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LISTE DES ABREVIATIONS

15dPGJ2 : 15-déoxy-A'>'*-PGI2
1-AG, 2-AG : 1-, ou 2-Arachidonyl-Glycérol
6kPGFla : 6-ceto-prostaglandine Fla

AA : arachidonate

AA-CoA: arachidonyl-CoA

ACBP : Acyl-CoA Binding Protein

ACS : Acyl-CoA Synthétase. Elles sont classées selon la chaine carbonnée des acides gras
qu’elles acceptent comme substrat : scACS pour les ACS acceptant les acides gras a courte
chaine, mcACS pour les chaines de taille moyenne, ...

AEA ; Arachidonyl-Ethanolamide (Anandamide)

AG : acide gras. On distinguera les acides gras a courte chaine carbonnée (scAG), a chaine
moyenne (mcAGQG), a longue chaine (IcAG), voire a treés longue chafne (VIcAG).

AINS : Anti-Inflammatoire Non Stéroidien

AP-1 : facteur de transcription constitué du complexe Jun et Fos

ARE : AU Rich Element

BSA: albumine sérique bovine

C/EBP : CCAAT/enhancer-binding protein (NF-IL-6)

CCR : Récepteur aux Cytokines CC

CMC : Concentration Micellaire Critique

CoASH : coenzyme A

COX : abréviation usuelle de la Prostaglandine H Synthase (PGHS). Pour éviter toute
confusion, nous avons adopté I’italique pour signifier les activités catalytiques, COX, pour
Pactivité cyclooxygénase de COX, PER pour son activité peroxydase.

CRE : Elément de réponse a I’AMPc

CREB : cAMP-response element-binding protein

CREBP: cAMP-responsive element- binding protein-binding protein ( = CBP/P300)

Ct : extrémité carboxy terminale d’une séquence protéique

CYP : cytochrome P450

DAG : Diacylglycérol

DBD : domaine de fixation a I’ADN

DH : déshydrogénase

DMPC : Dimyristoyl- phosphatidyl-choline

DMPM : Dimyristoyl-phosphatidyl-

DPPC : Dipalmitoyl- phosphatidyl-choline

EET : epoxy-eicosatriénoates C20:3

ELAM : Molécule d’ Adhésion des leucocytes endothéliaux

EPA : eicosapentaénoates C20:5

ERK : kinase ““ extracellular signal-regulated kinase”

FABP : Fatty Acid Binding Protein

FAT : Fatty Acid Translocase

FATP: Fatty Acid Transport Protein

GPCR : Récepteur Couplé aux Protéines G

HCA : Analyse des clusters hydrophobes



HEPE : hydroxy-eicosapentaénoate C20:5

HETE : hydroxy-eicosatetraénoate C20:4

HHT : hydroxy-heptadecatriénoate C20:3

HMGcoA : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA

HNF : Hepatic Nuclear Factor

HO-1: Héme Oxygenase-1

HODE : hydroxy-octadecadiénoate C20:2

HPETE : hydroperoxy-eicosatetraénoates

HSA : albumine sérique humaine

Hsp: Heat shock Protein

ICAM :

IFN : interféron

IKK : IxB Kinase

IL : interleukine

iP : isoprostane

IP-3 : Inositol 3-Phosphate

ISC : Inhibiteurs Sélectifs de COX-2

JNK : Jun N-terminal Kinases

KPF : kétoprofene

KPF-CoA : Acyl-CoA de kétoprofene

KPF-Glc : glucuronide de kétoproféne

LA : linoléate

LOX : lipoxygénase

LPS : lipopolysaccharide

LT : leucotriéne

LysoPLA : lysophospholipase. LysoPLA est réservé a I’activité lysophopholipase des
phospholipases

MAPK : Mitogen Activating Protein Kinase

MBD : domaine de fixation a la membrane

MDCK : Mardin Darvey canine kidney cells

MEK : MAPK Kinase

MIP : Protéine Inflammatoire des Macrophages

NMT : N-Myristoyl Transferase

NO : oxyde nitrique

NOS : NO Synthase

Nt : extrémité amino terminale d’une séquence protéique

PA : Phosphatidate

Palmitoyl-CoA: palmitoyl-CoA

PC : Phosphatidyl-Choline

PE : Phosphatidyl-Ethanolamide

PG : prostaglandine. PGA : prostaglandine de classe A, PGD2 : de classe D2, etc
PGS : Prostaglandine synthase. PGIS : Prostaglandine I synthase, PGES: Prostaglandine E
synthase, ...

PI : Phosphatidyl-Inositol

PKa : protéine kinase A

PKc : protéine kinase C

PL : Phospholipide

PLA : Phospholipase de classe A. Comme pour COX, I’italique désigne 1’activité catalytique :
PLAI pour une activité d’hydrolyse en sn-1, PLA2 pour une activité d’hydrolyse en sn-2.
PLAA : Activateur de PLA2



PLP: Phospholipase P. PLPc: Phospholipase P de classe C, PLPd: de classe D, ...
PMA : phorbol-12-myristate-13-acétate

PMN: Polynucléaires Neutrophiles

PPAR : Peroxysome Proliferator Activated Receptor

PPRE : PPAR Responsive Element

PPT : Palmitoyl-transférase

PS : Phosphatidyl-Sérine

PUFA : AG polyinsaturés

RAR : récepteur nucléaire au rétinoate tout trans

RE : Réticulum endoplasmique

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

Rmsd : écart des moindres carrés (Root Mean Squared deviation)
RNApol II : sous unité ARN polymérase II du complexe de I’ARN polymérase
RXR : Retinoid X receptor

RyR : récepteur calcique de la ryanodine

SCP-2 : sterol carrier protein-2

SM : sphingomyéline

SMC : cellule musculaire lisse

SREBP : Sterol Responsive Element Binding Protein

TG : Triacyl-Glycérols

TIMP : Tissue Inhibitor of metalloproteases

TLR : Récepteur Toll-like

Tx : thromboxane. TxA2 : thromboxane de classe A2, ...

TxS : Thromboxane Synthase

UGT: UDP-Glucuronotransferase

UTR: Unttranslated region. Parties non codantes de I’ARN
VCAM : Molécule d’adhésion des cellules vasculaires

Wy : Wy-14653
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Parmi les thérapeutiques articulaires, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
constituent une classe médicamenteuse majeure, prescrite pour ses propriétés
antiphlogistiques, antalgiques, antipyrétiques et anti-agrégantes plaquettaires. En dépit d’une
diversité structurale, leur principal mécanisme d’action est commun et consiste en I’inhibition
des cyclo-oxygénases (COX), enzymes majeures de la voie de synthése des PG, avec
toutefois des actions différentes sur les isozymes constitutive (COX-1) et inductible (COX-2).
Plusieurs travaux récents montrent que le dualisme initialement avancé entre les fonctions des
2 COX est par trop simpliste, mais il n’en est pas moins vrai qu'une inhibition de COX-1
contrecarre sa fonction constitutive, tandis que celle de COX-2 au site inflammatoire et en
phase de réponse inflammatoire, limite la perpétuation de cette réponse.

Tant en ce qui concerne les propriétés thérapeutiques que les effets secondaires,
I’inhibition des COX par ces médicaments n’explique cependant pas toutes leurs propriétés
pharmacologiques. Il existe en effet de fortes disparités interindividuelles d’efficacité des
AINS, comme il existe d’importantes différences entre AINS chez un méme patient, ce qui
s’explique difficilement par la seule inhibition des COX.

Certains AINS, comme les dérivés propioniques, sont chimiquement chiraux et sont
administrés sous forme de mélange racémique. Les 2 énantiomeéres n’ont pas les mémes
propriétés, en particulier envers COX, pour laquelle les énantiomeres S sont inhibiteurs
beaucoup plus puissants que leurs antipodes. Malgré un métabolisme conduisant, dans
certains cas, a une inversion chirale du R vers le S, P’efficacité des énantiomeéres R intégre mal
un schéma fonctionnel basé sur I’inactivation simple des COX. D’autres effets des AINS,
comme ’analgésie dans des modgles de douleur indépendants de COX soulignent encore
I'imperfection de nos connaissances et suggerent fortement qu’il existe un ou des autres
modes d’action de ces médicaments.

L’objectif de ce travail s’inscrit donc dans la recherche d’autres activités des AINS qui
pourraient éclaircir ces lacunes. Nous avons émis I’hypothése que ce soit, au moins en partie,
par leur métabolisme qu’ils présenteraient ces comportements difficilement compatibles avec
un mécanisme d’action aussi simple. II a en effet été montré récemment que certains
métabolites chimiquement réactifs, comme les dérivés acylglucuronides et thioesters du
Coenzyme A, sont capables de se fixer de facon covalente aux protéines et d’en modifier les
propriétés enzymatiques. Ce travail vise donc d’une part a tester le pouvoir inhibiteur de COX
de certains métabolites, d’autre part a prospecter d’autres cibles protéiques éventuelles des
médicaments ou de leurs métabolites, pouvant rendre compte des effets pharmacologiques.
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Le présent mémoire se propose, dans une premicre partie bibliographique, de rapporter
quelques données essentielles sur les processus biologiques liés a I’inflammation au niveau
cellulaire, en se consacrant tout particuliérement a la voie de biosynthése des PG et aux
protéines impliquées. Il rappellera brievement quelques notions pharmacologiques des AINS,
avant de se focaliser sur le métabolisme des acyl-CoA endogénes, ce qui, par analogie, nous
permettra de bien cerner biochimiquement le métabolisme correspondant des aryl-

propionates.

Apreés avoir exposé notre stratégie d’étude, nous présenterons les résultats de ce
travail, réalisé avec le kétoproféne comme AINS modéele, et tenterons d’en dégager les aspects
les plus intéressants et les perspectives ouvrant sur une meilleure compréhension de 'effet de
ces médicaments.
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ILETUDE - BIBLIOGRAPHIOUE

L'inflammation est un terme générique désignant diverses réactions de défense contre
des substances endogenes ou exogenes, survenant aprés une blessure tissulaire, une infection
ou des stimulations immunologiques. Elle constitue I’ensemble des modifications vasculaires,
tissulaires et humorales de I’organisme. Les processus inflammatoires se déroulent
généralement dans le tissu conjonctif, et s’accompagnent des événements caractéristiques :
rougeur, tuméfaction, chaleur et douleur. L’inflammation est transitoire et évolue vers des
processus réparateurs (inflammation aigué&). Si la réponse que constitue cette phase aigué est
inefficace pour éliminer les stimuli déclencheurs, une inflammation chronique s’installe,
accompagnée d’une réaction de type cellulaire.

L’inflammation aigu€ est caractérisée par une phase vasculaire suivie d’une phase
cellulaire. La premicre débute immédiatement aprés 1’agression. La vasodilatation des
vaisseaux conduit a une congestion, provoquée par ’histamine et la sérotonine, produites par
les mastocytes et les plaquettes, et par des dérivés de ’arachidonate [AA] et du complément.
La phase cellulaire correspond & un afflux de leucocytes (polynucléaires neutrophiles attirés
par des chimiotactiques [C5a, LTB4, ...], puis monocytes, voire lymphocytes).

L’inflammation chronique implique moins de neutrophiles mais plus de macrophages
et de lymphocytes. Les macrophages sont issus de ’activation des monocytes par les
chimiotactiques. Ils sont alors source de protéases, cytokines, radicaux, facteurs de
coagulation, NO et PG.

A. L'inflammation au niveau cellulaire

L’inflammation est un processus évolutif faisant intervenir des facteurs locaux et
circulants. Il est complexe et on aborde souvent son étude a I’aide de modeles simplifiés, afin
d’atteindre une compréhension fine des phénomeénes biologiques et moléculaires qui le
régissent. Ces modeles vont des organes en perfusion aux cellules isolées ou aux lignées en
culture, voire aux cellules transfectées ou aux enzymes purifiées quand on s’intéresse a une
voie biochimique ou a une protéine particuliére. Dans ces études ex vivo ou in vitro, on utilise
généralement un stimulus inflammatoire unique et simple, endogene (IL-1, TNF, IFN) ou
exogene (lipopolysaccharide, LPS). Comme tout modele, les simplifications de ces systémes
d’étude limitent leur validité et leur pertinence a leurs circonstances, et il n’est pas rare de
constater des divergences voire des contradictions entre différents travaux. Nous prendrons
donc toujours soin de préciser les conditions des modeles utilisés dans les études que nous
relaterons.

Malgré leurs imperfections, ces modeles nous permettent d’analyser 1’évolution
biologique et biochimique de I’inflammation, partant du stimulus et du déclenchement de la
réponse inflammatoire cellulaire, et aboutissant a sa résolution. Nous nous focaliserons sur
quelques acteurs protéiques principaux ainsi que sur les r0les de leurs produits.

A. 1. Stimulus

A.1.a) Les médiateurs de I'inflammation et leurs
récepteurs

Pendant 1’apparition de l’inflammation, les cellules inflammatoires (polynucléaires
neutrophiles, macrophages, plaquettes et lymphocytes) expriment un nombre croissant de
glycoprotéines de surface (molécules d'adhésion cellulaire). Les cellules endothéliales, qui
sont aussi activées durant cette phase initiale de la réponse inflammatoire expriment des
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récepteurs pour ces molécules d'adhésion. L'expression régulée de ces molécules permet le
trafic précis des leucocytes au site inflammatoire. L'adhésion de cellules immunitaires aux
cellules endothéliales forme une bordure sur les vaisseaux sanguins entourant le site
inflammatoire, les prévenant d'un balayage hors du site.

Le processus d'influx cellulaire au site inflammatoire est médié par de nombreuses
molécules présentes dans le sang et les fluides cellulaires, sécrétés par des cellules
dégranulantes, inflammatoires ou endothéliales actives. Parmi ces médiateurs, on trouve les
anaphylatoxines de la cascade du complément, des kinines du systéme de coagulation, des
lipides (leukotrieénes, prostaglandines), des peptides (tachykinines, VIP, VPF), des facteurs de
croissance (TGFB, PDGF, FGF, EGF). Ces molécules augmentent la perméabilité capillaire et
ont une action vasodilatatrice et bronchoconstrictante. Les réactions inflammatoires
impliquent encore des cytokines pro-inflammatoires, directement ou par leur capacité a
induire la syntheése de molécules d'adhésion cellulaire ou d'autres cytokines. Incluant des
chemokines, des interleukines, lymphokines, monokines, TNFo, CSF, IFNy et d'autres
facteurs neuromodulateurs, les cytokines forment un réseau d’acteurs biologiques complexes
dont les membres ont souvent des fonctions redondantes.

o Les cytokines

Le terme cytokine désigne divers protéines et peptides solubles agissant comme des
régulateurs hormonaux a concentration de I'ordre du nano- ou picomolaire et modulant les
activités fonctionnelles de cellules individuelles ou de tissus. Elles ressemblent donc aux
hormones classiques avec des actions auto-, para-, juxta- ou retrocrines, et certaines sont
actives au niveau systémique. Mais contrairement aux hormones, elles agissent sur un spectre
de cellules large et ne sont pas sécrétées par des cellules spécialisées. Certaines cytokines ont
en outre une activité enzymatique (ADF, NM23, PD/EC-GF, Neuroleukine).

Les cytokines ne sont pas stockées dans les cellules (a l'exception de TGFf et PDGF
dans les plaquettes), mais exprimées dans les cellules activées, en réponse a un signal
inducteur. Leur expression est transitoire, rarement constitutive, et treés régulée. Leur action
est tres complexe a cerner puisqu'elles peuvent montrer une activité stimulante ou répressive,
comme synergique ou antagoniste de l'action d'autres facteurs. De plus, une méme cytokine
peut agir différemment selon les circonstances : bFGF est ainsi mitogéne pour le fibroblaste a
faible concentration et chemoattractant si son taux est élevé. L'IFNy stimule la prolifération
des cellules B activées par l'antigéne IgM, mais inhibe leur activité si elles sont stimulées par
IL4. 11 semble enfin exister une chronologie dans l'intervention des cytokines avec des
membres précoces pré-activant des cellules qui peuvent alors répondre a des cytokines
tardives.

L'activité biologique des cytokines est médiée par des récepteurs membranaires
spécifiques : IL-1a et B sont ainsi ligands du complexe IL-1RI / IL-1RAcP (appartenant a la
superfamille IL-1R/ TLLR (IL-1R II, IL-18R, récepteur au LPS TLR-2 et -4) [1].

Les interleukines sont d’autres cytokines sécrétées quant a elles par les leucocytes et
impliquées dans l'activation cellulaire, la différenciation, la prolifération et la communication
cellulaire. Les termes cytokines et interleukines ne sont que des dénominations historiques et
ne recouvrent pas une distinction biologique. Ainsi la cytokine IL-8 est une interleukine
chimiotactique (chemokine).

Parmi les cytokines, les chemokines sont des molécules ayant surtout des propriétés
chimiotactiques. Leur nomenclature répond a leur localisation chromosomique : on distingue
ainsi les o chemokines (AM-CSF, IL-8, MIP-2, PF4, NAP-2,-3,-4, Eotaxine, famille CINC),
les § chemokines (Eotaxine-2, ACT-2, MCAF, MCP, MIP), les y chemokines (ATAC, SCM),
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et les & chemokines (Fractalkines). Elles constituent les protéines les plus induites durant la
stimulation de monocytes par différents agents, qui montre I’activation de 120 génes sur 600
testés. 10 a 15 d’entre eux répondent fortement (induction 10 & 50 fois), 20-25 geénes
répondent légerement moins (5 a 10 fois) et 80 a 90 genes ne sont que faiblement activés (2 a
5 fois). Les plus induits se révelent étre ceux de chemokines (IL-8, MIP1, MIP2 et MCP-1).
Dans ces conditions, I’IL-1 est la cytokine la plus induite. Cinétiquement, la transcription est
maximale entre 40 et 120 min, tandis que les protéines correspondantes apparaissent surtout
entre 10 et 20 h [2]. En conditions inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide, les
diverses cytokines apparaissent séquentiellement : TNFo, d'abord puis ILlco,p puis IL6,
GM-CSF (taux d'induction de I'ordre de 10 sauf IL1ct: 80 a 4 h), pendant que MIF est down-
régulé. Les chemokines suivent une expression contemporaine : IL8, GROx, MIP1c,f (taux
de 10 sauf MIP1f a 50). L'ainé des facteurs de transcription ou des protéines associées entrant
en jeu est IkB, suivi de FRAL, Jun (1 h), puis P50 de NFxB et CREB2 (4 h) ; simultanément

Fos est réprimé (avant 1 h) [3].
. Les eicosanoides

Sous le terme eicosanoides sont rassemblés les métabolites de I'AA
(eicosatétraenoate) et, par extension, d’autres AG polyinsaturés (LA, EPA) ayant des actions
plus ou moins spécifiques. Les PG, que nous étudierons plus précisément au niveau cellulaire,
sont de puissants vasodilatateurs (TxA2 constrit, PGI2 dilate), contractants musculaires et
agrégants plaquettaires (TxA2 «agrége », PGI2 «désagrége »). Ils augmentent le flux
sanguin et la perméabilité vasculaire [4]. Ces différents effets ont conduit a estimer que Tx
serait souvent associ€é a une pathologie, alors que les PG seraient homéostatiques. En
conditions inflammatoires, on observe une augmentation de la concentration en eicosanoides.
Ainsi, dans des biopsies de peau irritée par de I’adjuvant de Freund, on mesure pres de 12 ng
de 6kPGFlo/mg de protéines produits en 30 min contre 5 en conditions témoin, et 19 ng de
PGE2, 12 h post-stimulus [5]. Dans un modele d’inflammation de 1’épithélium buccal, on
mesure une forte augmentation de la concentration en PGE2 (3 a 11 ng/ g tissu) et de LTB4
(0,1 a 1,3 ng/ g tissu) [6].

Les PG sont fixées par des GPCR aux prostaglandines et leukotrienes de type DP, EP,
FP, IP et TP pour les PGD2, PGE2, PGF2q, PGI2 et le TxA2 respectivement, et BLTR pour
LTB4 [7]. Chaque ligand est 10 fois plus affine pour son propre récepteur que pour un autre
[8]. Ces récepteurs ont des expressions différentes selon les cellules : TP dans les plaquettes,
EP1 dans les fibroblastes, FP dans les reins et les astrocytes. Ils sont couplés a différentes
protéines G: IP, DP, EP2 et EP4 a Gs puis AC, TP, FP et EP1 a Gq puis voie du Ca*" et de
I’inositol phosphate. Différents sous-types d’EP3 activent Gi, Gs ou Go [9]. Des récepteurs
aux PG existent dans toutes les membranes cellulaires : PGD2 et PGE2 se fixent surtout dans
les membranes plasmiques d’homogénat de cerveau, beaucoup moins dans le RE et le noyau
ou EP3 est prépondérant par rapport a EP1, 2 et 4. Cependant EP1 régule les flux calciques
vers le noyau ainsi que la transcription de Fos [10]. Il est aussi impliqué dans la perception de
la douleur [11]. Le passage trans-membranaire des PG s’effectue en deux étapes, une active
(ATP dépendante), ’autre passive. Les matrines F/G (ATP indépendantes) transportent ainsi
les PGE1, PGE2, PGF20. mais pas iloprost ni 6kPGFlo. Le transporteur des sels biliaires
Oatp est inhibé par les PG (Ki # 14 uM) qui ne permet cependant pas leur transport [8].

La disruption des récepteurs aux PG n’a pas permis de montrer lesquels sont cruciaux
dans I'inflammation, parmi les 4 EP, TxR ou PGF2¢R. Il n’y a que PGI2R qui soit ainsi
clairement impliquée [12].
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. L’ATP

L’ ATP extra-cellulaire est un autre médiateur, libéré aprés des dommages cellulaires
ou par D’activation des plaquettes, systémique aprés sécrétion par les glandes adrénales, ou
autocrine. L’ ATP stimule la libération d’IL-1f par les cellules de la microglie via P2z/P2x7
[13]. Ce méme récepteur est impliqué dans la libération d’AA par les macrophages en réponse
au LPS, a fortes concentrations (EC50 = 0,2 mM). Le blocage de ce récepteur réprime en
outre COX-2 et V-sPLA2 [14]. 1l est enfin responsable de ’activation de NF-AT et NFxB a
partir de 1 mM d’ ATP extracellulaire [15].

. Autres facteurs

L’ activation du complément dans les débuts de I’inflammation libére de puissants pro-
inflammatoires comme les peptides du complément C3a et CS5a (anaphylatoxines). Ces
chemo-attractants agissent via leurs récepteurs : C5aR ubiquitaire, et C3aR [16], trés exprimé
chez les monocytes, macrophages, plaquettes, leucocytes et cellules endothéliales, ou C3a
induit IL-8 (EC50 = 1 nM alors qu’on retrouve jusqu’a 2,2 uM dans le sérum en conditions
inflammatoires) [17].

Les sPLLA2 sont un autre facteur systémique que nous étudierons ultérieurement, en
particulier par leurs récepteurs extracellulaires.

Le lysoPA dispose lui aussi de plusieurs récepteurs spécifiques de la partie PA par
rapport aux PAF, PI, PE ou PS, mais de sélectivité¢ d’acyle variable selon I’isoforme, et de
profil de réponse différent : EDG4 accepte ainsi les chalnes saturées et insaturées et stimule
PLPc, AC et des MAPK, tandis que EDG7, sélectif des insaturés, n’a pas d’effet sur les
MAPK [18].

J Facteurs exogénes

Les médiateurs chimiques exogeénes sont également trés variés, d’origine
physiologique (LPS) ou non (esters de phorbol, MIA, PMA). Le stimulus du LPS est médié
par différents récepteurs (TLR-2 [19], TLR-4 [20] et CDI14 [1],[21]) et modulé par le
récepteur purinergique P2z/P2x7 [22].

A.1.b) Transduction du signal

La fixation du médiateur a son récepteur entraine typiquement l'activation de protéines
G qui elles-mémes recrutent les effecteurs adénylate cyclase, phospholipases A et C, et Tyr
kinases. Ceux-ci initient alors diverses cascades de kinases qui agissent en réseau pour aboutir
a une réponse cellulaire globale complexe par activation d'enzymes, induction de génes et
régulations de tous ces signaux (Figure 1).

En ce qui concerne les PG, PGEL et PGE2 activent PKa (la concentration en AMPc est
augmentée de 60 fois a 10 pM) et PGF2 active PKc (concentration en IP3 augmentée de 5
fois & 30 uM chez les ostéoblastes [23]. PGF2a active d’autres réponses précoces dans les
SMC comme la phosphorylation de elF4e, 4EBP1, des MAPK et P70 qui active ERK-2, lui-
méme activé par des voies dépendante et indépendante de IP;K, et active la phosphorylation
de elF4e et 4EBP1 {24]. L'AA (2 a 30 M) induit MAPKP-1 qui déphosphoryle ERK et JNK,
provoquant ainsi une down-régulation, alors que dans d'autres circonstances I’AA active ERK
et INK [25].
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Figure 1 Schéma général de la transduction du signal [21]

A : Schéma de la transduction du signal, des GPCR aux facteurs de transcriptions. Ces facteurs se
fixent au promoteur des génes de fos et jun pris comme exemple de génes sous contrdle du signal.
B : détail des voies reliant les GPCR aux voies MAPK. Les fléches indiquent une stimulation, les
courbes arrétées des inhibitions et les courbes discontinues des interactions pas totalement établies
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Quant a I'IL-1, elle active JNK (phosphorylation de P54 et P45 via MEKKI1 et MKK4) et
MAPK P38 via MKK3,6 [26] en passant par la voie PKc [27]. De nombreux stimuli
empruntent les mémes voies ou se rejoignent a des nceuds de la transduction, avant les
facteurs de transcription, comme pour le LPS, IL-1 ou IL-18 (Figure 2).

Dans un modeéle d’inflammation aigué in vivo, la voie ERK est activée mais pas JNK ni
MAPK P38 : la phosphorylation apparait dés 15 min, elle est maximale 4 h aprés le stimulus,
et son activité kinase optimale a 6h. Par ailleurs, I’inhibition de MEK diminue I’cedéme [28].
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Figure 2 Schéma général de la transduction du signal aprés activation par le LPS, ’'IL-1 ou I'IL-18 [1]

Les 3 médiateurs associ€s a leurs récepteurs activent les kinases IRAK, MEKK et IKK via les
adaptateurs MyD, FRAF et ECSIT pour aboutir a I’activation de NFxB

A.1. 0 Facteurs de transcription: effecteurs de la
stimulation

La transduction du signal dont nous venons de voir quelques exemples s'achéve par
l'activation et/ou l'inactivation de facteurs de transcription. Ces protéines participent au
mécanisme de la transcription opérée par des facteurs de transcription généraux (SP-1,
AP-2...) associés au complexe de I’ARN polymérase (RNApol II, TFII A,B,...), souvent en
tant qu'activateurs distaux.

° NF«B

L'expression du géne de NF«B est précoce et ubiquitaire. Le facteur de transcription
est constitué d’un homo- ou hétéro-dimeére de sous-unités appartenant a la famille Rel (P50,
PG5, Rel). L'activation de ce facteur résulte de la dissociation de son inhibiteur cytoplasmique
IkB, ce qui lui permet de pénétrer dans le noyau et d'y assumer sa fonction. IkB avait été
auparavant phosphorylé par des IkB kinases (IKK) puis ubiquitiné avant d’étre dégradé par le
protéasome (Figure 3). L’activation de NFkB répond a de nombreux stimuli pro-
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inflammatoires (ILx, cytokines, ...). Comme nous le verrons plus tard, elle est impliquée dans
I'induction de COX-2 via PKc [29] et iNOS. La transcription d’autres protéines associées a
I’inflammation est également sous contrdle de NFxB : citons des cytokines (TNF, IL-18,
IL-6, IL-11, GM-CSF), des chemokines (IL-8, RANTES, MIP1la, MCP-3, Eotaxine), des
protéases et leurs inhibiteurs (Stromélysine-1, plusieurs TIMP) et des récepteurs (IL-2R) [3].

L’activité transcriptionnelle de NFxkB est régulée par d’autres facteurs, comme
CREBP (CBP/P300, co-activateur). 1l existe par exemple une compétition entre P65 et P53
pour la fixation de CREBP qui active leurs effets (P65 est anti-apoptotique quand P53 est pro-
apoptotique). Par ailleurs, P53 réprime I’expression de P63, et vice-versa [30]. D’ailleurs,
NFkB et CREB-2 ont une induction contemporaine [3]. La fixation a I’ADN de NF«B est
souvent en compétition avec PPARa, qui réprime par exemple la transcription d’IL-6 et IL-12
favorisée par NFxB [31]. PGE2 a la propriété d’activer NFxB par une autre voie que sa
translocation nucléaire, en synergie avec TNF pour la production d’IL-8 [32].

NFxB

UBIQUITINE

PROTEASOME

GGGACTACCC

NF«B RE

Figure 3 Voies conduisant a l'activation de NFkB

NF«B (ici I’hétérodimere P50 : P65) est maintenu dans le cytoplasme par une association avec son
inhibiteur IxB. En réponse a un stimulus, celui-ci est phosphorylé par IKK, ce qui induit la
dissociation du complexe. IkB est alors ubiquitiné puis protéolysé, tandis que NF«B peut pénétrer
dans le noyau pour jouer son réle de facteur de transcription

. PPAR
Présentation générale

Les PPAR sont des récepteurs nucléaires de type II, c’est-a-dire qu’ils sont
essentiellement nucléaires comme les récepteurs a la vitamine D, le récepteur de I’acide
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rétinoique ou des hormones thyroidiennes. Les membres de cette superfamille forment des
hétérodimeres avec les récepteurs de 1’acide rétinoique et se lient typiquement a une séquence
d’ADN consensus. Les PPAR sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle de génes
associés a des processus biologiques trés variés. Ils participent tant au développement
embryonnaire [33] qu’au vieillissement [34]. Ils sont cruciaux dans le métabolisme lipidique
et sont impliqués dans I’obésité et 1a résistance & I’insuline qu’on observe dans certains cas de
diabéte. Nous le détaillerons ultérieurement, les PPAR jouent aussi des roles fondamentaux
dans I’inflammation.

Il existe trois isoformes de ce récepteur, présentant une distribution tissulaire souvent

spécifique [35] :

* o :on trouve cette isoforme essentiellement dans le tissu adipeux brun, le foie, les
reins, le muscle squelettique, le duodénum et le cceur. Ses geénes cibles interviennent
dans le métabolisme des acides gras, comme leur activation en acyl-CoA et leur
transport intracellulaire [36],[37]. PPARa stimule également la f-oxydation
peroxysomiale et mitochondriale, en augmentant la transcription de la carnitine
palmitoyl-transferase [38], ’acyl-CoA oxydase et la thiolase oxydase [39]. Il a
globalement une fonction hypolipidémiante en induisant les Apo-Al et —All et en
réprimant 1’ Apo-CIII [40]. Il est aussi responsable d’une diminution de la production
de VLDL [39].

= [ oud:c’estla forme ubiquitaire. Elle est partout plus exprimée que les deux autres
isoformes, sauf dans le tissu adipeux, ol 7y est prépondérante. Elle est ainsi
prédominante dans le cerveau adulte, ou elle est fortement exprimée chez les
neurones, les oligodendrocytes et les cellules gliales, tandis que PPARa est
spécifiquement exprimé chez les astrocytes [41]. Cette isoforme est impliquée dans
I’implantation de I’embryon [42].

= vy : cette isoforme est abondante dans le tissu adipeux, le colon, la rétine, et le systéme

immunitaire. FElle régule positivement des geénes cibles intervenant dans la
glycéronéogénese, la différenciation des adipocytes [43],[44], ainsi que les génes
codant pour les protéines de transport des acyl-CoA [36] ou la phosphoénol-pyruvate
carboxykinase [45]. PPARy permet I’induction de la lipoprotéine lipase, hydrolysant
les VLDL [406].
Un promoteur alternatif permet 1’existence de 2 formes vy, et y,, qui se distinguent par
la présence de 28 résidus supplémentaires pour y2. On ignore le rle de cet ajout.
PPARy; a une distribution tissulaire similaire & PPARa tandis que PPARy, est
abondante dans le tissu adipeux [47].

Organisation fonctionnelle des PPAR

La protéine est composée de 4 domaines aux fonctions distinctes [48] (Figure 4):

Nt

AlB

AF1

AF2

Figure 4 Présentation schématique des domaines de PPAR sur la séquence primaire

* A/B: c’est la région dont la séquence varie le plus entre les isoformes. Il assure une
fonction transactivatrice indépendante de la liaison d’un ligand, appelée AF1
(Activating Function 1), beaucoup plus importante pour PPARa que pour les autres
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isoformes. Le domaine forme une hélice o amphipatique qui est essentielle pour
I’activation transcriptionnelle ; une mutation affectant la structure de cette hélice
entraine une diminution de I’activité [42].

» C: cette région comporte 66 acides aminés qui forment trés probablement 2 motifs en
doigts de zinc, d’apres leur forte identité de séquence avec le domaine de fixation a
I’ADN (DBD) de RXR [49]. Le DBD de PPAR est bien conservée puisqu’on trouve
80% d’identité de séquence entre les trois isoformes. Neuf résidus cystéine sont tres
conservés entre les différents récepteurs. Chez RXR, huit d’entre eux coordinent les
deux ions zinc formant les deux domaines boucle-hélice en doigts de zinc. Les deux
hélices sont assemblées perpendiculairement et forment un domaine globulaire
maintenu par des chafnes hydrophobes sur le c6té [50] (Figure 5).

Figure 5 Modeéle de la structure tridimensionnelle du DBD de PPARY

A et B sont 2 vues d’orientation perpendiculaire par rapport a I'’ADN représenté en ruban. En gris clair
apparait le dimére du DBD de RXR qui a servi de tuteur 4 la modélisation par homologie, en gris
foncé, le DBD de PPARy. RXR d’aprés {RXR:DNA} : PDB : ldsz [51]; le DBD de PPARy humain a
été obtenu grice au programme Swiss-Model

= D: cette région est importante pour [’activation dépendante du ligand et pour
I’hétérodimérisation. Le début du domaine D constitue le CTE (Extension Carboxy

Terminale).
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» E/F : Domaine de liaison du ligand (LBD). On note 65% d’identité de séquence entre
les trois isoformes pour cette région, dont la structure tridimensionnelle est trés
conservée. Elle comporte 13 hélices o et quatre brins B. La cavité du LBD pour PPAR
est deux fois plus grande que celle d’autres récepteurs. Sa grande taille permet I’entrée
de ligands sans affectation de la structure globale (Figure 6) [52]. Seulement 30 a
40 % du volume de cette cavité sont occupés par les ligands connus, ce qui permet de
fixer de nombreux ligands chimiquement différents [33]. Outre la fixation de ligand,
cette région est nécessaire pour I’homo- et I’hétérodimérisation ainsi que pour
I’interaction avec des régulateurs protéiques.

Figure 6 Structure tridimensionnelle du complexe thiazolidinedione:LBD de PPARy

A : représentation schématique du LBD avec son ligand BRL, B : représentation d’aprés les rayons de
Van der Walls. Le ligand est noir et permet d’apprécier I’entrée probable du site de fixation.
(d’apres PDB : 2prg [53])
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Régulations transcriptionnelles par les PPAR

0 Liaison a 'ADN

Comme d’autres récepteurs nucléaires, les PPAR fonctionnent en hétérodiméres avec
le récepteur RXR et I’activation optimale de ce complexe nécessite la liaison d’un ligand a
chacun des deux récepteurs, qui augmente considérablement I’affinité du récepteur pour
I’ADN. En absence de RXR, il n’y a pas de liaison détectable de PPARa & un PPRE, mais le
DBD tronqué de la partie Nt, peut se fixer [54]. Les deux hélices des doigts de zinc du DBD
de RXR assemblées perpendiculairement forment un domaine globulaire dont les contacts
avec le squelette phosphate de I’ADN entrainent des changements conformationnels
augmentant 1’affinité pour I’ADN et la formation du dimére. La liaison de I’ADN stabilise la
structure hélicoidale distordue, présente au niveau des résidus 181 a 187 du deuxiéme doigt
de zinc, qui forme en partie I'interface de dimérisation. La formation de dimére en présence
d’ADN est ainsi favorisée [55].

L’hétérodimére PPAR : RXR se fixe au niveau d’un élément de réponse PPRE. Il
s’agit d’une séquence tripartite constituée de la répétition non symétrique de la séquence
AGGTCA séparée par une seule base (DR1), souvent une adénine, et précédée d'une région
riche en AT : A(A/T)CT du coté 5° [56]. Cette séquence contribue a la reconnaissance de la
région CTE, prolongement du DBD. Le CTE de PPAR interagit avec I’extension en 5’ du
DRI, ce qui permet au DBD de se fixer sur la premiére moitié du DRI et a RXR de se
positionner en 3’, sur la seconde moitié (Figure 7).

Les quatre nucléotides en 5° permettent une fixation préférentielle des PPAR au PPRE. En
effet, d’autres facteurs de transcription sont affines pour les séquences AGGTCA, comme
’homodimére RXR:RXR [57]. Cette séquence permet méme de différencier les PPAR,
puisque la fixation du CTE est cruciale pour PPARa et moins importants pour PPARy [56].

Le nombre de nucléotides séparant les 2 répétitions du site est un autre facteur important dans
la sélectivité du PPRE. En effet, le tandem AGGTCA est préférentiellement fixé par des
hétérodimeres entre RXR le récepteur a la vitamine D, par exemple, s’il existe une séparation
de trois bases (DR3). Avec les récepteurs thyroidiens, quatre nucléotides permettent une
affinité optimale (DR4) [58].

ARN polymérase II

CTE

L AT ACANAGG’I‘CA\TATA |

DR1

PPRE

Figure 7 Représentation schématique de la transactivation par PPAR

Schéma de I’interaction de I"holo-hétérodimeére PPAR:RXR avec un PPRE et le complexe basal de
transcription
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0 Activation de la transcription

Il semblerait qu’en absence de ligand, les PPAR soient associés a des corepresseurs
qui les maintiennent fixés au PPRE. Ces corepresseurs font souvent partie de complexes
multiprotéiques, o I’on trouve ’histone déacétylase HDAc1/Rpd3 qui contribue au maintien
de la chromatine dans un état fermé défavorable a la transcription. La fixation du ligand
permettrait alors le basculement vers un role protranscriptionnel par libération du corepresseur
[59]. Fixé au PPRE, les PPAR interagissent alors avec le complexe basal de transcription pour
favoriser son action. RXRo interagit ainsi avec le Ct de la TAT Binding Protein et avec
TAF110, composant de TFIID, permettant le recrutement de I’ ARN polymerase [60].

0 Répression de la transcription

PPARa réprime IL-6 par une interaction directe avec la sous-unité P65 de NFxB.
C’est le LBD de PPAR qui se fixe aux résidus 12-317 de P65 et provoque ainsi 1’inhibition de
I’activation transcriptionnelle. La répression implique aussi un interaction entre le domaine
A/B de PPAR et les résidus (1-79) de Jun [61].

Régulations de l'activité des PPAR

Les récepteurs nucléaires sont transactivateurs de I’expression de geénes, mais ils sont
eux-mémes régulés de différentes manieres :

0 Régulation de I'expression des PPAR

C’est le mode de régulation de PPARYy pendant la différenciation des adipocytes [62].
L’induction de PPARY2 est assurée par C/EBPa et 6 [63]. PPARYy serait régulé négativement
cette fois par ses propres ligands, dans la phase tardive de la différenciation [64]. Il existe
enfin un cross-talk entre les PPAR puisque PPARS régule I’expression de PPARy chez les
adipocytes {65].

0 Phosphorylation

PPARa est activé par la phosphorylation de S12 et S21 du domaine AF1, assurée par
les MAPK en réponse a I’insuline. Cette activation pourrait résulter de la dissociation d’un
corepresseur [66].

PPARy est quant a lui inhibé par phosphorylation du Nt, en particulier sur S82 de
PPARy1 (S112 de PPARY2) par ERK-2 et JNK. On ignore le mécanisme de cette inhibition,
mais la capacité de fixation de I’ ADN du dimére PPARY1/RXRa n’est pas affectée [67],[68].

0 Compétitions avec d’autres récepteurs
nucléaires

Nous avons vu que le PPRE, en tout cas le DR1, peut étre fixé par d’autres facteurs de
transcription que les PPAR, et que différentes isoformes peuvent entrer en compétition. Ainsi
le récepteur orphelin TAK-1 fixe le DR1 et inhibe I’activation transcriptionnelle de génes
cibles de PPARa chez les hépatocytes. L’affinité de TAK-1 est méme supérieure a celle de
PPAR [69]. Le gene de la thiolase B porte un PPRE qui fixe I’hétérodimére PPARa/RXRa ou
HNF4a. Dans le foie, HNF4a est responsable d’une augmentation du taux d’expression de
I’enzyme ; par contre, PPARa le réprime [70].

Outre la fixation au PPRE, la formation de I’hétérodimére avec RXR est sujette 2
compétition. RAR peut ainsi supplanter RXR, ou encore la dUTPase, qui interagit avec le Nt
des 3 PPAR qui sont alors incapables de fixer RXR et perdent leur réle transactivateur [71].
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0 Activation par des ligands

On connait de nombreux ligands des PPAR de nature endogéne ou exogene. Certains ligands
endogénes présentent des affinités suffisamment fortes et leur fixation a des conséquences
biologiques telles, qu’on les considére comme les ligands propres aux récepteurs, qu’on ne
compte donc plus parmi les récepteurs orphelins. Mais les techniques d’étude utilisées ne
permettent en général de définir que des agonistes, et ne permettent guere de distinguer un
antagoniste d’une molécule qui n’est pas ligand : géne reporter, fixation & I’ADN dépendant
du ligand (Ligand Induced Complex [72]), ou fixation de PPAR a un coactivateur
(CoActivator-dependant Receptor Ligand Assay [73]). C’est d’ailleurs plus la recherche de
ligands xénobiotes qui a permis de caractériser des antagonistes, par compétition avec des
ligands connus.

Les ligands naturels des PPAR sont des AG et des dérivés lipidiques. Les polyinsaturés
comme le LA, ’AA et I’EPA sont agonistes de PPARa et § mais peu de y. Les LT et PG sont
encore de meilleurs ligands que les AG : le LTB4 semblerait étre le ligand naturel de PPARa
(Kd = 90 nM) [74], mais le 8-S-HETE est aussi un puissant agoniste (Kd #100 nM).

Le 15dPGJ2 est un bon agoniste de PPARy (Kd =2 uM) [75], comme les métabolites oxydés
du LA 9- et 13-HODE (Kd = 10-20 uM) [76]. La PGAL1 est un agoniste sélectif de PPARS
[77]. Si les AG insaturés sont agonistes, leurs dérivés acyl-CoA sont antagonistes comme
nous le verrons plus tard (§ II_C. 2. a)

Il existe un grand nombre de ligands xénobiotes des PPAR, développés ces dernicres
années comme hypolipidémiants. Parmi les ligands sélectifs de PPARa, on peut citer les
fibrates et le Wy-14.643 (Kd = 1 uM) [78]. Les antidiabétiques tels que la thiazolidinedione
ou les glitazones sont des ligands tres sélectifs de PPARy (Kd = 30-700 nM) [79], comme le
BRL49653 (Kd = 40 nM). Les AINS sont ligands des PPAR avec une plus faible affinité.
L’indométacine est ainsi agoniste de PPARa et PPARy (Kd = 100 pM) [80],[81] de méme
que l’ibuproféne. En revanche, le flufénamate et le sulfide de sulindac sont activateurs de
PPARYy [82]. PPAR est aussi une cible des AINS : le sulindac et I’'indométacine inhibent la
fixation a ’ADN des hétérodimeres PPARB:RXR, et les AINS inhibent la tumorogénése
colorectale via I’inhibition de PPARP [83].

La fixation d’un agoniste aux PPAR provoque typiquement une modification
conformationnelle de la protéine qui favorise son hétérodimérisation et sa fixation a I’ADN.
Mais certains ligands ne permettent pas ce réarrangement et pourraient jouer un role
d’antagoniste ou d’agoniste partiel, comme le GW0072 (Kd = 70 nM) [84].

0 Modulation des propriétés de transactivation
par interaction avec des corégulateurs

En absence de ligand, les PPAR sont associés aux corépresseurs qui bloquent
I’activation transcriptionnelle des génes cibles. Parmi ces corépresseurs, on compte SMRT
(Silencing Mediator of Retinoid and Thyroid receptor), spécifique de PPARy [85] et NcoR
(Nuclear receptor CoRepressor) fixé a PPARo en partie par son domaine D [86]. Les
corépresseurs sont eux-mémes associés a différentes protéines comme Rpd3, Sin3a et
I’histone déacétylase HDACI et forment un complexe avec plus de 7 protéines [87].

La fixation d’un ligand entraine d’importants changements conformationnels,
notamment le repositionnement de I'hélice AF2, qui induisent le recrutement de coactivateurs
et la libération des corépresseurs [86]. Cependant, parmi les coactivateurs, tous ne nécessitent
pas que PPAR soit sous forme holo. Il convient donc de distinguer 3 classes de coactivateurs :
(i) ceux qui requierent la fixation de ligand et impliquent le domaine AF2, parmi lesquels on
différencie ceux qui interagissent exclusivement avec les PPAR, les PPAR Binding Proteins,
et ceux qui fixent également d’autres facteurs de transcription comme AP1 et qu’on qualifie
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d’intégrateurs, (ii) ceux qui sont indépendant de la fixation de ligand, qui impliquent souvent
le domaine AF1, (iii) enfin les coactivateurs intermédiaires, aux propriétés particuliéres.

Parmi les coactivateurs spécifiques des PPAR, on trouve les protéines portant le
consensus LXXLL. C’est le cas de la PPAR Binding Protein proprement dite, qui interagit
avec le LBD de PPARy [88]. TRAP220 interagit avec PPARa et PPARy en présence de
ligands [89]. Les intégrateurs présentent aussi les motifs LXXLIL, comme SRC-1 (Steroid
receptor Coactivator), qui interagit avec les PPAR mais ausst AP1, STAT et NFxB [53]. Cette
protéine posséde une activité histone acétyltransférase intrinséque, qui permet de diminuer
I’affinité des histones pour I’ADN, et favorise ainsi I’accessibilité du gene au complexe de
transcription. La décompaction de la chromatine est d’autant plus favorisée que SRC-1
interagit aussi avec pCAF, autre histone acétyltransférase [87], et un autre intégrateur
CBP/P300 [90] qui recrute le facteur TFIID du complexe basal de transcription [91].
CBP/P300 interagit avec le domaine D et le LBD de PPAR de fagcon dépendante du ligand et
avec le domaine A/B indépendamment du ligand [92].

L’activit¢ AFl du domaine A/B est aussi responsable du recrutement d’autres
coactivateurs, indépendant du ligand. C’est le cas de PGC-1 (PPARy Coactivator), qui
interagirait directement avec I’ARN polymérase [93],[94]. L'HMG-CoA synthase est elle-
méme un coactivateur de PPARa. L’interaction est indépendante du ligand et implique le
motif LXXLL porté par I’enzyme, qui joue ainsi un rdle d’autorégulateur transcriptionnel,
peut-Etre par sa fonction d’acétyltransférase [95].

ARAT0 est un coactivateur de PPARy fixant le domaine AF2 méme en absence de
ligand. C’est par contre sa capacité transactivatrice qui est sensible a la fixation d’un agoniste
2 PPAR [96]. RIP140 est également capable de s’associer 8 PPARa en absence de ligand
exogene, mais son effet transcriptionnel differe selon I’état de PPAR. 1l est ainsi coactivateur
en présence de ligand, mais corépresseur si PPAR est sous forme apo, par interaction
physique avec PPAR [97]. PGC-2 est un coactivateur spécifique de PPARY, fixant le domaine
A/B, et donc associé a la fonction AF1. Mais cette fixation indépendante du ligand est, seule,
sans effet transcriptionnel, ce qui montre que l’interaction entre PPARy et PGC-2 est
certainement plus complexe [98]. Dernier exemple de coactivateur intermédiaire, CBP/P300
présente une activité via AF1 en plus de son interaction que nous avons déja décrite avec le
LBD. PPARY2 serait ainsi coactivé par cette protéine de fagon coopérative entre AF1 et AF2

[92].

y
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Figure 8 Différents modes de régulation de PPAR par les corégulateurs

Le coactivateur CBP/P300 et le corépresseur SMRT sont donnés comme exemple de corégulateurs
interagissant directement avec PPAR. TAK-1 est un régulateur négatif par compétition avec le PPRE.
RIP140 est régulateur direct de PPAR sous forme holo, mais agit aussi indirectement en activant le
corépresseur TAK-1. Les fleches pleines symbolisent une activation, les pointillées une inhibition.
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PPAR et inflammation

Les PPAR sont associés & plusieurs propriétés anti-inflammatoires, que nous
développerons plus tard (§ II_A. 3. b) Néanmoins, on les trouve également liés a des
processus plutdt pro-inflammatoires, dans certaines conditions ou avec certains types
cellulaires. Ainsi des ligands de PPARY sont responsables d’une induction de sPLA2 dans les
SMC en réponse a I'IL-1, en coopération avec NF«B [99]. PPARa peut aussi avoir un role
pro-inflammatoire, en induisant COX-2 chez les hépatocytes feetaux [100].

. Autres facteurs de transcription

Plus qu’un facteur de transcription donné, c’est souvent un assemblage et une
architecture de différents facteurs et récepteurs nucléaires qui sont responsables d’un effet
transcriptionnel. L’action concertée de plusieurs protéines multiplie ainsi les modes d’action
des facteurs, par un jeu de combinaisons liant des protéines spécifiques d’un facteur
(GRIP-120, TRAP-80) et d’autres plus générales (P150, P160, RIP-140, TIF-1) [101]. ASC-2,
par exemple, est coactivateur de plusieurs récepteurs nucléaires, interagissant avec CBP/P300,
SRC-1, RXR et RAR [102]. En plus de I’existence de 4 isoformes, le DBD d’un méme
facteur peut adopter différentes conformations selon le contexte du promoteur, comme il a été
montré pour NF-AT [103]. A P’instar de NF«B, il est actif aprés translocation du cytosol vers
le noyau, sous régulation de la calcineurine. NF-AT est reli€ a la voie P2z/P2x7, ou il est
activé 1h avant NF«kB et contrble I’expression de cytokines (IL-2, IL-4, GM-CSF) [15].

Les geénes impliqués dans I’inflammation sont encore sous contrble de facteurs
généraux comme NF-IL-6 [104] ou Jun [26]. C/EBPJ régule I’expression de nombreux genes
de la phase aigu¢, comme ceux de TNFa, G-CSF, IFNy, IL-2, IL-4, IL-12, et d’autres génes
associés a I'inflammation : IL-1f, IL-6, iNOS. Il agit par fixation aux éléments IL-6RE-I
(C/EBP proprement dit) ou IL-6RE-II (STAT) [105].

ESE-1, facteur de transcription de la famille Ets, est inductible au LPS, a I'TIL-1 et au
TNF entre 4 et 6h dans des cellules endothéliales et les macrophages, via NFkB (P50 et P65).
I1 agit sur les genes de iNOS, ICAM-2 et FLT-1. Une interaction protéine / protéine avec
NF«B est a I’origine d’une induction synergique de iNOS [106].

A. 2. Réponse : quelques acteurs

Apres avoir suivi le cheminement du signal inflammatoire, du stimulus a son effecteur,
nous allons nous intéresser maintenant aux génes répondant & ces facteurs de transcriptions
activés. Nous nous concentrerons sur les cibles principales que sont les protéines de la voie de
synthese des PG et du NO.

A.2.a) NOS
) NOS : aspects transcriptionnels

NOS existe sous 3 isozymes : une forme ubiquitaire initialement clonée dans des
cellules de neuroblastome (nNOS ou NOS-1), une forme inductible en réponse & des stimuli
inflammatoires chez les macrophages (iNOS ou NOS-2), et une forme présente dans
I’endothélium (eNOS ou NOS-3). Les 3 NOS sont issus de génes différents, eNOS sur le
chromosome 7 (7q36), iNOS sur le chromosome 17 (17q11.2-q12, 17p13.1-g25) et nNOS sur
le chromosome 12 (12q24.2-q24.31). nNOS existe elle-mé&me sous 4 homologues produites
par épissage alternatif.
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iNOS est inductible en réponse au LPS en synergie avec IFNy [107]. Elle est aussi
induite par des AG saturés mais pas insaturés via TLR-4 dans les macrophages (les AG
insaturés seraient antagonistes et répresseurs de iNOS) [108]. Des PG ont trés probablement
un role répresseur puisque des inhibiteurs sélectifs de COX (ISC) induisent iNOS et COX-2
via PKa et une diminution de I’AMPc [109]. Chez les macrophages aussi, I’'induction de
iNOS par le LPS passe par la PKa, méme s’il existe une voie supplémentaire puisque le taux
d’AMPc est maximal vers 3-6 h post-stimulus alors que NF«B est activé dés 1 h [110].

Le promoteur de iNOS contient des sites kBu (-971 / -962) et kBd (-85 / -76) qui

fixent NFkB [111] ; il fixe aussi Apl, STAT]I, et se trouve régulé par PPARY [81]. Dans des
cellules épithéliales humaines, I'induction de iNOS implique les voies IFNy, JakK et STAT-1
par un élément bifonctionnel NFxB / STAT-1 a -5.8 kb fixant NFkB et STAT-1, alors que la
voie STAT-1 est répresseur dans les fibroblastes (inhibiteur de la transactivation par NFkB)
[112]. L'activation de NFkB passe par ERK1 et 2, [22] elle est induite par TNFa,, TGFp, IL1J
[113]. Une interaction protéine / protéine entre ESE-1 et NFkB est a I’origine d’une induction
synergique de iNOS [106]. Il existe néanmoins d’autres voies puisque I’induction de iNOS
dans des macrophages au LPS passe par la voie PKa, avec une concentration en AMPc
maximale entre 3 et 6 h alors que NF«B est activé deés 1 h.
Le 15dPGJ2, ligand de PPARy, diminue la production de NO due a I'IL-1 dans les
chondrocytes, tandis que des ligands de PPARa sont sans effet (Wy, LTB4) [47]. 15dPGJ2 a
le méme effet dans des cellules  pancréatiques [114], alors que dans la microglie et chez les
astrocytes, la répression de iNOS qu’il provoque ne passe pas par PPARy [115].

nNOS existe sous forme d’au moins 6 variants différents selon le tissu et le stade du
développement [116].

o NOS : aspects post-traductionnels

Les NOS sont constituées de trois domaines :
PNt : domaine oxygénase, fixant I"héme, le cofacteur tetrahydrobioptérine (BH4) et la L-Arg
P Ct : domaine réductase, fixant FMN, FAD et NADH
»une région intermédiaire fixant la calmoduline et régulant la communication entre les deux

sites catalytiques (Figure 9).

Nt Zn Ct
CaM

— Arg Héme BH, FMN FMN — FAD NADPH —

I C200 504 537 687 716 1203

Figure 9 Schéma de I'organisation des domaines des NOS selon la séquence primaire

Le domaine oxygénase est représenté avec ses ligands, le Zn coordonné par une Cys, ainsi que la Cys

200 fixant I'heme. Le domaine réductase présente également ses ligands FMN, FAD et NADPH, et la

région interagissant avec la calmoduline est signalée (CaM). La numérotation des résidus est celle de
iNOS.

Les NOS sont de taille variable : PM=160 kDa pour nNOS (P29475) et environ
130 kDa pour iNOS (P35228) et eNOS (P29474), mais leurs domaines oxygénase et réductase
sont identiques [117]. Elles sont actives sous forme de diméres formés par I'interaction de
leur domaine oxygénase (Figure 10).
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Les NOS (EC 1.14.13.39) produisent du NO et la L-Citrulline a partir d’oxygene et de
L-Arg et le BH4, selon la réaction de la Figure 11. Le mécanisme réactionnel peut étre divisé
en 2 étapes, avec I’apparition d’un intermédiaire N-hydroxy-Arg [118],[119].

Figure 10 Dimére des domaines oxygénase de NOS

L’un des méres est gris clair, I’autre foncé. L’héme du site actif de chaque domaine est représenté
(d’aprés PDB : 3nod [120])

NOS
Arg + O, e Citruline 4 NO
A NADP + FADH® FMNH® Fed
L-Arg HO-N-Arg L-Citruline

02 02

OH
|
HNYNH 1NADPH Nj/NHa OSNADPH ?/NH -

Figure 11 Schéma réactionnel des NOS

A : Mécanisme global. Le détail du flux d’électrons chez les cofacteurs est précisé sous la fleche
réactionnelle. B : Formation de I’intermédiaire hydroxy-Arg
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Ce mécanisme est assuré par ’héme et le cofacteur BH4. Deux résidus sont cruciaux
dans le site actif de NOS pour le positionnement du substrat : W358 et E363 (Figure 12).

Y '..I
E363 |

. B -I. . Ill w332 5 W332

Figure 12 Détail du site actif de NOS

A : Le substrat Arg est représenté sous I’héme dans le site actif. B : détail de la figure précédente,
figurant le Fe de ’héme ainsi que le NO est billes. (d’aprés PDB : 1fop [119])

Les NOS produisent aussi I’anion superoxyde (O,° 7), méme a saturation de substrat
[121]. 11 est donc difficile de savoir quel est réellement le produit de I’enzyme qu’on note
communément NO, mais qui pourrait trés bien étre NO™ ou HNO, NOj;™ (peroxynitrite) ou
HNO; [122],[123].

11 existe différentes voies de régulation de I’activité NOS : on rapporte une inhibition
par feedback des NOS par le NO [124]. L’activité des 3 isozymes nécessite la calmoduline,
mais nNOS et eNOS ont un besoin en Ca’* beaucoup plus marqué que iNOS. La
phosphorylation les régule aussi différemment, stimulant la production de NO par eNOS en
S1179, mais inhibant nNOS en S847. Des partenaires protéiques ont également une influence
sur leur activité : nNOS est ainsi inhibée par fixation de PIN en Nt, tandis que Hsp 70 serait
un régulateur allostérique positif de eNOS [122] ; Hsp 90 régule quant a elle nNOS, peut-étre

1I- Réponse : quelques acteurs 27



pour son approvisionnement en héme [125]. Enfin, eNOS est palmitoylée en C15 et C26
[126].

A.2.b) Phospholipases

. Lyso PLA

Plusieurs phospholipases sont impliquées dans la production d’eicosanoides. Les PLPc
et d participent a production de PGE2 dans les macrophages [127] mais contrairement aux
PLA2, elles ne libérent pas d’AG mais du DAG et de la PC pour PLPc, et du PA et de la

choline pour PLPd [128] (Figure 13).
R3
PLPc O\z’i
/

o p~OH  pLPd
\

H /
Hc—C—¢  ©
H2
pLA1 R1 R2 p; a9

Figure 13 Activités hydrolytiques auxquelles sont sujets les PL

Autres phospholipases, les lysoPLA-I et -II sont des protéines de 25 kDa. Elles n’ont
pas d’activité PLAI et sont spécifiques des lysoPL. Elles portent le consensus GXSXG des
protéases a Ser, des lipases et des thioestérases. La lysoPLA1 a d’ailleurs une activité
thioestérasique, puisqu’elle dépalmitoyle les protéines G acylées. Son activité lysoPLA est
aussi bien lysoPLAI que lysoPLA2 [129].

. PLA2

La superfamille des PLA2 est difficile a présenter de maniére exhaustive car elle
s’enrichit régulicrement de nouveaux membres. Elle comprend une douzaine de groupes,
définis par le géne et les différents transcrits les produisant, leur localisation cellulaire et leurs
besoins en Ca“* (Tableau 1).

Aspects transcriptionnels

L’expression de divers groupes de PLA2 est souvent sensible aux stimuli
inflammatoires. La plupart des cytokines induisent cPLA2 dans les fibroblastes et les cellules
épithéliales (IL-1p > TNFa > IFNy > TGF). La transcription débute vers 4 h, est maximale a
8 h puis décroit [130]. Elle est activée par la voie Ras, ERK ainsi que JNK (MKK-4 et -7),
JNK-3 et -2 et MEKK-1 mais pas NF«kB [131]. Dans des cellules épithéliales gastriques c’est
TGFp, mais pas IL-1, qui initie la transcription selon la méme cinétique [132]. L’induction est
plus rapide dans les macrophages puisque la protéine apparait dés 2 h [127], mais continue en
phase tardive [133]. Elle est encore inductible dans les fibroblastes activés par du sérum
[134]. Dans les ostéoblastes, elle est légérement induite par IL-la et PDGF [27]. Le
promoteur de cPLLA2 contient différents sites SP-1, NFkB, NF-IL-6, AP-1 et -2, PEA-3,
C/EBP et GRE, mais la fonctionnalité de tous ces sites n’a pas été prouvée.

La transcription de iPLA2 a été assez peu étudiée. On sait néanmoins qu’elle est
inductible par le sérum dans les fibroblastes [134].
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Groupe Source Localisation| PM |Besoins | Locus
cellulaire | (kDa) | en Ca®
| A Cobra S 14 mM
B Pancréas S 14 mM
II A Plaquettes, S 14 mM | 1p35
Liquide
synovial
B Vipére S 14 mM
C Testicules S 15 mM
D Pancréas S 14 mM
E 14
F 17
111 Abeille S 17 mM
v Rein, C 85 <uM |1g250u
Plaquettes 1q31-g41
A% Macrophages, S 14 mM
Ceeur,
Poumon
VI Macrophages C 85 i 22q13.1
VII Plasma S 45 i
VIII Cerveau C 29 i
IX Serpent de S 14 | <mM
mer
X S 14
XI
XII Muscle, coeur 19 | 30 uM

Tableau 1 Caractéristiques des différents groupes de PLLA2

S : soluble, extracellulaire, C : cytoplasmique, i : indépendante ;
(d’aprés [135], [136], [137], [128], [138], [139], [140], [141], [142])

Parmi les sPLA2, la IB-PLA2 est up-régulée par ' AA a 1-10 uM en 24 h dans des
cellules stromales utérines [143]. V-sPLA2 est induite par le LPS dans les macrophages
[144], HA-, V- et X-sPLA2 par I'IL-1 mais seulement X-sPLLA2 par le sérum [145]. Dans les
SMC, IIA-sPLA2 est fortement induite par I'IL-1 entre 12 et 24 h, via NFkB, cPLA2, et
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PPARS et y mais pas par PPARo. Les PPAR coopérent ici avec NF«B pour la fixation au
promoteur. L’AA est un autre inducteur, probablement par son métabolisme des voies LOX
mais pas COX [99]. En plus de I’AA, le linoléate et 1’oléate sont les PUFA les plus
activateurs de la libération d’ AA induite par IL-1 via IIA-sPLA?2 [146].

Aspects post-traductionnels
0 Catalyse

* Aclivités enzymatiques

Les PLAZ2 catalysent I’hydrolyse des esters d’AG en position sn-1 et/ou sn-2 de PL et
produisent un AG libre et un lysoPL (1ysoPC, lysoPE ...).

PL + H,O — lysoPL + AG (EC 3.1.1.4)

Bien que leur dénomination semble les restreindre a une activité, elles en ont en réalité
plusieurs. cPLA2 est ainsi dotée de 5 activités catalytiques : phospholipase A2 proprement
dite (PLA2, hydrolyse de ’ester en position sn-2, Figure 13), phospholipase Al (PLAI,
hydrolyse de I’ester en position sn-1), lysophospholipase (hydrolyse de 1’unique ester résiduel
d’un lysoPL), transacylase (transfert de 1’ester a une autre molécule de PL acceptrice) et PAF
(platelet activating factor) acétyle hydrolase. Les activités spécifiques lysophospholipase et
PLA2 sont équivalentes et trés supérieures a 1’activité transacylase (7 % de I’activité) [147].
En fait cPLA2 existe sous 3 paralogues assez divergents (cPLA2a n’a que 30 % d’identité de
séquence avec cPLA2B), d’activités différentes : cPLA2a et cPLA2y présentent des activités
PLAI et PLA2 équivalentes et cPLLA2f a une activité PLAI supérieure a PLA2 [148]. iPLA2 a
les mémes activités enzymatiques que cPLA2 [129].

* Sélectivités de substrat

Les substrats des PLA2 sont amphiphiles, et les deux parties polaire comme
hydrophobe sont souvent importantes dans I’affinité de I’enzyme. Chez les sPLA2, la ITA- et
la V- sont sélectives de I’AA par rapport a ’oléate mais pas la X-sPLA2 qui est en revanche
sélective de I’AA et du palmitate dans les PC. La X-sPLA2 est 100 fois plus efficace que
ITA-sPLA?2 pour libérer les AA et oléate, ainsi que pour induire la production de PGE2 [134].
ITA-sPLA2 est asélective en sn-2 mais sélective des PL : préférant les PE et PS a la PC [149].
La plupart des sPLA2 (IB, IIAa IIF) sont plus affines pour le phosphatidylglycérol que pour la
PC [132].

cPLA2 est sélective de I’ AA en sn-2 mais asélective en sn-1 et en PL (PE, PC) [149].
Elle produit cependant principalement de I’ AA et du PI dans les monocytes, en utilisant 15 %
de I’ AA estérifi€ au PI contre 1-3 % de I’AA d’autres lipides intracellulaires [150].

* Mécanisme réactionnel

On connait la structure tridimensionnelle des sPLA2 des groupes I et 11 (IA-, IB, IIA,
IID). II existe des différences structurales chez ces enzymes mais le site actif est conservé, en
particulier la paire H48, D99, ainsi qu'une molécule d'eau, cruciale dans le mécanisme
catalytique (Figure 14) [151]. Celui-ci repose sur la déprotonation de I'H48 par D99, lui-
méme activé par des liaisons H avec les Tyr 52 et 73. H48 permet alors & une molécule d’eau
de jouer le role hydrolytique.
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Figure 14 Structure et mécanisme catalytique des sPLA2 [151]

A : Structure du complexe de sPLA avec un inhibiteur. Les 2 Ca sont représentés en billes, les résidus
catalytiques H48 et D99 en bitonnets gris clairs. B : méme figure que précédemment aprés rotation de
90 °. C : détail des résidus catalytiques et de I’inhibiteur. L’eau catalytique est figurée par une bille,
sous H47. (d’aprés PDB : 1poe [152])

cPLA2 est constituée de 3 domaines, dont un domaine catalytique et le domaine
d’interaction membranaire C2. La résolution de la structure cristalline de ces 2 domaines de la
IV-cPLA2 a permis de proposer un mécanisme réactionnel régi par R566 et la triade
conservée chez les 3 paralogues a, B et y de cPLA2: D549, S228 et R200 [153]. Le
mécanisme est donc différent de celui des SPLA2 et implique d’autres résidus catalytiques
(Figure 15). D549 jouerait le role de base en déprotonnant S228 qui serait le résidu
nucléophile. R20 formerait un pont salin avec le phosphate du substrat. Les Ca®" de cPLA2
sont indispensables a 1’activité enzymatique, et irremplagables : le Fe** est inhibiteur [149],
mais ne semble pas impliqué dans le mécanisme réactionnel proprement dit.
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Figure 15 Mécanisme catalytique de cPLA2 [153]

A : Structure globale de cPLA2. Les résidus du site actif R200, S228 et D549 sont représentés par
leurs rayons de Van der Walls. B : Détail du site catalytique (d’aprés PDB : Lcjy [153])

¢ Interactions membranaires et
activation interfaciale

Certaines PLA2 sont exclusivement intracellulaires (cPLA2, iPLA2), d’autres sont
extra- et intracellulaires (IIA-sPLA2). Certaines sont solubles et cytosoliques a 1'état latent
(sPLA2, cPLA2), d’autres sont toujours membranaires (certaines iPLA2). Qu’elles soient
solubles ou membranaires, les PLA2 doivent se situer dans la membrane pour accéder a leur
substrat et étre enzymatiquement actives. Si elles n’y sont pas résidentes, comme les PLA2
solubles et cytoplasmiques, elles doivent donc se transloquer. Ce mécanisme est dépendant du
Ca’. Il existe de plus un phénoméne d’activation interfaciale dépendant du pH : SPLA2 a ainsi
une activité plus forte en présence de substrat agrégé plutét que monomérique. Cette curiosité
biochimique lui a valu d'étre beaucoup étudiée et un modele de cette activation a été proposé,
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ou la déprotonation et I’ionisation transitoire du Nt rendraient compte de la dépendance du pH
[154].

L’activité des PLA, dépend beaucoup des propriétés physico-chimiques de I’interface
membrane / H,O d’ou provient le substrat [155]. Deux modéles d’initiation de la catalyse ont
été proposés pour les sPLA2. L’activation de I’enzyme suit une modification du substrat : la
t€te polaire du lipide devient désolvatée avant d’entrer dans le site actif. Des données de RMN
et de fluorescence de PLA2 montrent que Trp3 est dans un environnement plus hydrophobe
quand la protéine est a la surface de la membrane, et n’est pas sujet a un effet isotopique avec
D,0 ; par ailleurs, Ca®* est moins coordonné A 1’eau dans le complexe (protéine:membrane)
que dans la protéine en solution. L’association de PLA2 avec une membrane est favorisée par
une surface chargée négativement plutdt que zwittérionique (association de PLA2 10" fois
plus forte avec DMPM que DMPC). Par dynamique moléculaire sur 120 ps de IIA-sPLA2 sur
deux modes de fixation a la membrane (complexe L ol la protéine ne pénetre pas dans la zone
des tétes polaires et ou il existe un film d’eau entre la membrane et la protéine ; complexe T
ou la protéine est dans PE), on a montré que la protéine n’est pas parallele a la membrane
mais présente une partie Ct positive interagissant avec PE et I'IRS du site actif hydrophobe en
contact avec la partie hydrophobe des phospholipides (Figure 16). On compte ainsi 17 liaisons
H dont 7 PE / protéine, 9 phosphate / protéine et 1 carbonyle / protéine, et dont 7 sont des
ponts salins.

(il

Figure 16 Schéma du mode d'insertion des sPLA2 dans la membrane [156]

La membrane phospholipidique est symbolisée par les groupes polaire et hydrophobe de ses lipides ;
I’ellipse représente PLA2. Le site actif en gris et les Ca®* sont indiqués.

cPLLA2 est constituée de 3 domaines : (i) un domaine C2 Nt nécessaire et suffisant a la
fixation de Ca*" et la translocation membranaire, (i) un domaine catalytique Ct, indépendant
du Ca®, incapable de s’associer aux membranes et n’hydrolysant que des substrats
monomoléculaires et (iii) un domaine intermédiaire homologue a la pleckstrine. Le domaine
C2 est similaire au C2 d’autres protéines (synaptotagmine, PLPc, PKc). Néanmoins, a la
différence de PKco ot le Ca®* augmente I’association avec la membrane et diminue sa
dissociation, le domaine C2 de cPLA2 ne fait que diminuer le taux de dissociation [157]. Les
boucles CBR1 et CBR2 sont indispensables & I’interaction membranaire. Elles sont
profondément immergées dans la partie hydrophobe de la membrane [158]. On montre
expérimentalement que des résidus hydrophobes du domaine C2 sont intégralement (L39,
V97) ou partiellement (F35, Y96) insérés dans la membrane (Figure 17). Les deux Ca®*
interagissent aussi différemment avec cette membrane et sont associés a deux fonctions
distinctes : 1’un, Ca*|, est impliqué dans I’activité enzymatique alors que Ca**; ne I’est que
dans la fixation membranaire [159]. Le site actif de cPLA2 est protégé par un « couvercle »
constitué des résidus 413 et 457 qui s’ouvre dans la forme membranaire de I’enzyme [153].
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Figure 17 Détail de la région d’insertion membranaire du domaine C2 de cPLA2 [160]
(d’aprés PDB : Icjy [153])

Malgré ces connaissances assez fines du processus enzymatique des PLA2, on connait
mal leur importance dynamique : on imagine ainsi 2 modes de fixation a la membrane :
(i) fixation concertée de la membrane et du substrat, ou (ii) fixation en 2 étapes successives.
On ignore si la protéine quitte la membrane a chaque cycle enzymatique ou si elle est active
tant qu’elle est fixée (« scooting mode »). Le « scooting mode » a néanmoins pu €étre observé
avec des sPLA2 comme avec cPLA2 : le produit de la réaction (AG) active la processivité de
cPLA2. Le fait que sPLA2 se fixe 10 fois mieux aux membranes anioniques (PA, PS, PS)
qu’aux neutres (PC) reléve peut-étre de la méme propriété [131]. La III-sPLA2 n’hydrolyse
quant a elle que les régions membranaires mal structurées. Elle aussi fonctionne en « scooting
mode » puisqu’on peut voir des canaux d’hydrolyse dus & une unique enzyme pendant son
activité [161].

0 Régulations

st Phosphorylations

cPLA2 est activée par phosphorylation, durant I’activation des ostéoblastes par le
PDGEF. Cette phosphorylation passe par PKc [27]. Dans les MDCK, c’est la voie MAPK qui
joue ce role [162]. Chez les macrophages, I’activation de la libération d’AA nécessite la
phosphorylation de cPLA2 via MAPKK et les MAPK P42/P44. 1l existe néanmoins une autre
voie d’activation car la phosphorylation est insuffisante [163]. La phosphorylation comme
voie de régulation de cPLA2 n’est du reste pas universelle car les 3 paralogues ne conservent
pas les résidus phosphorylés [164].

# Besoins en Ca2+

Nous avons vu qu’un ion Ca®* était nécessaire au mécanisme catalytique des PLA2, et
les concentrations en sels et Me®" affectent les différentes activités enzymatiques de cPLA2
[147]. Un autre Ca®* est également impliqué dans leur translocation membranaire. Les PLA2
peuvent étre séparées en deux groupes : (i) un groupe constitué des PLA2 transloquées du
cytosol vers les membranes quand la concentration calcique intracellulaire augmente, (ii) un
autre de PLA2 dites indépendantes du il (iPLA2) qui sont soit membranaires Ssoit
cytosoliques. Parmi ces iPLA2, I’épissage alternatif du méme transcrit primaire du géne est
ainsi a 1’origine d’une forme membranaire et d’une forme cytosolique [133]. cPLA2 ne reste
dans la membrane que si I’augmentation de la concentration calcique dure au moins 5 min,
sinon elle se retransloque vers le cytosol [165].

# Régulateurs catalytiques

Nous avons vu que la membrane elle-méme, en fonction de sa composition, pouvait
réguler I’activité des PLA2. De méme, cPLA2 et IIA-sPLA sont inhibées quand elles sont
fixées a la sphingomyéline (SM). Globalement la SM et le cholestérol modulent la
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susceptibilité des membranes aux PLA2 [166]. Cette propriété pourrait exclure certaines
régions riches en SM et cholestérol du champ d’action des PLA2, comme les rafts, structures
membranaires que nous étudierons ultérieurement.

Il est difficile de prédire a quel niveau ils jouent, mais les especes activées de 1'O,
(H,0,, O,° ) activent iPLA2 a fortes concentrations (0.25-0.5 mM) sans affecter les sSPLLA2 ni
cPLA2 [167]. 1l existe par ailleurs un feedback positif entre les lyso PPC, PPA, et DPC qui
provoquent un influx en Ca”* et maintiennent un taux calcique intracellulaire important [168].

* Régulateurs protéiques

L’activité des sPLA2 est activée par une protéine de 72 kDa induite trés précocement
durant la réponse inflammatoire : la PLLA2-activating protein (PLAA). L’expression de cette
protéine est augmentée avant 30 min chez les macrophages stimulés au LPS. On retrouve
également une forte expression de cette protéine in vivo chez des patients porteurs de
pathologies inflammatoires [127].

D’autres facteurs assurent un role inhibiteur; la protéine P11, membre de la famille des
protéines fixant le Ca** S100, interagit avec le Ct de cPLA2 et provoque son inhibition de
maniére trés efficace (IC50 = 107" M) [169]. Nous verrons plus tard que I’annexine-1
constitue un autre régulateur négatif de cPLA2 [170].

iPLA2 est indépendante du Ca®* mais fixée par la calmoduline qui régule
probablement son activité [171].

0 Les PLA2 et lI'inflammation

* Quelle isozyme ?

L’étonnante multitude d’isozymes de PLA2 exprimées chez les mammiféres amene a
s’interroger sur leur fonction et leurs implications. Relativement a I’inflammation, cPLA2 est
essentielle a la fois dans la phase précoce et dans la phase tardive de génération des
eicosanoides chez les macrophages [138] et les mastocytes, comme [’a montré I’absence de
production de PGD2 chez des souris cPLA2 KO [172]. La V-sPLA2 également est impliquée
dans les 2 phases de réponse chez les macrophages [173], et serait la plus importante en phase
immédiate [144].

In vivo, I’administration de PLA2 synoviale (IIA-sPLA;) conduit a une réponse
inflammatoire. On trouve d’ailleurs une forte concentration en IIA-sPLA, dans le liquide
synovial et le cartilage de patients atteints d’affections rhumatismales [128]. Dans le sérum
également, on retrouve de fortes quantités de IIA-sPLA2 mais pas de V-sPLA2 [174]. Au
niveau intracellulaire, IIA- et V-sPLA2 ne sont pas redondantes car leur localisation
subcellulaire différe : IIA-sPLA2 est dans des granules sécrétoires, tandis que V-sPLA2 est
plutot dans le Golgi, 'enveloppe nucléaire et la membrane plasmique [175]. Alors qu’elles
ont des activités comparables, on voit ainsi que IIA-sPLA2 semble vouée a la sécrétion tandis
que V-sPLA2 aurait plutdt un rdle intracellulaire. Néanmoins, IIA-sPLA2 a aussi été
impliquée dans la libération d’AA intracellulaire : dans les cellules épithéliales gastriques,
TGFoa, mais pas I’IL-1, induit cPLA2 a partir de 6 h (expression maximale a 18 h), alors que
TGF et IL-1 sont synergiques pour la production de PGE2 et I’activation de 1IA-sPLA?2 entre
12 et 18 h. En réponse au TGF, PGE2 est issue a 50 % de cPLA2 et a 50 % de IIA-sPLA2,
tandis qu’en réponse a TGF + IL-1, elle est a 85 % due a IIA-sPLA2 [137]. iPLA2 pourrait
quant a elle participer a la phase précoce [176].

* Quel mode d’action ?

L’activité PLAZ2 et I’approvisionnement en substrat des enzymes de la cascade de I'AA
ne sont pas le seul mode d’action des SPLA2. Elles disposent ainsi de plusieurs récepteurs
extracellulaires, de type N, de type M présent dans le foie et les muscles et un autre dans le
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cerveau reconnaissant les sPLA2 des groupes I et IT [177],[178]. sSPLA2 est internalisée par
les cellules aprés sa fixation au récepteur de type M plutdt qu’au récepteur de type N [179].
La capacité de production d’AA par les IIA- et V-sPLA2 est indépendante de 1’expression du
récepteur de type M [180]. Et cependant, les sSPLA; produites par les mastocytes sont capables
d’activer la production de PGE, par des fibroblastes en co-culture, via COX-1 [181]. IIA-et
V- mais pas cPLA2 ni iPLA2 ont ainsi un rdle paracrine en augmentant la production de
PGE, des cellules voisines [176], ce qui suggére que la réponse aux sPLA2 dépend
probablement du type cellulaire concerné.

La XII-sPLA2 aurait également une autre fonction que son activité PLA2 car son
activité spécifique est faible et trés inférieure a toutes les autres PLLA2. Elle présente de plus
de nombreux variants [142].

iPLA2 pourrait participer & la transduction du signal puisqu’elle active la cascade
MAPK (phosphorylation de MEK-1/-2, MAPK P42/P44, ATF-2) [182], mais sa fonction
premicre est plutdt associée au remodelage des PL [183],[184].

L’ autre produit de la réaction enzymatique des PLA2 a aussi son importance puisque
le lysoPC, par exemple, induit COX-2 dans les cellules endothéliales [185].

Il existe des relations entre I’activité et I’expression de certaines PLA2. Ainsi
I’activation de cPLA2 up-régule I’expression de V-sPLLA2 [144]. Ces voies sont complexes et
nous les développerons dans le paragraphe traitant des couplages fonctionnels (voir
paragraphe II_A. 2. f)

A.2.¢0) COX

J COX : aspects transcriptionnels

COX existe sous 2 isozymes issues de 2 génes différents : le locus de COX-1 est situé
sur le chromosome 9 (9q32-q33.3), celui de COX-2 sur le chromosome 1 (1q25.2-g25.3). 1l
existe 2 transcrits de COX-2, de 4.6 et de 2.8 kb dérivant d’un polyA alternatif [186]. Dans la
plupart des tissus et cellules, COX-1 est exprimée de maniére constitutive et constante, tandis
que COX-2 n’est pas ou trés peu exprimée a I’état basal, mais induite trés rapidement en
réponse a divers stimuli. On note cependant quelques exceptions, avec COX-1 légérement
induite par des AG insaturés (AA, LA, EPA) et des PG (PGE2, PGD2, PGF2a) dans des
kératinocytes [187] et des ostéoblastes [23], et réprimée dans le foie de rats alcooliques [188].
On note ainsi une traduction accrue de COX-1 dans des monocytes au LPS, ou la protéine
apparait 30 min apres le stimulus, ce qui laisserait penser davantage a une activation post-
transcriptionnelle [189].

Rarement exprimée a I’état basal, COX-2 est cependant constitutive dans différentes
parties du rein [190], dans le systéme nerveux central et en particulier le cerveau [191], dans
des cellules endothéliales [192],[193],[194]. Dans ces tissus, elle est exprimée en plus de
COX-1 et conserve son inductibilité, comme dans la muqueuse gastrique [195]. Au contraire,
elle est réprimée par les stimuli habituellement inducteurs, comme IL-1, le PMA ou le sérum
dans I’épithélium thyroidal, sous controle d’IL-1a. En fait, COX-2 semblerait constitutive
dans les tissus endocrines : cerveau, rein, €pithélium des bronches, ilots pancréatiques,
cellules stellaires du foie, épithélium thyroidien [196]. II est notable que I’expression de
COX-2 dans un type cellulaire donné dépend de surcroit des conditions d’étude : ainsi les
kératinocytes en culture expriment COX-2, ce qui ne semble pas étre le cas dans la peau
[197].

Quand l’expression de COX-2 n’est pas basale, le messager est produit tres
rapidement en réponse au stimulus (en général avant 1 h dans des cellules en culture ou des
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modeles inflammatoires in vivo). Ce messager est cependant tres labile par la présence de
nombreux motifs d’instabilit¢ AUUUA (ARE) en 3’UTR. Certaines cytokines augmentent
d’ailleurs la quantité de COX-2 par une stabilisation du messager en favorisant la fixation de
protéines a ces motifs d’instabilités [186],[198]. L’analyse fine de ce 3’UTR a montré
combien il est complexe et important dans I’expression de COX-2 : I’ARE situé en (1-60) est
responsable d’une forte instabilité du transcrit (demi-vie = 4 h avec, demi-vie = 10 h sans
I’ARE), mais le 3’UTR contient aussi une séquence stabilisante en (373-792) et (1558-2232),
et présente encore un message d’inhibition de la traduction. Néanmoins, toutes ces séquences
ne suffisent pas a conférer I'up-régulation due a I'IL-1, ce qui suggére la participation
supplémentaire du 5’UTR [199].

Le signaling conduisant a I'induction de COX-2 est lui aussi trés complexe : les
stimuli, les voies de transduction et les facteurs de transcription impliqués sont treés divers et
souvent spécifiques du type cellulaireet du stimulus: le LPS et les cytokines pro-
inflammatoires sont de bons stimuli pour les macrophages et les cellules endothéliales, des
facteurs de croissance, le serum, le PMA dans les fibroblastes et les cellules épithéliales,
I’'IL-1P et la sérotonine dans les cellules mésengliales, des hormones lutéinisantes et follicule
stimulantes dans des cellules granuleuses ovariennes. Le site NFkB en (-402/-392) est
nécessaire dans de nombreuses cellules, sauf dans des macrophages, des ostéoblastes et
fibroblastes. Les sites CRE et la boite E (-59/-48) sont indispensables dans 1’expression basale
et inductible dans la majorité des cellules mais pas les fibroblastes ot C/EBPb n’agit que sur
le site C/EBP(-138/-130) et pas sur le site NF«B ni sur la boite CRE / E ni sur le second site
C/EBP (-93/-85) [200]. Il existe des redondances apparentes dans le signaling de I’induction
de COX-2 chez les macrophages activés au LPS, puisqu’elle implique les MAPK P38, JNK,
ERK, et PKcE des voies MAPK et PKc via les éléments NFkB, NF-IL-6 et CRE
fonctionnellement impliqués [201]. Le Tableau 2 résume ainsi les différentes voies
impliquées dans Pinduction de COX-2 dans différents tissus ou types cellulaires.
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type inducteur voie de facteurs de RE cinétique taux Ref
cellulaire transduction transcription d'induction
Monocyte LPS 24h pour le mRNA [202]
mais pas d'activité
AA IP3K, PKc, MEK-1, Jun, Eik-1 [203]
MAPK P42/P49 et P38, JNK
LPS 100 ng/mL protéine : 3-12h, {204}
suriout4 12 h
Macrophage IL-1, TNF que stabilisation [205]
AG sat TLR-4 NFkB pas PPAR [108]
LPS [144]
lIA- et V-sPLA2 [206]
LPS, PGE2 EP2 mais pas EP-1 ni EP-3, AMPc 7a24h [207]
LPS Jun, CREB, USF-1 CRE, boite E [208]
LPS + Endothéline-1 ET-B4 [209]
LPS JNK, MEKK-1 mais pas Ras, Jun CRE, NF-IL-6, pas boite E [210]
ni Raf-1, MAPKK ni ERK

LPS, PP [211]
LPS, IL-1+ NO NFkB, AP-1 super-induction [212]
Cellules lysoPC MAPK P38, ERK-1/-2 CREB, ATF-1 {185]
endothéliale NaF que stabilisation [213]
SMC Benzopyréne MAPK, ERK-1/-2 NFkB [214]
UTP MAPK P42/P44 pas P38 P90 ARE <1h stabilisation [215]
Cellules AG, PP, PGD2, PPARa, b, g PPRE [216]

épithéliale PGF2, PGA2, AINS
LPS, IL-1+ NO NFkB, AP-1 super-induction [212]
transfection Ras [136]
transfection Wnt-3 [217]
transfection Wnt-1 PEA-3 NF-IL-6, C/EBP a etd [218]
IL-1 NFkB -447/-438 -224/ -214 1-3h {219]
IL-1 JNK P54 et P46 -447/-438 -224/ -214 [26]
IL-1, TNF, LPS MAPK P38 stabilisation [220]
Epithélium Hypoxie, AINS PPARaeth? [221]

de cornée
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type inducteur voie de facteurs de RE cinétique taux Ref
celiulaire transduction transcription d'induction
Cellules T NFkB, Jun -117/-58 [222]
Cot K (homologue MAPKKK NE-AT -105/-97 -76 / -61 [223]
Kératinocyte IFNg MAPK P38, ERK mRNA: 8-16 h, protéine: [224]
16-24 h, PGE2: 48 h
EPA, AA, LA AMPc, EP-1 0,56 h [187]
PGE2, PGD2, PGF2a
Fibroblaste transfection P35 4 P90 ARE stabilisation [198]
transfection CRE (-80:-40), pas boite E (Rac), [225]
ni CRE ni boite E (Rho)
ostéoblaste TNF NF-IL-6 {(C/EBPb), AP-2 -186/-131 -512/-385 [211]
transfection MEKK, JNK Jun, C/EBP pas CREB boite E, NFKB, NF-IL-6 (2sites), CRE [226]
stress mécanique C/EBPb, CREB, AP-1 16 h [227]
agents activant Rho, Raf-1, ERK-1/-2, MAPK P38, JNK AP-1, ATF-2 CRE (-59/-53) mais pas (NFkB (-223/-241) [228]
les microtubules ni NF-1L-6 (-132/-124)
PGE2 Pka, MAPK P38 ARE distaux et proximaux 2-48 h [229]
Cellules USF-1, -2 mais pas ATF, [230]
granuleuses ni C/EBP ni AP-2
Astrocytes LPS NFkB [231]
Cellules ISC PKa (diminution d'AMPc¢) [232]
mésengliales [109]
Mastocyte Ras, MEKK-1, JNK mais pas Raf-1, ERK C/EBP, Jun CRE [233]
PMN LPS, TNF protéine en 3h [204]
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type inducteur voie de facteurs de RE cinétique taux Ref
cellulaire transduction transcription d'induction
C. de Kupfer alcool [188]
Hépatocyte LPS, PP {100}
foetal LPS, IL-1 [234]
C. de carcinome IL-1, TGFB ERK, SAPK stabilisation [186]
mammaire
C. du stroma AA [143]
utérin
C. amniotique  Phosphatidate Phospho [235]
hydrolase active
ilots 1IL-1 [236]
pancréatiques
MDCK (rein) TCDD AhR XRE (-157 et -1071) [237]
promoteur TGFB NF-IL-6 ? {-454 / -288) [238]
transfections MEK-1 (voie ERK), MKK-3/-6 [239]
(voie MAPK P38) et MKK-7 (voie JNK)
oedeme de patte <1h 3-4 fois [240}
inflammation aigué 3h [241]
Tableau 2 Les voies du signaling régulant I'expression de COX-2
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Les différents éléments de réponses potentiels ou actifs décrits, ainsi que leur position,
sont schématisés Figure 18.
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-220
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55 -59/-49 s
-
TTCGTCACATG

Figure 18 Schéma des sites potentiels et fonctionnels du promoteur de COX-2

Les rectangles représentent les éléments de réponses putatifs. Sont également précisées leur position
par rapport au codon initiateur, ainsi que la séquence des éléments principaux.

) COX : aspects post-traductionnels

Généralités

La prostaglandine H2 synthase, PGHS2 (EC 1.14.99.1), communément nommée
"Cyclo-oxygénase" ou COX, est une enzyme bifonctionnelle catalysant la formation de PGG2
a partir d'AA (activité cyclooxygénase), puis de PGH2 par son activité péroxydasique. Nous
avons vu précédemment qu’il existe deux isozymes, COX-1 et COX-2.

Les 2 enzymes partagent 60% d'identité de séquence chez I'Homme, et sont trés
conservées chez les mammiféres. Le corail exprime une COX ayant 50 % d’identité de
séquence aussi bien avec COX-1 que COX-2, ce qui suggére que ces deux enzymes aient un
ancétre commun moins ancien que celui des COX de mammiféres et du corail [242].

Les acides aminés essentiels sont conservés, les sites actifs comparables et les
parametres enzymatiques trés proches. Les 2 COX sont constituées de 3 domaines : EGF-like,
domaine d’interaction avec la membrane (MBD) et domaine catalytique (Figure 19).
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COX-1 (PGH2S) COX-2 (PGH2S)
P23219 P35354
Nombre de résidus 599 604
PM (kDa) 68 68
Domaine EGF-like 31-78 18-65
MBD 78-116 65-104
Domaine catalytique 116-596 104-599
7 Héme
DOMAINE Substrat
CATALYTIQUE
\

FIXATION A LA

DOMAINE DE
MEMBRANE

DOMAINE
EGF-LIKE

Figure 19 Structure et caractéristiques des domaines de COX
(d’aprés PDB : 1pge [243])

Ce sont des protéines membranaires dont le mode d’insertion dans les membranes est
particulier [244]. Le MBD est en effet constitué de 4 hélices o amphiphiles formant un pied
s’enchdssant probablement a plat sur la membrane, permettant ainsi un accés direct du
substrat membranaire dans le site actif (Figure 20). Le photolabelling des régions (74-140) de
COX-1 et (59-108) de COX-2 par une sonde hydrophobe (TID) a permis de prouver qu’il
s’agissait du MBD. Ce domaine est cependant indispensable a I’activité enzymatique puisque
des mutants de COX-1 de I’hélice A (AINTWLRTT) et C (RWLNDFVNA) perdent
I’activité, et la mutation de I’hélice B (PSFIHFL) ne conserve que 20 % des activités
cyclooxygénase et peroxydase [245]. Ceci s’explique a la fois par la proximité du site actif
(littéralement chapeauté par le MBD), et par la possibilité d’un site de fixation transitoire des
ligands de COX dans le MBD. En effet, les AINS (sulindac et ibuproféne) sont a 1’origine
d’une compétition avec le TID pour le marquage du MBD. Le mode d’interaction avec les
membranes est le méme pour les 2 isozymes, et elles montrent la méme localisation
subcellulaire : RE et enveloppe nucléaire (membranes interne et externe) [246]. Les Ct des 2
COX portent la signature KDEL de rétention dans le RE qui est le seul épitope accessible du
cytoplasme. Néanmoins, COX-1 est plus sensible que COX-2 a des mutations de ce Ct [247].
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Figure 20 Détail de la structure membranaire du MBD de COX
(les fléches indiquent I’entrée probable du site actif. Les hélices membranaires la constituant sont
détaillées en bas, ainsi que les 3 résidus cruciaux R120, Y355 et E524. d’aprés PDB : I1pge [243])

Les 2 isozymes sont polyglycosylées : la COX-1 de vésicules séminales contient 4
sites de glycosylation potentiels et porte des ManoGlcNAc,. N68, N144 et N410 sont
glycosylés mais pas N104. COX-2 porte quant a elle 5 sites consensus, et 4 glycoformes ont
été caractérisées, avec des Mans.;gGlcNAc; et GlcNAc sur N53, N130, N396, N580 mais rien
sur N592 [248]. La glycosylation de COX-2 a de légeres conséquences sur son activité,
puisque la mutation N580Q active I’enzyme 1,4 fois, tandis que le mutant S582A est 2 fois
plus actif et moins sensible au diclofénac que la forme sauvage [249].

Les deux enzymes ont été cristallisées sous forme apo, en complexe avec des
inhibiteurs et avec le substrat AA. Les structures tridimensionnelles réveélent que le fold des
deux protéines est identique, et que la fixation de I’héme, comme du substrat ou des
inhibiteurs, implique les mémes résidus (Figure 21, Figure 22).
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Figure 21 Mode de fixation de ’AA par COX-1
(d’aprés PDB: 1diy [250, 251])

Figure 22 Modtle de la fixation de ’AA par COX-2

La numérotation des résidus est décalée pour correspondre a celle de COX-1.
(d’apres PDB: 1dcx, [252],[253])
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La fixation de ligands aux COX, que ce soit I’héme [254], I’AA ou des AINS [255],
provoque une modification conformationnelle allostérique de COX. La fixation diminue la
flexibilité des hélices du MBD et restreint les distances interatomiques des résidus le
composant, La forme holo est ainsi en conformation compacte par rapport a la conformation
étendue de la forme apo en solution (la conformation holo cristalline étant plus proche de la
forme apo en solution) [256]. Les 2 COX fixent I’AA de la méme maniére, le carboxyle se
situant a I’entrée du site actif tandis que I’extrémité o est enfouie dans le cceur de la protéine,
en direction de I’héme. Il forme trés certainement un pont salin avec R120 puisque le mutant
R120E de COX-1 est inactif [257]. La méme mutation chez COX-2 ne supprime pas I’activité
mais augmente le Km d’un facteur 30 [258].

Il existe quelques différences en acides aminés dans le site actif des 2 enzymes qui
permettent & COX-2 de disposer d’un volume de 393 A? au lieu de 316 A’ pour COX-1,
essentiellement par la mutation V523 (COX-2) — I (COX-1) [259].

Les enzymes ont a peu pres les mémes paramétres enzymatiques, méme si ’activité
COX de COX-2 est un peu plus efficace [260] :

COX-1 (bélier) COX-2 (mouton)
Km AA (uM) 8,3 2,1
Vm (pumol O2 / mg COX) 13 12,2
Vm /Km 1,56 5,8

Bien que la structure cristalline et les expériences de photolabelling suggerent que le
substrat provienne de la membrane plasmique, d’autres formes d’approvisionnement ne
doivent pas étre écartées. En effet, il existe des transporteurs intracellulaires trés affines pour
PAA. Cest le cas, par exemple des protéines S100 A8/A9, qui fixent sélectivement les 2
substrats de COX, I’AA et le LA. Leur fixation dépend de la concentration en Ca?* (Kd =
0,2 uM avec une ECso = 0,2 uM pour le Ca2+). Ces protéines ne représentent pas moins de 40
a 50 % des protéines cytosoliques des neutrophiles ol les FABP ne sont pas exprimées. Elles
sont transloquées vers la membrane plasmique quand le taux de Ca?* augmente, apparaissent
a la surface cellulaire et sont sécrétées. Elles stimulent 1’adhésion des neutrophiles aux
cellules endothéliales et sont retrouvées en quantité importante dans le sérum de patients
atteints de pathologies inflammatoires chroniques [261]. 1l existe 4 isoformes de SIO0AS8 et 2
de S100A9. La forme fonctionnelle de cette protéine serait un trimeére de 34 kDa
{S100A8},A9 [262]. Chez les cellules endothéliales, 1’ « uptake » d’AA est actif, médié a
85 % par CD36 qui interagit avec les protéines SI00A8/A9 [263].

COX comme enzyme polymorphique

0 Enzyme a plusieurs activités catalytiques

L’activité enzymatique des COX proceéde de 2 mécanismes catalytiques successifs :
une activité cyclooxygénase (COX) oxydant I’AA en PGG2, suivie d’une activité peroxydase
(PER) réduisant PGG2 en [’alcool correspondant PGH2 (Figure 23).

La premiere étape de ce mécanisme est 1’abstraction du proton pro-S du C13, par un
radical Tyr. Le cycle catalytique serait ainsi initié par un hydropéroxyde qui oxyde I’héme
(Fe III — Fe IV) coordonné par H388 neutre proximale [264] et H207 distale [265] et qui
oxyde ensuite Y385 en radical. Celui-ci oxyde alors le proton 13 pro S de I’AA et initie ainsi
le cycle COX. Un mécanisme catalytique entiérement radicalaire a été proposé pour I’activité
COX (Figure 24).
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Figure 23 Schéma catalytique des activités COX et PER de la cyclooxygénase
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Figure 24 Hypothése du mécanisme entierement radicalaire de I'activité COX [266]

Mais ce mécanisme n’est pas le seul envisagé : un intermédiaire carbocation pourrait y
participer, pour s’intercaller entre I’ AA et le composé radicalaire A (Figure 25).
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Figure 25 Mécanisme a intermédiaire carbocation de I'activité COX [266]

Les sites PER et COX sont distincts car (i) des ligands du site COX ne sont pas
inhibiteurs compétitifs de PER et vice versa ; (if) PGG2 peut se dissocier du site COX [267].
Mais I’environnement membranaire est aussi un acteur important du processus catalytique
puisque COX-1 purifiée peut accepter un PGG2 exogéne comme substrat contrairement a
COX microsomiale, tandis que les COX microsomiales solubilisées ont un comportement
intermédiaire. La perte de membrane semble ainsi permettre 1’accés a un site inaccessible
dans ’enzyme native [268]. On peut donc envisager plusieurs chemins d’acces au site PER
pour le substrat PGG2 (Figure 26). L’hypothése A est supportée par la présence de molécules
d’eau piégées dans une cavité de l'interface entre les 2 mers de la structure cristalline du
complexe COX-2:AA, qui pourrait constituer un canal de transfert entre le site COX d’un mer
et le site PER de I’autre [252]. L’hypothése B est étayée par I’importance de la présence de la
membrane dans 1’accés d’un PGG2 exogene [268]. Elle suppose le passage du site COX vers
le site PER via le relargage de I’intermédiaire dans la membrane. L’ hypothese C ne différe de
la précédente que par ’acces au site PER : il se ferait ainsi par ’extérieur de la protéine et
conformément a ’accés au site actif d’autres peroxydases. L’hypothése D n’est pas
incompatible avec I’'importance de la membrane citée ci-avant, mais ne correspond pas au
modele mécanistique de la chaine branchée que nous développerons ci-dessous. Ces
hypotheses soulignent la difficulté qui existe a comparer les résultats de la littérature alors que
de nombreuses observations sont rapportées dans des modeles cellulaires ou microsomiaux,

quand d’autres sont issus de I'utilisation d’enzymes purifiées.
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Figure 26 Différentes hypothéses supportant I'approvisionnement de l'activité PER de COX

La membrane est symbolisée par les rectangles gris, les MBD par les ellipses, les sites actifs par les
demi-lunes. La position de I’héme indique I’extrémité du site actif

Si on sait que les sites COX et PER sont distincts, on cerne mal en revanche les résidus
et les cavités qui les définissent fonctionnellement. Les cocristaux COX-1:AA et
COX-2:PGG2 montrent en effet le méme positionnement du substrat de COX ou de PER, et
ne permettent donc pas de caractériser les sites (Figure 27, Figure 28).
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Figure 27 Complexe AA : COX-1 en présence d’héme coordonné au Co™

(d’aprés PDB: 1diy [251])
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Figure 28 Complexe PGG2 : COX-2 sans héme
(d’aprés PDB : 1ddx [252])

La PGG2 résultant de D'activité COX peut alors €étre réduite selon 2 mécanismes :
(1) modele de la chaine branchée, ol les réactions COX et PER sont indépendantes,
(ii) modele couplé ou ’activité COX est directement suivie de I’activité PER, partie prenante
du cycle. L’accumulation transitoire de PGG2 et d’intermédiaires enzymatiques ainsi que la
steechiométrie entre la consommation d’O; et la production d’AA oxydé arguent clairement
en faveur du premier modele {269], maintenant bien établi [270],{271],[272]. La PGG2
résultant de I’activité COX est ainsi réduite en produisant I'intermédiaire I qui régénere le
cycle COX en formant I’intermédiaire II (Figure 29).

Y Enzyme a plusieurs substrats

L’ AA sélectivement hydrolysé par les PLA2 est le substrat préférentiel des COX, mais
elles acceptent d’autres AG ou dérivés lipidiques comme substrats. 7 fois moins bons que
I’AA, 'EPA et le LA sont ainsi substrats de 'activité¢ COX de COX-1, avec un mode de
fixation dans le site actif tout a fait similaire [273]. Le dihomo-y-linolénate est lui aussi fixé
dans la méme conformation L. que I’AA dans le site actif de COX-1, et n’est que 2 fois moins
efficace pour I'activité COX de COX-1, et 5 fois moins pour COX-2 [274].

Les acyl-glycérol de I’AA, 1- et 2-AG, sont également substrats de COX de COX-2,
formant des PG-Glycérol, avec une efficacité respective de 20 et 50 % par rapport a celle de
I’AA. Ils sont en revanche mauvais substrats de COX-1 (5 % de I’AA) [275]. R513, R120 et
E524 sont les principaux résidus discriminants par rapport a I’AA [276] ; ce qui parait logique
d’apres la structure chimique de ces composés.

L’acyl-ethanolamide de I’AA (AEA) est un autre substrat de COX-2 mais pas de
COX-1. Lefficacité de COX a son égard est de 80 % celle de I’AA [277],[253],[278].
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Figure 29 Schémas des cycles catalytiques COX et PER selon le modéle de la chaine branchée

Les disques symbolisent les cycles catalytiques COX et PER. Les ellipses représentent les
intermédiaires réactionnels, pour lesquels sont précisés 1’état électronique du Fe, I’état radicalaire de
I’h&me (protoporphyrine, PP) et des réactifs. (d’apres [269],[272],[270],[271]).

0 Enzyme a plusieurs produits

Le fait d’accepter différents substrats permet aux COX d’étre a ’origine de plusieurs
produits. Nous avons vu précédemment que les COX produisaient des PG-glycérol, PG-
éthanolamide, et prostaglandines dérivés du LA et de I’'EPA (Figure 30).
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Figure 30 Profil métabolique des COX en fonction de la nature du substrat

PG-G : Prostaglandine-Glycérol, PG-EA : Prostaglandine-Ethanolamide, HEPE : hydroxy-
eicosapentaénoate, HODE: hydroxy-octadecadiénoate, ETA : eicosatriénoate, HETA : hydroxy-
eicosatriénoate

Mais la flexibilité et le volume du site actif permettent de surcroit différentes
conformations catalytiquement viables pour un méme substrat, a 1’origine la-aussi de
plusieurs produits : ainsi, a partir de I’AA, COX-2 produit certes essentiellement PGG2 puis
PGH2, mais aussi 11-R-HETE et 15-R-HETE. COX-1 produit 15-S-HETE et dans une
moindre mesure (30 % du 15-HETE) 15-R-HETE et 11-R-HETE (Figure 31). Le ratio
R/S-15-HETE est indépendant de la concentration en AA contrairement au ratio HETE / PG :

Dérivés de PGG2 11 HETE 15 HETE

Km AA (uM) 55 12 19

En concentration physiologique d’AA (< 2uM), la PGG2 produit par COX-1 représente donc
plus de 95 % des produits oxygénés [279].

AA AA
PGH2 15-S-HETE 15-R-HETE 11-R-HETE PGH2 15-S-HETE 15-R-HETE

Figure 31 Profil métabolique des COX utilisant I' AA comme substrat

L’ épaisseur des fléches symbolise I’ importance relative des productions décrites

Des réactions chimiques non enzymatiques sont de plus a ’origine de PG et de HHT
autocatalysés a partir de PGG2 ou PGH2. Ainsi, a partir de COX-1 purifiée, on détecte
PGF2a > 12-HHT > PGE2 > 11-HETE > PGD2 > 15-HETE [280],[279].
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Malgré la précision des mécanismes catalytiques, le nombre de résidus
catalytiquement cruciaux est en fait assez limité dans le site actif de COX-1, avec Y385
(abstraction du H du C13 de I’AA), G533 et Y348 (positionnement correct du C13 pour la
réaction), R120 (critique pour la fixation a haute affinité de I'AA) et V349, W387 et L534
(conformation de I’AA favorisant la production de PGG2 plutét que HPETE) [280]. Ainsi le
mutant V349L ne produit plus de 11-HETE. Cette possibilité des COX de métaboliser de
plusieurs fagon I’AA vient de sa capacité a le fixer dans différentes conformations autorisées
par des fluctuations du positionnement de I’AA a I'extrémité o [281],[282],[283],[284].

Si PGH2 est le produit prépondérant des COX, les autres catalyses n’en existent pas
moins, méme au niveau cellulaire, puisque 1’indométacine et I’aspirine (inhibiteurs des COX)
diminuent la production de 15-HETE, HHT et 11-HETE dans des cellules endothéliales
activées par I'IL-1, cellules ou 15 LOX n’est pas exprimée [285]. Les chondrocytes ont aussi
une production de 11- et I5-HETE (trés inférieure a PGE2 néanmoins) sensible a
I’indométacine [286]. Dans des macrophages, COX-1 métabolise ’AA en HHT & 30 %, et
COX-2 entre 10 et 15 % [287]. Au niveau cellulaire, d’autres facteurs interviennent dans la
nature des produits des COX, comme les conditions redox : le GSH, par exemple, modifie
considérablement le profil métabolique de I’AA par les COX (Tableau 3) [288].

1 mM GSH
COX-1 COX-2 COX-1 COX-2
15-HETE < 1 (variable) 7 (155)
11-HETE < 10 (variable) 5 (11R)
12-S-HHT 88 78

Tableau 3 Profil métabolique des COX cellulaires selon les conditions redox

Outre les produits du catabolisme des PG, on retrouve des isoprostanes (iP) dans les
urines. On dose ainsi autour de 0,3 ng/ml. d’iPF2 dans le plasma humain et environ 0,8 et
I ng/mL de 8-iso-PGF2a et d’iPF2 dans les urines [289]. Mais les COX ne sont pas
impliquées dans la production de ces iP puisque des inhibiteurs sélectifs de COX-2 ou non
s€lectifs (aspirine, ibuproféne et célécoxib) sont sans effet sur le taux urinaire des iPF2a-III et
8-,12-is0-1PF2a [189], pas plus que I’aspirine ou I’ibuproféne sur le taux de 15-iPF (0,36
contre 0,39 ng/mg créatinine) [290]. Les iP seraient en fait des produits d’oxydation non
enzymatique de I’AA (Figure 32).

La COX du corail Gersemia fruticosa est également a I’origine de HETE en plus de
PG, avec PGD2 > PGE2 > PGF20 >> 11-R-HETE > HHT > 15-S-HETE [242], tandis que la
COX d’une autre espece de corail, Plexaura homomalla, a un profil de produits encore plus
varié et une stéréospécificité inversée, avec 15-R-PGE2 > 15-R-PGD2 > 15-R-PGF2a >
12-HHT, 12-R-HETE >> 11-R-HETE [291].

A partir d’autres substrats que I’AA, les COX produisent également plusieurs produits,
comme les 9- et 13-HODE avec le LA [273]. A partir d’AEA, COX-2 purifiée est a ’origine
de PGE2-EA, PGD2-EA, 12-HHT-EA et 15-HETE-EA. Dans des fibroblastes, PGE2-EA est
largement prépondérant [277]. Les métabolites du 2-AG par COX-2 purifiée sont
essentiellement PGE2-G et 11 HETE-G, mais aussi PGD2-G et un peu 15-HETE-G et trés
peu de HHT-G (PGE2-G / HETE-G = 4; 11-HETE / 15-HETE = 3,4). Dans des
macrophages, on retrouve essenticllement PGD2-G [275].
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Figure 32 Mécanismes oxydatifs conduisant a la synthése des isoprostanes

Différents mécanismes réactionnels aboutissant & la production d’iP de classe IIT a VI a partir de I’ AA.
Les iP iPF2a de classe 111 et VI sont indiqués a titre d’exemple

Régulations des activités catalytiques

¢ Auto-inactivation

Les COX ont un turn-over limité, avec 10 a 300 réactions selon la concentration en
réducteurs, quel que soit le substrat de COX [277]. L’auto-inactivation est associée a une
perte d’activité COX et PER, mais surtout PER. En effet, toute la production de PGH2 est
atteinte en 1 min, alors que la consommation d’O, continue encore un peu. COX-1 purifiée
produit ainsi 1300 mol PGF / mol COX [292]. L’inhibition de I’activité péroxydasique suit
une cinétique de premier ordre lente (0,4 /s), indépendante de la concentration en peroxyde et
a lieu aprés formation du radical Tyr°. Elle n’est cependant pas due a une liaison covalente
entre Tyr et ’héme [293]. Le mécanisme de cette auto-inactivation est encore mal compris :
on sait qu’il est associé & une modification chimique de la protéine n’impliquant pas I’héme
sous forme radicalaire (Intermédiaire I) mais une Tyr radicalaire (Intermédiaire II),
contrairement a I’auto-inactivation qu’on peut encore observer en présence d’AINS qui elle
provoque, d’une part, une modification chimique de I’héme sans lien avec la protéine, d’autre
part, une fixation covalente de ’héme avec I’enzyme [294]. L’auto-inactivation implique un
changement de structure majeur du radical Y385 dont on ignore la nature physique, mais il
existe une autre Tyr impliquée qui n’est ni Y348 ni Y355 [295].

Cette auto-inactivation ne semble pas impliquer les métabolites d’AA qu’on peut retrouver
fixés de fagon covalente dans le site actif de COX-1 [296], puisqu’elle semble plus rapide que
la formation d’adduits. Les cosubstrats de PER (Phénol, paracétamol, TMPD) affectent
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Pactivité COX en atténuant 1’auto-inactivation et en augmentant la rapidité de la réaction
catalytique. Ils augmentent ainsi de 10 & 60 % la capacité enzymatique [270].

0 Existence d'inhibiteurs endogénes

S’ils ne sont pas a l’origine de 1’auto-inactivation qu’on observe avec des protéines
purifiées, les adduits dus a des métabolites de I’AA, produits par COX elle-méme ou par
d’autres voies représentent néanmoins un moyen de régulation supplémentaire pour I’activité
COX. L’incubation de COX-1 et COX-2 avec des lysats de fibroblastes activés par du sérum
se traduit par leur inhibition non reversée par 1’addition d’AA [297]. L’activité COX est tres
sensible aux conditions redox, et la déplétion de cellules en GSH augmente leur production de
PGE2 [221]. Inversement, le GSH en présence de GS Peroxydase inhibe COX-1 et COX-2 in
vitro [298] et in vivo [299].

La privation de substrat est un dernier moyen de réguler P’activité COX. L’AA libre
n’a en effet qu’une trés bréve durée de vie dans la cellule : si on incube des hépatocytes avec
de PAA, 80 % sont incorporés dans les triglycérides et les PL aprés 10 min, alors qu’il n’en
reste que 20 % de libre. Il faut noter cependant que le LPS modifie considérablement ce
métabolisme puisqu’en présence de 1’endotoxine, on retrouve encore 50 % d’AA libre aprés
10 min [300]. Une compétition entre les COX et les ACS pour I'utilisation du substrat
commun AA a d’ailleurs été montrée [301],[302]. A faibles concentrations en AA (1-50 uM),
ACS est plus efficace dans les microsomes de medula de rein, et il existerait une coopérativité
vers 30 uM. L’indométacine (50 uM) diminue de 50 % la production de PG et augmente de
40 % celle d’ AA-CoA, tandis que la triacsine C (200 uM) augmente de 30 % la production de
PG et diminue de 60 % celle d’AA-CoA [303]. ACS-4 est fortement sélective de I'AA et de
I’EPA, ce qui en fait un bon candidat pour l'activitt¢ AA-CoA synthétase nécessaire a la
Iysophospholipid:arachidonoyl-CoA acyltransférase et ainsi limite la concentration d'AA libre

[304].
Nous verrons plus tard que des métabolites issus des COX sont également capables de

Pinhiber par acylation.

Phospholipides membranaires I

PLA2 l

AA :

ACS (ACS-4)

PG HETE
Tx LT EET AA-CoA

Figure 33 Devenir de I'AA aprés hydrolyse des membranes

L’ AA est utilisé principalement par les COX, mais il est aussi substrat des LOX et de CYP ainsi que
d’ ACS. L’importance relative de ces différentes voies alternatives constitue un mode de régulation de
la production de PG
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0 Partenaires protéiques

Nous verrons ultérieurement qu’il existe des couplages fonctionnels complexes entre
les COX et d’autres enzymes de la cascade de I’AA, soit en amont (PLA2), soit en aval de
COX (PGS). Ces couplages sont encore un moyen de réguler la production de PG par les
COX (cf paragraphe II_A. 2. f)

Pourquoi deux COX ?

0 Fonctions biologiques distinctes

La compréhension et la distinction des rdles biologiques de COX-1 et COX-2 a
longtemps été dirigée par leur profil d’expression : COX-1 est exprimée dans la plupart des
tissus et cellules, tandis que COX-2 n’apparait qu’en réponse a divers stimuli. Une forte
induction de COX-2 a ainsi été mise en évidence dans des tissus inflammatoires [241],[240].
L’injection intrapéritonéale d’un antisens de COX-2 réduit I’apparition de [’arthrite a
I’adjuvant [305]. Prépondérante et inductible dans le systéme nerveux central [306],[307],
COX-2 est également médiateur de la fievre, comme I’a montré 1’utilisation de souris COX-1
ou COX-2 KO [308]. Plusieurs études I'impliquent aussi dans la perception de la douleur
[241],{309].

COX-1 est cruciale dans la production de TxB2 par les plaquettes et de PGE2 dans la
muqueuse gastrique, tandis que COX-2 est la source des PG systémiques [310]. Il était donc
tentant d’envisager une dualité dans les fonctions physiologiques des COX, en attribuant un
role de «housekeeping » a COX-1 et une fonction pro-inflammatoire et médiateur de la
douleur & COX-2. Nous avons vu cependant que COX-2 est constitutive dans certains tissus
ou elle a un rdle crucial. Elle est impliquée dans de nombreux processus biologiques, comme
la cicatrisation des ulcéres ou la biologie de la reproduction [311]. L.’absence de réponse
immunitaire intestinale a des antigénes alimentaires est due aux PGE2 produites par COX-2
[312]. De plus, son expression ou son absence d’expression ne gouverne pas I'inflammation :
COX-1 y participe également. Ainsi, des souris COX-2 KO ne présentent pas d’altération de
la réponse inflammatoire, tout en développant de sévéres malformations rénales [313]. La
phase précoce de la réponse a I’activation des mastocytes, qui s’accompagne d’une forte
surproduction de PGD?2, est clairement due a COX-1 plutét qu’a COX-2 [314],[315],[172].
Nous avons vu que COX-1 semblait subir une activation traductionnelle puisque la protéine
apparait en 30 min chez les monocytes traités au LPS [189]. On observe le méme type
d’activation éclair de COX-1 apres stimulation de cellules endothéliales au NaF [213]. Dans
un modele de pleurésie a la carragénine, les inhibiteurs non sélectifs sont plus anti-
inflammatoires que les sélectifs [316]. Dans le modeéle de la poche a air, I’aspirine inhibe la
production de PGE2 quand des ISC sont sans effets [317]. Elle intervient peu dans certains
modeles de douleurs, mais autant que COX-2 dans d’autres [309]. Quant a la fonction
gastroprotectrice de COX-1, si elle est constitutive dans la muqueuse gastrique et y est
responsable de la production de PGE2, [’administration d’ISC augmente les lésions
stomacales [318]. COX-2 est impliquée dans nombre d’autres processus biologiques,
supportant aussi un réle considérable dans la prolifération cellulaire et la carcinogenese. La
surexpression de COX-2 est suffisante pour induire une tumorogenése mammaire [319]. Elle
favorise aussi I’adhésion a la matrice extra-cellulaire et inhibe 1’apoptose dans les cellules
épithéliales intestinales [320].

Comble du paradoxe, COX-2 est fortement impliquée dans la phase de résolution de
I’inflammation, ce que nous détaillerons ultérieurement (paragraphe II_A. 3.).

COX n’est cependant pas la seule enzyme dupliquée. Il est ainsi fréquent, dans la
synthese des lipides chez les eucaryotes, de disposer de paralogues: c’est le cas dans la
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synthése des glycérolipides (AcétylcoA carboxylase-1 et -2, glycéraldéhyde 3 phosphate
acyltransférase mitochondriale et microsomiale, phosphatidate phosphatase Mg** dépendante
et indépendante), celle des phospholipides (Phosphatidylserine synthase-1 et -2,
Phosphatidylserine décarboxylase-1 et -2), celle des stérols (HMG-CoA réductase du RE ou
des péroxysomes) [321].

¢ Capacité enzymatique de renfort et/ou
primordiale ?

Au lieu d’une dichotomie fonctionnelle dans I’inflammation, peut-étre faut-il voir chez
COX-2, en tout cas dans son inductibilité, une capacité de production accrue transitoire de
PG. D’ailleurs, la capacité catalytique de COX-2 est supérieure a celle de COX-1 : son besoin
en initiateur radicalaire est ainsi 10 fois plus faible, ce qui fait que, dans une méme cellule,
COX-1 peut étre latente quand COX-2 est déja active [298]. COX-2 a une activité COX plus
rapide que COX-1 et un temps de relaxation plus long, ce qui prolonge la durée de vie du
radical Tyr, d’olt une activité plus longue [322]. Si la vitesse de production de I’intermédiaire
I & partir de 15-HPETE est identique pour les 2 isozymes (2,5.10" M™.s™), l1a génération de
I’intermédiaire I est limitante chez COX-1 (5.10* M.s™") mais pas chez COX-2 [323].

COX-1 et COX-2 sont coopératives pour I’AA. Modeste pour COX-1 (ny=1,29), cette
coopérativité s’accompagne d’une modification conformationnelle vers 0,1 uM d’AA. Elle est
plus difficile a évaluer chez COX-2 dont le phénomene allostérique a lieu vers 50 nM [324].
L’activation allostérique semble impliquer le passage du réseau de liaisons H & ’entrée du
canal du site actif (R120, E524, Y355) [278]. La cinétique coopérative est due a une
activation par feedback de I’hydroperoxide qui est plus efficace pour COX-1 que pour COX-2
[325]. Si I’on en juge par les besoins en initiateur radicalaire, COX-2 est donc la premiére
active, en revanche, ’activité de COX-1 est plus efficace a faibles concentrations en AA,
avant que I’'induction de COX-2 ne la rende a nouveau prépondérante.

Plusieurs travaux ont rapporté une sélectivité des COX quant 2 la provenance de I’AA.
COX-1 utiliserait ainsi préférentiellement I’AA exogene, alors que COX-2 serait sélective de
I’AA endogene [326],[327],[193],[145]. I AA «endogene » est néanmoins généralement
produit en réponse a un stimulus (ionophore A23187), ce qui complique I’interprétation des
résultats : il est toujours possible que la concentration en AA soit plus importante que sa
provenance.

0 Produits différents

Nous avons vu que les COX pouvaient étre a I’origine de produits différents, selon les
substrats disponibles et les cofacteurs présents. COX-1 est globalement plus sélective de ’AA
que COX-2. On pourrait donc imaginer que la forme inductible puisse étre utilisée pour
produire d’autres eicosanoides (acyl-glycérols, acyl-éthanolamides), tandis que COX-1 serait
cantonnée a !’utilisation classique de I’AA (ce que confirme sa coopérativité). A l'inverse,
COX-1 est seule a pouvoir produire 15-S-HETE [279]. Les PG sont auto- et paracrines mais
pas endocrines, car il existe un catabolisme trés rapide pour ces composés. Les prostanoides
issus du métabolisme de l’anandamide et de 1’acyl-glycérol d’AA par COX-2 sont en
revanche plus stables et bénéficient d’une durée de vie suffisante dans le plasma pour avoir un
effet systémique (demi-vie de 8 2 16 min dans le plasma humain) [328]. Le 13-HODE,
produit du LA par COX, et le 15-HETE peuvent aussi étre circulants car ils sont désorbés de
la membrane et fixés par I’albumine [329].
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A.2.d) Les PG synthases
o Aspects transcriptionnels

La PGES est issue d’un géne situé a proximité de celui de COX-1 (9q34.3) [330].
PGES est inductible dans les mode¢les d’arthrite a 1’adjuvant, au LPS et a I'IL-1 dans de
nombreux tissus (poumons, ceeur, cerveau, rein) [331]. La PGES membranaire, mPGES, est
inductible dans les macrophages stimulés au LPS [332], avec un taux d’induction de I’ordre
de 30 % [287], en particulier dans la phase tardive [138]. Comme PGIS, elle est également
induite chez les cellules endothéliales activées par 'IL-1p [333],[274].

. Aspects post-traductionnels

PGES est une protéine de 17 kDa appartenant a la famille MAPEG (membrane-
associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism), constituée de la 5-LOX
Activating Protein, LTC4 synthase, mGST-2 et -3 [334]. Elle catalyse la conversion de PGH2
en PGE2. Elle est inhibée par des inhibiteurs de FLAP (MK-886) et LTC4, tandis que le
paracétamol et I’indométacine sont sans effet [331]. Outre la forme membranaire (mPGES,
[014684]), il existe une autre isozyme cytosolique (cPGES) de 23 kDa, d’expression
constitutive et uniquement inductible dans le cerveau [335].

PGIS (Q16647) appartient a la superfamille des CYP. C’est une protéine de 57 kDa
d’expression ubiquitaire. Elle catalyse I’isomérisation de PGH2 en PGI2 (EC 5.3.99.4).

A.2.¢) Les lipoxygénases

Les LOX constituent elles-aussi une grande famille trés importante dans le
métabolisme des acides gras et la production d’eicosanoides [336]. On les différencie selon
leur activité catalytique, la 5-LOX oxydant I’AA en position 5, la 12-LOX en position 12, etc.
On pense que cette spécificité catalytique a partir d’un substrat commun est due a la position
du Fe, couplée au volume du site de fixation. Ces 2 facteurs seraient ainsi conjointement liés a
I’accessibilité d’un résidu basique en position 403 [337]. La 5-LOX est une protéine de
78 kDa exclusivement cytosolique dans les macrophages, neutrophiles et éosinophiles latents,
mais a la fois cytosolique et nucléaire dans les macrophages alvéolaires et les mastocytes.
Cette translocation nucléaire est sans conséquence sur sa capacité catalytique [338]. La
5-LOX est la seule LOX a se transloquer dans le noyau (pas la 1-, 3-, 8-, 12-, 15-, ni la 12
R-LOX). Le tonneau P Nt est indispensable & la translocation, et les seuls 5 résidus
supplémentaires de 5-LOX expliquent cette spécificité (les tonneaux p de 12- ou 15-LOX ne
transloquent pas) [339]. Cette propriété pourrait étre le fait de partenaires protéiques, puisque
des expériences de double hybride et de co-immunoprécipitation ont révélé que 5-LOX
interagit avec différentes protéines, dont une cactosin-like protein, TRAP-1 (TGFB R-I
associated protein-1) et I’homologue d’une protéine nucléaire de Caenorhabditis elegans
[340].

Les LOX catalysent I’hydroperoxydation de I’AA. Une réduction transforme ensuite le
HPETE produit en HETE, comme schématisé ci-dessous pour la 12-LOX [341].
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Figure 34 Schéma réactionnel de la réaction catalysée par les LOX

La 12-LOX est prise comme exemple, produisant de I’hydroperoxy-eicosatetraénoate (HPETE) puis
de I’hydroxy-eicosatetraénoate (HETE) a partir d’AA

Les LOX sont stéréospécifiques et ne produisent que des S-HETE. 1l existe cependant
une 12-R-LOX, différente de la 12-S-LOX classique, transformant I’AA en 12-R-HPETE a
98 % [342].

Les LOX ont de nombreux points communs avec les COX : elles peuvent accepter
différents substrats, étre a ’origine de plusieurs produits et subissent une auto-inactivation.
Ainsi la 12-LOX oxyde les 1- et 2-AG et produit les 12-HPETE et 12-S-HETE
correspondants. La cinétique réactionnelle est plus lente qu’avec le substrat type AA, mais
comme 1’auto-inactivation est également ralentie, I’efficacité globale est identique [343]. La
15-LOX-L1 de graine de Soja ne produit que du 15-HPETE a faibles concentrations en AA,
mais génére aussi du 5-,15-diHPETE et du 8-,15-diHPETE a plus fortes concentrations. La
15-LOX de mammiféres est aussi a [’origine de 12-HPETE en plus du 15-HPETE [341].
Comme COX, elle est rapidement auto-inactivée (en 1-2 min) [344].

Contrairement aux COX cependant, leur propre produit n’est pas qu’un intermédiaire
dans une voie métabolique (en 1’occurrence pour la production de LT et des lipoxines a partir
de HPETE) mais peut aussi constituer le produit final puisque les HETE et HPETE ont de
nombreuses fonctions biologiques [345],[346]. Ainsi, 15-HETE est responsable de I’induction
de CD36 dans les macrophages [347], S-HETE stimule la prolifération de cellules
cancéreuses [348]. A I'instar des COX, les HETE et HPETE produits par les LOX sont aussi
substrats d’autres enzymes de la cascade de I’AA, comme la 5-HPETE déhydratase a I’origine
de LTAA4, et sont également a I’origine des lipoxines et hepoxilines [349], qui ont elles-méme
de multiples rdles biologiques [350],[351]. Le profil métabolique des LOX dans les
macrophages est ainsi 12-HETE > 15-HETE > 5-HETE > LTB > 6-trans-LTB > 6-trans-12-
epi-LTB et des lipoxines A et B [352]. Beaucoup moins étudiée que la série 2 des Tx, la série
3 est cependant importante quantitativement : la production de TxB3 dépasse ainsi de 7 fois
celle de TxB2 aprés incubation d’EPA avec des artéres pulmonaires et de 3 fois avec des
plaquettes [353] ; mais on ne connait guere leur importance biologique.

A. 2. 1) Couplages fonctionnels : continuité et
amplification du signal

. Couplages : aspects transcriptionnels

Coexpressions coordonnées

Nous avons vu que [’initiation de la réponse inflammatoire s’accompagnait de la
transcription simultanée, mais a différents taux, de nombreux geénes de médiateurs de
I’inflammation comme les cytokines. De méme, certaines enzymes de la cascade de 'AA
présentent une induction concomitante, voire coordonnée. C’est le cas pour COX-2 et mPGES
dans les macrophages [332]. Le coactivateur de PLA2, la PLAA est inductible au LPS et a
I’IL-1, et son messager apparait en 2-10 min (la protéine en 15-30 min) dans les macrophages,
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avant cPL2 (dont Ia protéine apparait en 2-4 h) et COX-2 (8 h). In vivo également, il existe
une induction de PLAA, cPLA2 et sPLA2 dans les pathologies inflammatoires [127]. La
phase tardive de réponse des macrophages (entre 3 et 24 h) est associée a 1’induction
concomitante de COX-2, PGES, cPLA2 et sPLA2,[138] en particulier V-sPLA2 [173].

Dans le processus de cicatrisation également, il existe une expression coordonnée de IIA-,
V-sPLA2 et COX-2 dans les keratinocytes [354].

Feedbacks croisés

De nombreux acteurs de la réponse inflammatoire stimulent la production d’autres, en
dessinant des boucles d’auto-amplification. C’est bien entendu le cas pour les cytokines et
chemokines et pour d’autres protéines a activité cytokine-like, comme le domaine Nt de la
tRNA synthétase P43 qui active la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-8,
MIPx, IL-1B, ICAM-1) et le récepteur a I'IL-7 [355]. Mais des produits enzymatiques
participent aussi a la perpétuation du signal, soit par un feedback positif, soit en activant une
voie pro-inflammatoire voisine.

C’est ainsi que le NO induit IIA-sPLA2 dans les cellules mésengliales [356]. Il induit
aussi COX-2 en 4-8 h dans les macrophages, en synergie probablement avec PGE2 [357].
Mais son effet sur I’expression de COX-2 dépend de la dose : il est inducteur jusqu’a 100 uM
mais répresseur au-dela [358]. Dans la synoviale inflammatoire, ot les cellules endothéliales
et les macrophages infiltrés sont source de cytokines et de NO, celui-ci est responsable de
I’induction de COX-2 dans les synoviocytes, via NFxB [359]. Les effets du NO dépendent

souvent du générateur utilisé, cependant dans les astrocytes, NO°, NO3', NO* et NO
induisent COX-2 en synergie avec le LPS. Cette étude montre en outre que les effets du NO

dépendent fortement des conditions redox du milieu [107]. Le NO augmente la quantité d’AA
libre dans les ilots pancréatiques, en inhibant son estérification, et favorise ainsi son
utilisation par les enzymes de la synthése des eicosanoides: c’est ainsi que dans ces
conditions, la quantité de PGE2 et de 12-S-HETE augmente [360].

Les AG, en particulier I’ AA, le linoléate et I’oléate, activent la libération d’ AA induite
par I'IL-1 via IIA-sPLA2, constituant un autre exemple de feedback positif [146]. PGE2 en
est un autre, qui potentialise I’induction de COX-2 par le LPS chez les monocytes [202]. De
plus, PGE2 stabilise le messager de COX-2 via les ARE distaux et proximaux du 3’UTR dans
des fibroblastes synoviaux activés & I’IL-1, ce qui, a 0,1 uM, se traduit par une demi-vie de
13 h au lieu de 0,85 h, et permet un taux de présence maximal du transcrit de 2 a 48 h [229].
Chez les PLA2, les couplages sont aussi trés importants : ainsi, I’expression de V-sPLA2 est
réprimée par linhibition de cPLA2. L’inhibition de V-sPLLA2 ou de cPLA2 réprime
également COX-2 chez les macrophages [173]. L’administration de PLLA2 synoviale in vivo
conduit 2 une réponse inflammatoire associée a une induction de sPLA2 mais pas de cPLA2
dans différents types cellulaires [128].

) Couplages : aspects post-traductionnels

Des produits de la cascade de I'AA et du NO

Des couplages fonctionnels ont été mis en évidence au niveau enzymatique, en
particulier entre les voies NOS et COX. Le NO est cosubstrat réducteur de ’activité PER de
COX-1 et COX-2, en fixant I’héme Fe II. COX est ainsi nitrosylée (via Y385) aprés
incubation avec le NO [361]. Cependant, les conséquences catalytiques rapportées sont
contradictoires, certains auteurs montrant une stimulation, d’autres une inhibition, d’autres
enfin ne notent pas d’effet [362]. Via le peroxynitrite, le NO active COX-1 et COX-2
purifiées (Iégérement plus COX-1 que COX-2) ainsi que les COX de macrophages. Il réagit
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aussi avec d’autres peroxydases & h¢me mais pas a Se [363]. NO est aussi catalytiquement
« consommé » par COX-1 durant ’agrégation plaquettaire [364].

Cependant, d’autres études ont rapporté que le NO inhibe la production de PG dans
des microsomes de macrophages. Le peroxynitrite inhibe également COX-1 et COX-2
cellulaires avec une ICso de 60 uM, ce qui correspond a la concentration de NO mesurée chez
des macrophages activés par LPS + IFN [358].

Le NO est cosubstrat réducteur et favorise ainsi [’activité PER, mais il est
simultanément inhibiteur de I’activité COX, ce qui globalement lui confére peu d’effet chez
les macrophages [365]. Comme nous ’avons vu précédemment, les conditions redox et le
donneur de NO utilisés expliquent probablement ces discordances : ainsi il a été rapporté que
NO™ active les COX-1 cellulaires tandis que NO° les inhibe [366]. Dans des systémes
cellulaires complets, le taux d’expression relatif de COX-1 et COX-2 aurait également son
importance puisqu’on rapporte qu’en réponse au NO, il existe une augmentation de la
production de PGE2 dans des fibroblastes COX-2 KO et une inhibition chez les COX-1 KO
[361].

La 15-LOX «consomme » aussi le NO sans modification du profil de ses produits, ni
nitration de 1’enzyme, mais avec une inhibition réversible de la formation de 13-HPODE a
partir de LA [367].

En retour, PGG2 et 15-HPETE stimulent I’activité NOS en présence d’ATP (EC50 =
0,2 uM). 1l s’agit d’un effet dépendant des hydroperoxydes puisque PGH2 et 15-HETE sont
sans effet [368].

Chez les PLA2 aussi, il existe un certain nombre de couplages, bien que, comme nous

—-1’avons vu-précédemment; il soit-souvent-difficile-de-savoir si-les-phénomenes-sont-liés-a-leur - -

activité enzymatique ou a la fixation aux récepteurs des sPLA2. IB-PLA2 et V-sPLA2
provoquent la phosphorylation et I’activation des MAPK P42, P44, P38 et de cPLA2 entre 5
et 10 min ainsi que la libération d’AA et de PGI2. Leur effet est médié par cPLAZ2q.
Cependant, le cross-talk sPLLA2 / cPLA2 est spécifique du type cellulaire : chez les astrocytes
et les cellules mésengliales, sPLA2 exogeéne stimule l’activit¢ de cPLA2. Chez les
fibroblastes, 1’activation de cPLA2 est nécessaire a I’initiation de I’activité sPLLA2 et a son
induction. Chez les plaquettes, cPLA2 est la seule active alors que les 2 sont exprimées. Chez
les macrophages, cPLA2 est nécessaire a la fonction de sPLA2 et a son expression [144] ;
chez les neutrophiles, SPLA2 inhibe la formation de LTB4 qui active alors cPLA2 [369]. Des
couplages impliquent d’autres phospholipases, comme celui reliant PLPD2 mais pas PLPD1 a
cPLA2 et IIA-sPLA2 pour la production de PGE2 [370]. Chez les neutrophiles, LTB4,
5-HETE et 5-oxo-HETE stimulent cPLA2, probablement en favorisant sa phosphorylation
[369].

Partenariats privilégiés

Le profil métabolique cellulaire de I’AA montre clairement qu’il existe des couplages
fonctionnels entre 1’activité de certaines enzymes. A partir d’AA exogeéne comme endogene,
COX-1 est ainsi a ’origine de 60 % des métabolites d’AA, contre 30 % pour les voies LOX.
PGI2, TxA2, PGD2 et HHT sont les principaux produits issus de la voie COX-1, LTB4 et
5-HETE ceux des voies LOX. L’ajout d’indométacine augmente la proportion d’AA non
métabolisé et celle de 12-HETE. COX-2 métabolise quant a elle 85 % de ’AA (PGI2 et
PGE2 a 85 %), le reste formant 5-HETE [287]. Quand les 2 enzymes sont présentes, PGE2 est
surtout issu de la voie COX-2, PGD2 de la voie COX-1 et TxB des deux [371].

En combinant les transfections et cotransfections des acteurs de la cascade de I’AA, on
a tenté de construire un modeéle des interactions unissant les COX aux PLA2, en se focalisant
sur les cinétiques de réponse au stimulus. En réponse immédiate (aprés quelques minutes de
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stimulation par un ionophore ou la bradykinine), les deux COX produisent autant de PGE2,
alors qu’en phase tardive (stimulation par I'IL-1 + sérum), COX-2 produit beaucoup plus de
PGE2. iPLA2 liée a COX-1 dans la réponse précoce n’est pas impliquée dans la réponse
tardive. En coculture, sPLA; a un réle paracrine en augmentant la production de PGE2 des
cellules voisines, mais pas les autres PLA2 [176]. Le modéele a été complété en montrant que
cPLA2 et sPLA2 sont associées pour la production de PGE2 par COX-2 [232]. Jusqu'a
10 uM d’AA exogene, COX-2 produit deux fois plus de PGE2 que COX-1, mais au-dela, la
production de COX-1 rend négligeable celle de COX-2. Par ailleurs, le produit de COX-2
peut activer la production d’AA (boucle d’auto-amplification). Malheureusement, ce genre de
modele achoppe a la simplification que constitue 1’étude de voies aussi complexes par
transfection, en ne respectant ni I’équilibre d’expression des différentes enzymes ni le
phénotype d’un type cellulaire donné. Nous avons en effet vu que, chez le macrophage, par
exemple, PGE2 est essentiellement issue du métabolisme de COX-2 et tres peu produit par la
voie COX-1.

En aval de COX, il existe également des couplages préférentiels avec les PGS. Dans
des cellules endothéliales, I'TL-1 double la production de TxA2, multiplie par 50 le taux de
PGI2 et par 80 celui de PGE2. Un ISC n’inhibe que la production de PGE2 et de PGI2, ce qui
montre qu’il existe un lien entre COX-2, PGIS et PGES, de méme qu’entre TxS et COX-1
[333]. Par immunocytologie, on a montré que mPGES, PGIS et TxS sont périnucléaires et
associées sélectivement a COX-2, en phase précoce et tardive, tandis que cPGES est, quant a
elle, associée a COX-1. PGDS travaille soit avec COX-1 en phase immédiate, soit avec
COX-2 en phase tardive. Le couplage dépend aussi de la concentration en AA [372]. De
meéme, la cotransfection de mPGES avec COX-1 produit beaucoup moins de PGE2 qu’avec
COX-2 [332]. Chez les macrophages, I'utilisation d’antisens a montré que la production de
PGE2 en phase tardive dépend de V-sPLA2 et de COX-2, mais pas de iPLA2 [144]. Dans des
cellules endothéliales, PGIS est colocalisée avec COX-1 dans le RE mais surtout dans la
région périnucléaire et I’enveloppe nucléaire. Aprés induction, COX-2 est située dans des
structures vésiculaires, non associée a PGIS [373].

Synthéses transcellulaires

Des cellules n’expriment pas certaines enzymes de la cascade de I’AA mais cooperent
avec d’autres pour produire certains eicosanoides. C’est le cas des cellules endothéliales qui
liberent PGH2 dans le milieu ol il est métabolisé en TxB2 par les plaquettes [193]. Les
neutrophiles, exprimant la 5-LOX, la 5-LOX activating protein et la LTA4 hydrolase, mais
pas la LTC4 synthase, peuvent également prendre en charge I’AA 1ibéré par les cellules
endothéliales pour produire LTB4. L’activité conjointe des plaquettes, des cellules
endothéliales et des neutrophiles est ainsi une source de cysteinyl-leukotriénes (Cys-LT),
LTB4, LTC4 [374]). Une voie de synthese transcellulaire relie encore les chondrocytes
exprimant les LTA4 hydrolase et LTC4 synthase aux PMN exprimant la 5-LOX [286].

Les sPLA2 produites par un type cellulaire (IIA- et V-sPLA2) peuvent se fixer aux
récepteurs aux sPLA2 de cellules voisines pour jouer un rdle paracrine [176]. Les sPLA2
produites par les mastocytes sont également capable d’activer la production de PGE2 par les
fibroblastes [181].

Il est probable que ces coopérations cellulaires permettent un ciblage de la production
d’eicosanoides donnés & un endroit et un moment précis, ce qui ne serait pas si toutes ces
cellules exprimaient I’ensemble des enzymes de la cascade de I’ AA.

Tous les couplages fonctionnels, que nous avons vus, sous différentes formes,
concourent a la propagation et I’amplification du signal inflammatoire, en plus de différents
facteurs dont la fonction propre est d’activer certains acteurs pro-inflammatoires. La PLAA en
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est un exemple, comme la protéine TWEAK, membre de la famille TNF, qui est trés
rapidement traduite a partir d’'un stock de messager pré-existant en phase inflammatoire
naissante [375].

A. 3. Régulation de la réponse et résolution de
I'inflammation

Suite aux stimuli pro-inflammatoires, la réponse inflammatoire s’est propagée et a
gagné différents types cellulaires. Dans des conditions normales et non pathologiques, elle est
ensuite résorbée et disparait quand le facteur déclenchant est éliminé. L’étude et la
compréhension de cette phase de résolution n’en sont qu’a leurs débuts et on n’en sait que peu
de choses. Elle semble cependant impliquer les mémes acteurs que ceux de la phase
inflammatoire, en particulier la voie de synthése des PG.

A.3.a) Disparition des médiateurs et des facteurs pro-
inflammatoires

Cette régulation est complexe et encore mal connue mais on sait, par exemple, que
l'activité de IL1o et IL1P est régulée par un antagoniste du récepteur IL-1RI (IL-1RA) et un
récepteur « gratuit », IL-1RII, limitant I’action de la cytokine. IL-1RII inhibe ainsi fortement
la production de facteurs induits par IL-1, comme NO et PGE2 dans le chondrocyte. Il existe
une sous-expression de IL-1RII et IL-1RA dans le cartilage de patients arthritiques par
rapport au cartilage sain. Il est notable que IL-1RII n’est pas produit dans le cartilage ou sa
présence n’est donc permise que par le plasma [376]. L’IFNy, TNFq, IL2, IL4 sont inhibés
par des récepteurs solubles et des cytokines (IL10, TGFg) peuvent encore en inhiber d'autres.

° Catabolisme des PG

Les petits médiateurs moléculaires de I’inflammation ont une durée de vie trés courte,
ce qui limite leur effet systémique. Les estimations de la demi-vie du NO sont assez
divergentes, mais ne dépassent pas quelques secondes [377]. Les PG subissent une
inactivation trés rapide par oxydation en position 15, catalysée par une
15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase (EC 1.1.1.141) [328],[378], ou en position ® par
des P450. Des CYP hydroxylent les eicosanoides, comme le CYP4all qui métabolise les AG
dans le foie et les reins, le CYP4f2 le LTB4 dans le foie [379]. Il existe aussi nombre
d’oxydations non enzymatiques de ces composés, comme la voie des LG que nous
développerons plus tard.

. Inhibition des COX

Au niveau transcriptionnel, le NO provoque une glutathionylation de Jun. Cette
modification du facteur de transcription inhibe sa fixation a I’ADN et peut ainsi constituer un
rétrocontrole négatif sur de nombreux génes surexprimés pendant I’inflammation [380]. Le
NO nitrosyle également d’autres facteurs de transcription comme NF«B [381], et plusieurs
autres protéines, par un mécanisme auto-catalytique [382]. Chez les macrophages, le TNFa a
une action biphasique sur I’expression de COX-2 : il augmente la transcription jusqu’a 3 h de
1 a2 10 ng/mL. Apres lavage, le TNFa (50 ng/mL) réprime cette fois COX-2. 1l est difficile de
dire si c’est la dose ou la cinétique le facteur responsable, mais on voit que TNFa, acquiert des
propriétés anti-inflammatoires [205], soit aprés un temps d’action pro-inflammatoire, soit
quand il a atteint une concentration critique. Une fois encore, on constate des disparités de
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réponse anti-inflammatoire entre types cellulaires : IL-4 et IL-10 répriment COX-2 chez les
monocytes, mais pas chez les PMN [204].

Bien siir, la régulation négative de la voie COX passe aussi par une répression de son
expression. P53 joue ce role par une compétition avec TBP pour fixer le promoteur de COX-2
[383]. PGE2, PGI2 et I’AA participent aussi a un feedback négatif réprimant COX-2 et iNOS
chez les macrophages [384], de méme que TGFp [113].

Au stade post-traductionnel, PGE2 dessine une boucle de feedback négatif en activant
PKa inhibitrice de la voie MAPK, elle-méme responsable de I’activation de cPLA2:
indirectement donc, le produit de COX la prive de substrat [162]. De fagon convergente, un
autre produit issu de la voie COX, PGF2 active quant a lui PKc qui down-régule cPLA2.

Nous avons vu que la plupart des enzymes produisant les eicosanoides ont des auto-
inactivations trés rapides, qui concernent la COX, la Tx synthase, le PGI synthase, la LTA4
hydrolase, les 5-, 12- et 15-LOX [385].

Le NO et le peroxynitrite pourraient étre d’autres inhibiteurs [358], mais les travaux
concernant leurs implications dans la synthése des eicosanoides sont souvent contradictoires.

Différents inhibiteurs de COX ont été décrits ou mis en évidence, comme le GSH., Les
autres substrats de COX que I’AA pourraient également constituer des inhibiteurs, sous forme
de substrats gratuits : I’EPA est ainsi mauvais substrat a ’origine de PGH3, mais il est
excellent inhibiteur compétitif de I’ AA pour la production de PGH2 [273]. De plus, les COX
peuvent étre acylées : ’incubation de plaquettes avec I’AA résulte en effet en une formation
d’adduits concernant 10 a 15 protéines dont COX-1 simultanément inhibée [386]. Ce
processus implique probablement un métabolite de COX elle-méme, puisqu’on peut aussi
I’observer avec COX-1 purifiée. 11 différe de I’auto-inactivation proprement dite, car celle-ci
est atteinte & 96 % en 1 min tandis qu’on ne mesure que 0,5 mol d’adduit par mol de COX en
10 min [387]. Ces adduits pourraient étre le fait de 1évuglandines (L.G) comme LGE2 et
LGD2 formant 20 % des dérivés de PGH2 incubée dans I’eau (le reste étant essentiellement
PGE2 et PGD2). Ces composés permettent un taux d’adduits de 9,3 mol par mol de COX-2
aprés 2 min d’incubation pour 59 mol d’AA oxydé. Les adduits se forment avec des Lys (base
de Schiff et lactame). Cette formation d’adduit est également observée avec des protéines
normalement acétylées comme 1’ubiquitine et des histones, en créant des polymérisations de
protéines [388].

COX peut encore étre régulée négativement par une déplétion en substrats issus des
PLLA2. La plupart des cellules sont naturellement sensibles aux sPLLA2, dont IIA- et V-sPLA2,
mais se désensibilisent aprés contact avec I’enzyme. La lysolecithine, comme les 1-palmitoyl-
2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine, 1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine,
1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-(phospho-1-glycérol) reversent ou préviennent cette
résistance, en partie via cPLA2. La réversion de la résistance des cellules s’accompagne d’un
mouvement translamellaire des PL puisque PE se retrouve en surface cellulaire.
Simultanément, les cellules libérent des vésicules contenant PE et PC. On peut donc supposer
que I’insensibilisation est au moins en partie due a 1’épuisement des PE du feuillet externe,
substrat préférentiel de la IIA-PLA2 [168]. Cette insensibilisation des cellules aux sPLA2
pourrait aussi participer a la résolution de I'inflammation.

. Apoptose des cellules activées

La disparition des cellules activées, qui se sont plus ou moins spécialisées dans la
production de molécules pro-inflammatoires, est encore une stratégie de régulation. Une
accumulation des AG, et de I’AA tout particuliérement, accompagne souvent 1’apoptose
[389]. On peut donc supposer que 1’inhibition des enzymes de la cascade de I’AA, que ce soit
par auto-inactivation ou par d’autres facteurs, provoque une accumulation de produits de
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PLA2 et puisse étre un déclencheur de I’apoptose. Chez des cellules cancéreuses, I’inhibition
de 5-LLOX induit une apoptose rapide, associée a la carence en S-HETE [348].

Les PPAR sont cruciaux dans ces phénomeénes d’apoptose. PPARa et y induisent ainsi
I’apoptose chez les macrophages saturés en lipides [390]. L’action pro-apoptotique des PPAR
est certainement liée a leur inhibition de NFxB, lui-méme crucial dans la survie cellulaire.

Le nettoyage des cellules apoptotiques par les phagocytes appartient a la phase ultime
de la résolution. La reconnaissance de ces cellules est permise par des modifications de
surface : exposition de glucides spécifiques (lectines) et formation de ponts intercellulaires
(thrombospondine, C3b). La phagocytose est également associée & une perte d’asymétrie des
PL de surface cellulaire, en particulier par la présence de PS sur le feuillet externe : des
cellules incapables d’exposer la PS en surface ne sont pas phagocytées, méme quand elles
sont apoptotiques [391]. L’insensibilisation des cellules aux sPLA2, que nous avons décrite
précédemment, s’accompagne de I’exposition de lipides du feuillet interne en surface. 1 est
donc probable que la PS suive le méme mouvement, induisant ainsi peut étre la phagocytose
de cellules activées.

A.3.Db) Apparition des acteurs anti-inflammatoires
. Protéines a action anti-inflammatoire

Plusieurs protéines et enzymes ont des fonctions anti-inflammatoires. C’est le cas
d’Hsp72 et de son facteur de transcription HSF-1, par exemple. Ces 2 protéines sont actives et
surexprimées dans les cellules infiltrées 48 h aprés le stimulus, quand 1’inflammation qui était
optimale a 24 h est en régression. L’injection du RE de HSF de Hsp72 dans la cavité pleurale
augmente la réponse inflammatoire, en corrélation avec une diminution de 1’expression de
Hsp72 et de la fixation de HSF-1 a son promoteur, ce qui démontre un role anti-inflammatoire
de Hsp72 [392].

Un autre membre de la famille de Hsp70, ’héme oxygenase-1 (HO-1) a également des
propriétés anti-inflammatoires, comme I’hémine, un inducteur de HO-1, & partir de 24 h apres
le stimulus [393]. Le contexte cellulaire est cependant essentiel car dans d’autres
circonstances, HO-1 est plutdt pro-inflammatoire [394].

La lipocortine, protéine de 40 kDa fixée aux membranes de monocytes et neutrophiles
de fagon dépendante du Ca®, inhibe I'activité des sPLA2 [206]. Parmi les lipocortines
(Annexines 1 a 5), c’est en fait I’annexine-1 qui inhibe cPLA2 par interaction directe et pas
par déplétion de substrat PL [170].

o PPAR et les cyclopentenones

Nous I’avons vu, de nombreux effecteurs aux actions pro-inflammatoires, le NO et les
PG par exemple, peuvent aussi avoir des roles anti-inflammatoires, tout au moins agir dans le
sens d’une résolution de I’inflammation dans d’autres circonstances. C’est aussi le cas pour
les facteurs de transcription que sont les PPAR.

PPARYy

Des ligands de PPARY inhibent ’adhésion des monocytes aux cellules endothéliales et
aux neutrophiles en diminuant I’expression de VCAM-1 et de la E-Sélectine [395]. Cette
répression de la glycoprotéine de surface E-Sélectine des cellules endothéliales vasculaires
passe par la fixation de LRF-1/ATF-3 sur le site NF-ELAM-1 du promoteur [396]. PPARy
inhibe aussi I’activation des macrophages et y réprime iNOS, Gel B et Scavenger A. Cette
répression passe probablement par une inhibition des facteurs de transcription AP-1, NF«kB et
STAT-1 [397].
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PPARYy régule aussi I’expression de nombreuses enzymes majeures de I’inflammation.
Son expression est elle-méme induite par certains facteurs humoraux produits durant
I'inflammation : IL-4, GM-CSF mais ni I'IL-1 ni le TNF, induisent PPARyl dans les
macrophages. PPARy induit CD36 mais réprime iNOS, probablement via des produits de la
voie 12/15-LOX (13-HODE ou 15-HETE) [347]. Le 15dPGJ2 (ligand de PPARY) réprime la
protéase GelB, iNOS et COX-2 et la production d’IL-1 par les macrophages. Il réprime
encore des cytokines comme Il-1, TNF et IL-6 chez les monocytes, probablement par
I’inhibition de AP1 [398].

Enfin, PPARY induit des facteurs anti-inflammatoires, comme Hsp70, HSF-1 et HO-1
[399].

Le 15dPGJ2, mais pas PGE2, PGF20, PGA1 ni PGD2, réprime COX-2 et cPLA2 et
5-LOX dans les fibroblastes synoviaux rhumatoides activés par I'IL-1 ; cependant, PPARY ne
semble pas impliqué (la troglitazone et un anticorps anti-PPARYy sont sans effet) [400]. 11 faut
dire que dans ces processus également, le type cellulaire est discriminant. Si PPARy est a
Iorigine du rétrocontrdle de I’expression de COX-2 par 15dPGJ2 dans les macrophages, ce
n’est pas le cas dans les cellules endothéliales. Le taux d’expression ou d’activation de ce
récepteur nucléaire explique probablement cette contradiction car la transfection des cellules
endothéliales avec PPARY leur confere le méme comportement que les macrophages [401].
La voie utilisée pour I’'induction joue peut-&tre aussi puisque PPARYy a été rapporté répresseur
de COX-2 dans ces mémes cellules endothéliales activées par le PMA, par un mécanisme
impliquant AP-1 au site CRE mais pas NF-IL-6 ni NF«B [402].

PPARa

Une autre isoforme, PPARq, a aussi des propriétés anti-inflammatoires. In vivo, des
souris PPARa KO présentent une réponse inflammatoire plus longue que les sauvages, ce qui
suggere un role anti-inflammatoire pour son ligand naturel supposé, le LTB4 [74]. Des aortes
de souris PPARa KO ont également une réponse inflammatoire exacerbée. La répression
d’IL-6 exercée par PPARa [403] passe par une interaction avec le RE de NF«kB et de AP-1.
Le Nt du LBD fixe Jun tandis que le Ct se lic a NFxB. L’interférence est réciproque, puisque
P65 et Jun inhibent la transactivation de PPARa et vice versa [61]. Ce sont des agonistes de
PPARa et pas v qui répriment I1.-6 et COX-2 dans les SMC [403]. Dans les SMC et les
hépatocytes, ’activation de PPARa réprime les génes pro-inflammatoires (VCAM-1, COX-2,
IL-6) et interfere négativement avec NFkB. IIs induisent également IkBa [404].

L’activité anti-inflammatoire de PPARa est elle-méme régulée par des cytokines. En
effet, le facteur STAT-5b, activé par phosphorylation en réponse a IL-2, IL-3 et IL-5, inhibe
la transcription de genes sous contréle de PPAR [405]. Cette inhibition a pour cible la
fonction AF1 des 3 PPAR, mais n’est pas due a une compétition pour le PPRE ni a une
interaction protéine / protéine entre STAT et PPAR [406].

Outre leur activation de PPARy, les cyclopentenones ont une fonction anti-
inflammatoire, en inhibant directement IKKp, kinase responsable de la phosphorylation de
IxB [407].

o COX-2 et les PG

L’induction et Dactivité des COX suivent plusieurs phases, durant la réponse
inflammatoire. Dans les mastocytes, COX-1 et TxS sont essentielles dans la réponse
immédiate (1h), qui se caractérise par une faible production de PGE2 comparativement a
TxB2, tandis que COX-2 devient prépondérante dans la phase tardive (vers 4 h), ol on
observe une forte production de PGE2, par un couplage fonctionnel entre COX-2 et PGES
[138]. cPLA2 est indispensable dans les 2 phases [172]. Nous avons vu précédemment qu’elle
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est a la fois source de substrat pour COX et indispensable a ’induction de V-sPLLA2 et de
COX-2 durant cette phase tardive [173].

Dans une phase encore plus tardive (12-24 h) COX-2 est a4 nouveau up-régulée chez
les cellules inflammatoires, qui ne produisent alors plus de PGE2 mais PGD2 et 15dPGJ2
dont nous avons vu les effets anti-inflammatoires [408]. La surexpression de COX-2, comme
la production de 15dPGJI2, PGA1 et PGA2 inhibent la translocation nucléaire de NFxB [32].
PGF2a pourrait aussi avoir des propriétés anti-inflammatoires car il a une action opposée a
PGE2 dans la formation de I’cedéme ; il est lui aussi produit tardivement (48 h) [393]. Plus
que les produits enzymatiques eux-mémes, c’est peut-€tre 1’équilibre PGE2 / PGD2 /
15dPGJ2 qui distingue I’effet pro- ou anti-inflammatoire de COX-2. L’équilibre NO / PGE2
pourrait constituer un autre facteur clef. En effet, si la quantité de NO est maximale avant 6 h
dans un modele d’inflammation chronique in vivo quand celle de PGE2 n’a pas encore
augmenté, on observe une inversion de ce rapport de concentration en phase de résolution
apres 15 j, ou le taux de PGE2 est maximal quand NO est minimal [409]. L’activité de iNOS
est ainsi importante en phase aigu€ (6 h) et chronique (7 j) puis diminue en début de phase de
résolution pour remonter a partir de 21 j [5].

Il a été émis I’hypothése quune COX-3 putative pourrait €tre a I'origine de la
modification de profil métabolique observée en phase de résolution [410, 411].

. Autres eicosanoides

EET et HETE

Les EET (époxy-eicosatriénoates) issus du métabolisme de I’AA par des CYP ont de
nombreuses fonctions biologiques, dont des propriétés anti-inflammatoires [346],[412]. 1ls
répriment ainsi des molécules d’adhésion comme VCAM et la E-Sélectine [413]. Leurs effets
sont modulés par les diverses FABP intracellulaires pour lesquelles ils entrent en compétition
avec I’AA : la hFABP fixe ainsi les EET et HETE, avec une affinité 10 et 50 fois moindre que
I’AA respectivement [414].

Les divers HETE sont produits a la fois par les COX (produits secondaires, en général)
et les LOX. Ces composés ont de nombreuses propriétés associées a un rdle anti-
inflammatoire : le 15-HETE inhibe ainsi la production d’anion superoxyde par les PMN, via
I’inhibition de la PLPc [415]. Les 15-R et 15-S-HETE inhibent la production de LTB4 par les
PMN [416]. Chez les neutrophiles, le 5-HETE est rapidement incorporé dans les lipides, via
la formation de 5-HETE-CoA, ce qui limite son action. Son dérivé 5-oxo-HETE est lui moins
sensible a ce métabolisme et peut se fixer a un GPCR [417]. La production des HETE est loin
d’étre marginale, méme si elle est beaucoup moins étudiée que celle des PG ; ainsi les
plaquettes stimulées au collagéne produisent 2,5 fois plus de 12-HETE que de TxB2, et 4 fois
plus que de 8-epi-PGF2a. In vivo, la concentration plasmatique de TxB2 atteint 250 ng/mL
tandis qu’on retrouve 230 pg/mL de 8-epi-PGF2a [418].

Lipoxines

Les principales lipoxines sont LxA4 et LxB4 (Figure 35). Elles sont issues du
métabolisme transcellulaire de I’ AA par les voies LOX. En effet, la biosynthése des lipoxines
requiert 1’action séquentielle de 2 LOX ; or les cellules expriment rarement 2 LOX (mis a part
les leucocytes disposant de 5- et 12-LOX). Leur synthése débute par la formation de LTA4
par la 5-LOX ensuite transformé en LxA4 par la 12-LOX. Le 15-R-HETE peut quant lui étre
métabolis€ en 15-epi-LxA4 et 15-epi-LxB4 par la 5-LOX. Les Lx et epi-Lx ont de
nombreuses propriétés associées a un rdle anti-inflammatoire, comme 1’inhibition du trafic
des PMN et éosinophiles, la stimulation du nettoyage des cellules apoptotiques au site
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inflammatoire et la modulation de I’activité de métalloprotéases stimulées par les cytokines
[419]. Le 15-epi-LxA4 inhibe aussi I’adhésion des PMN [420]. Le LxA4 et le 15-epi-LxA4
inhibent I'infiltration des neutrophiles dans un mode¢le inflammatoire, probablement par la
fixation a leur récepteur LxA4R, trés exprimé chez les neutrophiles [421]. Ce récepteur est
inductible par I'IL-1 chez les fibroblastes synoviaux, ou LxA4 rég)rime IL-6, IL.-8 et MMP-3.
1l induit en revanche TIMP-1 et -2, & des concentrations de 107" 2 10° M [422]. Outre ce
récepteur, le 15-epi-LxA4 est aussi ligand de LTD4-R mais pas de LTB4-R [423]. Le LxA4
inhibe 2 faibles concentrations (1-10 nM) la production d’anion superoxyde et la libération
d’IL-1 par les PMN [424].

Parmi les produits des voies LOX, les hépoxilines (hydropéroxydes formés par la voie
12-L.OX) pourraient aussi présenter des effets anti-inflammatoires. Elles ont de nombreuses
fonctions biologiques in vitro mais sont instables. HxA3 et HxB3 inhibent ainsi faiblement
I’agrégation plaquettaire [425]. Leur principal mode d’action repose sur I’inhibition de la
libération du Ca** par les médiateurs inflammatoires chez les neutrophiles [426].
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Figure 35 Structure chimique des lipoxines principales

B. Les anti-inflammatoires propioniques

B. 1. Place dans la thérapie

Parmi les anti-inflammatoires, on peut distinguer 2 classes majeures, les molécules a
structure chimique stéroide (cortisone, dexaméthasone) et les autres, non stéroidiens. Parmi
ceux-ci, on différencie les anti-inflammatoires non stéroidiens proprement dits (AINS) des
salicylés (aspirine, diflunisal). La découverte de I'isozyme de COX inductible au site
inflammatoire a donné naissance a de nouveaux inhibiteurs sélectifs de COX-2 (ISC).

Il existe plusieurs classifications des anti-inflammatoires non stéroidiens s’appuyant
essentiellement sur le mode d’action par rapport a leur cible principale COX. On distingue
souvent 4 classes :

1. Les inhibiteurs sélectifs de COX-1 (faible dose d’aspirine)

2. Les non sélectifs (forte dose d’aspirine, indométacine)

3. Les préférentiels de COX-2 (méloxicam)

4. Les sélectifs de COX-2 (ISC) (célécoxib, rofécoxib)

II- Place dans la thérapie 67



Une autre classification, plus mécanistique, partage :

1. Les inhibiteurs irréversibles de COX-1 et / ou COX-2 (aspirine, acetoxy-phenyl-

hept-2-ynyl sulfide [APHS])

2. Les compétitifs réversibles de COX-1 ou COX-2 (ibuprofeéne, piroxicam,
méfénamate)

3. Les réversible de dissociation lente «dépendants du temps » (indométacine,
flurbiproféne)

4. Les irréversibles de fixation lente « dépendants du temps » (célécoxib, rofécoxib)
[427].

B.1.a) Anti-inflammatoires stéroidiens

Ils agissent au niveau transcriptionnel de génes impliqués dans l'inflammation, en
réprimant 1’induction des principaux acteurs enzymatiques pro-inflammatoites, et parfois en
up-régulant I’expression de génes anti-inflammatoires. Ainsi le cortisol réprime l'induction de
COX-2 [428], les glucocorticoides répriment iNOS et COX-2 chez les macrophages murins
[429] et dans le cortex rénal [430], et probablement PILA2 [149]. Ils induisent par contre les
lipocortines, inhibiteurs de sPLA2 [431], et diminuent la libération d’AA par I’induction de
Pinhibiteur de cPLA2 P11 [432].

La dexaméthasone réprime COX-2 et PGES chez les macrophages [332], elle inhibe
l'induction de COX-2 induite au LPS via NF«kB [429], et chez les synoviocytes incubés avec
du NO [359]. Elle réprime également COX-2 et cPLA2 des cellules épithéliales [26]. La
répression de COX-2 est associée a la diminution de la fixation de P50 et P65 sur le site
NFxB (-223/-214) de son promoteur [429]. De surcroit, la dexaméthasone augmente
I’instabilité du messager de COX-2, diminuant sa demi-vie de 90 a 40 min [198]. Elle réprime
aussi PGES chez les macrophages [332] et cPLA2 chez les fibroblastes et les cellules
endothéliales [135]. Elle n’a par contre globalement pas d’effet sur I’expression de iNOS ; en
fait, elle réprime iNOS & 30 % mais rallonge la demi-vie de son mRNA chez les SMC
activées par I’'TL-1 [113].

Le cortisol comme la dexaméthasone répriment les molécules d’adhésion que sont la
E-Sélectine et ICAM-1 [433].

Des dérivés stéroidiens triterpénoides répriment iNOS et COX-2 par inhibition de la
libération de IkB dans les macrophages murins [429]. Les lactones de sesquiterpenes
(hélénaline, chamissonolide, extraits de fleurs d'Arnica montana et chamissonis) sont elles-
aussi responsables d'inactivation de NFkB par une acylation directe de P65 qui l'empéche
alors de fixer I’ADN, malgré sa translocation dans le noyau [434].

Dexamethasone Cotisone Helenaline

Figure 36 Structures chimiques de quelques stéroides et composés naturels aux propriétés
anti-inflammatoires
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B.1.b) Salicylés

In vivo chez I’Homme, on distingue 3 doses d’action différentes pour 1’aspirine : a
faible dose (80 mg/j), elle inhibe COX-1 (inhibition de la production de TxA2 par les
plaquettes). A dose moyenne (2 a 4 g/j), elle inhibe COX-1 et COX-2 et bloque la production
de PG. A haute dose (6 a 8 g/j), elle est utilisée comme la cortisone dans les pathologies
inflammatoires, ol son action passe par un mécanisme non totalement résolu. L’aspirine est
inhibiteur irréversible des COX a activité perdurante. En effet, le recovery de I’activité est trés
long : il existe encore une inhibition de COX de 75 % dans la muqueuse gastrique 24 h apres
la prise, et de 85 % aprés 72 h dans les plaquettes. En extrapolant, la muqueuse comme les
plaquettes sont remplacées avant la régénération de leur activité COX (durée de vie des
plaquettes de 10 j et de 3 j pour la muqueuse) [435].

L’ aspirine inhibe les COX par acétylation de S530. La chaine acyle de 1’aspirine a son
importance dans la sélectivité d’inhibition des COX. En effet, si la chaine heptanoyle est
optimale pour I'inhibition des 2 COX, les chaines acétyle (aspirine) et propionyle sont
également assez efficaces. Le valéryle permet une sélectivité pour COX-1 [436]. D’autres
dérivés de I’aspirine, comme le o-(acetoxy-phenyl)hept-2-ynyl sulfide (APHS), conférent en
revanche une sélectivité pour COX-2, alors que l'aspirine est plutdt sélective de COX-1 [437].

L’environnement immédiat de S530 est crucial dans le mécanisme d’acétylation, en
particulier Y348, Y385 et R120 qui forment probablement un réseau de liaisons H [438].
L’acétylation de COX-1 se traduit par une extinction totale de I’activité enzymatique. En
revanche, ’acétylation de COX-2 provoque surtout une modification du profil des produits de
I’enzyme : plus de PGH2 mais davantage de 11-S-HETE et 15-S-HETE et apparition de
15-R-HETE, qui n’est produit que dans ces conditions. Une mutation S530M a les mémes
conséquences catalytiques que 1’acétylation de ’enzyme sauvage. Si on remplace les résidus
discriminants dans le site actif de COX-2 par ceux de son isozyme, on génére le méme
comportement : le triple mutant V434 R513 V523 en IHI (résidus de COX-1) lui procure la
méme perte d’activité, comme V228F acétylée [282]. Le groupement acétyle doit forcer un
réarrangement de 'extrémité o de I’AA, puisque le 15-R-HETE présente une configuration
du OH en 15 opposée a celle des PG [284]. L’acétylation diminue néanmoins I’affinité de
COX-2 pour ’'AA (Km décuplée) et pour les AINS : elle ne fixe plus les diclofénac et
méclofénamate, mais reste inhibée par d’autres AINS (kétoproféne, flurbiprofene, ISC) {439].

Avec d’autres substrats que I’AA, COX-2 se comporte de la méme maniére et avec la
méme stéréochimie : production de 15-HETE-G a partir de 2-AG (15-R a 40 % du 15-HETE,
11-R -HETE a 99 % du 11-HETE) [276].

Si ’aspirine est responsable d’une inhibition irréversible des COX par acétylation, son
métabolite principal, le salicylate n’est pas inhibiteur de COX. Il a néanmoins des propriétés
anti-inflammatoires identiques a l’aspirine, et souligne d’autres modes d’action a fortes
concentrations. Ainsi, l'aspirine et le salicylate inhibent la dégradation de IkB et I'entrée de
NFxB dans le noyau (IC50 # 1 8 2 mM pour les deux) [440]. Cet effet pourrait étre dii a une

inhibition non sélective de kinases (80 % de l'activité kinase cellulaire inhibée, sans effet sur
la viabilité), puisque le salicylate inhibe un bon nombre de facteurs de transcription [441].
Aspirine et salicylate interférent aussi avec la transduction du signal, en diminuant
I’activation de ERK, MEK et la voie AMPc avec une ICso # 1 2 8 mM. Ils inhibent 1’adhésion
des neutrophiles aux cellules endothéliales vers 10 mM [442]. Ils répriment également la
transcription de TNFa, par ]Ja méme voie avec une IC50 # 1 mM [443], et sont répresseurs

encore plus efficaces de COX-2 (EC50 = 1 puM) [444]. L’aspirine, comme le salicylate,
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provoque la libération d’adénosine extracellulaire, qui présente un effet anti-inflammatoire
par fixation a plusieurs récepteurs, mais indépendamment de I’inhibition des COX et de
NF«B [445].

En revanche, seule I’aspirine inhibe iNOS et la réprime a fortes concentrations (30 %
d’inhibition & 3 mM) [446].

Le salicylate peut inhiber la production de PG sans effet direct sur COX ni sur son
expression (I’inhibition de l'activation de NFxB n’apparait pas avant 140 mM). Il semblerait
plutdt agir au niveau de I'approvisionnement de COX en AA (inhibition de PLA» ?) [447].

L’ aspirine pourrait quant a elle priver COX de substrat car elle diminue d’un facteur 3
I’'uptake d’AA et de LA pendant 3 j chez les monocytes [448]. Elle augmente 1’activité PKa
dans les neutrophiles et la concentration en adénosine extracellulaire. Des -effets
transcriptionnels sont probables puisqu’elle augmente en outre la fixation de HSF au DNA
(ECsp # 15 mM) sans activer la transcription des génes sous son contrdle : elle semble ainsi
étre un compétiteur de HSF activé par la chaleur [449].

Indirectement, 1’aspirine agit enfin par I’action anti-inflammatoire des produits issus
de la voie COX-2 acétylée: nous avons vu précédemment que le 15-HETE produit est
substrat des LOX qui produisent les lipoxines. La COX-2 acétylée est ainsi a ’origine de
15-epi-LxA4 et de 15-epi-11-trans-LxA4, par synthése transcellulaire entre des cellules
endothéliales et neutrophiles [420]. Contrairement aux PG et LT (médiateurs essentiellement
pro-inflammatoires), les Lx sont inhibitrices d’événements clefs de 1’inflammation, comme
Iinfiltration des PMN. Les différentes Lx produites ont des efficacités comparables (entre
15-epi-LxA4 / B4 et LxA4 / B4) [422]. Enfin ’aspirine inhibe iNOS et la réprime a fortes
concentrations (30 % d’inhibition a 3 mM) [446].
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Figure 37 Structure chimique de quelques salicylés

B.1.¢) Inhibiteurs sélectifs de COX-2 (ISC)

La découverte d’une forme inductible de COX, et de son implication majeure dans les
processus pro-inflammatoires a amené a penser que des inhibiteurs sélectifs de COX-2 (ISC)
pourraient apporter les effets thérapeutiques des AINS tout en prévenant les effets secondaires
qu’on pensait alors dus uniquement a I’inhibition de COX-1. De nombreuses séries chimiques
ont ainsi été développées. La résolution de la structure cristalline des COX a ensuite permis
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d’affiner ces séries, en particulier en cherchant a tirer profit du volume du site actif de COX-2
supérieur a celui de COX-1, ainsi que de la présence d’une poche secondaire (Figure 38).
Globalement, le volume du site actif de COX-2 est plus important que celui de COX-1
d’environ 25 % (394 A? contre 316 A%). Le canal hydrophobe d’entrée est aussi plus vaste de
17%, et il existe une poche secondaire constituée par L352 et S353 plus vaste chez COX-2
[259]. Dans le site actif, une mutation H513R (de COX-1 a COX-2) est le discriminant
majeur. 1523V est important également [450], et le remplacement F503 (COX-1) — L
(COX-2) a proximité immédiate lui permet une plus grande mobilité [451]. A527, ramass€ sur
le bord de la poche principale de COX-2, est plus génant stériquement dans COX-1. La
mutation de COX-1 1523V augmente ainsi sa sensibilité aux ISC, et le double mutant 1523V
H513R augmente encore cette sensibilité et entraine une inhibition dépendante du temps de
COX-2 [452]. A contrario, la mutation de COX-2 V5091 (V523 selon la séquence primaire de
COX-1) I’insensibilise a des ISC [453] et prévient son inhibition dépendante du temps qui
n’existe pas chez COX-1 [450]. En ce qui concerne les inhibiteurs, la substitution des
carboxyles d’ AINS (indométacine et méclofénamate) par différents esters ou amides crée une
sélectivité pour COX-2, et les dérivés obtenus deviennent inhibiteurs dépendants du temps
[454].

On s’est en effet aper¢u que les ISC présentent toujours une inhibition dépendante du
temps, réversible mais a dissociation excessivement lente, au point qu’on les considére
souvent comme des inhibiteurs irréversibles. Cette dépendance du temps est propre a
I’interaction des ISC avec COX-2. Ils sont effectivement fixés rapidement par COX-1 comme
par COX-2, mais forment ensuite un complexe stable avec COX-2 uniquement [455]. C’est
plus la dissociation que 1’association qui est responsable de I’efficacité de l'interaction des
ISC avec COX-2. Le SC-299 présente ainsi une affinité pour COX-2 preés de 1000 fois
supérieure a8 COX-1. La différence de cinétique d’association Ko €ntre les 2 isozymes est
trop faible pour expliquer la sélectivité. Par contre, la dissociation de COX-2 est 200 fois plus
lente que celle de COX-1 [456].

On a longtemps pensé que l’inhibition dépendante du temps passait par un
réarrangement conformationnel et allostérique de COX-2. Néanmoins, des inhibiteurs
réversibles indépendants du temps (ester méthylique du flurbiproféne, ibuproféne) et des
inhibiteurs dépendants du temps (flurbiproféne, aclofénac) ont des positions du carboxyle
superposables dans les complexes avec COX, toujours situées dans le réseau de liaisons H
formé par les résidus R120 Y355 et E524. La seule différence résiderait plutot au niveau du
phényle distal. De plus, la conformation globale de la protéine est toujours la méme. La seule
hypothése permettant d’expliquer cette dépendance du temps serait donc plutdt une
interaction transitoire des inhibiteurs dépendants du temps avec un autre site de fixation que le
site actif [457]. D’autres travaux confirment cette hypothése : des ISC sont inefficaces sur
COX-1, mais leur pré-incubation diminue I’inhibition de 1’aspirine ou de I’'indométacine. Cet
effet des ISC est réversible et levé par une pré-incubation avec I’AA. Comme I’AA, les ISC
doivent donc pouvoir se fixer a un site secondaire [458].

Outre les séries chimiques développées pour constituer des ISC, certains produits
naturels présentent cette sélectivité : c’est le cas du y-tocophérol (IC50 = 7,5 uM dans les
macrophages) [459], ou du resveratrol [460] (Figure 39).
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Figure 38 Structure tridimensionnelle du complexe COX-2 : SC 558 [461]
(d’apres PDB : 1cx2 [461])
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Figure 39 Structures chimiques de quelques ISC et inhibiteurs de COX d’origine naturelle
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B. 2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent une classe thérapeutique
trés prescrite, principalement comme anti-inflammatoires (traitement de rhumatismes
inflammatoires et dégénératifs) ; leur sont en outre associées des propriétés antalgiques, anti-
pyrétiques et antiaggrégantes plaquettaires.

B.2.a) Propriétés physico-chimiques

Répartis en 7 classes selon leur squelette de base, ils sont de structures chimiques
assez différentes, souvent acides (arylpropionates), (pKa= 3~6) et de nature hydrophobe
(coefficient de partition octanol/eau compris entre 3 et 4). Les arylpropionates et quelques
autres présentent la particularité de comporter un carbone asymétrique, conférant une chiralité

a la molécule.
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Figure 40 Structures chimiques de quelques AINS

B.2.b) Pharmacocinétique
. Absorption

Diffusion passive

L'absorption cellulaire des AINS s'effectue a différents niveaux. Apres ingestion, ils
sont essentiellement absorbés par l'intestin gréle. Cette absorption est corrélée a la solubilité et
a la perméabilité de la molécule [462],[463], ce qui suggere un transport passif. De nombreux
travaux décrivent ainsi une absorption passive de ces médicaments, mais les modeles
membranaires utilisés sont souvent plus ou moins artificiels (fantdmes cellulaires, membranes
cellulaires, membranes synthétiques). S'ils miment bien l'absorption de certaines cellules
intestinales, ils peuvent étre un trés mauvais reflet de I’absorption par d'autres types de
cellules. De plus, ces études sont souvent indirectes et menées dans des conditions peu
physiologiques (ratio AG / albumine souvent trés élevé). L’ « uptake » non saturable d’oléate
ne contribue ainsi a 50 % de ’incorporation globale qu’a partir d’un ratio oléate : BSA de 5,
alors qu’il est inférieur a 3 dans les conditions physiologiques [464].
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Diffusion facilitée

En fait, I'absorption par des cellules de divers acides carboxyliques comme les AINS,
s'opére par deux types de transports. Une voie non saturable correspond a une diffusion
passive a travers la membrane plasmique, comme on peut 1’observer avec des cellules de type
Caco 2. L'autre voie est plus efficace, saturable, stéréosélective et sensible a une inhibition et
une compétition. Tous ces parameétres signent une voie due a des transporteurs [465]. On
retrouve les mémes propriétés de saturabilité, dépendance de la température dans 1’uptake
d’oléate par les myocytes [466]. Chez les adipocytes et les hépatocytes, I’uptake d’oléate suit
a 90 % une voie saturable [464]. Les AG empruntent donc eux aussi des transporteurs, pour
lesquels on connait des inhibiteurs : la phlorétine (65 % d’inhibition a 200 pM), les DIDS et
SSO, I'azistéarate (inhibiteur irréversible a 90 % a 400 uM), le pentachlorophénol, le
diisosalicylate, la quercitine et des protéases (pronase, trypsine inhibiteurs & 90 % a 2g/L). Le
taux d’inhibition de ces agents varie beaucoup d’un type cellulaire & I’autre [467], ce qui
signifie peut-&tre que la proportion de transport facilité par rapport a la diffusion passive est
elle-aussi fonction du type cellulaire.

Par analogie physico-chimique avec les AG, on peut penser que des xénobiotes tels
que les AINS empruntent les mémes voies de passages, c'est-a-dire différents récepteurs et
transporteurs membranaires. On en compte au moins 5 dont 4 sont bien caractérisés :

o FAT (Fatty Acid Translocase)(=CD36) qui agit de concert avec la FABP
intracellulaire ;

* ADRP (Adipose Differenciation Related Protein), tres exprimée dans le tissu
adipeux et les cellules & fort métabolisme lipidique. Elle est sélective des AG a chaine saturée
ou insaturée plus longue que 16 C ;

o pmFABP (plasmic membrane Fatty Acid Binding Protein) correspond a
I'aspartate aminotransferase mitochondriale ;

o FATP (Fatty Acid Transport Protein), supposée impliquée dans le transport
d'AG exogenes, a une forte homologie de séquence avec les vIcACS. On en connait 6
isoformes, dont FATP-4 qui est trés exprimée sur la face apicale des entérocytes de 1’iléum et
du jéjunum. Un antisens de ce transporteur inhibe 'uptake des IcAG a 50 % [468]. FATP est
également impliqué dans I’ « uptake » d’AG chez la levure. La disruption de son hétérologue
de FATP inhibe I"incorporation de 20 & 50 % selon I’AG [469].

Les transporteurs peuvent étre spécifiques de certains ligands : ainsi I'AA traverse les
membranes d'hématies par des transporteurs différents de ceux du palmitate [470]. Ces
transporteurs ne sont pas de simples pores fixes et inertes car certains semblent doués
d'activité acyl-CoA synthétase (ACS), comme I’analogue de levure FAT1 dont la disruption
diminue I’activité ACS cellulaire [467]. Le métabolisme intracellulaire constitue ainsi la force
motrice de 1’« uptake » des AG : celui du palmitate chez les myocytes requiert une protéine
du sarcolemme, et l'inhibition du métabolisme cellulaire diminue 1’incorporation du
palmitate. En conditions normales, celui-ci est estérifi€é a 55 % et oxydé a 20 % en 3 min
[471]. Chez les adipocytes, le métabolisme est encore plus rapide puisque 70 % de 1’oléate est
estérifié 15 s aprés I’« uptake » [464]. Ceci explique certainement que les concentrations
extra- et intracellulaires d’AG ne s’équilibrent pas. FATP et ACS sont ainsi synergiques pour
I’« uptake » d’AG chez les adipocytes [472].

L’expression des transporteurs est régulée par des médiateurs de 1'inflammation : des
endotoxines (LPS) induisent FAT dans le foie tandis qu'elles répriment les mémes FAT et
FATP dans les autres tissus ; des cytokines (TNFa., IL-1) répriment FATP et induisent FAT
dans le foie, in vivo [473].
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L’albumine pourrait également participer a ce transport facilité : 1’« uptake » d’oléate
est ainsi favorisé par la BSA, de fagon saturable chez les adipocytes. L’albumine est alors
fixée aux cellules par des processus saturables et non saturables [474]. Il existerait en effet des
récepteurs a 1’albumine qui pourrait ainsi libérer ses AG directement a leur transporteur [475],
voire mé€me subir une endocytose, comme on a pu le montrer chez les cellules endothéliales
[476]. Les transporteurs intracellulaires sont aussi fortement impliqués. En effet, un anticorps
anti-hFABP inhibe 1’uptake a 50 % chez les myocytes [466].

. Métabolisme

La plupart des AINS subissent différentes hydroxylations et conjugaisons. Le
métabolite majoritaire est bien souvent, et de loin, le glucuronide. Le kétoproféne (KPF),
modele de notre étude, forme au moins 2 hydroxyles et 2 glucuronides chez 1'Homme [477].
70 % de la dose sont retrouvés dans les urines totales de 24 h dont 93 % sous forme de
glucuronides [478], et seulement 0,5 % non métabolisé [479]. Son incorporation dans le tissu
adipeux et le phénomeéne d'inversion chirale, observés in vivo chez le Rat, passant
obligatoirement par un intermédiaire acyl-coenzyme A, permettent de supposer qu'il s'agit la
d'un autre type de métabolite qu’on ne détecte pas directement (Figure 41).
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Figure 41 Métabolites de KPF chez I'Homme
En haut : hydroxylés produits durant la phase I, en bas : métabolites conjugués (d’apres {477])

Biosynthése et devenir des glucuronides

Déja fonctionnalisés par leur carboxyle, les arylpropionates sont substrats d'une ou
plusieurs isoformes d'UDP-Glucuronosyltransférase (UGT) hépatiques et/ou rénales (Figure
42). 1l existe souvent une énantiosélectivité de la conjugaison : le S-ibuproféne est ainsi
glucuronoconjugué presque 10 fois plus que son antipode chez 1I'Homme [480]. La
conjugaison du KPF par des microsomes hépatiques de Rat n’est en revanche quasiment pas
énantiosélective [481].

11 existe de fortes variations tissulaires d’expression des UGT, en particulier pour la
2a2 et les la dans le tractus gastro-intestinal. De plus, ces enzymes font 1’objet de régulations
interindividuelles polymorphiques, comme pour les isozymes lal, 1a6, 2b4, 2b7 et 2b15. La
conjugaison extra-hépatique est peu décrite et certainement sous-estimée ; elle est cependant
importante dans l'intestin [482].

Le glucuronide ainsi formé permet une augmentation considérable de I’hydrosolubilité
de I’acyle, apportant un AlogP de I’ordre de -2; Ainsi le glucuronide de diflunisal a un logP de
2,4 quand celui du diflunisal est de 4,2 [483]. Excrété de la cellule par des transporteurs
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multi-anions spécifiques (Pompe & efflux ATPasique type MOAT3,4 des eythrocytes, par
exemple [484]), il est finalement éliminé par les reins.
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Figure 42 Schéma réactionnel de la glucuronidation du KPF

Formation d’un B-glucuronide par inversion de configuration de I’ a-glucuronate initial due a un
mécanisme SN2

La présence d’une liaison ester entre le médicament parent et le glucuronate le rend
trés réactif, contrairement aux éthers glucuronides. Trois types de réactions peuvent en effet

8tre observées :

* hydrolyse

L’hydrolyse du glucuronide de kétoproféne (KPF-Glc), composé intrinséquement
instable, est favorisée par les protéines, en particulier I’albumine [485]. La libération de
I’aglycone qui s'ensuit provoque une redistribution du médicament dans 1'organisme (cycle

futile).

* acylmigration

La migration de 'acyle depuis le C1 (Figure 43) vers les autres carbones hydroxylés
du sucre, observée pour quasiment tous les glucuronides, peut avoir diverses conséquences,
telles une perte de reconnaissance par les f-glucuronidases (spécifiques des 1), comme il a
été montré pour les isomeéres de glucuronide de diflunisal [486], ou différentes aptitudes a la
fixation protéique, méme si les isomeres précédents semblent former autant d’adduits.
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Figure 43 Mécanisme de I’acylmigration

Mouvement du groupement R de sa position initiale B-1 vers les positions 2, 3, 4 suivantes du sucre.
Chaque étape est réversible, mais le retour en position 1 peut s’effectuer en 3 ou en a. (d’apres [487])
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Des études avec le zomépirac et le tolfénamate montrent qu’ils subissent des
isomérisations dans l'urine a pH physiologique [488],[489]. La réversibilité de cette
isomérisation a été démontrée avec le diflunisal, en partant d’isoméres Px (x=2,3,4) qui
reviennent spontanément vers le 31 [490]. Des cinétiques d’isomérisation ont par ailleurs été
étudiées pour le méthylbenzoate, qui subit une migration spatiale séquentielle sur le
glucuronate [487] (Figure 43), et pour le KPF ol les constantes de vitesse d’isomérisation ont
été calculées [491].

» fixation irréversible
Du fait de leur réactivité, les acylglucuronides sont capables de se fixer

irréversiblement aux protéines pour former des adduits. Des adduits plasmatiques et
microsomiaux ont ainsi été mis en évidence avec le naproxene, acylant I’albumine et des
protéines membranaires de 39 et 62 kDa. Quantitativement, il existe environ 10 fois moins
d’adduits plasmatiques que de glucuronide, et 500 fois moins de glucuronide que de
médicament non métabolisé chez ’Homme [492]. La formation de ces adduits passe par 2
mécanismes possibles : attaque nucléophile ou intermédiaire imine (formation d’une base de
Schiff). Ces 2 mécanismes semblent coexister, selon 'AINS conjugué et les acides aminés
impliqués dans sa réaction. Nous étudierons plus tard les conséquences que peut avoir la
formation de ces adduits (paragraphe II_B. 3. a) .

Biosynthése et devenir des acyl-CoA

L’existence de I'acyl-CoA d’un AINS n’a jamais été directement montrée dans les
¢tudes métaboliques. Il s’agit en effet d’un intermédiaire assez labile et a durée de vie tres
limitée. De plus, il n’est jamais libre mais toujours associé soit aux membranes, soit a des
transporteurs intracellulaires. Le seul acyl-CoA de xénobiote directement caractérisé est celui
de I’acitrétine, lui-méme métabolite du rétinoide étrétinate [493].

0 Synthése

La biosynthese de l'acyl-CoA d’AINS est trés stéréosélective et concerne
essentiellement I'énantiomére R. Chez le Rat par exemple, le R-KPF est plus thioestérifié que
son antipode, et les enzymes impliquées sont différentes: prépondérante dans les
mitochondries pour le R-KPF (un peu dans les microsomes et trés peu dans le cytosol), alors
qu’elle est essentiellement cytosolique pour le S-KPF [494]. On a également mis en évidence
au moins 2 activités enzymatiques responsables de la thioestérification de I’ibuproféne. L’une
d’elles, de forte affinité (Km = 60 nM) est énantiosélective de I’énantiomére R, I’autre, de
plus faible affinité n’est pas énantiosélective [495]. La thioestérification des R-fénoproféne et
R-ibuproféne est prépondérante dans le foie et le diaphragme, mais on la détecte aussi dans
les muscles, le rein et le tissu adipeux [496]. Le cerveau est aussi le siége d’une
thioestérification des AINS. Si son activité spécifique ne représente que 12 % de I’activité
hépatique pour le R-fénoproféne, son efficacité par rapport au palmitate est en revanche du
double [497].

Comme la glucuronoconjugaison, cette voie de métabolisme des AINS présente des
variations interindividuelles, avec des activités variant de 1 a 3 pour I'ibuproféne, par
exemple, chez le Rat [495]. Il existe aussi une forte variation de ce métabolisme entre
différents mammiferes, de 1 a 30 avec le fénoproféne, par exemple [498].

La formation des acyl-CoA d’AINS entre en compétition avec celle des IcAG, ce qui
montre qu’elle est principalement due a une activité Ic ACS. Ces enzymes acceptent d’ailleurs
d’autres xénobiotes comme substrats, ainsi 1’étomoxir, avec la méme stéréosélectivité pour
I’énantiomere R [499].
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La "R-ibuprofenyl-CoA synthétase", protéine de 72 kDa treés exprimée dans le foie est

vraisemblablement une ACS. Cette enzyme a en effet une activité élevée avec des IcAG
(palmitate, AA) et faible avec des mcAG. Elle est trés sélective du R-ibuproféne mais son
antipode, s’il n’est pas substrat, est inhibiteur (Ki = 400 pM) [500]. Parmi les AINS, elle
présente une certaine sélectivité envers le R-ibuproféne, devant le R-KPF et le
R-flurbiproféne (les énantioméres S ne sont pas substrats) [S01].
L’ACS-1 est ’ACS prépondérante dans la thioestérification des AINS propioniques, mais
I’ACS-2 y participe aussi [502], ainsi que I’ACS-5 [503]. Relativement au palmitate, la
thioestérification des AINS par ACS-1 et ACS-2 est loin d’€tre marginale, puisqu’elles ne
sont respectivement que 2 et 4 fois moins efficaces envers le R-ibuproféne qu’envers I’AG.
ACS-1 est 2 fois plus efficace envers le R-ibuproféne comparativement au palmitate que la
"R-ibuprofenyl-CoA synthétase".

Les AINS pourraient constituer un feedback positif par leur rdle d’agoniste de PPAR.
En effet, I'ibuproféne, par exemple est activateur de PPAR in vivo [37]. Dans les tissus ou
I’expression des ACS est régulée par les PPAR, comme dans le foie ot PPARa up-régule
ACS-1, les AINS pourraient favoriser leur propre métabolisme par la voie du CoA.

Si la thioestérification est fortement stéréosélective en faveur du R, le thioester de
I’antipode S peut cependant apparaitre aprés plusieurs étapes enzymatiques. Le mécanisme
d'inversion chirale, propre a de nombreux AINS, entraine en effet I’existence de l'acyl-CoA
de chacun des énantiomeres (Figure 44).
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Figure 44 Synthése et cycle de 1'acyl-CoA des arylpropionates (AP)

Le R-AP-CoA est produit a partir du R-AP et épimérisé en S-AP-CoA. Une hydrolyse est alors
possible pour libérer le R-AP initial ainsi que son antipode S
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0 Epimérisation

L’inversion de configuration des AINS est une conséquence de 1’épimérisation de leur
acyl-CoA. En effet, le proton a du KPF, par exemple, est trop peu acide et s’échange trop peu
pour que I’inversion s’effectue spontanément, avec une demi-vie de 92 h [504].

L’inversion des AINS est systémique et pré-systémique chez le Rat, impliquant le
tractus gastro-intestinal et le foie [505]. Elle se déroule essentiellement dans les
mitochondries, peu dans les microsomes et pas dans le cytosol [506],[496]. Le taux de cette
inversion ainsi que son sens énantiomérique est trés variable selon ’espéce animale et I’ AINS
considéré [507],[508],[509] : elle est ainsi unidirectionnelle de R vers S a 80 % pour le KPF
chez le Rat, 30 % chez le Cochon d’Inde, 50 % chez le Singe, 60 % chez la Souris. Chez
I’Homme, elle est de 10 % de R vers S. Chez la Souris, 1’inversion du S-KPF en R existe
également [510]. La stéréosélectivité de I’inversion des AINS est due a celle des acyl-CoA
synthétases car le taux d’inversion de configuration de I'ibuprofényl-CoA est identique pour
les 2 énantiomeéres dans les mitochondries et les microsomes de foie de Rat, avec une activité
mitochondriale supérieure [511],[512].

Une protéine hépatique a €té purifiée d’aprés sa propriété d'inversion de I'ibuprofényl-
CoA. Cette protéine ne nécessite aucun cofacteur et n’a pas de pH optimum. Elle est
cytosolique (50%) et mitochondriale (30%) [513]. Le clonage de cette a-méthyl-acyl-CoA
racémase (P70473) a révélé qu’il s’agit d’une protéine de 42 kDa exprimée principalement
dans le foie et les reins, mais aussi dans le cceur et le cerveau [514].

Le mécanisme de l’inversion chirale n’implique pas la formation d'un alcéne
intermédiaire (pas d’échange isotopique sur le méthyle) [515], méme s’il passe par une
acidification du proton lié au carbone chiral, comme 1’a montré son échange isotopique chez
les microorganismes (Cordyceps militaris) capables d’inverser a 84 % la configuration de
2-aryl-propionates [516], ou in vivo avec le R-ibuproféne (Figure 45) [517]. II procede
certainement du mécanisme de la mc acyl-CoA DH [518].
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Figure 45 Schéma réactionnel de I'inversion chirale des AINS arylpropioniques (AP)

L’énantiomere R des AP forme 1’acyl-CoA par un mécanisme n’impliquant pas un alcéne
intermédiaire. Ce composé est lui-méme sujet a une épimérisation via un énol
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0 Hydrolyse

Comme I’épimérisation, cette étape n’est pas énantiosélective. L hydrolyse des acyl-
CoA d’AINS est en effet aussi efficace envers les R- et S-ibuprofényl-CoA dans le foie de Rat
[519]. Si elle présente une légere stéréosélectivité pour I’énantiomere S dans les microsomes,
elle est asélective dans les mitochondries [511], qui est le site majoritaire du processus, le
cytosol n’étant quasiment pas impliqué [506). Une hydrolase n’a pas été caractérisée
précisément, mais il en existe plusieurs dans les microsomes et mitochondries, impliquées
dans I’hydrolyse des acyl-CoA d’AG [520]. Différentes enzymes pourraient prendre en
charge chacun des énantiomeres [511], et nous détaillerons ultérieurement les thioestérases
hydrolysant les acyl-CoA endogénes, auxquelles elles appartiennent certainement (paragraphe
II_C.1.b).

B.2.0) Pharmacodynamie
. Effets thérapeutiques

Les AINS agissent par des mécanismes périphériques et centraux, impliquant
majoritairement les COX dans les 2 compartiments. L’effet central est plutot lié a leur action
antipyrétique et analgésique qu’anti-inflammatoire.

Effets liés a la voie COX

L’action périphérique des AINS est principalement liée a 1’inhibition de la production
de PG : alors qu’il existe une surproduction de PG lors d’un phénomeéne inflammatoire, on
observe une diminution de ce taux apreés administration d’un AINS in vivo. L’inhibition de
production de PG a aussi été mise en évidence au niveau central [521], ot les PGE2 produites
par les COX périphériques induiraient les COX-2 spinales et ainsi la production centrale de
PG [522].

I1 est maintenant bien établi que les AINS sont inhibiteurs compétitifs ou mixtes des
COX, propriété démontrée par des analyses enzymatiques [455],[523] et par la résolution de
complexes AINS:COX, montrant qu’ils occupent le site actif. L’inhibition ne concerne que
Pactivité COX et pas lactivité PER. L’inhibition de ces enzymes répond aussi a la
stéréosélectivité connue des effets anti-inflammatoires des arylpropioniques. En effet, les 2
énantiomeres de la plupart des AINS chiraux n’ont pas la méme activité pharmacologique :
’antipode S est actif in vitro au contraire de son antipode R.

De nombreux travaux ont cherché a comparer 'efficacité des AINS en tant
qu’inhibiteurs des COX ainsi que leur sélectivité pour I’une ou I’autre isoforme [524],[525].
Malheureusement, les résultats obtenus avec un modéle d’étude donné sont rarement
comparables a ceux d’un autre modele, ce qui tend & discréditer ce genre de comparaison et
impose de toujours se référer au modele en question, sans extrapolation a un autre

[526],[527].

0 Interactions des COX avec les AINS
Certains AINS ont été cocristallisés avec les COX et permettent de comprendre in situ
leur mode d'interaction : c'est le cas du suprofeéne dans le site actif de COX-1, empéchant
l'acces de l'arachidonate au site cyclo-oxygénase (Figure 46) :
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Figure 46 Structure tridimensionnelle de complexes AINS:COX
A : complexe suproféne : COX-1 (d’aprés PDB : 1pge [243])
B : complexe flurbiproféne : COX-2 (d’aprés PDB : 3pgh [461])

La fixation du suproféne par le site est permise par les caractéristiques stériques et
électrostatiques, du fait des interactions favorables : pont salin avec R120, liaisons H avec
E524, Y355, S530 et Y385. Les liaisons H impliquées dans la reconnaissance des AINS sont
différentes selon les isoformes : Y355 forme deux liaisons hydrogéne avec I’indométacine
chez COX-2, contre une chez COX-1, R120 trois contre deux (PDB).
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Y355 apparait comme le discriminant principal quant a la stéréochimie des AINS,
constituant un encombrement stérique pour le méthyle des énantiomeres R [278]. Le mutant
Y355F diminue ainsi 4,5 fois la stéréosélectivité pour I’ibuprofene [257].

0 Origines cinétiques de l'effet des AINS sur les
COX

Nous avons vu que les AINS classiques sont classés communément en 2 catégories,
selon leur cinétique d’inhibition sur les COX (page 67) :

*Classe I : Inhibition compétitive ou mixte des 2 isozymes. Exemples : ibuproféne,
naproxene et la plupart des AINS

*Classe II : Inhibition dépendant du temps ("d’interaction lente"), réversible :
I’indométacine, le flurbiproféne et le méclofénamate présentent cette cinétique pour les 2
COX, tandis que le célécoxib, le piroxicam, le méloxicam ou 1’étodolac sont inhibiteurs
compétitifs ou mixtes de COX-1 mais dépendants du temps pour COX-2.

L’’inhibition compétitive apparait dés la mise en contact de I’inhibiteur avec 1’enzyme,
alors que les inhibiteurs dépendants du temps ne présentent leur capacité optimale d’inhibition
a une concentration donnée qu’avec un certain délai, néanmoins trés bref (avant 2 min).
L’indométacine atteint cette capacité dés 1 min, par exemple [528]. Cette cinétique est la
méme que celle observée avec les ISC et reléve certainement du méme mécanisme.

Le fait que tous les AINS, comme I’AA, provoquent une modification
conformationnelle de COX aprés fixation [256], alors qu’on ne distingue pas de différence
conformationnelle dans les cristaux de complexes COX / inhibiteurs dépendants du temps ou
non [457] suggere que tous les inhibiteurs permettent le méme réarrangement final de COX
(EI*). Selon ce modele, c’est la vitesse de dissociation qui distinguerait les inhibiteurs simples
de ceux qui dépendent du temps (ky << k) (Figure 47).
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Figure 47 Schéma de la cinétique d'inhibition des COX

L’enzyme E et son inhibiteur I peuvent former un complexe stable EI* impliquant une modification
conformationnelle en passant ou non par un intermédiaire EI suivant le type d’inhibiteur

) Effet sur 'expression de COX-2

Le S-flurbiproféne et le rac-KPF (10 puM) répriment COX-2 a 40 et 30 %
respectivement, chez les monocytes activés par le LPS [202]. In vivo, les AINS présentent
aussi des effets transcriptionnels : 'indométacine réprime ainsi COX-2 dans le modele
d’cedéme de la patte (a 10 mg/kg po) [240]. Les 2 énantiomeres de flurbiproféne répriment
COX-2 dans la moelle épiniere et le modele d’inflammation de la patte. Chez les
macrophages, la diminution de la transcription est corrélée a une inhibition de I’activation de
NF«xB et de AP-1, avec une efficacité beaucoup plus marquée pour I’énantiomere R. Cette
inhibition est indépendante de la phosphorylation et de la dégradation de IxB [305].
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Il a été montré que certains AINS agissent aussi en amont de COX: un 2-aryl-
propionate récent (M5011) inhibe ainsi légerement le relargage d'AA, avec une inhibition de
15 % a 1 uM [529]. L’alminoproféne est inhibiteur de sPLA2 en plus de COX a partir de
10 pM [530]. L’ibuproféne inhibe le relargage d’ AA dans les macrophages (IC50 = 0,1 mM).
Cependant, cet effet observé a forte concentration est l’inverse de ce qu’on observe a plus
faibles taux (102 2 107° M), o1 il est plutdt activateur de la libération d’AA [531].

Effets indépendants de la voie COX

Les effets des AINS non liés aux COX sont souvent relatifs a leur effet analgésique
qui pourrait étre médié par des opioides endogenes, le blocage de sécrétion de sérotonine ou
l'activation de récepteurs du N-méthyl aspartate [532]. Différents AINS, en particulier le
suproféne et l'ibuproféne, sont inhibiteurs de la déamidation de I'anandamide, antagoniste
endogeéne du récepteur CB1 aux cannabinoides (ICso = 170 et 270 uM respectivement) [533] ;
ses récepteurs a I’anandamide étant eux-mémes associés a des propriétés anti-inflammatoires
[534]. L’effet indépendant des COX est mis en évidence par leur stéréochimie, puisque
I’énantiomére R est faible inhibiteur des COX : ainsi les R-flurbiproféne et R-KPF ont des
propriétés analgésiques, alors qu'ils ne sont pas inhibiteurs de COX (100 a 1000 fois moins
que le S in vitro) dans des conditions ou ils ne sont pas sujets a l'inversion chirale [478],
[535]. Les 2 énantiomeéres de flurbiproféne également sont antalgiques in vivo, alors que seul
I’énantiomére S inhibe la production de PGE2 [536]. Le KPF quant a lui est actif dans des
modeles de douleurs indépendants de COX, mais il est curieusement le seul AINS a présenter
cette propriété [537],[538]. L’inhibition de I’hydrolyse de 1’anandamide est stéréosélective
pour les R-ibuproféne et le R-kétorolac dans le cerveau de Rat (IC50 = 50-250 pM) [539].
L’action analgésique des AINS passe aussi par la déplétion de substance P. Le diclofénac
réduit la quantité de substance P dans le museau de Souris de 27 % a 0.5 mg/kg/j [540]. Ce
méme diclofénac réduit aussi la quantité de substance P dans le liquide synovial lors de
polyarthrite thumatoide, comme les 2 énantiomeres de flurbiproféne au niveau de la moélle
épiniere dans un modele inflammatoire [541].

Les AINS influent aussi le trafic cellulaire : les 2 énantiomeres du KPF, comme
d’autres AINS, inhibent la migration des PMN (inhibition de 90 % a 1 uM) et leur activité
élastase [542]. Ils peuvent interférer avec les interactions intercellulaires et cellules/matrice en
inhibant I’activation de I'intégrine alIbp3 [543]. Certains AINS inhibent des protéases comme
la collagénase et MMP-1 dans les chondrocytes activés par I'IL-1 [544]. Ils inhibent le
chimiotactisme des neutrophiles induit par I'IL-8 [542]. Le KPF réduit d’ailleurs la
concentration en IL-8, et augmente 'activité superoxyde dismutase sanguine in vivo (IC50 =
100 mg/kg) [545]. Les AINS (indométacine, KPF, suproféne) contribuent encore a
I’élimination d’espéces radicalaires par leur nature chimique : ils sont en eux-mémes des
pieges a radicaux, aussi efficace que le GSSG a forte concentration (0,2 mM) [546].
L’ibuproféne diminuerait d’ailleurs légérement la concentration en NO in vivo [547].

Il est fort probable que les AINS favorisent aussi la résolution de 1’inflammation, en
stimulant 1’apoptose des cellules inflammatoires activées. Ils induisent ainsi une protéine
séerétée de la famille TGFB, NAG-1 (NSAIDs Activated Gene) aux propriétés pro-
apoptotiques [548]. L’action pro-apoptotique des AINS a d’ailleurs été beaucoup étudiée dans
des modeles de tumeurs et de cellules cancéreuses : ils agissent ainsi par les voies FADD et
caspase-8 puis-3, mais pas par Bax dans les cellules leucémiques. En revanche, leur action
passe par Bax et les mitochondries avant la caspase-3 dans les cellules épithéliales du colon
[549]. L’effet pro-apoptotique pourrait également passer par I’inhibition de Mrp-1 qui est
impliquée dans le maintien de I’asymétrie lipidique membranaire [550].
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Néanmoins, les effets observés peuvent souvent étre plus ou moins directement
rattachés aux voies COX : ainsi les AINS peuvent moduler l'activité de certains facteurs de
transcription impliqués dans l'inflammation, ce qui peut aboutir a une down-régulation
d’enzymes de la voie COX. Les R- et S-ibuproféne inhibent ainsi l'activation de NFkB (ICso =
120 et 60 uM). L’effet semble spécifique puisque 10 mM d'ibuproféne n'influent pas sur la
fixation de HSF et que le benzoate est sans effet [S51]. Cette inhibition est indépendante de la
phosphorylation et de la dégradation de IxB [305]. Le TNF est une des cibles de ce
mécanisme, puisque I’ibuproféne inhibe la fixation de NFxB au promoteur de TNFa chez les
macrophages, a 200 uM [443].

Nous avons vu précédemment I’'importance des PPAR dans ’expression des enzymes
clef de I’inflammation ; or les AINS interagissent encore avec ces récepteurs. Le fénoproféne,
I’indométacine ou I’ibuproféne, par exemple sont ainsi agonistes de PPARo et PPARy [80].
En tant que tels, ils inhibent par exemple la production de cytokines pro-inflammatoires par
les monocytes [398]. Ils sont également agonistes de PPARS [83].

Les AINS interférent aussi avec la transduction du signal, ol I’indométacine diminue
I’activité de ERK-2 et inhibe sa translocation nucléaire [552].

. Effets secondaires

L’effet secondaire majeur des AINS est Iirritation de la muqueuse gastrique qui peut
conduire a 1’apparition d’ulcéres [553]. On a longtemps considéré que cet effet résultait de
I’inhibition de la COX-1 épithéliale, a 1’origine des PG gastroprotectrices, et des auteurs ont
tenté d’établir une corrélation entre une sélectivité pour COX-1 et une toxicité gastro-
intestinale, en comparant les IC50, ou plus récemment les IC80 pour les COX et des données
épidémiologiques [554]. Mais nous avons vu que COX-2 aussi est fondamentale dans
I’homéostasie du tractus, et I’inhibition de COX-1 ne provoque pas forcément de dommages
gastriques, comme 1’a montré un inhibiteur sélectif de COX-1, qui protége méme des 1ésions
induites par I’indométacine [555]. Le salicylate, non inhibiteur de COX, provoque les mémes
lésions que ’aspirine. De plus des ulcérations dues a 1’aspirine n’apparaissent qu’apres
injection intragastrique alors qu’il inhibe 1’activité COX gastrique & 90 % aussi bien apres
injection sous-cutanée que gastrique [318]. Enfin, la stéréosélectivité de ces effets secondaires
n’est pas toujours en accord avec celle de I’inhibition des COX. Si le R-KPF (100mg) est
mieux toléré que le rac-KPF (100 mg) [478], le R-flurbiproféne est en revanche plus
ulcerogéne que son antipode [536]. Une autre étude montrait que si le rac-flurbiproféne est
plus ulcérogéne que le S-, le R- flurbiproféne est sans effet [556]. L’ensemble de ces
observations est donc en faveur d’un ou de mécanismes d’irritation de la muqueuse gastrique
indépendants de COX.

Les blessures intestinales pourraient étre liées aux dommages mitochondriaux
observés in vivo avec lindométacine [557]. Certains AINS (diflunisal, tolfénamate,
flufénamate) sont en effet inhibiteurs de la respiration mitochondriale [558]. D’autres par
contre I’augmentent (EC50 =7 uM avec des mitochondries, 20 uM avec des cellules intactes)
mais diminuent la synthése d’ATP ainsi que le potentiel de membrane mitochondrial [559].
La B-oxydation mitochondriale est également inhibée par le R-ibuproféne (IC50 = 0,4 mM),
mais pas par le R-flurbiproféne ni par son antipode [560]. Les contradictions rapportées entre
I’effet des antipodes pourraient résulter des conditions expérimentales. En effet, le
R-ibuproféne inhibe seul la B-oxydation du palmitate a 2,5 uM, mais si on augmente la
concentration en CoASH, les 2 énantiomeéres sont actifs sur les mitochondries isolées comme
in vivo (IC50 = 1 mmol/kg en ip pour les 2 énantioméres) [561]. La participation de
métabolites pourrait aussi interférer car les composés formant des acyl-CoA peuvent dépléter
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les cellules en CoASH et ainsi perturber les processus métaboliques, comme il a ét¢ montré
avec le benzoate chez les hépatocytes [562]. L’irritation de la muqueuse pourrait également
résulter de ’interaction directe des AINS avec les membranes la constituant : I'indométacine
et le naproxéne diminuent ainsi la fixation de molécules hydrophobes et ont un effet
rigidifiant sur les lipides de la surface de la muqueuse gastrique [563].

L’idiosyncrasie respiratoire a 1’aspirine, ou « asthme a I’aspirine », associée a la triade
de Widal (polypose nasale, asthme et intolérance a 1’aspirine), est un autre effet secondaire
des AINS, beaucoup plus rare que les 1ésions gastriques. On connait encore mal I’origine de
cette réponse, mais plusieurs explications ont été proposées [564]. Parmi celles-ci, une théorie
immuno-allergique s’appuyant sur les symptdmes anaphylactoides : on n’a cependant pas
identifié d’anticorps précis, et il existe des réactions croisées avec les AINS et certains
additifs alimentaires, malgré la diversité chimique de ces composés. Une autre théorie se
fonde sur la modification de profil métabolique de 1I’AA : inhibition de la synthése de PGE
bronchodilatatrices et de PGE1 qui limite la dégranulation des mastocytes ; augmentation de
la production de LTC et D bronchoconstricteurs [S65].

On rapporte également des hépatites médicamenteuses, de source cytotoxique directe
ou immuno-allergique [566]. La cytotoxicité directe a pour origine I’apparition de métabolites
électrophiles et de radicaux libres (essentiellement produits des CYP), réagissant avec des
lipides ou des protéines sur leur lieu de production (le RE). Les hépatites immuno-allergiques
suivent une réaction immunologique dont I’hépatocyte est la cible. Le mécanisme passerait 1a
aussi par une fixation covalente de métabolites des médicaments aux protéines du RE qui
migreraient ensuite vers la surface de ’hépatocyte [567]. On a ainsi pu identifier différents
anto-anticorps, dont les LKM-1 (Liver-Kidney Microsomes), reconnaissant des antigénes
présents sur la membrane plasmique d’hépatocytes de Lapins exposés a I’halothane. Parmi les
antigénes, on trouve une protéine cellulaire portant des adduits de métabolites de CYP [568].
Les anti-LKM-2 et anti-LM (Liver Microsomes) reconnaissent des CYP2c8/9/10 et 1a2
respectivement [569], [570]. Des autoanticorps anti-UGT ont été caractérisés parmi les anti-
LKM-3 [571].

Des protéines du complément pourraient aussi constituer des cibles des AINS ou de
leurs métabolites. Ainsi C3 (PM = 180 kDa) subit une maturation protéolytique par I’adipsine
et d’autres protéases chez les adipocytes. Il génére alors 2 sous-unités o (110 kDa) et f
(70 kDa) reliées par un pont dissulfure, clivées ensuite en C3a et C3b par la C3 convertase
[572],1573]. C3b contient un thioester interne (-C-Q-) qui est activé au cours des protéolyses
de C3 [574]. Q1013 est alors capable de fixer de mani¢re covalente certains résidus de
protéines, comme des Thr [575] ou des Tyr [576]. La fixation de ces protéines antigénes
permet alors la stimulation de la réponse immunitaire [577]. C3b peut aussi réagir avec de
petites molécules comme des acides aminés, des glucides ou des xénobiotes a structure
phénolique [578]. L’ anti-inflammatoire rosmarinate est également une cible [579]. Les AINS,
par eux-mémes ou par leurs métabolites (hydroxylés, conjugués), pourraient ainsi acyler C3b
et former un hapténe responsable de réactions allergiques. Un autre type d’adduits pourrait
encore participer a ces effets secondaires : I’inhibition des COX par les AINS provoque en
effet I’accumulation d’AG et de lysoPLL dans les membranes. Ces PL sont sujets a des
oxydations spontanées, produisant des molécules trés réactives formant des adduits avec des
protéines comme la P2-glycoprotéine [580]. De tels adduits constituent des épitopes,
puisqu’on trouve des anticorps dirigés contre ces PL oxydés in vivo [581].

Nous avons vu le role ambivalent de plusieurs médiateurs de I’inflammation, assurant
une fonction pro-inflammatoire dans 1’apparition de la réponse inflammatoire puis anti-
inflammatoire dans la phase de résolution. L’intervention des AINS durant cette phase
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pourrait paradoxalement la défavoriser et empécher ’issue de la réponse : ainsi le S-KPF (et
pas le R) active la production de TNFo et IL1f in vivo, ce qui peut étre reli€ & son inhibition
de COX (PGE2 down-régule la production de TNFa) [535]. L’énantiomére S du KPF et du
flurbiproféne induisent aussi TNFow (EC50 = 1-5.107 M) et répriment la cytokine anti-
inflammatoire IL-10 (40 % a 10 uM) chez les macrophages. Au contraire, des inhibiteurs de
COX sont inducteurs de COX-2, en synergie avec le LPS (indométacine, NS-398 a 50 uM
induisent 4 a 5 fois plus que le LPS seul) [100]. Autre rdle pro-inflammatoire, I’indométacine
peut induire ICAM-1 et la 2 intégrine, favorisant I’adhésion cellulaire [433].

Les AINS perturbent globalement le métabolisme lipidique, peut-étre par les voies
associant les PPAR. Ils ont ainsi des effets hypolipidémiants divers [582], en diminuant par
exemple le taux de cholestérol plasmatique [583],[584]. Ils stimulent la fixation et la
dégradation des LDL par les hépatocytes, en augmentant 1’expression des récepteurs aux LDL
(induction de 30 % & 10 pg/mL) [585]. Les diflunisal et nalidixate sont inhibiteurs compétitifs
de la mcACS mitochondriale hépatique [586]. Le R-ibuproféne est inhibiteur compétitif de la
IcACS de microsomes hépatiques, tandis que le S-ibuproféne comme les R- et S-KPF et
naproxeéne, sont inhibiteurs mixtes [587]. Les AINS pourraient aussi inhiber certains CYP ; en
effet, ’alléne oxyde-synthase, une CYP végétale, est acétylé par l'aspirine et inhibé de
maniere compétitive par le salicylate, I'indométacine, 1'ibuproféne et le piroxicam [588].

Certains AINS enfin, et particuli¢rement le KPF par son groupement benzophénone,
sont responsables d’une phototoxicité associée a la peroxydation de lipides membranaires et
conduisant a une cytolyse [589].

B. 3. Effets biochimiques et pharmacologiques des
métabolites

Le métabolisme des xénobiotes tend a les faire disparaitre en favorisant leur
élimination urinaire ou biliaire. Il procéde d’une hydrosolubilisation par 1’ajout de différentes
fonctions chimiques polaires, qui n’annule cependant pas toujours ’activité de la molécule
mere et peut lui procurer d’autres propriétés pharmacologiques.

B. 3. a) Glucuronides de xénobiotes

La fonction ester des glucuronides est labile et fait du conjugué une molécule réactive,
capable de se fixer irréversiblement aux protéines pour former des adduits. Ainsi, les
glucuronides de fibrates forment des adduits plasmatiques et tissulaires, en particulier dans le
foie et les reins ol le xénobiote est stocké pendant plus de 15 j (0,13 pg/g tissu) [590].

En ce qui concerne les AINS, les adduits concernent aussi des protéines plasmatiques
et intracellulaires. Dans le plasma, I’albumine est la cible principale, acylée par environ 3 %
du KPF, tandis que d’autres protéines comme le fibrinogene ou les a-, -, y-globulines ne sont
pas impliquées [591]. Les adduits concernent aussi des protéines hépatiques ou rénales,
comme I’UGT2b1 [592]. L’aglycone n’est pas la seule partie fixée de maniére covalente, et
on a méme montré que le glucuronate constituait I’adduit majoritaire [593]. Cette formation
d’adduits pourrait limiter 'action thérapeutique du médicament car on a montré que
I’albumine glyquée (adduits d’ Amadori) stimule 16 fois la production de NO (4 fois & 17 g/L)
et active celle de TxB2 (2 & 3 fois a 17 g/L); cette activation passe par une induction
certainement corrélée a celle observée pour TNFo dans les mémes conditions [594].
I’ albumine glyquée dispose ainsi d’un récepteur (calnexine), responsable d’une induction de
TGF, de iNOS chez les cellules endothéliales et mésengliales [595]. La glycosylation de la
HSA (en particulier sur K525) provoque en outre une modification de conformation qui
diminue son affinité pour ses ligands, bilirubine ou AG [596].
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Les glucuronides pourraient aussi participer aux réactions allergiques observées
parfois avec les AINS. Les adduits protéiques constitueraient des hapténes, comme ceux
formés a partir du diflunisal chez le Rat [597].

B. 3. b) Acyl-CoA

Par analogie structurale et biochimique, il parait probable que les acyl-CoA d’AINS
empruntent les voies des acyl-CoA d’AG endogenes et inhibent ou séquestrent les ACBP,
FABP, ACS, épimérase et thioestérases impliquées dans leur métabolisme. Les xénobiotes
thioestérifiés diminuent le taux cellulaire de CoASH et d’acétyl-CoA [598]. Une séquestration
est notée aussi pour la Gly, par conjugaison avec le 2- phénylpropionate chez le Chien [599].
Mais la conjugaison aux acides aminés est rare chez I’ Homme.

Les acyl-CoA de xénobiotes peuvent étre régulateurs d’enzymes : le clofibryl-CoA et
d’autres acyl-CoA d’hypolipidémiants activent la PKc de cerveau et le foie de Rat [600].
Chez les AINS, le S-ibuprofényl-CoA est inhibiteur compétitif de 1’acyl-CoA carboxylase
[601]. Les R- et S-ibuprofényl-CoA sont inhibiteurs de COX-1 et COX-2 dans les plaquettes,
les monocytes et le sang total, ce qui suggere une participation de ce métabolisme a I’activité
des AINS [602].

Les acyl-CoA sont des acides carboxyliques activés et peuvent étre a I’origine de
formation d’adduits. On a ainsi montré que des fibrates (nafénopine, bezafibrate) pouvaient
acyler des protéines d’hépatocyte (a partir de 5 uM) avec une certaine sélectivité de cible
puisque les protéines acylées sont de PM différent selon les acyles (fibrates, palmitate,
myristate). Ces adduits sont microsomiaux et cytosoliques (dont PM = 13 kDa) [603]. La
nafénopine, via son acyl-CoA acyle des protéines de 50-100 kDa en compétition avec le
palmitate. Les adduits sont des thioesters a 75 % et amides a 25 % [604]. Différents acyl-CoA
de xénobiotes sont inhibiteurs irréversibles de CPT, ce qui 1a aussi pourrait impliquer une
acylation [605].

Les AINS sont incorporés dans les membranes sous forme de PL hybrides, comme ils
le sont dans d’autres lipides (TG) [606]. Cette incorporation nécessitant la formation de
I’'intermédiaire acyl-CoA, elle est elle-méme stéréosélective de I’énantiomere R. On a mesuré
un Km de 1 uM pour I'incorporation de R-fénoproféne dans les TG d’adipocytes, et de 3 uM
chez les hépatocytes [607]. L’incubation d’hépatocytes avec 0,5 mM de rac-KPF montre
qu’en 30 min, 3.4 % du KPF est sous forme d’acyl-CoA, 33 % de TG hybride et 63 % est non
métabolisé [494]. C’est probablement la glycerol-3-phosphate acyltransférase (GPAT)
mitochondriale (EC 2.3.1.15) qui est responsable de cette incorporation dans les TG,
puisqu’elle catalyse la méme réaction avec les AG exogenes [608]. L’incorporation dans les
lipides permet un stockage du médicament, mais il est difficile de savoir si cette réserve est
pharmacologiquement active. L’administration de clofibrate (inducteur d’ACS-1) accélere
ainsi la disparition plasmatique de R-ibuproféne sans modifier la concentration de I’antipode,
et augmente la concentration tissulaire en ibuproféne (dans le tissu adipeux, les poumons, le
cerveau, les reins et le foie) [609].

C. Meétabolisme lipidique, acyl-CoA et inflammation

Nous avons vu que la synthese et la dégradation des PG est la plaque tournante de la
réponse inflammatoire, tant en ce qui concerne son installation et sa propagation que sa
résolution. Elle est imbriquée dans le réseau des voies du métabolisme lipidique ou elle agit
sur d’autres membres, de méme qu’elle est régulée par des enzymes ou des produits d’autres
voies lipidiques. Les acyl-CoA sont des intermédiaires communs a nombre de ces processus
biochimiques, mais ils en sont également régulateurs a différents niveaux.
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Apres avoir rappelé comment ils sont synthétisés, nous analyserons leur devenir
cellulaire et nous intéresserons a ce en quoi leurs multiples roles peuvent les relier a
I'inflammation. Le but de ce chapitre est donc double : affiner notre compréhension des
mécanismes biologiques fondamentaux associés a ’inflammation et tenter de prévoir, par
analogie chimique, les conséquences possibles de la présence d’acyl-CoA de d’ AINS.

C. 1. Biosynthése et devenir des acyl-CoA
C.1.a) Syntheése : acyl-CoA Synthétases (ACS)

L’activité acyl-CoA synthétase (ACS) est due & des enzymes de la superfamille des
protéines fixant ’AMP, constituée d’enzymes portant un domaine de fixation de I’AMP
(PROSITE : PS00455 ) et parfois une signature FACS, portée par les mcACS et IcACS mais
pas I’acétyl-CoA synthétase ni les vIcCACS. Il existe différentes formes d’enzymes présentant
cette activité, qui se distinguent par leur sélectivité quant a la chaine acyle du substrat. On
différencie donc des ACS a courte chaine (scACS), & moyenne chaine (mcACS), a longue
chaine (IcACS) et a trés longue chaine (vIcACS). Quantitativement, la thioestérification
concerne surtout les AG a chaine comprise entre C10:0 et C20:4, dans les peroxysomes et
mitochondries de foie de Rat. Au niveau tissulaire, le foie est ’organe principal, avec une
activité entre 3 et 4 fois supérieure a celle détectée dans le ceeur, et prés de 10 fois celle des
reins, testicules, cerveau et muscle [610].

Sources des acyl-CoA, ces enzymes sont impliquées dans de nombreuses voies du
métabolisme lipidique, telle que la B-oxydation, la synthése et le remodelage des lipides (cf
paragraphe 1I_C. 3.).

Les ACS catalysent une réaction passant par un intermédiaire acyl-AMP :

Acide carboxylique + ATP Mg _ Acyl-AMP +  PPj

Acyl-AMP  + CoASH —_— Acyl-CoA + AMP

Acide carboxylique + ATP + CoASH w—’ Acyl-CoA + AMP + PPi

Figure 48 Schéma réactionnel de la formation des acyl-CoA catalysée par les ACS

Un acide carboxylique est transformé en acyl-CoA par consommation d’un ATP et libération d’ AMP
et de pyrophosphate. Le mécanisme réactionnel passe par un intermédiaire acyl-AMP

o Les scACS

Les scACS sont sélectives des AG a courte chalne. Certaines sont plus spécifiques de
I’acétate et du propionate, d’autres sont plus sélectives du propionate et du butyrate et
n’acceptent pas ’acétate [611]. On a ainsi purifié plusieurs scACS, protéines de 50 kDa,
spécifiques des AG a courte chafne [612]. L’acétyl-CoA synthétase (AF263614) est une
protéine de 78 kDa, trés exprimée dans le foie, les reins. Il en existe 2 paralogues, une forme
mitochondriale et une forme cytosolique. On ignore quelle pourrait &tre leur affinité pour les
AINS, mais il n’est guere probable qu’elles participent a leur thioestérification dans la mesure
ou elles sont fortement sélectives de 1’acétate, acceptant faiblement le propionate mais pas le
butyrate ni le palmitate [613].
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o Les mcACS

Les mcACS acceptent essentiellement les AG a chaine C6-C8 comme substrats. Elles
thioestérifient aussi certains xénobiotes, comme le benzoate. Une mcACS a été purifiée dans
les mitochondries hépatiques. Il s’agit d’une protéine de 65 kDa inhibée de fagon compétitive
par le salicylate (Ki = 37 uM) et activée par 1’albumine [614]. La mcACS de foie de Beeuf est
elle-aussi inhibée par différents xénobiotes : salicylate, nalidixate et diflunisal (Ki = 37; 12 et
0,8 uM) [615].

MACS-1 et la « protéine SA » sont des mcACS de 62 kDa, surtout exprimées dans le
foie et le rein. Elles sont localisées dans la matrice mitochondriale. Leurs produits sont
principalement utilisés pour la f-oxydation. MACS-1 accepte le benzoate comme substrat,
pour lequel elle présente 20 % de 1’activité du C8 [616]. D'autres activités mcACS ont été
caractérisées par une activité xénobiotyl-CoA synthétase : de ce fait nommés XL (Xenobiotic-
CoA ligase), mais leurs substrats endogeénes sont néanmoins les mcAG [612],[617]. Il existe 3
isozymes d’environ 55 kDa, XL-I a -III. Présentes dans les mitochondries, XL-I et XL-II ont
une activité enzymatique trés sensible a la concentration en cations mono- et divalents ;
XL-III est moins sensible & ces parameétres et n'a pas de pH optimum comme les deux autres
(pHop = 8,8) [618]. Le nicotinate, le salicylate et le benzoate sont de bons substrats de XL-I et
XL-II, le décatetranoate de XL-III [612]. XL-I a de fortes homologies de séquence avec la
"protéine SA" [619]. On ignore s’il s’agit d’une des enzymes précédemment citées, mais il
existe une activité ACS rénale, acceptant le benzoate et le salicylate comme substrats, tandis
qu’une autre semble spécifique des acides biliaires (Kd chenodéoxychotate = Kd coasu = 2,5 M)
[620]. Le mécanisme réactionnel des XL a été finement étudié au niveau enzymatique, et on a
pu déterminer la chronologie des associations / dissociations entre I’enzyme, ses substrats et
produits : dans un cycle catalytique concernant le benzoate, I’ ATP-Mg*" se fixe en premier,
puis le benzoate avant la formation de I’acyl-AMP intermédiaire et relargage du PPi. Enfin le
CoASH est fixé et provoque une modification conformationnelle, le benzoyl-CoA formé est
libéré. Finalement, I’ AMP est relargué {617].

Les mcACS ne semblent pas jouer un réle majeur dans la thioestérification des AINS,
n’acceptant pas le R-ibuproféne comme substrat [621]. Cette réaction a lieu plus dans les
microsomes que dans les mitochondries et ne présente pas de compétition avec le propionate
mais avec le palmitate [622].

o Les IcACS

L'alignement de séquences des 12 ACS connues a révélé la conservation de deux
régions : domaine de fixation de ' AMP, (200-273), domaine propre aux enzymes de la famille
des luciférases, et le domaine de la signature FACS (353-455). Une étude par mutagenese
dirigée sur I'ACS de E.coli fad D a précisé les zones essentielles pour l'activité enzymatique
(432-453) et pour la sélectivité de substrat (4739 et 448-455) avec 3 positions cruciales pour
cette sélectivité : Kyss, Dasg et Rysz [623]. La formation des acyl-CoA d’AINS entre en
compétition avec celle des IcAG, ce qui montre qu’elle est principalement due a une activité
IcACS.

Il existe en fait 5 IcACS (ou FACL, pour Fatty Acid CoA Ligases) aujourd'hui clonées
et caractérisées chez ’Homme et le Rat: ACS-1 a -5. ACS-1, -2 et -5 forment un premier
groupe phylogénétique (plus de 55% d'homologie de séquence en acides aminés chez le Rat),
ACS-3 et -4 un autre (68% d'acides aminés identiques toujours chez le Rat). Moins de 30 %
des acides aminés sont conservés entre les deux sous-familles (Figure 49).
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Figure 49 Alignement des séquences primaires d'ACS humaines
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Les ACS sont des protéines membranaires de 70 a 80 kDa. Elles sont composées de
cinq domaines dont deux domaines "Luciférase-like" trés conservés. Il est cependant difficile
d’en conclure qu’il s’agit du siége de la réaction catalytique puisque toutes les délétions
menées sur ACS-1 se sont révélées déléteres pour ’activité enzymatique [624]. La signature
FACS contient la région de fixation du substrat acide carboxylique (région soulignée en
pointillés Figure 49) [625].

Expression, localisation tissulaire et subcellulaire

Les différentes isozymes se distinguent par leur localisation tissulaire et cellulaire
ainsi que par leur sélectivité de substrats.

ACS-1 (P41215) est la forme majoritaire dans le foie [626],[627]. 1l existe 3
promoteurs alternatifs sur le géne de ACS-1, a Porigine de 3 transcrits de région 5° UTR
différentes dans le cerveau, le cceur et le foie de Rat. Le taux de ces transcrits varie avec le
régime alimentaire (augmenté par un régime riche en acides gras ou en glucides), comme
apres administration d’agents hypolipémiants (clofibrate) [628]. Le géne de I'ACS contient 3
exons dont la transcription est régulée par 3 autres régions. L'un d'eux semble avoir une
expression constitutive alors que l'autre est augmentée 30 fois par le fénofibrate, 10 fois par le
LA et 20 fois par des analogues non métabolisables d'AG. Cette induction est médiée par
PPAR:RXR [629]. La transcription d’ACS-1 est régulée in vivo par des cytokines et
endotoxines. Ainsi le LPS (10 g/100g), comme le TNFq et I'IL-1 la répriment dans le foie, le
tissu adipeux, le cceur et les muscles [630]. Comme beaucoup de génes du métabolisme
lipidique, ACS-1 est induite 3 a 8 fois par PPARa dans les hépatocytes [54]. Elle est en
revanche réprimée par le LPS dans le foie [631].

ACS-2 (P33121) et ACS-3 (095573) sont les formes prédominantes dans le cerveau
[632]. Cependant le profil d'expression de cette derni¢re est assez différent: le taux
d'expression d'ACS-3 atteint son maximum 15 jours aprés la naissance puis diminue
progressivement jusqu'a se stabiliser a 10% de ce maximum a I'dge adulte. Parallglement, le
taux d'ACS-2 augmente continuellement au cours du développement du cerveau et atteint un
maximum a l'Age adulte [633].

ACS-4 (060488) est exprimée dans les tissus stéroidogeénes, les ovaires et les
testicules [304]. Son substrat préférentiel, I’AA 1’induit mais pas d’autres AG, comme le
palmitate ou ’EPA [634].

ACS-5 est présente dans les érythrocytes, les cellules épithéliales, les pré-adipocytes et
le cerveau [635],[636]. Les endotoxines et les cytokines diminuent ['activité ACS globale dans
les mitochondries mais I'activent dans les microsomes de foie [630]. Le TNFo diminue ainsi
de 40 % le taux de palmitoyl-CoA dans des cellules de fibrosarcome et augmente d’un facteur
3 I'incorporation de LA dans les PC et PE de mitochondries [637].

Au niveau subcellulaire, ACS-1 est essentiellement cytosolique, mais on la trouve
aussi en quantité importante dans le RE et les membranes associées aux mitochondries.
Malgré sa forte présence cytosolique, son activité est exclusivement microsomiale. Chez les
adipocytes, 1’activité oléyl-CoA synthétase due a ACS-1 est essentiellement localisée dans la
membrane plasmique et les microsomes de haute densité, environ le double de 1’activité
présente dans les noyaux et les mitochondries [472]. On la trouve également associée a des
compartiments subcellulaires particuliers, comme les vésicules contenant le transporteur de
glucose GLUT-4 chez les adipocytes [638]. ACS-4 est exprimée sous forme de 2 isozymes de
80 et 75 kDa résultant d’un épissage alternatif. Elle est essentiellement dans les membranes
associées aux mitochondries tandis qu’ACS-5 est trés fortement concentrée dans les
mitochondries [639]. On observe d’ailleurs une bonne activité IcACS dans la membrane
externe des mitochondries [640]. 11 existe également une forte activité IcACS dans le noyau
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de cellules hépatiques, ol on trouve une activité spécifique presque aussi importante que dans
I’homogénat cellulaire. Cette activité est sélective du palmitate et du LA, mais concerne aussi
I’eicosatriénoate. Elle est saturée a une concentration en acyl-CoA de 13 uM [641].

Sélectivité de substrats

Les substrats différencient également les ACS. Si elles acceptent tous les AG saturés et
insaturés de C10 a C22 avec un profil de sélectivité de type gaussien, elles présentent des
préférences propres. ACS-1 et ACS-2 ont globalement la méme sélectivité de substrat (de
C10 a C18 pour les saturés, de C16 :1 a C20 :4 pour les insaturés) [624], mais ACS-1 est plus
affine pour les saturés courts (C10, C12) quand ACS-2 I’est plus pour les longs (C20, C22)
[502] (Tableau 4).

Isoforme AG saturés AG insaturés Références

ACS-1 Laurate (12:0) Palmitoléate (16:1) [624]

Palmitate (16:0) Oléate (18:1)
Linoléate (18:2)

ACS-2 Laurate (12:0) Arachidonate (20:4) [624]
Palmitate (16:0) Eicosapentaenoate (20:5) [502]

ACS-3 Laurate (12:0) Arachidonate (20:4) [632]
Myristate (14:0) Eicosapentaenoate (20:5)

ACS-4 Palmitate (16:0) Arachidonate (20:4) [304]
Stéarique (18:0) Eicosapentaenoique (20:5)

ACS-5 Palmitate (16:0) Oléate (18:1) [635]

Tableau 4 Sélectivités de substrats des ACS

OQutre ces 5 isoformes d’ACS bien caractérisées, il existe une autre lcACS ne
présentant que 25 % d’identité de séquence avec les IcACS, mais conservant la signature
AMP binding (AF208125). 11 s’agit d’une protéine cytoplasmique de 80 kDa essentiellement
exprimée dans les cellules de Leydig des testicules, dont I’expression est down-régulée par
hCG. Elle présente une activité IcACS, avec une certaine sélectivité pour les AG insaturés de
18 220 [642].

Réles biologiques des IcCACS

Les IcACS sont indispensables pour la synthése de novo de glycérolipides et d’esters
de cholestérol, mais pas pour le recyclage des AG en PL chez les fibroblastes [643]. Les ACS
sont encore essentielles a 1’ « uptake » des AG, en créant le gradient favorable a leur passage
intracellulaire. Ainsi, FATP-1, transporteur membranaire des AG est codistribué avec une
ACS chez les adipocytes. Ce systéme semble comparable au systéme de transport des AG par
les bactéries, impliquant un couplage fonctionnel entre le transporteur FadL et I'ACS FadD
qui estérifie dans la membrane les AG libérés par Fadl [644],[645]. En accord avec ce
modele de couplage, les expressions de FATP et d’ ACS sont souvent coordonnées : elles sont
co-induites in vivo dans le cceur, le foie et le tissu adipeux. D’aprés les ligands inducteurs,
PPARa serait impliqué dans le foie, PPARy dans le tissu adipeux et le muscle [36]. Cet effet
est spécifique des hétérodimeres PPAR:RXR et n’implique pas des dimeres PPAR:RAR
[646].

Les ACS pourraient enfin étre responsables du « chanelling » fonctionnel des acyl-
CoA. En effet, des inhibiteurs d’ACS comme la troglitazone et la triacsine [647] inhibent la
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synthése de novo de glycérolipides, alors que la formation de corps cétoniques et la
réacylation sont moins sensibles. L’inhibition de I’estérification du cholestérol dépend quant a
elle du type cellulaire, bloquée chez les fibroblastes mais peu inhibée chez les hépatocytes.
Dans le foie, la triacsine C inhibe plus fortement la synthése de TG que la réacylation ou la
B-oxydation. Elle diminue I’incorporation d’oléate dans certains lipides (TG, PL, DAG) mais
pas dans d’autres (esters de cholestérol). Elle inhibe la synthése de certains glycérolipides
(TG) mais pas d’autres (DAG, PL). Chez les fibroblastes, la triacsine bloque la synthése de
novo de TG et PL alors qu’elle est sans effet sur la réacylation et la B-oxydation. Chez les
hépatocytes, la triacsine D inhibe la synthese de TG a 60 % sans avoir d’influence sur celle
d’esters de cholestérol [648].

D’autres inhibiteurs, comme la troglitazone, inhibent I’activit¢ ACS dans les
membranes associées aux mitochondries mais pas dans les mitochondries elle-mémes ni dans
les microsomes. Par contre, la triacsine C 1’inhibe dans toutes les fractions subcellulaires de
foie [639].

o Les vicACS

L’activité vicACS est prépondérante dans le foie, mais importante aussi dans le cceur
et le tissu adipeux [649]. Les vIcACS caractérisées sont trés exprimées dans le foie, le rein, et
moins dans le cerveau, les testicules, le coeur et les poumons. Elles sont principalement
présentes dans les microsomes, un peu moins dans les péroxysomes, et absentes des
mitochondries, alors que les IcACS sont également partagées dans ces trois compartiments du
foie [650]. Si elles ne portent pas la signature FACS, les vIcACS ont 2 motifs conservés de la
levure  aux  mammiféres: une  séquence  YTSGTTGLPK et wune autre
YFRDRSGDTFRWRGENVSTTEV. La vIcACS clonée chez le Rat est une protéine de
70 kDa, principalement exprimée dans le foie de séquence plus proche des FATP que des
IcACS [650]. La FATP-1, protéine de transport membranaire des AG, est en fait une ACS. Si
elle présente une activité IcACS (substrat palmitate) trés supérieure a son activité vicACS
(substrat lignocérate), sa séquence primaire la rapproche davantage des vIcACS [651].
D’ailleurs toutes les vIcCACS sont beaucoup plus affines pour les IcAG, mais elles sont les
seules a accepter des substrats a chaine carbonée > 22 (C24, C26) [652], comme la vIcACS
hépatique qui catalyse la thioestérification du lignocérate et du cholate, ce qui en fait un bon
candidat a I’activité cholyl-CoA synthétase nécessaire au catabolisme du cholestérol (Tableau
5) [653]. Une autre forme de vICACS, (vlcACS-Relative) a été caractérisée dans le foie, un
peu dans le cerveau, les poumons et les testicules, mais est absente du rein. Comme les
vIcACS, elle partage de fortes homologies de séquence avec FATP (52%, pour 53 % avec la
vIcACS) [654]. Le cerveau dispose d’une vicACS propre, orthologue des ACS « bubblegum »
de la drosophile [655]. Contrairement aux autres ACS, cette protéine de 80 kDa est soluble
[656].

La délétion de la vIcACS est responsable de 1’adrénoleucodystrophie.

% d’activité par rapport vle ACS-1 vle ACS-2 ACS-1
au Palmitate (C16:0)
Lignocérate (C24:0) 2.1 3.2 0.7
Cholate 0 4 0

Tableau 5 Activité vicACS de différentes ACS relativement au palmitate
(d’apres [653])

L'activité des ACS est modulée par les transporteurs cellulaires d'acyl-CoA : I'ACBP
stimule cette activité [657], alors que la FABP l'inhibe a 30 % et augmente la production de
PA (18 fois) [658]. L'action contraire des deux transporteurs est conforme au ciblage des acyl-

II- Biosynthése et devenir des acyl-CoA 93




CoA vers leurs voies biochimiques par les transporteurs : ici I'ACBP trés affine pour les acyl-
CoA leur permettrait d'activer leur propre voie de biosynthése, mais, quand leur concentration
est élevée, ils se fixent aussi sur FABP et ainsi down-régulent cette synthése.

C.1.Db) Hydrolyse

On connait 4 geénes de thioestérases, une forme cytosolique (CTE-1), une
mitochondriale (MTE-1), a origine de protéines de 45 kDa, et d’autres peroxysomiales
(PTE-1a et 1b). Elles ont un taux d’expression tissulaire variable, mais sont surtout présentes
dans le foie et les reins [659]. La localisation subcellulaire des thioestérases hydrolysant les
acyl-CoA endogénes est différente de celle des xénobiotes, ce qui suggére I'implication
d’enzymes distinctes. Ainsi, I’activité palmitoyl-CoA-hydrolase hépatique est microsomiale a
56 % et cytosolique a 12 %, quand I’activité clofibryl-CoA-hydrolase est moins ségrégée, a
25 % peroxysomiale, 35 % cytosolique et 30 % mitochondriale [660]. L’activité AA-CoA-
hydrolase de la medulla de reins est surtout cytosolique et microsomiale [301]. L’activité
thioestérasique peut encore étre localisée dans des fractions subcellulaires trés précises,
comme dans les puits recouverts de clathrine, ol on associe cette activité a la protéine Eps-15
[661]. Au niveau tissulaire, c’est dans le cerveau qu’on trouve la plus forte activité palmitoyl-
CoA hydrolase, double de celle dans les testicules et entre 10 et 20 fois celle dans les autres
tissus chez le Rat [610]. L’acyl-CoA thioestérase de cerveau humain (EC 3.1.2.2), trés
vraisemblablement une CTE-II, accepte les AG a chaine de C8 & C18 comme substrats. Il
s’agit d’une protéine de 43 kDa probablement active sous forme de dimere, a 90 %
cytosolique [662].

Les hydrolases de la famille nudix, responsables de la déphosphorylation des
nucléotides, participent aussi au catabolisme des acyl-CoA [663].

C.1.0o Transport

On a déterminé une teneur tissulaire d’environ 230 nmol de Ic acyl-CoA / g de tissu,
soit une concentration cytosolique approchant les 100 uM. Or on ne dose que 0,5 uM d’acyl-
CoA, ce qui suggere donc que seulement 0,5 % des acyl-CoA soient libres [664]. Les acyl-
CoA cellulaires sont en effet pris en charge par au moins 3 transporteurs : Acyl-CoA Binding
Proteins (ACBP), uniquement cytosolique; Fatty Acid Binding Proteins (FABP),
cytosoliques et associées aux microsomes ; et SCP-2, surtout dans les peroxysomes et le RE.
Par ordre d’affinité, les acyl-CoA sont ainsi fixés par la BSA > ACBP > h et cFABP. En
présence de membranes de PC, I’affinité pour I’ ACBP est largement supérieure a la BSA puis
les FABP [665].

o ACBP

L’ ACBP est une petite protéine de 10 kDa fixant les acyl-CoA de C14 a C22, aussi
bien a chaine saturée qu’insaturée [666]. La détermination de la structure tridimensionnelle de
I’ACBP en solution montre qu’elle est constituée de 4 hélices o [667]. La conformation de la
protéine est conservée sous forme holo (rmsd = 0,42 A pour les hélices), méme si 1’étude de
la dynamique de fluorescence montre qu’il existe un réarrangement conformationnel global
pendant la fixation du ligand [668]. Dans ce complexe, I’acyl-CoA adopte une conformation
repliée, formant plusieurs liaisons H intramoléculaires ; I’interaction prépondérante entre le
ligand et la protéine concerne le 3’-phosphate [666],[669] (Figure 50).
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Figure 50 Structure tridimensionnelle du complexe ACBP:Palmitoyl-CoA

La figure supérieure présente une vue dans I’axe des hélices, la figure inférieure est perpendiculaire a
la précédente. (d’aprés PDB : laca [669])

L’ affinité du transporteur pour ses ligands est de ’ordre du nM (Kd = 0,2 uM pour
I’octanoyl-CoA, 0,6 nM pour le lauryl-CoA et inférieure a 0,1 nM pour le palmitoyl-CoA)
[670].

Les concentrations subcellulaires d’acyl-CoA et d’ACBP sont en relation inverse :
forte concentration d’acyl-CoA pour faible taux d’ACBP et vice-versa, dans le cytosol, les
mitochondries et le reticulum. Dans des cellules transfectées avec 1’ ACBP, la concentration
intracellulaire en acyl-CoA augmente pour atteindre un ratio de 1 avec I’ACBP [671].
L’expression de I’ACBP est sous controle transcriptionnel de SREBP et régulée négativement
par les stérols [672]. La protéine est surtout présente dans les érythrocytes et le foie, on a
mesuré une concentration en ACBP de 0.5 uM dans les hématies [673]. Les ACBP sont a
85% cytosoliques et 5% nucléaires. Leur présence dans le noyau est certainement associée a
la régulation de facteurs de transcription médié par les acyl-CoA, comme nous le verrons plus
tard (§ II_C. 2. a) [674].

o FABP
Il existe plusieurs isoformes de FABP : IFABP, iFABP, hFABP, aFABP, eFABP et
bFABP, respectivent trouvées dans le foie, 'intestin gréle proximal, le muscle, le tissu
adipeux, I’épiderme et le cerveau [675, 676].
La résolution de la structure cristalline de la FABP a montré qu’elle est
essentiellement constituée de feuillets formant un tonneau p.
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Figure 51 Structure cristalline du complexe palmitate: iFABP

La figure supérieure présente la structure de la protéine, la figure inférieure permet d’appréhender la
cavité interne ; les deux vues présentées sont perpendiculaires. Les molécules d’eau présentes dans le
site de fixation sont représentées en billes (d’aprés PDB : 2ifb [677])

La FABP, dont la fonction premiére est le transport des AG, prend aussi en charge les
xénobiotes hydrophobes et les acyl-CoA, alors que les ACBP sont spécifiques des acyl-CoA.
La IFABP présente ainsi la méme affinité pour I’oléate et pour I’oleyl-CoA [678]. Cependant,
les affinités respectives aménent a penser que physiologiquement, seules les ACBP fixent les
acyl-CoA [Kd papp(oleyl-CoA) = 4,2 M, Kd acpp(palmitoyl-CoA) = 0,5 nM] [658]. I n’est
pas étonnant que la FABP soit capable de fixer des acyl-CoA, puisque le volume de son site
de fixation est plus important que celui de ses ligands (Veayi = 2.Vpaimitare = 850 A3), que la
chaine n’est pas maintenue en place, et que le volume non occupé par I’acyle I’est par H,O
[679], comme le montrent les molécules d’eau piégées dans le cristal (Figure 51). Il semble en
fait que FABP se referme sur son ligand, comme la CREBP [680].

o SCP-2

Le géne SCPx / SCP-2 dispose de 2 sites d’initiation, produit 2 messagers et 2
protéines : une 3-cetoacyl-thiolase, protéine de 58 kDa active avec les mc acyl-CoA (SCPx),
et un transporteur intracellulaire non spécifique des lipides, protéine de 13 kDa fixant la PE,
le cholesterol et des AG (SCP-2 = nsLPT) [681]. SCP-2 stimule I’activité enzymatique
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d’enzymes de la B-oxydation et du métabolisme du cholestérol [682]. Elle pourrait avoir un
role de tunnel entre I’acyl-CoA-oxydase et d’autres enzymes de ces voies [683].

SCP-2 est une protéine de structure o/f mixte, dont une moitié du site de fixation est
constituée de brins B, tandis que I’autre I’est d’hélices a (Figure 52).

Nt W Nt';’-

Figure 52 Structure cristalline de I’apo SCP-2
(d’aprés PDB : 1c44)

Comme FABP, SCP-2 fixe les AG et les acyl-CoA mais elle est sélective de ces
derniers (Tableau 6).

Kd (uM) Parinarate Oléate Cholestérol
Acide 40 0,3 0,004
Acyl-CoA 0,4 0,003

Tableau 6 Affinité de SCP-2 pour différents ligands
(d’aprés [684], [685])

Elle présente des sélectivités (longueur et insaturation) marquées pour les longues
chafnes. Des expériences de déplacement montrent qu’elle dispose de 2 sites de fixation : un
site cholestérol / IcAG / Ic acyl-CoA et un site IcAG / lc acyl-CoA apparaissant a forte
concentration en SCP-2 [685]. Cette protéine pourrait étre une ACBP des organelles
(péroxysomes, mitochondries), alors que I’ACBP proprement dite n’est que cytosolique. Elle
est en effet membranaire, essentiellement localisée dans les péroxysomes (a 50 %), mais aussi
dans le RE et les mitochondries [686].

Outre ces 3 transporteurs bien caractérisés, citons encore I’a-Synucléine, constituant
majeur des corps de Lewy, observés chez les patients parkinsoniens, et qui est encore une
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FABP [687], et 'ELP (endozépine-like peptide), ACBP, trés exprimée dans les tissus
gonadiques (testicules, épididyme, ovaires), mais peu dans les autres organes [688].

. Réles des transporteurs d’acyl-CoA

ACBP et FABP ont plusieurs roles biochimiques :

o facilitation du transport des acyl-CoA vers leur cible [657]. Les ACBP
stimulent d’un facteur 3 la production de PA a partir d’oleyl-CoA [689]. Les trafics
intracellulaires entre péroxysomes (B-oxydation) et RE (biosynthése) des AG a 24 C
pourraient impliquer les AC/FABP [690],[691]. CPT-1 et carnitine acyltransferase-1 utilisent
ainsi essentiellement les acyl-CoA venant de I’ACBP [692], qui apparait comme un systéme
inverse [693]. Sans ACBP, I’AA-CoA est dans les membranes (a concentration de protéines
inférieure a 330 nmol/mg dans les membranes d’hématies), puis passe dans le cytosol apres
saturation des membranes. En présence d’ACBP, tout ’AA-CoA est cytosolique et le
complexe (ACBP:AA-CoA) stimule 1’acyl-CoA:lysoPL acyl-transferase membranaire
(incorporation dans les PC) [673]. IFABP stimule [’activité ACS des microsomes hépatiques,
mais pas Hfabp [694]. FABP est encore impliquée dans I’ « uptake » d’AG par les myocytes
[466]. Enfin SCP-2 augmente I’incorporation d’oléate dans les PL et les TG, stimule la
transacylation microsomiale et modifie la sélectivité d’acyle de ces réactions en faveur des
AG insaturés [686].

e création et régulation de stocks cytoplasmiques d’acyl-CoA [671]

e protection cellulaire face aux acyl-CoA. Nous le verrons ultérieurement, les
acyl-CoA sont des agents acylants, inhibiteurs ou substrats d’enzymes, et détergents ; les
ACBP peuvent donc prévenir ces effets. L’ACBP affecte aussi le remodelage des lipides
membranaires en diminuant de 50 % 1’incorporation d’oléate a partir d’oleyl-CoA dans les PC
et de 60 % dans la SM [689]. Elle atténue encore I'inhibition de 1’adénosine-translocase
mitochondriale et de I’acyl-CoA-oxydase [695]. Le palmitoyl-CoA est inhibiteur de CPT-0. A
faible concentration en palmitoyl-CoA, I’ACBP favorise 'inhibition par feedback de la
CPT-0 par P’acyl-CoA, alors que la FABP comme la BSA la diminuent. A fortes
concentrations en palmitoyl-CoA par contre, I’ACBP comme la FABP diminuent I’inhibition
due au palmitoyl-CoA [696].

¢ protection cellulaire des acyl-CoA (par rapport aux thioestérases). L’ ACBP
diminue I’hydrolyse d’oleyl-CoA de 70 % [562], comme toutes les FABP [694].

Ces transporteurs sont encore associés a d’autres processus biologiques: en
corrélation avec l'induction de PPARy et EBPa, ACBP est présente dans le noyau
d’adipocytes et impliquée dans leur différenciation [697]. Des homodiméres d’ACBP sont
activateurs de la m-Calpaine (protéase dépendante du Ca*), en diminuant d’un facteur 40 ses
besoins calciques. Mais la fixation d’acyl-CoA semble sans influence [698].

Leur fonction de transporteur pourrait s’exercer aussi au niveau extracellulaire. En
effet, IFABP est sécrétée dans la bile (mais pas ACBP), et il existe une corrélation entre les
taux de FABP biliaire et cytosolique, ainsi que des acides biliaires, ce qui suggere un rdle de
protéine d’excrétion [699]. L’ACBP pourrait avoir une fonction similaire puisqu’elle est
sécrétée dans le lumen du duodénum et y stimule la sécrétion exocrine de cholecystokinine
[700]. Les acyl-CoA endogenes peuvent aussi étre excrétés sous forme de conjugués a la
carnitine qui sont alors éliminés par les reins. On retrouve ainsi 2 pM d’acyl-carnitines
plasmatiques chez I’Homme (acyle de C2 a C18) [701].
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C. 2. Implications biochimiques
C.2.a) Sites de fixation
. Ligands de récepteurs

La concentration cytosolique en Ca®* est un régulateur important de nombreuses
fonctions cellulaires. Elle augmente par libération de Ca®" des réserves intracellulaires (RE) 2
travers deux types de canaux : un canal sensible a1'IP; (IP3R) et un autre sensible a la
ryanodine (RyR). Si IP;R répond a la fixation du messager secondaire IP3, RyR semble activé
par le Ca®* lui-méme (libération de Ca®* induite par le Ca®"). L'activation de ce relargage est
peut-Etre initiée par IP; sur son récepteur, mais il a aussi été montré que les acyl-CoA sont
agonistes de RyR (ECso = 14 uM) [702],[703]. 11 est notable que dans les cellules de 1'acinus
pancréatique, la cholecystokinine, dont la libération est induite par I’ACBP intestinale,
augmente aussi les flux calciques. Les Ic acyl-CoA stimulent le méme RyR des citernes
terminales du muscle squelettique (oleyl-CoA et palmitoyl-CoA a 4 uM). Cet effet n'est
probablement pas di a une acylation, car un analogue non hydrolysable a les mémes
conséquences [704].

Les acyl-CoA sont aussi activateurs du transporteur a protons mitochondrial [705]. Ils
régulent encore les flux de K" en activant le canal régulé par 'ATP Karp des cellules
pancréatiques, par fixation de la sous-unité formant le pore Kir6.2, en compétition avec I’ATP
[706]. Ils déplacent ’ADP et ’ATP du transporteur ADP/ATP mitochondrial [707], mais
inhibent par contre le canal Kap mitochondrial (Ko s = 80 a 260 nM) [708].

Chez les végétaux, les Ic acyl-CoA inhibent ’uptake de glucose-6-phosphate par son
transporteur plastidique de fagon réversible (IC50 = 0,25 uM) [709],[710].

) Ligands d’enzymes

C’est principalement dans les voies du métabolisme énergétique qu’on trouve des
enzymes sensibles a des acyl-CoA endogenes. Ainsi plusieurs déshydrogénases sont inhibées
de fagon réversible ou irréversible par le palmitoyl-CoA, comme la glutamate-DH, la malate-
DH, I’isocitrate-DH [711]. La G6PDH est inhibée de fagon irréversible par dissociation du
tétramere actif en dimére inactif. Cet effet semblerait n’étre pas seulement d@ aux propriétés
détergentes du composé car la palmitoyl-carnitine est sans effet et il existe une compétition
avec le cofacteur NADP [712], et le glucose-6-phosphate [711]. Le palmitoyl-CoA est encore
inhibiteur de la Go6-phosphatase (EC 3.1.3.9) [713]. Les Ic acyl-CoA sont inhibiteurs
compétitifs du glucose et de I’ATP et réversibles de la glucokinase (EC 2.7.1.2) [714], pour
laquelle ils sont régulateurs allostériques (ng = 1,7) [715]. Des acyl-CoA sont aussi
régulateurs de la pantothénate-kinase appartenant a la voie de biosynthése du CoASH (mais
cet effet pourrait étre spécifique des sc acyl-CoA) [716]. On relate encore ’inhibition d’acyl-
CoA:cholesterol-acyltransferase par le complexe ACBP:acyl-CoA [717], de [’adénine
nucléotide-translocase (Ki = 1 uM), des transporteur a anions (Ki = 2,4 uM) et a protons
mitochondriaux, de la glucokinase, pyruvate-DH, Ic acyl-CoA-DH (Ki = 0,2 uM), ACOX (Ki
= 5,5 nM), HMG CoA-reductase [705]. L’0léyl-CoA [718] comme le palmitoyl-CoA (IC50 =
35 uM) sont inhibiteurs réversibles d’UGT [719].

Les Ic acyl-CoA sont aussi régulateurs de la PKc, avec des effets variables selon
I’isoforme. Ils sont ainsi activateurs de la forme a de PKc, mais pas des formes ¢ et n. En
revanche, ils inhibent la forme c¢ [720]. Les acyl-CoA constituent des super-activateurs qui
augmentent I’affinité de I’enzyme pour ses activateurs DAG et PS (EC50 = 10 uM) [721]. IIs
diminuent ainsi ses besoins en PS (diminution de la coopérativité de ng = 4,6 a 2,8) [722].
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L’AA et les AG insaturés inhibent !’adénylate-cyclase, probablement via des métabolites
comme les acyl-CoA car I’inhibition dépend du temps et de la température et nécessite un
carboxyle libre [723].

) Ligands de facteurs de transcription

Les Ic acyl-CoA sont capables de réguler l'expression de geénes impliqués dans le
métabolisme des lipides: chez E. coli, ils sont ligands d’un facteur de transcription
constituant la plaque tournante des voies du métabolisme des lipides : Fad R. En absence
d’acyl-CoA, celui-ci réprime la transcription de genes de la B-oxydation (fad BA, D, E, L, H)
et active celle de fab A, B impliquée dans la syntheése d'AG insaturés [644]. La fixation de ces
Ic acyl-CoA (et pas des AG ni des mc acyl-CoA) inhibe la fixation de FadR qui se dissocie de
son RE [724],[725].

Chez les mammiféres, les récepteurs nucléaires PPAR assurent un réle fonctionnel
dans le métabolisme lipidique comparable a celui de FadR. L'expression de acox est réprimée
par les IcAG (60 % de répression a 50 uM). Cet effet n'étant pas observable avec un analogue
non métabolisable, il est possible qu’il soit plutdt di a des métabolites comme les acyl-CoA
qu’aux AG eux-mémes [726]. C’est d’ailleurs le cas pour ’ACOX de mais, réprimée par le
palmitoyl-CoA et 1’o0léyl-CoA (IC50 = 10-50 pM) [727]. Une cotransfection d’un reporter
sous contrdle du PPRE d’acox et de PPAR et une ACS a révél€ une inhibition de 1’expression
du reporter [728]. Récemment, on a montré qu’un analogue non hydrolysable du palmitoyl-
CoA inhibe la fixation de PPAR au PPRE du géne de I’ACOX. La fixation de I’acyl-CoA ne
semble pas s’accompagner d’une hydrolyse du ligand donc d’une fixation covalente. Elle
entre en compétition avec des ligands de PPAR et s’accompagne d’une modification de
conformation. La fixation de I’acyl-CoA abolit Dinteraction du récepteur avec son
coactivateur Src-1 et augmente son interaction avec son corépresseur NcoR [52]. Une autre
étude a précisé que les acyl-CoA sont ligands du LBD de PPARa et PPARY, avec une affinité
supérieure aux AG correspondants. Les Ic acyl-CoA sont ainsi de meilleurs ligands de PPARa
que Wy et presque aussi affines que le ligand endogene supposé, 8-S-HETE. Le stéaryl-CoA
est aussi bon ligand de PPARy que le 15dPGJ2 [729].

Ligands des PPAR, les acyl-CoA n’en sont pas agonistes: remarquant que les

avaient émis I'hypothése que ces AG puissent étre ligands de PPAR par leur thioester de CoA,
mais ils n'ont pas observé d'activation de PPAR par les Ic acyl-CoA. D’autres études ont
également montré que le palmitoyl-CoAn'est pas activateur de PPARa ni RXRa [730]. Ils
sont cependant fixés par PPARa et y, pour lesquels ils jouent un rdle d’antagonistes en
inhibant leur activation [729],[52].

Les acyl-CoA modulent ’activité d’autres facteurs de transcription. Ainsi HNFy, est
régulé par les acyl-CoA mais pas par les AG, activé ou inhibé selon la taille et le degré de
saturation de la chalne. La fixation des acyl-CoA a chaine < 12 carbones ne dépend pas de la
taille ni de I’insaturation de la chaine, alors que ce facteur est activé par C16:0 et inhibé par
C18:0, 18:2, 18:3 et 20:5 [730]. L’interaction du myristoyl-CoA avec ce récepteur pourrait
impliquer des modifications post-traductionnelles car ses effets sont différents selon le
systeme d’expression : il est parfois activateur parfois non. L’effet dépend aussi de la dose,
agoniste de 1 a 10 uM, mais antagoniste de 20 a 100 uM [731]. L’effet peut aussi dépendre du
facteur impliqué : le PPRE de la 3-cétoacyl-CoA thiolase B, par exemple peut fixer PPARa et
HNF4oa. La fixation de HNF résulte en une transactivation, mais pas celle de PPAR, ce qui
suggere un rdle répresseur par compétition pour PPAR [70]. Les acyl-CoA de xénobiotes,
comme les proliférateurs de peroxysomes sont aussi ligands de HNF4q, en compétition avec
le palmitol-CoA, et sont antagonistes. L’effet hypolipidémiant de ces molécules (Medica-16,
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nafénopine, bezafibrate) passerait par PPARa chez les rongeurs mais par HNF4a chez
I’Homme [732].

Les Ic acyl-CoA sont encore inhibiteurs de la fixation de la thyronine a son récepteur
nucléaire (Ki = 0,5 uM), mais pas du récepteur aux glucocorticoides [705]. IIs sont enfin
inhibiteurs compétitifs de I’ADN de I’ARN polymérase de E. coli (Ki = 1-20 pM) [733].

. “Ligands" des membranes

Il existe un pool membranaire important d'acyl-CoA s'ajoutant au pool cytosolique
formé par les ACBP (2 sites de fixation pour le palmitoyl-CoA : Kd = 15 et 60 uM, [734]).
Sans ACBP, les membranes contiennent 95 % du palmitoyl-CoA [735] ; or les membranes de
PC ne supportent pas plus de 15 % d’oléyl-CoA sans que leur intégrité ne soit affectée [705],
et les vésicules microsomiales sont perméabilisées par 10 & 20 uM de palmitoyl-CoA[736].
Néanmoins, les acyl-CoA interagissent moins fortement avec des membranes de PC que les
acyl-carnitines (Kd = 2,2 uM pour le palmitoyl-CoA contre 1,6 uM pour la palmitoyl-
carnitine) [737]. Ainsi la palmitoyl-carnitine provoque une solubilisation des membranes et
une transition de phase lamellaire en phase micellaire mais pas le palmitoyl-CoA [735],
malgré une CMC plus forte (Tableau 7). Les acyl-CoA inhibent les processus de fusion
membranaire tout en favorisant les bourgeonnements de vésicules [738],[739].

Myr-CoA | Palmitoyl- |Palmitoyl- | Oléyl-CoA |AA-CoA |Palmitoyl-
CoA CoA [664] carnitine
CMC (uM) |6-17 1,5-4,5 > 50 1,2-6,8 0,3-1,8 19

Tableau 7 Concentrations micellaires critiques (CMC) de différents acyl-CoA ([715] [714])

Outre cette fixation de nature réversible, nous avons vu que les acyl-CoA sont des
intermédiaires de la synthése des phospholipides membranaires, que nous étudierons
ultérieurement.

C.2.b) Acyl-CoA comme agent acylant

Leur participation essentielle au métabolisme des lipides n’est pas la seule fonction
des acyl-CoA, qui sont aussi utilisés par la cellule pour leur capacité acylante envers des
protéines. On distingue 3 formes majeures d'acylation des protéines: prénylation,
myristoylation et palmitoylation. Elles concernent plus de 200 protéines, permettant ou
facilitant leur ancrage dans les membranes, une localisation subcellulaire précise, la
stabilisation d’interactions protéines / protéines et des régulations enzymatiques.

La prénylation définit la fixation covalente d’un isoprénoide (farnésol [C15] ou de
géranylgéranol [C20]) a des Cys pour former un lien thioether. Elle n’implique donc pas
d’acyl-CoA. Elle est catalysée par 2 classes d’enzymes : les CAAX prényltransférases et les
CC ou CXC prényltransférases, selon leur sélectivité de séquence du substrat protéique [740].
On connait 3 isozymes dans le cerveau de mammiféres : FPT-1 (Farnésyl protein transferase,
de classe CAAX), GGT-1 (geranylgeranyl-transferase, de classe CAAX) et GGT-2 (de classe
CC ou CXC). Dans le foie, FPT-1 est principalement dans la matrice mitochondriale et
microsomiale [741]. La géranylgéranyl-transférase catalyse la thioethérification par un
substrat géranylgéranyl-diphosphate [742]. La fonction de cette modification chimique des
protéines n’est guere connue. Elle est probablement impliquée dans 1’association
membranaire et les interactions protéines/protéines : la farnésylation de PGI2-R ne modifie
pas ses propriétés de fixation de ligand mais son couplage a 1’adénylate cyclase et PLPc
[743].
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. Myristoylation

La myristoylation procéde d'une amidation irréversible. Elle est généralement
cotraductionnelle, apparaissant aprés 1’élimination de la Met Nt par la
méthionylaminopeptidase, mais peut aussi étre post-traductionnelle. Elle est catalysée par une
N-myristoyltransférase (NMT, EC 2.3.1.97), qui acyle la Gly Nt [744] apres fixation
séquentielle du myristoyl-CoA puis de la protéine substrat [745]. 1l existe plusieurs NMT : on
en connait 6 dans le cerveau de beeuf (protéines d’environ 50 kDa), et 2 génes ont été clonés
chez ’'Homme : nmt-1 et —2, mais nmt-1 est & ’origine de 4 protéines de tailles différentes
(50-68 kDa) [746]. Les petites NMT-1 sont cytosoliques, tandis celles de plus haut PM sont
membranaires et cytosoliques. NMT-2 (65 kDa) est surtout membranaire [747]. La NMT
d’Arabidopsis thaliana est cytosolique et ribosomiale, en accord avec sa fonction
cotraductionnelle, et présente une forte sélectivité pour le myristoyl-CoA comme substrat
[748].

La myristoylation est souvent indispensable a la fonction de la protéine, mais on
ignore en général par quel mécanisme elle intervient. Chez la protéine neuronale
CAP23/NAP-22, elle est impliquée dans des interactions interprotéines, puisqu’elle est
nécessaire a la fixation de la calmoduline et & la phosphorylation par PKc [749].

. Rétinoylation

Le rétinoate peut étre fixé de fagon covalente a de nombreuses protéines, par un lien
thioester. La rétinoylation passe par un intermédiaire acyl-CoA qui acyle des protéines de
taille variée, principalement autour de 25 et 45 kDa, mais aussi de plus grosse taille (100,
200 kDa). Le taux de rétinoylation tissulaire est variable, important dans les testicules, moins
marqué dans les poumons, cerveau et reins et moins encore dans le foie. Au niveau
subcellulaire, les mitochondries sont les principales cibles, mais le noyau est aussi fortement
impliqué, plus que les microsomes et le cytosol [750]. Dans des cellules leucémiques, la
rétinoylation concerne essentiellement des protéines microsomiales (70 %) de PM d’environ
55 kDa. La fixation covalente est saturable (ED50 = 300 nM) [751]. Chez les macrophages
aussi, cette acylation est saturable (maximale & 18 uM d’esters de rétinoate), et les adduits
sont stables (perte de 20 % en 8 h). Peu des cibles protéiques du rétinoyl-CoA sont
caractérisées, mais on compte la sous-unité régulatrice de PKa, la thioredoxine réductase, la
vimentine et la cytokératine [752].

L’activité rétinoyl-CoA synthétase est microsomiale et nucléaire, principalement
localisée dans le foie et les testicules, moins dans les reins, le cerveau et le pancréas. Elle
semble assurée par les Ic ACS car il existe une compétition avec les AG [753].

. Cholestéroylation

Le cholestérol est a la fois donneur et accepteur d’acyle. Il est ainsi acylé sur son
hydroxyle par des acyl-CoA, selon un mécanisme catalysé par des acyl-CoA : cholestérol-
acyltransférases pour former des esters de cholestérol [754]. Mais il est lui-méme capable
d’acyler des protéines, comme les protéines Hedgehog [16] et d’autres non caractérisées
[755].

. Palmitoylation

La palmitoylation est la thioestérification d’une Cys en général, post-traductionnelle,
covalente mais réversible par hydrolyse de la fonction thioester. Il semble exister deux
mécanismes de palmitoylation de protéines : enzymatique, catalysée par des acyl-transferases
(palmitoyl-transférase), et non enzymatique (auto-palmitoylation). La palmitoylation est la
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fixation majeure d’AG, mais d’autres AG contribuent aussi aux modifications chimiques des
protéines, comme [’AA. Chez les plaquettes, par exemple, le palmitate forme 3 fois plus
d’adduits que I’AA. L’acylation concerne des protéines de 17, 37, 47, et 129 kDa
principalement, pour les 2 AG. Cependant le lien chimique n’est pas toujours identique :
thioester a 100 % pour le palmitate mais seulement 60 % pour I’AA. La fixation covalente,
observée apres incubation de I’AA, n’implique d’ailleurs peut-étre pas uniquement I’ AA-CoA
mais aussi des métabolites issus de la voie COX car I'indométacine est inhibiteur de la
formation d’adduits [756].

La palmitoylation est-elle enzymatique ?

Une acylation non enzymatique a été rapportée pour les Tyr K de la famille Yes qui
sont S acylées aprés myristoylation. L’acylation spontanée dépend du temps et de la taille de
la chafne acyle, efficace avec le palmitoyl- et myristoyl-CoA mais pas l'acétyl-CoA [757]. De
méme, la PKc s'auto-palmitoyle (le myristoyl-CoA, I’AA-CoA, le CoASH, I’AG et le DAG
ne forment pas d’adduit) [758]. L'AA-CoA est lui aussi capable d'acyler plusieurs protéines
non dénaturées ; ce mécanisme est plus ou moins inhibé par des acyl-CoA compétiteurs,
PATP et le CoASH. Parmi ces protéines, on compte une UGT dont l'activité est inhibée par
Pacylation [759]. L'inhibition due a I'ATP et CoASH suggere que la reconnaissance de l'acyl-
CoA soit due en partie au groupement adénosine, comme on le note aussi pour le
carboxyatractyloside (CAT), le récepteur au bogkrekate (BKA), I'ATP / ADP carrier de
membrane interne de mitochondries, I'UCP (uncoupling Protein) et d'autres protéines
mitochondriales, méme s'il n'a pas été montré d'acylation pour ces protéines [760]. D’autres
protéines auto-acylées sont présentées dans le Tableau 8.

Cependant, une palmitoylation enzymatique est aussi observée avec des Tyr K de la
famille Src déja myristoylées [761]. Les protéines Gi et s sont palmitoylées sur une ou
plusieurs Cys Nt par une palmitoyl-transférase (PPT) membranaire dont le substrat est
I'hétérodimere G™". Cette enzyme est présente dans la membrane plasmique, peu ou pas dans
le Golgi, le RE et les mitochondries de foie [762]. Deux PPT (PM = 30 et 33 kDa) peuvent
acyler la protéine P21/Ras, spécifiques du palmitoyl-CoA par rapport au myristoyl-CoA tant
comme substrat que comme inhibiteur (Kmp,im = 4,3 UM, Km gras = 0,8 uM) [763]. SNAP-25
est auto-acylée, mais la palmitoylation est grandement favorisée par une interaction avec la
Syntaxine-1 qui n’a pas d’activité palmitoyl-transférase. On retrouve des interactions
protéines/protéines augmentant la palmitoylation avec la protéine Ga et ses partenaires Py
[764].

Il est donc difficile de savoir si la palmitoylation des protéines est spontanée ou
nécessite une palmitoyl-transférase, d’autant que les études sont parfois contradictoires pour
une méme protéine : on rapporte ainsi une auto-palmitoylation pour la protéine de myéline PO
[765], alors que d’autres travaux mettaient en évidence un processus enzymatique [766].
L’explication de ces paradoxes pourrait résider dans P’efficacité de la palmitoylation, qui
serait peut-€tre possible spontanément, mais est catalysée, au sens propre, par des enzymes.

La palmitoylation nécessite-t’elle une structure native ?

La préservation structurale semble elle-aussi ne pas étre systématiquement
indispensable. On note en effet que la tubuline [767], la protéine de myéline PLP [766] ou la
protéine Gica [768] requiérent une conformation intacte pour étre palmitoylées. La PLPd-1 est
acylée si elle dispose de la région Nt (1-168), mais plus si ce domaine est tronqué [769]. La
PKc [758] comme la rhodopsine [770] présentent une sélectivité d’acyle, ce qui suggére un
site de fixation précis. Enfin, un certain nombre de protéines acylées sur des Cys présentent
encore une capacité d’acylation non négligeable quand les Cys sont mutées en Ser, comme
avec le récepteur a ’endothéline B [771], le récepteur a la transférine [772], la cavéoline
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[773] ou CCR-5 encore palmitoylé a 40 % [774]. La Ser est un résidu intrinséquement peu
nucléophile, et le fait qu’il puisse au moins en partie suppléer une Cys argue en faveur d’un
environnement tridimensionnel capable d’activer sa nucléophilie.

Par contre, des peptides synthétiques de quelques résidus correspondant a la région
palmitoylée de protéines peuvent étre acylés, comme si la séquence primaire suffisait. C’est le
cas de peptides de P21/Ras [775], de kinases Src [757] ou de la protéine de myéline PO [765].
La encore, I’efficacité relative des acylations de protéines natives et des peptides n’ayant pas
été comparée, il est difficile de conclure réellement qu’une courte séquence primaire peut
suffire a I’acylation de protéines.

Effet de 'ACBP sur la palmitoylation

Le réle d’ACBP est variable : elle inhibe la palmitoylation du peptide acylé de la
kinase Lck [757]. A 20 uM, elle inhibe a 90 % 1’acylation autocatalytique de peptides portant
les séquences palmitoylées de la kinase Lck et de la myéloprotéine PO [776]. Elle inhibe aussi
la palmitoylation enzymatique de Go. avec une IC50 de 8 pM [695]. Elle est par contre sans
effet sur I’acylation de la kinase Yes [757] ou de CPT-1 [777].

Nombre d'acyles et nature du lien chimique

Le nombre de palmitates portés par une protéine varie de 1 a 7 (Tableau 8). La
fonction chimique liant le palmitate a la protéine est de 3 types: amide (avec des Lys
essenticllement), oxyester (avec des Ser et Tyr) et thioester (Cys). Il est difficile d’estimer la
fréquence relative de chacun de ces liens car on utilise souvent ’hydroxylamine comme
révélateur de fonction thioester, alors qu’elle hydrolyse aussi efficacement les autres esters.
On a estimé que pour la tubuline, par exemple, 70 % des palmitates sont associés par des
fonctions thioesters, 15 % par des oxyesters, et 10 % par des amides [778].

Durée de vie de l'adduit

La stabilité intrinséque de la palmitoylation est assez limitée, avec une demi-vie
variant de 20 min pour P21/Ras [779], a 50 min pour I’ankirine [780] voire 90 min pour Gsa.
[781]. Mais ces durées de vies ne concernent que celles des 1’adduits purifiés : les palmitates
sont régulierement renouvelés dans les cellules pour que I’acylation se prolonge 1 a2 j.

Conséquences de la palmitoylation

La palmitoylation est presque toujours associée a l’insertion membranaire de la
protéine, la permettant, la favorisant ou assurant une translocation fonctionnelle. Elle peut
aussi permettre un ciblage subcellulaire précis, comme I’association avec les rafts. La
palmitoylation assure I’insertion membranaire du récepteur a I’histamine H2 [782], de
SNAP-25 [783] et du pro-TNF [784]. Elle régule ainsi positivement le récepteur a I’histamine
ou la PKc [600], mais maintient le TNF sous une forme non mature inactive. Elle permet la
translocation de P21/Ras [779],[775] ou de PKc en les activant, alors que la palmitoylation de
eNOS [785] la régule négativement et que la dépalmitoylation de Gso I’active [781].
L’acylation de protéines solubles pourrait aussi permettre une régulation de leur activité par
insertion membranaire : plusieurs protéines glycolytiques solubles sont ainsi parfois associées
aux membranes, comme la glycéraldéhyde-3-phosphate-DH, la fructose-1,6-diphosphate-
aldolase ou la phosphoglycerate-kinase, dont I’activité membranaire représente 5 % de
I’activité cellulaire totale [786].

La tubuline est partagée entre les fractions cytoplasmique et membranaire. La
palmitoylation contribue son association membranaire (23 % de la tubuline cytoplasmique est
acylée contre 77 % dans les membranes, et 80 % dans la membrane plasmique) mais n’est pas
le seul facteur [787],[788]. Dans la membrane plasmique, une faible proportion de la tubuline
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est associée aux rafts [789]. La neurofascine est aussi localisée dans les rafts quand elle est
acylée [790], comme Goia [791] ou la kinase Src Fyn [792],[793].

Autre exemple de localisation membranaire précise : 1’acylation du Nt de flagellar
calcium-binding protein (FcaBP) de Trypanosoma cruzi est nécessaire a sa localisation
flagellaire correcte [794].

La palmitoylation intervient également dans les interactions protéines/protéines.
L’acylation de PLPd-1 est nécessaire a sa régulation par phosphorylation, certainement en
permettant 1’interaction avec une kinase, et affecte son association avec les membranes [769].
D’autres protéines palmitoylées sont connues pour disposer de nombreux partenaires avec
lesquels ils interagissent physiquement, comme 1’ankyrine, Cav-1 [773],[795], PKc [796] ou
eNOS [797]. De telles interactions peuvent permettre un couplage fonctionnel pour la
transduction du signal, comme on 1’observe pour I’isoprénylation du récepteur a la PGI2
[743], ou la palmitoylation de GPCR: un défaut de palmitoylation du récepteur aux
endothélines inhibe la transduction du signal (perte de P'inhibition de 1’adénylate-cyclase,
perte de la stimulation de PLPc) [771]. L’acylation de plusieurs protéines peut d’ailleurs Etre
coordonnée, comme celle de G11a avec des GPCR [798].

En ce qui concerne les récepteurs, la palmitoylation peut étre indispensable a
I’expression de surface, comme pour CCR-5 [774] ou pour le récepteur a la thyrotropine
[799], ou a I’endocytose pour le récepteur a la transferrine [772]. La palmitoylation du
récepteur aux chemokines CCR-5 n’influe pas sur I’endocytose ni sur le signaling mais triple
sa mobilité membranaire. Non palmitoylé, il est piégé dans le RE [774], moins exprimé en
surface cellulaire et non-associé aux rafts comme quand il est acylé. La palmitoylation
augmente aussi considérablement sa durée de vie (demi-vie = 4,5 h contre 1,5 h non
palmitoylé) en défavorisant sa protéolyse [800].

La palmitoylation peut encore influencer la stabilité structurale des protéines : elle
inhibe ainsi le dépliement de la protéine surfactant C [801] et provoque une modification
conformationnelle de Ggo. [802].

La palmitoylation permet enfin la régulation d’enzymes par inhibition irréversible. La
carbamoyl-phosphate-synthétase-1 mitochondriale est ainsi inhibée de fagon irréversible par
acylation [777]. On a ainsi montré que des acyl-CoA & longue chalne (palmitoyl-, oleyl-CoA)
forment des adduits et inhibent les UGT, selon un mécanisme particulier, puisque I’inhibition
de ’enzyme est due a la formation du complexe {enzyme ; acyl-CoA} et non a I’acylation
(IC50 # 30 uM) [803].

La réversibilité de la palmitoylation ameéne a penser que ce processus pourrait
permettre des régulations au niveau des interactions protéine/protéine ou protéine/membrane.
Ainsi la demi-vie du palmitoyl- de la protéine G (90 min) est divisée par 10 apres l'activation
du complexe par un antagoniste de récepteur adrénergique, ce qui induit alors la translocation
de la membrane plasmique vers le cytosol de Gs [781]. L'hydrolyse du palmitoyl- est assurée
par une enzyme a activité G palmitoyl thioestérase dont I’activité est prépondérante dans le
cytosol alors que la protéine est plus concentrée dans les microsomes [804]. Plusieurs
enzymes catalysent cette hydrolyse, comme la palmitoyl-protein thioesterase-1 (PPT-1) ou
I’acyl-protein thioesterase-1 (APT-1) qui dépalmitoyle Go et Ras. APT-1 est aussi une
phospholipase [805]. Au méme titre, eNOS est régulée dynamiquement par une double
acylation (myristoyl-, palmitoyl-), facilitant ses interactions avec la cavéoline et la membrane
cavéolaire [797]. Ceci a probablement des implications enzymatiques car eNOS a une
production de NO limitée quand elle n’est pas localisée correctement. La régulation peut
encore étre affinée par le type d’acyle qui influe considérablement sur la durée de présence de
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la protéine dans les membranes : ainsi les doubles acyles myristoyl-, farnesyl- et géranyl-
géranyl- sont moins fortement fixés que le palmitoyl-, thermodynamiquement et
cinétiquement (demi-vie = 0,2 a 120 h selon les acyles) [806]. Le modele de piégeage
membranaire cinétique décrit la palmitoylation comme un moyen de ciblage précis quant &
I’ancrage membranaire : la palmitoyl-transférase fixerait ainsi la présence de protéines a un
endroit donné [807]. L’analyse du trafic membranaire de eNOS permet ainsi de proposer un
modele ol la palmitoylation réduit la mobilité de la protéine en la piégeant dans des domaines
précis, et lui évitant une diffusion latérale aléatoire [808].

o Acylation par d’autres AG

Nous avons vu que ’acylation des protéines concerne plusieurs AG et pas uniquement
le palmitate. Le dosage des AG libérés apres hydrolyse des protéines de foie, ceeur et rétine de
Beeuf a révélé que l'acylation due aux lc acyl-CoA est majoritaire, et trés forte pour le
palmitate et stéarate, tandis que les myristoylations sont trés faibles. Il n'est pas possible de
corréler les concentrations en acyl-CoA tissulaires et la proportion des acylations [809].
Néanmoins d’autres études ont montré que ’approvisionnement cellulaire en AG modifie le
type d’acyle fixé aux protéines [810]. Goa, GAP-43 et P21/Ras sont ainsi acylées de fagon
hétérogene, méme si le palmitate reste toujours I’acyle majoritaire, devant ’oléate et ’'AA
pour Fyn, par exemple [811].
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Protéine isoforme Acylation Région Myristylation Résidu Ref
enzymatique acylée palmitoylé

Protéines G G01a Nt G2 [791]
GO0a N C3 (Trypsine) [802]
Gsa C3 (C3A) [812] - [781]
Gsa N ? pas C3 (C3A), C160 (Trypsine)  [813]
Gia1 N myr C3 (Trypsine) [768]
Gial G2 (G2A) C3(C3S) [814] -[815]
Gl1a C9 C10 (C9,108) [798]
Gia1 C3 (C3A) {762]
Gsa, G0a C3 (C3A) [816]
P21 /Ras Ct C181 (C818S) peptide [775]

Ct farnésylation C181, C184 [763] -[779] [806, 817]

GPCR [818]
CCR-5 Ct C321,323,324 (CxS) [800],[774]
PGI2 R isoprénylation C414 (C414S) [743]
Histamine H2 R C305 (C305A) [782]
Synaptotagmine 1,2,3 Nt C74-82 (Trypsine) [819, 820]
Neurofascine C1213 (C1213L) [790]
Rhodopsine N [770] - [821] - [822] - [823]
Thyrotropine R Ct C699 (C699A) [799]
Endothéline B R (ETb) Ct C403,405 (CxS) [771]
AR a2A Ct C442 (délétion) [824]
Transferrine R Nt 62,67 (CxS, CxA) [772]
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Protéine

isoforme

Acylation

Région Myristylation Résidu Ref
enzymatique acylée palmitoylé

Src Kinases Lck Nt G2 pas C3 (C3S), mais C5 (C5K) [792]
Fyn Nt G2 C3,6 (C3,6A) [792] - [793]

Yes N Nt G2 C3 (C3A peptide) [757]
Tubuline a>b N [778] - [787]
[788] - [789]

SNAP 25 C85-92 (CxS) [783]

N milieu [764] - [819] - [825]

Myéline PLP N T198 [766]

PO oui [766]

PO N C153 (peptide IRYCWLRR) [765]

P63 Nt C100 (délétions) [826]

PLPd-1 Nt C240,241 [769]

pro-TNF Nt C30 mais pas C47 (CxA) [784]
PKc cerveau, foie N Nt (32kDa) [758] - [827]
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Proteine isoforme Acylation Région Myristylation Résidu Ref

enzymatique acylée palmitoylé

GAP-43 N mais faiblement [768]
[811]
NOS eNOS G2 (G2A) C15,26 [126]
eNOS Nt C15,26 (CxS) [785]
eNOS [797]

Cavéolines Cav-1aetb Ct C156 (C156S) C133,143 un peu ? [773] - [828] - [795]
Surfactant C C5, C6 [801]

Tableau 8 Caractéristiques de la palmitoylation de protéines membranaires
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C. 3. Les membranes cellulaires

Au cours de ce rappel bibliographique, nous nous sommes situé a plusieurs reprises au
niveau des membranes cellulaires, que ce soit & ’origine de la production des PG, comme lieu
de passage et de stockage des AINS, ou encore dans le devenir des acyl-CoA endogenes et
xénobiotiques. Les membranes constituent donc un point de concours pour des voies
centrifuges et centripétes que nous avons jusqu’alors suivies. 1l nous apparait donc important
de caractériser ce compartiment cellulaire, crucial dans notre étude.

Les membranes cellulaires sont constituées de 3 types de lipides (Figure 53):
glycérophospholipides, sphingolipides et cholestérol. La composition en lipides varie
considérablement selon le type cellulaire. Chez I'érythrocyte humain par exemple, la
phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE) et la phosphatidylsérine (PS)
représentent 50 % des phospholipides membranaires, la sphingomyéline (SM) 18 % et le
cholestérol 23 %. Cette composition est en outre asymétrique entre les deux feuillets : PS et
PE sont a 80 % dans le feuillet interne. Le feuillet externe ne contient pas de PS (I’exposition
de PS en surface cellulaire étant une propriété des cellules apoptotiques) mais 20 % de PE,
SM et PC [829]. L’asymétrie de composition lipidique des membranes d’érythrocyte est
assurée par Mrp-1 et une amino PL-translocase [550]. 1l est notable que SM, PE, PI et PS sont
résistants aux PLA2 de venin d’abeille, contrairement a la PC [830].

C.3.a) Généralités et métabolisme membranaire
o Les phospho diacyl glycérolipides

Métabolisme

La biosynthese des glycérolipides (PC, PE, PI, ...) dérive du glycérol-3-phosphate et
dihydroxyacétone-phosphate qui produisent aussi le plasmalogene, via les CTP,
phosphocholine-cytidylyltransférases (CCTo ou ) et l'acétyl-CoA alkyl-lysoglycero-3-
phosphocholine-acétyltransferase [831]. De plus, une phospholipase (certainement iPLA2)
hydrolyse les PC (hydrolyse de I’acyle sn-1) en glycéro-phosphocholines qui sont ensuite
excrétées [832].

Les membranes phospholipidiques sont susceptibles de subir un remodelage par
I'action combinée de phospholipide-acetyltransférases et de phospholipases. Principalement
présentes dans le RE (peu dans la membrane plasmique), ces enzymes utilisent comme
substrat un monoacyl-glycérol-PC et un acyl-CoA saturé ou insaturé selon la position libre et
le type d'enzyme [833]. Ces remodelages (élongation, désaturation de chaine) passent par des
intermédiaires acyl-CoA et sont favorisés par une protéine cytosolique (ACBP ?). Il semble
que la synthése d'acyl-CoA pour ce mécanisme existe sous forme ATP-dépendante et
indépendante [834].
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Figure 53 Structure chimique des principaux lipides et phospholipides

Etude structurale

Les membranes biologiques sont des systeémes complexes dont l'étude au niveau
moléculaire est particulierement délicate, puisque les techniques cristallographiques, par
exemple, ne peuvent étre réalis€es qu'en absence d'eau, rendant ainsi mal compte de la réalité
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physiologique de ces systémes. Les principaux moyens d'analyse impliquent donc différentes
techniques de modélisation moléculaire, validées et affinées par les données physico-
chimiques apportées par RMN, RX, spectroscopies IR, Raman, de fluorescence. On utilise
ainsi principalement la dynamique moléculaire qui simule les atomes par I'équation classique
de Newton. On décrit ainsi des interactions covalentes (définies par la longueur de liaison, ses
angles, constante dihédrale), des interactions non covalentes (€lectrostatiques et de Van der
Waals pour lesquelles on assigne une charge partielle et des paramétres d'attraction ou
répulsion pour les atomes). A l'aide de différents champs de force (diverses paramétrisations
et simplifications des données précédentes), on étudie par dynamique moléculaire des
interactions molécule par molécule. La complexité de ces calculs limite l'utilisation de la
dynamique moléculaire en temps et en taille de I'échantillon (de I'ordre de la ns pour quelques
nm de 100 & 200 molécules de lipides). Autre technique de modélisation, la dynamique
stochastique ne simule explicitement qu'un lipide ou un petit groupe de lipides. On étudie
alors l'effet de I'environnement (eau, lipides) sur cet échantillon, avec une échelle de temps
moins restreinte qu'en dynamique moléculaire. Les méthodes de Monte Carlo sont d'autres
algorithmes décrivant plus 1'état d'équilibre que la dynamique.

Ces études utilisent souvent des membranes de dimyristoylphosphatidylcholine
(DMPC), dipalmitoylPC (DPPC) ou distéaroylPC (DSPC) comme modéle. Il a ainsi été établi
un modele de membrane fluide de DPPC dans I'eau en quatre régions (Figure 54).
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Figure 54 Modéle de bicouche phospholipidique d’oléyl-palmitoyl-PC

La bicouche est entourée de molécules d’eau représentées en billes. Le complexe a ét€ soumis a une
minimisation d’énergie qui montre la limite de pénétration de I'eau dans la membrane (d’aprés [835])

La région 1 est constituée d'eau perturbée par les tétes polaires des lipides (coquille en
forme de clathrate pour DMPC, fortes interactions avec PE). La région 2 est la plus dense du
systétme. L'eau y est sous forme de coquille autour des tétes polaires ; le coefficient de
diffusion des petites molécules y est le plus faible. La région 3 commence au carbonyle de la
chaine lipidique et constitue la limite de pénétration de l'eau. Constituée de chaines
partiellement ordonnées, elle a une densité comparable a 'hexadécane. La région 4 est peu
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dense (densité proche du décane), trés hydrophobe et trés peu ordonnée. Ce modele décrit une
membrane fluide, prépondérante physiologiquement. Les lipides peuvent en effet exister sous
trois états physiques : gel, cristal liquide, et cristal. Seuls les deux premiers sont fluides et
physiologiques. Une membrane binaire DMPC / DSPC (1:1) est ainsi sous forme de gel a
10 °C, réellement fluide & 55 °C et mixte vers 38 °C. L'état fluide cristal liquide est
symétrique car il existe une orientation des molécules en couches, liquide car les molécules
ont une grande mobilité (diffusion latérale), et solide car ces molécules s'orientent dans la
méme direction.

o Les sphingolipides

Leur synthése dérive des céramides. SM et PC sont les phospholipides majoritaires du
feuillet externe des membranes plasmiques. La PC (70 a 80 % des phospholipides
membranaires) a un acyle long en sn-1 (souvent le palmitate) et un mono- ou polyinsaturé en
sn-2 (1,1 a 1,5 double liaison cis par molécule) tandis que la SM a un seul acyle variable de

C16:0 a C24:1A15 (0,1 &4 0,35 double liaison cis par molécule) (Figure 55).

OH
O
/\/\/\/\/\/\)J\ OH
N
H
AN
CH
ex, )12

Sphingophospholipide

AV 9
. \/\O—IID~O—
e!

H\
N
0=
R

0
\
R H

Figure 55 Structure générale de la sphingomyéline
. Le cholestérol

Il provient du 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMGcoA). Régulateur important de
nombreuses enzymes, le cholestérol est lui-méme régulé par l'acyl-CoA-cholestérol-
acyltransférase (ACAT) et la formation de sels biliaires (tauro- et glycocholates). Les
différentes phases membranaires décrites précédemment (gel, liquide cristal) sont tres
sensibles a la présence de cholestérol qui désordonne la phase gel mais ordonne la phase
liquide cristal et facilite ainsi les transitions de phase. Par ailleurs, les membranes plasmiques
cellulaires présentent des domaines riches en cholestérol d'environ 10 nm de diamétre en
phase gel et mixte mais pas en phase trés fluide (55 °C). Le nombre, mais pas la taille, des
domaines augmente avec la température [836]. Des modélisations de membranes mixtes
phospholipides / cholestérol ont montré qu'il agit considérablement sur la structure
membranaire (augmente de 2,5 A l'espace inter-lamellaire et de 1 A la hauteur de la bicouche)
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et la dynamique lipidique (constante de diffusion réduite de 3 fois), a 1'échelle de la ns sur une
membrane de DPPC / cholestérol (8:1) [837]. Dans une membrane de DMPC a volume
constant (16 DMPC, 16 cholestérol, 664 HyO), 1'aire par molécule de DMPC est doublée en
présence de cholestérol, a 1'état cristallin ou fluide [838]. Enfin le cholestérol semble sélectif
de certains lipides : il interagit plus avec des SM saturées qu’avec des PC a longues chalnes
(désorption plus faible), ce qui n'est plus vrai avec une SM insaturée [839]. Il module enfin
l'activité d'enzymes associées aux membranes, directement ou par son effet sur le
comportement des phospholipides.

Cholesterol

. Les membranes phospholipidiques ont une
composition dynamique

Les groupements acyles des PL ne sont pas statiques, mais changent dynamiquement
en fonction des conditions cellulaires. Ce remodelage implique 4 réactions d’acylation chez
les mammiferes, qui ne nécessitent pas forcément la formation d’acyl-CoA intermédiaire et
qui peuvent bénéficier d’activités ACS particulieres. Le remodelage est ainsi assuré par : (i)
une  activit€é  acyl-CoA-lysoPL-acyltransférase, particulicrement impliquée  dans
I’accumulation de PUFA dans les PL dans la mesure ou elles sont sélectives des acyl-CoA de
PUFA comme donneur d’acyle, avec du lysoPC ou lysoPI comme accepteur ; (ii) le syst¢me
de transacylation dépendant du CoA, qui procéde d’un transfert direct de I’acyle d’un PL & un
lysoPL de fagcon dépendante du CoASH, mais sans génération d’acide libre. Ce systéme est
tres sélectif de I’AA, du LA et du stéarate comme acyle et de PI comme accepteur
préférentiel. L’acyl-CoA-lysoPA-acyltransférase (LPAAT) participe a ce systeme. C’est une
protéine de 66 kDa & activit¢ ACS indépendante de I’ATP. Elle assure aussi une fonction
lysoPL spécifique en sn-2. Elle est responsable d’un remodelage de 25 % des Pl et de 5 % des
PC en 30 min dans des microsomes hépatiques [840].; (iii) le systéme de transacylation
indépendant du CoA, transférant I'acyle d’un diacyl-PL a un lysoPL sans cofacteur
supplémentaire, sélectif des PUFA de C20 a C22 ; (iv) une activité lysoPL / transacylase, qui
transfére I’acyle unique d’un lysoPL a un autre, formant ainsi un diacyl-PL et une glycéro-3-
PC.

C.3.b) Existence de microdomaines membranaires (rafts)
et conséquences biologiques

Des domaines de structure lipidique particuliére ont récemment été découverts,
bouleversant ainsi le concept de modéle membranaire uniforme. Ces domaines peuvent étre
envisagés comme des « radeaux » (rafts), flottant dans la membrane fluide.

On peut ainsi observer une séparation de phases avec un mélange DPPC / PC et DPC/
SM. DPPC et SM sont concentrés dans une phase « solid-like », alors qu’une phase liquide
désordonnée est enrichie en PC (ou DPPC selon les cas). Cette séparation de phase dépend de
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la concentration en SM ou DPPC, mais les concentrations nécessaires sont inférieures a celles
qu’on trouve dans la membrane plasmique [841]. Plus que la téte polaire, ce sont surtout les
chaines acyles qui gouvernent les affinités lipidiques, les chaines saturées ordonnées
s’associant mal aux chaines insaturées mobiles et volumineuses. Ainsi la SM est
essentiellement constituée d’AG saturés (palmitate et oléate, tandis que I’AA y est rare), alors
que la PE est surtout composée d’ AA et d’oléate [842].

Outre la SM, le cholestérol est un autre composant important des microdomaines
membranaires. Il existe une corrélation entre les stérols induisant la formation de domaines et
ceux qui augmentent la résistance aux détergents, et entre le packing des stérols et leur effet
membranaire : les stérols augmentant la formation de domaines et diminuant leur sensibilité
aux détergents induisent le plus fort packing, et vice versa [843]. Le packing influe aussi sur
la perméabilité : des membranes contenant 50 % de cholestérol sont 2 fois moins perméables
a 'eau que celles qui n’en contiennent pas. A l'inverse, les AG insaturés augmentent la
perméabilité a I’eau au niveau des tétes polaires (2 fois plus pour le palmitate ou le myristate
que pour 'oléate) [844]. Comparativement aux autres membranes cellulaires, les rafts sont
ainsi enrichis en cholestérol, et sont ’'unique localisation de lactosyl-céramide et de SM
(Tableau 9) [845].

COMPOSITION COMPOSITION REPARTITION DES
LIPIDES LIPIDIQUE DE LA LIPIDIQUE D’UNE LIPIDES DANS LA
CELLULE VESICULE (%) VESICULE (%)
COMPLETE (%)
Phospholipides
Phosphatidy! éthanolamine 28,8 18,8 5,7
Phosphatidyl choline 22,85 10,9 51
Phosphatidyl sérine 2,21 2,7 9,6
Phosphatidyl inositol 4,61 1,8 5,5
Cardiolipine 1,81 ND ND
Sphingomyéline 1,11 14,2 96,2
Cholestérol 11,61 31,9 26,4
Triglycérides 23,41 ND ND
Glycolipides neutres
Cérébrosides 1,61 8,7 45,3
Antigéne Forssman 1,11 6,3 56,6
Lactosyl céramide 0.21 2,6 100
Glycolipides acides
Sulfatides 0,51 2,6 56,5
Gangliosides 0,25 2 66,47

Tableau 9 Composition lipidique des rafts
ND : non déterminé (d’aprés [845])

Les rafts sont visibles dans des cellules vivantes. On a ainsi montré sur des
fibroblastes des domaines contenant 25 a 125 protéines transmembranaires HLA-I, de rayon
de 70 a 600 nm [846]. Dans d’autres cellules, on détecte des microdomaines d’un diameétre
moyen de 0,7 pm (0,2-2 pm) qui représentent 13 % de la surface membranaire. Une sonde
constituée d’un acyle saturé a une mobilité importante mais confinée a ces domaines, tandis
qu’une sonde a chaine acyle insaturée diffuse dans des régions non confinées de la cellules
[280]. La SM représente 5 % des PL du foie, 10 % de I’estomac et 16 % des poumons.
Comme elle est spécifique des rafts, on peut supposer que ces taux tissulaires sont
proportionnels a la quantité de rafts. En plus des affinités relatives des lipides, la formation
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des rafts est favorisée par certaines protéines, comme NAP-22, par exemple, qui peut induire
la formation de domaines riches en cholestérol dans des liposomes PC / cholestérol [847].

° Protéines et voies associées

Outre les lipides, les protéines sont une autre composante importante des rafts. Elles y
sont associées de 3 fagons :
P Protéines liées au glycophosphatidylinositol (GPI-protéines)
» Protéines ayant intrinsequement une forte affinit€é pour ce type
d’environnement protéique
P Protéines acylées (myristoylées et/ou palmitoylées)

Ainsi, de nombreuses protéines palmitoylées se retrouvent au niveau des rafts [848].
Afin de déterminer la proportion de protéines palmitoylées se trouvant dans ces domaines, on
a comparé la palmitoylation de protéines de cellules de Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) a leur traduction [849]. Ensuite est réalisée une purification des rafts. Les résultats
montrent I’existence de 20 a 25 protéines majeures dans les rafts, nombreuses a étre acylées.
(Figure 56).

Met Pal

Figure 56 Protéines palmitoylées au niveau des rafts de cellules MDCK [849]

Les protéines acylées se retrouvent donc largement au niveau des rafts. Néanmoins,
certaines protéines n’ayant pas subit d’acylation s’y retrouvent également et toutes les
protéines palmitoylées ne se situent pas forcément a ce niveau [850]. La palmitoylation n’est
donc pas la seule force motrice de la localisation cellulaire de ces protéines.

Les rafts peuvent étre schématisés comme suit (Figure 57).

Ils seraient des sortes de plate-formes de concentration de protéines ayant la méme
destination cellulaire. Parmi les protéines acylées présentes dans les rafts, on note les
protéines impliquées dans la transduction du signal, telles que les protéines G ou des protéines
de la famille des Tyrosine-Kinases Src, ce qui suggere que les rafts puissent étre impliqués
dans le signaling [851]. L’activation des lymphocytes T passe aussi par les rafts : lorsque
leurs récepteurs CD3 et CD28 sont simultanément stimulés, une réorganisation de la
membrane s’effectue, formant une agrégation de rafts au niveau de la zone de contact avec
I’antigéne [852]. En concordance, I’agrégation expérimentale de ces rafts suffit a activer les
lymphocytes T. Les rafts interviennent encore dans I’endocytose [853] et I’exocytose des
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protéines nouvellement formées. La localisation des protéines SNARE dans les rafts est ainsi
associée au contrdle de I’exocytose [854].

ﬁ Phosphatidyl choline R Phosphalidyl serine g Cholesterol
R ; , GPl-anchored
Glycosphingolipid R Phosphalidyl ethanolamine proteins
(b) Rall Rall

Milieu
extracellulaire

Mﬁ yl i
e | R

intracellulaire

Figure 57 Schéma d’un raft et des protéines associées [855]

L’incubation de lymphocytes T avec des PUFA modifie la composition lipidique des
cellules, en se concentrant dans les PE du feuillet interne des membranes. Ils modifient aussi
la composition des rafts, qui tendent a compenser 'arrivée de chaines acyles insaturées
désorganisantes par une augmentation de la proportion de C16:0 et une diminution de C18:2.
Les cellules compensent aussi le déplacement de protéines affines pour les rafts, comme Lck
et LAT (linker for activation of T cells) qui sont retrouvées dans d’autres fractions mais dont
le taux est inchangé dans les rafts [856]. Ce déplacement associé a une modification de la
composition lipidique cellulaire ne touche pas toutes les protéines des rafts puisque
contrairement a Lck et Fyn, CD48, GM-1 et CD59 ne migrent pas [857].

L'existence de domaines membranaires de composition lipidique particuliére a été
démontrée de plusieurs maniéres: directement par microscopie et utilisation d'analogues
lipidiques fluorescents ou indirectement par I’utilisation de leurs propriétés particuliéres de
solubilisations par les détergents, et par la détection des protéines préférentiellement associées
a ces régions. De nombreuses protéines et enzymes sont ainsi associées a des fragments
microsomiaux isolés en gradient de saccharose aprés solubilisation au triton a froid (DRM,
pour detergent resistant membranes). Les techniques d’études étant trés différentes et
concernant soit des cellules intactes soit des préparations membranaires, il est difficile de
savoir si toutes ces observations relévent des mémes domaines membranaires, d’autant qu’il
existe des structures clairement distinctes des rafts mais qui en partagent certaines propriétés :
les cavéoles.

° Les cavéoles : cas particulier des rafts

Parmi les microdomaines membranaires, il existe une structure spécifique : la cavéole
[858]. La cavéole est définie comme étant une invagination de la membrane plasmique
d’environ 60 nm. Cette invagination se retrouve au niveau de nombreux types cellulaires. Il
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semblerait que les cavéoles dérivent directement des rafts puisque leur composition est trés
proche (Figure 58).

§ Phesphatidyl cheline 8 Phosphatidy! serine % Cholesterol
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Figure 58 Schématisation de la cavéole et de ses protéines associées [855]

Outre leur forme, elles se distinguent cependant des rafts par I’association avec une
protéine : la cavéoline. En plus de sa capacit¢é a se lier au cholestérol et aux
glycosphingolipides, cette protéine semble pouvoir causer une fusion des rafts entrainant la
création de la structure cavéolaire [859],[773]. Cette protéine de 21 kDa intervient dans
Parchitecture de la cavéole, dont la formation ne dépend donc pas uniquement de la
composition lipidique. La cavéoline posséde un domaine de 33 acides aminés hydrophobes et
trois résidus cystéine palmitoylés. Le role de cette palmitoylation n’est pas connue : elle n’est
pas responsable de la localisation de la protéine au niveau de la cavéole [860], mais plutdt de
sa capacité & interagir avec ses partenaires protéiques [861],[828],[773]. 1l existe trois
isoformes de cette protéine : les cavéolines (Cav) 1, 2 et 3, ayant des distributions tissulaires
différentes. On trouve la Cav-1 et la Cav-2 dans les adipocytes et les cellules endothéliales.
Par contre, la Cav-3 est spécifique des muscles [862],[863].

Des protéines G sont d’autres hotes de ces domaines membranaires. Certaines ne sont
pas distribuées de fagon homogeéne dans la membrane plasmique, mais typiquement
concentrées dans des microdomaines ressemblant a des vésicules dans de nombreux types
cellulaires. La partie Nt de Gia doublement acylée (myristate, palmitate) est suffisante pour
cibler la membrane plasmique (membrane / cytosol 80:20 %), et se trouve colocalisée avec
Cav-1 qui ne reconnait Go. que si elle est palmitoylée [814]. La protéine Gq est concentrée
dans les cavéoles ou elle fixe directement Cav-1, tandis que Gi et Gs sont localisées dans les
autres rafts [864].

L’invagination cavéolaire apparait appropriée pour participer aux phénomenes
d’endocytose dans les cellules épithéliales. Outre ses fonctions dans les processus cellulaires
normaux, I’endocytose médiée par la cavéole a aussi été exploitée par des agents pathogénes
afin de pénétrer les cellules animales [865],[866]. Les cavéoles pourraient aussi controler le
flux sanguin autour de la surface des cellules et répondre par une activation des voies de la
transduction du signal [865]. Enfin, la cavéole et la cavéoline sont impliquées dans la
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morphogenése des domaines des membranes plasmiques. Ce mécanisme est illustré dans le
développement des muscles squelettiques ot des groupes de cavéoles semblent étre le point
de départ de la formation des tubules T [867].

o Implications dans 'inflammation

La démonstration de I’existence des rafts est trop récente pour que des liens clairs
aient pu Eétre établis avec les processus inflammatoires. On note cependant que chez les
cellules dendritiques, le signaling de CD40 (kinases Src dont Lyn, TRAF-2 et -3, ERK)
aboutissant a la production d’IL-1a et f est initiée dans les rafts [868].

La transduction du signal LPS pourrait passer par les rafts, puisque son récepteur
CD14 est une GPI-protéine [869]. En revanche, EP2 n’est pas associé aux rafts dans les
cardiomyocytes, o on peut détecter une colocalisation des adénylate cyclases AC-5 et -6
avec B1AR et f2AR [870].

A la surface cellulaire, IIA-sPLA2 est fixée aux glypicanes (protéines associées a la
migration nucléaire), située dans des domaines ponctuels et colocalisée avec Cav-2. Des
cotransfections de glypicanes et de IIA-sPLA2 augmentent la libération d’AA et de PGE2
[871].

Enfin, dans des fibroblastes activés par le PMA ou I'IL-1B, COX-2 présente une
localisation partagée entre les rafts et les membranes du RE et de I’enveloppe nucléaire (40 :
60 %). Sa présence dans les rafts augmente avec le temps d’incubation, ce qui montre qu’il
s’agit d’une translocation. Elle forme dans les rafts un complexe catalytiquement intact avec
Cav-1 [872]. Si on ignore les conséquences de cette translocation, on peut néanmoins
supposer qu’elle pourrait étre & I’origine des couplages fonctionnels décrits, soit en amont de
COX (PLA2), soit en aval (PGES).
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NLPRESENIATION DU PROJET

Il est aujourd’hui bien établi que le mode d’action principal des AINS repose sur
I’inhibition des COX. Cependant, la détermination du pouvoir inhibiteur d’une molécule et de
ses énantiomeres sur la synthése des PG in vitro ne permet pas de prédire de fagon fiable leurs
effets anti-inflammatoires et antalgiques in vivo [873],[874],[875]. L’action pharmacologique
comme la survenue d’effets secondaires des AINS semblent donc relever de mécanismes plus
complexes qu’une simple inhibition de COX, et nous émettons ’hypothése de I'intervention
de métabolites.

Notre projet d’étude repose donc sur deux questions : les effets pharmacologiques des
AINS pourraient-ils impliquer des métabolites de ces médicaments ; existe-t’il d’autres cibles
que COX pour les AINS ou leurs métabolites qui pourraient participer tant aux propriét€s
anti-inflammatoires qu’aux effets secondaires ?

Parmi les métabolites des AINS, les conjugués paraissent les plus intéressants : c’est
en effet le métabolite majoritaire et méme rapidement la forme prépondérante du médicament,
en ce qui concerne le glucuronide. 11 s’agit en outre d’une molécule circulante qui peut gagner
tout I’organisme et accéder au site inflammatoire. L’acyl-CoA est un autre conjugué d’intérét,
dans la mesure ot il constitue lui un métabolite intracellulaire qui peut donc étre concentré au
lieu de production. Sa nature chimique lui confére une forte réactivité, et on sait que les
dérivés acyl-CoA endogenes sont impliqués dans diverses voies du métabolisme lipidique, si
importantes dans I’inflammation.

Notre étude s’ articulera en trois parties fondamentales :

1. Syntheése des métabolites conjugués, glucuronide et acyl-CoA, en utilisant le KPF
comme AINS modele.

2. Recherche de leur effet sur les COX, en s’intéressant en particulier a sa réversibilité,
eu égard a la forte réactivité des composés.

3. Etude de I'interaction du KPF-CoA avec différentes protéines, et caractérisation des
formations d’adduits qui en résulte. Nous chercherons alors a identifier les cibles de
cette molécule ainsi qu’a comprendre les implications biologiques de 1’acylation.

Ces travaux nécessiteront des quantités importantes de métabolites, ce qui nous oriente
vers la mise au point d’une syntheése chimique du KPE-CoA. Les thioesters du CoA sont des
molécules instables s’hydrolysant rapidement et trés sensibles aux nucléophiles. Nous
envisageons donc également la synthése d’un analogue non hydrolysable et non acylant du
KPF-CoA, afin d’obtenir des informations mécanistiques quant a I’effet du métabolite.

L’étude des effets des conjugués sur les COX nécessitera dans un premier temps la
validation d’un modele cellulaire. Nous testerons ensuite nos métabolites comme inhibiteurs
potentiels. Leur réactivité nous engage a envisager une formation d’adduits intracellulaires
qui pourraient influencer la production de PG ; nous nous intéresserons donc spécialement a
la réversibilité des effets. Les résultats obtenus nous ameneront alors a approfondir 1’étude de
I’interaction du KPF-CoA avec les COX, en utilisant cette fois des enzymes purifiées. Nous
soumettrons enfin ces observations a une analyse structurale et chimique fine par
modélisation moléculaire.
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L’effet particuliérement intéressant du KPF-CoA nous ameénera a le comparer a celui
d’acyl-CoA endobiotes, et a établir la cinétique et le profil d’expression des ACS in vivo ainsi
que dans un modele cellulaire.

Nous analyserons finalement la réactivité du KPF-CoA envers différentes protéines.
Ceci nous aménera a proposer I’existence d’un domaine d’interaction avec les acyl-CoA,
conservé chez de nombreuses protéines, et a prédire des mécanismes d’acylation. Nous
pourrons alors identifier certaines cibles intracellulaires du KPF-CoA, et aborderons
finalement les conséquences biologiques de cette acylation, en nous intéressant en particulier
a la localisation subcellulaire des adduits.

Lorsque les travaux de cette étude ont fait I’objet d’un manuscrit, nous ne présenterons
dans le chapitre « Résultats » que les résultats majeurs, ainsi que la discussion critique de
leurs implications biologiques et pharmacologiques. Pour obtenir plus de détails et de
précision, le lecteur est invité a se référer aux-dits manuscrits, faisant cloture a chaque sous-
chapitre.
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WMATERIEL - ET METHODES

A. Réactifs et matériel

A, 1. Réactifs et produits

Les solvants ont ét€ fournis par Merck (Darmstadt, Allemagne)

Tous les réactifs et produits ont été obtenus chez Sigma (La Verpilliere, France), sauf :

Le KPF racémique, ses énantioméres purs (R)- et (S)- ainsi que I’acide benzoyl-1,4-phényl-2-
butyrique employé comme standard interne (SI) pour les dosages en CLHP des énantiomeres
du KPF sont fournis par Rhone Poulenc, Paris.

Les COX purifiées : Cayman Chemical, Ann Arbor, MI

Les milieux de culture cellulaire Dulbecco modifié par Eagle (DMEM), tampon phosphate
salin (PBS), glutamine, Gentamicine et amphotéricine B, sérum de veau feetal (SVF)
décomplémenté pour la culture cellulaire : Gibco BRL (Cergy Pontoise).

A. 1. a) Biologie moléculaire

RT: Omniscript RT Kit, Qiagen SA, Coutaboeuf, France

PCR : Hot Star Taq, Qiagen

Enzymes pour la biologie moléculaire (Ligase, Enzymes de restriction) : Gibco BRL
Agarose, bromure d’Ethidium, Marqueurs de taille nucléotidiques, Inhibiteur de Rnase (Rnase
out), dNTP, oligo dT(12-18), Trizol : Gibco BRL

Primers : MWG Biotech GmbH, Ebersberg, Allemagne

Plasmides : Qiagen

Résine IMAC : TALON (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA)

A.1.b) Anticorps

Anticorps anti-KPF, anti-ACS-1 et anti-ACS-5: don du Pr. E. Benoit, Ecole Vétérinaire,
Lyon

Anticorps monoclonaux anti-COX-1 : (160110, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)
Anticorps polyclonal anti-COX 2 (PG26, Oxford Biomedical Research, Oxford, MI)
Anticorps polyclonal anti-Cav-1 : (C37120, Transduction Laboratories)

Anticorps polyclonal anti-iPLA2 : (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)

Anticorps polyclonal anti-iNOS : (SC-650, Santa Cruz Biotechnology, )

Anticorps monoclonaux anti-penta-His: Qiagen (34660)

Anticorps monoclonaux secondaires anti-IgG de Lapin, Souris ou Chevre, couplés a la
phosphatase alcaline : Sigma (A3812)

A. 2. Matériel

Chromatographie liquide haute performance (CLHP) : Chaine Waters (St-Quentin en
Yvelines) composée d’une : pompe 590, d’un détecteur spectrophotométrique a barrettes de
diodes 996, piloté par le logiciel Millenium installé sur PC.

Colonne analytique : C18 RadialPak 8x 100 mm incluse dans un module RCM-8 (Waters)
Colonne semi-préparative: Merck Lichrosorb RP-18 column, (7pm, 250*10 mm)

RMN : Spectromeétres Bruker AC 250 ou Bruker DRX 400.

Electrophorése : Ready Gell Cell (BioRad), Mini Cell X Cell Il (NOVEX), générateur Bio-
Rad, Hercules, Californie, USA)
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Transfert semi-sec : Trans-Blot SD (BioRad)

Transfert liquide :

Membrane de nylon® : Immobilon-P (Sigma)
Spectrophotométre : UV 1601 L5-50 (Schimadzu)
PCR:

Lecteur de plaques : Dynatech MR 5000 piloté par un PC

A. 3. Lignées cellulaires

Les différentes lignées utilisées proviennent de la collection européenne de cultures de
cellules (ECACC), Salisbury, UK.

Cellules 3T3-L1 : fibroblastes embryonnaires murins

Cellules J774.2 : macrophages murins

Cellules HepG2 : cellules d’hépatome humain

Cellules BPAEC : cellules endothéliales d’aorte pulmonaire bovine

Bactéries compétentes : TOP10F’. Invitrogen, Groningen, Hollande

A, 4. Animaux

Rats Wistar méles (Charles River et Iffa Credo, France) pesant environ 175 a 200 g et
sont placés 5 par cage. Les animaux sont dans une enceinte thermorégulée a 24°C +/- 1°C
soumise a un cycle obscurité- lumiére de 12 h/12 h et re¢oivent eau et nourriture ad libitum.
Toutes les expériences sont conformes a la réglementation et aux normes éthiques en vigueur.

B. Synthése et caractérisation des métabolites

B. 1. Biosynthése des glucuronides

Le glucuronide de KPF est obtenu aprés incubation de chaque énantiomére de I’ AINS
avec les UGT de microsomes hépatiques de rats induits au phénobarbital, immobilisés dans
des billes d’alginate [876]. Se référer au paragraphe IV_B. 3. pour la préparation des
microsomes.

B. 1. a) Immobilisation des enzymes

Dans la glace, on ajoute 2 mL d’une solution aqueuse de 60 mg d’alginate de Na a
2 mL de microsomes (environ 20 mg/mL de protéines) et 2 mL de tampon Tris-HCI 100 mM,
pH = 7,4 contenant 10 mM de MgCl,. Par un goutte-a-goutte de ce mélange dans une solution
aqueuse de BaCl, a 2 % (m/v), on forme des billes qu’on laisse reposer 15 min. Apres les
avoir recueillies sur un tamis, on les lave a ’eau puis avec le méme tampon. Les billes sont
ensuite reprises dans un tampon contenant 4 % (m/v) de polyéthylene-imine (PEI) et ajusté a
pH = 7,4 par ajout d’HCI 6 N, et agitées pendant 15 h.

B.1.b) Biosynthese et purification des glucuronides

Avec ces billes, on incube sous agitation 7,8 mg d’UDP-GA et 3 mg de R- ou S-KPF dans
1 mL de tampon acétate/MgCl, a 100 mM, pH = 6,5 contenant 4 mg de saccharonolactone
(inhibiteur des glucuronidases). Aprés 2 h a 37 °C, on préleve le milieu qui contient les
glucuronides formés et on 1’on acidifie par 1,8 mL d’un mélange TCA 0.4 M / Glycine 0,5 M
apH=2,2. Les billes peuvent alors étre réutilisées 1 ou 2 fois dans les mémes conditions.
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La purification est réalisée par CLHP semi-préparative, avec un éluant H,O/
acétonitrile/TFA (60:40:0,04, v/v) et un débit de 2.5 mL/min (A =290 nm). La purification est
suivie en parallele en CLHP analytique, avec un éluant (65:35:0,04) & 1.5 mL/min (A =
254 nm).

B. 2. Synthése chimique de I'acyl-CoA

La synthése du KPF-CoA est obtenue en mélangeant une solution de 122 mg de
rac-KPF dans 11 mL de CH,Cl, sec a laquelle on ajoute 56 pL. de 2,6-lutinine, et une solution
de 50 plL. de chloroformiate d’éthyle dans le CH,Cl, sec. Le mélange est agité environ 1 h &
20 °C. On surveille I’avancement de la réaction en CLHP analytique en phase réverse, avec
un éluant H,PO4/HPO, 9 mM, pH = 5,5/ MeOH (55:45) a 1,5 mL/min (A = 254 nm).

Des que tout le KPF initial a disparu, le mélange est évaporé sans chauffage. Le résidu
sec est alors repris dans 9 mL de THF et soigneusement homogénéisé, avant d’ajouter 37 mg
de CoASH dans 9 mL d’H,O. On ajuste immédiatement le mélange a pH = 6,2 (environ
100 pL de soude 5 N), et on incube sous agitation a 20 °C. La réaction est suivie en CLHP
dans les mémes conditions que préalablement. Lorsqu’il ne reste plus de CoASH, le mélange
est concentré par évaporation, jusqu’a obtenir environ 4 mL d’un lait blanchéatre.

La purification est obtenue en 2 ou 3 étapes selon le produit recherché : on réalise dans
un premier temps une vingtaine d’extractions contre I’hexane. La phase aqueuse est enfin
soumise & une CLHP semi-préparative, avec un éluant H,PO4/HPO4 9 mM, pH = 5,5 / MeOH
(65:35) 22,5 mL/min (A = 280 nm). Une seule étape de cette chromatographie suffit a séparer
les réactifs du KPF-CoA. Si on cherche a séparer les 2 diastéréoisomeres du KPF-CoA, le
produit purifi€ est alors a nouveau soumis a la méme CLHP, en collectant la sortie de colonne
par fractions de 0,7 min. L’analyse des fractions en CLHP analytique permet de définir
I’identité des produits.

B. 3. Synthése microsomiale de KPF-CoA
B.3.a) Préparation des microsomes

Les foies de Rat sont homogénéisés a 1’aide d’un homogénéisateur Potter-Elvehjem
dans un tampon Tris-HCI (1 mM) saccharose (0,25 M) ajusté a pH = 7 avec HCl. Une
premicre centrifugation de 1000 g pendant 15 min & 4°C permet d’éliminer les noyaux (culot)
et les fractions interstitielles. Une seconde centrifugation a 10000 g a 4°C permet de séparer le
culot de mitochondries du surnageant. Puis une ultracentrifugation du surnageant a 100 000 g
a 4 °C pendant 1 h est effectuée pour obtenir un culot correspondant aux microsomes. Le
culot est récupéré, homogénéisé a 1’aide d’un homogénéisateur manuel de Dounce, aliquoté
dans des tubes et conservé a —20° C jusqu’au dosage des protéines microsomiales pour I’étude
de la thioestérification.

B.3.b) Formation du KPF-CoA

Les microsomes sont activés par du Triton X-100 (4 mg/mL) (rapport Triton/
protéines = 0,15) pendant 15 min dans la glace. L’action du détergent permet la
perméabilisation des microsomes. La synthése est ensuite réalisée sur 20 pL. de microsomes
(100 pg de protéines) en suspension dans 12,5 pl. d’une solution contenant de I’ATP
(0,5 mM) et de MgCl, (0,09mM) dilués dans 1000 L. de tampon Tris-HC1 (150 mM). On
ajoute ensuite 20 pL. de KPF racémique (12,5 mM) puis 15 pL. d’une solution contenant du
CoASH (0,01 mM) et du dithiothréitol (0,05 mM) dilués dans 1200uL de tampon. Aprés 1 h
d’incubation a 37°C, la réaction est arrétée par addition de 100 pL d’acétonitrile et
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centrifugation 10 min a 20000g. Les produits de la réaction sont analysés dans les conditions
de CLHP décrites ultérieurement.

B. 4. Cristallogenése du KPF-CoA

Le développement des cristaux de KPF-CoA a été étudié par la technique de la goutte
suspendue, utilisée pour la cristallogenese des protéines, au Laboratoire de Cristallographie et
Modélisation des Matériaux Minéraux et Biologiques de Nancy (LCM3B). 2 uL de KPF-CoA
2 mM sont ainsi ajoutés a 2 pL. de solution de cristallisation, sur une lamelle de verre
préalablement silanisée (incubation pendant 1h a 90 °C avec du diméthyl-dichloro-silane a
2% dans du trichloroéthane). Celle-ci est alors retournée sur un puits contenant 500 pL de la
méme solution de cristallisation. La lamelle et le puits sont alors fermés hermétiquement par
un joint de vaseline. Les puits sont alors stockés dans des salles conditionnées.

C. Méthodes analytiques

C. 1. CLHP
C.1.a) Dosage du KPF

Aprés addition d’une quantité connue de standard interne & 1’échantillon, le dosage du
KPF racémique est réalisé en CLHP analytique, avec un éluant H,O/acétonitrile (50:50), avec
un débit de 1,5 mI/min. La calibration est obtenue par la mesure du rapport des aires des pics
de KPF et de standard interne, pour une gamme de usuelle de 1 a 100 M.

C.1.b) Dosage des métabolites

KPF-Glc et KPF-CoA sont dosés via le KPF libéré par hydrolyse, aprés incubation
avec de la soude 0.5 N pendant 2 h a 37 °C. Le KPF est alors quantifié comme

précédemment.

C. 2. ELISA
C.2.a) Dosage des PGE2, 6kPGFla, PGF2a

PGE2, 6kPGFla ou PGF2a sont quantifiés par les kits « Correlate EIA Kit », Assay
Designs, Inc, Ann Arbor ML Le dosage repose sur une compétition entre la PG de
I’échantillon et une PG commerciale couplée a la phosphatase alcaline avec une gamme de
1250 a 78 pg /mL de PGE2, 5000 a 80 pg/mL de 6kPGFla et 7500 a 12 pg/mL de PGF2a.
Les PG sont fixées par un premier anticorps anti-PG de Lapin, lui-méme reconnu par un
anticorps anti-Lapin immobilisé au fond du puits. Le produit de ’enzyme, en présence de
para-nitrophényl-phosphate permet une mesure de l’intensité de coloration a 405 nm. La
courbe d’étalonnage est obtenue par transformation semi-logarithmique. Chaque dosage est
précédé de la détermination de la dilution de 1’échantillon a effectuer.

C. 3. Dosage des protéines

La concentration en protéines est déterminée & partir d’'une courbe étalon de sérum
albumine bovine (BSA) allant de 0 a 12,5 pug/mL selon la méthode de Bradford. Les protéines
réagissent avec le réactif coloré de Biorad pour donner une coloration bleue dont I’intensité
est mesurée a 595 nm aprés 2 min d’incubation.
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D. Biochimie des protéines
D. 1. Activité des COX purifiées

L’activité des COX isolées est déterminée par le dosage des PGF2a du milieu, issues
de la réduction chimique de PGH2 par le SnCl,. Le milieu contient également de ’héme et un
cosubstrat réducteur de I’enzyme pour favoriser son activité.

Pour tester les inhibiteurs, 30 uL. d’enzyme (6,8.10™"% mol) sont ajoutées a 250 pL de
tampon phosphate 50 mM contenant 1 mM de phénol, 1 uM d’hématine et 0,5 mg/mL de
SnCl, et 30 pL. d’inhibiteur a concentration donnée. Aprés incubation & 20 °C pendant des
durées variables, on ajoute 30 puM d’AA pendant 5 min a 37 °C. L’incubation est
irréversiblement stoppée par addition de 20 uL. d’HCI, puis le milieu est neutralisé par de la
soude normale avant dosage des PG. Un contrble est réalisé pour chaque temps de pré-
incubation a cause de la forte instabilité de ’enzyme.

D. 2. Western blot des protéines

Les échantillons sont repris avec une solution dénaturante (Laemmli) composée de
4 % SDS, 20 % glycérol, 10 % 2-mercaptoéthanol, 3 % de bleu de bromophénol, 0,125M de
Tris-HCl pH = 6,8. La migration en gel d’acrylamide est réalisée dans un tampon
d’électrophorese constitué de 14,4g/L. de Glycine, 3g/L. de Tris-base, 1g/L de SDS. La tension
appliquée est de 100 V durant la migration dans le gel de concentration, puis de 150 V dans
celui de migration. Pour les protéines de petite taille (< 30 kDa), la migration est réalisée en
tampon Tris/Tricine, constitué de 18 g/L de Tricine, 1 g/L. de SDS et 12,1 g/L de tris-base.

Le transfert sur membrane de Nylon est obtenu en mode semi-sec, avec un tampon
contenant 56,3 g/L. de glycine, 12,1 g/L. de Tris-base, 10% de méthanol, ajusté a pH 7,4. Un
transfert optimum est obtenu par 12V pendant 1 h. La membrane est alors traitée comme suit :

P mise en contact avec une solution d’albumine a 3% dans le tampon de lavage
(PBS-Tween 20 a 0,2% d’azide de sodium) pendant 7 h sous agitation modérée pour la
saturation des sites aspécifiques.

» ajout du premier anticorps aprés élimination de I’albumine, contenant 0,2 %
d’azide de sodium. Celui-ci évite la prolifération des bactéries Gram négatif.

P ringage de la membrane 5 fois Smin avec le tampon de lavage, puis ajout du second
anticorps couplé a la phosphatase alcaline (1 h).

» rincage de la membrane 5 fois Smin au tampon de lavage, puis a I’eau distillée. On
dépose alors 1 mL de substrat de la phosphatase (BCIP/NBT), dont le produit coloré en rose-
violet précipite.

D. 3. Immunoprécipitation

Cette technique constitue une méthode de purification immunologique. On utilise ainsi
un anticorps aussi spécifique que possible de la protéine recherchée, qui est incubé avec
Pextrait cellulaire. On ajoute ensuite de la protéine A ou G, protéine procaryotique fixant
toutes les Ig de mammiféres, couplée de maniére covalente & un polymere osidique de haut
PM. Nous utilisons ici la protéine G couplée au Sépharose, qui permet donc la décantation
finale du complexe ternaire {Protéine : Anticorps : Protéine G-Sépharose}.

Les protéines que nous étudions sont membranaires. Nous avons donc choisi de les
solubiliser dans un premier temps, pour éviter tout probléme de masquage d’épitope. Pour
augmenter la spécificité de la fixation de la protéine G a I’anticorps, nous réalisons en outre
une premiere étape de fixation des sites aspécifiques (« pre-clearing»), en mettant
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préalablement en contact I’extrait cellulaire et la Protéine G. Toutes les étapes sont réalisées
dans la glace et les centrifugations a 4 °C, pour éviter les protéolyses et dégradations des
protéines. Le protocole se résume donc ainsi :

1) Solubilisation des protéines membranaires

Lavage et grattage du tapis
cellulaire

v

Centrifugation a 24 000g, 10 min

v

Récupération du culot qui est
repris dans WB1* (1 mL)

v

Lyse des cellules : ultrasons,
chocs thermiques

Solubilisation 1 h dans la glace ( pour empécher
, Paction des protéases)

Ultracentrifugation a 130 000g, 1h, 4°C

y
Récupération du
surnageant S

Figure 59 Immunoprécipitation : Solubilisation des protéines membranaires

* Composition des tampons WB1 4 3 : cf tableau ci-dessous

2) « Pre-clearing »

surnageant S + Protéine-G
Sépharose (10 pL d’une
solution 2 0.2 g/L)

Fixation des sites
aspécifiques

! 2 h 4 4°C sous agitation

Centrifugation a 12 000g
1 min

A 4

Récupération du surnageant
S’

Figure 60 Immunoprécipitation : Pré-clearing
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3) Immunoprécipitation

1 mL de Surnageant S’ +
anticorps anti-COX-2 (10
uL d’une solution au
1/100%me)

Formation du
complexe
{COX-2; anti-COX-2}

A

2 h 4 4°C avec agitation

Ajout de la protéine G-sépharose (10
uL d’une solution 8 0.2 g/L )

Formation du complexe
{COX-2: anti-COX-2: Protéine G-

X 1 nuit 4 4°C avec agitation

Sepharose}

Centrifugation
1 min

24 000g

Récupérer le

culot C

Figure 61 Immunoprécipitation

4) Lavages

Lavage de C dans 1 mL
WB1

A

Centrifugation a 24 000g
1 min

v

Reprise et lavage de C dans
1 mL WB2

A

Centrifugation a 24 000g
1 min

v

Reprise et lavage de C dans
1 mL WB3

A

Centrifugation a 24 000g
I min

Récupérer le culot dans la
solution de dépdt

v

WESTERN BLOT

20 min avec agitation a 4 °C

20 min avec agitation 24 °C

20 min avec agitation a 4 °C

Figure 62 Immunoprécipitation : Lavages du produit de purification
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Compositions des tampons de lavages et de solubilisation :

WB1 WB2 WB3

NaCl 88 mg | 292 mg /
Igepal 100 pLL 10 pL 10 puLL
Déoxycholate 50 mg 5 mg 5mg |
Tampon phosphate 50 mM pH 7,4 10 mL

D. 4. Préparation des rafts

Dans un premier temps, les cellules mises en culture dans des boites de pétri de
diamétre 15 cm sont grattées dans 5 ml de PBS. En général, quatre boites confluentes sont
utilisées afin de réaliser cette purification. Une fois récupérées, elles sont centrifugées pendant
10 min a 1200 rpm. Toutes les opérations suivantes sont réalisées dans la glace afin de
minimiser I’action des protéases. Le culot cellulaire obtenu est repris dans 600 pL. de tampon
de raft froid (25 mM de MOPS et 0,15 M de NaCl) complété a 1 % de Triton X100 dilué au ¥2
dans de I’eau distillée a 40 °C et 1 mM de PMSF (inhibiteur des protéases a sérine) (17,4 mg
de PMSF dilué dans 2 mL d’éthanol). Le tout est versé dans un Dounce de 2 mL utilisé pour
bien homogénéiser la solution par une dizaine de va-et-vient. L’extrait est ensuite déposé dans
un tube a ultracentrifuger et mis dans la glace. L’extrait cellulaire est incubé durant un temps
variable, dans de la glace. Ensuite, un gradient de saccharose est réalisé dans le tube a ultra
centrifuger. On ajoute :

- 600 pL d’une solution de saccharose a 80 % (80g de saccharose dans 100 mL de tampon
de raft) en homogénéisant bien par va-et-vient avec I’extrait cellulaire.

- 3 mL de solution de saccharose a 30% trés délicatement (1’interface doit étre visible).

- 1 mL de solution de saccharose a 5% (I’interface doit étre visible).

Le tube est alors ultracentrifugé pendant une nuit a 4 °C a 120 000 g. Apres cette
ultracentrifugation, un nuage opaque situ€ a ’interface des solutions de saccharose a 5 et 30%
est visible. On collecte enfin le contenu du tube par fractions d’environ 400 pL a partir du
haut. Le protocole peut se résumer comme suit :

- Récupération
‘ — _ Cellules
des cellules Vi + triton

Boite de pétri 30 mind’
Ed/ k— Glace incubation

Nuage de rafts

+ ImL de

Fractionnement et
saccharose 5%

analyse par
Western Blot

Ultracentrifugation
*«— +3mL de
I nuit  saccharose 30%
+ 600 pL de
saccharose 80%

Figure 63 Schéma du protocole de préparation des rafts cellulaires
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D. 5. Modifications chimiques de la SAH
D. 5. a) Acétylation de K199

L’acétylation spécifique de K199 par I’aspirine est obtenue en utilisant un ratio
molaire de 6 en faveur de I’aspirine [877]. On incube donc 1,2 g de SAH avec 19,5 mg
d’aspirine, dans 124 mL de tampon phosphate 0,1 M a pH = 7,4, pendant 24 h a 37 °C sous
agitation. On réalise ensuite une série de dialyses & 4 °C durant 72 h contre de I’eau. On
s’assure de la compléte élimination de I’aspirine résiduelle par son dosage apres extraction par
le dichloroéthane puis contre-extraction avec un tampon HCO;/CO;5*. L’aspirine alors
concentrée en phase aqueuse est analysée en spectrométrie de fluorescence (Aex = 300, Aem =
410 nm).

D.5.b) Nitration de Y411

La nitration quasi-spécifique de Y411 est obtenue en utilisant un ratio molaire de 4 en
faveur du tetranitrométhane (TNM) [878]. Une solution de TNM dans 1’éthanol (4 mg/mL)
est incubée pendant 1 h avec la SAH dans un tampon Tris-HCI 0,1 M, pH = 8. Les dialyses
sont réalisées comme précédemment.

E. Formation et détection des adduits du KPF

E. 1. Formation des adduits
E.1. a) Avec des protéines purifiées

. SAH

On ajoute 20 pl. de KPF-CoA & concentration voulue dans 500 pl. de SAH a
concentration donnée dans un tampon phosphate 50 mM, pH = 7,4. Aprés un temps
d’incubation variable a 20 °C, on additionne 10 pL. d’H3sPOy4 pur, puis 500 uL d’eau, et enfin
5 mL d’acétonitrile. L’échantillon est soigneusement vortexé entre chaque ajout. Le mélange
est homogénéisé par retournement puis centrifugé a 15000 rpm pendant 10 min. On élimine le
surnageant et on reprend le culot par 5 mL d’Et,O/MeOH (1:3). Apres agitation au vortex, on
centrifuge a nouveau dans les mémes conditions. Cette étape de reprise du culot et
centrifugation est répétée 10 fois. On s’assure finalement que le dernier surnageant ne
contient plus de KPF, par analyse en CLHP. Les culots sont alors séchés a 1’azote.

) COX

Les COX purifiées (6.10"" mol) sont incubées dans un tampon phosphate 50 mM,
pH 7,4 contenant 1 uM d’hématine, 300 uM de diéthyl-dithiocarbamate et 0,1 % de Tween 20
avec 2.10"'° mol de KPE-CoA. Aprés un temps d’incubation variable a 20 °C, les échantillons
sont analysés par Western blot comme décrit au paragraphe IV_D. 2.

) Autres protéines

5 ug des autres protéines purifiées analysées (GST, G6PDH) sont incubées dans un
tampon phosphate 50 mM, pH = 7,4 avec 0,1 mM de KPF-CoA durant 1 h, avant analyse par
Western blot comme décrit au paragraphe IV_E. 3.
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E.1.b) Avec des protéines microsomiales

Pour un marquage significatif et une détection aisée des adduits par Western blot, on
utilise les conditions optimales suivantes :

100 pg de protéines microsomiales sont incubées en tampon phosphate 50 mM, pH =
7.4 avec 25 ug de KPF-CoA dans un volume total de 50 uL (0,5 mM de KPF-CoA) pendant
1-2 h 220 °C. 10 uL de I’échantillon sont ensuite analysés par Western blot (§ IV_E. 3.)

E. 1. ¢) Avec des protéines cellulaires

Les conditions sont les mémes que pour les protéines microsomiales, sauf qu’on utilise
ici des cellules intactes.

E. 2. Analyse des adduits par CLHP

Les culots précédents sont hydrolysés par ajout de 600 L de soude 0,5 N, pendant 3 h
a 37 °C. On ajoute alors 400 uL d’eau, 60 puL d’H3PO4 pur et 20 uL de standard interne a
50 ug/mL, avant de réaliser une extraction contre I’Et;O. La phase organique est enfin
prélevée, évaporée puis analysée en CLHP comme décrit au paragraphe IV_C. 1. a) .

E. 3. Analyse des adduits par Western blot

Le protocole est similaire a celui décrit au paragraphe IV_D. 2. Pour augmenter la
résolution lors du transfert, et pour préserver au maximum les adduits, le transfert est réalisé
en mode liquide. On utilise alors un tampon contenant 15 g/L. de Glycine, 3 g/L de Tris Base
et 20 % de MeOH, sans ajuster le pH. On applique une tension de 80 V pendant 50 min, et on
ajoute un pain de glace dans la cuve pour limiter I’échauffement produit par effet Joule.

La solution de dép6t est modifiée afin de pouvoir se passer de mercaptoéthanol, qui
hydrolyse esters. Il est ainsi composé de 375 g/L. de SDS, 125 mg/L de bleu de bromophénol
et 0,2 % de glycérol, dans le tampon Tris-HCI pH = 6,8 classique. L’anticorps anti-KPF est
dilué au 1/6000, et I’anticorps secondaire au 1/5000.

F.  Culture cellulaire et utilisation des lignées

F. 1. Entretien des cellules

Selon le type cellulaire et ’expérience réalisée, différents milieux sont utilisés, mais
tous sont au moins constitués de milieu DMEM supplémenté par de |’amphotéricine B a
0,25 pg/mL final, de la gentamicine a 80 pug/mL et de la glutamine a2 4mM.

» milieu de prolifération (tout type cellulaire) : on ajoute 10 % de SVF.

» milieu d’induction de COX-2 pour les J774: on ajoute 2.5 % SVF et 1 pg/mL de
LPS.

» milieu de différenciation des adipocytes : les fibroblastes 3T3-L.1 sont différenciés
en adipocytes grace a un milieu DMEM-insuline a 10% de sérum de veau fcetal contenant en
outre du 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX) et de la dexaméthasone, qui induisent la
différenciation.

Les cellules post-confluentes (2 j) sont placées dans un milieu dont la composition est
la suivante :

IBMX : 0,5 mM
Dexaméthasone : 0,25 uM
Insuline : 1 pug/mL
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Aprés deux jours d’incubation, le milieu est éliminé et les cellules sont reprises dans un
milieu contenant 1ug/mL d’insuline pendant 15 jours. On consideére que la différentiation des
adipocytes est atteinte quand apparaissent des gouttes lipidiques dans le milieu.

Les cellules sont repiquées a confluence, en général a raison de 108 cellules par boite
de 75 cm?, soit environ 1 fois par semaine. Les fibroblastes 3T3 ont cependant une croissance
trés rapide et il est primordial qu’ils n’atteignent jamais la confluence pour éviter toute
différenciation anarchique. Ils sont donc repiqués tous les 2-3 jours. La différenciation en
adipocytes est obtenue post-confluence, en utilisant les milieux ci-dessus.

F. 2. Perméabilisations cellulaires

L’éclatement des cellules pour les expériences de « broken-cells » est obtenu par 30 pulses
de 1s a 30 W. Pour minimiser 1’action protéolytique, les cellules avaient été reprises dans du
PBS contenant les inhibiteurs de protéases suivant : PMSF & 0,5 mM, 6-amino-hexanoate
100 mM, N-éthyl-maléimide 10 mM et 0,01 mM de chlorhydrate de benzamidine. L’analyse
de Pactivité COX est alors mesurée sur 150 ug de cet extrait cellulaire.

F. 3. Expériences d’'inhibition des COX cellulaires

L’expérience est réalisée en 2 étapes: étude de I’effet immédiat des inhibiteurs puis
analyse du recovery. Les cellules sont réparties en boites stériles de 12 puits, a raison de
270 000 cellules par puits. Elles sont traitées pour favoriser I’expression d’une COX donnée,
la veille de I’expérience. Aprés élimination du milieu, elles sont ensuite incubées dans un
premier temps dans du PBS contenant les inhibiteurs a concentration variable, durant 30 min.
On ajoute alors le substrat des COX, I’AA, en concentration saturante (30 uM finale). Apres
15 min, on préleve le surnageant (les cellules formant un tapis) qu’on congele a —20 °C pour
le dosage ultérieur des PG. Pour tester la réversibilité de I’effet des inhibiteurs, on rince
ensuite délicatement le tapis cellulaire avec du PBS pendant 40 min, pour éliminer toute trace
de I'inhibiteur préalablement incubé. On ajoute enfin a nouveau I’AA a 30 uM pour 15 min,
avant de prélever le milieu en vue du dosage de PG (Recovery). Le schéma suivant résume ce
protocole, ou I’étape de recovery est signalée par un cadre grisé :
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Cellules endothéliales bovines BPAEC

Milieu a4 2.5 % SVF

Macrophages murins J774.2
stimulées au LPS

Milieu 4 2.5 % SVF

t=I1I5h
LPS 1 pg/mL
Reprise des cellules dans le PBS
A 4
Ajout des inhibiteurs testés a concentration variable
t = 30 min
\ 4
Ajout d’AA 30 uM
3 t = 15 min
6kPGFla Prélévement du surnageant de culture PGE 2
Mesure de l'activité COX
(quantification ELISA des prostaglandineslibérées)
h 4
Lavages avec au PBS
l | t =40 min
Ajout d’AA 30 uM
¥ t =15 min
PGE 2

6kPGF la Prélévement du surnageant de culture
Mesure de l'activité COX résiduelle (Recovery)




G. Biologie moléculaire
G. 1. Etude de I'expression d’enzymes in vivo chez le Rat

Les Rats témoins ainsi que les rats traités au LPS sont sacrifiés par décapitation pour
ces différentes études.

G.1.a) Extraction d’ARN

Environ 50 mg des tissus analysés (cortex, hypothalamus et foie) sont broyés a I’aide
d’un ultraturax dans 1 mL de Trizol et incubés 5 min a température ambiante. Le Trizol est
une solution de phénol et d'isothiocyanate de guanidine qui isole les ARN, I'ADN et les
protéines dénaturées du reste de la suspension. 200 pl. de chloroforme sont ajoutés et le
mélange est vortexé 15 secondes puis incubé 15 min a température ambiante. Cette étape
permet de séparer I'ADN des autres composants cellulaires. Aprés une centrifugation a
16000 g & 4 °C pendant 30 min, deux phases se sont formées. La phase aqueuse supérieure
contient 'ADN et les ARN, la phase organique contient tous les débris cellulaires et les
protéines sont localisées a l'interface. La phase supérieure est prélevée et on y ajoute 500 uL
d'isopropanol qui permet la précipitation des ARN. Le mélange est agité par retournements et
incubé 10 min avant d'étre centrifugé 10 min a 12000 g. Apres aspiration du surnageant, le
culot est lavé a I'éthanol 75% puis centrifugé 5 min a 7500 g. Le culot d'ARN est séché puis
resuspendu dans 30 L. d'eau stérile (cortex et hypothalamus) et 100 puL (foie). Enfin cette
solution est chauffée 5 min a 65 °C, ce qui permet de délier les ARN (suppression des
structures secondaires).

G.1.b) Dosage d’ARN -

Les acides nucléiques ont la propriété d'absorber a 260 nm. Il existe une corrélation
entre la concentration en ARN d'une solution et la densité optique mesurée:

1 unité de DO a 260nm correspond a 40pg/mL d'ARN

La pureté de I’échantillon peut-€tre vérifiée par le rapport de la DOye/DOgg. La
densité optique a 280 nm correspondant a la concentration en protéines, on estime que la
solution est pure si le rapport est compris entre 1,5 et 2. La concentration de la solution
estimée, I'ARN est conservé a —80 °C.

G.1.0 RT-PCR semi-quantitative

e Transcription reverse (RT)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une réaction qui permet d'obtenir une grande
quantité d'un fragment d'ADN double brin. Ceci est permis par deux amorces d'ADN, une
sens et une anti-sens, qui encadrent la séquence voulue. Le brin matrice doit étre de I'ADN.
L'ARN extrait des cellules ne peut donc pas étre utilisé tel quel et doit étre transformé en
ADN par une Reverse Transcriptase. Le mélange réactionnel est constitué de la facon
suivante:

IV- Etude de l’expression d’enzymes in vivo chez le Rat 134



Volume par réaction (uL)

Concentration finale

Tampon RT 10X 2 1X
Mix de dNTP (10 mM 2 0,5 mM chaque
chaque)
Amorce Oligo dT 1 1uM
Inhibiteur de RNase 2,5 pL d'une solution au
1/10eme
Omniscript RT 1
ARN variable gsp 2ug
Eau RNase free variable
Volume final 20

La réaction se fait a 37°C pendant 60 min. L'enzyme est ensuite inactivée par un
chauffage pendant 5 min. Les produits obtenus peuvent étre conservés a —20°C.

e Polymerase Chain reaction (PCR)
Elle se fait sur un volume de 100uL. Le volume ajouté doit étre au maximum égal a

10% du volume final soit 10 pL.

Volume par réaction (L)

Concentration finale

Tampon 10X 10 1X
dANTP (10mM chaque) 2 200 uM chaque
Amorce directe * 5 0,5 UM
Amorce réverse * 5 0,5 uM
Amorce directe GAPDH * 3,25 0,325 uM
Amorce réverse GAPDH * 3,25 0,325 UM
Hot Star Taq 0,5 2,50
Eau variable gsp 100pL
ADN variable lug
Volume final 100
* 5 puL d’une solution a 100 pmol/pL. diluée au 1/10
La Hot Star Polymérase est latente. Elle est activée par 15 min a 95°C.
Le programme de PCR est le suivant:
Temps Température Fonction
15 min 95°C Activation de la Taq
polymérase
45 secondes 94°C Séparation des 2 brins d ADN
45 secondes Tm Hybridation des amorces
1 min 72°C Elongation
Nombre de cycles 30 Amplification
10 min 72°C Elongation finale

Afin d’obtenir une analyse semi-quantitative de la transcription des protéines étudiées,
on réalise ’amplification en duplex avec celle d’une protéine dont le taux de transcription est
relativement constant : la GAPDH.

Pour vérifier l'efficacité de l'amplification, 18 pL. du mélange sont déposés sur un gel
d'agarose a 1,2 % contenant 2,5 uL. de BET. Un marqueur de taille est déposé en parallele
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pour vérifier que la taille du produit obtenu correspond a celle attendue. Aprés migration, le
gel est photographié et numérisé. L’analyse densimétrique est obtenue gréce au logiciel Scion.

e Conception des amorces

Pour chaque isoenzyme d’ACS, les amorces ont été dessinées de fagon a cibler le plus
spécifiquement possible le messager. On a ainsi réalisé des alignements multiples de
séquences nucléotidiques de Rat avant de tester différents couples de primers s’hybridant dans
les régions les moins conservées des ACS. Plusieurs couples d’amorces possibles sont définis
a I’aide du logiciel MacVector. Les couples d'amorces candidats sont ensuite testés par
simulations de PCR (logiciel Amplify 1.2) afin de vérifier leur qualité : sites de fixation sur la
matrice, formation de dimeéres, longueur et nombre de fragments et détermination de la
température optimale d'hybridation. Les amorces sont finalement soumises a une recherche de
similitude contre la Genbank [879]. par 1'algorithme BLAST (Basic Local Alignement Search
Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) [880] afin de confirmer leur spécificité. Le
couple d'amorces retenu est celui qui posseéde le meilleur appariement, la reconnaissance la
plus spécifique et des températures d’hybridation compatibles.

Il a été vérifié que chacun des amplicons incluait au moins 2 exons pour abroger toute
contamination génomique. La position des introns est obtenue dans la banque EID (The Exon-
Intron Database of Eucaryotic Organisms, http://intron.bic.nus.edu.sg/exint/exint.html), et
d’apres la littérature pour les ACS [881]. L’organisation des génes n’est souvent connue que
chez I’'Homme, on a donc réalisé des alignements de séquence en supposant que la position
des introns était conservée chez les 2 especes.

ACS-1

Direct : 5’/-GATTGACATTCGGCAGTACG-3'

Reverse : 5'~-CATTTGACACCTGAATCCC-3"

Tm= 57 °C

Longueur théorique de l’amplicon: 274 bp

Nombre d’introns dans la partie correspondante du géne : 1

ACS-2

Dir : 5’'-ATCGGACTTGGGCCAGTTTT-3°

Rev : 5’'-GTGCCCACTTTACAGTCATGC-3"

Tm= 59 ©°C

Longueur théorique de 1’amplicon: 395 bp
3 introns

ACS-5

Dir : 5'-TTTTATTTTTAACTTCTTGTTTTCCC-3’
Rev : 5’'-TGCGATGGCTTGTATCCTTTA-3'

Tm= 55 °C

Longueur théorique de 1'amplicon: 389 bp
3 introns

ACS-3

Dir : 5'-AACAAATTTAAGGACAAAAGACTAT-3'
Rev : 5'-GTGGGACCAAAGAGACGATAT-3’

Tm= 57 ©°C

Longueur théorique de 1l’amplicon: 402 bp
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ACS-4

Dir : 5'-GGGAAGAAGGACAGCC-3’

Rev : 5'-AATTGATATCTAATAATGCCG-3'

Tm= 54 °C

Longueur théorique de 1l’amplicon: 393 bp
3 introns

COX-2

Dir : 5'-TCCAGATCACATTTGATTGACAG-3'

Rev : 5’'-TGTGGGAGGATACATCTCTCC-3’

Tm= 59 °C

Longueur théorique de 1’amplicon: 443 bp
2 introns

GAPDH

Dir : 5‘-ACGGATTTGGCCGTATTGGCCGC-3"

Rev : 5'-TGGTCCTCAGTGTAGCCCAGGAT-3’

Tm= 67 °C

Longueur théorique de 1’amplicon: 816 bp
5 introns

G. 2. Cinétiques de la transcription d'enzymes in vitro

La cinétique de transcription des enzymes étudiées chez les macrophages en réponse au
LPS est obtenue en incubant les cellules J774 pendant différentes périodes avec 1 pg/mL de
LPS. On s’assure que le milieu de culture n’arrive jamais & épuisement en le changeant quand
les temps d’incubations dépassent la semaine. Il a préalablement été vérifié que le milieu
changé réguliérement (milieu et LPS frais) donnait les mémes résultats que la conservation du
méme milieu, sur des échelles de temps compatibles avec la viabilité cellulaire.

Les primers ont été dessinés afin d’étre le plus spécifique possible de 1’isozyme
étudiée. Ceux de COX-2 et e la GAPDH sont issus de la littérature.

COX-2

Dir : 5’'-AAAACCTCGTCCAGATGCT-3’

Rev : 5’'-GGCTGTTTTGGTAGGGCTGTGG-3"'
Longueur théorique de l’amplicon: 244 bp

GAPDH

Dir : 5'-CCATCAACGACCCCTTCATTCACC-3"

Rev : 5’'-GAAGGCCATGCCAGTGAGCTTCC-3"
Longueur théorique de l’amplicon: 605 bp

ACS-4

Dir : 5‘/-ATAGACATCCCTGGAGCAGATA-3'

Rev : 5’'-AAGTGGAAAGTTGTACTTA-3'

Longueur théorique de 1’amplicon: 321 bp
1 intron

ACS-2

Dir : 5'-CTCTTACTCAATGGTGGTC-3"

Rev : 5'-CTGTTGCTTTTATAAAACCTG-3'
Longueur théorique de l’amplicon: 410 bp
4 introns
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iPLA2

Dir : 5’'-AGGGCAACAAGGTGAAGAAACTC-3’

Rev : 5/-CCTCTCGGTGCTCATAGATGTAGAC-3’
Longueur théorique de 1‘amplicon: 345 bp
2 introns

cPLA2

Dir : 5’'-AGGGGCTTTATTCCACACG-3'

Rev : 5’/ -CCTTTTCCTTCAAACTACTCAGGG-3'
Longueur théorique de 1l’amplicon: 420 bp

G. 3. Clonage et expression recombinante du sous-domaine
ITIA de la SAH
G.3.a) Conception des amorces de clonage

Les cellules utilisées sont issues d’hépatomes humains. Comme point de départ, nous
disposons de la séquence protéique humaine du domaine d'acylation putatif de 'albumine. La
séquence nucléotidique correspondante est obtenue grice a l'outil "Back Translation"
disponible sur le site d'Infobiogen (http://www.infobiogen.fr). La séquence trouvée est alignée
avec la séquence de I'ARNm d'albumine humaine, disponible au National Center for
Biotechnological Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sous la référence (NM_000477)
par le  programme  d’alignement multiple ClustalW  (http:/pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/align_clustalw.pl). Ceci permet de vérifier que les deux séquences sont bien identiques.

Les amorces sont définies aux extrémités du domaine et ajustées pour obtenir un Tm
moyen compatible avec ceux de chaque amorce. Elles seront utilisées pour sélectionner le
domaine a partir de I'ADN des hépatomes par PCR.

Les couples d'amorces candidats sont testés par simulations de PCR (logiciel Amplify
1.2) afin de vérifier leur qualité : sites de fixation sur la matrice, formation de dimeéres,
longueur et nombre de fragments. La température optimale d'hybridation est déterminée par le
logiciel Hypercard. Les amorces sont soumises a une recherche de similitude par l'algorithme
BLAST contre Ia Genbank. Ceci permet de prédire d'éventuelles hybridations avec d'autres
cibles. Enfin le couple d'amorces retenu est celui qui posséde le meilleur appariement, la
reconnaissance la plus spécifique et des températures d’hybridation compatibles
Les amorces finalement utilisées ont les séquences suivantes:

HSA dir : 5’'-CTTGTGGAAGAGCCTCAG-3’ (soit les 18 premicres bases de la séquence)
HSA rev : 5'-GTATGTTTCATCGACTTCC-3‘ (soit les 19 bases correspondant aux 19 bases
en 3' de la séquence)

La simulation de PCR donne un amplicon théorique HSA simple de 356 bp. La
température optimale d'hybridation est de 50,2 °C.

G.3.b) Culture des cellules et extraction d’"ARN

Les cellules d'hépatome proviennent d'une lignée HepG2 cultivée a raison de 1 million
de cellules par boite, dans un milieu de culture classique contenant 10% de SVF.

Le culot cellulaire est resuspendu dans 500 pL de Trizol et incubé 5 min a température
ambiante. Le Trizol est une solution de phénol et d'isothiocyanate de guanidine. Il isole les
ARNSs, I'ADN et les protéines dénaturées du reste de la suspension. 100 pL de chloroforme
sont ajoutés et le mélange est vortexé 15 secondes puis incubé 15 min a température
ambiante. Cette étape permet de séparer 'ADN des autres composants cellulaires. Aprés une
centrifugation a 12000 g pendant 15 min, deux phases se sont formées. La phase aqueuse

IV- Clonage et expression recombinante du sous-domaine IIIA de la SAH 138



supérieure contient I'ADN et les ARN, la phase organique contient tous les débris cellulaires
et les protéines sont localisées a l'interface.

La phase supérieure est prélevée et on y ajoute 250 pL d'isopropanol qui fait précipiter
I'ARN. Le mélange est agité par retournements et incubé 10 min avant d'étre centrifugé
10 min & 12000 g. Aprés aspiration du surnageant, le culot est lavé a I'éthanol 70 % puis
centrifugé 5 min & 7500 g. Le culot d'ARN est séché a l'évaporateur rotatif a 40 °C puis
resuspendu dans 40 puL. d'eau stérile avant dosage. On obtient ainsi environ 500 ug d’ARN
pour 10° cellules. Enfin cette solution est chauffée 5 min a 65 °C, pour délier les ARN
(suppression des structures secondaires)

G.3.0) RT-PCR

La PCR (Polymerase Chain Réaction) est une réaction qui permet d'obtenir une grande
quantité d'un fragment d'ADN double brin. Ceci est permis par deux amorces d'’ADN, une
sens et une anti-sens, qui encadrent la séquence voulue. Le brin matrice doit étre de I'ADN.
L'ARN extrait des cellules ne peut donc pas étre utilisé tel quel et doit étre transformé en
ADN par une Reverse Transcriptase. Cette enzyme est fournie dans le kit Omniscript RT de
Qiagen. Le mélange réactionnel est constitué des produits ci-dessous :

Volume par réaction (uL.) Concentration finale
Tampon RT 10X 2 1X
Mix de dNTP (10 mM 2 0,5 mM chaque
chaque)
Amorces OligodT 1 1uM
Inhibiteur de RNase 2,5 pL d'une solution au
1/10¢me
Omniscript RT 1
ARN variable qsp 2ug
Eau RNase free variable
Volume final 20

La réaction se fait a 37 °C pendant 60 min. L'enzyme est ensuite inactivée par une
augmentation de température a 93 °C pendant 5 min. Les produits obtenus peuvent étre
conservés a —20 °C.

La PCR est réalisée a 1'aide de la Hot Star Taq de Qiagen, dans un volume de 100 pL.
Si I'ADN utilisé comme brin matrice provient d'une RT-PCR, le volume ajouté doit étre au
maximum égal & 10 % du volume final soit 10 L.

Volume par réaction (uL.) Concentration finale
Tampon 10X 10 1X
dNTP (10mM chaque) 2 200 uM chaque
Amorce directe diluée 10eéme 5 0.5 uM
Amorce réverse diluée 10eéme 5 0.5 uM
Hot Star Taq 0.5 25U
Eau variable gsp 100uL
ADN variable Inférieur a 1pg / réaction
Volume final 100
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La Hot Star Polymérase est latente. Elle est activée par 15 min a 95 °C.

Le programme de PCR est le suivant:

Temps Température Fonction

15 min 95°C Activation de la Taq
polymérase

45 secondes 94°C Séparation des 2 brins d'ADN

45 secondes Tm Hybridation des amorces

1 min 72°C Elongation

Nombre de cycles 30 Amplification
10 min 72°C Elongation finale

Afin de vérifier l'efficacité de l'amplification, 10 pL. du mélange sont déposés sur un gel
d'agarose a 2 % contenant 2.5 pL. de BET. Un marqueur de taille est déposé en parallele pour
vérifier que la taille du produit obtenu correspond a celle attendue.

G.3.d) Clonage du fragment d’albumine

. Présentation

Afin de faire exprimer le domaine par les bactéries, la s€quence correspondante sera
clonée dans le plasmide d'expression pQE-70 de Qiagen. Celui-ci contient un site de clonage
multiple avec plusieurs sites de restriction et une séquence correspondant a 6 histidines (Tag-
histidine) qui précéde plusieurs codons stop. Le Tag-Histidine, situé en C-Terminal de la
protéine, permet une purification rapide de celle-ci. Le plasmide contient aussi le promoteur
du phage TS qui permet une surexpression de la protéine et une partie de 1'opéron lactose qui
permet un contrdle précis de ce promoteur par 1'TPTG (Isopropyl-f-D-Thiogalactoside).

Le cadre de lecture de l'insert doit étre impérativement respecté. Pour cela, une
technique consiste a utiliser deux sites d'enzyme de restriction différents afin d'insérer le
fragment dans le sens correct. Des sites de restriction internes conduiraient soit a rallonger,
soit a couper la séquence désirée. Ces sites doivent donc étre ajoutés aux extrémités de la
séquence mais ne doivent pas exister a l'intérieur.

Nous avons ainsi choisi d'utiliser les sites Sphl et BgllI, inclus dans le plasmide pQE-70 de
Qiagen.

Une premiere PCR est réalisée avec les amorces du domaine exact afin de vérifier que
la séquence obtenue est de la taille attendue et que I’amplicon est unique. On ajoute alors a
ces amorces les sites de restriction.

Les nouvelles amorces sont synthétisées en incluant la séquence du site de restriction en 5"

HSA express dir : - 5'-GCATGCTTGTGGAAGAGCCTCAG-3’
HSA express rev : - 5'-AGATCTCTATGTTTCATCGACTTCC-3'

Une simulation permet de vérifier qu'il ne se forme pas de dimeres et un BLAST
confirme qu'elles ne reconnaissent que 1'albumine.
Les tailles des amplicons obtenus sont conformes a celles attendues : 348 bp pour les primers
HSA simple ( 356 bp théorique), 360 bp pour HSA express (367 bp théorique).
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) Préparation de l'insert

Les fragments d'ADN amplifiés a partir de ces amorces auront les sites de restriction
insérés a leurs extrémités. Le protocole de PCR est le méme qu'avec les amorces HSA simple
avec une température d'hybridation de 53,5°C. La taille du fragment attendue est de 367 bases
(356 précédemment). La différence de taille avec le fragment sans les sites de restriction est
perceptible sur un gel d'agarose a 3%.

o Digestion du vecteur et de I'insert

La digestion du vecteur et de l'insert par les deux enzymes de restriction Sphl et BgllI
donne des extrémités cohésives différentes qui permettent l'insertion directionnelle de I'insert
dans le vecteur. Les enzymes sont fournies par Gibco et requiérent des tampons de pH

différents.
La digestion par les deux enzymes se fait en 2 étapes: on fait d'abord agir Sphl puis BglIL

Volume (uL.) Quantité
Tampon 2 10X 4
Eau stérile variable
Vecteur variable 14,12 pg
Sphl 4 40 unités enzymatiques
Volume final 40

Sphl a la particularité de ne plus étre active aprés 1 h d'incubation, ce qui permet
d'ajouter Bglll. 4,5 puL de tampon 3 et 2,9 pL de Bglll soit 29 UE sont additionnés au
mélange précédent et l'incubation est prolongée de 2 h a 37°C.

L'insert est traité de la méme fagon: 16 L. de tampon 2, 23,8 ug d'insert et 4 pL. de
SphI (40 UE) pendant 70 min & 37 °C puis ajout de 18 uL de tampon 3 et 4,5 uL. de BglII (45
UE).

Afin d'éliminer les sels des tampons de digestion, les enzymes et les fragments
digérés, l'insert et le vecteur sont purifiés par précipitation différentielle. Pour un volume de
100 pL, on ajoute 100 puL d'eau et 300 L d'un mélange de phénol/chloroforme (1:1). La
solution est centrifugée & 12000 g pendant 5 min et la phase aqueuse est prélevée. Enfin,
I'ADN est précipité par de l'acétate de sodium (2 M final) et de l'isopropanol (150 uL). Le
mélange incube 10 min a température ambiante sous agitation puis est centrifugé a 12000 g
pendant 15 min a 4 °C. Une fois le surnageant éliminé, le culot est rincé a 1'éthanol 70 %,
séché et repris dans 200 pL de tampon Tris-EDTA (10 mM de Tris et 1 mM d'EDTA).

. Ligation

L'incorporation de l'insert dans le vecteur est assurée par une ligase qui va lier les
extrémités complémentaires entre elles. Le rapport vecteur / insert est d'environ 3 afin
d'augmenter le rendement de la réaction.

Tampon de ligation 5X 4 uL
Vecteur 0,2 ug
Insert 0,071 pg
T4 DNA ligase 2 uL (2 UE)

Le mélange incube toute une nuit a température ambiante.
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. Transformation des bactéries compétentes

Les bactéries utilisées sont des E. coli déja compétentes, résistantes a la tétracycline et
a la streptomycine. Le génotype de la souche est :

(F'{lacl® Tnl0 (Tet™)} merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG ).

- milieu de culture:

Le plasmide contient le géne codant pour une P-lactamase conférant la résistance a
l'ampicilline. L'ampicilline et la tétracycline seront ajoutées au milieu de culture afin de
sélectionner les bactéries E. coli ayant intégré le plasmide. Le milieu utilisé est du LB-Agar a
une concentration de 40 mg/mL stérilis€ et complémenté en ampicilline (50 pg/mL) et en
tétracycline (10 pg/mL) a particr de solution aqueuse de 50 mg/ml. et 10 mg/mL
respectivement. Ce milieu est réparti dans des boites de pétri stériles.

- transformation des cellules:

Les étapes sont réalisées sur glace. 5 pl. du mélange de ligation sont ajoutés a un
aliquote de cellules Top10 décongelé (10° cellules). L'ensemble est rapidement mélangé puis
incube 30 min dans la glace. Le mélange est porté a 42 °C pendant 30 s (choc thermique qui
permet l'entrée du plasmide dans les cellules) puis laissé 5 min sur glace. 250 pL de milieu
SOC sont ajoutés. I s'agit d'un milieu riche qui permet aux cellules de réparer les dommages
créés lors du choc thermique. Les bactéries incubent 1 h & 37 °C sous une légére agitation
(225 rpm).

Différents volume de cette suspension sont déposés sur les boites de culture (10, 20,
50 pL par boites). Celles-ci sont placées a ['étuve a 37°C pendant 24 h.

. Sélection des clones positifs

Les colonies qui poussent sur ces milieux ont intégré le plasmide. Cependant, ces
souches ne possc¢dent pas de systéme de sélection permettant de différencier les clones ayant
intégré un plasmide natif de ceux possédant le plasmide avec l'insert. Plusieurs colonies,
sélectionnées au hasard seront testées par deux méthodes:

- digestion du plasmide a l'aide d'une enzyme possédant des sites de restriction dans l'insert;
- Western blot et révélation avec un anticorps anti-Tag-Histidine.

Digestion du plasmide

- Purification grossiére du plasmide: protocole adapté d'apres le kit Miniprep de Qiagen
Chaque colonie est prélevée, mise dans un tube contenant 7 mL de milieu de culture et

incubée toute la nuit & 37 °C. Le tube est centrifugé a 6000 g a 4 °C pendant 10 min. Le culot

est resuspendu dans 0.6mL de tampon P1 (il permet d'éviter un choc osmotique lors de I'ajout

du tampon P2) puis vortexé.

- ajouter 0,6 mL de tampon P2 (tampon de lyse), agiter par retournement 5 fois, incuber 5 min

a température ambiante

- ajouter 0,6 mL de tampon P3 (tampon de neutralisation), agiter par retournement 5 fois,

incuber 5 min sur glace

- centrifuger a 24000 g a 4 °C pendant 15 min

- ajouter 1,6 mL de phénol/chloroforme (1:1), vortexer 1 min

- centrifuger a 24000 g a 4 °C pendant 5 min

- prélever le surnageant et y ajouter 1,6 mL de Chloroforme, vortexer
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- incuber sous agitation pendant 10 min puis centrifuger pendant 3 min

- prélever le surnageant et y ajouter 6 mL d’EtOH pur et de l'acétate de sodium (0,3 M)
- incuber a - 20 °C pendant 15 min

- centrifuger pendant 15 min et éliminer le surnageant

- laver le culot a I’EtOH et laisser sécher

- reprendre dans 50 pL d'eau ultra pure.

- Digestion
Elle est réalisée avec l'enzyme Styl.
Composants Volume

Tampon 6 10X 2 uL

Eau 6 uL

Plasmide purifié 10 pL.
Styl 3,3 pL soit 8,25 unités enzymatiques

RNase A 1 puL

22,3

Le mélange incube 70 min a 37°C puis un échantillon est déposé sur un gel d'agarose a
1.2%. Le plasmide natif ne contient qu'un seul site de coupure de Styl, ce qui donne un
fragment de 3427 paires de bases. Un plasmide contenant l'insert donne plusieurs bandes de
longueurs 2869, 751 et 152 bp.

Western Blot

Chaque colonie est inoculée dans un tube stérile contenant 7 mL de milieu de culture,
Celui-ci est mis a incuber pendant une nuit & 37 °C. 2,5 mL de cette suspension sont prélevés
et ensemencés dans un tube contenant du milieu LB a 20g/L stérile, de l'ampicilline
(50 pg/mL) et de la tétracycline (10 pg/mL), de I'TPTG a 1 mM final. Ce composé induit la
transcription de l'insert cloné dans le plasmide en stimulant le promoteur de celui-ci. Le
mélange incube 4 & 5 h 4 37 °C sous agitation. La suspension cellulaire est centrifugée 2 min
a 15000 g.

L'expression de la protéine est analysée par Western blot. On préléve un aliquote du
culot auquel on ajoute 10 pL. de Bleu de dépdt concentré. L'ensemble est porté a ébullition
pendant 5 min puis déposé sur un gel d'acrylique. On dépose les échantillons sur un gel a
14 %. Pour évaluer la taille de la protéine, on utilise un jeu de marqueurs de taille de faible
PM (6,4 a 66 kDa) et un standard constitué de cytochrome C (PM = 13 kDa). Aprés transfert,
la membrane est incubée une nuit avec I’anticorps anti-penta-His, puis 1 h avec le second
anticorps (dilution au 1/7500°™),

G.3.e) Amplification des clones positifs et purification
du plasmide recombinant

L’amplification des clones exprimant le domaine Illa de ’albumine est nécessaire pour
plusieurs raisons:
- confirmer l'expression protéique
- comparer les taux d'expression des différents clones afin de sélectionner le plus productif
- congeler des aliquotes de culture pour des manipulations ultérieures
- purifier le plasmide recombinant du clone le plus efficace pour confirmer par séquengage
la présence de l'insert.
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Le milieu utilisé contient du LB a 2 % et les antibiotiques tétracycline (10 pg/mL) et
ampicilline (50 pg/mL). Une pré-culture est réalisée sur 1 clone qui est mis en suspension
dans 10 mL de milieu et incubé pendant 1 nuit & 37°C sous une légere agitation. 5 mL de cette
suspension sont ensuite transférés dans 100 mL de milieu dans une flasque de 1000 mL afin
d'assurer une bonne oxygénation de la culture. Celle-ci est incubée pendant 1 nuit a 37°C sous
agitation.

G. 3.1) Définition du temps du culture optimum en
présence d'IPTG

25 mL de culture des clones positifs en phase de croissance (DO = 0,09) sont incubés
2,3,4,5¢et 6 hen présence de 1 mM d’'IPTG, sous agitation & 37 °C. On centrifuge alors le
milieu a 15000 g pendant 5 min a 4 °C. Le culot est repris dans de ’eau, on préléve un
aliquote de la suspension pour lequel on dose les protéines totales, avant analyse de la méme
quantité de protéines pour chaque temps par Western blot.

G.3.g Détermination de la solubilité de la protéine

Un aliquote du milieu de culture est incubé pendant 30 min a 37 °C avec du lysozyme
(1 mg/mL final). On s’assure de la lyse des cellules en les soumettant encore a 4 pulses
d’ultrasons d’1 min, dans la glace. On sépare ensuite un culot de cellules non lysées d’un
surnageant constitué des cellules lysés par centrifugation a 3000 g pendant 10 min a 4 °C. On
traite ensuite le surnageant par centrifugation a 12000 g pendant 20 min a 4 °C, pour séparer
un culot constitué des corps d’inclusion, et un surnageant de protéines solubles. Les 2
fractions finales sont analysées par Western blot.

G.3.h) Solubilisation des corps d’inclusion et
purification de la protéine recombinante

Les corps d’inclusions préparés comme précédemment sont traités soit par des
détergents (mélange de déoxycholate, Igepal et Tween 20 a 1 %), soit par des quantités
croissantes d’urée (2, 3, 4, 6, 8 M final). Aprés homogénéisation et incubation 2 h & 20 °C
sous agitation, on sépare a nouveau un culot et un surnageant par centrifugation a 12000 g
pendant 20 min a 4 °C. Les fractions sont alors analysés par Western blot.

G.3.i) Construction des mutants du domaine d’acylation
de I’'albumine

La mutagenese dirigée est basée sur l'utilisation d'amorces de PCR mutées au niveau
des codons voulus. Les codons mutés sont choisis de mani¢re 2 modifier le moins possible la
région initiale. Ceci minimise le nombre de mésappariements. Par rapport a la séquence du
domaine étudié, la S489 est proche de l'extrémité 3'. La synthése du mutant S489—A consiste
a allonger uniquement 'amorce HSA express/rev et a remplacer le codon TCA en GCA.

La synthese des mutants R410 et Y411 est plus complexe. Comme ils sont situés vers
le milieu de la séquence, l'allongement de I'amorce HSA express/dir n'est pas envisageable. La
synthese se fera en 2 étapes. Tout d'abord, on synthétise des amorces directes qui débutent
quelques résidus avant R410 et Y411. Celles-ci comportent des codons mutés: R410—A
(CGT—=GCT) et Y411—-A (TAC—-GCC). Une premicre PCR est réalisée en utilisant I'une ou
l'autre de ces deux amorces et l'amorce HSAexpress/rev (PCR "mega-primers") selon les
conditions décrites précédemment et en utilisant les Tm suivants:
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Couple d’amorce Tm
R410A/dir et HSAexpress/rev 53,7
Y411A/dir et HSAexpress/rev 53,7
HSAexpress/dir et S489A/rev 55,9

Ceci donne un fragment qui sera utilisé comme une grande amorce ("mega-primer") lors d'une
deuxieme PCR couplée avec I'amorce HSA express/dir.

Les "mega-primers" contiennent chacun un site de restriction a leur extrémité. La
reconstitution du mutant se fait en utilisant I'amorce HSA express/dir qui posséde 1'autre site
de restriction. La matrice d'ADN utilisée est obtenue 2 partir d'une PCR avec les amorces
HSA simple. Elle ne comporte pas de sites de restriction. De cette maniére, apres PCR, les
seuls fragments qui pourront s'insérer dans le plasmide seront ceux qui possédent les deux
sites de restriction. Cette restriction exclut automatiquement la matrice d'’ADN et les amorces
seules.

Cependant cette méthode nécessite d'ajuster les conditions de PCR. 1l s'agit de trouver
un compromis entre les concentrations respectives de chaque amorce, la température
d'hybridation et le nombre de cycles de PCR.

Apres plusieurs tentatives, le protocole suivant a été retenu en modifiant les quantités d'ADN
et des amorces par rapport a une PCR classique:

- matrice d'ADN (HSAsimple): solution précédente diluée au 1000°™ soit
- primer HS Aexpress/dir: dilué au 1000°™ soit 0,01 pmol/pL
- méga-primer: utilisé pur
Produits Tube 1 Tube2
Tampon 10X 10 pL 10 pLL
dNTP 1 pL 1 uL
Amorce HSAexpress/dir 1000éme 2 uL 2 pL
Mega-primer R410A pur 3 uL 3 uL
Hot Star Taq polymérase 0,5 uL 0,5 uL.
Eau 73,5 uLL 63,5 uL
Matrice (HSAsimple) 10 pL de 10 puL de 1/1
1/10¢me
Total 100 uL 100 uLL
Apres plusieurs essais, le programme de PCR retenu est le suivant:
Temps Température Fonction
15 min 95°C Activation de la Taq polymérase
4 min 94°C Séparation des molécules double brin
4 min 65°C Phase d'hybridation, allongée a cause de
la longueur du méga-primer
1 min 72°C Phase d'élongation
Nombre de cycles 15
10 min 72°C

Les amplicons obtenus ont la taille attendue :
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Fragment HSAexpress S489A R410A Y411A
Taille théorique 372 372 287 284
Taille mesurée 367 371 294 291

G. 4. Clonage et expression recombinante des DBD et LBD

de PPARy murin
G.4.a) Amplification sélective des domaines de PPARy

] Conception des amorces

Les séquences de I’ARNm correspondant aux protéines PPARa, B et y chez la Souris sont
obtenues a la banque Swissprot (http://www.expasy.ch) sous les références NM_011144,
U10375, U01664 respectivement. Un alignement des séquences des trois isoformes nous
permet de choisir les amorces dans les régions les moins conservées entre les trois isoformes,
puisque nous souhaitons cloner spécifiquement PPARY.

® Pour le DBD, les amorces ont la séquence suivante :

» DBD dir : 5'-TTCTAACTCCCTCATGGC-3’ Tm =53,7°C

> DBD rev : 5'-CTCCTTCTCGGCCTGT-3 ' Tm = 54,3 °C
Avec 2 pL de cDNA et 30 cycles d’amplifications avec un Tm de 54 °C, on obtient un
amplicon unique de 270 bp (taille théorique : 270 bp)

e Pour le LBD, les séquences des deux amorces sont les suivantes :
> LBD dir2 : 5'-TATCGACCAGCTGAACCCA-3 ' Tm = 56,7°C
» LBD rev : 5'-GGTGGGACTTTCCTGCTA-3 ' Tm = 56°C

Une seule bande est bien obtenue mais il faut utiliser 15 puL. de cDNA avec un Tm de
56 °C pour obtenir en plus une bande de faible intensité. La taille calculée est celle attendue
(850 bp). Pour améliorer ’efficacité de la réaction et diminuer la quantité d’ADN a utiliser,
on a donc construit une amorce de RT, notée oligo*, qui n’est autre que la séquence
complémentaire de I’amorce LBD rev. Cette amorce utilisée a la place de I’oligodT lors de la
RT devrait permettre une hybridation sur les ARN qui nous intéressent seulement. De plus, la
spécificité de la réaction serait meilleure. Sa séquence est donc la suivante :

» Oligo* : 5’'-CCACCCTGAAAGGACGAT-3’ Tm = 56 °C

Une nouvelle PCR est réalisée, avec les amorces dir2 et rev du LBD, mais en utilisant
cette fois 1’oligo* pour la RT. 2 uLL de cDNA et 30 cycles avec un Tm de 56 °C, produisent
une bande unique d’intensité correcte. La bande obtenue a une taille d’environ 855 bp (852 bp
théorique).

Les couples d’amorce ainsi définis nous permettent donc d’amplifier le cDNA de
chacun des domaines recherchés, en ciblant spécifiquement PPARy.

. Culture de cellules

L’isoforme PPARy est prépondérante dans les adipocytes. Afin de renforcer la
spécificité de notre amplification, nous allons donc travailler sur des fibroblastes murins 3T3-
L1 différenciés en adipocytes.
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) Extraction des bandes du gel d’agarose

La totalité des produits de PCR obtenus est déposée sur un gel d’agarose. Environ
100 pL sont déposés par puits pour les deux fragments, LBD et DBD. Deux bandes sont donc
obtenues, correspondant aux deux amplicons que permettent d’amplifier les amorces
préalablement construites.

Les bandes sont ensuite excisées du gel grace a un scalpel, apres environ 30 min de
migration. Les deux morceaux de gel sont déposés dans des tubes eppendorf et pesés.

En considérant que 100 mg de gel correspondent a environ a 100 uL, V est défini
comme le volume de gel correspondant. 3V de tampon du Kit d’extraction (QIAquick
Cat.28704) sont ajoutés. Les tubes incubent ensuite 10 min a 50 °C, de maniére a dissoudre
totalement 1’agarose. V d’isopropanol est alors ajouté. L’échantillon est ensuite déposé sur
une colonne d’extraction. Celle-ci est centrifugée I min a 11000 g et a 25 °C. 750 uL de PE
sont alors ajoutés au sommet de la colonne. Aprés une incubation de 5 min, la colonne est de
nouveau centrifugée dans les mémes conditions. Une nouvelle centrifugation a 12000 g
pendant 2 min permet de s’assurer que tout le PE est éliminé. L’ ADN est ensuite élué dans un
tube eppendorf par 30 pL. de EB. Apres incubation une min a température ambiante, 1’élution
est permise par une centrifugation a 12000 g pendant 2 min a 25 °C. L’ ADN est ensuite dosé.

G.4.b) Clonage des fragments de PPARy
. Présentation

Les deux fragments vont étre exprimés chez E. coli. Pour cela, la séquence de chaque
fragment va étre insérée dans un plasmide d’expression. Nous disposons du vecteur pQE-70
de Qiagen. Celui-ci contient une cassette de clonage dans laquelle se trouvent différents sites
de restriction, notamment pour BamHI, Bglll, HindIIl, Sphl. Pour chaque fragment, deux
enzymes de restriction sont utilisées afin d’orienter I’insertion dans le plasmide. On s’assure
que les fragments ne contiennent pas au sein de leur séquence des sites de restriction pour les
enzymes utilisées afin de ne pas cliver la séquence désirée.

) Synthése de I'insert

L'’utilisation du vecteur pQE-70 permet de synthétiser une protéine portant un Tag-
histidine du coté carboxy-terminal. Or I’étude de la structure tridimensionnelle de nos
fragments montre que cette position n’est pas trés judicieuse.

En effet, en ce qui concerne le DBD, la partie carboxy-terminale du domaine est trés
proche d’un grand sillon de I’ADN. Or le Tag-histidine est chargé positivement et I’ADN est
chargé négativement. Il est fort probable qu’une interaction puisse se créer entre les deux a ce
niveau. Par contre, du c6té amino-terminal, le Tag-histidine serait beaucoup plus éloigné de
I’ADN.

De méme, pour le LBD, la partie carboxy-terminale est trés proche de la poche de
liaison du ligand, alors que la partie amino-terminale est beaucoup plus éloignée. 1l serait
donc plus prudent d’ajouter le Tag-histidine du c6té amino-terminal, afin d’éviter de bloquer
I’acces au site de fixation.

e Le LBD contient dans sa séquence un site de restriction pour BglIL 1l va étre cloné a
I’aide de Sphl et HindIII. Il faut ajouter en amino-terminal le Tag-histidine que 1’on
souhaite incorporer. Celui qui était déja présent dans le vecteur va étre clivé puisque le
site de restriction pour HindlIlI se situe apres. Par contre, les codons stop présents dans
la structure du plasmide sont conservés (Figure 65).
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e Le DBD contient des sites de restriction pour HindIII et BglIl. L’utilisation de ces
enzymes étant impossible, le fragment va étre cloné avec Sphl et Bglll. Le tag-
histidine sera ajouté du cdté amino-terminal grace aux amorces. Il faut néanmoins
ajouter une séquence stop avant le site de restriction pour BglII afin d’éviter la
synthése du Tag-histidine présent dans le vecteur.

S
?&\6
__/

1 LBD |

I DBD ]

Figure 65 Représentation schématique des constructions des inserts

Le début de la séquence du plasmide pQE-70 montre le site de restriction pour Sphl.
L’enzyme coupe directement aprés I’ATG. Le cadre de lecture est donc correct, il est inutile
d’ajouter des bases afin de le modifier.

Les amplifications réalisées a partir des premicres amorces construites ont permis d’obtenir
les fragments que I’on cherche spécifiquement chez PPARy.
De nouvelles amorces permettant le clonage dans le vecteur et I’expression des domaines

précis sont construites a partir des séquences des amplicons obtenus précédemment. Elles
seront utilisées directement sur les amplicons extraits du gel.

Insert LBD

On utilise les amorces suivantes :
> LBD exp dir :

5! -GCATGCATCACCATCACCATCACGGCTCTGCTGATCTGCG-3 Tm=>75 °C
> LBD exp rev
57 -AAGCTTATACAAGTCCTTGTAGATCTCCTGGAACAGGGGG-3 " Tm=72,5 °C

Les Tm sont trés élevés et incompatibles avec I’étape d’élongation (méme
température). Nous avons donc testé différentes conditions d’amplification, en utilisant
différents Tm et concentrations en Mg2+. Finalement 2 L. de cDNA obtenu aprés RT utilisant
I’amorce oligo* permettent I’apparition d’une bande unique d’intensité correcte apres 30
cycles, avec des Tm de 60 ou 64 °C, avec ou sans la solution Q d’optimisation de Qiagen. La
taille de I’amplicon attendu est 850 bp, conformément a la taille prédite.

Insert DBD

Les séquences des amorces sont les suivantes :
> DBD exp dir
5’ -GCATGCATCACCATCACCATCACGGCATTGAGTGCCGAGT-3 ! Tm=>75 °C
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> DBD exp rev
57— AGATCTCAGCTAATTAAGCTTACTCGGCCTGTCGATCCCG-3' Tm= 73,6 °C

La PCR réalisée a partir de I’amplicon de sélection, lui-méme obtenu aprés utilisation
de I’amorce oligo* en RT n’a pas donné d’amplification. L’addition de solution Q ou de
diverses concentrations de Mg** a été sans influence. Nous avons alors utilisé 1’amplicon
obtenu aprés RT amorcée par I’oligodT classique, sans davantage de résultat. Cherchant si un
seul des 2 primers pouvait étre responsable de 1'échec, nous avons testé toutes les
combinaisons de couplages des amorces DBD dir/rev, que nous avions montrées efficaces,
avec les amorces DBD exp dir/rev, a différents Tm. Ceci nous a permis de conclure que le
primer DBD exp dir était fonctionnel, avec 2 pLL de cDNA et 34 cycles a 60 °C :

Amorce dir [ Amorca rev | Vb (AL) | T (°C) | NG G e5eles | Amaphioon mesuré | Amplicon théorque
DBDdir | DBD rev 2 | 6 | 34 | 215 | 210
DBD exp dir| DBD rev 2 60 34 280 280
DBD dir DBD exp rev 2 60 34 0] 280

DBD exp rev étant vraisemblablement en cause, nous avons alors dessiné un autre
primer reverse. Quatre nucléotides sont tronqués en 3’ car il est impossible de supprimer des
nucléotides en 5’ sans altérer le site de restriction. Les quatre nucléotides coupés
correspondent a des G ou des C qui élevent fortement la température d’hybridation des
amorces. La nouvelle amorce obtenue est appelée DBD exp rev2 :

> DBD exp rev 2 : 5'- AGATCTCAGCTAATTAAGCTTACTCGGCCTGTCGAT-3 '
Tm=69,5 °C , et la taille de I’amplicon attendu est de 293 bp.

Apres plusieurs tentatives infructueuses, on utilise comme matrice I’amplicon obtenu
avec les primer LBD dir/rev, comme pour le LBD :

ADN matrice ' Vaon (D) E R el Ta(FG) S DR RSN de‘cycles
Issu de la RT avec |
"oligodT 2 68 34
amplicon l 60 34
amplicon 1 64 34
amplicon 1 68 34

On n’obtient aucune bande dans avec les premiéres conditions, par contre trois pour
les secondes (100, 210 et 280 bp) et une unique de 100 bp pour les 2 dernieres. La taille
théorique de la bande est de 293 bp. Ici la bande qui s’en rapproche le plus est celle de 280
bp. Pour le clonage, on utilisera donc I’amplicon comme matrice, avec un Tm de 60 °C, en
limitant le nombre de cycle a 30. La bande de 280 bp sera séparée des autres par extraction du
gel d’agarose.

o Digestion par les enzymes de restriction

Pour les deux fragments, I’enzyme de restriction Sphl est utilisée, or cette enzyme n’est plus
active aprés 1 h d’incubation. Dans les deux cas, on fera donc agir Sphl en premier.
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=  Pourle LBD :

Insert V1 LR T Viecteur 1
2.5 2,5
0 0,2
24 2
0,5 1,1
TG0 M a 372G IR AR e
HindIIT 0,6 | 1,2
70mmd37°C —
= Pourle DBD :
 Tampon 10 X (uL) 3 10,3
~Eau(ul) &' 0 60
__ADN@L) 27 8,5
~ Sphl (uL) 1 4,5
L 0 min A TG R AT
L Bglll(pL) = | L1 | 4,6

70 min a 37°C

Afin d’éliminer les sels des tampons de digestion, les enzymes et les fragments
digérés, I'insert et le vecteur sont purifiés par précipitation différentielle. 300 uLL de phénol-
chloroforme sont ajoutés. Une centrifugation a 12000 rpm pendant 5 min permet de récupérer
I’ADN dans la phase aqueuse. L’ADN est ensuite précipité par ajout d’acétate de sodium
(2 M final) et d’isopropanol (150 pL). Le mélange incube 10 min a température ambiante sur
un balancier puis est centrifugé a 12000 rpm pendant 15 min & température ambiante. Une
fois le surnageant éliminé, le culot est lavé a 1’éthanol pur, séché, puis repris dans 50 pL de
Tris-EDTA (10 mM de Tris et 1 mM d’EDTA). L’ ADN est ensuite dosé.

G.4.0) Sélection des clones positifs

20 colonies sont testées par fragment et par souche de bactérie. Chaque colonie testée
est inoculée dans un tube stérile contenant 5 mL de milieu de culture composé de 20 g/L de
LB et de I’ampicilline a 50 pg/mL.

Les tubes sont ensuite disposés une nuit sur agitateur a 37 °C.

500 pL de chaque tube sont alors prélevés et ensemencés dans des tubes contenant
10mL de LB et de I’ampicilline. Les tubes ainsi obtenus sont placés a 37 °C sur agitateur
jusqu’a ce que la densité optique a 600 nm soit environ de 0,5 - 0,7.

L’ajout d’IPTG a 1 mM final permet alors d’induire la transcription de I’insert cloné
dans le plasmide en stimulant le promoteur de celle-ci. La suspension incube 4 h a 37 °C sur
agitateur. 2 mL de chaque tube sont ensuite centrifugés 2 min a 15000 g et a 4 °C. Le culot est
repris dans 30 pLL de Bleu de dépat.

Le mélange est porté a ébullition avant le dépdt sur gel de polyacrylamide.

e Pour le LBD, la taille théorique de la protéine recombinante est environ de 32 kDa. La
migration se fait sur un gel de polyacrylamide composé d’un gel de séparation a 12 %
et d’un gel de concentration & 5%. Le tampon d’électrophorése utilisé est du tampon
tris-glycine.

IV- Clonage et expression recombinante des DBD et LBD de PPARy murin 150




e Pour le DBD, la taille théorique de la protéine recombinante est environ de 10,5 kDa.
La migration se fait alors grice a un gel de séparation a 15% et un gel de concentration
a5 %. Le tampon d’électrophorése utilisé est du tampon tris-tricine.

Aprés transfert, ]a membrane est incubée avec I’anticorps anti-penta-His dilué au
1/1500°™. Le second anticorps est un anti-IgG de Souris, couplé a la phosphatase alcaline,
dilué au 1/7500°™.

H. Modélisations

H. 1. Modélisations mathématiques des courbes et
statistiques

L’inhibition de COX a été déterminée en utilisant I’équation suivante, analogue a la

fonction de Hill :

Y:ﬂ.{_d

6

ol X et Y représentent respectivement les concentrations molaires en inhibiteur et le
pourcentage d’inhibition, et ou a, b, ¢ et d sont des paramétres, a déterminer dans chaque cas.
La modélisation des résultats expérimentaux par ce modele est réalisée par minimisation de la
fonction objective, définie comme la somme des écarts quadratiques entre valeurs
expérimentales et théoriques.

2
n
Q= 2 p; X (Yiexp -Yi, ) i =1 a n points expérimentaux
1

Le meilleur résultat est obtenu pour un coefficient de pondération p; égal a 1/Y,. Cette
équation est utilisée pour modéliser la courbe sigmoidale entre concentration et réponse et
pour estimer les 1Csq a partir des valeurs des parameétres.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel StatView 5 (Abacus
Concept, SAS Institute). Les tests utilisés sont précisés dans les résultats, lorsque nécessaire.

H. 2. Modélisation moléculaire et exploitation de séquences
protéiques

H.2.a) Docking

Les expérience de docking moléculaire ont été réalisées a ’aide du programme de
docking flexible Sculpt v.3.0 [882]. Les détails du docking des métabolites dans les sites de
COX pourront €tre trouvés dans le manuscrit f3.

H. 2.b) Prédiction de structure par homologie

La structure tridimensionnelle d’une protéine peut étre prédite a I’aide du programme
Swiss Model. Celui-ci aligne la séquence de la protéine étudiée, soit avec celle d’un patron
qu’on lui fournit, soit il recherche lui-méme la meilleure identité de séquence dans la PDB.
S’il trouve une séquence suffisamment proche (en pratique et si I’utilisateur n’interfére pas, il
faut au moins 50 % d’identité), il attribue les coordonnées spatiales a chaque atome par
homologie, en respectant des angles de torsion statistiquement valides. Il génére alors un
fichier PDB qu’il renvoie a I’ utilisateur.
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H.2.0) Mutagenése

Elle est obtenue grace au logiciel Swiss-PDB Viewer. Il attribue des angles de torsion
statistiquement favorisés aux résidus modifiés. La conformation de la chaine latérale peut
encore étre affinée par minimisation d’énergie.

H.2.d) Analyse par HCA
o Principe

Les résidus de protéines ont par leur nature chimique une propension a se situer dans
une structure secondaire donnée. Les hydrophobes sont ainsi plutdt associés a une structure
précise (Figure 66).
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Figure 66 Propension des acides aminés a se situer dans une structure secondaire [883]

La propension est définie par le % d’un résidu dans une structure donnée par rapport au total des
résidus dans cette structure. On définit ainsi 3 classes : I : Résidus situés surtout dans les hélices et les
brins, Il : Résidus situés surtout dans les hélices ou les brins, III : Résidus associés aux coudes.

On peut aussi classer les résidus de protéines en fonction de leur accessibilité au
solvant. Il apparait ainsi que les hydrophobes sont les plus enfouis ou les plus packés (Figure
67).
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Figure 67 Classements des résidus selon leur accessibilité moyenne au solvant [884]

(1) : Poupon et al., 1998 ; (2) : Rose et al., 1985 ; (3) : Wertz & Scheraga, 1978 ; (4) : Robson et
Osguthorpe, 1979 ; (5) : Guy et al., 1985

On voit ainsi que les résidus hydrophobes sont plut6t au cceur des protéines, tandis que
les polaires sont plutdt en périphérie. Au niveau structural, c’est justement ce ceeur protéique
qui est fondamental. Dans une méme famille de protéines, ce sont les résidus enfouis et
hydrophobes qui sont les plus conservés (Figure 68).
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Figure 68 Accessibilité des résidus hydrophobes relativement & leur conservation dans une famille
protéique [883]

La figure représente les expositions au solvant des hydrophobes de la famille des tryptases. A coté des
points indiquant les moyennes, figure le nombre de résidus concernés.

La méthode HCA utilise ces propriétés des hydrophobes pour définir des
topohydrophobes : résidus de cceur de protéines, statistiquement plus conservés que les autres
dans une famille, et structuralement cruciaux (Figure 69).
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Figure 69 Accessibilité des résidus hydrophobes selon leur position structurale [884]

Les topohydrophobes sont organisés en amas dans les structures secondaires, et ce
sont justement ces amas qu’on recherche et compare par HCA. L’apport de la détection de ces
topohydrophobes est donc double : (i) un amas réveéle un packing, ce qui permet d’utiliser
HCA comme outil de prédiction de structures secondaire : les hélices apparaissent comme des
amas horizontaux, les feuillets comme des groupes verticaux. (ii) Par alignement de profil
HCA de protéine, il est possible de définir les résidus structuraux conservés dans une famille
ou de prévoir si telle protéine appartient a telle famille, par la conservation des amas
hydrophobes.

. Méthode

La Figure 70 propose un schéma du principe d’HCA.

(a) Les séquences ne sont pas représentées de fagon linéaire, mais sur un support
hélicoidal. Les hélices sont représentées avec leur angle de 20°, chaque pas comporte
3-4 acides aminés (hélice o parfaite).

(b) Cette disposition de la séquence permet de mettre en évidence la proximité d’acides
aminés €loignés dans la séquence primaire, mais voisins en 3 dimensions.

(c) L’agencement est alors dupliqué afin d’assurer une continuité et de visualiser les
acides aminés proches dans la séquence.

(d) On schématise les amas d’acides aminés topohydrophobes en les entourant. Un amas
de type vertical, dans le sens de la progression de la chalne polypeptidique, est souvent
représentatif d’un brin 3, a ’opposé d’amas «horizontaux » correspondant plutdt a des

hélices aL.

IV- Modélisation moléculaire et exploitation de séquences protéiques 154



1D

246 ...GNATAT:)' [ PDEGK QH ENE THDIITKFLENEDRRS... 283
... ®NAOA ' T ADEGK' QH! ENE DHDITUKFLENEDRRE. . .
...00000%.111.00000700°00070001100110000000...

2D

" i ARy d
N - Sl N
B I ! !"-'

Cs

| | 3D
L N () — R . —
b 1 ﬁ \I I'?:\v Q
LG i
'h‘ | 3y k 3 |
Yoy
(_Fm—'— it ll'.:u
|
C G A Easy Pasa
[N
. B G m
y K
T (4] [
(‘;"“ A (BT Q Caee
P ¥ on
A f ¥

« U (1001)
.5‘2-}2_ ¢ 3
- e e, -
“!.'_-U'._-.- +7
-1 -3\+'I-4"'+s
5 2,5t A D(10001)

v
V(1) M(101)

Figure 70 Principe de la méthode HCA, de la séquence primaire d’une protéine a sa structure
tridimensionnelle [883]

On attribue des symboles pour les acides aminés aux propriétés structurales particulicres,
souvent situés dans les coudes :
- % :laproline, qui confére la plus grande contrainte a la chaine polypeptidique
et termine souvent les structures secondaires.
- ¢ :laglycine, qui laisse une liberté importante a la chaine.
- [ et [J: la sérine et la thréonine respectivement : Ces 2 acides aminés polaires
peuvent masquer leur polarité en créant des liaisons hydrogénes avec les
carbonyles de la chaine principale, particulierement a I’intérieur des hélices.

HCA permet, dans cet exemple, de prédire la structure secondaire de la séquence et
également de mettre en évidence la proximité et I’orientation des acides aminés hydrophobe
vers le cceur de la structure.
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VRESULTATS  ET DISCUSSION

A. Synthése et caractérisation de I'acyl-CoA de KPF et de son
analogue non hydrolysable

L’étude de 'implication des métabolites de KPF dans ses effets pharmacologiques
nécessite de disposer de quantités importantes de ces molécules. Il nous est aussi imposé de
les obtenir avec un taux de pureté maximum pour abroger toute participation de la molécule
mere. La préparation des glucuronides est réalisée selon la méthode de Haumont [876], en
utilisant des UGT immobilisées en billes d’alginate. On obtient ainsi le glucuronide de chaque
énantiomere de KPF par incubation des enzymes avec le R- ou le S-KPF, avec une trés bonne
pureté [885].

La synthe¢se et la purification énantiospécifique du KPF-CoA n’étant pas décrites, nous
avons donc commencé par ce travail.

A. 1. Synthése du KPF-CoA

II s’agit d’une syntheése en deux étapes dérivant de la méthode de Goldman et Vagelos
[886]. Cette méthode est rapide car elle ne requicre qu’une seule étape de purification (Figure
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Figure 71 Schéma réactionnel de la synthése du KPF-CoA

Réactifs: i, 2,6-lutidine, CH,Cl, puis CICO,Et, 20 °C, 1h
ii, THF, CoASH, H,0, pH = 6,2, 20 °C, 2h.

Elle consiste en une activation de la fonction carboxylique du KPF (1) par le
chloroformiate d’éthyle (composé 2), avant I’addition du CoASH. Les détails expérimentaux
sont développés dans la publication a. Etant donnée la stéréosélectivité marquée des effets
pharmacologiques des profénes, nous avons cherché a obtenir les acyl-CoA de chaque
¢énantiomeére de KPF. La synth¢se énantiospécifique a partir des énantiomeéres purs de KPF
s’est révélée irréalisable a cause d’une épimérisation intervenant durant la formation du
composé, comme nous 1’avons observé en suivant la cinétique du pouvoir rotatoire et par

dérivation des produits de synthése apres hydrolyse. L’épimérisation est trés rapide, y compris
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a basse température. Des essais de synthése a —20 °C et — 80 °C ont en effet montré qu’elle est
méme plus rapide que la formation du KPF-CoA dans ces conditions (résultats non montrés).
La préparation a donc été réalisée a partir du KPF racémique. On obtient ainsi les deux
diastéréoisomeres de KPF-CoA qui sont ensuite purifiés et séparés en phase réverse par
CLHP semi-préparative. La séparation des diastéréoisomeres est trés efficace et permet une

pureté énantiomérique > 98 % (Figure 72).
Intermédiaire 2

CoA2 KPF résiduel
CoASH CoAl /
L\
Brut de synthese
CoAl + CoA2
B J \ (1¢ CLHP)
C J \ CoAl purifié
(2¢ CLHP)

D CoAZ2 purifié
(2° CLHP)

Figure 72 Chromatogramme analytique des étapes de purification du KPF-CoA

A : Brut de synthése présentant les réactifs L’ intermédiaire 2 est présenté Figure 71. B : 1% étape de
purification : obtention des 2 diastéréoisoméres de KPF-CoA. C, D : 2°™ étape de purification :
obtention de I’acyl-CoA de chaque énantiomeére de KPF pur.

Eluant H,PO4/HPO, 9mM, pH=5,5 : 55 %, MeOH : 45 % ; débit : 1,5 mL/min ; A=254 nm.
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L’analyse structurale rigoureuse des deux énantiomeres de KPF-CoA a été obtenue par RMN
hétéronucléaire bidimensionnelle (‘H / 13C) et RMN du 'P (Annexes X). Nous n’avons pas
pu attribuer la configuration de chaque éluat chromatographique de 3 a cause de
I’épimérisation observée dans les essais de synthese énantiospécifique : elle conduit en effet
approximativement au méme mélange diastéréoisomérique quel que soit 1’énantiomeére de
KPF utilisé.

L’activité AINS-CoA synthétase est quasi-spécifique de I’énantiomére R. Nous avons
donc pensé pouvoir utiliser la synthése microsomiale pour résoudre cette attribution : le
produit dont le temps de rétention correspondrait a celui obtenu par synthése microsomiale
serait ainsi le R-KPF-CoA. La préparation de KPF-CoA dans ces conditions donne
effectivement un produit chromatographique unique, correspondant au 2° pic.
Malheureusement, 1’incubation des microsomes avec le produit correspondant au premier
comme au second pic résulte toujours en une présence du seul 2° pic, révélant une forte
épimérisation allant du produit du 1% pic vers celui du 2°. Cette inversion de configuration
unidirectionnelle empéche donc toute conclusion quant a 1’assignation d’une stéréochimie du
KPF-CoA.

Nous avons alors travaillé a la cristallisation de ce composé afin de déterminer la
configuration absolue par diffraction des rayons X. Le screening de différentes solutions
favorisant la cristallisation de protéines, par combinaison de toutes les concentrations,
(Tableau 10) a permis d’identifier 2 tampons ou croissent des cristaux de KPF-CoA. Ces
cristaux apparaissent avec 0,5 et 1 mM de KPF-CoA a 20 °C en 15 j, ou ils atteignent environ
125*%160 pum. Pour obtenir de plus gros cristaux, nous avons cherché a affiner le screening
autour des 2 solutions favorables, en faisant varier le taux de polyethyléne-glycol (PEG) de 16
a 20 % et celui d’acétate de Zn ou de Ca entre 0,15; 0,2 et 0,25 M. Nous n’avons
malheureusement obtenu que des polycristaux dans ces conditions. Ces résultats préliminaires
sont cependant encourageants, et les mémes concentrations sont actuellement testées a 6 °C.

Concentrations testées Solutions ou croissent des cristaux de
KPF-CoA
PEG 8000 16, 18,20 % 18 % 18 %
Cacodylate 0.1 M 0,1M 0,1 M
Acétate de Zn ou 0;0,05;0,1;0,I5M 0,1M 0
Acétate de Ca 0;005,0,1;0,I5M 0 0,1M

Tableau 10 Compositions des solutions efficaces testées pour la cristallisation du KPF-CoA
Les solutions testées résultent de toutes les combinaisons des concentrations des produits de la
premiére colonne.

L’attribution de configuration n’ayant pas pu étre obtenue, les acyl-CoA des deux
énantiomeéres de KPF seront donc dénommés CoAl et CoA2, en référence a leur ordre de
rétention chromatographique dans la suite de cette étude.

A. 2. Synthése de I'analogue non acylant (NAK)

La forte réactivité des acyl-CoA nous a conduit a synthétiser un analogue du KPF-
CoA (NAK) afin de disposer d’une molécule structuralement similaire mais stable et privée
de la capacité d’acylation.

Cette synthése en quatre étapes consiste en l’activation du carboxyle du KPF en
chlorure d’acyle (composé 4, Figure 73), suivie de I’addition du CH, par le diazométhane (5).
On active alors le CH; apporté par le diazométhane par de ’HCI sec avant de purifier le
produit obtenu (6) en phase normale par CLHP préparative. Le CoASH est finalement ajouté
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et le produit final, NAK (7), est purifié en phase réverse par CLHP semi-préparative. Les
détails expérimentaux sont présentés dans la publication a. Contrairement a la synthése du
KPF-CoA, les conditions de purification chromatographique n’ont pas permis la séparation
des deux diastéréoisomeéres de (7). Les différents intermédiaires réactionnels et le produit final
ont été caractérisés par RMN du H, analyse élémentaire et spectrométrie de masse haute
résolution (Publication a).
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Figure 73 Schéma réactionnel de la synthése de I'analogue non acylant du KPF-CoA, NAK

Réactifs: i, CICO,CI, 20 °C, 1 h; ii, diazald, 0°C, 2h; iii, HC] anhydre dans Et,0; iv, CoASH,
H,0/DMF, CsCQ,, 20 °C, 24h.

La premiére étape de notre travail nous permet ainsi de préparer I’acyl-CoA de KPF en
quantités importantes, avec un taux de pureté supérieur & 99 %. Nous avons obtenu la
séparation des deux diastéréoisomeres, ce qui va nous permettre une étude impliquant la
stéréochimie de nos métabolites. Nous disposons enfin d’un analogue non hydrolysable et non
acylant de ce métabolite. Cette molécule est structuralement aussi proche que possible du
KPF-CoA (il n’y a qu’un groupement CH, supplémentaire), et nous pouvons raisonnablement
supposer qu’elle aura des affinités tout a fait comparables pour un site de fixation donné
(membrane ou protéine).
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Abstract—Ketoprofenoyl-CoA thioester 3 was synthesized by coupling ketoprofen to coenzyme A using the mixed anhydride
method. Diastereoisomeric compounds 3a and 3b corresponding to the enantiomers of ketoprofen, were obtained in optically pure
form by preparative HPLC. A non-acylating analogue, rac-3-(3-benzoylphenyl)-2-oxo-butanoyl-CoA (7) was also prepared. The
biological evaluation suggested that 3a and 3b are reversible inhibitors of COX-1 and irreversible inhibitors of COX-2. Compound
7 appears to be a poor but selective inhibitor of COX-1. © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Introduction

Prostaglandins are active mediators of inflammatory
responses and also provide cytoprotection in the sto-
mach and intestine. The key enzyme of their biosynth-
esis is prostaglandin  H2 synthase (PGHS or
cyclooxygenase, COX), which converts arachidonic acid
to PGH2, further metabolised by specific synthases and
isomerases to give various prostanoids. COX exists as
two isoforms: in most tissues, COX-1 is expressed con-
stitutively and COX-2 is transiently up-regulated by
pro-inflammatory mediators and down-regulated by
corticosteroids. Numerous works in this area suggest
that constitutive COX-1 protects the GI tract, whereas
inducible COX-2 mediates inflammation. However,
COX-2 is also involved in ulcer healing, renal physiol-
ogy, female reproductive process,! and even in the
resolution of the inflammatory response.??

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are
widely used for the treatment of inflammation and
articular diseases. Their pharmacological activity is
mainly attributed to a competitive inhibition of COX.
As many other xenobiotics, NSAIDs undergo two
metabolic phases following their absorption: functiona-
lisation, for example oxidative phase, and conjugation,
consisting of the addition of various small hydrophilic

*Corresponding authors. Tel.: +33-383-59-2619; fax: + 33-383-59-2621;
e-mail: francoise.lapicque@medicine.uhp-nancy.fr (F. Lapicque); Tel.
+33-383-91-2355 fax: + 33-383-91-2479; e-mail: yves.chapleur@mescb.
uhp-nancy.fr (Y. Chapleur)

molecules. For most drugs, these metabolic pathways are
hydroxylation and glucurcnic acid conjugation. Con-
jugation to glycine,* lipids incorporation,® and inversion
of configuration® are observed in vivo for cerfain
NSAIDs, and point out a particular conjugation to coen-
zyme A, acting as an intermediate for these reactions.

Acyl-CoA from diverse drugs have been shown to inhibit
several enzymes like acetyl-CoA carboxylase,” glu-
tathione S transferase ® and COX.? Since acyl-CoA are
chemically activated carboxylic acids, their effects may
be due to their acylating properties and occur by cova-
lent binding. Adduct formation has been actually
demonstrated for fibrate derivatives which acylate
unknown proteins.!®!! This ability of adduct formation
is particularly important in the case of carboxylic acid-
containing xenobiotics, since their acyl chain retains the
pharmacological activity and carries the reactive mole-
cule to definite pharmacological targets.

The aim of this study was to prepare ketoprofenoyl-
CoA 3 and its analogue 7 in order to study their effects
on COX. Pharmacological activity often depends on the
absolute configuration of chiral centres in the molecule,
particularly for NSAIDs for which (S) enantiomer is a
more potent inhibitor of COX than its (R) anti-
pode.'>!3 Therefore, we describe in this paper the
synthesis of 3 starting from ketoprofen, and the separa-
tion step giving pure (S) and (R) diastereoisomers. In
order to highlight the inactivation mechanism of COX
by acyl-CoA, an analogue of ketoprofenoyl-CoA was
designed. Thus the replacement of the thioester group

0968-0896/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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Scheme 1. Reagents: (i), 2,6-lutidine, CH,Cl, then CICO,Et, rt, 1 h;
(i), THF, CoASH, H,0, Ph=6.6, rt, 2 h.

by a thiomethylene keto group would provide a non-
acylating species. It was assumed that such a slight
modification would not affect the recognition of the
inhibitor by COX. The compound selected was rac-3-(3-
benzoylphenyl)-2-oxo-butanoyl-CoA (7).

Results

The synthesis of compound 3 was performed by cou-
pling rac-2-(3-benzoylphenyl)propionic acid (ketopro-
fen [KPF] 1) to coenzyme A (CoASH) using the mixed
anhydride method!* (Scheme 1). Formation of the rather
unstable compound 2 was almost achicved quantita-
tively within | h. When at most 10% of the starting
compound 1 was detectable by HPLC monitoring,
CoASH was added to the reaction mixture. The forma-
tion of compound 3 was monitored by HPLC. After 2 h
of reaction, compound 2 completely disappeared. The
organic solvent was evaporated under reduced pressure
and unreacted 1 was extracted from the aqueous layer
using hexane. Diastereoisomeric compounds 3a and 3b
were obtained in optically pure form after two pre-
parative HPLC steps. The first one allowed the scpara-
tion of the mixture of diastereoisomers 3 from residual
reactants; the second one gave pure 3a and 3b. In order
to assign the absolute configuration to compounds 3a
and 3b, the same synthesis was carried out starling
from optically pure R-KPF. However both diasterco-
isomers were obtained, and the same result was obtained
starting from optically pure S-KPF.

Therefore, an epimerisation reaction occurred during
the overall process, as reported by Carabaza.!> As
roughly the same diastercoisomeric mixture was
obtained whatever the KPF enantiomer used as the
starting material, assignment of one configuration to
one chromatographic eluate of 3 could not be done at
this stage. Microsomial biosynthesis with rac-1 using R-
AINS-specific Acyl-CoA synthetase '® produced only
compound 3b, but incubation of 3a or 3b with the
microsomes resulted in the presence of the only 3b,
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Scheme 2. Reagents: (i), CICO,CI, rt, 1 h; (ii), diazald, 0°C, 2 h; (iii),
anhydrous HCl in Et,0; (iv), CoASH. H,O/DMF, CsCO;3, rt, 24 h.

suggesting an epimerisation, due to epimerase activity. !>
It cannot, therefore, be concluded that compound 3b is
(R) ketoprofenoyl-CoA. Crystallization of each com-
pound 3a and 3b is currently under investigation to
provide a definitive answer to this issue.

The synthesis of compound 7 was based on the final
alkylation of coenzyme A using the chloromethylketone
analogue 6 of KPF. The synthesis of 7 is outlined in
Scheme 2. Ketoprofenyl chloride 4, obtained by reac-
tion of oxalyl chloride with 1, was treated with diazo-
methane to give rac 3(-3-benzoylphenyl)-2-oxo-
diazobutane (5). Conversion of the crude resulling diazo
group to the corresponding chloride by reaction of an
anhydrous ethereal solution of hydrogen chloride, gave
the compound 6 in 95% overall yield. Alkylation of
coenzyme A by the compound 6 was performed in a
water—dimethylformamid mixture in the presence of
caesium carbonate. An optimised HyO/DMF ratio of
3:14 gave the best result. Contrary to 3, neither analytic
nor semi-preparative HPLC allowed diastereoisomeric
purification of 7.

Biological Evaluation

The biological specificity of the two isoforms of COX
reported before can be used to obtain more efficient
NSAIDs without gastro-intestinal side effects. Most
classical NSAIDs are reversible or time-dependent
reversible inhibitors, except aspirin which acetylates
Ser530 of COX-1 (Ser516 of COX-2). They generally
inhibit both COX-1 and COX-2 to different extents; for
this reason, extensive studies were conducted in recent
years for the development of new molecules that
selectively inhibits COX-2.!7 These studies were based
on crystal structure determinations of the enzymes:!%!8
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Th-KPF B g

Figure 1. Detection of KPF adducts after 1.5 h incubation of COX-2
with 3. Th-KPF: chemical adduct of KPF on Thyreoglobulin (positive
control), B: COX-2+ KPF, 3: COX-2 incubated with compound 3.

Table 1. 1Csy(uM) values of ketoprolen derivatives for COX-1 and
COX‘E"

Compd COX-1"¢  Rec COX-1M  COX-2b¢  Rec COX-204
(R) 1 0.695 > 10,000 80 > 10,000
(5) 1 0,003 > 10,000 5 = 10,000
3 0,043 900 71 107
3b 0.083 140 55 108
7 0.317 = 10,000 5000 = 10,000

*COX inhibitions were performed as described in biological assays.
bAverage of four determinations.

“Immediate inhibition.

dRemaining inhibition after recovery.

the most striking difference between the isoforms is that
the active site of COX-1 is more stable and less bulky
than COX-2. '%2° Therefore, most selective inhibitors of
COX-2 display steric groups that hinder their binding
on the active site of COX-1,

The results reported in Table 1 show that acyl-CoA 3a
and 3b are good inhibitors of both COX-1 and COX-2
with an [Cs, one order of magnitude higher than the §
enantiomer of the parent drug. It is worth noting that
they do not present the marked enantioselectivity of
KPF, probably due to epimerisation. Reversibility of
the inhibition was tested by recovery experiments, where
inhibitors were carefully removed before measuring the
enzymatic activity, COX incubated with (R) or (S) 1
recovered thus, almost all their catalytic capacity
(ICsy > 10,000), as expected from reversible inhibitors.
In contrast, COX incubated with 3a or 3b were still
inhibited: very weakly for COX-I, since ICs, values
were higher in recovery experiment than during
immediate inhibition, but strongly for COX-2, with
comparable values ol 1Cs in both conditions. Thus, 3a
and 3b appear essentially reversible inhibitors of COX-1
and completely irreversible inhibitors of COX-2,

Compound 7 was shown to be a slight inhibitor of both
COX and to be COX-| selective. As expected, it is a
reversible inhibitor and this argues for an acylation
mechanism responsible for the irreversible inhibition of
COX-2 by KPF acyl-CoA. In fact, incubation ol COX-
2 with 3 resulted in the formation ol KPF adducts, as
revealed by Western blot experiments, using anti-KPF
antibody (Fig. 1). The maximum rate of acylation was
achieved within | h and adducts were stable since no
clear difference in labelling was observed by varying the

I 3 5 7 9 I

Figure 2. Kinetics of KPF adducts formation. COX-2 was incubated
for 1, 3,5 7,9, and 11 h with 3 belore Western blotting,

incubation time at room lemperature from 1 to Il h
(Fig. 2). This confirms that acylation is certainly at the
origin ol the irreversible inhibition of COX-2 by keto-
profenoyl-CoA.

Conclusion

The present work reports the synthesis and the enantio-
meric purification of ketoprofenoyl-CoA (3a, 3b) and its
non-acylating analogue 7. The biological evaluation of
compound 3 showed that it is an irreversible selective
inhibitor of COX-2. This result contributes to better
understand the mechanism of action of NSAIDs and
their anti-inflammatory properties. It is also meaningful
for the research in articular therapeutics, and the devel-
opment of more efficient drugs without side eflects.

Besides, acyl-CoA are key intermediates in many bio-
chemical pathways, acting as cofactors of enzymes and
as intermediates of protein modification, for example
palmitoylation. A convenient way to provide these
intermediates and their non-acylating analogues is ol
large interest to elucidate biological processes.*!22

Experimental

General indications

FTIR spectra were recorded on Perkin-Elmer Spectrum
1000 on NaCl windows or KBr pellets. '"H NMR and
13C spectra were recorded on a Bruker AC 250 or on a
Bruker DRX 400 spectrometer. Unless otherwise stated,
all spectra were recorded in D,O. Attribution of C
signals are based on the J-modulated spin-echo
sequence and/or heteronuclear two-dimensional techni-
ques. Mass spectra were recorded on a Trio 1000
Thermo Quest spectrometer in the electron impact
mode or a Platform Micromass in the electro spray
mode. Elemental analyses were obtained from the Ser-
vice Central de Microanalyse du CNRS, Vernaison
(France). Analytical thin-layer chromatography was
performed on Merck 60F 254 pre-coated silica gel
plates. Preparative chromatography was performed on
silica gel 60 (230-40 mesh ASTM). Analytic reverse
phase HPLC was performed on a CI8 column (Waters
RadialPak 8x 10 mm in Waters RCM module), using at
flow rate of 1.5 mL min~' and a mobile phase of MeOH
(45%), 9 mM phosphate buffer pH=15.5 (55%). Elution
was monitored at 254 nm, using Waters 996 photodiode
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array detector and Waters 510 pump. Semi-preparative
reverse phase HPLC was performed on a Merck
Lichrosorb RP-18 column, (7 pm, 250x 10 mm), at a
flow rate of 2.5 mL min-1, and a mobile phase of
MeOH (35%), 9 mM phosphate buffer pH=5.5 (65%)
by injections of 700 pL and monitoring at 290 nm.

2-(3-Benzoylphenyl)propionyl-CoA (3). To a solution of
rac-2-(3-benzoylphenyl)propionic  acid  [ketoprofen
(KPF)] (1) (122 mg, 0.48 mmol) in anhydrous dichloro-
methane (10 mL) was added 2,6 lutidine (56 pL, 0.48
mmol) and ethyl chloroformate (46 pL, 0.48 mmol) in
anhydrous dichloromethane (3 mL). The reaction mix-
ture was stirred alt room temperature under a nitrogen
atmosphere. The reaction was monitored by analytical
HPLC. After 1 h of reaction compound 1 (retention
time 9.5 min) was no longer detectable and only com-
pound 2 (retention time 6.4 min) was present. The
solution was concentrated to dryness and the crude
residue was diluted in anhydrous THF (9 mL). A solu-
tion of coenzyme A (36.8 mg, 0.048 mmol) in water (9
mL) was then added. The pH of the resulting solution
was adjusted to 6.2 using NaOH (5M) and stirred under
a nitrogen atmosphere al room temperature. The reac-
tion was monitored by analytical HPLC. After 2 h,
CoASH (retention time 1.3 min) disappeared and two
peaks corresponding lo the diastereoisomers of ketoyl-
CoA 3 appeared (retention time 4.7 for 3a and 5.2 min
for 3b). The mixture was then concentrated under
reduced pressure to give a milky liquid. The aqueous
layer was extracted with hexane (10x10 mL) and con-
centrated. The residue was purified by semi-preparative
HPLC to yield the compounds 3a and 3b as amorphous
white powder. The compound oblained after chroma-
tography was washed ten times with MeOH in order to
remove inorganic phosphate. Compound 3a: '"H NMR
(400 MHz): 8 0.55 (s, 3H, CH3), 0.69 (d, 3H, J=2.5Hz,
CHy ), 1.32 (d, 1H, J=17 Hz, CH; ), 2.11 (br m, 2H),
2.79 (m, 1H), 2.86 (m, 1H), 3.15, (br m, 4H), 3.37 (dd,
IH, Jgem=9.5 Hz, 3Jyp=5 Hz, CH,0P), 3.66 (dd, 1H,
CH,0P), 3.84 (s, IH, CHOH), 3.90 (m, |H, CHCH3),
4.09 (br m, 2H, H-5rib, H5'rib), 4.43 (br m, 1H, H-4rib),
5.07 and 5.20 (br m, 2H, H-2rib, H-3rib), 6.08 (d, 1H,
J =06 Hz, H-1rib), 7.40 (m, 9H, Ph), 7.99 (s, 1H, H-2ad),
8.21 (s, I1H, H-8ad), ¥P NMR: & —11 (d, IP, 2/=20
Hz),—10.5 (d, IP), 2.73 (s, I1P). Compound 3b: '"H NMR
(400 MHz): 5 0.46 (s, 3H, CH;), 0.65 (s, 3H, CH3), 1.00
(d, IH, J=7 Hz, CH), 2.07 (br m, 2H), 2.58 (br m, 2H),
2.95, (br m, 2H), 3.34 (br m, 1H, CH,O0P), 3.53 (m, 1H,
CHCH,;), 3.64 (br m, IH, CH,OP), 3.81 (s, IH,
CHOH), 4.06 (br m, 2H, H-5rib, H5'rib), 4.37 (br m,
IH, H-4rib), 4.80 (br m, 2H, H-2rib, H-3rib), 5.97 (d,
IH, J=6 Hz, H-1rib), 7.10 (m, 9H, Ph), 7.91 (s, 1H, H-
2ad), 8.27 (s, |H, H-8ad). 3'P NMR: & —10.8 (d, IP,
2J=20 Hz), —10.4 (d, 1P), 2.68 (s, 1P).

3-(3-Benzoylphenyl)-2-oxo-chlorobutane (6). KPIF (1)
(1.27 g, 5 mmol) was dissolved in oxalyl chloride (3
mL). The solution was stirred at room temperature for |
h, and then concentrated to dryness. The crude residue
ol rac-2-(3-benzoylphenyl)propionyl-chloride (4) was
coevaporated twice with toluene. The dried residue was
dissolved in diethyl ether and added dropwise to freshly

prepared diazomethane (generated from 7.2 g diazald in
diethyl ether at 0°C). The resulting solution was
allowed to stand for 2 h at 0°C. The reaction mixture
was quenched with heptane and the solution was con-
centrated to dryness, and led to the crude compound 5,
which was used without purification in the next step. To
a solution of the crude compound 5 in anhydrous die-
thyl ether was added dropwise a saturated etheral solu-
tion of hydrogen chloride (8 mL of a solution obtained
by extraction of 12M HCI with diethyl ether and drying
over magnesium sulphate). The resulting solution was
stirred for 1 h at room temperature and the solvent was
concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by column chromatography on silica gel using
hexane/diethyl ether 3:2 (v:v) to give 1.35 g of com-
pound 6. An analytical sample was recrystallised from
ethyl ether. R, 0.17 (hexane/diethyl ether 3:2); IR:
1734,1657 cm~! ; '"H NMR (250 MHz, CDCl;): & 1.48
(d, 3H, J=17 Hz, CH;), 4.05 (d, IH, Jgn, =15 Hz,
CH,Cl), 4.12 (d, 1H, CH,CI), 4.15 (q, IH, CH), 7.63 (m,
9H, Ph); '*C NMR (62.9 MHz, CDCls): § 17.81 (CH3),
47.34 (CH,Cl), 49.69 (CH), 128.43, 129.16, 129.52,
130.07, 131.69, 132.73 (9C, CH Ph), 137.26, 138.45,
139.69 (3C, C Ph), 196.21, 201.78 (2C, CO); EIMS (m/
2): 288 (7%) (M +2)*, 286 (19%) (M) *. Anal. caled for
C7H,5ClO;: C,71.21; H,5.27; C1,12.36. Found: C,71.06;
K, 5.173 €l 12:56.

3-(3-Benzoylphenyl)-2-oxo-butanoyl-CoA (7). Co-enzyme
A disodium salt (90 mg, 0.12 mmol) was dissolved in
water (300 pL) then diluted with DMF (1.4 mL). The
resulting solution was added dropwise to a suspension
of compound 6 (40 mg, 0.14 mmol) and Cs,CO5 (52 mg,
0.16 mmol) in DMF (1 mL). The reaction mixture was
stirred for 24 h at room temperature. The reaction was
monitored by analytic HPLC. The retention time for 7
was 3.7 min. The solvent was evaporated under reduced
pressure and the crude residue was purified by semi-
preparative HPLC. 'H NMR: & 0.53 (s, 3H, CH;), 0.72
(s, 3H CHjy), 1.06 (d, IH, J=7 Hz, CH5), 2.22 (br m,
4H), 2.96 (m, 2H), 3.23 (br m, 2H), 3.39 (dd, IH,
Jeem=9.5 Hz, *Jyp=35 Hz, CH,0P), 3.71 (dd, 1H,
CH,0P), 3.87 (m, 2H), 4.12 (br m, 2H, H-5rib, H5'rib),
4.44 (br m, |H, H-4rib), 4.66 (br m, 2H, H-2rib, H-
3rib), 5.97 (d, IH, J=6 Hz, H-1rib), 7.18 (m, 9H, Ph),
7.96 (s, |H, H-2ad), 8.35 (s, 1H, H-8ad); ’C NMR: §
19.66 (CHsketo), 20.80, 23.73 (2C, CH;CoA), 33.44,
38.08, 38.17, 40.7 (5C, CH,), 41.16 (C(CHs)z), 51.10
(CHOH), 53.10 (CHCH3), 68.37 (d, 2/=4 Hz, C-5rib),
74.68 (d, 2/=6 Hz, CH,0P), 76.58 (d, 2/=3.5 Hz, C-
3rib), 77.03 (d, *J=3.5 Hz, C-2rib), (m, C-4rib), 89.37
(C-1rib), 121.18 (C-5ad), 131.20, 131.88, 132.21, 132.73,
135.73, 135.45, 136.15 (9C, CHPh), 139.00, 139.89 (2C),
142.43 (C-8ad), 142.68 (C-6ad), 151.85 (C-2ad), 155.44,
158.08 (2C), 176.17, 177.41 (2C, COamide), 201.26,
211.67 (2C, CO); ¥'P NMR: 8 —11 (d, 1P, 2J=20 Hz),
—10.5 (d, IP), 2.73 (s, 1P); ESMS negative mode (mi/z):
1016.2 (M—H)".

Biological assays

COX assays were conducted using intact cells expressing
preferentially COX-1 or COX-2: BPAEC cells for COX-1



N. Levoin et al. | Bioorg. Med. Chem. 10 (2002} 753-757 757

and LPS stimulated J774.2 for COX-2 (lug/mL for 14
h).2> We checked for reversibility of inhibition by
recovery experiments.?* All tests were performed in 12
wells plates (27x 104 cells per well). After 30 min pre-
incubation of cells and tested compounds, arachidonic
acid 30 uM was added for 15 min, then supernatants
analysed for 6-keto-PGF 1| « (BPAEC) and PGE2
(J774.2) contents. Cells were then washed twice for 40
min, and arachidonic acid 30 pM was added for 1[5 min
to test COX activity recovery, quantifying pros-
taglandins as previously. 6-keto-PGF 1 o and PGE2
concentrations in supernatants were determined by EIA
from Assay Designs, Ann Arbor, M1, USA.

Analysis of COX-2 adducts by SDS-PAGE and Western
blot

Purified COX-2 (6x107!' mol) (Cayman Chemicals,
Ann Arbor, MI) in | gM hematine, 300 uM diethyl
dithiocarbamate and Tween 20 0.1% 50 mM pH=74
phosphate buffer were incubated for various times at
20°C with 3 (2x107'% mol). Samples were mixed with
Laemmli reagent (final concentration 2% SDS, 10%
glycerol, 5% 2-mercaptoethanol, 0.002% bromophenol
blue in Tris buffer). SDS-PAGE was performed using
9% acrylamide for separating gel and 4% stacking gel.
Proteins were transferred onto Immobilon P membrane
(Millipore, Bedford, MA, USA) by semi-dry electro-
blotting, using a 0.75M glycine, 0.1 M Tris, 10%
MeOH buffer adjusted to pH=7.4, for 1 h at 12 V.
Blots were saturated with 3% BSA in 0.04% Tween 20
in PBS. Immunodetection was performed using rabbit
anti-KPF polyclonal antibody diluted 1/6000 and sec-
ondary goat anti-rabbit IgG alkaline phosphatase con-
jugated 1/5000. Anti-KPF antibody and KPF-
thyreoglobuline were kind gift of Pr. E. Benoit (Ecole
Nationale Vétérinaire, Lyon, France).
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B. Les métabolites conjugués du KPF comme inhibiteurs des

COX

Une participation éventuelle des métabolites dans I’effet des AINS impliquerait tres
probablement la cible biologique majeure de ces médicaments que constitue COX. Nous
allons donc éprouver notre hypothése en nous focalisant en premier lieu sur les conséquences
de la mise en contact de ces métabolites avec les COX.

B. 1. Les métabolites accédent aux COX intracellulaires

Des travaux préliminaires ont permis la mise au point des systemes d’étude utilisant
des lignées cellulaires exprimant fortement 1’'une ou 'autre des deux isoformes de COX:
lignée de cellules endothéliales d’aorte pulmonaire bovine (BPAEC) pour COX-1, lignée de
macrophages murins (J774.2) activés avec une quantité optimale de 1 pg/mL de LPS pour
COX-2 (Tableau 11). Les métabolites conjugués sont des molécules hydrophiles, puisque le
métabolisme tend a les éliminer par les urines ; on calcule ainsi des logP théoriques de 0,6
pour le KPF-Glc et —2,4 pour le KPF-CoA contre 3 pour le KPF. Cette forte hydrophilie des
métabolites nous a fait craindre une difficulté de passage membranaire, et nous a d’abord
conduit a travailler au contact direct des enzymes, apres lyse des cellules aux ultrasons
(broken cells). Comme le montre le Tableau 11, I’accroissement de la capacité de production
de PG est beaucoup plus sensible chez les cellules intactes que chez les cellules lysées,
puisqu’on perd environ 50 % de I’activité COX quelle que soit la concentration en LPS. Cette
sensibilité aux ultrasons ou a la lyse cellulaire est essentiellement le fait de la COX inductible,
comme le suggere I’écart moindre observé avec les cellules témoins.

Cellules intactes | Cellules lysées | Cellules intactes | Cellules lysées
[PGE2] Facteur d’augmentation de la
(ng/mL) synthése de PGE2
7,91 +£0,5 6,31+0,3
TEMOIN
LPS 1 pg/mL 47,68 +0,8 20,2 +0,8 3,2
6
LPS 10 pg/mL 23,99 +£0,7 9,8 +£0,7 3
L5

LPS 50 pg/mL 28,89 +0,9 14,03 £0,2 3,6 2,2

Tableau 11 Production de PGE2 par les macrophages intacts ou lysés, en réponse au LPS

Les cellules sont lysées par 30 pulses de 1 s a 30 W. Moyenne et esm de n = 3 expériences
indépendantes

Cette importante perte d’activit¢ nous a amené vers des modeles plus
cytoconservateurs, comme la perméabilisation des cellules par la saponine. Différentes
concentrations en saponine et temps de pré-incubation ont été comparés et les conditions
d’étude ont €té optimisées. Pour cela nous avons suivi la perméabilisation de cellules J774.2
en présence de bleu trypan et de différentes concentrations en saponine. Le bleu trypan,
molécule volumineuse de 873 g/mol a le double intérét de conférer une couleur bleue aux
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cellules dans lesquelles il pénétre, et d’avoir une taille comparable a la plus grosse molécule
que nous étudions : le KPF-coA. Nous mesurons ainsi 1’augmentation du nombre de cellules
bleues en fonction du temps de contact des cellules avec la saponine et le bleu trypan.
Prévoyant une incubation des métabolites de 30 a 45 min, nous convenons de choisir une
concentration en saponine permettant d’observer 100 % de cellules bleues (donc assurément
perméabilisées) entre 30 et 45 min : obtenir ce taux plus précocement risquerait peut-étre de
provoquer une cytolyse. Les cinétiques de perméabilisation présentée (Figure 74) nous ont
ainsi conduit a choisir une concentration en saponine de 0,22 mg/mL.

Quatre études indépendantes (cultures cellulaires différentes a des passages différents)
a différentes concentrations de saponine (2,5 a 0,05 mg/mL) ont prouvé I'innocuité de cet
agent de perméation sur la production cellulaire de PGE2.

100 F

90T m M Sap 8,5mg/mL

801 PY M Sap 0,42 mg/mli
o 70+ A A Sap 0,22 mg/mll
% 60+ @ Sap 0,2 mg/mL
o) +Sap 0,18 mg/ml]
é 0T n L X.Sap 0,1mg/mL
£ AT =Sap 0,01mg/mL
og o+ ™ A ° X.Sap 0,001mg/m{.

20t [ ] =PBS

10 ° ®

0 10 20 30 40 50 60

t (min)

Figure 74 Cinétiques de perméabilisation des cellules J774.2 par la saponine

Comme le montre la Figure 75, on obtient des inhibitions par le KPF et ses métabolites
tout a fait comparables entre cellules intactes et perméabilisées. La seule différence entre les 2
modeles réside dans le taux de PG produites, de 25 % inférieures avec les cellules intactes a
cause de I’absence des PG intracellulaires [887]. Cette étude préliminaire permet a la fois de
conclure que les métabolites conjugués de KPF sont capables de pénétrer dans des cellules
(cellules endothéliales et macrophages), et que dans les conditions expérimentales qui sont les
ndtres (concentration en substrat AA, durée et température d’incubation), cette pénétration
cellulaire n’est pas limitante quant a I’effet des métabolites de KPF sur la production de PG.
Pour la suite de cette étude, nous travaillerons donc avec des cellules intactes qui constituent
le modele le plus proche de la réalité biologique. Nous avons par ailleurs vérifi€ la stabilité
des produits dans les conditions expérimentales et n’avons pas détecté d’hydrolyse dans le
milieu de culture & 37 °C apres 2 h d’incubation, c’est-a-dire a une température et une durée
supérieures a celles utilisées dans 1’étude.
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Figure 75 Inhibition des activités COX par le S-KPF, S-KPF-Glc et un énantiomére de I’acyl-CoA de
KPF (coA-2).

Cellules intactes (1) ou perméabilisée (m). Les concentrations en inhibiteurs sont indiquées en M. C :
controle. L activité COX-1 est étudiée dans les BPAEC en mesurant la production de
6kPGF lu (activité essentiellement COX-1) ; I’activité COX-2 chez les J774 activés au LPS, en
quantifiant les PGE2 (activité principalement COX-2).

B. 2. Effet de I'albumine sur l'inhibition des COX par le KPF

Les métabolites conjugués du KPF sont des molécules polaires qui pénétrent
certainement dans les cellules en empruntant des transporteurs. Le KPF, molécule
hydrophobe, pourrait traverser les membranes par diffusion passive, mais nous avons vu dans
le chapitre II_B. 2. b) que "absorption cellulaire de molécules hydrophobes comme les AG
était essentiellement assurée par un transport actif, dans lequel I’albumine pouvait avoir un
role important. L’albumine est aussi connue pour favoriser le passage membranaire des AINS
en s’adsorbant sur la membrane plasmique. La présence de SAH pourrait donc avoir plusieurs
conséquences, d’effet opposé en terme d’inhibition des COX: en diminuant leur
concentration libre, elle pourrait fort logiquement limiter I’efficacité des AINS. Par contre, en
favorisant le passage membranaire et 1’absorption cellulaire de ces molécules hydrophobes,
elle peut a I'inverse augmenter leur capacité d’inhibition en facilitant leur mise en contact
avec les enzymes intracellulaires. Nous avons donc cherché a savoir si I’albumine pouvait
avoir une influence sur I’'inhibition de COX par le KPF. Cette inhibition a été mesurée sur
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COX-1 et COX-2 dans nos lignées cellulaires (Figure 76). Comme le montre le Tableau 12, la
présence d’albumine augmente considérablement ’efficacité des 2 énantioméres de KPF
comme inhibiteurs de COX-2 mais pas de COX-1.

IC50 (uM) COX-1 COX-2
R-KPF 0,7 80
R-KPF:SAH 0,7 1,5

IC50 (uM) COX-1 COX-2
S-KPF 0,003 5,5
S-KPF:SAH 0,003 0,6

Tableau 12 Influence de la fixation a I'albumine sur I'inhibition des COX par le KPF

L’albumine est mise en contact avec I’ AINS avant I’incubation avec les cellules, selon un rapport de 2
pour 1 en faveur de la protéine. Les IC50 sont la moyenne de 2 ou 3 expériences indépendantes.

A ce stade de 1’étude, on ne peut pas distinguer un effet propre a COX-2 plutdt qu’au
type cellulaire. L’endocytose de I’albumine par des cellules endothéliales est néanmoins un
processus connu [476]; il est donc vraisemblable que ce ne soit pas seulement une
pénétration cellulaire conduite par I’albumine qui explique 1’accroissement d’efficacité du
KPF chez les macrophages. Il s’agirait plutdt d’un approvisionnement en inhibiteur favorisé
pour COX-2 mais pas pour COX-1.

B. 3. Le glucuronide est inhibiteur essentiellement
réversible des COX

Les métabolites conjugués des profénes, et du KPF en particulier sont des molécules
réactives aptes a former des adduits. Différents travaux ont ainsi montré 1’acylation de
protéines plasmatiques et intracellulaires par ce métabolite. On peut cependant supposer que
la partie KPF de la molécule pourrait constituer une téte chercheuse qui 1’orienterait vers la
cible protéique majeure de I’AINS que représente COX. Dans cette hypothése, on peut
s’attendre non seulement a une inhibition de type compétitive classique, mais peut €tre aussi a
une acylation du site actif qui conduirait probablement a une inactivation de 1’enzyme. Afin
de tester cette possibilité, nous avons étudié l’effet des métabolites de 2 manicre
complémentaires : (i) effet immédiat, en mesurant apres pré-incubation de 30 min des cellules
avec le métabolite, le taux de PG produites par I’addition d’AA saturant pour 15 min, (ii) effet
résiduel, apres €limination des métabolites du surnageant par lavages des cellules a I’issue de
I’expérience précédente, et mesure de la production résiduelle de PG aprés un nouvel ajout du
substrat AA pendant 15 min («recovery ») [888]. Le recovery permet ainsi de mettre en
évidence la nature réversible (activité COX restaurée) ou irréversible (activité diminuée par
rapport au témoin) d’une inhibition apparue dans la premicre étape.

B. 3. a) Activité COX-1

L’incubation des cellules BPAEC avec le glucuronide de chaque énantiomére de KPF
révele une inhibition immédiate de COX-1, puisqu’on mesure une diminution de la
production de 6kPGFla qui dépend de la concentration en métabolite (Figure 76). Cette
inhibition respecte la stéréosélectivité de la molécule parent, le KPF, que nous avons testé en
paralléle et qui est conforme a la littérature [524]. Le ratio des IC50 R/S est ainsi de 520 pour
le glucuronide et 240 pour le KPF (Tableau 13). La présence de la partie osidique augmente
donc méme cette stéréosélectivité.
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Figure 76 Inhibition de la production de PG cellulaires par les énantioméres du KPF et de son

glucuronide

L’inhibition de COX-1 est analysée par la production de 6kPGF1a par les BPAEC, COX-2 par la

production de PGE2 par les J774 a 1 pg/mL LPS. On distingue I’inhibition immédiate (

recovery (

). Chaque point est 1a moyenne de n = 3 a 4 expériences distinctes.
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COX-1 COX-2

Effet immédiat Recovery Effet immédiat Recovery
R-KPF 6,95.10" >107 8,02.107 >10~
S-KPF 2,88.107 > 107 546.10° > 107
R-Gle 9,89.10° 7.92.10% > 107 >107
S-Glc 1,89.107 4,58.107 57.107 >107
CoAl 431.107 6,47.10" 7.09.107 1,07.10™*
CoA2 8,37.10° 1,4.107 55.107 1,08.107
NAK 3.17.107 > 107 502.10° >107

Tableau 13 Tableau récapitulatif des IC50 des molécules testées comme inhibiteurs des COX
(IC50 en M) Les conditions expérimentales sont celles détaillées dans les Figure 76 et Figure 77.

L’analyse du recovery de COX-1 pré-incubée avec le KPF montre que ’enzyme a
récupéré toute son activité aprés ringages des cellules : I’AINS est inhibiteur réversible,
conformément a ce que décrit la littérature pour d’autres aryl-propionates comme I’ibuproféne
[455]. En ce qui concerne les glucuronides, la réversibilité est moins claire. On note en effet
un recouvrement important de la capacité enzymatique, mais il existe toujours une inhibition.
Afin de juger I'importance de cette inhibition résiduelle, on peut calculer I'IC50
correspondante et la comparer avec celle de I’inhibition immédiate. Elle est de 8 a 240 fois
supérieure, respectivement pour le R- et le S-Glc, ce qui impose de considérer I’inhibition de
COX-1 par le glucuronide comme essentiellement réversible, méme s’il existe une faible
composante irréversible. Le plus faible recovery noté pour le R-Glc est a relativiser par
rapport a I’'importance de I’'IC50 (presque 1 mM).

B.3.b) Activité COX-2

Les macrophages non stimulés au LPS ont une production de PG essentiellement due a
Pactivité COX-1, COX-2 étant tres faiblement exprimée a I’état basal. Ils produisent ainsi
13 ng/mL de PGE2 dans nos conditions. Apreés 15 h d’incubation avec 1 pug/mL de LPS, cette
production passe & 100 ng/mL, soit une production 8 fois supérieure a 1’activité basale,
essentiellement due & COX-2 inductible. Cet important accroissement de 1’activité COX
permet de considérer notre modele cellulaire comme un bon systéeme d’étude de COX-2,
méme s’il existe une participation de COX-1 a la production de PGE2.

Le glucuronide de KPF est inhibiteur de ’isozyme inductible de COX, et conserve la
stéréosélectivité du KPF. Néanmoins, 1’énantiosélectivité est moins marquée que pour
COX-1 : le ratio des IC50 R/S est de 14.

Le KPF et son glucuronide sont inhibiteurs totalement réversibles de COX-2, comme le
montre I’analyse du recovery. Il est cependant probable qu’une composante irréversible soit
associée a I’inhibition par le S-Glc, comme nous 1’avons observé avec COX-1, mais que nous
ne sommes pas capable de la détecter dans ces conditions, ot les IC50 sont déja assez fortes.
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B. 4. L'acyl-CoA est inhibiteur irréversible sélectif de COX-2

B. 4. a) Mise en évidence de la sélectivité pour COX-2
dans un systéme cellulaire

L’effet des 2 énantioméres de 1’acyl-CoA de KPF (CoA-1, CoA-2) ainsi que
I’analogue non acylant NAK a été étudié comme pour le glucuronide. Ce métabolite est lui
aussi inhibiteur des 2 isozymes de COX (Figure 77), mais il se distingue du KPF et du
glucuronide par plusieurs aspects.

Il est d’abord sujet a une énantiosélectivité de COX-1 comme de COX-2 nettement
moindre. On ignore la configuration de chaque produit ; il est donc impossible de dire s’il
s’agit d’un ratio R/S ou S/R, mais le ratio des IC50 chute au minimum a 5 et 1,3 pour COX-1
et COX-2 respectivement.

Autre particularité majeure du KPF-CoA : le recovery des activités COX n’est jamais
total. En ce qui concerne COX-1, I'IC50 qu’on peut mesurer est 150 a 170 fois supérieure a
I’IC50 de I’inhibition immédiate. En revanche, le recovery de COX-2 est quasiment nul,
comme I’illustre la parfaite superposition des courbes d’inhibition immédiate et de recovery
(Figure 77). Les IC50 sont alors seulement 1,5 et 2 fois supérieures, ce qui suggere que
Iinhibition qu’on observait en présence de KPF-CoA est toujours aussi efficace aprés
élimination du métabolite du milieu. Le KPF-CoA apparait ainsi comme un inhibiteur
essentiellement réversible de COX-1 mais totalement irréversible de COX-2.

Le NAK est quant a lui assez faiblement inhibiteur des 2 isozymes, et comme on
pouvait s’y attendre totalement réversible. Le produit testé est un mélange énantiomérique,
mais en considérant le cas extréme ou il ne serait constitué que de I’un des énantiomeres de
KPF, et si on en juge par le rapport des ratios d’IC50, il est sélectif de COX-1 d’au moins un
facteur 10 par rapport au KPF.
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Figure 77 Inhibition de la production de PG cellulaires par les énantioméres du KPF-CoA et son
analogue non hydrolysable

L’inhibition de COX-1 est analysée par la production de 6kPGF1a par les BPAEC, COX-2 par la

production de PGE2 par les J774 a 1 pg/mL LPS. On distingue I’inhibition immédiate (
#8). Chaque point est la moyenne de n = 3 4 4 expériences distinctes.
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B.4.b) Caractérisation d’une inhibition qui dépend du
temps avec les enzymes purifiées

Nous avons vu que I'incubation de cellules intactes avec le KPF-CoA résulte en une
inhibition irréversible de la production de PGE2, attribuée a une inactivation de COX-2. Pour
confirmer cette explication, il nous fallait évaluer I’influence du temps d’incubation et de la
concentration en inhibiteur sur la cinétique d’inactivation. Ceci a été réalisé a 1’aide
d’enzymes purifiées, pour lesquelles I’activité est mesurée par ELISA, en quantifiant la
PGF2q issue de la réduction chimique de PGH2 produite par I’enzyme [889]. On pré-incube
les COX pendant une durée variable avec différentes concentrations en KPF-CoA avant
d’ajouter le substrat AA en concentration saturante (30 M) pendant 5 min a 37 °C. L’activité
enzymatique est exprimée en pourcentage d’un témoin réalisé simultanément pour chaque
temps afin de minimiser les erreurs expérimentales. La diminution de I’activité des COX
(Figure 78) confirme I’effet inhibiteur direct du KPF-CoA sur les deux isoformes de COX.
L’inhibition dépend du temps et de la concentration en inhibiteur, ce qui prouve son
irréversibilité; la dépendance du temps est principalement marquée avant 2 min, traduisant un
processus rapide. Comme on pouvait s’y attendre, I'inhibition réversible du S-KPF suivie
parallélement s’exprime par un plateau atteint méme sans pré-incubation, ty a 7108 M
(IC50 (cox-1y = 10® M; IC50 (COX-2) =2.107 M dans nos conditions).
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Figure 78 Cinétique de ’activité des COX en présence de KPF-CoA ou de S-KPF

(chaque point est la moyenne de n=3 expériences indépendantes, avec représentation de I’écart type)

Contrairement a ce que nous avons observé dans des systémes cellulaires complets
cependant, les deux isoformes de COX sont ici inhibées irréversiblement par le KPF-CoA,
méme si a 2 min, la dépendance du temps est Iégérement plus marquée pour COX-2 (Tableau
14).
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vitesse
d’inhibition 50 uM 5uM 0.5 uM
(% / min)
COX-1 8,9 8,9 0
COX-2 16,7 10,2 0 ]

Tableau 14 Vitesse d’inhibition des COX purifiées aprés 2 min de pré-incubation avec le KPF-CoA

Cette étude prouve ainsi que le KPF-CoA est capable d’inhiber directement et
irréversiblement COX, contrairement au KPF dont ce métabolite est issu. Nous nous sommes
assuré que le KPF-CoA ne s’hydrolysait pas dans ces conditions. La dépendance du temps ne
traduit donc pas celle d’une hydrolyse du métabolite qui générerait I’inhibiteur KPF. Dans la
méme optique, nous avons cherché un effet de la partie CoA de la molécule et avons noté une
inhibition réversible due au coenzyme A seul, avec une ICsq de 1’ordre de 5.10* M pour les
deux isoformes. On observe le méme effet dans un systéme cellulaire complet (ICsy de I’ordre
de 10 M chez Ie macrophage J774 activé au LPS). Cette propriété est due a la fonction thiol
de la molécule puisque le désulfocoenzyme A est inactif. Le coenzyme A a cependant une
faible efficacité et n’est plus inhibiteur dés 10* M. La diminution d’activité COX observée
avec le KPF-CoA, & concentrations toujours inférieures 2 10* M ne peut donc lui &tre
imputée.

B. 5. Conclusion

Cette premicre partie de 1’étude confirme que les métabolites conjugués du KPF sont
capables de pénétrer dans des cellules et d’y inhiber COX-1 et COX-2. En ce qui concerne le
glucuronide, I’'inhibition conserve 1’énantiosélectivité de la molécule mére, le S-Glc comme le
S-KPF étant plus puissants que leur antipode R. La stéréosélectivité, tant pour le KPF que
pour le glucuronide est plus marquée pour COX-1 que pour COX-2, ce qui parait conforme
aux caractéristiques structurales des 2 isozymes, avec COX-1 au site actif plus étroit et plus
rigide que COX-2, donc plus straingeant. La présence d’un groupement supplémentaire sur
I’inhibiteur limite donc plus son efficacité envers COX-1 que COX-2. Le S-Glc est ainsi 30
fois moins efficace que le S-KPF envers COX-1, mais seulement 10 fois moins efficace avec
COX-2.

En ce qui concerne ’acyl-CoA, I'IC50 mesurée en inhibition immédiate est
comparable a celle du glucuronide de I’énantiomere S du KPF, pour les 2 isozymes, avec une
quasi-absence d’énantiosélectivité. Le recovery souligne un autre comportement unique du
KPF-CoA : I'inhibition dont il est responsable est irréversible, totalement pour COX-2 et
partiellement pour COX-1 cellulaires. Une explication possible a I’inhibition partiellement
irréversible de COX-1 cellulaire pourrait s’appuyer sur le systtme d’étude méme. Il faut en
effet bien noter que nos systemes d’expression des COX sont des lignées exprimant en fait les
2 isozymes, méme si dans nos conditions I’'une ou l'autre COX est toujours largement
prépondérante. Nous nous sommes certes placé dans les conditions les plus favorables a
I’isozyme voulue, utilisant un temps d’incubation des macrophages avec le LPS permettant
une induction quasi-maximale de COX-2 et un milieu pauvre en SVF pour les cellules
endothéliales afin d’éviter une induction de cette méme COX-2. De plus, nous quantifions des
PG sélectivement associées a une COX donnée, puisqu’il existe un couplage préférentiel entre
PGIS et COX-1 [373], comme entre PGES et COX-2 [332]. Il n’en est pas moins vrai que les
BPAEC expriment un taux basal de COX-2, de méme que les J774.2 activés par le LPS
expriment toujours COX-1. Ainsi la part d’inhibition irréversible constatée avec les BPAEC
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pourrait s’expliquer par une inhibition de COX-2 faiblement exprimée, mais peut aussi étre en
partie irréversible.

L’utilisation d’enzymes isolées confirme que l’inhibition due au KPF-CoA est
directement associée aux COX, et que, comme lors de toute inhibition irréversible, son
intensité dépend du temps de mise en contact entre 1’inhibiteur et la protéine ainsi que de la
concentration en inhibiteur. Les enzymes purifiées permettent aussi de supposer que
I’inhibition en partie irréversible de la production de 6kPGF1a. par les BPAEC soit bien le fait
de COX-1 et pas de COX-2 basales, puisqu’on rapporte une inhibition irréversible de COX-1
purifiée, qui n’est pas contaminée par !’autre isozyme. Dans les conditions que nous avons
utilisées, il est cependant impossible d’évaluer I’importance relative d’une inhibition
réversible et d’une composante irréversible.

Le Tableau 15 résume ainsi I’état de nos connaissances quant & I’inhibition des
activités COX par les métabolites de KPF.

COX-1 COX-2
cellulaire purifiée cellulaire - purifiée
KPF-Gle eV / rey /
KPF-CoA Tev irrev irrev irrev

Tableau 15 Effet qualitatif des métabolites conjugués du KPF sur les COX cellulaires et purifiées

By : inhibition essentiellement réversible, irrev : inhibition reversible, / : non déterminée

Les acyl-CoA sont une forme activée d’acides carboxyliques et sont capables d’acyler des
protéines. L’inhibition de nature irréversible que nous avons pu mettre en évidence avec les
COX pourrait résulter d’une telle acylation. De surcroit, I’analogue NAK est inhibiteur
purement réversible, confirmant cette hypothése. Pour I’étayer plus avant, nous avons cherché
s’il était possible de détecter des adduits sur ces COX par Western blot a 1’aide d’un anticorps
anti-KPF.

C. LPacylation du site actif de COX-2 a 'origine de l'inhibition
irréversible

C. 1. Formation d’adduits avec les COX purifiées

L’incubation des COX isolées avec le KPF-CoA résulte en une fixation covalente du
KPF, comme le montre la Figure 79. Une pré-incubation des enzymes avec leur substrat
arachidonate révéle un phénomene de compétition, suggérant que I’acylation ait lieu
précisément dans le site actif. La nécessité d’utiliser des agents de stabilisation comme le
diéthyldithiocarbamate et le cofacteur de I’enzyme (héme) pour observer I’acylation confirme
que cette interaction est spécifique et nécessite une conformation native de I’enzyme (résultats
non rapportés). L’acylation est observée pour les 2 isozymes. Le KPF-Glc est lui aussi
capable de former des adduits avec COX-2. Cette acylation explique donc certainement
I’irréversibilité d’inhibition des enzymes purifiées.
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Intensité (UA)

Témoin COX-1
COX-2 +AA + KPF-coA

COX-1 + KPF-coA

COX-1 + KPF-coA
COX-1 + KPF-coA

COX-2 + KPF-glucuronide

Témoin COX-2
COX-2 +KPF-coA

COX-2 + KPF-coA

Témoin
COX-2 + KPF-coA

Figure 79 Western blots des COX purifiées incubées avec les métabolites de KPF

COX : 5,8.10™" mol. Compétiteur AA : 5,2.10"° mol. Les KPF-CoA et KPF-Glc utilisés sont des
mélanges énantiomériques : 5,2.10™"° mol. Révélation par anticorps anti-KPF

C. 2. Détection d'adduits intracellulaires

Nous nous sommes ensuite attaché a détecter cette formation d’adduit in situ, d’une
part afin de s’assurer que ce phénoméne peut également étre rencontré dans des conditions
plus physiologiques, d’autre part pour tenter de comprendre les différences de résultats
d’inhibition avec nos métabolites en conditions cellulaires, exposés précédemment. Dans cet
objectif, il nous fallait étre capable de purifier les COX aprés incubation des cellules avec nos
métabolites, pour ensuite chercher si elles sont adduites. Il est impératif que nous puissions
séparer les 2 isozymes ; nous avons donc opté pour une purification immunologique.

C.2.a) Mise au point d"un protocole
d’immunoprécipitation de COX-2 chez les macrophages

Nous avons développé un protocole de purification des COX par immunoprécipitation.
Selon ce procédé, 1’extrait cellulaire solubilisé est incubé avec un anticorps anti-COX-2 puis
avec une protéine G couplée au Sepharose. Apres centrifugation, on récupere donc un culot
constitué du complexe ternaire {COX-2: Anti-COX-2: ProtéineG/Sepharose} qui est
finalement lavé par différentes solutions détergentes. Nous avons optimisé le protocole quant
au nombre de cellules nécessaires pour obtenir une quantité de protéine suffisante a un bon
marquage de COX-2, et vérifié la spécificité de 1’anticorps aux concentrations utilisées
(Figure 80).
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Figure 80 Spécificité de I'anticorps anti-COX-2 dans le protocole d'immunoprécipitation de COX-2

La membrane est révélée par un anticorps anti-COX-2. A : Témoin d’immunoprécipitation: pas d’anti-
COX-2 durant la purification, montrant I’absence de faux positif B : Surnageant
d’immunoprécipitation, montrant I’efficacité de la protéine G car il ne contient pas de COX-2 qui ne
serait pas fixée C : Immunoprécipitation de COX-2 (culot d’immunoprécipitation), D : spécificité de
I’anti-COX-2 pour COX-2 par rapport a COX-1.

Nous nous sommes enfin attaché a optimiser le rendement de la purification, en
particulier au niveau de la solubilisation de COX-2 (Figure 81). L’efficacité de la purification
a été vérifiée par coloration de la membrane au rouge ponceau : aucune bande autre que
I’anticorps et la protéine G elle-méme ne sont révélées (Figure 82).

Figure 81 Analyse des pertes en protéine durant les étapes d'immunoprécipitation

Révélation de la membrane par I’anti-COX-2
A : Immunoprécipitation de COX-2 a partir de 5.10° cellules, B : Témoin d’immunoprécipitation (pas
d’anti-COX-2 durant la purification), C : Surnageant de la 1°* centrifugation a 24000 g, aprés grattage
des cellules, D : Culot d’ultracentrifugation aprés solubilisation des protéines : I’essentiel de COX-2 a
été efficacement solubilisé, E, F, G : Surnageant de centrifugation aprés incubation avec la protéine G
(Quantité de protéines croissante, par concentration au TCA) : I’absence de marquage confirme
I’efficacité de la protéine G aux concentrations utilisées
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Figure 82 Analyse des pertes en protéine durant les étapes d'immunoprécipitation

coloration de la membrane précédente au rouge ponceau

C.2.b) Immunoprécipitation de COX-2 adduite

L’ application de cette purification de COX cellulaire consiste pour nous a incuber les
cellules avec le KPF-CoA puis a I’éliminer du milieu par centrifugation. Aprés isolement des
COX selon le protocole mis au point, nous révélons les produits de purification a 1’aide de
I’anti-KPF. Comme le montre la Figure 83A et C, I’incubation des cellules intactes résulte en
une formation d’adduits du KPF avec COX-2. L’acylation est massive en présence de KPF-
CoA et relativement importante avec le KPF-Glc ; elle est vérifiée sur les 2 types cellulaires,
BPAEC et J774. En revanche on n’observe pas d’adduits avec COX-1, sauf un léger
marquage aprés pré-incubation des macrophages avec le KPF-Glc. Une double révélation de
la membrane confirme cependant que COX-1 a été effectivement purifiée (Figure 83B).

Cette expérience de détection d’adduits formés au niveau cellulaire permet donc une
observation beaucoup plus pertinente que celle réalisée avec des enzymes purifiées. Elle
montre une trés forte sélectivité de 1’acylation par les métabolites conjugués pour COX-2,
quel que soit le type cellulaire. Elle montre aussi que le KPF-CoA est un agent acylant plus
puissant que le glucuronide. Par analogie avec le tableau récapitulatif de I'effet des
métabolites sur les activités COX (Tableau 15), le Tableau 16 résume ce que nous avons pu
constater en terme de formation d’adduits.

COX-1 COX-2
cellulaire |  purifiée cellulaire |  purifiée
KPF-Glc %) / Adduits Adduits
KPF-CoA %) Adduits Adduits Adduits

Tableau 16 Formation d’adduits des métabolites de KPF avec les COX

& : pas d’adduits, / : adduits non recherchés, Adduits : adduits détecté, Adduits : adduits détectés en
quantité importante
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Figure 83 Mise en évidence de I'acylation sélective de COX-2 in situ

Les BPAEC ou les J774 sont incubées 2 h avec les métabolites de KPF avant immunoprécipitation de
COX-1 ou COX-2. Les protéines purifiées sont ensuite analysées par Western blot en utilisant un
anticorps anti-KPF (A, C) ou anti-COX-1 (B). 0: pas de métabolite. 1,5: KPF-CoA 1 mM. 2,6: KPF-
CoA 0.1 mM. 3,7: KPF-Glc 1 mM 4,8: KPF-Glc 0.1 mM

La comparaison du Tableau 15 et du Tableau 16 incite fortement a penser que
I’inhibition complétement irréversible de la production de PGE2 dans les macrophages par le
KPF-CoA est due a l'acylation de COX-2, puisque ce composé est responsable d’une
acylation trés importante, et inhibiteur totalement irréversible de COX-2, mais pas de COX-1
cellulaire, avec laquelle on ne détecte pas d’adduit. L’hypothése est confirmée par la
compétition que nous avons pu mettre en €vidence avec I’AA. Cette hypothése concorde aussi
avec I’inhibition irréversible des enzymes purifiées, puisque cette fois les 2 isozymes sont
acylées. Il nous faut néanmoins discuter de plusieurs incohérences apparentes de cette
hypothése.

En termes de différences de comportement entre protéines purifiées et cellulaires tout
d’abord. S’il nous est impossible de juger de la contribution relative des composantes
réversible et irréversible de I’inhibition des COX purifiées, nous ne constatons cependant pas
de différence de marquage en terme d’adduits. Il semble donc que les 2 COX purifiées soient
acylées avec la méme efficacité dans ces conditions. De méme, le KPF-Glc, qui était simple
inhibiteur réversible dans le modele cellulaire est capable de former des adduits avec COX-2
purifiée, a un taux similaire a celui du KPF-CoA. Il parait donc trés vraisemblable que les
enzymes isolées présentent un caractére différent des enzymes natives. La solubilisation et la
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purification des COX modifie probablement leur accessibilité et par conséquent leur
sensibilité aux métabolites de KPF. Cette modification de comportement pourrait concerner
davantage COX-1 que COX-2 dans la mesure ol plusieurs études ont montré qu’elle est plus
affine pour les membrane et plus dépendante de son environnement lipidique que COX-2.

Au niveau cellulaire ensuite, le KPF-CoA et le KPF-Glc, inhibiteurs essentiellement
réversibles de COX-1, présentent cependant une 1égére composante irréversible, alors qu’on
ne détecte guére de marquage de COX-1. L’explication vient probablement une nouvelle fois
de I'importance des membranes pour COX-1 : on sait en effet que COX-1 est plus affine et
plus sensible aux lipides que I’isozyme inductible [247], et on rapporte souvent des
rendements de solubilisation et de purification aprés solubilisation beaucoup plus faibles.
Méme si nous sommes capable de détecter la protéine par I’anticorps anti-COX-1, il y a peut-
étre trop peu de protéines pour révéler des adduits avec I’anti-KPF, d’autant que la proportion
de COX-1 adduites est probablement faible si on en juge par la faible composante irréversible
de I’inhibition.

Enfin, le KPF-Glc est capable d’acyler assez efficacement COX-2 alors qu’il est
inhibiteur essentiellement réversible de cette isozyme. Deux hypothéses peuvent expliquer
cette contradiction. On pourrait d’abord I'imputer a la différence de temps d’incubation entre
les 2 expériences : 30 min pour I’inhibition mais 2 h pour la formation d’adduits in situ. Ce
délai supplémentaire pourrait donc favoriser un processus lent. Une autre possibilité serait que
I’acylation n’ait pas lieu dans le site actif comme le KPF-CoA, mais ailleurs. En effet,
plusieurs travaux suggerent I’existence d’un second site de fixation pour les AINS et I’AA, ou
plutdt d’un site primordial, chronologiquement parlant. On sait, par exemple qu’on peut fixer
2 mol d’un dérivé de I’indométacine ou du méfénamate par mol de monomeére de COX [890].
Le sulindac comme I’ibuproféne pourraient aussi disposer de 2 sites de fixation, dont un dans
le MBD. D’autres études évoquent un site dans le MBD qui rendrait compte des cinétiques
d’inhibitions par les ISC. La fixation dans ce site du MBD précéderait celle du site actif [891].
Aussi avons-nous recherché ce site de fixation secondaire dans I’hypothese ou il pourrait
rendre compte d’une acylation de COX-2 par le KPF-Glc ailleurs que dans le site actif. Ceci a
été réalisé par modélisation moléculaire.

C. 3. Analyse structurale théorique de l'interaction des COX
avec les métabolites de KPF

L’analyse du MBD de COX révele I’existence d’un site de fixation potentiel situé
selon le méme axe que le site actif mais 1égérement décalé et beaucoup moins volumineux. Il
est formé par quelques chalnes latérales de 1’hélice C (W100, 1102, V103). Par modélisation,
nous avons montré que ce site est capable de former un complexe stable avec le KPF. La
partie hydrophobe est enfouie dans le site, et la fonction carboxyle pointe vers la cavité du
MBD. Ce mode de fixation peut donc permettre aux métabolites conjugués d’étre également
pris en charge par ce site. C’est ce que montre le docking du KPF-Gle (Fig. 9, manuscrit ),
ou Ja partie KPF est a peu prés dans la méme conformation que le médicament seul. Elle est
peut-€tre méme favorisée par un pont salin formé entre K83 et le carboxyle de I’acide
glucuronique (distance = 3,5 A). Ce pont permet en outre un positionnement de la fonction
ester du glucuronide par rapport a un nucléophile possible, Y115, compatible avec une
acylation située en dehors du site actif.

Le docking du KPF-CoA est beaucoup moins précis et reproductible, a cause de la
taille et de la flexibilité de la partie hydrophile. 11 est donc fort probable que ce métabolite
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n’adopte pas une conformation suffisamment sable et a durée de vie suffisante pour permettre
une formation d’adduit sur ce site transitoire (Fig. 11, manuscrit ).

Cette étude théorique confirme donc la possibilité d’une fixation des AINS et de leurs
métabolites & un autre site que le site actif, et permet d’expliquer comment le KPF-Glc peut
former des adduits avec COX-2 sans que cela ne se traduise en inhibition irréversible. Il y
aurait acylation dans un site précédent le site actif, alors que le KPF-CoA pénétrerait dans le
site actif pour "acyler avant d’avoir pu réagir avec le site du MBD. D’aprés nos résultats de
modélisation, il acylerait alors probablement Y355.

C. 4. Conclusion

Le KPF-CoA est capable d’une inhibition irréversible des COX purifiées, qui
s’accompagne d’une fixation covalente du KPF dans le site actif. Au niveau cellulaire, il
inhibe COX-2 imréversiblement et 1’acyle également; il inhibe COX-1 de fagon
essentiellement réversible, en absence d’acylation apparente. Il convient cependant d’admettre
que I’effet irréversible des acyl-CoA pourrait aussi s’expliquer par un stockage intracellulaire,
que ce soit par insertion dans les membranes, mise en réserve dans les ACBP ou incorporation
dans les lipides. L’absence de recovery pourrait alors s’expliquer par un relargage de ces
réserves de KPF. Il est néanmoins peu probable qu’il existe une différence métabolique
suffisante entre nos 2 lignées pour rendre compte d’un tel mécanisme. Nous avons vu que
I’absence d’adduits avec les COX-1 pouvait s’expliquer par des difficultés analytiques, mais
il faut aussi garder a I’esprit que les BPAEC expriment un taux basal de COX-2. La faible
composante irréversible de I’inhibition pourrait donc étre causée par cette COX-2.

Le glucuronide est essentiellement inhibiteur réversible, méme s’il est capable
d’acyler COX-2. Nous avons vu que cette acylation a lieu certainement ailleurs que dans le
site actif et n’explique pas I’inhibition.

L’implication directe des COX a été démontrée grace aux enzymes purifiées, mais il
faut remarquer que les activités COX analysées dans nos systeémes cellulaires résultent en fait
de plusieurs activités catalytiques. Quand nous parlons de COX-1, il s’agit d’une part d’une
activité majoritairement COX-1, puisque COX-2 est exprimée a un taux basal, d’autre part de
Pactivité PGIS ainsi que d’un processus chimique spontané :

CcOoX PGIS auto

AA PGH2 ———— PGI2 — 6kPGF1a

Quand nous décrivons une activité COX-2, il s’agit la aussi d’une activité principalement due
a COX-2 mais avec une participation de I’autre isozyme ainsi que de la PGES :

COX PGES
AA PGH2 —— PGE2

Quantifiant le produit terminal de ces voies, les inhibitions observées peuvent aussi
concerner la 2° activité. Ainsi I'irréversibilité spécifique de COX-2 chez les macrophages
pourrait venir de celle de PGES, tandis que PGIS n’y serait pas sensible, d’autant que ces
deux enzymes sont phylogénétiquement bien distinctes. Cependant, I’utilisation d’enzymes
purifiées a montré que I’irréversibilité de la diminution de production de PG peut sans doute
étre attribuée a COX, puisque dans ce cas nous ne mesurons que 1’activité COX :

coX SnCl,
PGH2 —— PGF2q

AA
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Plusieurs travaux suggérent qu’au niveau cellulaire et a fortes concentrations en AA,
ou en présence d’AA exogene plutdt qu’endogeéne, COX-1 soit plus efficace que COX-2
[8921,[893], méme si la maniére de produire I’AA « endogéne » peut fortement influer sur le
résultat, comme la PG considérée [372]. Il n’est donc pas impossible que nous nous soyons
placé dans des conditions défavorables a la mise en évidence d’une inhibition irréversible de
COX-1. A plus faible concentration en substrat, peut tre aurions-nous pu constater une part
plus importante d’irréversibilité.

Quel que soit le syst¢éme d’étude, il faut enfin remarquer que nous nous sommes
toujours focalisé sur un produit enzymatique précis et appartenant a la classe des PG. Il est
cependant possible que I’acylation de COX ne se traduise pas en une simple extinction de
’activité catalytique, mais en une modification du profil métabolique, a ’instar de 1’aspirine.
La fixation covalente de KPF sur COX-1 et/ou COX-2 pourrait ainsi étre a ’origine de HETE
ou de lipoxines. La participation des acyl-CoA a I’effet anti-inflammatoire des AINS pourrait
alors étre envisagée selon 2 voies :

» Inhibition durable de la production de médiateurs pro-inflammatoires (PG)

» Production de molécules anti-inflammatoires endogenes (15-HETE, lipoxines), par
conversion de Pactivité catalytique des COX ou aiguillage du métabolisme de ’AA vers
d’autres enzymes (LOX, CYP).

Les mutants des COX a I’entrée du site montrent en effet I’importance capitale des
résidus de la « bouche » d’accés. R120 est ainsi une position critique [253], comme Y355
[894],[278], qui est notre meilleur candidat a P’acylation. La sensibilit¢ de COX-2 est
inférieure a COX-1, mais la fixation covalente du KPF aboutit 4 une obstruction du site, et pas
a une simple modification de la chaine latérale des résidus. Une telle modification chimique
est peut-€tre a rapprocher des adduits observés en présence d’AA [386, 387],[756] attribués
aux lévuglandines [388, 895].

Y355F inhibe a 50 % D’activité COX en présence du substrat AA, et modifie le ratio
PG / HETE avec le substrat 2-AG [276]. Si I’acylation ne résultait pas en une inactivation
totale de I’enzyme, il est possible qu’elle puisse provoquer une telle modification du profil
métabolique de I’enzyme. Ceci expliquerait alors le comportement enzymatique particulier
des COX-2 apres une longue incubation avec des AINS (hypothése de la COX-3) [410, 411].
Mais c’est plus pour COX-1 que cette modification pourrait s’accompagner de nouveaux
produits enzymatiques, puisque nous avons montré qu’elle est acylée sans que cela ne se
traduise par une inhibition. Il est donc possible que son activité catalytique, en présence
d’autres substrats que I’AA que nous avons testé, soit déplacée vers la production d’HETE ou
de lipoxines.

V- Conclusion 183



C. 5. Manuscrit
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Elucidation of the mechanism of inhibition of cyclooxygenases by
glucuronide and acyl-coA conjugate metabolites of ketoprofen

Introduction
Non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)s are widely used for the treatment of
articular and inflammatory diseases. Their principal mode of action is through the inhibition
of prostaglandin synthesis by cyclooxygenases (COX). COX exist as 2 isoforms, one
constitutive, COX-1, and the second, COX-2, mainly inducible in response to inflammatory
stimuli. Inhibition of the inducible enzyme has long been thought to be responsible for the
beneficial properties of NSAIDs, while blocking the housekeeping functions of COX-1 would
contribute to their gastro-intestinal side effects. This explanation appears today too simplistic,
since COX-1 is also implicated in inflammation (1,2) whereas COX-2 is involved in intestinal
homeostasis (*), and presents anti-inflammatory properties (*, %). Besides, nor safety neither
hazardous NSAIDs present a clear correlation between side effects and selectivity for both
COX.
Most NSAIDs are extensively metabolised as acylglucuronides by UDP-
glucuronosyltransferases (UGT) in liver before elimination into urine ¢ ). UGT are a
multigenic family of enzymes. Many isoforms of UGT present conjugation activity towards
NSAIDs, either family 1 members ( 1A3, 1A9 and 1A6, 8 ) or family 2 one (2B1 and 2B7, ? ).
Several NSAIDs undergo other pathways of metabolism, as glycine conjugation ( 01y and
lipid incorporation ( '%, ' ). Chiral inversion of the R enantiomer into its S antipode was also
shown in the case of chiral molecules.This could constitute a metabolic activation since S
enantiomers of chiral NSAIDs are more potent inhibitors of COX than their respective R
antipode, in vitro. Thioester of coenzyme A (coA) is an obligatory intermediate for these
particular pathways. Such a metabolite is produced by acyl-coA synthetases (ACS, EC
6.2.1.3) which exist as five isoforms and are expressed in many cells and tissues. At least
ACS-1 and 2 accept NSAIDS as substrates (', but other acyl-coA synthetases might be
implied: three enzymes with xenobiotic coA ligase activity have indeed also been
characterized (!> 16y
Drug glucuronides are chemically reactive molecules and were shown to be responsible for
adduct formation on albumin as mefenamate (*’ ) and ketoprofene (KPF, '8 193 Diflunisal is
also capable to form adducts in perfused rat liver via glucuronidation (*®). KPF glucuronides
covalently bind UGT2B1 and are thus responsible for irreversible inhibition of the enzyme
(Y. Other drug glucuronides, as morphine ( **) also bear pharmacological activity.
Endogenous fatty acyl-coA are high energy intermediates in the lipid pathway and are
involved in many biochemical processes such as calcium ion fluxes, membrane trafficking,
membrane targeting and association *, %, ®). They participate in gene regulation, interacting
with transcription factors: yeast Fad R (*), HNF40 (*7) even with E. coli RNA polymerase
) They are also inhibitors of many enzymes, as UGT (*”), glucose 6 phosphate transporter
® " mitochondrial adenosine translocase and citrate transporter, glucokinase, glucose 6
phosphatase, pyruvate dehydrogenase, acetyl-coA carboxylase, 3-methylglutaryl-coA
reductase (°1). Acyl-coA from xenobiotics are far less studied but have been shown inhibitors
of acetyl-coA carboxylase (*), carnitine palmitoyl transferase I (*°), glutathione S transferases
(* and COX (*). Since acyl-coA are chemically activated carboxylic acids, their effects may
be due to their acylating properties and occur by covalent bounding. Such interaction have
been proved for fibrate derivatives which acylate unknown proteins GRELD)
The aim of the present study was to evaluate the possibility that NSAIDs metabolites could
participate in their activity. On that purpose, we defined the potency of ketoprofen conjugates
to inhibit COX, using glucuronides and acyl-coA of each enantiomer of KPF, as a model
drug. In order to dissect the mode of inhibition and to test whether these reactive metabolites
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were responsible for adduct formation, we analysed COX recovery after treatment with
products and we synthesised a non hydrolysable analogue of acyl-coA (see molecules Fig. 1).

Materials and methods

Chemicals and reagents
AA was obtained from
All other chemicals and reagents came from Sigma (L’Isle d’Abeau, St. Quentin Fallavier,

France).

Synthesis and analysis of KPF derivatives

KPF-Glc was prepared from phenobarbital treated rat liver microsomes that were immobilised
on alginate beads according to Haumont et al. *®. R or S-KPF was used as a substrate to obtain
pure R or S-KPF-Glc, purified by semi-preparative HPLC (7 pm Lichrosorb RP18 column
250¥10 mm, Merk, Darmstadt, Germany). The mobile phase consisted of
acetonitrile/H,O/trifluoro acetic acid (40:60:0.06) at a flow rate of 2.5 mL/min.

KPF-coA and non hydrolysable analogue NL-205 were synthesised chemically as described
previously ( 39 ). Elementary analysis, HRMS, 1H, BC and *'P NMR spectra were in
accordance with the proposed structure. Assignments were confirmed by double irradiation or
two dimensional spectroscopy. Acyl-coA of both KPF enantiomers were obtained and
purified in a stereospecific manner. However, we are not able for the time to know what
purified product is what enantiomer. So that in the present paper, acyl-coA of KPF
enantiomers will be named coA-1 and coA-2, without knowing if coA—1 corresponds to R-
KPF-coA or S-KPF-coA and vice versa.

Purity and stability of KPF derivatives were tested by analytical HPLC, using a C18 column
(Waters Radial Pack 8*%10 mm in Waters RCM module), at a flow rate of 1.5 mIl/min and a
mobile phase of MeOH/9 mM phosphate buffer pH=5.5 (45:55). Elution was monitored at
254 nm, using a Waters 996 photodiode array detector and Waters 510 pump.

Inhibition of COX activity in culture cells

Bovine pulmonary aortic endothelial cells (BPAEC) and murine macrophages (J774.2) (The
European Collection of Animal Cell Culture, Salisbury, UK) were grown to confluence in 24-
well culture plates with DMEM supplemented with 10 % fetal calf serum, 4 mM glutamine,
50 pg/mL penicilline/streptomycine and 0.25 pg/mL amphothericine B. J774 were activated
14 h with LPS (1 pg/mL) in 2.5 % SVF DMEM for induction of COX-2 (**). Cells were
incubated for 30 min with varying concentrations of tested inhibitors at 20 °C. Arachidonate
(AA, 30uM) was then added and cells incubated for a further 15 min. Medium was removed
and assayed for 6-keto PGFlo (BPAEC) or PGE2 (J774) content by ELISA (Assay Designs,
Ann Arbor, MI). Recovery activity of COX was then performed as reported by Laneuville et
al. (*1). Briefly, cells were washed twice for 45 min and AA (30 uM) was added for a further
15 min. Prostaglandins were quantified as previously. Media were checked for KPF-Glc,
KPF-coA and KPF content to analyse possible metabolites hydrolysis and KPF appearance.

Permeabilised cells preparation
Cells prepared as described above were incubated with inhibitors in the presence of 0.02 %
saponine. Trypan blue test evidenced that such a concentration allowed cells permeabilisation.
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Kinetics of purified COX inhibition

Purified ovine COX-1 and COX-2 were obtained from Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI).
Enzyme activity was measured by analysing PGF20, production as reported by (*3). 250uL 50
mM phosphate buffer pH=7.4 containing lmM phenol, 1 uM hematine and 0.5 mg/mL SnCl,
was added 30 pL enzyme (6,8.10™"° mol) and 30 pL inhibitor for time incubation at 20 °C.
Then 30 uM arachidonate was added for 5 min at 37 °C. Incubation was stopped by addition
of 20 uL. N HCI and neutralized with N NaOH before ELISA. Controls were done for each
sample time (0, 2, 5, 10 and 15 min).

Analysis of COX adducts by SDS-PAGE and western blot

Purified COX (6.10™! mol) in 1 pM hematine, 300 uM diethyl dithiocarbamate and Tween 20
0.1 % 50 mM pH=7.4 phosphate buffer were incubated for 1 h at 20 °C with KPF-coA
(2.1()'10 mol). Samples were mixed with laemmli reagent (final concentration 2% SDS, 10%
glycerol, 5 % 2-mercaptoethanol, 0.002 % bromophenol blue in Tris buffer). SDS-PAGE was
performed using 9 % acrylamide for separating gel and 4 % stacking gel. Proteins were
transferred onto Immobilon P membrane (Millipore, Bedford, MA) by electroblotting, using a
glycine, Tris, 0.1 % MeOH adjusted to pH=7.4 for 1 h at 12 V. Blots were saturated with 3 %
BSA in 0.04 % Tween 20 in PBS. Immunodetection was performed using anti-KPF
polyclonal antibody obtained from rabbits immunized against KPF-thyreoglobuline by the
method described by Maire-Gauthier et al., 1998 ( . Anti-KPF antibodies were diluted
1/6000 and the secondary goat anti-rabbit IgG alkaline phosphatase conjugated 1/5000.

Immunoprecipitation of COX

BPAEC and adherent activated J774 (5.10° cells) were incubated with KPF-coA or KPF-Glc
(102 and 10* M final) for 2 h at room temperature. Product was then eliminated and cells
washed twice with PBS. They were scrapped and centrifuged for 10 min at 24000g, and pellet
was taken up in 1 mL 150 mM NaCl, 1 % Igepal, 0.5 mM deoxycholate 50 mM pH=7.4
phosphate buffer (WB). Cells were lysed by thermic chocks and ultrasounds, then membrane
proteins were solubilised (1h30 in glace) and samples were ultracentrifugated (130000g, 1h at
4 °C). Supernatant was added 10 gL protein G-sepharose 0.2 g/L and incubated 2h at 4 °C on
a rotating platform (preclearing). The suspension was then centrifuged for 1 min at 24000g.
Supernatant was incubated with 10 pL of 1/100 anti-COX-1 or anti-COX-2 for 2 h before
addition of 10 puL protein G-sepharose overnight at 4 °C. The suspension was then centrifuged
at 24000g for 1 min and the supernatant carefully removed. The beads were resuspended in 1
mL WB and incubated for 20 min at room temperature on a rocking platform. Washing was
repeated with 500 mM NaCl, 0.1 % Igepal, 0.05 % deoxycholate then 0.1 % Igepal, 0.05 %
deoxycholate in phosphate buffer. Last pellet was taken up in gel loading buffer and analysed
by western blot as described above, using anti-KPF. To check for the presence of
immunoprecipitated COX-1 on the membrane, it was washed after revelation of anti-KPF and
re blocked with HAS before being incubated with anti-COX-1 1/750 overnight.

Molecular modelling

Modelling and docking of KPF derivatives on COX were carried out with SCULPT v.3.0 *
(MDL, CA); molecular graphics and protein analysis using RASMOL v.2.7.1.1%. The
softwares were running on a PC computer.

The putative NSAID binding site of COX-2 membrane binding domain was studied from
crystal structure of apo COX-2 (PDB ID: 5cox 49, Docking experiments were conducted
following 3 steps: (i) binding of KPF ethyl ester by tethering benzene moiety to 1112, V103
and W100 then relaxing the compound to minimize global free energy (all backbone and
sidechains were kept frozen), before tethering off and let minimization run again (ii) pasting
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and overlaying KPF metabolites to the frozen complex obtained above using KPF as an
anchor, then running minimization (iii) deleting KPF ethyl ester and minimize for a last run.
This overall process was repeated 25 independent times. For KPF-coA, the coA moiety was
also manually adjusted towards basic conserved residues of the membrane binding domain
(H90, H95, K97) to analyse their possible interactions with phosphate groups of adenosine.
Docking at the active site was studied from holo COX-2 (PDB ID: 3pgh) complexed with
fluriprofen, using the entire protein monomer. Binding and minimization were performed as
described above, aligning KPF ethyl ester with flurbiprofen, then KPF metabolites. No
significant difference was noted in complexes either nearest residues (S530, R120, E524,
Y355) were thawed or frozen. Proposed structures presented in this article were thus obtained
from frozen sidechains and backbone.

Results and discussion

Time-dependency of purified COX inhibition by KPF-coA

It has been reported that coA metabolite of ibuprofen > and salicylate 7 inhibits the
production of prostaglandins in cellular models. Unfortunately, these studies did not analyse
the mode of inhibition of the compounds, and it was not clear if the inactivation was actually
due to the metabolite or to the NSAID released after hydrolysis. Besides, the use of aspirin to
suppress COX-1 activity distorted the analyse of COX-2 which is also inhibited by aspirin ®
In a first approach, we search here for a direct COX inhibition property of KPF-coA using
purified enzymes and we investigated to detect adduct formation with this reactive metabolite.
The use of isolated enzymes showed that KPF-coA is actually COX inhibitor. This effect was
not due to a release of KPF, as we checked by HPLC (no hydrolysis of KPF-coA in these
conditions). Pre incubation of COX with various concentrations of KPF-coA revealed an
inhibition which is time and concentration dependant (Fig.2). On the contrary, reversible
inhibition due to S-KPF is traduced by a plateau reached from the start of incubation. The
time-dependency occurred mainly within the 2 first min, expressing a fast mechanism. Both
isoform of COX are irreversibly inhibited by the compound with a similar potency, as
compared with S-KPF. The time-dependency reported here is comparable to that of
tetrasubstituted furanone DFU with 30 % inhibition of 2.3 ug COX-2 at 2 min with 10* M
AA and 1,25.10° M compound “ Tt is however far less rapid than other reversible time-
dependant inhibitors as NS-398 (90 % inhibition of 0.04 pg COX-2 with 20 uM AA and 20
pM compound 0 or indomethacine, (between 20 s for 50 % inhibition of 1 pg COX-2 with
50 uM AA and 5.10° M compound) *'.

In order to evaluate the possible participation of the coA moiety, we tested this cofactor alone
and noted that it was slightly inhibitor of purified COX-1 and COX-2 (same IC50 of 5.10* M)
(Fig.3). This inhibition is due to the thiol function since desulfocoenzyme A had no effect
(data not shown). Such an inhibition of prostaglandin production with reduced thiol function
has already been reported by Capdevila et al.’’; glutathione, cysteine and DTT inhibits
prostanoids synthesis between 1 mM too, without affecting overall rates of AA oxidation
(generation of 12-hydroxyheptadecatrienoic acid by COX). We did not use KPF-coA above
5.10° M to insure that inhibition was the only fact of KPF-coA and not of released coASH,
which had no effect before 10 M.
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Irreversible inhibition of COX is due to covalent linkage

Acyl-coA are high energy intermediates in biochemical pathways. They are frequently
responsible for chemical modification of proteins, via enzyme catalysed mechanism or not
(auto-palmitoylation of synaptosomal protein 3 and other proteins 4, Since COX were
irreversibly inhibited by KPF-coA, we search for such a reactivity of the compound using
anti-KPF antibody. Incubation of purified COX with KPF-coA results in KPF adduct, as
revealed by western blotting (Fig.4); both isoforms were subject to this chemical
modification. Competition experiment using AA suggest that acylation occurs in the active
site of COX. Thus, the covalent modification of the active site of the enzyme might be at the
origin of the irreversible inactivation observed above.

In fact, we were surprised not to find any selectivity for COX-2 with KPF-coA. Indeed, ester
or amide derivatives of AA that are substrates of COX are highly COX-2 selective 3538 as
well as ester or amide substituted NSAIDs are far more COX-2 selective than the parent drug
37 %% This paradoxical result should be attributable to the use of purified and non lipidated
enzymes leading to artefactual contact with KPF-coA. We decided thus to investigate the
effect of KPF metabolites on complete cellular COX and cellular inflammation model. On
that purpose, we used well-studied LPS activated macrophages (COX-2) and aortic
endothelial cells (COX-1). Moreover, we chose to discriminate between the metabolites of
each enantiomer of KPF: we thus used the thioester R and S-KPF-coA (coA-1 and coA-2), a
non hydrolysable analogue of the product, NL 205, and the O-ester glucuronide R and S-KPF

glucuronide, another reactive metabolite of the drug.

Effect of KPF metabolites on cellular COX

Drug metabolites could have effects on two sites: they could be active locally where they are
synthesised (intracellularly) before their extracellular release. They may also be circulating
forms of the drug, acting on their tissular and cellular targets. However, phase II metabolites
are hydrosoluble conjugates, and their physico-chemical properties should be rate limiting for
their cellular entrance, contrary to the drug which penetrate the cells partly by simple
diffusion. In fact, calculation of their theorical logP gave 0.6 for KPF-Glc, 2.4 for KPF-coA
and 3 for KPF. To test extra and intracellular effects, we have used two cellular models: one
of intact cells, one other of permeabilized cells by 0.02 % saponine. The amount of
prostaglandins produced after addition of 30 pM AA differed in the two systems: we observed
an increase of between 25 % PGE2 (J774) and 6kPGF1a (BPAEC) with saponine treated cells
comparing to intact cells. This difference is certainly due to intracellular PG that we can thus
quantify, in addition to secreted PG, as described by *°.

Preliminary experiment consisting of incubation of both cell lineages (J774 and BPAEC)
either intact or permeabilized revealed that glucuronide of S-KPF (S-Glc) and acyl-coA (coA-
2) were inhibitor of COX in both models, and that their potency appeared to be exactly the
same with studied product concentrations, whatever model was considered. This was also
right for S-KPF (Fig.5). We analysed KPF-Glc, KPF-coA and KPF contents in media to
check metabolite stability. We did not see any hydrolysis after 2h incubation at 37 °C. This
result suggest that KPF metabolites are able to penetrate the cells and to inactivate
intracellular COX; thus we decided to precise potency of KPF derivatives as COX inhibitor in

intact cells.

Instantaneous inhibition and recovery of COX activity with KPF-Glc
LPS treated macrophages produced 100 ng/mL PGE?2 instead of 13 ng/mL for non activated
cells. This increase is only due to inducible COX-2 and traduced a strong expression of this
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isoforms compared with COX-1. So the amount of PGE2 is here a good reflect of COX-2
activity (all the more than PGE2 is mainly produced by COX-2 60y, KPF-Glc is inhibitor of
both COX which showed a pronounced sensibility to S enantiomer (Fig. 6). This respect the
well-known enantioselectivity of the parent molecule: R/S IC50 ratio of 14.5 for COX-2 and
240 for COX-1 (Table 1). R-Glc had no effect on COX-2 and was a poor inhibitor of COX-1
which was more enantioselective towards Glc than KPF (R/S IC50 ratio = 1160). S-Glc
appears as a moderate inhibitor, with an IC50 between a magnitude upper than S-KPF for
both COX.

KPE-Glc is known as a chemically reactive compound. It has been reported that it is
responsible for adduct formation with certain proteins and therefore allowed irreversible
inhibition of enzymes. We asked therefore if observed inhibition should be the consequence
of such adducts and conducted COX recovery experiments on that purpose. This methodology
consists in eliminating tested product after incubation with intact cells, and then measuring
remaining COX activity after 45 min cell washing. Macrophage had recovered all their PGE2
production capacity after elimination of KPF-Glc. This traduces that S-Glc is a reversible
inhibitor of COX-2.

The same experiment on BPAEC showed that 6kPGFlo production was not completely
restored. Nevertheless, inhibition curve that we can draw according to product concentration
beforehand incubated with cells evidences that a partial recovery occurred. It is even
important since we can calculate an IC50 ratio of near 200 for recovery and immediate
inhibition, as far as S-Glc is concerned. This partial recovery should traduce (i) either an
inhibition essentially reversible (a slight irreversible component in the mode of inhibition of
KPF-Glc which is predominantly reversible) (ii) or a completely reversible inhibition with
non complete elimination of incubated product. The secondth hypothesis is all the more
probable that IC50 are very low for COX-1 so that even a very small amount of inhibitor has
still effect.

Instantaneous inhibition and recovery of COX activity with KPF-coA

Fig. 7 shows that KPF-coA is moderate inhibitor of both COX, with IC50 similar to that of S-
Glc (Table 1). It differ however from KPF-Glc by its strong loss of stereoselectivity. CoA-1
and coA-2 have indeed very close IC50 whichever COX is considered. Using ibuprofenyl-
coA, Neupert et al.*> have also obtained this loss of enantioselectivity: R/S IC50 ratio of 10
and 0.5 for ibuprofenyl-coA respectively on COX-1 and COX-2 instead of 16 and > 250 for
ibuprofen. This could be explained by intracellular configuration inversion due to epimerase
activity, leading to an unique enantiomer. However, we didn’t see any epimerisation in the
medium, as far as KPF-coA or KPF was concerned. Another hypothesis is that the mode of
inhibition should be different from that of KPF, as an acylation in the active site. Such a
mechanism could in fact not be stereoselective, contrary to reversible binding of KPF by
COX. The non hydrolysable analogue is a weak inhibitor of COX-2 but it shares
approximately the same IC50 for COX-1 than KPF-coA or S-Glc. Curiously, this analogue
seems selective towards COX-1 compared with KPF-coA.

Analysis of PGE2 production after incubation of macrophages with KPF-coA reveals that
COX-2 had recovered no catalytic capacity after product elimination. Activity curve we can
draw according to initial product concentration is even completely superimposable with this
defined during immediate inhibition. This traduces that for a given metabolite concentration,
COX-2 is as much inhibited in presence of the product as after its elimination and addition of
30 uM AA. This lasting inhibition is thus different from that of time-dependant NSAIDs as
indomethacine, reversible inhibitor which dissociates slowly from COX but loss 25 % of its
inhibition capacity in similar conditions.*! It is so reasonable to suggest that KPF-coA could
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act via covalent modification of the enzyme. This hypothesis is corroborated by non
hydrolysable analogue of KPF-coA, immediate inhibitor of COX-2 but allowing a complete
recovery.

COX-1 didn’t present a total recovery, but immediate inhibition and recovery curves are very
distant, as it was observed with KPF-Glc. The same interpretations could be proposed here,
and we can not asses whether this inhibition is completely reversible or of mix type with
modest effective irreversible inhibition. The slight lack of recovery observed in BPAEC could
be the reflect of an irreversible inhibition of the small amount of basal COX-2 expressed in
these cells 61, 62, 83 S-Glc could also be a poor irreversible inhibitor of this COX-2, iven if we
were not able to detect this in macrophage COX-2, due to the high IC50 value of the
compound.

These experiment in intact cells therefore proved that KPF-coA is an irreversible inhibitor of
COX-2, and a reversible (at least essentially reversible) inhibitor of COX-1. The coA moiety
is not conflicting with COX binding of KPF-coA since NL205 is inhibitor. Moreover, its
apparent selectivity towards COX-1 compared with KPF-coA confirms that acylation is
probably the mode of inhibition of KPF-coA for COX-2: it is indeed weaker inhibitor than
KPF-coA for COX-2, but of equal potency for COX-1 which we know essentially reversibly
inhibited by each molecule. '

The loss of enantioselectivity for COX-2 inhibition appears to have mixed origin: (i) an
acylation mechanism which would not be stereoselective (ii) an epimerase activity could not
be exclude since essentially reversible inhibition of COX-1 is indeed more enantioselective
than COX-2, but less than the parent drug. Neupert et al. did not analyse the mode of action of
ibuprofenyl-coA but we can notice the loss of enantioselectivity for R, S-ibuprofenyl-coA
compared to the parent drug mainly for COX-2. We could thus suggest that ibuprofenyl-coA
is probably irreversible inhibitor of COX-2 too.

As coASH alone was responsible for a slight inactivation of purified COX, we tested this
cofactor on COX-2 from J774. CoASH appeared again as a poor reversible inhibitor (IC50
between 1 mM) which allowed total recovery of COX-2 activity (data not shown).

Selective acylation of COX-2 in situ

The use of isolated COX revealed that KPF-coA was able to acylate both isoforms. We next
investigate if this acylation occurred also in cellular models. Immunoprecipitation conducted
towards COX-2 of J774 or BPAEC intact cells treated with KPF metabolites gave the
opportunity to constat that KPF is also covalently bound to the enzyme (Fig. 9). On the
contrary, neither COX-1 from BPAEC nor from J774 appear chemically modified. Further
incubation of the same membrane with COX-1 antibody confirm that this protein was
effectively immunoprecipitated. Metabolites selectivity for COX-2 is in agreement with
structural data about the enzyme compared to COX-1: its active site is hugger and less stable
and could thus facilitate the penetration of such bulky molecule. Thus, the irreversible
inhibition selective for COX-2 in intact cells is certainly the consequence of the selective
adduct formation revealed here. However, S-KPF-Glc was also able to acylate COX-2
whereas it was only reversible inhibitor. An explanation should be that acylation did not occur
in the active site of COX-2, contrary to KPF-coA. Indeed, Llorens et al.% described the
existence of a putative secondth binding site localised in the membrane binding domain of
COX prior to the active site. This cavity should be responsible for the time-dependency of
reversible COX inhibitors. They suggest that any ligand of COX first bind this site before
penetrating in the active site. Following this hypothesis, our reactive metabolites may acylate
COX here differently according to the molecule. To test this possibility, we conducted
molecular modelling experiment for docking KPF derivatives in different COX binding sites.
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Structural basis of the interaction of COX with KPF metabolites

Analysis of crystal structure reveals an hydrophobic cluster around W100, V103 and 1102
which can actually constitute a binding site. As Llorens et al.** who studied flurbiprofen,
molecular docking showed that KPF should also bind this site. Moreover, hydrophilic moiety
of KPF metabolites did not inhibit this proposed fixation, although slightly affecting the mode
of hydrophobic part binding. It is even favourable, since hydrogen bounds and salt bridges
can be created: Fig. 9 depicts the proposal complex of COX-2 membrane binding domain
with KPF-Glc : KPF part of the molecule is still in the putative site while carboxylic function
of glucuronide form a salt bridge with conserved K83. It is noteworthy that through the 25
complex modelled, orientation and packing of the metabolite was near constant and identical
to this presented here. As far as adducts are concerned, the only postulated residue is Y115, as
showed in Fig. 10. It is in fact in perfect orientation and distance from the ester function of the
glucuronide to be acylated (distance of 3.5 A). Moreover, conserved Y115 in COX-2 is absent
in COX-1 where it is found as a near conserved L.115.

Docking of KPF-coA gave greatly different results, leading to many different structures
proposed for coA packing. In fact the long hydrophilic part could adopt a wide number of
conformations, packed in the membrane binding domain, unfolded in the medium or
interacting with polar residues outside the chore of the membrane binding domain. Due to this
high mobility, we tried to orient manually the coA moiety towards basic residues. Such a
conformation appeared energetically favourable, allowing salt bridges formation between
ribose phosphate and H90 and pantheteine phosphates and Y91, without perturbing KPF
binding, as proposed in Fig. 11.

The great difference between binding of both KPF metabolites in the membrane binding
domain binding site disappears in the active site. Indeed, KPF-Glc and KPF-coA seem to bind
here in a very similar manner, not far from that of KPF: the ester or thioester function
interacting with the triade R120, E524, Y355. The 25 structures analysed clearly argues in
favour of Y355 being the nucleophilic amino acid responsible for COX acylation (distance
from thioester of KPF-coA of 3.7 A (Fig. 13), from ester of KPF-Glc 2.7 A) (Fig. 12).

Globally, these docking experiments actually provided a molecular comprehension for the
interaction of KPF metabolites with COX-2. Both metabolites might bind COX-2 active site,
with reactive function oriented to interact with Y355. But as suggested by Llorens and
et al. ©, they should also bind the membrane binding domain prior to penetrating in the active
site. Here, KPF-Glc could adopt a fixed and packed conformation allowing it to interact with
Y115; this interaction might lead to an acylation of the residue. Fig. 14 suggests that a shift in
torsion angle of Y115 due to its chemical modification does not close the access to the active
site, another KPF-Glc molecule should nevertheless access the active site afterwards while be
denied the possibility to acylate it due to local conformation changes following first acylation.
In this scenario, COX-2 would be chemically modified but only reversibly inhibited by KPEF-
Glc.

On the opposite, KPF-coA bounded in the membrane binding domain binding site might have
a very flexible packing which suppress the strong interaction with Y115 necessary to the
reaction, but its docking in the active site permits acylation of Y355 and thus irreversible
inhibition of the enzyme.
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Conclusion

Administration of NSAIDs is faced with misunderstood interspecies and interindividual
differences in response. Besides, safety differences exist between these drugs and no clear
correlation could be established between these behaviours and selectivity for either COX if
kept in mind the well documented dogma of dualism of COX isoforms functions. Finaly, R
enantiomer of NSAIDs have anti-inflammatory and analgesic properties whereas they are
very poor inhibitor of COX, in vitro; paracetamol presents also the same paradoxe. That is
why we hypothesise that metabolism, particularly reactive metabolites should shed new light
in this lack of understanding. We report in this study that conjugates metabolites of KPF are
inhibitors of COX.

Xenobiotic glucuronide have been yet implicated in pharmacological activities as morphine
glucuronide®® and thought to be responsible for certain other drugs side-effects 7 We
reported here that KPF-Glc is inhibitor of both COX. Since we saw that ketoprofen
glucuronide have the same effect on COX from intact or permeabilized cells, it appears that
glucuronides are able to cross the plasmic membrane of cells. We can thus suggest that their
effect is far negligible, despite their high IC50 comparing with the parent drug: they could
thus access to COX of every tissue by plasmatic transport and be responsible for a lasting
presence of anti-inflammatory molecule. Indeed, anti-inflammatory properties of NSAIDs last
longuer than plasmatic presence of the drug. KPE-Glc is reversible inhibitor of COX-2,
though being able to form adduct with the protein, It is essentially reversible inhibitor of
COX-1 but we can not exclude a very slight irreversible effect on COX-1, probably by poorly
acylating the active site. That way, glucuronide may explain interindividual differences in
NSAID response, by variations of UGT activity °®

Acyl-coA do not seem to exist extracellularly, so their effect is limited to inhibition of COX
in the cell where they are formed. But this effect is quite important since we demonstrate here
that this molecule is a selective and irreversible inhibitor of COX-2. The observed acylation is
thus responsible for durable inhibition. Other NSAIDs might share this property: Simmons
et al., have described the expression of a paracetamol-sensitive COX induced by diclofenac
long exposure. This result should be explained by the formation acyl-coA from diclofenac by
macrophage ACS. The thioester would then acylate induced COX-2, and that way the
modified active site should be sensible to paracetamol.

Competition experiment suggests that COX acylation occurs in the active site, but further
studies will be necessary to characterise the region of covalent binding. Peptide mapping and
site-directed mutagenesis are in progress to define amino acids implied in this mechanism.

In conclusion, this study suggest a novel mode of action for NSAIDs which have active phase
II metabolites. They are probably more COX-2 selective than previously estimated, due to
selective acylation by their coA metabolite. Participation of metabolism should also explain
why new COX-2 selective inhibitors are less potent than hope in so far as their glucuronide
are not COX inhibitor "°. Their high structural specificity for COX-2 make certainly their
metabolite to bulky for the active site, and make themselves probably poor substrates of ACS.
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COX-1 COX-2

Immediate inhibition Recovery Immediate inhibition Recovery
R-KPF 6,95.10” > 10?2 8,02.10° > 107
S-KPF 2,88.10° > 102 5,46.10° > 102
R-Glc 9,89.10° 7,92.10"* > 10 > 107
S-Glc 1,89.107 4,58.10° 5,7.10° > 102
CoAl 4,31.107 6,47.10° 7,09.10° 1,07.10°*
CoA2 8,37.10° 1,4.10° 5,5.10° 1,08.10
NAK 3,17.107 > 10 5,02.10° > 107

Table 1. Calculated IC50 for tested inhibiors of COX. Calculation was done as described inM & M
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KPF-coA

NL 205

11

Fig. 1 Ketoprofen (KPF) derivatives tested in this study. KPF-Glc: glucuronide of KPF, KPF-coA:
acyl-coA of KPF, NL 205: non hydrolysable analogue of KPF-coA.
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Fig. 2 Kinetics of purified COX inhibition by KPF-coA. Enzymatic activity was measured

by PGF2a production after pre incubation of COX with inhibitor then adding 30 uM AA.

Fig. 3 Inhibition of purified COX by coASH. Activity was determined as above. COX
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] cox-1

COX-1 + KPF-coA

COX-1 + KPF-coA

COX-1 + AA+ KPF-coA

Relative intensity

I
:l COX-2 + KPF-coA

COX-2 + KPF-coA

COX-2

l:l COX-2 + AA+ KPF-coA

Fig. 4 KPF acylation of purified COX by KPF-coA (western blot). COX (6.10™" mol)
were incubated with KPF-coA (2.10‘10 mol) for 1 h. In competition experiment, KPF or AA
(5.10™"° mol) were added 5 min before KPF-coA
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Fig. 6 Instantaneous inhibition by KPF and KPF-Glc then recovery of COX-1 (BPAEC) and COX-2
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Fig. 7 Instantaneous inhibition by KPF-coA and non hydrolysable analogue NL20S then
recovery of COX-1 (BPAEC) and COX-2 (J774 macrophages). Protocol was the same as
above. () instantaneous inhibition, () remaining inhibition after recovery
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Fig. 8 Immunoprecipitation of COX from cells treated with KPF metabolites. BPAEC
and J774 were incubated 2 h with KPF metabolites before immunoprecipitation of COX-1 and
COX-2. Proteins were then analysed using anti-KPF antibody (A, C) or anti-COX-1 (B). 0:
without metabolite. 1,5: KPF-coA 10°M. 2,6: KPF-coA 10™* M. 3,7: KPF-Glc 10°M. 4,8:
KPFE-Glc 10 M.
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Fig. 9. Proposed complex of KPF-Glc with COX-2 membrane binding domain binding site.
Sidechains of hydrophobic residues are yellow. R120, E524 and Y355 (entrance of the active
site) are in black. Y115 and K83 are in blue sticks. KPF-Glc in CPK sticks
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Fig.10. Detail from Fig. 9 showing the close contact between Y115 and KPF Glc (distance
between OH of Y115 and ester group of KPF-Glc: 3.5 A)

Fig. 11. Proposed complex of KPF-coA with COX-2 membrane binding domain binding site.
Sidechains of hydrophobic residues are yellow. R120, E524 and Y355 (entrance of the active
site) are in black. Basic residues boarding the outside domain (H90, H95, K97) are in blue.
Y115 is in blue sticks. KPF-coA in CPK sticks
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Fig. 12. A: Proposed complex of KPF-Glc with COX-2 active site view from the membrane
binding domain . Sidechains of hydrophobic residues are yellow. R120, E524 and Y355
(entrance of the active site) are in black. Y115 and K83 are in blue. KPF-Glc in red. Only the
glucuronide part is visible from this point of view.

B: Detail from A showing the close contact between Y355 and KPF Glc (distance between
OH of Y355 and ester group of KPF-Glc: 2.7 A)
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Fig. 13. A: Proposed complex of KPF-coA with COX-2 active site view from the membrane
binding domain . Sidechains of hydrophobic residues are yellow. R120, E524 and Y355
(entrance of the active site) are in black. Y115 and K83 are in blue sticks. KPF-coA in CPK
sticks. Only the coA part is visible from this point of view.

B: Detail from A showing the close contact between Y355 and KPF-coA (distance between
OH of Y355 and thioester group of KPF-coA: 3.7 A)
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Fig. 14. Proposed structure for acylated COX-2 by KPF-Gle. Sidechains of hydrophobic
residues are yellow. R120, E524 and Y355 (entrance of the active site) are in black.
KPF-Y115 is in blue sticks.
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D. Les acyl-CoA comme régulateurs négatifs de lactivité de
COX-2?

La forte réactivité du KPF-CoA envers COX et sa sélectivité prononcée pour la forme
inductible nous a amené a supposer que l’acylation par des acyl-CoA endogenes puisse
constituer une forme de régulation négative de I’activité de COX-2. Dans cette hypothése,
nous avons cherché a définir le profil d’expression des ACS parallélement 8 COX-2, ainsi que
leur susceptibilité éventuelle & un stimulus inflammatoire comme le LPS. En gardant a I’esprit
notre recherche sur les effets des AINS, nous avons ciblé la voie centrale. Nous avons donc
dans un premier temps analysé I’expression des 5 isozymes de IcACS dans des homogénats
de cerveau, in vivo chez le Rat. Nous avons dissocié le cortex de I’hypothalamus, lieu de
régulation de la fievre, donc lieu probable d’action antipyrétique.

D. 1. Expression et régulation de la transcription de COX-2
et des ACS par le LPS in vivo chez le Rat

L’analyse de I’expression des messagers 5 h aprés une administration ip de 50 pg/kg
de LPS révele la sensibilité de COX et de certaines isozymes d’ACS. COX-2 voit sa
transcription augmentée dans I’hypothalamus, plus légérement dans le foie et pas dans le
cortex (Figure 84). On note une forte surexpression du transcrit d’ACS-2 et d’ACS-4 dans
I’hypothalamus mais pas dans le cortex, comme COX-2. L’expression d’ACS-4 suit
également celle de COX-2 dans le foie, o ACS-2 n’est pas exprimée. Bien que leur messager
soit détectable, ACS-1 et ACS-5 sont insensibles au LPS, tandis qu’ACS-3 est 1égérement
réprimée dans le cerveau et surtout le foie.

Nous avons vérifié que ces enzymes étaient également traduites, par Western blot
(Figure 85).

V- Expression et régulation de la transcription de COX-2 et des ACS par le LPS invivo 210
chez le Rat
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Figure 84 Effet du LPS sur I’expression de COX-2 et des ACS dans le cerveau et le foie, in vivo chez le Rat

O :controle, M : Rats traités au LPS, 50 pg/kg, ip. Chaque barre est la moyenne de 4 a 5 individus.
L’esm est indiqué et les * signalent les différences significatives selon le test de Wilcoxon apparié,
avec p< 0.05. L’expression est exprimée en % de transcription de la GAPDH, estimée par mesure de la

DO mesurée en gel d’agarose
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Figure 85 Expression d’ACS-1 et ACS-5 in vivo chez le Rat

Les microsomes de cerveau et de foie ont été analysés par Western blot, en déposant 5 (1, 3) ou 20 ug
(2, 4) de protéines par puit, et révélation par anti-ACS-1 ou ACS-5 selon I’expérience

D. 2. Cinétique de la transcription d’enzymes de la voie COX
et des ACS chez les macrophages en réponse au LPS

Nous avons ensuite cherché a affiner et prolonger notre cinétique, en simplifiant le
systéeme d’étude et en nous concentrant sur les 2 ACS sensibles, ACS-2 et ACS-4. Nous
avons pour cela travaillé avec des macrophages murins activés au LPS.

La transcription basale chez les macrophages montre une forte expression de cPLA2
relativement a toutes les autres enzymes étudiées, en accord avec le schéma de réponse

immédiate a un stimulus inflammatoire, ot cPLA2 fournit I’AA 4 COX-1 exprimée a 1’état
basal (Figure 86).

transcription basale

iPLA2  cPLA2 COX-2 ACS-2 ACS-4

% transcription / GAPDH

Figure 86 Expression basale des ACS et d’enzymes de la voie COX chez les macrophages J774.2

L’expression est exprimée en % de transcription de la GAPDH, estimée par mesure de la DO mesurée
en gel d’agarose

Les phases dites initiale et tardive de réponse a un stimulus inflammatoire sont bien
décrites dans la littérature (§ II_A. 2. c¢) ot IIA-sPLA2, cPLA2 et COX-2 sont induites avec

un certain délai (4-15 h). Nous débuterons donc notre étude cinétique a partir de cette phase
tardive installée, soit a 15 h.

V- Cinétique de la transcription d’enzymes de la voie COX et des ACS chez les 212
macrophages en réponse au LPS



D. 2. a) Expression d’enzymes de la voie COX

Comme le montre la Figure 87, la transcription de COX-2 n’est pas a son apogée a
15 h mais continue & augmenter jusqu’a environ 40 h, ou elle amorce une down-régulation
jusqu’a 100 h. Cette réponse au LPS est cyclique puisqu’elle reprend & 100 h pour dessiner un
pic d’expression quasi-superposable au premier, et a 200 h ou la réponse semble cependant
s’éroder. cPLA présente un taux d’expression comparable a COX-2 et les mémes cycles d’up-
et down-régulation. On constate aussi une légere avance temporelle sur I'expression de
COX-2, évidente a 1’état basal et vers 100 h. iPLLA2 est fortement induite entre 0 et 20 h avant
d’étre elle-aussi down-régulée rapidement. Sa transcription augmente ensuite graduellement
jusqu’a 200 h ou elle se maintient a un niveau constant, mais toujours trés inférieur a cPLA2.
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Figure 87 Cinétique de la réponse transcriptionnelle des macrophages J774 a 1 pg/mL de LPS (PLA?2 et
COX-2)
Les points ne sont pas reliés quand nous n’avons pas mesuré la transcription d’une enzyme a un temps
donné, contrairement a COX-2.

Aux vues de ces profils d’expression, il est tentant de dire que la réponse
inflammatoire est constituée de cycles transcriptionnels d’environ 100 h qui se répétent tant
que dure le stimulus. Selon une logique fonctionnelle, P'enzyme responsable de
I’approvisionnement de COX en substrat présente une réponse transcriptionnelle qui précede
toujours celle de COX-2. Le profil et le taux d’expression d’iPLA2 est en accord avec
différents travaux montrant qu’elle n’est pas impliquée dans cet approvisionnement en AA
[176],[184]. Certains auteurs suggerent qu’elle pourrait supplanter cPLA2 en phase tardive,
quand la concentration calcique intracellulaire serait devenue insuffisante pour activer cPLA2.
Son taux d’expression relatif a cPLA2, méme a des temps aussi tardifs que les notres, ne
supporte cependant pas ce r0le potentiel.

D.2.b) Expression des ACS

Conformément a ce qu’on observait in vivo chez le Rat, I’expression des ACS-2 et -4
est sensible au LPS dans les macrophages murins. On note en effet une forte surexpression
vers 15-17 h, maximale vers 24 h puis une down-régulation permettant un retour a un taux

V- Cinétique de la transcription d’enzymes de la voie COX et des ACS chez les 213
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d’expression basal en quelques 60 h (Figure 88). L’expression d’ACS-2 est toujours
supérieure a ACS-4, presque double. Comme pour COX-2, la réponse au LPS est cyclique et
on observe un nouveau pic d’expression maximal vers 100 h. Il est remarquable que le taux
d’expression des 2 ACS atteint son apogée quand COX-2 est a son minimum transcriptionnel,
vers 100 h. Cette concordance est répétée un cycle plus tard, vers 200 h.
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Figure 88 Cinétique de la réponse transcriptionnelle des macrophages J774 a 1 ug/mL de LPS (ACS)

D. 3. Effet des acyl-CoA endogénes sur 'activité des COX

Les produits des ACS, les Ic acyl-CoA sont inhibiteurs de COX, mais la réversibilité
de I’inhibition n’a jamais été étudiée, pas plus qu’une éventuelle sélectivité pour COX-2 par
rapport a COX-1.

Pour tester ces possibilités, nous avons testé I’effet de 2 acyl-CoA a chaines acyles trés
différentes : (i) AA-CoA, comme produit d’ACS-2 et préférentiel d’ACS-4, a priori le plus
affine des acyl-CoA pour le site actif de COX, par analogie avec son substrat AA, (ii) acétyl-
CoA, qui pourrait constituer une forme d’aspirine endogéne.

Une étude préliminaire réalisée selon le méme protocole que celui suivi avec les
métabolites de KPF indique que I’effet immédiat de I’ AA-CoA serait plutdt une activation de
COX-2 qu’une inhibition, peut-étre en générant aprés hydrolyse un substrat AA utilisé
préférenticllement a I’AA exogeéne qu’on rajoute dans I’expérience (Figure 89). L’Ac-CoA
n’a pas d’effet immédiat. Le recovery suggere une inhibition irréversible a forte concentration
en AA-CoA comme en Ac-CoA, respectivement autour de 20 et 30 % a 0.5 mM.
Malheureusement, des expériences ultérieures ont montré que I’AA-CoA est fortement
détergent et qu’il est responsable d’un décollement des cellules. Par recovery, on perd ainsi
des cellules durant les lavages et on observe une inhibition apparente. Nous avons alors mis
au point un autre protocole, consistant a garder les cellules en suspension pendant les
incubations et a les centrifuger pour les étapes de lavages. Malheureusement méme dans ces
conditions, I’effet détergent de I’AA-CoA est incompatible avec I’étude puisqu’il limite le
culottage des cellules. Il ne reste donc que lutilisation d’enzymes purifiées qui puisse

V- Effet des acyl-CoA endogénes sur I'activité des COX 214



permettre d’analyser I’effet d’acyl-CoA sur les COX, avec les limites inhérentes a ce modéle,
que nous avons constatées précédemment avec le KPF-CoA.
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Figure 89 Effet d’acyl-CoA sur l'activité de COX-2 chez les macrophages au LPS

L’effet immédiat (A, B) et le recovery (C, D) de COX-2 induite chez les macrophages a été testé pour
PAA-CoA (A, C) et de I’Ac-CoA (B, D). Pour plus de lisibilité, les échelles des ordonnées débutent a
40 % en ce qui concerne les mesures de recovery.

Une autre fagon d’étudier ’effet des acyl-CoA serait de les faire produire par les
cellules elle-mémes. Ceci aurait en outre I’avantage de respecter les voies métaboliques et les
couplages fonctionnels intracellulaires. Malheureusement, les fortes concentrations en AA ont
aussi des propriétés détergentes. Ces effets sont prévenus par la fixation préalable de I’AA a
I’albumine (Figure 90). On ignore cependant quelle sera 1’influence de cette fixation sur le
métabolisme intracellulaire ultérieur ainsi que sur le dosage des PG, ce qui limite ’intérét de
cette solution

Ce travail visait a tester ’hypothése selon laquelle les acyl-CoA endogenes pourraient
avoir un role de régulateurs, par acylation sélective de COX-2. Certes, la régulation négative
de l'activité de COX-2 est en premier lieu assurée par une nette down-régulation de son
expression, entre 40 et 100 h chez les macrophages, mais la cinétique de son expression
comparée a celle des ACS est compatible avec notre hypothése. In vivo également, il existe
une expression d’ACS co-régulée avec celle de COX-2, tout particulierement d’ACS-2 et
d’ACS-4. Les acyl-CoA n’étant a priori pas des métabolites circulants, un couplage
fonctionnel entre COX et ACS ne peut s’établir que dans le méme compartiment ; c’est ce que
nous avons constaté chez le Rat. Il est remarquable que ’'une des enzymes dont I’expression
est la plus touchée par le stimulus est justement la plus sélective pour I’AA, formant ainsi
I’AA-CoA qui serait a priori I'acyl-CoA endobiote le plus affine pour COX. Une
surexpression coordonnée et fonctionnelle d’ACS-4 et de COX-2 a d’ailleurs été décrite dans
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des adénocarcinomes de colon [896]. Le taux d’expression d’ACS-4 influe d’ailleurs sur la
production de PG : des souris ACS-4 KO produisent ainsi 2 fois plus de 6kPGFla, PGE2 et
PGF2a que les souris sauvages [897].
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Figure 90 Effet de I’albumine et de I’arachidonate (AA) sur 1'adhérence des macrophages

Chaque barre est la moyenne de 3 expériences indépendantes, avec représentation de I’écart type. *
signale une différence significative (Wilcoxon apparié, p < 0.05)
O : AA seul, m: AA + albumine

Dans notre hypothése, il faut s’attendre a une induction d’ACS corrélativement a
COX-2, mais il devrait aussi exister un décalage temporel dans I’expression des 2 types
d’enzymes, ce qui permettrait a COX-2 d’étre pleinement active dans un premier temps, avant
d’étre inactivée par les produits d’ACS. Si I'induction des ACS et de COX-2 est globalement
initiée simultanément, le fait que le cycle de réponse des ACS soit 1,5 fois plus rapide que
celui de COX-2 peut lui permettre une forte production d’acyl-CoA juste au moment ou
COX-2 initie un nouveau cycle, et de ce fait limiter la réponse pro-inflammatoire de ce cycle
de COX-2.

Si nous n’avons pas pu mettre en évidence un effet inhibiteur direct des acyl-CoA dans
cette étude préliminaire, d’autres travaux de la littérature montrent que le palmitoyl-CoA, le
stéaroyl-CoA, 1’oléyl-CoA, linoleoyl-CoA et I’AA-CoA sont responsables d’une inhibition
immédiate de COX {898],[302]. De plus, la consommation d’AA par les ACS limite la
production de PG par COX [303].

La cinétique d’expression des ACS en réponse au LPS est elle-aussi tout a fait
compatible avec I’hypothese selon laquelle les acyl-CoA pourraient jouer un role régulateur
négatif de I’activité de COX-2. Il est donc possible d’envisager la voie de régulation présentée
Figure 91, par les combinaisons d’expression de cPLA2, COX-2 et des ACS.
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Figure 91 Modéle de la down-régulation de COX-2 chez les macrophages
A gauche sont schématisés les taux d’expression relatifs de chacun des acteurs de cette voie de
régulation
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E. Réactivité de Pacyl-CoA de KPF et identification de
protéines cibles

Nous avons vu que COX-2 est acylée par le KPF-CoA, qui est responsable de son
inhibition irréversible. L’un des objectifs de ce travail était de prospecter d’autres cibles
protéiques éventuelles que COX. L’acylation par le métabolite acyl-CoA ouvre donc une piste
que nous allons exploiter dans cette derni¢re partie de 1I’étude.

E. 1. Caractérisation de la réactivité avec I'albumine comme
protéine modéle

L’albumine est un transporteur affine pour de nombreux ligands de nature chimique
variée. Elle fixe les acyl-CoA avec une bonne affinité [899], sans qu’on sache s’1l s’agit d’une
fixation réversible ou non, et nous allons dans un premier temps I’étudier comme protéine
modele des interactions pour le KPF-CoA.

E.1.a) Cinétique de la formation d’adduits

La recherche et la quantification d’adduits éventuels a la SAH sont réalisées par
lavages et extractions successives de la protéine préalablement incubée avec le composé.
Quand le surnageant de lavage ne contient plus de produit, on hydrolyse le culot protéique et
on dose par CLHP le KPF relargué, témoin de la fixation irréversible. La SAH se révcle ainsi
acylée par le KPF-CoA. La cinétique de formation d’adduits montre que 1’acylation est rapide
(50 % d’adduits avant 1 min) et que les adduits formés sont stables (au moins 90 min). Le
taux d’adduits (% KPF adduit par rapport au KPF-CoA initial) est proche de 100 %.
Différentes concentrations d’albumine indiquent que le taux d’acylation est maximal a partir
de 5 g/L et atteint son maximum a 75 % (Figure 92). Diverses concentrations en KPF-CoA ne
permettent pas d’observer de modification du taux d’adduit a 1g/L. d’albumine, stable a 40 %.
La pré-incubation de I’albumine avec 1’analogue non hydrolysable du KPF-CoA inhibe la
formation d’adduits a 45 % (résultat non montré). Ceci montre que I’acylation nécessite la
fixation de 1’acyl-CoA sur un ou des sites précis, et qu’elle ne résulte pas seulement de la
forte réactivité chimique du composé.
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Figure 92 Influence de la concentration en albumine sur son acylation par le KPF-CoA

Différentes concentrations d’albumine sont incubées 20 min avec du KPF-CoA a 40 uM avant
quantification des adduits. Chaque point correspond a une expérience.

V- Caractérisation de la réactivité avec I’ albumine comme protéine modeéle 218



E. 1. b) Définition des sites acylés

On sait que ’albumine fixe le palmitoyl-CoA sur 6 sites (dont 2 de forte affinité)
[900], et que 1’0léyl-CoA est fixé sur le site de la bilirubine (site IIA) [901], mais la nature de
la fixation est inconnue. Les xénobiotes sont fixés dans les sous-domaines IIA et IIIA (Sites I
et II) [902-904] qui sont aussi des sites de fixation des mcAG [905]. On a montré que les
IcAG sont fixés par les mémes sites que ces mcAG [906] ainsi que les lc acyl-CoA. Il semble
donc raisonnable de prédire que le KPF-CoA est fixé dans les sous-domaines IIA et IIIA. On
sait d’ailleurs que le KPF et son conjugué KPF-Glc sont fixés sur le site II, interagissant en
particulier avec K199, au moins pour I’énantiomere R [907],[593].

Ces hypothéses ont guidé des expériences de docking du KPF-CoA a partir de
I’albumine cocristallisée avec le myristate et triiodobenzoate TIB (PDB : 1bke [905]). Celles-
ci ont permis de conclure que les sites TIB;, Myr; et Myry étaient compatibles avec le
phénomeéne d’acylation, car ils contiennent des résidus basiques et acides reliés en réseau de
liaisons hydrogénes ; ces liaisons permettant d’acidifier, donc d’activer des acides aminés
nucléophiles. On s’est ensuite assuré de I’accessibilité au site pour la partie CoA trés polaire
et volumineuse. Cette analyse a révélé que les sites TIB; et Myrs sont trés accessibles,
contrairement 2 Myr; qui présente un certain encombrement stérique. La Fig. 6 du manuscrit y
illustre les résultats du docking moléculaire du KPF-CoA dans les différents sites de
I’albumine (a gauche), et le mécanisme d’acylation déduit des distances séparant les résidus (a
droite).

Nous nous sommes alors focalisé sur les deux meilleurs sites candidats, TIB; et Myry,
et leur résidu nucléophile respectif K199 et Y411. Utilisant des méthodes préalablement
décrites, nous avons spécifiquement acétylé K199 par I’aspirine [877] ou nitraté Y411 par le
TNM [878]. La quantification des adduits formés sur ces albumines modifiées a révélé une
inhibition de I’acylation par le rac-KPF-CoA de 25 % avec K199 acétylée, et de 16 % avec
Y411 nitratée.

Ceci confirme donc les résultats obtenus par 1’approche théorique : les sites L et Il de la
SAH sont des sites de fixation du KPF-CoA, et sont trés probablement des sites d’acylation,
selon les mécanismes que nous avons précédemment proposés.

E. 2. Etude de I'acylation de protéines

L’incubation de cellules intactes avec le KPF-CoA résulte en une importante
formation d’adduits avec de nombreuses protéines de toute taille, mais surtout vers 20, 45, 55,
70, 90 et 150 kDa (Fig. 1, manuscrit y). Nous avons tout d’abord cherché a définir la
répartition subcellulaire des protéines cibles.

E.2.2) Localisation subcellulaire des adduits

. Répartition entre protéines solubles et
membranaires

Les fractions membranaires et cytoplasmiques séparées par centrifugation ont été incubées
2 h avec le KPF-CoA puis analysées par Western blot a ’aide de 1’anticorps anti-KPF.
Comme le montre la Fig. 1C du manuscrit vy, une trés large majorité des protéines marquées
sont membranaires. Si on en juge par la mesure de la DO de la membrane ainsi révélée, les
protéines cytoplasmiques représentent moins de 20 % des protéines acylées.
Nous avons vu que la palmitoylation de protéines est souvent impliquée dans leur
association avec les membranes et que la nature de P'acyle semble cruciale pour leur
localisation ou non dans les rafts. La présence d’une chaine KPF, en elle-méme ou en
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compétition avec le palmitate n’est donc certainement pas sans influence. Pour affiner I’étude
de la distribution des protéines adduites, nous avons donc cherché quelles pouvaient étre les
conséquences de I’acylation par le KPF sur I’association des protéines avec les rafts.

o Influence de I'acylation par le KPF : exclusion
des rafts

Cette étude a nécessité dans un premier temps la mise au point d’un protocole de
préparation et de détection des rafts.

Mise au point d’un protocole de préparation des rafts

Pour cela, nous avons tiré parti de leur propriété de résistance au triton a froid [908].
Briévement, on incube les cellules un certain temps avec une solution de triton dans la glace.
Dans ces conditions, la majorité des membranes et des protéines membranaires sont
solubilisées, mais pas les rafts qui constituent des structures membrane/protéines isolées. On
détecte les rafts par le marqueur protéique des cavéoles, Cav-1, comme il est d’usage dans la
littérature. Cette protéine membranaire a I’avantage d’étre quasi-spécifique des cavéoles, mais
en revanche I’inconvénient de n’étre représentative que d’un cas particulier de rafts que sont
les cavéoles (Figure 93).
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Figure 93 Caractérisation de l'insolubilité de Cav-1 dans le triton a froid

Cav-1 est utilisée comme marqueur des rafts et révélée par un anticorps anti-Cav-1. C : culot obtenu
apres centrifugation 15 min a 15000 g de cellules 3T3 incubées 20 min avec du triton 1 % dans la
glace, S : surnageant

On les purifie alors par ultracentrifugation en gradient de saccharose, qui permet de
concentrer les rafts vers 15-20 % de saccharose. La caractérisation des rafts est obtenue par
Western blot, a I’aide d’anticorps anti-Cav-1.

La mise au point du protocole a principalement concerné le temps d’incubation et la
concentration en triton pour un nombre de cellules donné, et dans un volume donné.
L’analyse était en outre compliquée par la nécessité d’utiliser des conditions douces de
préparation des échantillons a tester, afin de préserver les adduits que nous étudierons
ultérieurement. Nous avons évité en particulier tout chauffage et I’emploi de mercapto-
éthanol auxquels sont sensibles les adduits.

Dans un premier temps, nous avons fait varier la durée d’incubation, de 0 et 20 min
avec du triton 1 %. L’essentiel de Cav-1 est alors détecté dans la fraction 10 du gradient de
saccharose, fraction correspondant au culot constitué de débris et d’amas cellulaires
insolubles (Figure 94). Ce culot n’a aucune signification quant a une quelconque fraction

V- Etude de ’acylation de protéines 220



cellulaire, alors que dans nos conditions, on pouvait s’attendre a retrouver les rafts, donc
Cav-1, dans les fractions 2 a 4.
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Figure 94 Fractionnement des cellules 3T3 en gradient de saccharose aprés incubation avec du friton 1%
a froid

Membrane de gauche : pas de pré-contact avec le triton, membrane de droite : fractionnement apres 20
min de contact avec le triton

Le temps d’incubation et/ou la concentration en triton étant insuffisantes, nous avons
alors testé la concentration en triton (1-3 %), pour une pré-incubation de 60 min. Avec 1 % de
triton, on observe un marquage di a I’anti-Cav-1 dans les fractions attendues (2 a 4
principalement). Cependant la taille des protéines est beaucoup plus importante que celle de
Cav-1. On peut supposer que les protéines n’ont pas migré et sont restées associées aux rafts,
a I'interface entre le gel de concentration et le gel de migration (Figure 95). Cette hypothése
semble confirmée par un léger marquage vers 22 kDa dans les échantillon traités & 3 % de
triton, comme si la forte teneur en détergent avait en partie dissocié [’amas
protéines/membranes.
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Figure 95 Fractionnement des cellules 3T3 en gradient de saccharose aprés incubation avec du triton a
froid pendant 1 h

Membrane de gauche : les cellules sont incubées avec du triton | %,
membrane de droite : avec du triton 3 %

D’autres travaux ont rapporté 1’existence de bandes immunoréactives de haut PM, qui
seraient constituées d’homo-oligomeéres de Cav-1. Ces complexes ne sont dissociables que par
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ébullition [909]. Ce type de traitement nous étant interdit pour la caractérisation ultérieure des
adduits, nous avons testé 1’addition du dénaturant que constitue ’urée. Comme le montre la
Figure 96, I’urée 8 M permet effectivement un marquage de bandes de taille correcte dans les
bonnes fractions. Les bandes sont cependant encore réparties sur un nombre trop important de
fractions, allant de la plus faible teneur en saccharose (fraction 1) vers les plus importantes
(fraction 7 de la Figure 95), ce qui suggére qu’une concentration de triton 3 % soit peut-étre
trop importante et responsable d’une solubilisation partielle des rafts. A I’avenir, nous
utiliserons des conditions intermédiaires, avec une pré-incubation de 1 h a 1 % de triton, en
utilisant une solution de dép6t contenant 8 M d’urée. De plus, nous augmenterons la durée
d’ultracentrifugation afin de concentrer les rafts dans le minimum de fractions.

11 nous est donc possible de préparer et détecter les rafts a partir de cellules 3T3. Nous
allons maintenant pouvoir appliquer cette technique en comparant la localisation subcellulaire
de nos adduits et celle des rafts, dans les adipocytes.
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Figure 96 Purification des rafts de cellules 3T3

Les cellules sont incubées 1 h avec du triton 3 %, les échantillons repris dans de I’urée 8 M avant
dépbt.

Rafts et protéines acylées par le KPF

Des adipocytes 3T3 sont incubés avec du KPF-CoA 0,1 mM pendant 2h, La fraction
membranaire est ensuite mise en contact 1 h avec du triton 1 % avant centrifugation en
gradient de saccharose. Chaque fraction est alors analysée par Western blot a I’aide de 1’anti-
KPF. Comme le montrent les Fig. 2 A et B du manuscrit y, on détecte de nombreux adduits
dans les derniéres fractions (culot insoluble et protéines solubilisées) mais trés peu dans les
fractions 2 & 4 correspondant aux rafts. En fait, on ne révéle que 4 bandes de 15-20 kDa. La
révélation ultérieure de la méme membrane par I’anti-Cav-1 montre que si cette protéine est
bien présente (fraction 2 essentiellement), elle est de taille supérieure aux 4 bandes sus-
décrites. La purification des rafts a donc été efficace, mais Cav-1 n’est pas I’une des protéines
adduites dans les rafts.

Cette expérience révéle que quasiment aucune protéine acylée par le KPF n’est
présente dans les rafts, alors qu’on les retrouve majoritairement dans les fractions
correspondant aux protéines membranaires solubilisées. Il sera intéressant a 1’avenir de savoir
si I’acylation par le KPF ne concerne que les protéines absentes des rafts, ou si c’est
P’acylation qui les exclut des rafts.
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E.2.b) Caractérisation de 1’acylation des protéines
membranaires

Nous avons ensuite cherché a caractériser chimiquement les adduits microsomiaux.
Des expériences de compétition avec le KPF et différents dérivés du CoASH ont montré que
la partie panthétéine du coenzyme est cruciale pour la reconnaissance des cibles, comme pour
la plupart des protéines fixant les acyl-CoA. Le traitement des échantillons ou des membranes
par le NEM et I’hydroxylamine montre que les adduits sont des esters et évoque 1’implication
de cystéines comme résidus acylés. Nous avons également pu mettre en évidence une
compétition entre palmitoylation et acylation par le KPF, suggérant un site de fixation et
d’acylation commun aux 2 acyl-CoA (Fig. 4, manuscrit ).

E. 3. Recherche et définition d’'un domaine d’interaction
avec les acyl-CoA

Plusieurs de nos résultats montrent que 1’acylation des protéines par le KPF-CoA
requiert un site de fixation précis. Ce site pourrait €tre celui du palmitoyl-CoAdes protéines
palmitoylées, comme le suggerent nos expériences de compétition. Toute protéine connue
pour étre palmitoylée est ainsi une cible potentielle du KPF-CoA. Malheureusement, un
domaine de palmitoylation n’a pas été caractérisé et il n’existe pas de consensus de séquence
primaire permettant de prédire qu’une protéine pourra subir cette modification chimique. La
seule piste qui nous soit proposée pour identifier les cibles du KPF-CoA est donc de tester les
protéines connues pour €tre palmitoylées. Cette voie est cependant trés limitative, et peu de
ces protéines sont associées a I’inflammation.

Afin d’augmenter notre capacité de screening, nous avons supposé qu’il puisse exister
un domaine de fixation et d’acylation par le palmitoyl-CoA, et avons cherché a le détecter par
comparaison de séquences de protéines connues pour étre palmitoylées ou pour interagir avec
des Ic acyl-CoA. Nous avons exclu des séquences testées celles d’enzymes utilisant les acyl-
CoA comme substrat car aucun fold commun n’a été rapporté [910].

E.3.a) Recherche d’un domaine commun chez les
protéines interagissant avec les acyl-CoA

o Définition d’'un domaine bidimensionnel

Nous avons utilisé le sous-domaine IIIA de I’albumine comme amorce de screening et
recherché des similitudes de séquence par les outils classiques (pBLAST, wBLAST, [880]).
Ces techniques automatiques a haut débit n’ont pas permis de détecter de similitudes
significatives intéressantes, quelle que soit la banque testée. Nous nous sommes alors tourné
vers la méthode d’analyse bidimensionnelle d’amas topohydrophobes HCA (Hydrophobic
Cluster Analysis) [883, 884]. L’alignement des profils HCA de la SAH et d’autres protéines
interagissant avec les Ic acyl-CoA, comme certaines GST de mammiféres, PLA2 de venin de
cobra ou récepteur nucléaire de bactéries FadR suggére ’existence d’un domaine commun
correspondant assez précisément au sous-domaine IIIA de la SAH (Fig. 7, manuscrit y). Les
résidus RY411 et S489 délimitent grossiérement ce domaine, ainsi que les amas
topohydrophobes qui les flanquent.
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. Identification d’un fold de fixation des acyl-CoA
(ACBD)

Nous avons ensuite cherché si la conservation de ce domaine HCA bidimensionnel
pouvait étre corrélé a un fold, c’est-a-dire un repliement tridimensionnel précis constitué des
mémes éléments de structure secondaire. Outre 1’analyse visuelle relativement subjective,
nous avons utilis¢é le programme DALI permettant de scorer 2 superpositions
tridimensionnelles, d’aprés les coordonnées spatiales des atomes. Nous avons ainsi pu
confirmer I’existence d’un domaine commun chez nos 4 protéines, et détecter ce domaine
chez d’autres protéines en screenant la PDB (manuscrit y). Ce domaine est schématiquement
constitué¢ d’un plancher de 2 longues hélices o antiparalléles, sur lequel repose une poche elle-
méme formée de plusieurs petites hélices. L’ensemble a globalement la forme d’une hotte de
vendangeur (ou de pere Nogl !).

E.3.b) Etude de I’archétype de ’ACBD : expression du
domaine IITA de la SAH

La conservation d’une structure tridimensionnelle proche du sous-domaine IIIA de
’albumine chez différentes protéines fixant les acyl-CoA amene a penser qu’une étude fine de
I’interaction de ce domaine avec le KPF-CoA pourrait apporter de précieux renseignements
quant a I’acylation des protéines, en particulier au niveau catalytique. Elle permettrait aussi de
vérifier notre hypothése selon laquelle ce domaine constitue un fold conservé chez diverses
protéines, auquel cas il devrait présenter une autonomie structurale et fonctionnelle propre.
Nous avons donc travaillé a I’expression recombinante de ce domaine, isolé du reste de la
SAH.

Nous avons cloné ce domaine a partir de cellules d’hépatome humain HepG2, dans un
vecteur permettant la fusion d’un tag His en Ct (pQE-70, Figure 97).

_R410
Y 411

Domaine lIIA

Codon stop. ...
Tag His ‘\,\ ‘.
Bglll (473) S 489

Figure 97 Schéma du systéme d'expression du domaine IIIA de la SAH

La position du tag a ét€ proposée apres modélisation de la protéine chimérique
attendue. La structure obtenue permet effectivement de prédire qu’un tag situé en Ct sera
vraisemblablement sans conséquence sur la capacité de fixation de ligand du domaine,
contrairement a un tag Nt (Figure 98).
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Figure 98 Modéle de structure tridimensionnelle du domaine IIIA chimérique construit

Le tag His et R498, S499 (traduction du site BglII) sont soulignés par les accolades. A : Domaine vu
de dessus, B : domaine vu de profil ; ’entrée du site de fixation est représentée par R410, Y411 et
S489 en tubes noirs

Des bactéries TOP10F’ ont été transformées avec le mélange de ligation
plasmide/insert, et quelques clones positifs ont été sélectionnés par Western blot (Figure 99).
On révele une protéine de PM apparent 20 kDa, contre 14.6 kDa pour le PM théorique de la
construction. La présence du tag His modifie les propriétés électrophorétiques de la protéine,
ce qui explique trés probablement 1’écart de taille.

Clones 10 11 12 13 14 15 16

20kDa ——

Figure 99 Expression du domaine I1IA de la SAH chez E. coli
Différents clones bactériens sont testés par Western blot & I’aide d’un anti-penta His
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Un temps d’incubation de 4 h a 37 °C avec I'IPTG a donné un taux d’expression
optimal de la protéine recombinante. La protéine n’est pas exprimée sous forme soluble mais
présente en corps d’inclusion (Figure 100).

Figure 100 Analyse de la solubilité du domaine IIIA recombinant de la SAH

1, 2 : dépdt des corps d’inclusions obtenus par centrifugation a 12000 g pendant 20 min des cellules
lysées par action du lysozyme et d’ultra sons. 3, 4 : dépot du surnageant de la centrifugation,
correspondant aux protéines solubles. A : révélation a I’anti-penta His, B : coloration de la membrane
au rouge ponceau

La purification de la protéine a été envisagée en conditions dénaturantes et non
dénaturantes. En conditions dénaturantes, les bactéries sont lysées par agitation pendant 4 h
dans 'urée 8 M a 20 °C puis ’extrait cellulaire est centrifugé pour éliminer les débris
insolubles. Le clarifiat est alors directement déposé sur résine IMAC. Apres lavages et
€lution, le produit de purification est dialysé pour éliminer I'urée. En conditions non
dénaturantes, le clarifiat est dialysé pour €liminer 'urée avant le passage sur résine.
Malheureusement, nous avons dans les 2 cas perdu une grande quantité de protéines, trés
probablement a cause d’un «cut-off » trop important de la membrane de dialyse utilisée
(12-14 kDa).

Dans 1'objectif de tester le mécanisme d’acylation proposé pour le domaine IIIA,
impliquant R410, Y411 et S489, nous avons construit les mutants Ala correspondants. La
position 489 est située en extrémité 3’ de I'insert. La mutation a ainsi pu étre simplement
assurée par le primer. Les positions 410 et 411 sont en revanche en plein milieu de I’insert.
Nous avons donc eu recours a la méthode d’extension par recouvrement (SOE, splicing by
overlap extension, Figure 101). Les constructions ont été réalisées mais le clonage et
I’expression sont en cours.
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Figure 101 Principe de la construction des différents mutants du domaine I11IA de la SAH

E. 3.¢) Implications fonctionnelles de la fixation des
acyl-CoA : expression des DBD et LBD de PPARy

Nous I’avons vu dans les rappels bibliographiques, le LBD de PPARa et v fixe les lc
acyl-CoA [729],[52], et les AINS sont ligands de PPARGS. 11 y a donc tout lieu de penser que
le LBD puisse fixer les acyl-CoA d’AINS. Le profil HCA du DBD des PPAR semble aussi
pouvoir étre aligné avec le domaine IIIA de la SAH. Nous envisageons donc de tester ces 2
domaines comme cibles potentielles du KPF-CoA, et de travailler a leur expression
recombinante.

Afin d’étre le plus spécifique possible de PPARY, nous avons cloné les domaines en 2
étapes : (i) sélection de I’isoforme par utilisation de primers s hybridant dans les régions les
moins conservées des PPAR chez des cellules exprimant préférenticllement cette isoforme
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(adipocytes), (ii) amplification de chaque domaine & partir de I’amplicon précédemment
obtenu. Les 2 domaines ont été complémentés en 5’ et en 3’ pour insérer un tag His en Nt
cette fois, afin de prévenir une obstruction du site de fixation du LBD et d’éloigner le tag au
maximum de I’ADN en ce qui concerne le DBD (Figure 102).

Figure 102 Modéle de structure tridimensionnelle des domaines de PPAR construits

A, B : 2 représentations du LBD, le tag est en gris clair et les résidus formant probablement ’entrée du
site en gris foncé. C, D : complexe dimérique {ADN ; DBD}. Le DBD de PPAR a été obtenu par
homologie avec RXR : la structure tridimensionnelle est modélisée d’aprés les coordonnées
cristallographiques de RXR aprés mutation des résidus non conservés. Le monomeére de droite est
superposé a la construction portant le tag ; la superposition correcte suggére que la fusion n’interfére
pas avec la capacité de fixation de I’ADN

Le clonage des 2 domaines a été réalisé selon les systeémes d’expression présentés
Figure 103. On attend ainsi une protéine de 10,5 kDa pour le DBD et de 32 kDa pour le LBD.
Nous n’avons pas encore confirmé ’expression des protéines recombinantes. La relative
complexité structurale du LBD suggére en effet qu’il serait préférable d’obtenir une
expression de la protéine sous forme soluble plutét qu’en corps d’inclusion car le refolding
pourrait étre délicat. Il y a donc lieu d’optimiser les conditions d’expression des protéines
recombinantes, en particulier en ce qui concerne la température de culture et la concentration
en IPTG.

V- Recherche et définition d’un domaine d’interaction avec les acyl-CoA 228



SphI(118)
\ Tag His

Codon stop \
4 Codons stop HindlIII (950)

Figure 103 Schéma du systéme d'expression du DBD et du LBD de PPARYy

L’étude fine de I’interaction du KPF-CoA, voire d’acyl-CoA endogenes avec le sous-
domaine IIIA de la SAH est assurément une étape cruciale pour démontrer la véracité et la
pertinence biologique de I’ACBD. De méme, I’analyse de son homologue chez PPAR
permettrait de confronter notre hypothése a un test fonctionnel, tout en se focalisant sur une
cible pharmacologique d’importance majeure, en particulier quant a I’'inflammation. Ces 2
approches de la caractérisation de I’ACBD n’ont malheureusement pas pu étre amenées a leur
terme dans le cadre de la présente theése, mais ils constituent la mise au point des outils qui
vont permettre la poursuite de 1’étude.

E. 4. Identification de cibles particuliéres du KPF-CoA

Nous I’avons vu au paragraphe V_E. 3. a) la recherche de I’ACBD par I’utilisation des
profils HCA constitue un outil de screening de sensibilité des protéines aux acyl-CoA, et nous
permet de tester des protéines comme cibles potentielles du KPF-CoA, simplement d’apres
leur séquence primaire.

Certaines GST, comme celles de classe o décrites précédemment sont des candidats.
L’incubation d’un pool de GST purifiées avec le KPF-CoA révele effectivement une
formation d’adduits. La faiblesse du signal suggére qu’une fraction seulement des protéines
de 1’échantillon soit acylée, en accord avec la spécificité d’isozyme prédite (Figure 104) ; il
est cependant envisageable que cela ne traduise qu’une réactivité faible envers ces protéines.

L’hémoglobine est également cible du KPF-CoA. L’incubation de la protéine avec des
concentrations croissantes d’héme n’a pas montré de compétition, ce qui signifie soit que le
site de fixation de I’héme est différent du site de fixation de I’acyl-CoA, soit que
I’hémoglobine utilisée était déja sous forme holo (Figure 104).

La G6PDH est connue pour étre inhibée par le palmitoyl-CoA. Comme le montre la
Figure 104, elle est également adduite par le KPF-CoA.

V- Identification de cibles particuliéres du KPF-CoA 229



T A TA T A

A i 25104

GST G6PDH  GST

T A T Al A2 A3

— 55 kDa

Figure 104 Acylation par le KPF-CoA de protéines solubles purifiées

5 pg de protéine purifiée est incubée 1 h avec le KPF-CoA puis analysée par Western blot a I’aide de
I’anticorps anti-KPF. On dépose a chaque fois la protéine seule (T) et la protéine mise en contact avec
le métabolite (A). Les membranes supérieures montrent 1’acylation d’un pool de GST et de G6PDH,
les membranes du bas celle de I’hémoglobine. Al & A3 correspondent 4 I'incubation de I’hémoglobine
et de KPF-CoA en concentrations croissantes d’héme (0 ; 0,1 et 1 mM)

Mais nous I’avons vu, 1’essentiel des cibles intracellulaires du KPF-CoA est constitué de
protéines membranaires ; ¢’est donc plutdt parmi celles-ci que nous devons chercher nos
cibles. Le mode opératoire se déroule en 2 étapes : (i) screening de séquences primaires de
protéines membranaires pour rechercher I’ACBD, (ii) vérification expérimentale d’une
acylation éventuelle par Western blot. L’expérience des COX nous a montré que I’utilisation
de protéines purifiées pouvait provoquer des interactions artéfactuelles en ce qui concerne les
protéines membranaires. Nous avons donc appliqué un protocole d’immunoprécipitation
similaire a celui mis au point pour les COX afin de tester les prédictions de sensibilité.

Parmi les adduits de petite taille observés précédemment avec les adipocytes se trouvaient
des protéines d’environ 20 kDa. Les cavéolines, en particulier Cav-1 sont bien exprimées par
ces cellules et sont connues pour étre palmitoylées. L’analyse de son profil HCA révéle la
présence de I’ACBD en Ct. L'immunoprécipitation de Cav-1 a partir d’adipocytes incubés
avec le KPF-CoA confirme qu’il s’agit la d’une cible (Figure 105).
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Figure 105 Cav-1 est une protéine cible du KPF-CoA

Des adipocytes 3T3 intacts ont été incubés avec du KPF-CoA 0,1 mM. Aprés élimination du milieu,
on solubilise les protéines avant de réaliser I’'immunoprécipitation de Cav-1. L’analyse est obtenue par
Western blot et révélation par I’anti-KPF. T : témoin constitué de cellules non incubées avec le
KPF-CoA ; A : cellules en contacts avec le métabolite

La détection de cet adduit permet de confirmer I’exclusion des protéines acylées par le
KPF hors des rafts observée au paragraphe V_E. 2. a) En effet, on peut détecter Cav-1 adduite
dans les cellules mais pas dans les rafts, alors qu’il s’agit de sa localisation préférentielle. II
existe donc bien une incompatibilité entre acylation par le KPF et localisation dans les rafts,
soit parce que I’acyl-CoA n’y accéde pas, soit parce que cette modification chimique exclut

les protéines des rafts.

Autre protéine porteuse de I’ACBD, ACS-1 est également adduite dans les adipocytes
(Figure 106). II est donc probable que cette enzyme soit normalement palmitoylée, et cette
acylation pourrait étre responsable de la translocation de ’enzyme dans les membranes. Nous
avons vu en effet qu’une quantité trés importante de la protéine est cytosolique, alors que
’essentiel de son activité enzymatique est membranaire [639].

iPLA2 iPLA2

a b COX-2 ACS-1 iNos
== — A A A
T A T A T A T A T A

‘ q : ; I

Figure 106 Identification d’adduits du KPF chez les adipocytes

Les cellules ont été traitées selon les mémes conditions que la Figure 105
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Nous avons ensuite orienté notre screening vers des protéines associées a
Iinflammation. Parmi les PLA2, par exemple, la forme indépendante du Ca®*, iPLA2 porte
I’ACBD. Comme le montre la Figure 106, elle est effectivement acylée par le KPF. On sait
qu’eNOS est palmitoylée, mais rien n’est décrit pour les autres isozymes ; or iNOS contient
également notre domaine. Son acylation ne fait aucun doute, méme si le témoin est
légerement marqué dans cette expérience.

On voit également sur la Figure 106 que les échantillons n’ont pas migré et sont restés
bloqués a I’interface entre le gel de concentration et de migration. Une fois encore, c’est la
labilité des adduits qui nous empéche d’utiliser des solutions de dépdt classiques, en évitant
absolument le pf-mercaptoéthanol. L’utilisation d’urée 8 M compatible avec les adduits ne
permet pas de compenser 1’absence de ce dénaturant. Il est donc fort probable que des ponts
disulfures relient protéine, anticorps et protéine G, formant des agglomérats incapables de
migrer. Nous n’avons donc pu vérifier I’efficacité de notre purification que sur des témoins
traités au P-mercaptoéthanol. Dans ces conditions cependant, les protéines migrent
correctement et une coloration de la membrane au rouge ponceau ne révéle pas d’autre
protéine majeure, ce qui montre que la purification était efficace, et que nos adduits
correspondaient bien aux protéines recherchées. '

E. 5. Discussion

L’un des objectifs de ce travail était de chercher s’il pouvait exister un mode d’action
des AINS supplémentaire a I’inhibition compétitive des COX, pouvant rendre compte de leur
action anti-inflammatoire. La détection des adduits protéiques dus au métabolite KPF-CoA
permet effectivement d’envisager la participation d’autres voies.

Par ce métabolite, dont 1’apparition est favorisée au site inflammatoire par I’expression
coordonnée de COX-2 et d’ACS-2 et —4, la cible prépondérante COX-2 est d’abord inactivée,
et pas simplement inhibée comme elle I’est par la molécule parent (Figure 107).

Mais nous avons vu que d’autres protéines que COX-2 intervenant dans les processus
inflammatoires sont acylées par le KPF-CoA. C’est le cas de Cav-1 qui régule les interactions
protéines/protéines de la transduction du signal, en particulier entre récepteur, protéine G et
Tyr kinases. Elle est également associée a iNOS et COX-2, pour laquelle on pourrait supposer
qu’elle favorise les interactions avec d’autres enzymes de la cascade de I’AA (PGES, par
exemple), ou cible la production enzymatique & un endroit précis (iNOS) [911],[912]. En
acylant Cav-1, le KPF-CoA pourrait ainsi interférer avec ces voies et limiter ainsi la réponse
inflammatoire (Figure 108).
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Figure 107 Effets des AINS et de leur métabolite acyl-CoA sur les COX

L’expression coordonnée de COX-2 et des ACS en réponse a un stimulus inflammatoire est ici
signifiée par leur induction suivant la cascade des kinases. Les fleches pointillées symbolisent une
inhibition réversible
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Figure 108 Effets des acyl-CoA d’AINS sur la réponse cellulaire inflammatoire

Les fléches pointillées symbolisent I’acylation. Les croix noires marquent les conséquences probables
de I’acylation.
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Adduct formation of ketoprofenyl-CoA and identification of target proteins.
Involvement and characterisation of a conserved palmitoylation domain

Non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used for the treatment of
articular and inflammatory diseases. Their principal mode of action is through the inhibition
of prostaglandin synthesis by cyclooxygenase (COX). COX exists as 2 isoforms, one
constitutive, COX-1, and the second, COX-2, mainly inducible in response to inflammatory
stimuli. Inhibition of the inducible enzyme is thought to be responsible for the beneficial
properties of NSAIDs, while blocking the house-keeping functions of COX-1 would
contribute to their gastro-intestinal side-effects. This explanation appears today too simplistic,
since COX-1 is also involved in inflammation " %, and COX-2 participates in the resolution of
inflammation > *. Besides, several works suggest that NSAIDs have other targets than COX,
that could also participate in beneficial and drawback effects of these drugs. Thus, an
inhibition of SPLA2 by alminoprofen has been reported °, as inhibition of the activation of
allbp3 integrin by KPF °. NSAIDs are also inhibitors of medium chain ACS 7, long chain
ACS ® and acetyl-CoA carboxylase ? Such a perturbation of fatty acid metabolism could be
involved in topical damages observed for the drugs At the transcriptional level, R and S
ibuprofen '' as R and S flurbiprofen '2 inhibits activation of NFB, as reported for aspirine
and salicylate . This should explain the inhibition of NO production associated with iNOS
repression 4 15 NSAIDs seem to have also an effect on signal transduction, inhibiting
phosphorylation of ERK 1/2 '¢. KPF inhibit migration and activation of PMN, via diminution
of intracellular Ca®" level and phosphorylation of the same kinases '’. Enantiomers of other
NSAIDs also diminish hydrolysis of anandamide in the brain '®.

Most NSAIDs are extensively metabolised as acylglucuronides by UDP-
glucuronosyltransferase (UGT) in liver. Glucuronidation is therefore the main metabolic
pathway for their elimination into urine. Chiral inversion was shown for propionic NSAIDs,
and occurs from the R enantiomer to its S antipode. This phenomenon points out another
pathway involving the formation of a reactive thioester of coenzyme A (CoA), obligatory
intermediate for this process. We speculate that these conjugated metabolites could participate
in the pharmacological action of NSAIDs. In fact, these metabolites are highly reactive
compounds and can form adducts with proteins : covalent attachment to plasma proteins of
NSAIDs via their acyl glucuronides has been shown for many drugs, such as zomepirac 19,20
carprofen *', ketoprofen >, fenoprofen %, suprofen >, ibuprofen and ibufenac . Intracellular
proteins also undergo acylation, as observed for rat microsomial proteins with acyl
glucuronides of carprofen % and for human and rat liver UGT with acyl glucuronide of
ketoprofen *’. By contrast, the reactivity of CoA thioesters of drugs has been far less
investigated: only Medica 16, nafenopin and bezafibrate were reported to bind covalently
membrane and cytosolic hepatocyte proteins 2* ?? Retinoate is also incorporated into proteins
via acyl-CoA *% *.

We hypothesised that these various reactive metabolites should explain misunderstood
safety discrepancies between NSAIDs and interspecies and interindividual differences in
response, as well as define other mode of actions than competitive COX inhibition. Therefore,
the aim of the present study was to evaluate the potency of NSAIDs acyl-CoA to form
adducts with proteins and to identify the targets, using ketoprofen (KPF) as a model drug. By
trying to identify these targets, we discovered a conserved domain probably involved in
palmitoylation of proteins.
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Subcellular localisation of adducts

Incubation of intact 3T-L1 adipocytes resulted in an important adduct formation, as
revealed by western blot using anti-KPF antibody. A particularly strong labelling was
observed for proteins between 50, 55, 70, 85, 90 and 150 kDa, but a large number of proteins
were also revealed in the range of 50-150 kDa (Fig. 1A). By contrast, few small proteins were
detected near 20 and 40 kDa (Fig. 1B). Incubation of cytosolic and particulate fractions of
cells with KPF-CoA clearly showed that a great majority of adducts are membrane proteins
(Fig. 1C).

Acylation of proteins is often involved in rafts localisation, so we look forward if KPF
acylation was associated with membrane rafts. After incubation of intact cells, DRM were
prepared *%. As seen in Fig. 2A, very few proteins were detected in fraction corresponding to
rafts (fractions 2-3, as revealed by Cav-1 presence ) by comparaison with fractions
corresponding to solubilised membrane proteins (fractions 7-8). Only 4 bands were detected
between 15-20 kDa and none besides 30 kDa (Fig. 2C). None of the small proteins
correspond to Cav-1 which is undoubtedly bigger than acylated proteins (Fig. 2D)

Thus, it appears that (i) either KPF acylation occurs almost only with proteins absent
from rafts, (ii) or acylation exclude proteins from rafts. Indeed, one know that fatty acid

composition dramatically affects rafts localization of proteins 3

Identification of some proteins interacting with KPF-CoA

The first trail we followed to identify most noticeable bands was to test if proteins that
interact obviously with KPF-CoA could be involved in adduct formation. First of these is of
course the enzyme responsible for synthesis of the compound, in particular ACS-1, which is
the most effective towards aryl-propionates (specific activity for R-ibuprofen of 18 % that for
its best substrate palmitate >, compared with 9 % for “R-ibuprofenoyl-CoA synthetase” 3y
In fact, several enzymes are thus inactivated by their own products, as COX 3738 p4sp
cytochromes * *? or UGT2B1 *!. We conducted immunoprecipitation experiments in order to
preserve the membrane environment of our candidate proteins during the incubation of intact
cells with KPF-CoA, and avoid the release of cryptic sites. Moreover, this allowed to respect
the relative affinities of cellular proteins for KPF-CoA. As shown in Fig. 3, we effectively
purified acylated ACS-1. We have recently demonstrate that the target of NSAIDs, COX-2,
was inhibited selectively and irreversibly by KPF-CoA in J774.2 macrophages . The
inhibition was due to an acylation occurring in the active site. In adipocytes, we also detected
adducts with COX-2 (Fig. 3). ACS-1 and COX-2, two proteins of about 75 kDa might be at
the origin of the strong labelling observed at this level in Fig. 1. However, it is known that
COX-2 colocalize with Cav-1 in rafts . That we did not observe any protein between 70 Kda
in DRM (Fig. 2C) suggests again either that raft COX-2 could not be a target of KPF-CoA or
that acylation exclude COX-2 from rafts.

Endogenous as well as xenobiotic acyl-CoA are taken up by different acyl-CoA
binding proteins, of whose ACBP strictly speaking. This small protein of 10 kDa sould
constitute another target. KPF-CoA is actually ligand of the recombinant rat liver form, but
this interaction did not result in adduct formation, as revealed by western blot (data not
shown). This clearly shows that proteins interacting with KPF are likely to form intracellular
adducts via KPF-CoA. However, all these proteins are not sensitive to the reactivity of the
metabolite, arguing in favour of that observed acylations are not only due to the strong
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chemical reactivity. Such a mechanism requires a binding site for acyl-CoA but also
“catalytic” residues.

Characterisation of KPF-CoA binding

KPF-CoA is an amphipathic compound, so we tried to characterise its proteic binding
site by searching which moiety of the molecule, parent drug or CoASH was recognized. We
conducted competition experiments using KPF, CoASH and derivatives of CoASH. The
electrophoretic profile of hepatic microsomes pre-incubated with KPF before KPF-CoA did
not reveal clear competition, contrary to pre-incubation with CoASH which made near all the
band to disappear (Fig. 4). Desulfocoenzyme A, AMP and panthetine also inhibited adduct
formation, suggesting that the common portion pantheteine is the crucial component for
binding. This is in agreement with most resolved complexes of acyl-CoA/protein: even if no
common feature could be detected, one of the principal interactions are those involving
phosphates 44,4546 The large majority of target proteins thus recognize (i) rather CoASH part
than the acyl! (ii) or chronologically first the CoASH then the acyl. The second hypothesis is
all the more probable than all the proteins that bind acyl-CoA keep the CoA moiety at the
periphery of the protein, the acyl being hide from the solvent. Pre-incubation with CoASH
provokes certainly an obstruction of the acyl binding site, whereas occupation of the
hydrophobic site by KPF would not interfere with later binding of KPF-CoA to the CoA
binding site then adduct formation.

Incubation of microsomes with NEM before KPF-CoA, with hydroxylamine or
mercaptoethanol after KPF-CoA, or treatment of transferred membrane with hydroxylamine
resulted in a large loss of labelling (Fig. 4). Near all the proteins are thus acylated by thioester
or oxyester bounds but very few amides. The very important number of revealed proteins
made us think that they are probably palmitoylated proteins in vivo. Palm-CoA essentially,
but other endogenous acyl-CoA too (linoleyl-CoA, oleyl-CoA, arachidonoyl-CoA) are thus
responsible for the acylation of many proteins, especially membrane one. Pre-incubation of
microsomes with Palm-CoA clearly showed a competition, confirming that most of acylated
membrane proteins are likely to be palmitoylated in vivo. Moreover, incubation of
microsomes with ibuprofenyl-CoA (and revelation with anti-ibuprofen antibody) resulted in
the same labelling than KPF-CoA, as if the acyl chain binding site was not very compeling. It
seems thus that NSAIDs-CoA could act as mimics of Palm-CoA or other endogenous acyl-
CoA in acylation of proteins.

Finally, incubation of microsomes with KPF + ATP + CoASH resulted again in the
same labelling, as a proof that acylation we underlined are not the only fact of an excess of
acylating agent in the medium but rather reveals the pool of possible palmitoylated proteins.

Definition of KPF-CoA binding domains in FISA

By characterising acylation of proteins by KPF-CoA, we conclude that this metabolite
could act as a mimic of endogenous acyl-CoA, in particular Palm-CoA. The identification of
target of KPF-CoA thus correspond certainly to determine whose proteins are palmitoylated
in vivo. Many membrane proteins are known to be modify by fatty acids, as G proteins *', Src
kinases 48, or GPCR. Neither structure nor sequence consensus has been reported for
palmitoylated region of the proteins; it is thus impossible to predict if a protein is acylated or
not. In the absence of conserved primary sequence, we nevertheless ask if it could be possible
to find a domain or a common topology for these proteins. In that purpose, we turned towards
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a transporter that binds hydrophobic ligands of varying structure, as diverse acyl-CoA:
albumin. It presents actually 6 bindinsg sites for Palm-CoA, of whose two of high affinity *°,
one of them is bilirubin binding site % That way, we characterised binding of KPF-CoA by
HSA as a mode] protein.

Incubation of HSA with KPF-CoA resulted again in an important adduct formation
since acylation rate (% adduct KPF / initial KPF-CoA) is near 100 %. Different concentration
of HSA revealed that acylation rate is near maximal from 5 g/L, with 75 % adducts (Fig. 5).
KPF-CoA concentration did not modify this rate with 1g/LL HSA, constant at 40 %. Finally,
kinetic of acylation is rapid (< 5 min) and adducts formed are stable at least 90 min in these
conditions (data not shown). Pre-incubation of HSA with non acylating analogue of KPF-
CoA ! inhibited at 45 % the adduct formation. This confirm that acylation requires the
previous specific binding of KPF-CoA and is not solely due to its chemical reactivity.

It seems reasonable to suppose that KPF part of the molecule is bond at least in the
xenobiotic binding sites located in subdomain II A and III A *2. Besides, KPF glucuronide has
been reported to be bound on site II, interacting with K199 °* ** In the complex
HSA:myristate:TIB, Curry et al. defined site II A and III A as medium chain fatty acid
binding sites >, and it was shown that Jong chain fatty acid *° and acyl-CoA binding sites was
the same that fatty acids one >’. We have thus studied interaction of these two sites with KPF-
CoA by molecular modelling. Docking experiments allowed to conclude that these site (TIB1,
Myr 3 and Myr 4 in PDB: lbke) are effectively compatible with KPF-CoA binding and
acylation reaction. H bonds networks might actually be responsible for activation of
nucleophilic residues. TIB1 and Myr4 sites appeared as particularly good candidate, as far as
steric constraints are concerned, for the fixation of the voluminous and polar CoA. Docking of
KPEF-CoA on these sites is illustrated Fig. 6. Interatomic distances measured clearly suggested
that acylation might occure via K199 and Y411. The mechanism proposed for site III A
agrees well with photolabelling experiment *® and mutagenesis studies *°, showing
involvement of R410 and Y411 on the binding of KPF. To test this theorical approach, we
focused on the best candidates sites of TIB1 and Myr 4, and their nucleophilic residues K199
and Y411. Specific chemical modification of these amino acids confirmed docking results
since we quantified a loss of adduct formation of 25 % with acetylated K199 and 16 % with
nitrosylated Y411.

We have thus identified two covalent binding sites of KPF-CoA to HSA and their
“catalytic” residues. In our optic of using these domains as archetypes of acyl-CoA binding
domain (AcBD), we continued with two different but complementary ways: (i) we looked for
sequence analogies between the two HSA domains and proteins known to interact with long
chain acyl-CoA, (ii) we searched for structural homologies with folds of these domains,
restricting them to their probable minimum structural requisite. We were then surprised to
observe that minimal folds of TIB1 (209-291, K199) and Myr 4 (401-489, Y411) binding
domains were identical (rmsd=1.53 A for Ca of the 70 most structured residues), confirming
that this could be the minimal fold for acyl binding (Fig. 6’). This domain is constituted of 3
small a helices overhanging a core of 2 anti parallel helices, the acyl binding site being
situated in the hydrophobic pocket formed at the interfaces of the helices. The size of the
overhall fold is 38 * 30 * 18 A, with a PM of near 10 kDa.

Common 2D domain in proteins interacting with acyl-CoA
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Automatic alignment methods (BLAST, ®/¥ BLAST) did not permit to detect
significant analogies in protein data banks, neither multiple alignment between different
proteins. So we turned towards bidimensional sequence analysis method HCA, especially
used for weak homologies in the “twilight zone” of sequence similarity 60,61

First, we searched for the presence of the 2D AcBD of HSA in proteins known to be
acylated or to bind long chain acyl-CoA. On knows that GSTa but neither © nor p isozyme
binds various acyl-CoA, from C8 to C18:2 %% Analysis of HCA plot of GST Al-1 (P08263)
revealed the presence of the putative AcBD in the region (70-185) (Fig. 7). This 2D domain is
conserved in GSTa, © and p of many animal species, but the “catalytical” pair RY79 is
lacking in GST = (TL) and all p human isozymes (KH) (Fig. 8). As presumed by the presence
of the “catalytic” pair, incubation of purified GST resulted in adduct formation, as revealed by
western blot (Fig. 3). Weakness of the labelling clearly suggested that not all GST isoforms
present in the fraction were target of KPF-CoA.

Some cobra venom PLA2 are acylated in certain circumstances, and adducts were only
observed with naja mossambica mossambica (P00604) enzyme and not with naja naja naja
(P15445) . Both enzymes presents a very similar HCA plot, close to our albumin probe. The
position of the “catalytical” pair is here occupied by CY27 in both enzymes. However,
mossambica presents a K33 close to the pair instead of S33 of naja (Fig. 7). This position is
include in the region of WW19 whom fluorescence quenching made suggest that it is the acyl
binding domain. Snake venom PLA2 of other species (austrelaps, bungarus) as well as
pancreatic PLA2 have all S33 of naja.

FadR is a nuclear receptor of E. coli, acceptinGg acyl-CoA as ligand and regulating the
transcription of many genes of fatty acid metabolism **, Ligand binding site is located in Ct 6,
HCA plot of the receptor (P09371) shows it also contain the AcBD in the Ct region (170-
238), with the apparent pair HY 171 (Fig. 7). Thus sequence alignment by their HCA profile
confirms the relevance of our probe, since it allowed the localisation of the region of acyl-
CoA binding (FadR, GST) and suggested probable residues involved in acylation of venom
PLA2.

Common fold in proteins interacting with acyl-CoA

Then we search if similitude in HCA profiles could be correlated to the conservation
of the fold observed in HSA. AcBD from HSA was thus submitted to the program DALI 66,67,
In accordance with HCA, DALI found some structural homology with GST (score z = 3.7)
and FadR (more precisely with its homologue tetracycline repressor (z = 3). The inverse
operation, i.e. testing region of these proteins detected by HCA, confirmed 3D similarity with
AcBD of HSA: FadR (z = 3.8), GST Al-1 (z = 3) and venom PLA2 (z = 2.7). This suggests
that beyond the conservation of hydrophobic clusters, our proteins might share a precise
domain in common. Analysis of crystal structures confirms this hypothesis: DALI described a
good homology between AcBD of HSA and a fungi P450 cytochrome (P23295) with z = 4.2.
Crystal structure (PDB: lrom) clearly comprises the domain. SY151 pair being in the same
environment that RY411 of HSA (Fig. 9). DALI reported another good homology with FK
506 binding protein (FRAP, P42345, PDB: Insg) with z = 3.4, which is glaring in Fig. 8. As
far HCA tested proteins are concerned, the conservation of the global fold is confirmed too,
even if some divergence appear: the region 68-190 of GSAT Al-1 (PDB: 1guh) with RY79
pair, region 1-105 of venom PLA2 (PDB: 1a3d) with CY27 pair, region (137-228) of FadR
(PDB: 1h9g) with R105 Y179 pair (In 3D structure, R105 appeared as a better partner for
Y179 than previously suggested H178, Fig. 9).
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Many known palmitoylated proteins belong to the superfamilly of GPCR.
Transmembrane proteins are resistant to crystallisation so it is difficult to look for the
presence of our AcBD, with the exception of rthodopsine. This classical seven-pass protein is
palmitoylated on C322 et 323 % Recently, crystal structure of palmitoylated bovine
rhodopsin was obtained (PDB: 1hzx) . As shown in Fig. 9, palmitate surrounding region is
not far from AcBD. This structure suggest clearly rather a convergent evolution for acyl
binding than divergent since the fold is here constituted for a half by Nt of a mer and by Ct of
the other mer for the second half. Besides, we did not see any clear correspondence between
postiton and length of the exons of analysed proteins (with some exception, as for P450). This
crystal structure being unique in GPCR, it is difficult to assert that AcBD is conserved among
palmitoylated receptors, but its is certainly true for CCR-5 (acylated on C321, 323, 324 7071y
endothelin B (C403, 405 "), 02 adrenergic receptor (C442 ") and histamine H2 receptor
(C305 ™), if we consider the strong topohydrophobic clusters conservation between them
(Fig. 10). We could thus predict that PGI2 receptor, for instance, known to be isoprenylated in
C414 ™ is probably palmitoylated on C308

As most of acylated proteins, GPCR are palmitoylated on Cys, and involvement of a
pair basic residue/Tyr had never been shown. However, thioacylation did not account for all
acylations: Wolff et al. " sowed that if 70 % of covalent bounded palmitate to tubulin are
thioesters, 15 % are oxyesters and 10 % amides. Besides, it has been shown that residues
basic/Tyr situated before Cys allows stronger acylation of this amino acid 7', presumably bgy
activating its nucleophily. His and Tyr are also activators of adduct formation on Lys ’
Mechanism of acyl transfer from RY to Cys should also be envisaged as it has been shown for
acetylation of ubiquitine 7. At last, HSA itself, where AcBD is sometimes acylated via Tyr
(Y411), sometimes via Lys (K199) shows that “catalytical” pair RY that we used as an anchor
for HCA alignments is only a particular case. Basic residues rich regions, as frequently
observed in GPCR near acylated Cys should constitute another mechanism to activate the
nucleophily of Cys, the only invariant factor being the AcBD fold itself.

Use of HCA profile as a tool to predict KPF-CoA acylation

It is now clear that HCA profile of HSA subdomain IIla constitute a good probe to
detect interactions with long chain acyl-CoA. So we will use it as a predictive tool to identify
KPF-CoA target proteins.

As discussed above, GSTa are likely to be acylated by acyl-CoA. Incubation of
purified GST resulted indeed in adduct formation, as revealed by western blot (Fig. 13).
Weakness of the labelling implies that not all GST isoforms present in the fraction were target
of KPF-CoA.

Analysis of cellular adducts (Fig.1) showed a strong labelling of small proteins
between 20 kDa. Caveolins, in particular Cav-1 (Q03135) is a protein of 22 kDa, reported to
be palmitoylated on C133, 143 and 156 *°. As shown in Fig. 11, Cav-1 carries AcBD in the
region (84-178) of Ct, with KY97 S168 triad. HCA plot illustrates clearly that known
palmitoylated Cys are inclusive in predicted AcBD. As discussed for GPCR, involvement of
Cys in acylation is not incompatible with RYS triad, either trough a base-assisted mechanism
for Cys activation, either by an acyl transfer from KY to Cys. Immunoprecipitation of Cav-1
in KPF-CoA incubated adipocytes demonstrated KPF acylation (Fig. 3).
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Thus, Cav-1 (o and/or B), and perhaps Cav-2 (which carries also the AcBD) was
among our target proteins, certainly of those observed between 20 kDa. Cav-1 is
predominantly present in rafts (Refs). However, Fig. 2D showed that though being present in
our DRM preparation, Cav-1 was not acylated here. This clearly suggests that chemical
modification by KPF has displaced proteins (at least Cav-1) from rafts. Palmitoylation of
Cav-1 is involved in many biological events, as caveolae localisation 8l signal transduction
with partner as Src 82 and allows interaction with effectors as oestrogen receptor o i
Competition with palmitoylation and exclusion from rafts by acylation might thus have
dramatic consequences in stimulus response of cells in contact with NSAIDs, and could
certainly participate in the modes of action of these drugs.

Cellular and microsomial adducts revealed a strong labelling around 80 kDa. Besides
COX-2, 80-85 kDa PLA2 might correspond to this adduct. In fact, Fig. 12 shows that group
VI iPLA2 has the AcBD HCA profile, with the triad RY 132 S202. The domain overlaps 4"
5™ and 6™ ankyrin repeats ®*. It is thus unlikely that this region share the precise fold of HSA
AcBD, but helical ankyrin repeats could adopt a 3D topology well-suited to form the AcBD.
As shown in Fig. 3, immunoprecipitation of iPLA2 confirmed it is another target of KPF-
CoA. Chemical modification of iPLA2 on ankyrin repeats will certainly have consequences
on its ability to interact with other proteins or to oligomerise into active tetramer % or on the
contrary to dissociate from inactive cluster as IV cPLA2 %6 Membrane insertion could also be
concerned, as for ankyrin itself . This possibility is all the more probable that iPLA2 seems
to be both cytosolic and membrane associated ** .

We had initially supposed and demonstrated that ACS-1 is also acylated. Without
surprise, it carries also the AcBD in Nt, with RY9 pair (Fig. 10). Among the 4 other isozymes
of ACS, only ACS-2 shares this Nt; it is thus very likely that only ACS-1 and 2 are KPF-CoA
targets, and could be palmitoylated in vivo. A consequence of this adduct is perhaps
membrane translocation since ACS-1 is essentially cytosolic whereas its activity is mostly in
membranes. This should constitute a specific way of regulation of ACS-1 and ACS-2.
Besides, ACS-4 and 5 are exclusively membrane associated *°. Involvement in precise
subcellular localisation could also be considered, as nuclear one o192

Cellular adducts showed at last an important labelling near 150 kDa. eNOS is a
palmitoylated protein that should constitute this mark. However, its HCA plot is not
compatible with AcBD. On the other hand, inducible isozyme iNOS seems a good candidate,
since we can detect spaced out clusters 2, 4 and probably 3 of our probe in Nt (Fig. 12). The
domain is laied out but shorter than AcBD: it begins with cluster 2, after RY pair. However,
this first cluster carries neighbouring R10Y15 in 2D near C3 in iNOS. It is likely that it
constitute a huddled variant of our fold. Fig. 3 shows actually acylated iNOS in adipocytes.
Palmitoylation of the only endothelial form of NOS was known, but one can suppose the
same implications for that of iNOS: membrane translocation and caveolae colocalisation 93,94,
protein / grotein interaction leading to activity regulation, as with inhibitor NAP110 fixing Nt
of iINOS ?, or colocalisation with COX-2 % to regulate it *’.

Detection of the AcBD allows on the one hand to predict the sensitivity of a protein to
acyl-CoA (interaction or even acylation), on the other hand to precise residues interacting
with the ligand. Thus we can predict that mossambica venom PLA?2 is certainly acylated via
the triad CY27 K33. In view of the position of these residues compared to the active site and
membrane interacting region, we can suppose that acylation increase membrane affinity. For
GST, analysis of crystal structure reveals that the AcBD re%ion form actually an hydrophobic
pocket. This site is different from active and ligandin sites %99 Tt is constituted by side chain
of 199, 1106, L107 and Y 166. It is certainly the acyl-CoA binding site since it is not accessible
in GST m, obstructed by [203 and N209 (Fig. 11).
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Structural similitude detected between FRAP and AcBD suggest that it could share the
same function. Such an interaction with acyl-CoA should explain regulation of RyR by acyl-
CoA 19 101 Tpjg regulation act probably via partner protein, as FKBP12 192 FRAP should
thus be added to the model proposed by Fulceri et al., the acyl-CoA being not directly bound
to FKBP 12 but to FRAP, itself associated with FKBP 12 and RyR. It is worth noting that
effect of acyl-CoA on RyR seems not to require acylation '®, in agreement with the absence
of “catalytic” pair +Y in FRAP.

Interaction of FadR with long chain acyl-CoA is strong (Kd = 45-70 nM for oleyl-
CoA '™ and myristoyl-CoA 19%) but we did not know if it is covalent or not. However, affinity
for Palm-CoA is weaker than for other acyl-CoA (Kd = 370 nM), though this ligand is 50
times more efficient than myristoyl-CoA in inhibiting binding to DNA 1% Tt is thus probable
that non covalent binding observed for myristoyl-CoA should be different from interaction
with Palm-CoA 'Y, On the other hand, the most nucleophilic residue close to the thioester
function of myristoyl-CoA, R105 form salt bridge with D145, that should lower its

nucleophily and inhibit adduct formation '%,

Conclusion

Acyl-CoA of certain xenobiotics as fibrates are known for their reactivity leading to
adduct formation with proteins. Unfortunately none of these protein had been identify. We
have recently demonstrate that KPF-CoA was abble to inhibit COX-2 by acylating it. Then
we extended this study by searching if this metabolite could have other targets. In the present
work, we related that KPF-CoA is at the origin of covalent binding of KPF to many
membrane proteins. In the aim of identifying these targets, we characterised 2 acylation sites
on HSA, used as a model protein. These sites are fatty acid binding sites in subdomain IIA
(K199) and IIIA (RY411), and share exactly the same fold. This domain appeared then as an
archetype of acyl binding domain: AcBD.

AcBD had been discovered in many proteins known to be palmitoylated in vivo, by
the use of HCA profile and analysis of their 3D structure. AcBD shown by HCA had been
associated with the fold of imputed domain of HSA. Thus alignment of HCA lots were used
as a predictive tool to detect AcBD in proteins, with the only need of primary sequence.
Among membrane acylated proteins by KPF, we found Cav-1, ACS-1, iNOS and iPLA2.
Some cytosolic proteins also carries the AcBD: GSTa, fungus P450 and FRAP.

This study suggests the conservation of AcBD among palmitoylated proteins. Works
are in progress in our lab to demonstrate this by expressing recombinant isolated AcBD from
HSA and other proteins. Mutagenesis experiments are also conducted to define the precise
role of “catalytic” triad RYS. This could be usefull to clarify the origin and significance of
palmitoylation, which is a subject of controversy: it is not clear, for instance, if it constitute an
auto-catalytic process or if it is enzyme associated. Proteins are thus described as auto-
acylated, as PLP 109, G proteins “0, Gio ' and SNAP 25 ”2, whereas palmitoyl-transferases
were purified for Gia ' and Po '". Works underlines that primary sequence of synthetic
peptides should be sufficient for auto-acylation (P231/Ras 5 Src kinases ''®, Po ''7 and P63
118 whereas other works demonstrate that native protein structure is required (Gia. ', tubulin
120 pLp ', phospholipase D1 '**, PKc '# thodopsin '**). It appears in fact very tricky to
analyse these studies since none had compared the efficacy of peptide acylation with that of
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native protein. Moreover, ACBP can inhibit autoacylation of Lck 12 and G proteins 2. but it
has no effect on Yes '*” and CPT-I '%,

The consequences of protein acylation is also very variable '*. Membrane insertion is
often pointed out (histamine H2 receptor *°, SNAP 25 !, pro-TNF '), indeed membrane
translocation (P21/Ras '** and tubulin %), leading to an activation (PKc 135 venom PLA2 '%)
or an inhibition of the enzyme (Gsa 137 eNOS l33). Precise subcellular localisation as
localisation into rafts have also been reported for certain proteins (GOic 13 neurofascin ',
tubulin *'), probably associated with signal transduction (PGI2 R "2, endothelin B '**). The
influence of palmitoylation on protein/protein interactions was also shown for PKc '*, eNOS
5 caveolin '* and ankyrin "’ as well as the coordinate regulation of acylation for
G11a/GPCR ' or B adrenergic receptor/GPCR ', Surface expression (CCR-5 ',
thyrotropin receptor '), mobility in membranes (CCR-5 8, endocythosis (transferrin
receptor '3 had also been associated with acylation. Studies with AcBD will undoubtably
highlight this intricate biochemical process.

To conclude, we underline in this paper the conservation of a 3D domain in target
proteins of KPF-CoA. It is very likely that this domain constitute a Palm-CoA binding
domain, involved in palmitoylation of proteins. We have validated a predictive tool for the
detection of this domain in proteins, solely from primary sequence. This tool appears of
importance since no consensus sequence existed and it was until now impossible to predict if

a protein could be palmitoylated.
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Fig. 1 Subcellular localization of KPF adducts. A: intact 3T3-L1 adipocytes were
incubated with 0.1 mM KPF-CoA, then cellular extracts were analysed by SDS-PAGE using
anti-KPF antibody. A: on a 9 % acrylamid gel, B: on a 13 % acrylamid gel.

C: 0.1 mM KPF-CoA were incubated with cytosolic fraction of 3T3-L1 adipocytes (S) or
microsomial fraction (C). t: control, a: incubation with KPF-CoA.
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Fig. 2 Intact 3T3-L1 adipocytes were icubated with 0.1 mM KPF-CoA for 2h then
microsomial fraction was analysed by triton 1% solubilisation as decribed in M&M. 10
fractions of saccharose gradient were then analysed by SDS-PAGE. A: on 15 % acrylamid gel
(control in B). C: on 9 % acrylamid gel. D: After revelation with KPF antibody, membrane B
was revealed with Cav-1 antibody.

iPLA2 COX-2 ACS-1 iNOS Cav-1 GST
rl—*ﬁ . —M
{ a t a t a t Hi t a t a
Fradea
C
A B

Fig. 3 Immunoprecipitation of proteins. 3T3-L1 adipocytes were incubated with 0.1 mM
KPF-CoA then proteins were immunoprecipited. A: immunoprecipitation of iPLA2, COX-2,
ACS-1 and iNOS was analysed on 9 % acrylamid gel, B: immunoprecipitation of Cav-1 was
analysed on 13 % acrylamid gel, before revelation with anti-KPF antibody. C: KPF Adducts

with purified GST. T: contrdle, a: incubation with KPF-CoA
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Fig. 6 Docking of KPF-COA on site I (A) and 1I (B) of HSA. Interatomic distance are given
in A. Possible mechanisms of acylation are proposed on the right
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Fig. 6°. Putative KPF-CoA binding domains in site of TIB1 (209-291, in green) and Myr 4
(401-489, in blue) of HSA (PDB: 1bke)
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Fig. 7 Alignement of HCA profile of proteins that bind acyl-CoA. Human serum albumin
(HSA), glutahione S transferase (GST Al-1), venom PLA2 from naja naja mossambica
(vPLA2 mossambica) and naja naja naja (vPLA2 naja) and E. coli Fad R
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Fig. 8 Allgmnent of multlple human GST 1sozymes “catalytlc” pair KY79 is underlmed in
yellow
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Fig. 9 Folds similar to AcBD of HSA. A: AcBD of HSA, i.e. region (405-501), R410 in red,
Y411 in blue, S489 in yellow, Palmitate 1004 in CPK. B: Region (147-238) of fungus P450,
Y151 in blue. C: Region (2019-2112) of FRAP. D: Region (68-190) of GST Al-1with R78 in
red, Y79 in blue. E: S33K venom PLA2 from naja with C26 in red, Y27 in blue, K33 in
yellow. F: Region (94-226) of Fad R with (94-133) in yellow, R105 in red, Y179 in blue. G:
Region (32-103)B and (310-330)A of bovine rhodopsin with H100 in red, Y96 in blue, C322
and 323 in yellow

Manuscript y



20

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

HSA

140 150 160 170
| ! |

Cav-1

210

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
! | I

R

iNOS

Fig. 10 Alignement of HCA profile of KPF-CoA target proteins
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Fig. 11 Putative AcBD in GST Al-1. A: GST Al-1 (PDB: 1guh). Region (68-190) in yellow.
Sidechains of 199, 1106, L107 and Y166 in black. B: Same region in GSt pi (PDB: 1pgt).
Sidechain of 1203 and N209 in blue.
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VILCONCLUSION

Le mode d’action principal des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est
Iinhibition des cyclo-oxygénases (COX), enzymes majeures de la synthése des
prostaglandines. La découverte de deux isoformes de COX n’a permis d’expliquer qu’en
partie I’absence de corrélation entre les effets observés in vitro et I’effet pharmacologique
in vivo. Une explication possible & ces divergences est ’implication de métabolites des AINS,
tels les dérivés glucuroniques ou les thioesters de coenzyme A formés lors de I’inversion
chirale. La réactivité de ces métabolites pour certaines protéines a en effet été mise en
évidence récemment. Elle est supposée responsable d’effets indésirables, mais pourrait aussi
conduire a des inhibitions enzymatiques impliquées dans I’activité thérapeutique des AINS.
La présente étude était fondée sur deux hypotheses : celle d’une participation des métabolites
conjugués aux effets des AINS, et celle de I’existence d’autres cibles protéiques que COX
pour ces médicaments et/ou leurs métabolites.

Afin de tester ces possibilités, il nous a fallu dans un premier temps mettre au point
une synthése d’un des produits, I’acyl-CoA, en utilisant le KPF comme mode¢le d’ AINS. Nous
avons ainsi obtenu et chimiquement décrit ’acyl-CoA des 2 énantiomeéres du KPF, ainsi
qu’un analogue non hydrolysable et non acylant de ce métabolite.

L’étude de nos conjugués glucuronide et acyl-CoA nous a permis de confirmer la
premiere supposition. Les métabolites circulants que sont les glucuronides sont capables de
pénétrer dans les cellules, ou ils sont inhibiteurs essentiellement réversibles des COX. Leur
efficacité est inférieure & celle de la molécule mere (facteur 10), mais les IC50 que nous avons
mesurées restent compatibles avec un effet pharmacologique.

Les acyl-CoA, métabolites a priori uniquement intracellulaires sont également
inhibiteurs des COX, avec des IC50 comparables a celles du glucuronide de S-KPF. Leur
efficacité est en revanche bien supérieure puisqu’ils se réveélent inhibiteurs irréversibles
sélectifs de COX-2. L’incubation de cellules avec le KPF-CoA montre en effet que la
production de PG par les cellules exprimant préférentiellement COX-2 n’est pas restaurée
apres élimination du métabolite, contrairement a ce qu’on observe avec des cellules exprimant
essentiellement COX-1. L'’utilisation d’enzymes purifiées a avéré une inhibition irréversible
par le KPF-CoA, tandis que nous avons pu démontrer une formation d’adduits du KPF avec
les COX isolées ou cellulaires.

En considérant les enzymes responsables de la production des acyl-CoA, nous avons
constaté une expression coordonnée de certaines ACS avec COX-2 en réponse a un stimulus
inflammatoire, tant in vivo que dans un modele cellulaire. La cinétique d’expression suggere
que les produits des ACS, les Ic acyl-CoA puissent jouer un role de régulateurs négatifs de
Pactivité de COX-2. Il s’agit donc d’une perspective de travail trés intéressante, qui pourrait
aboutir au développement de nouveaux anti-inflammatoires mimant une voie de régulation
physiologique. En concevant une molécule qui serait a la fois bon substrat des ACS
inductibles et bon inhibiteur de COX-2, on pourrait disposer d’une pro-drogue qui ne
deviendrait active qu’au site inflammatoire, 1a ol il existe une forte expression de COX-2 et
d’ACS.

En nous focalisant sur le KPF-CoA et sa capacité a former des adduits, nous avons
ensuite envisagé notre seconde hypothése. Nos efforts pour identifier les cibles du métabolite
nous ont amené a proposer I’existence d’un domaine de fixation des acyl-CoA (endo- ou
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xénobiotes) : ’ACBD (Acyl-CoA binding domain). Ce domaine apparait conservé chez
nombre de protéines palmitoylées in vivo, et chez I’albumine. En utilisant un sous-domaine de
I’albumine comme archétype de I’ACBD, nous avons proposé un mécanisme d’acylation pour
ces protéines. Il nous a ainsi été possible de caractériser et identifier d’autres cibles
intracellulaires.

La participation de ces cibles au mécanisme d’action des AINS peut alors étre
envisagée selon les conséquences pharmacologiques de leur acylation :

1. Comme pour I’acylation de COX-2, on peut envisager une inhibition de la
production de médiateurs inflammatoires, par ciblage direct d’une enzyme. Une des cibles est
en effet une autre enzyme fondamentale dans les pathologies inflammatoires : iNOS. Nous
n’avons pas étudié les conséquences de son acylation, mais il est peu probable qu’elle soit
gratuite et ne s’accompagne pas de répercussions catalytiques, soit quant a la synthése méme
de produits enzymatiques, soit par modification de la localisation subcellulaire ou de la
capacité a interagir avec des partenaires protéiques.

2. Le KPF-CoA pourrait également agir au niveau de la transduction du signal, et de la
régulation des partenariats protéiques associées a la réponse inflammatoire. Nous avons ainsi
montré [’acylation de Cav-1, protéine majeure des associations protéines/protéines
apparaissant dans la membrane plasmique. Cette protéine est ainsi associée a COX-2 et iNOS.
Nous avons vu aussi que I’acylation des protéines par le KPF semble les exclure des rafts,
structures membranaires cruciales au signaling. Il apparait donc fort probable que de telles
acylations puissent limiter la réponse cellulaire & un stimulus, pro-inflammatoire, par
exemple. L’acylation d’autres protéines que COX-2 est une autre voie intéressante pour notre
nouvel anti-inflammatoire idéal : il pourrait ainsi étre trés affine pour I’ACBD, afin
d’interférer efficacement avec le signaling pro-inflammatoire. Des travaux complémentaires
seront néanmoins indispensables pour démontrer la conservation et la fonction de ce domaine,
de méme que pour comprendre les conséquences de 1’acylation des cibles du KPF-CoA,
comme iNOS, iPLA2 ou Cav-1.

La fixation covalente des AINS permet de proposer une explication a plusieurs aspects
encore mal compris de leur pharmacodynamie : relativement aux COX, elle peut ainsi compte
des différences d’efficacité des AINS entre modeles expérimentaux, en particulier des
disparités in vivo et in vitro. Par le métabolisme lui-méme trés variable, elle peut aussi
expliquer les différences interindividuelles d’efficacité des médicaments. Elle peut également
permettre de comprendre le comportement atypique de COX-2 en phase de résolution ou
issue d’une longue incubation avec des AINS, qui avait donné naissance a I’hypothése d’une
COX-3. Mais nous avons vu que Deffet des AINS ne se limite pas a ’inhibition des COX. La
formation d’adduits avec des protéines comme Cav-1, la compétition avec la palmitoylation et
I’exclusion des protéines acylées des rafts suggérent un mécanisme impliquant une
interférence avec la transduction du signal.

Nous nous sommes surtout consacré aux propriétés anti-inflammatoires des AINS,
mais leur métabolisme peut encore expliquer certains effets secondaires, comme la toxicité
hépatique ou les réactions imuno-allergiques. Des inhibitions enzymatiques, en particulier
dans les voies du métabolisme énergétique pourraient en effet provoquer des
dysfonctionnements hépatiques. Les formations d’adduits constituant une modification des
protéines, elles pourraient également étre a I’origine de I’apparition d’hapténes.
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Ces études ont donc montré in vitro I’importance des métabolites d’AINS dans leur
activité pharmacologique, en particulier par fixation irréversible des acyl-CoA sur certaines
cibles protéiques impliquées dans les processus inflammatoires, en particulier COX. Elles
permettent ainsi une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires expliquant les
effets anti-inflammatoires, et peuvent apporter des éléments pour la recherche de
thérapeutiques articulaires plus efficaces et mieux tolérées. Il est aussi probable que ce type
d’action ne se limite pas aux aryl-propionates ni méme aux AINS. C’est en effet grace aux
processus d’inversion chirale et d’incorporation dans le tissu adipeux que ce métabolisme a
été révélé, mais il pourrait aussi servir d’autres classes médicamenteuses, comme celle des

hypolipémiants.
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RESUME

Le mode d’action principal des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est
Pinhibition des cyclooxygénases (COX), enzymes majeures de la synthése des
prostaglandines. La découverte de deux isoformes de COX n’a permis d’expliquer qu’en
partie 1’absence de corrélation entre les effets observés in vitro et I’effet pharmacologique
in vivo. Une explication possible a ces divergences est I’implication de métabolites des AINS,
tels les dérivés glucuroniques ou les thioesters de coenzyme A formés lors de I’inversion
chirale. La réactivité de ces métabolites pour certaines protéines a ¢n effet été mise en
évidence récemment. Elle est supposée responsable d’effets indésirables, mais pourrait aussi
conduire a des inhibitions enzymatiques impliquées dans 1’activité thérapeutique des AINS,
Cette étude est donc fondée sur deux hypotheses : celle d’une participation des métabolites
conjugués au mode d’action des AINS, et celle de I’existence d’autres cibles protéiques que
COX pour ces médicaments ou leurs métabolites.

Nous avons dans un premier temps mis au point une synthése chimique de I’acyl-CoA
des 2 énantiomeéres du kétoproféne (KPF), ainsi que celle d’un analogue non hydrolysable et
non acylant de ce métabolite

A D’aide de modéeles cellulaires, nous avons montré que nos métabolites conjugués
sont inhibiteurs de la production de prostaglandines. Les ICS0 mesurées sont environ 10 fois
supérieures a celle de la molécule parent, mais restent compatibles avec une participation des
métabolites a ’effet du médicament. En revanche, la nature de 1’inhibition les distingue du
KPF, puisque le glucuronide est inhibiteur partiellement irréversible, et I’acyl-CoA totalement
irréversible de COX-2 et essentiellement réversible de COX-1. L’utilisation d’enzymes
purifiées a permis de confirmer une inhibition directe des COX, ainsi que I’irréversibilité de
I’inhibition due a I’acyl-CoA. Elle révele également que cette inhibition s’accompagne d’une
formation d’adduits du KPF. Une acylation sélective de COX-2 par rapport a COX-1 a pu étre
montrée au niveau cellulaire, ce qui suggere que I’irréversibilité de I’inhibition est due a
’acylation. L’action particulierement intéressante de 1’acyl-CoA du médicament suggére
qu’elle puisse constituer, pour des dérivés endogénes, une voie de régulation physiologique de
I’activité de COX-2. Nous avons donc défini le profil d’expression des enzymes produisant
les acyl-CoA endogénes, en réponse a un stimulus inflammatoire et parallélement & COX-2.
L’expression coordonnée de ces enzymes tend a confirmer cette possibilité.

Plusieurs protéines autres que COX-2 constituent des cibles du métabolite, comme
nous I’avons constaté par la formation d’adduits. Nous avons cherché a les caractériser en
examinant s’il existait un domaine commun, et en utilisant I’albumine comme protéine
modéle. Un domaine de fixation des acyl-CoA, conservé chez de nombreuses protéines
palmitoylées in vivo, a ainsi été mis en évidence. La détection théorique de ce domaine a alors
¢été utilisée comme outil de prédiction de la sensibilité d’une protéine aux acyl-CoA. Parmi les
protéines impliquées dans les processus inflammatoires, nous avons ainsi identifi¢ ACS-1,
Cav-1, iPLA2 et iNOS comme cibles ; nous avons confirmé leur acylation in situ.

Ces études ont donc montré in vitro I'importance des métabolites d’AINS dans leur
activité pharmacologique, en particulier par fixation irréversible des acyl-coA sur des cibles
protéiques. Elles permettent ainsi une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires
expliquant les effets anti-inflammatoires, et peuvent apporter des éléments pour la recherche
de thérapeutiques articulaires plus efficaces et mieux tolérées.
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