'à une induction 

des activités -Y<::;CS et GGT. Par contre, on ne sait pas si un traitement unique et de courte durée 

par ces molécules (donc avant l'acquisition de ces résistances) module ces paramètres dans des 

lignées humaines. Afin de connaître l'effet de ces composés sur l'expression de la GGT, nous 

avons traité les cellules HeLa par du CDDP ou du carboplatine pendant 24 ou 48 H. 
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Les résultats présentés dans la Figure 38 montrent que un traitement au CDDP induit l'activité 

GGT dans les cellules HeLa, et ceci dès 24 H après le début du traitement. L'induction la plus 

importante (environ 3 fois) est obtenue pour les concentrations 2,5 et 5 f!M et après 48 H de 

traitement. 
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Figure 38 : Modulation de l'activité GGT par le CDDP dans les cellules Hela, Les 

cellules HeLa sont ensemencées en plaques 6 puits et traitées pendant 24 heures (-) ou 48 heures (0) par 
1, 2,5 ou 5 pM de CDDP. Les valeurs contrôles correspondent aux activités GGT mesurées pour les cellules 
non traitées. Les résultats correspondent à la moyenne et à l'écart type calculés à partir de 3 essais. 
** p<O.005 par rapport aux cellules contrôles (non traitées) au même temps. 

Afin de déterminer si cette induction est liée à une augmentation de la synthèse de l'enzyme, nous 

avons mesuré le taux d'ARNm total de la GGT par PCR semi-quantitative (Figure 39). Les 

résultats présentés correspondent à la moyenne obtenue pour deux essais. Nous constatons que 

le taux de l'ARNm IT de la GGT est induit de 2 fois après 24 heures de traitement par 2,5 ou 5 

~lM de CDDP. Ainsi, l'induction de l'activité GGT observée est dépendante de l'induction de 

l'ARNm correspondant. 
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Figure 39 : Modulation du taux de l'ARNm IT par le CDDP dans les cellules HeLa 
Les cellules ont été traitées pendant 24 heures par 2,5 ou 5 pM de CDDP avant l'extraction de l'ARN total. 
4 pg d'ARN total sont soumis à une transcription inverse suivie des PCR spécifiques (matériel et méthode 
section 2.6.2). Les produits de PCR pour la ~2-microglobuline et pour l'ARNm total de la GGT ont été 
quantifiés après migration sur gel d'agarose. Le taux relatif d'ARNm total de la GGT est obtenu par le ratio 
« signal GGT /signal ~rmicroglobuline ». Les données présentées correspondent à la moyenne calculée pour 2 
expériences : ligne 1 : contrôle négatif (PCR effectuée avec les 2 couples d'amorce, mais sans produit de 
transcription inverse) ; lignes 2 et 3 : cellules non traitées ; lignes 4 et 5 : cellules traitées par du CDDP 2,5 
pM; lignes 6 et 7: cellules traitées par du CDDP 5 pM. 

Nous avons ensuite étudié la régulation relative des deux sous types de l'ARNm l majoritaires 

dans la lignée HeLa: les sous types A et C (le sous type B étant largement minoritaire, (Tableau 

VII). La Figure 40 présente les résultats des Southern blot pour les sous types A et C, ainsi que la 

quantification des bandes d'intérêt. 

Après traitement par 2,5 et 5 /-LM de CDDP, l'ARNm l}\ es t induit de 5 et 7 fois respectivement, 

et l'ARNm le est induit 4 fois après les deux traitements. Donc, l'augmentation du taux de 

l'ARNm IT est due au moins à l'induction de ces deux sous types. 
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Figure 40 : Modulation des ARN TA et Tc par le CDDP dans les cellules Hela. Les 
produits de transcr iption inverse ont été soumis aux PCR spécif iques pour les sous types A et C suivies des 
southern blot. Les photos correspondent aux southern blot qui ont servit à la quantification de la bande de 
308 pb pour le sous type A(-) et celle de 386 pb pour le sous type C(O). Ligne 1 : cellules non traitées ; 
ligne 2 : CDDP 2,5 pM; ligne 3 : CDDP 5 pM. Les taux relatifs des sous types A et C sont obtenus par le 
rat io signal pour la GGT / signal pour la ~rmi croglobul i ne. 

L'ensemble de ces résultats m ontre qu' une des rép onses p récoces des cellules H eLa au 

traitement au CDDP est l'augmentation de la synthèse et de l'activité GGT. 

La mesure de l'activité GGT après le traitement par le carboplatine a été réalisée après 48 heures 

de traitement (temps également utilisé pour l'évaluation de la cytotoxicité de ce composé). Là 

encore nous observons une augmentation de l'activité GGT (de 14,6 ± 0,5 à 21,6 ± 1,2 mU/ mg 

de protéine pour la dose 50 /-lN!) indiquant que le carboplatine, comme le CDDP induit 

l'expression de cette enzyme (Figure 41), et ce probablement par les mêmes mécanismes. Les 

cellules sont traitées pendant plus longtemps et par des doses plus fortes à cause de la moindre 

réactivité du carboplatine. 
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Figure 41: Modulation de l'activité GGT par le carboplatine dans les cellules 
Hela. Les cellules sont traitées pendant 48 heures par du carboplatine à 50 ou 100 pM. Les résultats 
correspondent à la moyenne et à l'écart type obtenus pour 3 essais ; * : p< 0,01 par rapport à l'activité GGT 
mesurée pour les cellules HeLa non traitées. 

2.2. Régulation du taux de glutathion intracellulaire par 

les dérivés du platine 

N ous avons ensuite étudié l'effet d'un traitement par le CDDP et le carboplatine sur le 

contenu intracellulaire en GSH des cellules HeLa. Les cellules ont été traitées par 5 fl.M de CDDP 

pendant 24 H, ou par 50 fl.M de carboplatine pendant 48 H. La mesure de la concentration 

intracellulaire en GSH a été mesurée par CLHP. Comme le montre la Figure 42, le traitement par 

le CDDP conduit à une augmentation d'environ 25 % du contenu intracellulaire en GSH, et le 

traitement par le carboplatine de 33 %. 
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* 
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Figure 42 : GSH intracellulaire dans la lignée Hela après 24 heures de culture avec ou sans 
traitement par 5 pM de CDDP (0 ), ou après 48 heures de culture avec ou sans traitement par 50 pM de 
carboplatine(-). 

2.3. Etablissement et caractérisation de la lignée 

HeLa-GGT 

N ous avons donc montré que le traitement par le CDDP ou par son dérivé, le 

carboplatine induit de façon rapide la synthèse de la GGT et du GSH. Néanmoins, comme nous 

l'avons mentionné précédemment, la résistance cellulaire aux dérivés du platine est 

multifactorielle. Pour évaluer uniquement la participation de la GGT dans la défense cellulaire 

contre ces médicaments, nous avons établi une lignée cellulaire exprimant de manière stable la 

GGT. Afin d'établir cette lignée, les cellules HeLa ont été transfectées par l'ADNe codant la 

GGT humaine, et soumises à une sélection par l'hygromycine (100 f.l.g/ml) pendant 2 à 3 mois 

Gusqu'à stabilisation de leur niveau d'expression de l'enzyme). Nous avons obtenu plusieurs 

lignées différentes par leur activité GGT comprises entre 15 mU/mg de protéines (équivalent à 

l'activité GGT de la lignée parentale HeLa) à plus 1000 mU/mg de protéines. Parmi ces lignées, 

nous avons choisi de travailler avec un clone possédant une activité de 150 mU / mg de protéines 

(soit 10 fois l'activité de la lignée parentale HeLa) et que nous appellerons HeLa-GGT. En effet, 
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ce degré d'expression est équivalent à celui retrouvé dans les cellules intes tinales humaines ou 

dans certaines cellules cancéreuses ou enfm, dans des lignées établies (par exemple la lignée 

HepG2). D e plus, ce clone montre une bonne stabilité de l'expression de l'enzyme. Les 

constantes cinétiques de l'enzyme de la lignée I-IeLa-GGT sont comparables à celles décrites pour 

l'enzyme humaine native ou recombinante (Visvikis el al, 1991). 

2.4. Influence de l'activité GGT sur le GSH 

intracellulaire 

Le taux de GSI-I intracellulaire est souvent impliqué dans les mecarusmes de défense 

cellulaire contre les dérivés du platine. Sa concentration est dépendante de l'activité y-GCS et de 

l'approvisionnement en cystéine. Or, cet approvisionnement dépend de la concentration en 

cystéine du milieu extracellulaire, de la concentration en GSH extracellulaire et de l'activité GGT. 

Nous avons alors voulu vérifier que la surexpression de la GGT et la composition du milieu de 

culture influençaient le contenu en GSI-I intracellulaire. Les 2 lignées cellulaires (HeLa et HeLa­

GG1) ont été cultivées dans des milieux différant par leur contenu en cystéine et/ou en GSH : 

- Le milieu de culture usuel DMEM, contenant de la cystine à une concentration de 250 ).lM et 

pas de GSH (DMEM 250).lM cys) . 

- Le milieu DMEM appauvrit en cystine, contenant 50 ).lM de cet acide aminé ce qui correspond 

approximativement à sa concentration plasmatique (Dl\IŒM 50 f-lM cys). 

- Enfin, le DMEM 50 ).lM cys additionné de GSI-I à une concentration de 50 ).lM (Dl\IŒM 50 ).lM 

cys + 50 ).lM GSH) . 

Les cellules ont été mises en culture soit dans le milieu Dl\IŒM 250 ).lM cys, soit dans le milieu 

DMEM 50 ).lM cys. 24 heures après l'ensemencement des cellules, le milieu de culture a été 

remplacé par du milieu D.l\IŒM 250 ).lM cys, du milieu Dl\IŒM 50 ).lM cys, ou du milieu DMEM 

50 ).lM cys + 50 ).lM GSH. Les dosages du GSH intracellulaire ont été réalisés 24 et 48 heures 

après le changement du milieu de culture. 
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Tableau X : Concentration en GSH intracellulaire des cellules Hela et Hela-GGT 
en fonction des conditions de culture. 

Milieu d'ensemencement, 

DMEM 250 !-lM cys 

D MEM 50 !-lM cys 

D MEM 50 !-lM cys 

traitement et durée 

24H 

48H 

24 H 

48 H 

+ GSI-I 50 !-lM 24 H 

+ GSI-I 50 !-lM 48 H 

GSH (nmol/mg de protéines) 

HeLa 

39,2 ± 7,7 

31 ± 2,7 

2,2 ± 0,6 

1,1 ± 0,3 

6,1 ± 1,2 ** • 

12,9 ± 1,0 ** a 

HeLa-GGT 

36,2 ± 0,7 

27 ± 2,6 

2,7 ± 0,5 

0,4 ± 0,1 

19,1 ± 3,0 ** ' ,b 

9 5 + 1 2 ** a, *b , - , 

* p <O,Ol; **p <0,005 : a : par rapport à la même lignée cellulaire cultivée dans le DMEM 50 pM et traitées par le 

même milieu et pour des temps de traitement identiques; b : par rapport à la lignée HeLa cultivée et traitée dans les 

mêmes conditions. 

Lorsque les cellules HeLa et HeLa-GGT sont cultivées en continu dans le milieu DMEM 250 !-lM 

cys, (Tableau X), elles présentent le même taux de GSH intracellulaire (39,2 ± 7,7 et 36,2 ± 0,7 

nmol/ mg de protéines respectivement après 24 H ; 31 ± 2,7 et 27 ± 2,6 nrnol/ mg de protéines 

respectivement après 48 H). Dans ces conditions, la cystéine étant présente en concentration 

suffisante, elle ne limite pas la synthèse du GSH intracellulaire et le taux d'expression de la GGT 

ne modifie pas significativement le taux de GSH quel que soit le temps de culture. La légère 

diminution observée après 48 heures de culture, pourrait être due à une diminution du taux de 

cystéine disponible dans le milieu extracellulaire. 

Quand le milieu de culture ne contient que 50 !-lM de cystine, nous observons un effondrement 

de la concentration en GSH intracellulaire de plus de 90 % par rapport aux concentrations 

mesurées dans le milieu contenant 250 !-lM cystine, et ceci quelle que soit la lignée et le temps de 

culture. Dans ces conditions, le niveau de l'activité GGT n'influence pas la concentration du 
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GSI-I intracellulaire. Il est important de souligner que, malgré la faible quantité de GSH 

intracellulaire la viabilité des cellules n'est pas affectée. 

Par contre, lorsque la cystéine est fournie aux cellules sous forme de GSH (par l'intermédiaire du 

milieu 50 f.lM cys + 50 f.lM GSI-I), les cellules HeLa après 24 H de traitement ne récupèrent 

qu'une faible partie de leur GSI-I (de 2,2 ± 0,6 à 6,1 ± 1,2 nmol/mg de protéines). Les cellules 

HeLa-GGT, sont apparemment capables d'utiliser le GSH comme source de cys de façon plus 

efficace que les cellules HeLa, et après 24 heures elles récupèrent 50 % de leur GSH 

intracellulaire (de 2,7 ± 0,5 à 19,1 ± 3 nmol/mg de protéines). Cependant, après 48 heures de 

traitement, le GSH intracellulaire des cellules HeLa continue d'augmenter (de 6,1 ± 1,2 à 12,9 ± 

1,1 nmol/mg de protéines), alors que celui des cellules HeLa-GGT diminue de 19,1 ± 3 à 8,5 ± 

1,2 nmol/mg de protéines. 

Ces derniers résultats pourraient s'expliquer par la différence d'activité GGT entre les deux 

lignées. Les cellules HeLa-GGT ayant une plus forte activité GGT dégraderaient rapidement le 

GSH extracellulaire et amélioreraient ainsi leur approvisionnement en cys. Néanmoins, le milieu 

serait alors rapidement appauvri en GSH, ce qui aurait comme conséquence la diminution du 

GSH intracellulaire dans cette lignée après 48 H de culture. Les cellules HeLa ayant une faible 

activité GGT, dégraderaient plus lentement le GSI-I extracellulaire. Ainsi, la restauration de leur 

GSI-I intracellulaire serait moins rapide que celle des cellules HeLa-GGT, mais elle continuerait 

pendant toute la durée de la culture. 

Afin d'appuyer ces hypothèses, nous avons mesuré la vitesse de dégradation du GSH et 

d'apparition de CysGly extracellulaires pour les deux lignées (Figure 43). 

Nous pouvons constater que les cellules exprimant plus fortement la GGT sont capables de 

dégrader la quasi-totalité du GSI-I en 90 min (la vitesse de consommation mesurée dans la partie 

linéaire entre 0 et 30 min est de 150 nmol/min/mg de protéines), alors que dans le milieu 

extracellulaire des cellules HeLa il reste encore environ 85 % du GSH (la vitesse de 

consommation calculée dans la partie linéaire entre 30 et 90 min est de 24 nmol/min/mg de 
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protéines) (Figure 43 A). D'ailleurs pour ces cellules, la concentration de CysGly dans le milieu de 

culture reste constante et très faible pendant toute la durée de l'expérience. Au contraire, pour les 

cellules HeLa-GGT, nous observons une augmentation continue de ce métabolite au cours du 

temps (Figure 43 B). 
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Figure 43 : Métabolisme du GSH extracellulaire et accumulation de la CysGly 
dans le milieu extracellulaire par les cellules HeLa et HeLa-GGT. Les cellules HeLa et 

HeLa-GGT ont été ensemencées en plaques de 6 puits et incubées en présence de 1 mM de GSH. Aux temps 
15,30,60 et 90 minutes, le milieu extracellulaire des cellules HeLa Ce) et HeLa-GGT C-) est prélevé pour le 
dosage du GSH CA) et de la CysGly CB) par CLHP. Les résultats correspondent à la moyenne et à l'écart type 
calculés pour 3 essais et normalisé par le contenu en protéines des échantillons. 

L'ensemble de ces résultats montre que l'influence de la GGT sur la concentration du 

GSH intracellulaire dépend des conditions de culture et ne se met en évidence que 

lorsque du GSH extracellulaire est fourni aux cellules. Dans ces conditions, les cellules 

qui expriment fortement la GGT peuvent utiliser plus efficacement le tripeptide pour leur 

approvisionnement en cys. Ces expériences montrent également que l'utilisation de 

milieux de culture standard (enrichis en acides aminés essentiels) ne reflète pas les 

conditions in vivo pour les processus où ces acides aminés sont limitants. 

159 

B 

90 100 



Résultats et discussion 

2.5. Rôle de la GGT dans la résistance cellulaire au 

cisplatine et au carboplatine 

2.5.1. Influence de la GGT et du GSH intracellulaire sur la 

cytotoxicité des dérivés du platine 

N ous avons montré que dans certaines conditions, l'activité GGT peut influencer le 

contenu en GSH d'une cellule. Etant donnée l'importance du GSH sur la résistance des cellules 

au CDDP et à ses dérivés, nous nous sommes demandé dans quelle mesure l'activité GGT 

pouvait aussi influencer la résistance cellulaire à ces anticancéreux. Nos études ont été effectuées 

sur deux molécules, le CDDP et le carboplatine. 

En utilisant nos lignées modèles HeLa et HeLa-GGT, nous avons mesuré la cytotoxicité des 2 

agents (CDDP et carboplatine) dans les différentes conditions de culture décrites auparavant 

(Figure 44) . 

Pour l'évaluation de la cytotoxicité du CDDP, les cellules ont été ensemencées en plaques 96 

puits et traitées pendant 24 heures par différentes concentrations de cette molécule. 

Nous constatons que dans le milieu 250 ).lM cys et dans le milieu ne contenant que 50 ).lM de 

cystine, 1'1C50 (z 7,5 ).lIvI) ne varie pas significativement quelles que soit la lignée ou les conditions 

de culture (Figure 44, A et 44, B). Pourtant, en présence de 50 ).lM de cystine, la concentration de 

GS1-1 intracellulaire est bien inférieure par rapport à celle des cellules cultivées dans les conditions 

standard. 

Il semble donc que pour notre modèle, le taux de GSH intracellulaire et le degré 

d'expression de la GGT n'influencent pas la cytotoxicité du CDDP. 
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Figure 44 : Cytotoxic ité du CDDP. Les cellules HeLa (e) et HeLa-GGT (-) sont traitées 24 
heures dans du mil ieu 250 fJM cys (A), 50 fJM cys (B) ou 50 fJM cys + 50 fJM GSH (C) par différentes doses 
de CDDP. La valeurs 100 % correspond à la viabilit é des cellules HeLa ou HeLa-GGT non traitées. Les 
résultats correspondent à la moyenne et à l'écart type calculés à par t ir de 8 essais.* : p< 0 ,01 ** p< 0.005 
par rapport à la viabilité des cellules HeLa traitées à la même dose de CDDP. 

Lorsque du GSI-I (50 f-lM) est ajouté au milieu à faible concentration en cystine, les cellules HeLa­

GGT deviennent plus résistantes pour les traitements à 2,5 et 5 f-lM (Figure 44, C). Nous avons 

montré précédemment que dans ces conditions les cellules HeLa-GGT ont une concentration en 

GSH intracellulaire supérieure à celle des cellules HeLa. Pourtant, les Figures 44 A et 44 B 

montrent que la concentration en GSH intracellulaire n'est pas un facteur déterminant la 

résistance au COOP. On peut supposer qu'en présence de GSH, les cellules HeLa-GGT ont une 

capacité de renouvellement du GSH intracellulaire consommé supérieure à celle des cellules HeLa 

et que cela pourrait influer sur la cytotox1cité du CDOP. 
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Néanmoins, sachant que l'activité yGCS est identique dans les cellules HeLa et I-IeLa-GGT (62 ± 

2,5 et 58 ± 2 nmol y-GluCys formées/min/mg de protéines respectivement), en présence de 250 

f-lM de cystine la vitesse de renouvellement du GSH devrait être identique pour les deux lignées et 

bien supérieure à celle des cellules I-IeLa-GGT cultivées en présence de GSI-I. La plus grande 

résistance des cellules I-IeLa-GGT ne peut donc pas être entièrement expliquée par le meilleur 

renouvellement du GS1-I intracellulaire. Quoi qu'il en soit, le mécanisme mis en jeu semble 

impliquer la présence de GSH extracellulaire et l'activité GGT. 

Le carboplatine est un autre dérivé du platine qui a le meme mode d'action, maIs une 

pharmacocinétique différente car il s'hydrolyse moins rapidement pour donner la forme active. 

Nous avons mené les mêmes expériences pour ce composé, mais la cytotox1cité n'a été mesurée 

que 48 H après le début des traitements. 
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Figure 45 : Cytotoxicité du carboplatine. Les cellules HeLa (e) et HeLa-GGT (-) sont trai t ées 
48 heures dans du milieu 250 J1M cys (A), 50 J1M cys (B) par différentes doses de carboplatine. Les 
résultats correspondent à la moyenne et à l'écar t type calculés à partir de 8 essais. 

Dans le milieu contenant 250 f-lM de cystine, 1'1C50 du carboplatine est le même pour les lignées 

HeLa et HeLa-GGT et environ 150 f-lM (Figure 45 A) . Par contre lorsque les cellules sont 

cultivées dans le milieu contenant 50 f-lM de cystine, (Figure 45 B), elles deviennent beaucoup 
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plus sensibles à cet agent (ICsQ ';:; 60 f-lNI). Cependant, dans ces conditions l'activité GGT ne 

semble jouer aucun rôle sur la cytotoxicité du carboplatine. 

Ainsi, dans le cas du carboplatine au contraire du CDDP, la concentration en GSH 

intracellulaire paraît être un facteur déterminant pour la défense cellulaire. 

Afin de rechercher si la GGT peut aV01r une implication dans la défense cellulaire au 

carboplatine, nous avons cultivé les cellules des deux lignées dans le milieu contenant 50 f-lM 

cystine et nous les avons traitées par 75 f-lM de carboplatine en présence de concentrations 

croissantes en GSI-I (Figure 46). La valeur du témoin (100 %) correspond à la viabilité des cellules 

dans le milieu contenant 250 f-lM de cystine. 

Figure 46: Influence du taux de GSH extracellulaire sur la cytotoxicité du 
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carboplatine pour les cellules HeLa (0) et HeLa GGT(-). Les cellules HeLa et HeLa-GGT 
sont ensemencées dans du milieu 250 pM cys (témoin) ou 50 pM cys contenant de 0,5, 50, 500 ou 1000 pM 
de GSH et 75 pM de carboplatine. La viabilité est mesurée après 48 heures de traitement. La valeur 100 'ro 
correspond à la viabilité des cellules HeLa ou HeLa-GGT dans le milieu 250 pM. Les résultats correspondent 
à la moyenne et à l'écart type calculés à partir de 8 essais.** : p< 0.005 par rapport à la même lignée traitée 
par 75 pM de carboplatine et sans GSH extracellulaire. 

Comme nous pouvons l'observer dans la Figure 46 la viabilité des cellules HeLa-GGT est 

améliorée dès les faibles concentrations (5 f-lM) de GSH extracellulaire. En effet cette viabilité 

passe d'environ 25 % en absence de GSH à 60 % en présence de 5 f-lM du tripeptide et à 75% 

pour la concentration de 50 f-lM. A la concentration de 500 f-lM, les cellules sont même 
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entièrement protégées de l'effet cytotoxique du carboplatine et elles montrent la même viabilité 

que les cellules témoins. 

En revanche, la viabilité des cellules HeLa, n'est pas améliorée aux concentrations de 5 et 50 f-LM 

de GSH. Cependant, lorsque celui ci est fourni à de fortes concentrations (500 et 1000 f-LNI) les 

cellules HeLa semblent être aussi protégées contre le carboplatine. 

Nous pouvons expliquer ces résultats par la différence de contenu en GSH intracellulaire des 

cellules HeLa et HeLa-GGT lorsque ce tripeptide joue le rôle de fournisseur de cystéine (Tableau 

X). Grâce à la GGT les cellules dégradent le GSH et s'approvisionnent en cystéine qui est ensuite 

utilisée pour la synthèse du GSH intracellulaire. Les cellules Hela-GGT ayant une forte activité 

GGT (~150 mU/mg protéine) peuvent dégrader plus rapidement le GSH du milieu, même à des 

faibles concentrations proches ou inférieures du Km de l'enzyme. La concentration du GSH 

intracellulaire de ces cellules est alors augmentée et elles résistent mieux au traitement que les 

cellules Hel a. 

Cependant, lorsque le GSH est fourni aux cellules à de fortes concentrations, la différence du 

niveau d'expression de l'enzyme ne semble plus être un facteur limitant puisque les deux lignées 

montrent une viabilité comparable et équivalente à celle trouvée dans le milieu contenant 250 f-LM 

de cystine. 

D'après nos résultats, il apparaît clairement que le GSH intracellulaire est corrélé à la 

résistance au carboplatine, alors que les mécanismes de réponse au CDDP sont 

différents. Toutefois, la surexpression de la GGT entraîne une résistance accrue à ces 

deux agents lorsque du GSH extracellulaire est présent. La plus grande résistance au 

carboplatine peut être expliquée par la restauration du GSH intracellulaire plus rapide 

pour les cellules surexprimant la GGT. Par contre, pour le CDDP, la concentration en 

GSH cellulaire n'est pas un facteur déterminant pour la défense cellulaire contre cet 

anticancéreux. Donc, la plus grande résistance cellules HeLa-GGT en présence de GSH 

doit s'expliquer par un autre mécanisme. 
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2.5.2. La résistance des cellules HeLa-GGT au CDDP: un 

mécanisme extracellulaire ? 

N ous avons montré que le taux de GSH intracellulaire ne modifie pas la viabilité des 

cellules HeLa en présence de CDDP. Cependant, en présence de GSH extracellulaire, les cellules 

HeLa-GGT apparaissent plus résistantes aux doses 2,5 et 5 f.tM de CD OP. Le mécanisme mis en 

jeu semble impliquer l'activité catalytique de la GGT ainsi que la présence de GSI-I extracellulaire. 

Comme nous l'avons montré précédemment (Figure 43), les cellules HeLa-GGT en présence de 

GSH extracellulaire produisent des quantités importantes de la CysGly. Il est maintenant bien 

établi qu'en présence de métaux de transition le catabolisme du GSH conduit à la production 

d'ERO (Drodz et al, 1998) . Ceci est démontré dans la Figure 47 : les cellules HeLa et HeLa-GGT 

ont été incubées en présence de GSH et d'une source de fer et la production d'ERO à été évaluée 

par l'oxydation de la DHR-l23 en Rh-l23 . Comme nous l'attendions, les cellules HeLa-GGT, à 

cause de leur activité GGT élevée, produisent 2,3 fois plus d'ERO que les cellules HeLa. Lorsque 

les mêmes expériences ont été réalisées en présence de CDDP, la production d'ERO a été 

inhibée de 92 % pour les cellules HeLa, et de 62 % pour les cellules HeLa-GGT. 
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Figure 47 : Mesure de la production d'ERO par les lignées HeLa et HeLa-GGT. Les 

cellules HeLa (0) et HeLa-GGT (.) sont ensemencées en plaques de 6 puits et incubées pendant 60 min dans 
du PBS contenant 160 pM Fe , 100 pM EDTA, 1 mM de GSH et 25 pM de DHR-123 avec ou sans 100 pM de 
CDDP. Le milieu extracellulaire est utilisé pour le dosage de la production d'ERG. Parallèlement, des blancs 
sont effectués sans cellules, et les valeurs obtenues sont soustraites aux valeurs des essais. ** : p< 0.005 
par rapport à la production d'ERG de la même lignée cellulai re sans CDDP. 
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Pour quelle raison le CDDP inhiberait-il la production des ERO ? 

La production des ERO par le catabolisme du GSH dépendant de la GGT est due à la très haute 

réactivité du groupement thiol de la CysGly. Il est aussi bien connu que le CDDP forme 

spontanément des adduits avec le GSH en réagissant avec son groupement thiol (Bernareggi el al, 

1995). Donc, l'inhibition de la production d'ERO par le CDDP serait due à la réaction de celui-ci 

soit avec le groupement thiol du GSH, soit avec celui de la CysGly. 

Nous avons vérifié cette hypothèse en mesurant la vitesse de formation in vitro des adduits entre 

le GSH ou la CysGly et le CDDP. Nous avons donc développé un système CLHP permettant de 

mettre en évidence ces adduits et de les quantifier (matériel et méthodes section 3.7.1). La 

quantification se fait en considérant que l'absorption de l'adduit est principalement due à celle du 

thiol qui le compose. Les résultats sont représentés dans la Figure 48. 
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Figure 48 : Cinétique d'apparition des adduits GSH-CDDP ct) et CysGly-CDDP C-) 
in vitro. 1 mM de GSH a été incubé avec 10 mM de GSH ou de CysGly dans du tampon phosphate pH 7,4 à 
37°C. Des échantillons ont été prélevés à différents temps et les adduits au CDDP ont été dosés par CLPH. 

Les équations sont dérivées des parties linéaires: de 0 à 6 minutes pour l'adduit GSH-CDDP, et de 0 à 15 

minutes pour l'adduit CysGly-CDDP. 

Nous avons choisi de travailler dans des temps courts pour mesurer la formation d'un seul type 

d'adduit. En effet, dans les temps plus long, d'autres sortes d'adduits de stœchiométrie différentes 
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apparaissent et les profils chromatographiques deviennent particulièrement complexes (Heudi et 

al, 1999). La formation de l'adduit CysGly-CDDP atteint très rapidement un plateau alors que la 

production de l'adduit GSI-I-CDDP reste linéaire pendant 15 min. La vitesse de formation des 

adduits CysGly-CDDP calculée sur la partie linéaire de la courbe est de 0,1126 f-lmol/ml/min, 10 

fois supérieure à la vitesse de formation de l'adduit GSH-CDDP (0,0102 f-lmol/ml/min). Nous 

avons donc démontré que la CysGly peut former des adduits avec le CDDP. Les différences de la 

vitesse de formation des adduits peut s'expliquer par la plus haute réactivité du groupement thiol 

de la CysGly au pH physiologique. 

Pour vérifier ensuite que la formation de l'adduit CysGly-CDDP est lié à l'activité catalytique de 

la GGT, nous avons incubé du GSH et du CDDP en présence d'une source de GGT (purifiée à 

partir des cellules HeLa-GGT). 

Par CU-IP, nous avons SUlVi en fonction du temps la disparition du GSH, l'apparition de la 

CysGly, l'apparition de l'adduit CysGly-CDDP, et de la CysGly oxydée (GCCG). Le système 

CLEP diffère de celui utilisé pour mesurer les cinétiques de formation des différents adduits in 

vitro par l'utilisation d'un contre ion qui permet de séparer l'adduit CysGly-CDDP du CDDP, du 

GSI-I et de la CysGly. Cependant, ce système ne permet pas de détecter l'éventuelle formation de 

l'adduit GSH-CDDP. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 49. 
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Figure 49 : Apparition de l'adduit CysGly-CDDP en présence de GGT purifiée. 1 

.LJITlole de GSH, 0,5 .LJITlole CDDP et 50 mU de GGT sont incubés dans 1 ml de tampon 10 mM phosphate pH 
7,4,150 mM NaCI et incubés à 37 oC pendant différents temps (de 0 à 120 min). Les essais sont réal isés en 
t r iple et injectés dans les syst ème CL HP (mat ériel et mét hodes section 3.7.3) pour su ivre la consommation 
du GSH (+), l'apparition de la CysGly (-), l'apparition de la CysGly oxydée (e) et de l'adduit CysGly-CDDP 
(0). 

Le GSH présent à la concentration de 1 rrùvI au temps 0 disparaît rapidement les 20 premières 

minutes, puis plus lentement jusqu'à 120 minutes où il devient pratiquement indétectable. 

En parallèle, l'apparition de la CysGly (produit de dégradation du GSH par la GGT purifiée) est 

linéaire pendant environ 20 minutes avant d'atteindre un plateau. A partir de 60 min et jusqu'à 

120 min, la quantité de CysGly diminue. Cette diminution est corrélée avec l'apparition linéaire de 

la forme oxydée du dipeptide (GCCG) et avec l'apparition linéaire de l'adduit CysGly-CDDP. 

Dans ces conditions, l'adduit GSH-CDDP n'est pas détectable, car il est probablement produit à 

de très faibles quantités. Par cette expérience, nous montrons clairement que le catabolisme du 

GSI-I par la GGT et en présence de CDDP conduit à la formation de l'adduit CysGly-CDDP. 
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D'autre part, cette expérience peut permettre de calculer la stœchiométrie théorique de l'adduit 

C ysGly-CD D P. 

En effet, entre les temps d'incubation 20 et 120 min : 

La consommation totale de CysGly est d'environ 0,3 rclvI 

La consommation de CDDP est d'environ 0,19 mM (résultats non montrés sur la 

figure 49) 

La production de la forme oxydée de la CysGly est de 0,1 mM (soit équivalente à la 

consommation de 0,2 rclvI de CysGly). 

En théorie, il reste donc pour la formation de l'adduit CysGly-CDDP, 0,1 rclvI de CysGly, 

consommée simultanément avec 0,19 rclvI de CDDP, soit une consommation de CDDP deux 

fois supérieure à celle de la CysGly dans le même temps de réaction. L'adduit mesuré aurait donc 

la stœchiométrie 1:2 (CDDP: CysGly). Ces résultats ne sont qu'une approche de la 

stœchiométrie de l'adduit CysGly-CDDP, sans technique d'analyse structurale les confirmant, 

ceux-ci restent des hypothèses . 

Si la formation de cet adduit intervient dans la résistance cellulaire au CDDP, il faut alors vérifier 

qu'il se forme en présence des cellules HeLa-GGT et non en présence des cellules HeLa. Les 

cellules HeLa et I-IeLa-GGT ont été alors incubées dans du PBS contenant 1 mM de GSH, 5 mM 

de GlyGly, et 100 f.LM de CDDP. N ous avons été obligés d'incuber les cellules dans du PBS car la 

composition complexe du milieu de culture interfère sur la séparation et l'identification des 

composés. Nous avons également été obligés d'augmenter les quantités de CDDP et de GSH lors 

de ces incubations à cause du seuil de sensibilité du système de CLI-IP qui ne permet pas de 

détecter de trop faibles concentrations d'adduits . 

La Figure 50 présente les chromatogrammes obtenus aux temps d'incubation 0 (Figure 50 A), et 

100 min pour les cellules I-IeLa-GGT (Figure 50 B), et HeLa (Figure 50 C). 

169 



8 
ç: 

Lf) 
..--< 
N 
, ('j 

Q) 
u 
ç: 
('j 

..D 
'"' 0 
(/) 

..D 
-< 

Résultats et discussion 

1 

0.30 A 0,30 . 

0,25 8 0.2.') 1 ç: 
Lf) 

0,20 2 
..--< 

3 
N 
('j 0,20 . 

~ 
Q) 2 u 

0,15 ç: 
('j 0.15 . 

..D 
'"' 0 

3 0,10 (/) 

..D 0.10 . -< 
0,05 \ ) 0,05 . 

0 fi \--. 
0 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 

Temps de rétention (min) Temps de rétention (min) 

C 
0,30 

1 
8 0,25 
ç: 

Lf) 
..--< 0,20 N 2 
('j 

Q) A 3 u 0,15 ç: 
('j 

..D 
'"' 0 0.10 (/) 

..D 
-< 

0,05 

~ 0 JI \. ) 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 

Temps de rétention (min) 

Figure 50 : Formation de l'adduit CysGly-CDDP dans le milieu extracellulaire. Les 

cellules sont incubées dans du PBS contenant 1 mM de GSH, 5 mM de GlyGly, et 100 pM de CDDP. Le milieu 
extracellulaire est alors prélevé pour l'analyse par HPLC aux temps 0 (AA), et 100 min pour les cellules 
HeLa-GGT (AB) et HeLa (AC). Les temps de rétention sont respectivement : 2, ; 3 ; 3,3 ; 5,58 ; 6; et 7,8 
pour le CDDP (1), la GlyGly et l'adduit CDDP-GSH (2), le GSH et la CysGly (3) et l'adduit CysGly-CDDP (4). 

Nous pouvons constater que l'adduit CysGly-CDDP ne se forme que dans le milieu d'incubation 

des cellules HeLa-GGT Cette formation peut être liée à la diminution de l'air du pic 

correspondant au CDDP. 
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Min d'expliquer la plus grande résistance des cellules HeLa-GGT au CDDP lorsque du 

GSH extracellulaire est fourni aux cellules, nous nous sommes intéressés aux 

mécanismes extracellulaires et nous avons montré: 

./ Que les cellules qui expriment plus fortement la GGT métabolisent le GSH 

extracellulaire et produisent de la CysGly de façon plus rapide que la lignée parentale 

HeLa . 

./ Que le stress oxydant généré par la CysGly en présence d'une source de fer est inhibé 

par la présence de CDDP, ce qui suggère que cet agent peut interagir avec le 

groupement thiol de la CysGly . 

./ Que la CysGly forme des adduits avec le CDDP, et ce beaucoup plus rapidement que 

le GSH . 

./ Que l'activité catalytique de la GGT est responsable de la formation de l'adduit 

CysGly-CDDP en présence de GSH et que l'adduit CysGly-CDDP est détecté dans le 

milieu extracellulaire des cellules à forte activité GGT. 

Ainsi, outre son rôle primordiale dans la synthèse et le renouvellement du GSH, nos 

résultats suggèrent que la GGT pourrait également intervenir dans la résistance au 

CDDP via un autre mécanisme. Ce mécanisme impliquerait la formation d'adduits 

CysGly-CDDP au niveau extracellulaire, ce qui diminuerait la cytotoxicité du composé, 

ou sa disponibilité. Si ce mécanisme est démontré in vivo (modèles animaux), il pourrait 

être l'un des facteurs déterminant l'échec ou la réussite du traitement. En effet, 

l'induction de la GGT est un événement de réponse précoce au CDDP pour la lignée 

HeLa. Ensuite, en présence d'une faible concentration en GSH et en CDDP (50 et 5 /-lM 

respectivement correspondant à peu près aux taux plasmatiques après un traitement), les 

cellules exprimant la GGT disposeront d'un système de défense intervenant avant même 

que l'agent antitumoral ne pénètre dans la cellule. 
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L'activité GGT est souvent augmentée dans les lignées cellulaires cancéreuses par rapport aux 

cellules saines. Les mécanismes et la nécessité de cette induction sont inconnus. Par exemple, 

I-Ianigan et al (1994), ont montré que les cellules issues de cancer ovarien présentent souvent une 

forte expression de cette enzyme. Vincenzini et al (1993), ont montré que des cellules de 

fibroblastes NIH3T3 transfectées par les oncogènes erb B, rcif ou Jn' voyaient leur taux de GSH 

intracellulaire augmenté parallèlement à l'induction de la )'GCS. Bien que les auteurs n'aient pas 

étudié la régulation de la GGT dans ces cellules, plusieurs études ont montré que la GGT est 

induite par l'oncogène ras (Sinha et ai, 1987, Ly et ai, 1988). L'induction des oncogènes pourrait 

être en cause dans l'augmentation de l'expression de la GGT lors de la cancérogénèse. 

Plusieurs études se sont intéressées à l'effet d'une surexpression de la GGT sur la prolifération 

cellulaire et sur la réponse cellulaire aux anticancéreux. 

Obrador et al (2002) ont démontré que des cellules de mélanomes transfectées par le gène de la 

GGT sont capables de proliférer et de générer des métastases dans le foie de souris nudes. En 

1995, Hanigan démontrait que des tumeurs exprimant la GGT prolifèrent plus vite car elles 

possèdent un avantage par rapport aux tumeurs pauvres en GGT pour leur approvisionnement 

en cystéine. En effet, in vivo, les concentrations en cys circulante sont faibles mais les cellules 

exprimant la GGT à la surface de leur membrane peuvent utiliser le GSI-I circulant comme 

source de cystéine. Les mêmes auteurs ont démontré que non seulement les tumeurs exprimant 

fortement la GGT prolifèrent plus vite, mais qu'en plus elles acquièrent un plus grande résistance 

au CDDP in vivo (Hanigan etai, 1999). 

La résistance des cellules tumorales est un frein à l'utilisation chimiothérapeutique du CDDP. De 

nombreuses études utilisant des lignées rendues résistantes à cet anticancéreux ont permis de 

comprendre quels systèmes de défense les cellules peuvent utiliser contre le CDDP. Ils sont très 

nombreux (cf introduction), et donc la résistance est le plus souvent multifactorielle et donc très 

difficile à prédire et à contrecarrer. En parallèle, plusieurs dérivés du platine comme le 

carboplatine sont apparus dans l'arsenal thérapeutique, mais le CDDP reste l'un des médicaments 

les plus utilisés contre de nombreuses tumeurs solides. 
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Dans notre étude, nous nous sommes intéressés à la place de la GGT et du GSH dans la réponse 

cellulaire au CDDP et au carboplatine. 

Nous avons tout d'abord montré qu'une des réponses rapides des cellules HeLa à une exposition 

au CDDP est l'augmentation de l'activité GGT (de 3 fois après 48 heures d'exposition à 2,5 fl-M 

de CDDP). Cette augmentation de l'activité est corrélée à l'accumulation de l'ARNm Ir Godwin 

et al (1992) ont aussi montré une corrélation entre le degré de résistance au CDDP de cellules 

ovariennes et le taux du messager de la GGT, d'ailleurs l'ARNm de la GGT est induit plus 

rapidement que celui de la yGCS en réponse au CDDP. Néanmoins cette l'étude portait sur des 

lignées sélectionnées par des exposition répétées à l'agent. Oguchi et al (1994) ont démontré que 

le traitement au CDDP de deux lignées cellulaires ovariennes, l'une sensible et l'autre résistante, 

résultait en une induction du messager de la GGT deux fois plus importante pour la lignée 

résistante. E I-Akawi et al, (1996) ont montré que une seule exposition de cellules ovariennes au 

CDDP conduit à une augmentation de l'activité GGT, de l'ARNm correspondant et du GSH 

intracellulaire, mais ils n'ont pas détecté d'augmentation de l'ARNm de la )lGCS. 

Aucune donnée n'existe sur la régulation de l'expression de la GGT par le carboplatine, mais 

nous avons montré que cet agent est également responsable d'une augmentation de l'activité de 

l'enzyme dans la lignée HeLa. N ous avons choisi d'effectuer des traitements par le carboplatine 

pendant 48 heures car cet agent est plus stable et la forme active résultant de son hydrolyse 

apparaît plus lentement que celle du CDDP. 

Les mécanismes responsables d'une augmentation de la synthèse de la GGT sont difficiles à 

expliquer. Le CDDP peut induire cfOJ et cjun (Kartalou et al, 2001) et l'induction de la 

transcription pourrait être liée à une voie impliquant APL Dans plusieurs lignées cancéreuses 

humaines, le CDDP induit l'expression des deux sous unités de la )lGCS de façon simultanée, et 

cette induction est liée au site APl proximal du promoteur ( rida et al, 1999). Dans la lignée HeLa, 

l'augmentation du taux de l'ARNm total de la GGT est liée à l'induction des deux sous types 

majoritaires dans cette lignée: l'ARNm l A et l'ARNm le Or, nous avons montré dans la première 

partie de notre étude que le promoteur C possède 3 sites potentiels pour la fixation du facteur 

APl qui pourraient donc être responsables de l'induction de l'enzyme par le CDDP. 
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Le contenu intracellulaire en GSH est souvent augmenté dans les cellules résistantes au CDDP 

(Godwin et al, 1992, Newkirk et al, 1996) puisqu'elles peuvent détoxifier cet agent en formant des 

adduits GSH-CDDP qui sont exportés en dehors de la cellules via la pompe GS-X (Goto et a!, 

1995). Une déplétion du GSH intracellulaire des lignées résistantes peut parfois restaurer leur 

sensibilité au CDDP (Nagata et al 2001). Cependant, Meijer et al, (1992) ont montré que 

l'utilisation du BSO (inhibiteur de la yGCS) à un effet dépendant de la lignée cellulaire et du 

dérivé au CDDP étudié. 

Dans nos lignées cellulaires, une seule exposlbon au CDDP ou au carboplatine entraîne une 

augmentation de la concentration intracellulaire en GSH (d'environ 25 % pour le CDDP en 24 

heures et 33 % pour le carboplatine en 48 heures). 

Ainsi, dans la lignée HeLa, l'une des réponses rapides à un traitement par le CDDP ou le 

carboplatine résulte en une augmentation de l'activité GGT et du contenu intracellulaire 

en GSH. 

En utilisant nos lignées modèles HeLa et HeLa-GGT (possédant une activité GGT de 10 et 150 

mU /mg de protéines respectivement), nous avons étudié l'effet d'une surexpression de la GGT 

sur la régulation du contenu en GSH intracellulaire dans différentes conditions de culture 

pendant 24 ou 48 heures. (Tableau X) 

Le milieu de culture classique (DMEM 250 f.!M cys) est un milieu riche qui contient tous les 

acides aminés précurseurs du GSH et ce genre de milieu est utilisé dans la grande majorité des 

études in vitro. Dans ces conditions de culture, le contenu intracellulaire en GSH est le même pour 

les deux lignées cellulaires (environ 38 nmol/mg de protéines et 30 nmol/mg de protéines aux 

temps 24 et 48 heures respectivement). 

Nous avons également travaillé dans un DMEM contenant 50 f.!M de cys (correspondant à la 

concentration plasmatique de cet acide aminé) . Dans ces conditions plus proches des conditions 

«physiologiques», nous observons une diminution spectaculaire et rapide du contenu 

intracellulaire (environ 90 % dès 24 heures) pour les deux lignées cellulaires. Ce résultat montre 

que les cellules HeLa-GGT ne possèdent pas d'avantage pour le maintient de leur pool de GSH 

intracellulaire lorsque l'acide aminé essentiel à la synthèse du tripeptide est fourni à de faibles 
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concentrations. Malgré cette déplétion, les cellules gardent une viabilité comparable à celle 

observée dans le milieu DMEM 250 /-lM. L'utilisation de ce milieu pour l'étude de l'effet d'une 

déplétion du GSH intracellulaire sur la cytotoxicité des dérivés du platine est un outil de choix. 

En effet, le BSO entraîne une diminution du GSH intracellulaire en inhibant la yGCS et interfère 

donc sur les voies métaboliques et probablement sur les voies de transduction du signal. De plus, 

Kang et al, (1991) ont clairement démontré que des cellules A549 de cancer du poumon traitées 

par le BSO présentent un taux de croissance diminué lié à une diminution de la synthèse 

protéique et de l'ADN plutôt qu'à la diminution du GSH intracellulaire. 

Lorsque du GSH (50 ~lNI) est ajouté au milieu 50 /-lM cys, les cellules HeLa, possédant une 

activité GGT faible sont capables d'augmenter progressivement leur contenu en GSH 

intracellulaire: elles passent de 2,2 ± 0,6 à 6 ± 1,2 nmol/mg de protéines en 24 heures, puis à 12,9 

± 1,0 nmol/ mg de protéines après 48 heures. 

Pour les cellules HeLa-GGT, la restauration du GSH intracellulaire est plus rapide puisqu'elles 

reconstituent plus de 50 % de leur pool en 24 heures (de 2,7 ± 0,5 à 19,1 ± 3,0 nmol/ mg de 

protéines). Par contre, après 48 heures de culture, le contenu en GSI-I diminue pour atteindre un 

taux comparable à celui des cellules HeLa (9,5 ± 1,2 nmol/mg de protéines). 

Ces conditions de culture sont celles se rapprochant le plus des conditions physiologiques car le 

sémm humain contient environ 50 /-lM de cystine, et le GSH circulant peut être utilisé par les 

cellules exprimant la GGT. 

Nous avons donc montré qu'une surexpression de la GGT ne confère un avantage pour la 

synthèse intracellulaire du GSH que lorsqu'une source extracellulaire du tripeptide est 

fournie comme source de cystéine. 

Ces données sont en accord avec l'étude de Saint Vincent et al, (1999) qui démontrent que l'étape 

limitante de la biosynthèse du GSH n'est pas l'activité yGCS, mais la disponibilité en cystéine. 

Après avoir montré l'effet d'une surexpression de la GGT sur le contenu intracellulaire en GSH, 

nous avons réalisé des mesures de cytotoxicité pour le CDDP et le carboplatine dans les 

différentes conditions de culture. 
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Pour le carboplatine, les mesures de cytotoxicité sont réalisées après 48 heures de traitement par 

des doses allant de 0 à 150 f-tM (Figure 45). Les résultats montrent que dans le milieu DMEM 250 

f-tM cys, l'lC 50 est le même pour les lignées HeLa et HeLa-GGT (environ 150 f-tNf). Par contre, 

lorsque les cellules sont traitées dans le milieu DMEM 50 f-tM cys, elles deviennent beaucoup plus 

sensibles au carboplatine (lC 50 environ égal à 60 f-tM pour les deux lignées). 

Dans ces conditions, le niveau d'expression de la GGT n'influe pas sur la réponse cellulaire au 

carboplatine. Par contre, le taux de GSH intracellulaire semble être directement impliqué dans la 

sensibilité des cellules à l'agent puisque dans le milieu DMEM 50 f-tM leur taux de GSH est très 

largement diminué parallèlement à l'augmentation de leur sensibilité. 

Bien que de nombreuses données existent sur le rôle du GSH intracellulaire dans la résistance au 

CDDP, les études concernant le carboplatine sont plus rares et assez contradictoires. Par 

exemple, Pendyala et al, (1995) n'ont trouvé aucune corrélation entre la concentration en GSH de 

10 lignées cellulaires humaines et la cytotoxicité de différents dérivés du platine. Cependant, cette 

étude ne tenait pas compte des nombreux autres paramètres pouvant entrer dans les mécanismes 

de résistance aux dérivés du platine ni des différences entre les lignées étudiées. Une déplétion du 

GSH intracellulaire des cellules de cancer du poumon résistantes au CDDP et présentant une 

résistance croisée pour le carboplatine par l'utilisation de BSO restaure la sensibilité au 

carboplatine (l'lC 50 est diminuée de 2 fois) (Mijer et al, 1992). L'étude de lignées cellulaires 

établies à partir de tumeurs humaines avant ou après traitement des patients, a également montré 

une corrélation entre le contenu intracellulaire en GSH et l'IC50 obtenue après traitement de ces 

cellules au CDDP ou au carboplatine suggérant que les tumeurs riches en GSH résistent mieux a 

ces agents anticancéreux (Mistry et al, 1991). Cependant, il a été également montré qu'une 

déplétion du GSH par le BSO dans une lignée de cancer ovarien ne modifiait pas 

significativement sa réponse au carboplatine (Andrews et al, 1985). 

Nous avons donc testé l'influence de la concentration extracellulaire en GSH sur le cytotoxicité 

du carboplatine (Figure 46), et nous avons clairement démontré que les cellules HeLa-GGT 

possèdent un avantage lorsque du GSH est présent en faible concentration (5 et 50 f-tNf). Leur 

viabilité est augmentée (de 25% à 60 % pour la concentration 5 f-tM et de 25% à 75% pour la 

concentration 50 f-tNf) alors que celle des cellules HeLa reste comparable à la viabilité mesurée 
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sans GSH extracellulaire. La plus grande résistance des cellules HeLa-GGT provient du fait 

qu'elles utilisent plus rapidement le GSH extracellulaire comme source de cystéine pour la 

synthèse intracellulaire du tripeptide. La résistance est proportionnelle à la concentration en GSH 

extracellulaire fourni pour les cellules HeLa-GGT, et pour des concentrations supérieures à 50 

!-lM (à partir de 500 !-lNI), la viabilité de ces cellules devient identique à celle trouvée pour les 

cellules non traitées. 

Pour les cellules HeLa, l'effet protecteur du GSH extracellulaire n'est effectif qu'à partir des 

fortes concentrations (500 !-lM et 1 fiNI). 

Nos résultats montrent que le contenu en GSH intracellulaire est un facteur primordial dans la 

réponse des cellules HeLa au carboplatine car une déplétion du tripeptide sensibilise les cellules à 

cet agent. 

La surexpression de la GGT entraîne une résistance accrue au carboplatine lorsque les cellules 

sont cultivées dans un milieu appauvri en cys en présence de faibles concentrations en GSH, c'est 

à dire dans les conditions proches des concentrations plasmatiques en ces deux composés 

(environ 50 !-lM de cystine et 5 !-lM de GSH). Cette résistance accrue s'explique par l'avantage que 

les cellules HeLa-GGT ont pour augmenter la synthèse de novo du GSH intracellulaire en utilisant 

le tripeptide extracellulaire. 

Dans la plupart des études sur les résistances liées à une augmentation du GSH intracellulaire, les 

auteurs s'intéressent au rôle de la )'CCS, et omettent le rôle crucial de la GGT dans 

l'approvisionnement des cellules en cys. Nos résultats montrent que ce paramètre est 

probablement au moins aussi important que la régulation de la )'GCS. Par exemple, Newkirk et al, 

(1997) ont montré que le GSH intracellulaire et non l'expression de la )'GCS est un facteur 

déterminant pour l'lC 50 du CDDP dans des cellules de cancer de la tête et du cou. Peut être les 

3 paramètres (GSH intracellulaire, expression de la )'GCS et l'expression de la GGT) devraient ils 

être pris en considération lors des études sur la résistance au CDDP. 

Nous avons mené les mêmes expériences pour étudier la cytotoxicité du CDDP dans les 

différentes conditions de culture, et nous avons montré que l'IC 50 du CDDP ne dépend pas du 

contenu en GSH des cellules HeLa et HeLa-GGT. En effet, les courbes de cytotoxicité ne 

diffèrent pas significativement entre les deux milieux DMEM 50 et DMEM 250 !-lM (Figure 44). 
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Bien que la plupart des études rapportent une augmentation de la cytotoxicité du CDDP lorsque 

le GSH intracellulaire est diminué, Pendyala et al (1997) ont travaillé sur des cellules de 

mélanomes qui n'étaient que peu affectées par une déplétion du GSH par le BSO. Cependant il 

est important de rappeler que les expériences in vitro sur l'influence du GSH intracellulaire sont 

généralement réalisées en utilisant du BSO. Ainsi, les cellules ont un faible taux de GSH, mais 

elles ne peuvent pas non plus renouveler ce faible pool en réponse à un traitement au CDDP. 

Dans nos conditions, la )'CCS est active et peut restaurer le GSH consommé par le CDDP. 

Lorsque les cellules sont traitées au CDDP en présence de 50 fAM de GSH, nous avons mis en 

évidence une résistance accrue des cellules HeLa-GGT pour les plus faibles doses (2,5 et 5 fAN!). 

Une hypothèse pour expliquer ce résultat est que les cellules HeLa-GGT peuvent cataboliser le 

GSH extracellulaire plus rapidement en fournissant ainsi à la cellule les précurseurs nécessaires à 

un meilleur renouvellement du pool intracellulaire et donc à une meilleure détoxification du 

CDDP. Ces résultats sont en accord avec ceux de Hanigan et al, (1995) qui ont montré que in vivo 

des tumeurs exprimant la GGT possèdent un avantage pour leur prolifération et sont plus 

résistantes au CDDP alors que leur taux de GSH intracellulaire est le même que les cellules 

parentales pauvres en GGT. 

Cependant, cette explication n'est pas entièrement satisfaisant pour notre modèle puisque l'IC 50 

dans les deux milieux est le même alors que dans le milieu 250 fAM cys, les cellules peuvent 

renouveler leur pool de façon rapide et devraient donc être plus résistantes. 

Nous avons alors recherché par quel mecarusme les cellules HeLa-GGT résistent mieux aux 

faibles doses de CDDP lorsque du GSH extracellulaire est présent. 

Le catabolisme du GSH par la GGT est accompagné de la production de CysGly, un thiol très 

réactif dans le milieu extracellulaire. En présence d'un métal de transition, ce dipeptide conduit à 

la formation d'ERO (Drozdz et al, 1998). Nous avons montré que les cellules HeLa et HeLa­

GGT en présence de GSH peuvent produire des ERO dans le milieu extracellulaire, cependant, 

la production d'ERO est liée au degré d'expression de la GGT: en 60 min, les cellules HeLa­

GGT produisent 2 fois plus d'ERO que la lignée parentale HeLa. Cette différence s'explique par 

le taux de consommation supérieur du GSH par les cellules exprimant fortement la GGT (Figure 
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43). Pour les deux lignées cellulaires, la présence de CDDP dans le milieu d'incubation inhibe 

partiellement la formation des ERO. 

Il est alors logique de penser que le CDDP peut former des adduits avec le groupement thiol de 

la CysGly qui est d'ailleurs plus réactif que celui du GSI-I. En accord avec cette hypothèse, nous 

avons mesuré in vitro les cinétiques de formations de l'adduit entre le GSI-I et le CDDP (adduit 

GSH-CDDP) et entre la CysGly et le CDDP (adduit CysGly-CDDP), et nous avons montré que 

la CysGly pouvait former des adduits avec le CDDP 10 fois plus vite que le GSH (Figure 48). 

Afin de vérifier que l'activité catalytique de la GGT est responsable de la formation de cet adduit, 

nous avons démontré que le GSH est consommé par la GGT pour former de la CysGly qui 

réagit alors avec le CDDP pour former l'adduit CysGly-CDDP. 

Nous avons donc montré l'existence d'un adduit formé de CDDP et du dipeptide CysGly, et 

nous avons prouvé qu'en présence de GSH et de CDDP, l'activité catalytique de la GGT 

permettait la formation de ces adduits. 

Si la formation de ces adduits est impliquée dans la plus grande résistance des cellules HeLa­

GGT, nous devrions pouvoir les détecter dans le milieu extracellulaire. Nous avons alors analysé 

la composition du milieu extracellulaire quand les cellules sont en présence de GSH et de CDDP 

(Figure 50) et nous avons clairement mis en évidence que l'adduit CysGly-CDDP est présent 

uniquement dans le milieu des cellules exprimant fortement la GGT. 

Ainsi, la formation d'un adduit entre la CysGly produite par le métabolisme du GSI-I pourrait 

expliquer la plus grande résistance des cellules HeLa aux faibles doses de CDDP. Ce mécanisme 

ne semble cependant pas capable de diminuer l'effet cytotoxique du CDDP lorsqu'il est utilisé à 

des doses supérieures à 5 ).lM. Cependant, il est aussi important de noter que les concentrations 

de CDDP utilisées dans ce travail se rapprochent des concentrations détectées dans le sang 

pendant un traitement. Par exemple, Riva et ai (2000) ont mesuré une concentration maximale de 

4 ).lM de CDDP chez des patients participant à une étude clinique de phase II. 
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L'interaction du CDDP avec les molécules contenant un atome de soufre est bien connue. Il peut 

par exemple former avec le GSH différents types d'adduits impliqués dans la détoxification du 

CDDP (Amer et al, 2001, Bemareggi et al, 1995). Le CDDP peut également réagir avec le 

groupement thiol de la cystéine et de la méthionine pour former des adduits (Heudi et al, 2001). 

Dans notre modèle expérimental, l'induction de la GGT et la modulation de la résistance des 

cellules HeLa à la cytotoxicité du CDDP (suite à cette augmentation de l'activité GGT) peuvent 

donc théoriquement se reproduire in vivo. 

Nous proposons que la résistance au CDDP soit liée au moins en partie à un mécanisme 

dont la première étape aurait lieu au niveau extracellulaire: le clivage du GSH par la 

GGT produit de la CysGly qui peut alors former rapidement des adduits avec le CDDP et 

détoxifier le médicament en diminuant soit la réactivité soit la disponibilité de l'agent. 

L'hypothèse que nous apportons est nouvelle, mais elle est en accord avec les travaux récents 

publiés par Paolicchi et al (2001), qui ont travaillé sur des lignées de mélanomes exprimant la 

GGT à différents degrés. Ils ont étudié la balance entre le milieu intracellulaire et extracellulaire 

pour le contenu et le statut redox de différents thiols et ont montré que le degré d'expression de 

la GGT modifie la composition du milieu extracellulaire : en effet, leur milieu extracellulaire est 

plus pauvre en GSH, GSSG et GluCys car les cellules consomment le GSH. Dans ces conditions, 

elles sont plus sensibles que les cellules exprimant plus faiblement la GGT. Par contre, les auteurs 

n'ont pas traité les cellules en présence de GSH extracellulaire et en plus, ils ont travaillé dans un 

milieu DMEM classique contenant 250 f.!M de cys. Ces résultats montrent bien que la 

composition en thiols du milieu extracellulaire pourrait jouer un rôle dans la réponse au CDOP 

au même titre que le statut intracellulaire. 

Kroning et al (2000) ont étudié l'effet des acides aminés contenant un atome de soufre sur l'entrée 

du CDDP dans des cellules épithéliales du tubule rénale et sur sa cytotoxicité. Les auteurs ont 

montré que seuls les acides aminés soufrés diminuent la cytotoxicité du CDOP avec dans l'ordre 

d'efficacité décroissante, la cystéine, la méthionine, l'homocystéine et la N-acetylcystéine. Ils ont 
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alors analysé l'effet de ces acides aminés sur l'entrée du COOP dans des cellules rénales et ont 

montré que la présence de ces acides aminé inhibait la captation du COOP par ces cellules avec 

un effet supérieur pour la cystéine. Ils ont alors préincubé du CDDP et de la cystéine pour 

former des adduits entre ces deux composés avant de traiter les cellules. Ils ont alors montré que 

le passage transmembranaire des adduits est supérieur à celui du CDOP seul. Malgré la présence 

de CDOP à l'intérieur de la cellule, l'effet cytotoxique n'est pas augmenté ce qui suggère que 

l'ad duit Cys-CDDP est moins cytotoxique que le composé libre. Ainsi, la formation d'adduits 

peut expliquer la diminution de la cytotoxicité, mais pas la diminution de la captation. En fait, la 

présence de cystéine ou de méthionine dans le milieu extracellulaire inhibe la captation des 

adduits de façon compétitive et les auteurs apportent pour la première fois une preuve de 

l'existence d'un transporteur spécifique des adduits entre le CDDP et les acides aminés soufrés. 

En conclusion, nous avons montré qu'une des prerrueres reponses des cellules HeLa à un 

traitement par le carboplatine et le CDDP est une augmentation de l'activité GGT et du contenu 

intracellulaire en GSH. La surexpression de la GGT peut influencer ce contenu lorsque la 

cystéine est fournie aux cellules sous forme du tripeptide et dans ces conditions, les cellules 

l-IeLa-GGT résistent mieux aux deux composés testés. Cependant, les mécanismes de résistances 

mis en causes semblent être différents. 
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Abstract 

y-Glutamyltransferase (GGT), which is a key enzyme for the cellular glutathione (GSH) homeostasis, was shown to be overexpressed in 
human tumor cells selected for resistance to cisplatin and to influence the resistance of experimental tumors in vivo. We first established 
that cisplatin treatment of HeLa cells was accompanied by an early 3-fold induction of GGT synthesis, enhancing the possibility that this 
enzyme plays an important role in the cell defenses against this anticancer drug. This role was then studied using a GGT-transfected HeLa 
cellline (HeLa-GGT) exhibiting 10 times the activity of the parental HeLa cells (120-150 and 10-14 mU/mg protein, respectively). Both 
celllines showed comparable intracellular GSH levels and cisplatin resistance when cultured in high (250 ~M) or low (50 ~M) cysteine­
containing medium. When 50 ~M of GSH were included in the low-cysteine culture medium only HeLa-GGT cells parti ail y recovered 
their intracellular GSH and exhibited an increased resistance to cisplatin. Cisplatin treatment also inhibited GGT-dependent production of 
reactive oxygen species, a process depending on the availability of cysteinylglycine produced during GSH catabolism. Furthermore, we 
showed that cisplatin fonns adducts with cysteinylglycine 10 times more rapidly than with GSH, and that these adducts were formed only 
in the extracellular medium of HeLa GGT cells. This extracellular mechanism could at least partially account for the increased resistance 
of GGT-rich cells to cisplatin. © 2002 Elsevier Science [nc. Ali rights reserved. 

Keywords: Cisplatin resistance; y-Glutamyltransferase; GSH catabolism 

1. Introduction 

The tripeptide y-Glu-Cys-Gly (GSH) is the main non­
protein intracellular thiol. It plays a crucial role in the 
maintenance of the intracellular redox state and thus 
protects the cell against oxidative injuries. GSH reacts 
also with many toxic agents to form conjugates which can 
be easily excreted by means of specific transporters [1]. 
The elevation of intracellular GSH has been widely demon­
strated in cells resistant to platinum agents, especially 
cisplatin (CDDP) [2] and the depletion of GSH sensitizes 
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DMEM; HC-DMEM , high-cysteine DMEM; ROS, reac tive oxygen 
species; DHR-123, dihydrorhodamine-123; Rh-I23, rhodamine-123. 

cells to these compounds [3] . However, it is not clear how 
GSH acts exactly, e.g. by complexing and exporting the 
drugs via the GSH-X pump [4], or by protecting cells 
against reactive oxygen species (ROS) [5], or also by 
increasing DNA repair [6]. The increase of intracellular 
GSH level in resistant ce Ils cou Id depend on induction of y­
glutamy1cysteine synthetase (y-GCS), the rate-limiting 
enzyme in GSH synthesis, but several experimental evi­
dences showed that under physiological conditions, 
cysteine availability, and not y-GCS activity, is the key 
factor determining intracellular GSH synthesis [7]. In view 
of this, an important role could be played by y-glutamyl­
transferase (GGT); in fact, GGT is a cell surface enzyme 
that initiates the cleavage of extracellular GSH, thereby 
providing GGT-positive cells with a secondary source of 
cysteine capable of enhancing the intracellular synthesis of 
GSH [8]. GGT activity was shown to be induced in cells 
selected for their resistance to CDDP [2,9] and in samples 
from a patient resistant to CDDP-based chemotherapy 

0006-2952/02/$ - see front malter © 2002 Elsevier Science Inc. Ali rights reserved. 
PlI: S0006 -2952( 02 ) 0 1118 - 8 



208 D. Sandrine el al. / Biochemical Phannacology 64 (2002) 207-2 16 

[10]. CDDP is one of the most efficient anticancer agents 
against a number of solid tumors, but its use is limited by 
the frequent emergence of CDDP-resistant cell popula­
tions. Many studies showed a relationship between resis­
tance and enzymes related to GSH metabolism in tumor 
samples or in established celllines [11].ln vitro studies by 
the National Cancer Institute Drug Screening Program 
showed no relationship between GGT activity and resis­
tance to alkylating agents [12], however these studies were 
performed in culture medium rich in cysteine, thus likely 
obscuring the role of GGT in providing an additional 
source for this amino acid . 

The aim of this study was to investigate the role of GGT 
overexpression in cancer cell resistance to CDDP under 
physiological conditions. To do this, we compared under 
standard culture conditions (250 ~lM of cysteine in the 
culture medium) and under culture conditions closer to the 
physiological concentrations of cysteine (50 ~lM), the sen­
sitivity to CDDP of an isogenic cell line overexpressing 
human GGT, HeLa-GGT, and the parental cellline, HeLa. 

2. Material and methods 

2.1. Cell lines, culture conditions and treatments 

The HeLa-GGT cell line was established in our labora­
tory from HeLa-Tet-off (Clontech) cells, after stable trans­
fection by the vector pTRE-GGT containing the fulliength 
cDNA of human GGT [13]. The full length sequences of 
the human GGT were cloned in the Hind III/XbaI sites of 
the pTRE2 vector and transfected among with the pTK­
Hyg selection plasmid to HeLa cells using lipofectamine. 
Twenty-four hours atler transfection, cells were seeded in 
90 JlM Petri dishes at 4 x 105 cells/dish. The cells were 
allowed to attach, and hygromycine was added to the culture 
medium at 100 ~lg/mL. Hygromycine-resistant colonies, 
which appeared after 3 weeks were individually picked 
up using cloning cylinders (Sigma), and expanded. When 
sufficient material was available, the GGT activity of each 
clone was measured. One clone named HeLa-GGT was 
found to express 125-150 mU of GGT/mg protein, and 
retained for this studies. The parental cell li ne expresses 
10-15 times lower GGT activity (10-14 mU/mg protein). 

Cel1s were grown in DMEM (Sigma, this medium con­
tains 250 JlM cysteine and methionine, and will be referred 
as high-cysteine DMEM, HC-DMEM) supplemented with 
10% (v/v) heat inactivated fetal calf serum (Boehringer), 1 % 
(v/v) antibiotic-antimycotic solution (Sigma). The DMEM 
without cysteine and methionine (Sigma), was supplemen­
ted with 50 JlM cysteine and 50 JlM methionine (Gibco) 
(this medium will be referred as low-cysteine DMEM, 
LC-DMEM) and used for experiments in medium with 
low levels of sulfur-containing amino acids. Cultures were 
maintained at 37° in a humidified atmosphere of95% air and 
5% CO2. 

An amount of 5 mM cis-diamminedichloroplatinum(II) 
(CDDP) (Sigma) stock solution was prepared in ISO mM 
NaCl and stored at +4°. The stock was renewed every 4 
weeks. 

2.2. Analysis of GGT mRNAs expression 

After 24 hr of CDDP treatment, total mRNA was 
extracted using the GenElute RNA extraction kit (Sigma). 
Total RNA of 4 Jlg were used for reverse transcription 
with 200 U of M-MLV reverse transcriptase (Promega) 
and 0.5 Jlg oligo(dT)16_18 in 50 JlL containing 50 mM 
Tris-HCl pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCI2, 10 mM 
DTT and 1 mM of each dNTP. GGT total mRNA was 
amplified using primers Amp I-Amp2 (sense primer: 
5'-AATGGACGACTTCAGCTCTCC-3' and antisense pri­
mer 5'-AGCCGAACCAGAGGTTGTAGA-3'). P2-Micro­
globulin sequences were amplified with sense primer 
(5'-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3') and antisens pri­
mer (5'-ATCTTCAAACCTCCATGATG-3'). Analysis of 
GGT subtype A, and C mRNAs expression was performed 
using subtype A primers (sense: 5'-CACAGGGGACATAC­
AGTGAG-3', antisense: 5'-GAAATAGCTGAAGCACG­
CGC-3'), and subtype primers (sense: 5'-GCCCAGAA­
GTGAGAGCAGTT-3', antisense: 5'-TCCAGAAAGCAG­
CTAGAGGG-5') [14] . Results were normalized for the PT 
microglobulin signal. 

2.3. Measurement of GGT activity 

GGT activity was determined using L-y-glutamyl-3-car­
boxy-4-nitroanilide and glycylglycine as donor and accep­
tor substrates as previously described [15], and was 
expressed as mU/mg protein (nmol of 5-nitrobenzoate/ 
min/mg protein) . Protein concentration was determined 
using BioRad reagent (Coomassie Blue) according to the 
manufacturer's recommendations and bovine serum albu­
min as standard. 

2.4. Measurement of intracellular GSH and of 
extracellular GSH and cysteinylglycine (cysgly) 

2.4.1. Sample preparation for intracellular GSH 
measurement 

The cells were seeded in 6-well plates and cultured 
either in HC-DMEM or in LC-DMEM during 24 hr. Cells 
were then incubated for additional 24 hr in HC-DMEM or 
LC-DMEM in the presence or absence of 5 JlM CDDP. In 
addition the effect of 50 JlM GSH was tested in LC-DMEM 
in the presence or absence of 5 JlM CDDP. Cells were 
washed with cold PBS, scrapped in 500 JlL of 3.3% (w/v) 
perchloric acid, and centrifuged at 12,000 g for 5 min at 
+4°. The supernatant was used for thiol measurement and 
the pellet for protein determination. Both extracellular 
and intracellular samples were kept at - 80° until HPLC 
analysis. 
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2.4.2. Sample preparation for extracellular thiol 
measurement 

HeLa and HeLa-GGT cells seeded in 6-well plates 24 hr 
before experiment were incubated in DMEM containing 
1 mM GSH at pH 7.4. Two hundred microliter aliquots of 
medium were sampled after selected culture periods and 
mixed with 200 ilL 3.3% (w/v) perchloric acid solution. 
Prior to HPLC analysis, samples were diluted lO-fold in a 
0 .9% (w/v) NaCI containing 4 mM EDTA. 

2.4.3. HPLC analysis 
The thiol measurements were performed using a reverse 

phase HPLC method including a reduction step of disulfide 
bonds with tri-n-butylphosphine (TBP) and precolumn 
derivatization with a thiol-selective fluorogenic reagent, 
7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazole-4-sulfonarnide (ABD-F) as 
previously described [16]. Briefly, to 100 ilL of the above 
described samples, 50 ilL of the internai standard (thio­
glycolic acid, 0.3 M), 20 ilL 0.5 M NaOH (100 ilL in the 
case of intracellular medium), 250 ilL 0 .2 M borate buffer 
pH 9.0, 50 ilL 5% (v/v) TBP, and 50 ilL 2.3 mM ABD-F 
were added. The resulting mixture was incubated at 50° for 
20 min; then the derivatization reaction was stopped by 
adding 50 ilL 1 M HC1, and HPLC analysis was performed. 

2.5. Survival assays 

Cytotoxicity was assessed by the MTT (3-( 4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenil tetrazolium bromide) 
assay. HeLa or HeLa-GOT cells were plated in 96-well 
plates and cultured for 24 hr in the appropriate medium. 
Then, cells were incubated in 200 ~lL of medium contain­
ing the indicated concentrations of CDDP. After additional 
24 hr of culture, 20 ilL MIT (5 mg/mL) were added to the 
cells, followed by incubation for 3 more hours. The 
resulting formazan product was solubilized in 200 ilL 
DMSO and spectrophotometrically measured at 595 nm. 

2.6. Monitoring of reactive oxygen species production 

Quantification of ROS was performed using the dihy­
drorhodamine-123 (DHR-l23) probe which is oxidized by 
various ROS to the fluorescent rhodamine-l23 (Rh-l23) 
[17] . A stock solution of 10 mM DHR-l23 was prepared in 
dimethylformarnide. Cells were seeded in 6-well plates in 
HC-DMEM 24 hr before the experiment. Then, the cells 
were gently washed with 2 mL ofPBS and incubated at 37° 
for 1 hr in PBS containing 1 mM OSH, 25 IlM DHR-123, 
150 IlM Fe3+ and 165 IlM EDTA. Two hundred microliter 
aliquots of medium were withdrawn and fluorescence was 
measured using a microplate fluorimeter (Cytofluor 2350; 
Millipore; Bedford, MA, USA) at an excitation and ernis­
sion wavelengths of 485 and 530 nm, respectively. Acel­
lular experiment containing 1 mM GSH, 25 IlM DHR-123 
and 150 IlM Fe3+ and 165 IlM EDTA in PBS was used as 
control. 

2.7. Analysis of GSH- and cysgly-CDDP adducts 

The analysis of GSH-CDDP and cysgly-CDDP adducts 
was based on the protocols of Bernareggi et al. [18]. The 
HPLC system used to monitor the production of CDDP­
thiol adducts inc1uded an isocratic pump, a valve-in je ct or 
fitted with a 20 ilL loop (model Rheodyne 7125), a reverse­
phase silica-based column (LiChrospher RP 18 end capped 
(5 Ilm) 250 x 4 mM; Merck Darmstadt) eluted with 
0 .35 mM triethylamine phosphate buffer pH 2.5 at a flow 
rate of 0.8 mL min - 1 and a UV spectrophotometric detec­
tor operated at 230 nm. Data were recorded using an 
integrator. Retention times of CDDP, cysgly, OSH-CDDP, 
CDDP--cysgly, and GSH were ca. 2.7, 2.8, 3.0, 3.3 and 
5.5 min, respectively. Stock solutions of CDDP and each 
thiol were prepared at a concentration of 3.3 mM in a 
10 mM phosphate buffer pH 7.4 added with 150 mM NaCI. 
CDDP and thiol solutions were mixed in al: 10 ratio (v/v) , 
and the mixtures were incubated at 3r. At different time 
intervals ranging from 0 to 25 min, aliquots were with­
drawn and immediately injected into the HPLC system. No 
significant difference between the molar absorbance of 
each thiol at 230 nm was observed and CD OP absorbance 
was at least lO-fold less than thiols at this wavelength. 
Thus, in order to ca1culate the formation rate of the adducts 
(expressed in mM/min), it was considered that the adduct 
absorbance was mainly due to the thiol contribution. 

In order to study the formation of CDDP--cysgly adducts 
in the culture medium of the two cell lines, a new HPLC 
system was developed. It consists in a Aquasil C 18 (3 Ilm) 
150 x 3 mM i.d . column (thermo Hypersil) eluted with a 
10 mM phosphate buffer pH 2.7 containing 5 mM penta­
nesulfonic acid, at a flow rate of 0.5 mL min - 1. UV 
detection was operated at 215 nm. The addition of the 
counter-ion (pentanesulfonic acid) allowed the efficient 
separation of CDDP-cysgly adducts from CDDP-GSH 
adducts, CDDP, OSH or cysgly. Retention times of CDDP, 
CDDP-OSH, GSH, cysgly and CDDP-cysgly and were ca. 
2.0,3 .3,5 .8,6.0 and 7.8 min, respectively. 

2.8. Statistical analysis 

Ali assays were set up in triplicate, and the results were 
expressed as the mean and standard deviation (mean ± SD). 
Student's t-paired test was used for statistical analysis. 

3. Results 

3.1. Induction of GGT expression in HeLa ceUs after 
CDDP treatment 

White cell lines made resistant to CDDP often show 
elevated intracellular GSH, y-GCS and GGT activities 
[2], the effect of a single short-term CDDP treatment on 
OOT activity before the onset of resistance is not weil 
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documented, especially in human cell lines. Thus, we first 
studied the modulation of GGT activity in HeLa cells after 
CDDP challenge. Sub-confluent HeLa cells were treated 
with various concentrations of CDDP (0-10 )lM) for 24 and 
48 hr, and GGT activity was measured in cell extracts. 
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resulted in a lower induction of GGT activi ty, likely due to 
an observed massive cell death (data not shown). 

We then examined whether the induction of the GGT 
activity was due to an increase in the enzyme synthesis. 
Total RNA was extracted from control and CDDP-treated 
HeLa celIs, and the GGT total mRNA level was evaluated 
by RT-PCR using Amp l-Amp2 primers; ~z-microglobulin 
was used as an internaI control. As shown in Fig. lB, the 
GGT total mRNA level doubled after 24 hr treatment with 
2.5 and 5 ~M of CDDP, thus showing that the increase in 
GGT activity after CDDP treatment, depended on the 
increase of the corresponding mRNA. 

GGT type 1 mRNAs show a polymorphism in their 5' 
UTR due to alternative splicing events and probably to the 
use of different promoters [19]. We have previously shown 
that in HeLa cells, two subtypes (A and C) of GGT mRNA 
1 were mainly expressed and that the y were differently 
regulated after 12-0-tetradecanoyl phorbol 13-acetate 
(TPA), TNFo: or butyrate treatment [14]. As shown in 
Fig. IC, 24 hr CDDP treatment induced both subtypes. 
Subtype A was induced in a dose-dependent manner (by 5-
and 7-fold after 2.5 and 5 ~M CDDP). Subtype C was 
induced by 4-fold by either treatments. Thus, the observed 
increase of GGT total mRN A 1 was due to the increase of at 
least these two particular subtypes . 

Taken together, these results show that one of the early 
responses of HeLa cells to CDDP treatment is an increase 
in GGT synthesis and activity. 

3.2. Establishment and characterization of HeLa-GGT 
cellline 

We then asked whether the observed increase in GGT 
activity could provide an advantage to the cells exposed to 
CDDP. CDDP is mainly detoxified by conjugation with 
GSH and active transport outside the cell [4]. GGT can 
play a crucial role in CDDP detoxification by providing the 
precursors of GSH synthesis, especially when low con­
centrations of extracellular cysteine are present. In order to 
examine only the influence of an increased GGT activity, 
we transfected HeLa cells with the pTRE-GGT vector and 
we established a ce Il li ne expressing about 120-150 mU/ 
mg of GGT. Both HeLa and HeLa-GGT cells had compar­
able y-GCS activities (62 ± 2.5 and 58 ± 2 nmol y-glucys 
formed/mg/min, respectively) . 

Table 1 

3.2.1. 1ntracellular GSH levels 
We first studied the modifications in the intracellular 

GSH level of the parental HeLa and the transfected HeLa­
GGT cell lines under different culture conditions, and in 
the presence or not of 5 ~M CDDP. Results are summar­
ized in Table 1. Under standard culture conditions (HC­
DMEM, 250 ~lM cysteine), both celllines presented com­
parable levels of intracellular GSH (39.5 ± 3.7 and 
35.9 ± 3.5 nmol/mg for HeLa and HeLa-GGT cells, 
respectively). Decreasing the extracellular concentration 
of cysteine to 50 ~M (LC-DMEM), which is the concen­
tration fOlmd in human serum, resulted in a dramatic 
decrease of the intracellular level of GSH (8-fold) in both 
celIlines, which still exhibited comparable levels of intra­
cellular GSH (5.3 ± 2.5 and 3.7 ± 0.6 nmol/mg for HeLa 
and HeLa-GGT ceIls, respectively). Despite the low intra­
cellular GSH level, the cell proliferation was not affected 
(not shown). When 50 ~lM of GSH were added to the cells 
cultured in the LC-DMEM, we observed, only in HeLa­
GGT cells, a 5-fold increase in the intracellular GSH level 
as compared either to the HeLa cells cultured in the same 
medium or to HeLa-GGT cells cultured in the LC-DMEM 
alone. 

These results demonstrate that at physiologically low 
concentrations of cysteine, hjgh GGT activity in the pre­
sence of extracellular GSH, can effectively enhance the 
intracellular GSH level. 

Under every culture condition tested, in both HeLa­
GGT and HeLa cell lines, treatment with 5 ~M CDDP for 
24 hr increased the intracellular GSH level (Table 1), 
suggesting that the CDDP-dependent increase of intracel­
lular GSH concentration was independent from the com­
position of the culture medium and from GGT activity. 

3.2.2. Cytotoxicity of CDDP 
We then studied, under the sa me culture conditions, the 

cytotoxicity of CDDP on the two cell lines and the cell 
viability was evaluated using the MIT assay. 

As shown in Fig. 2A and B, the cytotoxicity of CDDP, 
was substantially the same in both HeLa and HeLa-GGT 
cell lines in the presence of low- or high-cysteine con­
centrations in the medium (rcso 7.5 ~M in aIl conditions). 
These results indicate that, in these cellular models, varia­
tions of intracellular GSH, consequent to different cysteine 
availability, do not affect the CDDP toxicity. When 50 ~M 

Influence of extracellular cyst(e)ine concentration and CDDP treatment on intracellular GSH level 

GSH (nmol/mg protein) 

250 flM cys 50 flM cys 50 flM cys + 50 flM GSH 

- CDDP +5 flM CDDP - CDDP +5 flM CDDP - CDDP +5 flM CDDP 

HeLa 39.5 ± 3.7 52.6 ± 6.4 5.3 ± 2.5 7.0 ± 0.8 4.0 ± 0.2 7.3 ± 2.8 
HeLa-GGT 35 .9 ± 3.5 43.6 ± 3.0 3.7 ± 0.6 9.3 ± 2.5 19.3 ± 4.7" 27.0 ± 2.6" 

.. P < 0.001 as compared HeLa cells cultured under the same conditions. Also significant ta HeLa-GGT cells cullured in the presence of 

50 flM cys . 
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Fig. 2. CDDP cytotoxicity on HeLa and HeLa- GGT ce ll s. HeLa (. ) or 
HeLa- GGT (0) cells were seeded in 96-well plates and were incubated 
for 24 hr in the presence of indicated concentrations of CDDP. Viability 
was measured using MTT. (A) Cells were cultured in HC-DM EM (250 flM 
cys); (8) cells were cultured in LC-DMEM (50 flM cys); (C) cells were 

cultured in LC-DMEM supplemented with 50 flM GSH. Results expressed 
as % of untreated control ce lls are the mean ± SD of eight independent 
experiments. Statistical signilicance of di flerences in viability between 
HeLa and HeLa-GGT at the indicated CDDP concentrations: *p < 0.05 ; 
" p < 0.001. 

GSH was included in the LC-DMEM medium, HeLa-GGT 
cells showed a significantly higher viability and Leso when 
challenged with 2.5 or 5 /lM of CDDP. In contrast there 
was no change of the observed toxicity of the drug on the 
HeLa cell line. 

These results cannot be totally explained by the higher 
intracellular GSH content of HeLa-GGT cells (Table 1), 
becauseas weshowed (Fig. 2A and B), the intracellularGSH 
concentration did not influence the CDDP toxicity. There­
fore, we asked whether an extracellular event, depending on 
GGT and GSH, could be responsible for the observed higher 
resistance of HeLa-GGT cells. 
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Fig. 3. Extracellular GSH catabolism and cysgly accumulation by HeLa 
and HeLa- GGT ce ll s. HeLa (.) or HeLa- GGT (0) ce lls seeded in 6-well 
plates were incubated with 1 mM GSH in HC-DMEM. Samples of 
ex tracellular medium were withdrawn at various times, and GSH (A) and 
cysgly (8) concentrations were measured by HPLC. Values were adj usted 
for total cellular protein content. Results are mean ± SD of three distinct 
experiments. 

3.2.3. GSH metabolism 
HeLa and HeLa-GGT cells were incubated in the pre­

sence of 1 mM GSH, and the degradation of the tripeptide 
and the appearance of cysgly were measured through a 
90 min period. As shown in Fig. 3A, after 90 min HeLa 
cells consumed only 20% of the GSH present in the 
medium whereas during the same time period, HeLa­
GGT cells consumed 90% of the extracellular tripeptide. 

The GGT-dependent GSH catabolism was accompanied 
in HeLa-GGT cells by an accumulation of cysgly in the 
medium (Fig. 3B). As expected, in HeLa cells the cysgly 
accumulation was by far lower. These experiments con­
firmed that HeLa-GGT cells, due to their GGT activity, 
presented a higher rate of extracellular GSH degradation 
and cysgly accumulation. 

3.2.4. ROS production 
It is now well documented that in the presence of 

transition metals , GSH catabolism leads to the production 
of ROS [20]. HeLa and HeLa- GGT cells were incubated 
in the presence of GSH and an iron source, and the ROS 
production was evaluated by the oxidation rate of DHR-
123 to Rh-123. As shown in Fig. 4, both cell lines 
produced a significant amount of ROS . As expected, 
HeLa-GGT cells, due to their higher GGT activity pro­
duced 2.3 times more ROS than HeLa cells. When CDDP 
was included to the incubation medium, ROS production 
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Fig. 4. Extracellular ROS production by HeLa and HeLa- GGT cells. 
HeLa (. ) or HeLa-GGT (0) cells seeded in 6-well plates were incubated 
for 60 min with 0.5 mM GSH, 160 J.lM FeJ·'·- EDTA and 25 J.lM DHR-I23 
in the absence or in the presence oF 50 J.lM CDDP. ROS production was 
measured as DHR-123 oxidation. Reslilts shown are mean ± SD of three 
distinct experiments. " p < 0.001 vs. cell s incubated in the absence of 
CDDP. 

was inhibited by 92% for HeLa cells and by 62% for 
HeLa-GGT cells . 

Production of ROS by the GGT-dependent catabolism is 
due to the high reactivity of the thiol group of cysgly. Tt is 
also weil documented that CDDP can react with the thiol 
group of GSH to form different types of adducts [4,18] . An 
explanation for the inhibition of GGT-dependent ROS 
production by CDDP could be its reaction either with 
GSH or with cysgly thus blocking the reactive thiol group. 

Consequently, we verified this hypothesis by measuring 
the rate of in vitro formation of adducts between GSH or 
cysgly and CDDP. 

3.3. Formation of GSH- and cysgly-CDDP complexes 

The production of each corresponding adduct with al: 1 
stoichiometric ratio (CDDP-GSH and CDDP-cysgly) was 
measured using HPLC after a short incubation period 

1 

(within 15 min) , and its production rate was considered 
in the present work to reflect the reactivity of each thiol 
with CDDP. 

As shown in Fig. 5, cysgly-CDDP adduct formation 
reached very rapidly (within 5 min) a plateau while the 
production of GSH-CDDP adducts remained linear for up 
to 15 min. The rate of formation of cysgly-CDDP adducts 
(0.1126 mM/min), calculated on the linear part of the 
curve, was 10 times higher than the rate of formation of 
GSH-CDDP adducts (0.0102 mM/min). 

The previous HPLC system, used to point out the 
difference between the reactivity of GSH and cysgly, 
was unable to fully separate GSH-CDDP adducts from 
cysgly-CDDP adducts. In order to characterize the pre­
sence of cysgly-CDDP adducts in the culture medium of 
the two tested cell lines, a new HPLC system using a 
counter ion in the mobile phase was developed. With this 
system cysgly-CDDP adduct is weil separated from GSH 
and CDDP, while cysgly alone coelutes with GSH and 
GSH-CDDP adduct coelute with glygly (glycylglycine, an 
acceptor of y-glutamyl group). HeLa and HeLa- GGT cells 
were incubated in PBS containing 1 mM GSH, 5 mM 
glygly and 100 ~lM CDDP. Samples were withdrawn at 
various time intervals and analyzed. As shown in Fig. 6, a 
peak corresponding to the cysgly-CDDP adduct was 
observed only for HeLa-GGT cells (compare Fig. 6B 
and C, incubation time 100 min) , indicating that this 
mechanism is dependent on GGT catalytic activity. 

Taken together, these results can explain why the HeLa­
GGT cells show an increased resistance to CDDP only 
when GSH is present in the extracellular medium. GGT­
dependent catabolism of GSH results in the production of 
highly reactive cysgly which in its tum forms extracellular 
adducts with CDDP, thus either lowering the availability or 
inactivate the drug. However, at higher concentrations of 
CDDP (10 ~M), this mechanism seems to be unable to 
protect the cells. 

0.9 

0.8 

CDDP-cysgly (.) : y = 0 .1126x + 0 .0006 

R2 = 0 .9935 

i' 0.7 .s 0.6 
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Il. 0 .3 
0 
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CDDP-GSH (. ) : y = 0.0102x + 0 .0008 

R2 = 0.9996 

15 20 25 

Time (min) 

Fig. 5. Formation of CDDP-GSH and CDDP-cysgly adducts in vitro; 1 mM of CDDP was incllbated either with 10 mM GSH (.) or with 10 mM cysgly 
(. ) in 10 mM phosphate buffe r pH 7.4 at 37". Samples were withdrawn at various times and the CDDP adducts were measured by HPLC. Values are From 
one out oF lhree experiments which gave the same pattern. The equations were derived From the linear part of the graph (0-3 min for CDDP-cysgly adducts 
and 0- 15 min for CDDP-GSH adducts, respecti ve ly). 
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Fig. 6. Formation cysg ly- CDDP adducts in extracellular medium. Cells 

were incubated with 1 mM GSH, 5 mM glygly and 100 flM CDDP in PBS 
at 37°. Extracellular medium was used for HPLC analysis at time = 0 (A) 

and 100 min for HeLa- GGT cells (B) or HeLa ce lls (C). Retention times 
are: 2, 3, 3.3, 5.8, 6 and 7.8 for, respectively, CDDP (1) , glygly and GSH­
CDDP adduct (2), GSH and cysgly (3) and CDDP-cysgly adduct (4). 

4. Discussion 

CDDP-resistant celllines, isolated after prolonged ex po­
sure to low doses of this drllg, have been vaillable tools for 
the elucidation of the factors leading to CDDP resistance, 
which is often multifactorial. Resistance to alkylating 
agents and platinum derived drugs can involve a modifica­
tion of the uptake of the drug [21], or an increased 
inactivation of the drug by sulfhydryl group containing 
mole cules such as GSH [4] or an increased export [22]. It 

has been shown that in human leukemia cells, y-GCS is 
increased after CDDP treatment coordinately with the 
MRP/GSH pump [22] . Such a response cou Id allow the 
cells to increase their GSH synthesis and therefore to 
have a higher scavenging rate of the drug and to ex port 
more efficiently the GSH-CDDP complexes. 

The resistance can also be the consequence of an 
enhanced DNA repair mechanism. CDDP challenge of 
human ovarian cancer cells resulted in the induction of 
ERCC- 1 which is a critical factor in the nucleotide exci­
sion-repair pathway that performs CDDP-DNA adducts 
repair [23]. Furthermore, alterations in the expression of 
oncogenes (such as c-fos, c-myc, c-jun or c-abl) or tumor 
suppressor genes (such as p53) (for review see [24]) have 
also been implicated in the cellular resistance to CDDP. 

GGT which is a key enzyme for the cellular GSH home­
ostasis has been shown to be overexpressed in different types 
of cancer such as ovarian [25], prostate [26] or lung [27]. 
Induction of GGT has been observed in human tumor ce lis 
selected for resistance to chemotherapeutic drugs [1 O].We 
first showed that an early response of HeLa cells to a short 
exposure to CDDP is an increase in GGT expression. The 
enzyme activity was induced 3-fold after 48 hr with 2.5 ~lM 
CDDP treatment and the inductions were correlated with an 
earlier accumulation of the GGT mRNA. Godwin et al. [2] 
have also shown a correlation between the degree of resis­
tance ofhuman ovarian cancercelllines and the level ofGGT 
mRNA. However, these cells were obtained after a long-term 
exposure to the drug. They also found that the GGT mRNA 
was induced earlier in the acquisition of the CDDP resistance 
than the y-GCS mRNA. The mechanisms responsible for the 
increase of GGT synthesis cannot be well explained. CDDP 
treatment can increase c-fos and c-jun [24], and one possible 
mechanism could be through activation of AP-l. This could 
be true for the y-GCS induction as the gene promoter 
sequences contain two AP-l responsive elements [28]. 
For the human GGT gene only the promoter controlling 
the transcription of type B GGT mRNA 1 has been described 
and it contains AP- l-Iike responsive elements [19]. 
Although inducible by TPA [14], this type of mRNA is 
barely expressed in HeLa cells. In addition, type A and C 
GGT mRNA 1 are the major GGT mRNA forms and they 
are both induced by CDDP. Thus, the increase in the total 
GGT mRNA level can be attributed to the increase of these 
two subtypes. However, no information exists for the pro­
moters controlling the expression of the se two GGT mRNAs. 

We then focused on the role of GGT in the response of 
HeLa cells to CDDP using two models: the HeLa-Tet-off 
cells expressing 10- 14 m V /mg of GGT, and the same cel! 
line stably transfected with the human GGT sequences and 
expressing a higher level of the enzyme (lO-l5-fold as 
compared to the parental cell line). This approach was 
chosen in order to avoid any interference from other path­
ways contributing to CDDP resistance. Indeed, to evaluate 
each parameter individually, studies with well-defined sys­
tems, such as the use of isogenic cell lines are needed. 
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Despite the difference in GGT activity, the two celllines 
exhibited comparable y-GCS activities and intracellular 
GSH concentrations either in low- or high-cysteine con­
taining culture medium. Although culture in the low­
cysteine medium resulted to a dramatic decrease 
(- 80%) of the intracellular GSH, no differences in the 
cellular viability were observed. HeLa-GGT ceUs could 
recover about 50% of their intraceUular GSH pool when 
GSH was added extraceUularly. Thus, ceUs with high GGT 
activity can have the advantage for recovering intracellular 
GSH only when extracellular GSH is present and used as 
cysteine source. These data are in accordance with previous 
works on cellular and animal models which showed that a 
main function of GGT is to provide the cell with cysteine 
[29,30] and with the study of Saint Vincent et al. [7], who 
demonstrated that the limiting step in biosynthesis of GSH 
is not the step catalyzed by y-GCS, but the availability of 
cysteine. 

The CDDP cytotoxicity under both (low- and high­
cysteine) culture conditions on the two celllines remained 
comparable. These results suggest that, under these con­
ditions, in HeLa ceUs, overexpression of GGT and intra­
cellular GSH levels are not influencing the resistance to 
CDDP. In contrast to our observations, previous studies 
have shown that GSH depletion increased CDDP cytotoxi­
city [31,32]. In these studies the GSH depletion was 
achieved by pre-treatment of the cells with BSO, which 
is a potent inhibitor of y-GCS, the key enzyme in GSH 
biosynthesis. This discrepancy can then be explained by 
the fact that BSO-treated ceUs have not only a low GSH 
content but that they are also unable to replenish their low 
GSH pool after CDDP treatment. Under our conditions, y­
GCS remains fuUy active and thus it can restore any GSH 
consumed by CDDP. In addition CDDP treatement of 
HeLa and HeLa- GGT ce Us led to an increase of the 
intracellular GSH under ail conditions tested. 

HeLa-GGT cells were fOlmd more resistant to CDDP 
treatment when a low (50 J..lM) amount of GSH were added 
to the culture medium. An hypothesis to explain this 
phenomenon can be that the HeLa-GGT cells can more 
efficiently catabolize the extracellular GSH, thus providing 
the cell with precursors for a higher turnover rate of the 
intracellular GSH. In this case ce Us could detoxify CDDP 
more efficiently. Earlier studies by Hanigan [33] also led to 
the same conclusion. By establishing experimental GGT­
poor and GGT-rich tu mors in animal models, these authors 
have shown that GGT-rich tu mors grew twice faster than 
the GGT-poor counterparts. GGT-rich tumors were also 
more resistant to CDDP treatment, but they exhibited the 
same intraceUular GSH content th an the GGT-poor tu mors. 
They concluded that the resistance of GGT-rich tumors 
may result from the ability of these cells to replenish 
intracellular GSH levels more rapidly when low amounts 
of cysteine (such as in blood) are available. 

However, this explanation may not be satisfactory for 
our mode!. In fact, when HeLa and HeLa-GGT cells were 

cultured in a high- or low-cysteine containing medium, the 
ICSO for CDDP was the same. We can expect that in the 
high-cysteine medium the turnover of intraceUular GSH is 
faster than in the low-cysteine medium and thus cells 
should exhibit an increased resistance, which is not the 
case in our mode!. We therefore looked for another GGT­
and GSH-dependent mechanism to explain the increased 
resistance of HeLa-GGT ceUs when GSH was added 
extraceUularly. 

The extracellular degradation of GSH by GGT is accom­
panied by the appearance of extraceUular cysgly, a strongly 
reactive thiol, which in the presence of transition metals can 
lead to the production of ROS [20]. We showed that HeLa 
and HeLa-GGT cells can produce ROS extraceUularly, 
with the HeLa-GGT cells producing twice the amount 
of ROS as compared to their untransfected counterparts. 
This difference can be explained by the higher rate of GSH 
consumption by HeLa-GGT ceUs. Interestingly, when 
CDDP was included in the incubation medium, ROS 
production was partially inhibited. CDDP can react with 
the SH group of GSH or other SH containing molecules to 
form different types of adducts [18]. It is then logical to 
assume that CDDP can react with cysgly and even faster 
than with GSH as the SH goup of cysgly is by far more 
reactive. Accordingly to this and using an in vitro system, 
we showed that the rate of formation of cysgly-CDDP 
adducts is at least 10 times higher th an the rate of formation 
of GSH-CDDP adducts. We also showed that significant 
amounts of cysgly-CDDP adducts accumulate only in the 
extracellular medium of HeLa-GGT ceUs demonstrating 
that extracellular production of cysgly by increased GGT 
activity allows the formation of these adducts. 

Tt is also important to note that the CDDP concentrations 
used in this study were very close to the blood concentrations 
of the dmg during cancer treatment. Indeed, Riva et al. [34] 
reported that the maximum concentration ofCDDP in blood 
of patients during phase II trails reached 4 J..lM. Thus, in our 
experimental models the induction of GGT and the modula­
tion of the resistance of the HeLa ceUs to CDDP toxicity due 
to an increased GGT activity are physiologically relevant. 

ln conclusion, we showed in this study that an early 
response of HeLa cells to CDDP treatment is an increase of 
GGT synthesis. Increased GGT activity can influence the 
intraceUular GSH levels only under low-cysteine culture 
conditions and when GSH is present in the culture medium. 
AIso, only under these particular conditions the cells 
exhibited an increased resistance to CDDP toxicity inde­
pendently to the intracellular GSH content. We propose 
that the resistance to CDDP is due to a mechanism which in 
the first step occurs at the extraceUular leve!. GGT cleavage 
of GSH results in the production of cysgly which in turn 
can rapidly form adducts with CDDP, thus detoxifying the 
dmg. Further studies are in progress to ascertain whether 
this detoxification mechanism leads to a lower intracellular 
accumulation of the drug, or to a decreased formation of 
DNA-CDDP adducts . 
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Conclusion et perspectives 

La prerruere partie de notre travail a été consacree a l'étude de la régulation de 

l'expression de la GGT humaine. 

v' Nous avons constaté que les modulations de l'activité GGT sont toujours corrélées avec les 

modulations du taux d'ARNm IT ce qui suggère que l'expression de la GGT humaine est 

régulée au niveau de son ARNm, soit par des modifications de sa 1/ 2 vie, soit par une 

régulation au niveau transcriptionnel. 

v' Nous avons montré que les modulations de chacun des 3 sous types participent a la 

modulation de l'ARNm lT et donc, aux variations de l'activité GGT. 

v' Enfin, les variations indépendantes de chaque sous type, ainsi que leur régulation spécifique 

du type cellulaire, suggèrent fortement l'existence de promoteurs indépendants pour chacun 

de ces messagers (comme c'est le cas pour le rat et la souris) . 

Afin d'expliquer les différents mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation différentielle 

des 3 messagers de la GGT, il nous a paru important d'approfondir cette étude, d'une part en 

localisant et en caractérisant de nouveaux promoteurs sur le gène 1 de la GGT humaine et d'autre 

part en recherchant les éléments de réponse à différents stimuli. 

A partir d'ARN extrait de placenta et par des expériences de 5' RACE, nous sommes parvenus à 

localiser sur le gène le début de l'ARNm le , et nous avons cloné cette région en amont d'un gène 

rapporteur. Nous avons alors étudié l'activité promotrice de cette séquence par des transfections 

transitoires dans deux lignées cellulaires (HeLa et HepG 2) . 

v' Nous avons montré que dans ces deux lignées, la région en position - 489 à + 70 possède une 

forte activité promotrice (comparable à celle du promoteur SV40 dans les cellules HeLa), et 

que la région - 856 à + 70 possède une activité promotrice encore plus importante. 

v' Nous avons également montré que ce promoteur est régulé en réponse à des stimuli comme 

un traitement au TP A ou au NaBu de manière spécifique du type cellulaire. De plus, les 

modulations de l'activité promotrice des deux fragments sont toujours corrélées aux 

modulations de l'ARNm le en réponse aux mêmes stimuli. 
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Conclusion et perspectives 

Nous avons donc mis en évidence un nouveau promoteur sur le gène 1 de la GGT 

humaine responsable du contrôle de l'expression de l'ARNm le. Chez l'homme, comme 

chez le rat ou la souris, l'expression du gène de la GGT est contrôlée par plusieurs 

promoteurs et la spécificité cellulaire de l'expression et de la régulation de l'enzyme est 

au moins en partie, liée à la régulation spécifique des différents promoteurs. 

Nous nous sommes aussi intéressés à la régulation du promoteur B par le TP A dans deux lignées 

cellulaires (HeLa et HepG2). En nous basant sur la structure du promoteur, nous avons décidé de 

cibler notre étude sur le rôle potentiel des 3 sites de fixation APl proximaux. Pour cela, des 

fragments du promoteur différant par leur taille ont été clonés en amont du gène de la luciférase 

et les activité promotrices ont été mesurées dans les deux lignées cellulaires . 

./ Nous avons montré que dans la lignée HepG2, l'activité promotrice est comparable pour les 

3 fragments testés (indépendante de la longueur des séquences) . Au contraire, dans la lignée 

cellulaire HeLa, l'activité promotrice basale augmente proportionnellement à la longueur du 

fragment cloné en amont de la luciférase . 

./ La modulation de l'activité promotrice par le TP A se fait également de façon spécifique du 

type cellulaire : pour la lignée HeLa, l'inductibilité diminue avec la longueur de la séquence et 

dans les cellules HepG2, l'ajout des séquences comprises entre - 348 et - 560 potentialise 

l'induction par le TP A, alors que les séquences situées en amont (fragment pGGT B-748) 

inhibent l'induction de l'activité promotrice par le TP A. 

Le promoteur B, tout comme le promoteur C, est régulé différemment en fonction de la 

lignée cellulaire considérée. 

Dans les deux lignées cellulaires étudiées, le fragment pGGT B -348 porte une activité promotrice 

qui est induite en réponse au TPA. Ce fragment contient 2 sites potentiels pour la fixation du 

facteur de transcription APl et un site ARE dont nous avons testé la fonctionnalité par des 

expériences de retardement sur gel. 

./ Nous avons montré que le traitement au TP A induit le facteur APl dans les cellules HeLa et 

I-IepG2. 
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Conclusion et perspectives 

./ Le facteur APl induit par le 'IPA se fixe sur le site APl-II du promoteur B dans les deux 

lignées et contient au moins de la sous unité cJun. 

Ces résultats permettent pour la première fois de proposer un mécanisme de régulation 

de l'expression de la GGT qui est résumé dans la figure 51: 

APl-II 

- 348 +1 
Induction de la 

----I.~ transcription 

TPA 
+ 

- 348 AlP-II +1 

__ --I.~ Fragment - 560: 

~ induction pour HepG2 
Protéine P HepG2 

Protéine K HeLa ~ induction pour HeLa 

- 560 

__ --I.~ Fragment - 748 
induction pour les 2 

~ lignées -748 

Figure 51 : Mécanisme proposé pour la régulation du promoteur B par le TPA dans 
les deux lignées cellulaires HeLa et HepG2. 

Lors de l'induction par le 'IPA, le facteur APl composé d'une sous unité cJun et d'une sous unité 

X non définie vient se fixer au site APl-II, ce qui entraîne une induction de la transcription. Les 

séquences comprises entre les positions - 348 et - 560 régulent cette induction. Ansi, dans la 

lignée HepG2, la fixation d'une protéine spécifique (protéine P) va potentialiser cette 

augmentation alors que dans la lignée cellulaire HeLa, la fixation d'une protéine différente 

(protéine K) va entraîner une diminution de la transactivation du gène rapporteur. 

Dans les deux lignées cellulaires la présence des séquences de - 560 à - 748 entraîne une 

diminution de l'induction par le 'IPA qui peut s'expliquer par la présence de site de 
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reconnrussance pour des protéines inhibant l'action de APl, comme par exemple la protéine 

YYl. 

N ous avons montré pour la première fois que la facteur APl est responsable de la régulation du 

promoteur B et éventuellement du promoteur C. Ce travail devra être complété par la 

caractérisation des autres sites de fixation de ce facteur sur les deux promoteurs ainsi que par la 

caractérisation des complexes protéiques qui s'y fixent. Cette étude peut ensuite être élargie à 

l'étude d'autres stimuli induisant les facteurs APl ou <<AP1-like» en regardant de quelle manière ils 

influencent l'activité des promoteurs du gène de la GGT. 

Il est évident que la caractérisation du promoteur C débutée dans ce travail, devra être 

approfondie en déterminant avec plus de précision le site + 1 d'initiation de la transcription. 

La suite logique serait de déterminer s'il existe un autre promoteur indépendant pour la 

transcription des ARNm lA' 

Dans la deuxième partie de notre étude, nous nous sommes intéressés au rôle de la GGT dans la 

réponse cellulaire au CDDP et au carboplatine. En effet, cette enzyme est parfois induite dans les 

cellules résistantes à ces anticancéreux et elle joue un rôle majeur dans la synthèse du GSH 

intracellulaire souvent incriminé dans la résistance à de nombreux traitements thérapeutiques. 

Le développement de chimiorésistances s'accompagne le plus souvent de la modification de 

nombreux paramètres cellulaires, et il est impossible d'évaluer la contribution de chacun d'entre 

eux dans la résistance observée. 

Afin d'étudier spécifiquement le rôle de la GGT dans les résistances aux dérivés du platine, nous 

avons choisi d'utiliser une approche utilisant un couple de lignées cellulaires modèles, HeLa et 

HeLa-GGT, la première lignée présentant une activité GGT faible (10 à 15 mU/mg de protéines) 

et la seconde étant transfectée par l'ADNe de la GGT humaine exprime l'enzyme à un niveau 10 

fois supérieur (150 mU / mg de protéines). Ainsi, nous pouvons comparer les réponses cellulaires 

aux différents traitements dans ces lignées modèles que seule l'activité GGT différencie. 
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Nous avons tout d'abord étudié l'influence du CDDP et du carboplatine sur l'expression de la 

GGT et sur le taux de GSH intracellulaire dans la lignée parentale HeLa, et nous avons montré 

que les deux agents ont pour conséquence une induction rapide et importante de 

l'expression de la GGT ainsi que du taux de GSH intracellulaire. Ces résultats suggèrent 

que la GGT peut avoir une implication dans la réponse cellulaire au CDDP et à ses 

dérivés. 

En utilisant différentes conditions de culture, nous avons montré que les cellules HeLa-GGT 

possèdent un avantage pour la synthèse de leur GSH intracellulaire lorsque la cystéine est fournie 

aux cellules sous forme de GSH. Dans ces conditions, les cellules qui expriment fortement la 

GGT dégradent plus rapidement le GSI-I extracellulaire et peuvent utiliser les acides aminés 

produits pour la synthèse de novo du tripeptide. Les conditions de culture utilisant un milieu 

appauvrit en cystéine et une source de GSH extracellulaire sont celles qui se rapprochent le plus 

des conditions physiologiques où la cystéine (acide aminé limitant dans la synthèse du GSI-I 

intracellulaire) est présente à de faib les concentrations (environ 50 /-LM dans le plasma humain) et 

où du GSH circulant est présent. Dans ces conditions de culture, la surexpression de la GGT 

entraîne une résistance accrue aux deux agents. 

Afm d'expliquer les mécanismes dépendant de la GGT responsables de cette résistance accrue, 

nous avons étudié le rôle de la GGT dans la synthèse du GSH intracellulaire et le rôle du GSH 

intracellulaire dans la résistance aux agents . 

./ Nous avons alors montré une corrélation directe entre la résistance au carboplatine et 

la concentration en GSH intracellulaire. Pour cet agent, la GGT intervient dans la 

résistance en permettant aux cellules de renouveler plus rapidement leur GSH 

intracellulaire à partir du GSH extracellulaire . 

..' Au contraire, dans notre modèle cellulaire, la concentration intracellulaire en GSH 

n'influence pas la cytotoxicité du CDDP. 

Ainsi, la surexpression de la GGT est impliquée dans la résistance cellulaire au carboplatine et au 

CDDP, mais les mécanismes mis en jeu semblent différents. 
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Pour expliquer la plus grande résistance des cellules HeLa-GGT au CDDP en présence de GSH, 

nous nous sommes intéressés aux mécanismes extracellulaires . 

./ Nous avons montré que la CysGly produite au niveau extracellulaire par le catabolisme du 

GSH par la GGT peut réagir avec le CDDP pour former des adduits . 

./ Nous avons montré que les adduits CysGly-CDDP se forment plus rapidement que les 

adduits GSH-CDDP . 

./ En utilisant une source de GGT purifiée, nous avons également démontré que la GGT est 

responsable de la formation des adduits CysGly-CDDP en présence de GSH et de CDDP . 

./ Enfin, nous avons mis en évidence la formation de ces adduits dans le milieu de culture des 

cellules surexprimant la GGT, alors qu'ils sont indétectables dans le milieu de culture des 

cellules HeLa. 

Sur la base des résultats obtenus, nous proposons un nouveau mecarusme de résistance 

impliquant la formation d'adduits entre le CDDP et la CysGly. La formation de ces adduits au 

niveau extracellulaire des cellules exprimant fortement la GGT diminuerait la cytotoxicité et/ou 

la disponibilité de la molécule active. 

La figure 52 présente le modèle hypothétique que nous proposons permettant d'expliquer le rôle 

de la GGT dans la résistance au CDDP et au carboplatine. 

La différence entre les deux agents provient de la différence de réactivité et de stabilité. Le 

carboplatine est beaucoup plus stable et ne forme pas d'adduits avec le GSH ou la CysGly dans 

les temps courts. Son action est plus lente et le contenu intracellulaire en GSH semble être un 

facteur déterminant dans la réponse cellulaire à cet agent. In l)ivo, la surexpression de la GGT peut 

apporter aux cellules un avantage pour la synthèse de leur GSH intracellulaire et des tumeurs 

riches en GGT seront probablement réfractaires à une chimiothérapie au carboplatine ou à 

d'autres dérivés du platine connus pour être activés à l'intérieur de la cellule. 

Au contraire, le CDDP étant beaucoup plus réactif, il peut spontanément former des adduits avec 

le GSH et la CysGly et ce mécanisme semble participer à la résistance des cellules HeLa-GGT au 

CDDP lorsqu'elles sont en présence de GSH extracellulaire. 
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Les perspectives ouvertes par cette étude sont nombreuses car les mecarusmes que nous 

suggérons sont totalement nouveaux et à ce jour encore inexplorés. 

Il faudrait déterminer la 0es) stmcture(s) des adduits entre le CDDP et la CysGly ainsi que leur 

existence et leur significativité in vivo pourrait être évaluée sur des modèles animaux puis dans une 

étude clinique. 

Les lignés cellulaires HeLa et HeLa-GGT nous semblent un modèle de choix pour approfondir in 

vitro les différents mécanismes de résistance au CDDP. La caractérisation de ces deux lignées 

devra être complétée en identifiant et en quantifiant les autres enzymes impliquées dans la 

synthèse, le métabolisme et l'export du GSH (participant directement ou indirectement aux 

défenses contre le CDDP). De cette manière, nous pourrons mieux évaluer l'implication de la 

GGT dans la résistance au CDDP. 

N os résultats n'évaluent pas non plus le devenir de l'adduit CysGly-CDDP et il faudrait étudier 

l'entrée de ces adduits dans la cellule ainsi que leur capacité à former des adduits avec l'ADN. La 

reponse à ces questions permettra de mieux expliquer la réponse des cellules HeLa-GGT au 

CDDP. 

En conclusion, nous avons identifié et partiellement caractérisé certains des mecarusmes 

responsables de la régulation de l'expression de la GGT humaine. Nous avons aussi démontré 

pour la première fois le rôle précis que cette enzyme peut jouer dans les défenses cellulaires au 

CDDP et à ses dérivés. 
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Figure 52: Mécanisme hypothétique illustrant le rôle de la GGT dans la résistance au CDDP et au 
Carboplatine le CDDP s 'hydrolyse rapidement pour former la molécule active qui peut réagir immédiatement avec 
la CysGly produite lors du catabolisme du GSH par la GGT. La formation de ces adduits limite alors la disponibilité 
du platine et jou sa cytotoxicité. Les cellules HeLa-GGT deviennent donc plus résistantes. 
Le carboplatine , qui s"hydrolyse plus lentement ne réagit pas au niveau extracellulaire, mais il rentre dans la 
cellules ou il est detoxifié par le GSH. Pour ce composé, la concentration intracellulaire en GSH est un facteur 
primordial et la GGT intervient en favorisant l'apport des acides aminés nécessaires à sa synthèse. 
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La y-glutamyl transferase (GGT) est une enzyme clé dans le métabolisme du glutathion (GSH), 

mais malgré son importance physiologique, les mécanismes de régulation de la GGT humaine sont très mal 

connus à cause de la complexité de son organisation génomique. 

Le premier objectif de notre travail était l'étude de la régulation du gène l (seul gène codant pour 

une protéine active) dans différentes lignées cellulaires. Nous avons montré qu'en réponse au TPA, au 

butyrate de sodium, ou au TNFu, les modulations globales des 3 messagers issus du gène l (ARNm 1,\, Is et 

lc) reflètent la modulation de l'activité GGT. Cependant ces 3 ARNm · sont régulés de manière 

indépendante et spécifique de la lignée considérée. Ces résultats montrent que les 3 ARNm issus du gène l 

sont probablement transcrits à partir de promoteurs indépendants, régulés différemment selon le modèle 

cellulaire. Nous avons ensuite étudié la régulation du promoteur B (dirigeant la transcription de l'ARNm Is) 

de la GGT humaine (seul promoteur décrit à l'heure actuelle) et nous avons montré que ce promoteur est 

induit par le TI A dans 2 lignées cellulaires. Cette induction passe par la fL'{ation: du facteur APl (composé 

d'une sous unité cJun au moins) à l'un des 3 sites APl proximaux étudiés. Nous avons également montré 

que les séquences Situées en amont de ces sites APl sont impliquées dans la modulation de l'induction par 

le TP A et dans sa spécificité cellulaire. 

Enfin, nous avons localisé, cloné et partiellement caractérisé un nouveau promoteur sur le gène l humain de 

la GGT : celui qui dirige la transciption des ARNm le. 

Le second objectif de notre travail était de détemlÎner le rôle de la GGT dans la réponse cellulaire 

au cisplatine (CO OP) et au carboplatine, couramment utilisés en chimiothérapie. Nous avons montré 

qu'une des réponses rapides des cellules HeLa à un traitement par l'un de ces agents résulte en une 

induction du taux de GSH intracellulaire et de l'activité GGT ce qui laisse supposer un rôle important pour 

la GGT dans la réponse aux dérivés du platine. Nous avons utilisé une lignée HeLa isogénique, transfectée 

par l'ADNc de la GGT humaine (HeLa-GGT) qui expriment l'enzyme à un niveau 10 fois supérieur à celui 

de la lignée parentale HeLa. Cette lignée, a permis de montrer que les cellules HeLa-GGT possèdent une 

résistance accrue aux COOP et au carboplatine lorsque du GSH extracellulaire est fourni aux cellules. Oans 

le cas du carboplatine, la résistance est directement corrélée au taux de GSH intracellulaire. En revanche, le 

contenu intracellulaire en GSH ne semble pas être un facteur déterminant pour la réponse au COOP dans 

notre modèle. En effet, les cellules HeLa cultivées dans un milieu complet possèdent un fort taux de GSH 

intracellulaire et lorsque le milieu de culture est appauvri en cystéine elles perdent plus de 80 % de leur pool 

(indépendamment de leur activité GGT). Or, la cytotoxicité du COOP est comparable dans ces deux 

conditions de culture. Afm d'expliquer la plus grande résistance des cellules HeLa-GGT au COOP lorsque 

du GSH extracellulaire est fourni, nous avons étudié le catabolisme du GSH par la GGT au niveau 

extracellulaire. Nous avons alors montré que le COOP est capable d'interagir avec le produit de dégradation 

du GSH par la GGT : la CysGly. Ce composé est d'ailleurs plus réactif que le GSH et il forme des adduits 

avec le CD OP 10 fois plus rapidement que le GSH. Nous avons également été capables de détecter cet 

adduit dans le milieu extracellulaire des cellules HeLa-GGT incubées en présence de CO OP et de GSH. 

Nous suggérons que ce mécanisme dépendant de la GGT pourrait être impliqué dans la résistance 

des cellules au COOP en diminuant la quantité de COOP disponible et/ou sa toxicité. 

MOTS CLES: y-glutamyl transferase, ARNm, Régulation, promoteur, glutathion, cisplatine, 
résistance. 
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